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Abstrakt:

Rostliny, jakozto sesilni organismy, svadi celozivotni boj s ménicimi se podminkami
prostfedi a investuji tak nemalé mnozstvi energie do vhodné adaptace. Mezi prvni
signalni molekuly patii reaktivni formy kysliku, které vznikaji v odpovédi na nové
pusobici stres, a to v disledku plisobeni jak biotickych, tak i1 abiotickych stresovych
faktord. Jejich hladiny musi byt udrzovany v uréité fyziologické koncentraci, jinak se
jejich signalni funkce méni na destruktivni. Za timto G¢elem rostliny vyvinuly komplexni
aparat nazyvany jako antioxida¢ni obrana. Jednim z hlavnich zastupci antioxidaéni
obrany jsou enzymy, zndmé jako superoxiddismutasy, které katalyzuji pfeménu
superoxidového radikalu na peroxid vodiku a kyslik. Tyto enzymy jsou zastoupeny
v genomu Arabidopsis thaliana celkem v osmi isoformach a regulace jejich exprese je
ovlivitovana celou fadou podnéti. Mezi nejvyznamnéjsi faktory ovliviiujici expresi SOD
patii dostupnost médi, kdy je tato regulace zprostfedkovana pomoci transkripéniho
faktoru SQUAMOSA promoter-biding protein-like 7.

Tato prace pomoci biochemické analyzy, zahrnujici enzymatickou analyzu
a imunoblotovani se specifickymi protilaitkami anti-CSD a anti-FSD1, ovéfila vliv
riznych koncentraci médi v ristovém médiu na abundanci a aktivitu superoxiddismutas,
spole¢né s fenotypovymi projevy u divokého typu A. thaliana a rostliny Medicago sativa.
Pomoci bioinformatické analyzy byly nové definovany superoxiddismutasy u rostliny
M. sativa a nasledna fylogeneticka analyza navrhla jejich moznou roli v bunice. Provedena
mikroskopicka analyza tranzientné transformovanych listd Nicotiana benthamiana
potvrdila  funkénost  diive  pfipraveného  konstruktu  koédujiciho  pCSD1-
gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1 a naznacila moZznou subcelularni lokalizaci tohoto fizniho
proteinu.
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Plants, as sessile organisms, are fighting daily with consistent changes in their
environmental conditions and they invest a large amount of energy into appropriate
adaptation. Reactive oxygen species belongs among the first signal molecules, which are
being created as a reaction to a stress, due to biotic and abiotic stress factors. The
concentration of reactive oxygen species has to be maintained in certain physiological
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CILE PRACE:

Vypracovani reSerSe na téma: Reaktivni formy kysliku, jejich vznik, reaktivita,
role pfi bunétné signalizaci a vyvoji rostlin. Ddle antioxidacni obrana rostlin se
zaméfenim na superoxiddismutasy (SOD) a jejich regulace pomoci SQUAMOSA
promoter-binding protein-like7 transkripéniho faktoru.

Experimentalni cile: Ziskani praktickych zkuSenosti v praci s rostlinami
a v zakladnich molekularné-biologickych a biochemickych metodach.

Ovéteni vlivu riiznych koncentraci médi a dusiku v ristovém médiu na Grovni
fenotypového projevu a vliv na abundanci a aktivitu SOD u divokého typu A. thaliana
a M. sativa. Definovani jednotlivych isoenzymi SOD pomoci inhibi¢ni analyzy
u M. sativa a jejich bioinformaticka analyza. Ovéfeni funk¢nosti pfipraveného konstruktu
kédujicitho fizni CSD1-GFP protein pomoci transientni transformace epidermalnich

buné&k N. benthamiana.



1 UVOD

Rostliny jsou v priib¢hu Zivota nuceny neustale se piizpisobovat prostiedi, ve kterém se
nachdzeji. Jsou pod neustalym vlivem rtiznych stresovych faktort, které zna¢nou mirou
ovliviyji jejich fyziologické procesy. Dusledkem tohoto ptisobeni v organismu vznikaji
a hromadi se reaktivni formy kysliku, které plni dtlezitou signalni a vyvojovou roli.
Nicméné musi byt udrzovany v urcitych fyziologickych koncentracich, protoze se
v uréitém, nadlimitnim mnozstvi stavaji pro rostliny toxickymi. V reakci na jejich
zvySenou produkci dochazi ke spusténi celé fady rtiznych obrannych mechanismt, a to
véetné navyseni kapacity systému nazyvaného jako antioxida¢ni obrana. Mezi hlavni
zastupce antioxida¢ni obrany se fadi metaloenzymy znamé jako superoxiddismutasy,
které koordinuji ve své struktufe aktivniho mista atomy riznych kovi, které jsou zcela
nezbytné pro katalyzu superoxidového radikalu na peroxid vodiku a kyslik (Pilon et al.,
2011; Wang et al., 2018). Vyznamné mnozstvi isoforem superoxiddismutas je regulovano
pomoci SQUAMOSA promoter-biding protein-like 7 transkripéniho faktoru, ktery
predstavuje jeden z hlavnich regulatord procest zavislych na dostupnosti meédi
v rostlinach (Yamasaki et al., 2009).

Tato bakalaiska prace je zejména zaméfena na superoxiddismutasy u rostlin
Arabidopsis thaliana a Medicago sativa a na jejich zavislost abundance a aktivit pfi rizné
dostupnosti médi v ristovém médiu. Manudlné pfipravend média S riznym obsahem
meédi byla vyuzita pro fenotypovou analyzu semenackt. Nasledna biochemicka analyza
aktivit superoxiddismutas a imunoblotovani se specifickymi protilatkami potvrdila
zaménu aktivit/abundance u superoxiddismutas zavislych na médi, a to jak u rostliny
A. thaliana, tak i M. sativa. Pomoci bioinformatické analyzy se podatilo nové definovat
superoxiddismutasy u rostliny M. sativa a predikovat jejich mozné lokalizace a funkce
u této rostliny. Zavér experimentdlni prace je veénovan validaci diive pfipraveného
konstruktu pCSD1-gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1 pomoci transientni transformace list

Nicotiana benthamiana s naslednym mikroskopickym pozorovanim.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Reaktivni formy Kysliku

Za jeden ze zcela klicovych okamzikli evoluce lze povazovat vyrazné zvySeni
¢innosti fotosyntetizujicich cyanobacterii (Halliwell, 2006). Tato udalost vedla
k postupnému vyvoji celé fady aerobnich organismi, jejichz spole¢nym znakem je
vyuzivani Oz V jejich bazdlnim metabolismu. V oxidativnim metabolismu slouzi O
predevsim jako finalni akceptor elektrond, a to v systémech zndmych jakozto elektron-
transportni fetézce. Pravé jejich funkce, charakteristicka vysokou rychlosti pfenosu
elektronii nebo energie, vede nevyhnutelné¢ k tvorbé volnych kyslikatych radikalt
(Reactive oxygen species; ROS; Janku et al., 2019).

Jak jiz bylo naznaceno, hlavnim zdrojem pro tvorbu ROS je O. s vlastnosti
diradikalu. I pfesto, Ze je tato molekula sama o sob& povazovana za relativné stabilni,
obsahuje ve své struktufe dva neparové valen¢ni elektrony. Diky tomu miize po ptidani
¢1 odebrani energie snadno ménit svoji konformaci a miize tak prechdzet v rizné reaktivni
formy. Piikladem takového stavu muize pak byt tripletovy nebo singletovy stav (Huang
etal., 2019).

Jednotlivé zastupce ROS, odvozené od molekuly Oz, poté délime na volné
radikaly, kterymi jsou: superoxid (O2"), hydroxylovy radikal (OH"), peroxyl (ROO"),
alkoxyl (RO") a hydroperoxyl (HO2"). Druhou skupinu poté tvoii molekuly neradikalové
povahy. Do této skupiny spadaji molekuly, které se dale GiCastni na vzniku radikald. Jsou
jimi: peroxid vodiku (H20>), kyselina chlorna (HOCI), ozon (O3) a singletovy kyslik
(*O2). Tyto formy se daji odvodit od zdkladni molekuly O2 sérii postupnych redukénich
jednoelektronovych kroki, které v organismu vznikaji analogickymi pochody pfi
enzymatickych a neenzymatickych cestach (Karuppanapandian et al., 2011).

Diive byly ROS chapany piedevsim jako vedlej$i produkty aerobniho
metabolismu a jejich ptitomnost v organismus byla povazovana jako nezadouci jev, ktery
je tfeba co nejdiive eliminovat. Za timto Ucelem si nejenom rostliny vyvinuly velmi
ucinnou a propracovanou antioxida¢ni obranu (Blokhina et al., 2003). Jeji slozeni a role
v rostlinach bude samostatné diskutovana v kapitole 2.2. V nasledujicich letech bylo
prokézano, Zze ROS jsou toxické az pti vysSich koncentracich (pfedevsim za stresovych
podminek), kdy dokazou poskodit jak proteiny, tak i nukleové kyseliny, a dokonce ptisobi
i na lipidy membran (Apel a Hirt, 2004).



Postupem casu bylo zjisténo, ze ROS maji na organismus nejen negativni, ale
1 pozitivni vliv. ROS se ucastni na aktivaci mnoha riznych fyziologickych procest,
kterymi jsou zejména ochrana organismu pred patogeny z okolniho prostfedi, zapojeni
do vyvojovych procesi ¢i ucast na bunécné signalizaci (Karuppanapandian et al., 2011).
Hlavni vlastnosti, jejich vznik a role ROS u rostlin budou dale detailnéji diskutovany

Vv nasledujicich kapitolach.

2.1.1 Charakteristika hlavnich zastupci ROS

Mezi étyfi hlavni a nejvyznamnéj§i zastupce pak fadime 'Oz, 02", H20, a OH". Tito
zastupci ROS se od sebe navzajem 1isi chemickymi vlastnostmi, reaktivitou a také
rozpadu, a to 1 ns. Jeho migraéni vzdalenost mezi molekulami pak odpovida piiblizné

1 nm (Mittler, 2017). OH" vznika nejcastéji z H.O2 v jednoelektronové reakci.

H.O, + e — HO" + OH"

Tato latka muze také vznikat v piipadé, ze se nachazi v pfitomnosti konkrétnich
volnych redukovanych iontd kovu. Dochazi tak k Fentonové reakci H>O> s Zelezem ¢i

médi.

H,0> + 2Cu* — 2Cu?* + 2HO" + 20H"
H,0, + Fe?* — Fe3* + HO® + OH"

OH’ produkuji chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy i apoplast. Taktéz vyborné
reaguje v podstat¢ Skazdou dalsi sousedni biomolekulou vcéetné¢ lipidd
a proteind. S biomolekulou se dokaze sloucit anebo z ni vytrhnout elektron a tim ji
aktivovat. Také je schopen poskozovat purinové ¢i pyrimidinové baze v nukleovych
kyselinach, a zpusobit tak mutace (Mittler, 2017).

Dal§im, avSak pomérné malo stabilnim a reaktivnim zastupcem, ktery ma
pomérné kratky polocas rozpadu (1-4 us), je 1O,. Jeho migraéni vzdalenost ¢ini 30 nm
a kvili tomu, byva fazen mezi nestabilni ROS (Skovsen et al., 2005). 'O, vznika
Vv chloroplastech, konkrétné v tylakoidni membrané (Triantaphylidés a Havaux, 2009).
Dale béhem metabolickych procesti, plisobenim ozonu ¢i y-zafenim nebo reakci

singletového kysliku s elektronem (Smirnoff a Arnaud, 2019). Podobné nestabilni, se



stejnym poloCasem rozpadu, ktery nepiesahuje 1 us, je také O2", ktery vznika

z tripletového kysliku a lisi se od sebe smérem elektront.

O2+e — 0O

Tato molekula se tvofi v peroxisomech, mitochondriich, chloroplastech a také
v apoplastu. O>™ mize difundovat pouze na vzdalenost nékolika nanometrti. Konkrétné
30 nm, stejné jako tomu je u 1O,. Pravé proto jej také oznacujeme za velmi nestabilni.
V dusledku tohoto znaku ¢asto napada ostatni molekuly a podnécuje tak tvorbu dalSich
ROS (Halliwell, 2006). Hlavnim typem poskozenych molekul byva naptiklad akonitasa
(AKO, EC 4.2.1.3), ktera ve své struktufe obsahuje klastr (4Fe-4S) (Wallace et al., 2004).
O™ zpusobuje oxidaci tohoto klastru (Fridovich, 1995), coz vede k uvolnéni Zeleznatého

iontu, ktery nasledné muze reagovat s H>O; za vzniku OH" (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Tvorba a reaktivita superoxidu (O;"), peroxidu vodiku (H20;) a dalSich reaktivnich
forem kysliku. O" je produkovan oxidasami (napi. NADPH oxidasa) a procesy transportu
elektront. Prevzato a upraveno ze Smirnoff a Arnaud (2019). H.0, a O2" mohou poskozovat
proteiny obsahujici Fe a FeS, za vzniku reaktivnich radikalt (napf. thiylovych radikald z thiold).
Zkratky: hydroxylovy radikal (OH"); molekularni kyslik (O,); singletovy kyslik (*O2); sulfid
zeleznaty (FeS); superoxid O,"; superoxiddismutasa (SOD); voda (H20).
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pohybuje ve skale vyssi nez 1 ms a jeho migraéni vzdalenost je vys$si nez 1 pm. Mistem
produkce H>O:> jsou predevsim chloroplasty (Ivanov et al., 2018) a dalsi organely jako
napiiklad mitochondrie (Jezek a Hlavata, 2005). Dale také vznika Vv peroxisomech
dismutaci O2", piipadn¢ pusobenim nékterych enzymu jako jsou xanthinoxidasa (XO, EC
1.1.3.22) nebo monoaminooxidasa (MAO, EC 1.4.3.4). Neposlednim mistem vzniku je
také apoplast a cytosol. Jednd se o pomérné¢ malo reaktivniho, ale naopak nejvice
stabilniho ¢lena ROS. Praveé s témito vlastnostmi a s tim, Ze je H202 bez naboje, souvisi
schopnost prostupovat ptes lipidové membrany. Tento pienos se uskutecfiuje
prostfednictvim specidlnich kanald znamych jako aquaporiny (Bienert et al., 2006).
Molekula H20, je schopna reagovat s DNA, shemovymi proteiny ¢i s proteiny
prostfednictvim thiolovych skupin cysteini a methioninovych zbytk. Taktéz hraje
nezastupitelnou roli v fad¢é rostlinnych vyvojovych procesech a bunééné signalizaci

(Smirnoff a Arnaud, 2019).

2.1.2 Vznik ROS

Vznik ROS v organismu je pfirozenou zalezitosti. Testy provedené v roce 1951 potvrdily
zvysenou produkci H202 po osviceni v chloroplastech (Mehler, 1951). Dalsi vyzkumy
poté potvrdily, ze pravé chloroplasty patii mezi hlavni producenty 02, O;', H.0, a OH'
u rostlin (Gill a Tuteja, 2010). ROS jsou poskytovany piedevsim prostiednictvim
fotosystému I a fotosystému II, a také prostfednictvim elektron transportniho fetézce
v thylakoidni membran¢ béhem svételné faze fotosyntézy. Ke tvorbé Ox" pfispiva také
feredoxin, ale tato cesta redukce Oz je zavisla na dostupnosti oxidovaného
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP*). Pokud se NADP™ vyskytuje v nizkych
koncentracich, nastava tzv. Mehlerova reakce (fotoredukce kysliku; Kozuleva a Ivanov,
2010). Na tvorbé ROS se rovnéz podili chlorofylové pigmenty v reakénim centru
fotosystému |l, kde dochdzi k reakci tripletniho Oz s chlorofylem. Timto procesem
dochézi ke vzniku 10, (Roach a Krieger-Liszkay, 2014).

Jednim z hlavnich mist produkce jsou rovnéz mitochondrie. Zde ROS vznikaji
pfedevsim jako vedlejSi produkty aerobniho respiracniho (dychaciho) fetézce na
komplexu I a Il (Schieber a Chandel, 2014). Jedna se hlavné o vznik O2", ktery je
nasledné pomoci superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) dismutovan na H>O> a Oa.



Mista, ktera pravidelné a vyrazné piispivaji tvorbou ROS jsou také peroxisomy
a glyoxyzomy. V matrix peroxisomech je XO, ktera katalyzuje reakci hypoxanthinu na
xanthin, a nakonec i na samotnou kyselinu mocovou. V prubéhu této cesty oxidace
vznikaji produkty jako O2" a H2O> (Halliwell a Gutteridge, 2015, Karuppanapandian
et al.,, 2011). V peroxisomech, na jeji membrané, muze O2" vznikat v elektron
transportnim fetézci (Lopez-Huertas et al., 1999). Taktéz B-oxidaci mastnych kyselin
a pasobenim enzymi, jako napiiklad glykolat oxydasa (EC 1.1.3.15) a uratoxidasa
(EC 1.7.3.3), dochazi v glyoxyzomech ¢i peroxisomech ke vzniku ROS (del Rio, 2016;
Janku et al., 2019). Produkce vyznamného mnozstvi H202 V peroxisomech je taktéz
spojena s procesem znamym jako fotorespirace, kdy dochazi k soustavné akumulaci
H20.. Ten je vSak okamzité degradovan antioxida¢nim enzymem znamym jako katalasa
(CAT; EC 1.11.1.6), vyskytujici se v téchto organelach (Lopez-Huertas et al., 2000).

K nezanedbatelné produkci ROS dochdazi i v jinych mistech rostliny, Ktera vsak
disponuji dostatecné vysokym redoxnim potencialem (Mittler, 2017). Takovouto oblasti
pak muze byt napiiklad endoplazmatické retikulum, cytoplazma a predevsim apoplast.
Do apoplastu se O2" dostava skrze produkci enzymy znamymi jako NADPH oxidasy
(EC 1.6.3.1), které jsou u rostlin nazyvany jako ,,RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOG* (RBOH), pticemz tyto RBOH jsou ptitomny v cytoplazmatické membrané
(Kadota et al., 2015). Role v buné&cné signalizaci a regulace RBOH bude detailnéji
popsana v kapitole 2.1.3.

Jak jiz bylo naznaceno, zvySené mnozstvi ROS vznikd predev§im v dasledku
pusobeni stresovych faktori (stresor), které¢ vyrazné ovliviiuji riist a vyvoj rostlin. Tyto
faktory se déale dé€li na dva typy, a to dle piivodu jejich vzniku. Prvnim jsou stresory
biotického pivodu. V tomto ptipad¢ je organismus vystaven ptisobeni patogenu (bakterie,
fytoplazmy, houby, viry, viroidy ¢i nematoda), cizi rostling ¢i bylozravému Zivocichu,
kterému slouZi jako potrava (Castro et al., 2021). Tito puvodci, ktefi ohrozuji rostlinu,
jsou rozpoznany receptory, které jsou lokalizovany na plazmatické¢ membrané vedouci
k cilené odpovédi na jejich pritomnost.

Druhym typem jsou pak stresory abiotické, které zptisobuji nezivé faktory, at’ uz
chemického ¢i fyzikalniho ptivodu. Takovymito faktory jsou naptiklad: nedostatek ci
nadbytek vody, nadmérné svételné ¢i ionizujici zatfeni, vysoka ¢i nizka teplota nebo
mechanické poranéni. Dale pak nedostatek zivin, vyskyt toxickych prvkl nebo snizena ¢i

zvySena koncentrace iontt a soli v pudé (Nadarajah, 2020).
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Oba druhy zminénych stresit vedou ke spusténi cilenych signalnich drah vedouci
taktéz v prvnich fazich Kk cilené produkci ROS. Produkce ROS v odpovédi na pusobici
stres je oznacovana jako ROS oxidaéni vzplanuti (ROS oxidative burst). Hlavni funkci
této ROS signalni drahy je: Zaprvé amplifikace ptijatého uvodniho signalniho podnétu,
ktery je nasledné dal prendsen za ucelem upozornéni okolnich buné¢k ¢i pletiv na ptisobici
stres. Zadruhé propojeni biotickych a abiotickych signélti a zatfeti koordinace systémové
stomatalni reakce celé rostliny (Castro et al., 2021). V pripad¢ biotického stresu je taktéz
cilem produkovanych ROS usmrceni nebo alespoii castecné zabranit Sifeni dané¢ho

pavodce, ktery napadl imunitni systém (Apostol et al., 1989).

2.1.3 Signalni a vyvojova role ROS

Podle toho, co jiz bylo zminéno vySe vime, ze role ROS neni pro organismus pouze
destruktivni, ale plni fadu dulezitych funkci. Prikladem miZze byt to, Ze pusobi jako
signalni molekuly (Schieber a Chandel, 2014; Waszczak et al., 2018). Tato tloha ROS
zavisi na poméru mezi jejich vznikem a detoxifikaci (Foyer a Noctor, 2013). V zavislosti
na mife produkce ROS, druhu a intenzité¢ stresu, momentalni antioxidacni kapacité
a energetickém stavu bunék lze ziskat riizné bunécné a fyziologické vystupy pusobeni
ROS.

Ve vyssich koncentracich ROS posouvaji bunéénou redoxni rovnovéhu smeérem
kK oxidovanému stavu, coz mlze byt vnimano rozdilnym zpGsobem riznymi
kompartmenty bunky (Noctor et al., 2017). Jeden z hlavnich vystupi akumulace ROS je
modifikace redox-senzitivnich proteint (napf. kinasy, transkripéni faktory a proteiny
zapojené do odpovédi na stres; Waszczak et al., 2014 a 2015), které vedou ke zméné
struktury proteint, lokalizace, aktivity a v neposledni fadé také ke zménam na tirovni
protein-proteinovych interakci (Castro et al., 2021). Hlavnim mechanismem vnimani
ptitomnosti zvySené koncentrace ROS (piedevsim H20>) je oxida¢ni modifikace cysteint
Vv proteinovych strukturach redox-senzitivnich proteini (Waszczak et al., 2015). Tato
modifikace je pfisné regulovana redox-senzitivnimi pufraénimi proteiny, jako jsou
thioredoxiny, peroxiredoxiny a glutaredoxiny, které mohou podléhat reverzibilni
oxidaci/redukci a jsou aktivovany/inaktivovany v reakci na buné¢ny redoxni stav
(Waszczak et al., 2015 a 2018).

U rostlin se na piimé signalizaci podili predevsim apoplasticky H203, ktery mize
aktivovat receptory nachazejici se na bunétném povrchu. Konkrétnim piikladem je
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nedavno objeveny receptor znamy jako ,,HYDROGEN-PEROXIDE-INDUCED Ca?*
INCREASES 1¢ (HPCAL, EC 2.7.11.1). Tato receptorova kinasa, ktera je fazena do
rodiny kinas bohatych na leucin (leucine-rich receptor kinase; LRR), obsahuje v jeji
extracelularni doméné¢ dva pary cysteinovych zbytkl. Tyto rezidua jsou aktivovany
v ptipad¢, ze se v okoli nachazi zvySena koncentrace H202, coz nasledné¢ vede
k autofosforylaci HPCAL1 a spusténi nasledné signalni drahy vedouci k fizenému
uzavirani praducha (Wu et al., 2020).

Signalizace skrze ROS je pak povétsinou zapfi¢inéna jejich akumulaci v danych
bunéénych organelach, a to ptfedevSsim v chloroplastech a mitochondriich. Zména
redoxniho prostiedi skrze tizenou produkci ROS vede v danych organelach ke zméné
metabolismu a cilené produkci signalnich metaboliti pfenasejicich specifické signaly do
jadra, tak aby se aktivovaly rychlé adaptivni mechanismy v ramci retrogradni signalizace
(Chan et al., 2016; Cui et al., 2019).

Zcela klicovym enzymem je jiz dfive zminény RBOH, ktery hraje zasadni roli pfi
,.cell to cell* signalizaci, tedy pti signalizaci ROS na dlouhé vzdalenosti pomoci pfenosu
signalu z bunky na bunku (Qi et al., 2017). Tento enzym produkujici O2", je vazan na
plazmatickou membranu a tvofen Sesti transmembranovymi  doménami,
C-terminalnimi redukovanymi nikotinamidadenindinukleotidfosfatovymi (NADPH)
a flavinadenindinukleotidovymi (FAD) doménami, dvéma hemovymi skupinami
a N-terminalnimi Ca?*-vazebnymi doménami (Sagi a Fluhr, 2006).

Cely proces signalizace spousti vnéjsi podnét (stres), ktery iniciuje tvorbu Oz™
prostfednictvim komplexni aktivace RBOH (Kimura et al., 2012). Vznikly O>" se uvolni,
je dismutovan na H>O> a ten volné putuje apoplastem do okolnich bunék skrze
akvaporiny. Jeho ptisobenim nasledné dochazi k aktivaci Ca?* kanal (na plazmatické
membrané a vakuole) a dojde tak ke zvyseni koncentrace Ca?* v cytoplazmé (Kurusu
et al., 2015). Ca?* se pfimo véaze a aktivuje na RBOH, ale ptedeviim aktivuje proteinové
Kinasy zavislé na vapniku (calcium-dependent protein kinase, CDPK, EC 2.7.1.37), které
jsou zodpovédné za dalsi dulezitou aktivaci RBOH skrze cilenou fosforylaci (Kimura
et al., 2012). Timto dochazi k opétovné akumulaci H202 v apoplastu okolnich bunék
(Obrazek 2; Miller et al., 2009).



TPC1

TCICR
cat )’_CL>
PD

Obrazek 2: Schematicky zndzornény model integrace vin reaktivnich forem kysliku (ROS),
vapniku (Ca?") a proteinkinas zavislych na Ca?* (CDPK) v butikich prosttednictvim komplexni
aktivace ,RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG*“ (RBOH). Pifevzato
a upraveno z Gilroy et al., (2014). Vnégjsi stimuly vyvolavaji rychlou poéateéni apoplastickou
produkci ROS, které vstupuji do cytosolu prostiednictvim akvaporinii. ROS poté aktivuji Ca?*
kanaly na plazmatické membrané a vakuole, ¢imz dochazi ke zvysené koncentraci Ca?*
Vv cytoplazmé. Ca?* aktivuje na RBOH a CDPK. Nasledné pak dochazi k akumulaci H,O:
v apoplastu okolnich bunék a cely proces je tak opakovan. Vapnikové kanaly (TPC1), vakuola

znazornéna modrou barvou. Zkratky: plasmodesmata (PD); vapnikem indukované uvoliiovani
vapniku (CICR); ROS-indukované uvoliovani vapniku (RICR).

PD

Tato akce je repetitivné opakovana a odbornym vyrazem je nazyvana jako ,,vIna
ROS* (ROS wave), ktera se nasledné¢ muze rozsifit do bunék celé rostliny a podava tak
prvotni varovny signal v odpovédi na ziskany vnéjsi podnét (Miller et al., 2009; Fichman
a Mittler, 2020). To vede k iniciaci aklimatiza¢nich a obrannych mechanismu s cilem
zvysit toleranci rostlin, a to jak na abioticky nebo bioticky stres (Suzuki et al., 2013;
Mittler a Blumwald, 2015; Kollist et al., 2019)

Proces signalizace pomoci ROS je také uzce propojen Shormony a jejich
signalnimi drdhami, coZ organismu poskytuje schopnost reagovat na vnéjsi podnéty
(Bartoli et al., 2013). Prikladem mohou byt fytohormony, jako je kyselina salicylova,
kyselina jasmonova, ethylen nebo brassinosteroidy (Noctor et al., 2018; Talaat, 2019).
V neposledni fadé je akumulace ROS v organismu spojena s aktivaci vyznamnych
obrannych, ale i vyvojovych signaliza¢nich drah, jako je naptiklad aktivace mitogen-
aktivovanych protein kinasovych kaskad (Smékalova et al., 2014).

Vyznamna role ROS taktéz spoc¢iva v jejich zapojeni do fady vyvojovych procest,
zejména do jejich regulace (Singh et al., 2016). Napiiklad: kliceni semen (Miiller et al.,
2009), prodluzovani pylové lacky (Cardenas et al., 2006; Chen a Yang, 2020), lignifikace
(Denness et al., 2011), kontrola starnuti bunék a bunééné smrti (Chen et al., 2012) nebo
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rast kofenovych vlaski (Kubénova et al., 2022). ROS jsou také soucasti vysoce
koordinovaného procesu tvorby lateralnich kotent, kde hraji dilezitou signalni roli pii
jejich zakladani spole¢né s rostlinnym hormonem auxinem. Zde maji ROS za tlohu
degradovat nebo alespon ¢astecné modifikovat sttedovou lamelu v primordiu lateralniho
kofene (Orman-Ligeza et al., 2016).

Prave proces rustu kofenovych vlaskl pak patii mezi nejlépe prozkoumané déje
v souvislosti s vyvojovou funkci ROS, jejichz produkce je spojena s RBOH, konkrétné
s RBOHC isoformou (Monshausen et al., 2009; Kubénova et al., 2022). Timto zptisobem
vzniklé ROS jsou nezbytné k aktivaci a ptisunu Ca?* do buiiky. Tyto molekuly jsou
nezbytné pro elongaci bunék v kofenovych vlascich a jejich spravny rast (Mangano et al.,
2017).

2.2 Zakladni charakteristika rostlinné antioxida¢ni obrany

Vzhledem k tomu, Ze ROS musi byt v organismu udrzovany v ur¢ité fyziologické
koncentraci, bylo zcela nezbytné, aby si rostliny vyvinuly specializované mechanismy,
kterymi by jejich tvorbu a naslednou degradaci mohly regulovat. Tento evolu¢ni
pozadavek dal za vznik fad¢ specifickych enzymu a tvorbé celé fady nizkomolekularnich
latek, které spolecné vytvairi mechaniSmus zndmy jako antioxidacni obrana. Ta miize byt
z pohledu jeji vlastnosti délena do dvou skupin (Bellegarde et al., 2019).

Prvni skupinou je neenzymaticka obrana, kam fadime pfedevs§im metabolity jako
jsou tokoferoly, alkaloidy, kyselina askorbova, glutathion, karotenoidy, vitamin E,
vitamin D a taktéz i rizné fenolické slouceniny, jako taniny a flavonoidy (Conklin et al.,
1996; Creissen et al., 1999; Karuppanapandian et al., 2011; Zechmann, 2018).

Druhou ¢ést poté vytvari enzymaticka obrana, jejiz hlavnimi zastupci jsou enzymy
zapojené do askorbat-glutationového cyklu: askorbat peroxidasa (APX, EC 1.11.1.1),
monodehydroaskorbat reduktasa (MDHAR, EC 1.6.5.4), dehydroaskorbat reduktasa
(DHAR EC 1.8.5.1) a glutathion reduktasa (GR, EC 1.6.4.2). V tomto cyklu je H20-
redukovan pomoci APX a kyseliny askorboveé, a tim vznikd monodehydroaskorbat
(MDHA) anebo az dehydroaskorbat (DHA). MDHA se miize nasledn¢ regenerovat na
kyselinu askorbovou skrze enzymatickou katalyzu pomoci MDHAR, zatimco DHA je
regenerovana na kyselinu askorbovou skrze DHAR (Obrazek 3). Jako energetické
platidlo reakce katalyzovanou DHAR je vyuzivan redukovany glutathion, ktery je opét

regenerovan pomoci GR, ¢imz je cely cyklus uzavien (Obrazek 3). Cely tento proces, se
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taktéz oznacuje jako Foyer-Asada-Halliwellovy cyklus (Apel a Hirt, 2004; Asada 2006;
Mhamdi et al., 2010).

ASC
- (\‘\/'GSSG NADPH
NN VTN

APX MD DHAR GR
SRR A

\DHA
Obrazek 3: Schématické znazornéni askorbat-glutationového cyklu. Zkratky: askorbova kyselina
(ASC); askorbat peroxidasa (APX); dehydroaskorbat (DHA); dehydroaskorbat reduktasa
(DHAR); glutation (GSH); glutation disulfid (GSSG); glutathion reduktasa (GR);

monodehydroaskorbat (MDHA); monodehydroaskorbat reduktasa (MDHAR). Prevzato
a upraveno z Locato et al., (2013).

ey e

jako katalasy, které katalyzuji ptimy rozklad H202 na H20 a O>. U rostlin se katalasy déli
na tii rizné tfidy. Prvni téida je lokalizovana Vv listech, druha v cévnich svazcich a tieti,
tedy 1 posledni tfida, se nachazi pfedevSim v reprodukcnich pletivech a nasledné
semenech (Mhamdi et al., 2010).

Mezi zcela esencialni soucast enzymatické antioxida¢ni obrany se pak fadi SOD,

kterym je v této praci vénovana samostatna kapitola 2.2.1.

2.2.1 Charakterizace superoxiddismutas u rostlin
Tuto skupinu metaloenzymi, oznacovanych jako SOD, fadime mezi hlavni piedstavitele
antioxida¢ni obrany. Byly objevené roku 1969 v hovézich erytrocytech (McCord
a Fridovich, 1969). Pti tomto experimentu bylo prokazano, ze praveé tyto enzymy
katalyzuji dismutaci nebezpecného Oz na H202 a Oz. Pfitomnost téchto enzymu byla
nasledné prokazana i u prokaryot, cyanobakterii a dalSich eukaryot (Pilon et al., 2011;
Dreyer a Schippers, 2019).

SOD rozliSujeme na nékolik skupin podle toho, jaky maji ve své struktuie vazany
kovovy iont. Timto kovem muze byt méd’, zinek, Zelezo, mangan, nebo nikl (Pilon et al.,

2011). Na zakladé téchto vlastnosti byly SOD roziazeny do Ctyt skupin. Konkrétné jimi
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jsou: Cu/ZnSOD, FeSOD, MnSOD, ¢i NiSOD objevena u bakterii, nikoli vSak u vyssich
rostlin (Kim et al., 1996; Pilon et al., 2011).

Modelova rostlina Arabidopsis thaliana obsahuje ve svém genomu 0Sm genti pro
SOD (Kliebenstein et al., 1998). Skupinu Cu/ZnSOD (CSD) tvofti pravé tii geny: CSD1,
CSD2 a CSD3. CSD1 se nachazeji v cytosolu (Pilon et al., 2011), CSD2 v chloroplastu,
konkrétné€ na tylakoidni membrané (Kleffmann et al., 2004; Myouga et al., 2008) a CSD3
jsou lokalizované v peroxisomech (Kliebenstein et al., 1998). FeSOD (FSD) skupina je
rovnéz zastoupena tfemi geny, oznacované jako FSD1, FSD2 a FSD3. Pro FSD
isoenzymy je typické, Ze se pievazné poji s pritomnosti v chloroplastech (Myouga et al.,
2008; Kuo et al., 2013). Vyjimku vsak tvoii FSD1, ktera se nenachazi pouze ve stromé
chloroplastu, ale i v jadfe a cytoplazmé (Myouga et al., 2008; Dvorak et al., 2021a).
Posledni skupinu poté tvoti MnSOD (MSD), které v této rostling, zastupuji dve isoformy.
Lokalizace MSD1 je spojena s pfitomnosti vV mitochondriich (Morgan et al., 2008),
zatimco nové objevena MSD?2 je exkluzivné lokalizovana v apoplastu, jakozto jediny
znamy zastupce SOD u A. thaliana (Chen et al., 2022). Tato rozdilna lokalizace
jednotlivych SOD je spjata i s rozdilnou funkci a vyzdvihuje jejich vyznam pro urcity
buné&¢ny kompartment (Pilon et al., 2011; Gallie a Chen, 2019).

SOD mohou byt cilem riznych dalSich posttranslacnich modifikaci. Piikladem
mohou byt: fosforylace, glutathionylace, nitrace nebo i glykace s dopadem na jejich
stabilitu nebo lokalizaci. Tyto procesy mohou mit také vliv na proteinovou aktivitu SOD,
kdy miize dojit ke zvySeni Ci snizeni aktivity, nebo dokonce i k uplné inaktivaci
(Yamakura a Kawasaki, 2010; Banks a Andersen, 2019). Pravé ucinek S-nitrosylace
a nitrace tyrosinu byl testovan na rekombinantnich A. thaliana SOD ptisobenim
S-nitrosoglutathionu a peroxynitritu. Vysledky ukazaly, ze S-nitrosylace nema zadny
vyznamny vliv na aktivitu rekombinantnich enzymti. Tyrosinova nitrace poté vedla
u MSDI k drastickému snizeni aktivity. Mirnym sniZenim se rovnéz projevovaly i CSD3
a FSD3 (Holzmeister et al., 2015).

Samotna exprese SOD je rovnéz ovliviiovana stresovymi faktory. Vzhledem
k tomu, Ze jsou SOD uzce spjaty s ROS, jsou tedy i samotné SOD zapojeny do
signaliza¢nich drah (Foyer a Noctor, 2009; Huang et al., 2016). Ptikladem muze byt
signalizace spojena s klicenim a dormanci semen (El-Maarouf-Bouteau a Bailly, 2008,
Morgan et al., 2008).
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2.2.2 Cu/ZnSOD u Arabidopsis thaliana

Cu/ZnSOD byla objevena jako prvni u rostlin. Konkrétné byla nalezena v semenech
hrachu (Sawada et al., 1972). U téchto SOD =zastupuje katalytickou tlohu kovovy
kofaktor Cu?*. Atom Zn?" ma zase vliv na stabilitu struktury a na udrzovani aktivity
enzymu (Forman a Fridovich, 1973).

Regulace CSD gent je fizena n¢kolika zptisoby, a to jak na transkripéni, tak i na
translaéni urovni. Pfedevsim je regulovana dostupnosti Cu?*, kdy pfi jejim nedostatku je
sméfovana do sloucenin, jako je plastocyanin a cytochrom-c oxidasa (COX, EC 1.9.3.1;
Burkhead et al., 2009; Cohu et al., 2009; Pilon, 2017). Pravé Cu?* ma vliv na elektronovy
transport béhem fotosyntézy, bunééné dychani a rovnéz se podili na zvysené toleranci
proti oxida¢nimu stresu (Zhou et al., 2016). Z t&chto divodi musi byt Cu?* v rostling
udrzovéna v uréitych fyziologickych koncentracich (0,01-10 pmol-dm™ pro A. thaliana).
Naopak vysoké hladiny Cu?* (50 pmol-dm™ a vy$si) mohou byt pro buiiku toxické
(Lequeux et al., 2010). Zpisobuji inhibici rdstu kofenti a syntézy chlorofylu, dale
snizenou funkci fotosystému II a v neposledni fad¢ také tvorbu nadmérného mnozstvi
ROS v chloroplastu. Nizké koncentrace (niz$i nez 0,01 umol-dm™) pak vyvolavaji
redukei transportu elektroni béhem fotosyntézy nebo rozpad thylakoidni membrany
(Abdel-Ghany a Pilon, 2008). V pfipadé nizké koncentra¢ni dostupnosti Cu®* dochézi
k potlaceni exprese CSD1 a CSD2 na tkor ochrany funk¢nosti plastochinonu a dalSich
esencidlnich enzymi. Zaroven pii tomto procesu dochéazi ke zvySovani exprese FSD1.
CSD1 v cytosolu a CSD2 v chloroplastech je nahrazena FSD1, a to vSe je fizeno pomoci
transkripéniho faktoru SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 (Yamasaki et al.,
2009; Abdel-Ghany a Pilon, 2008; Cohu et al., 2009), jehoz tloha bude samostatné
diskutovana v kapitole 2.3.

Jako dtlezity ¢lanek regulace CSD isoenzymil vystupuji chaperonové proteiny,
které se podileji na jejich posttransla¢ni aktivaci. Tyto proteiny, znamé jako ,,copper
chaperone for SOD1* (CCS, Abdel-Ghany et al., 2005), jsou dulezité zejména pii aktivaci
CSD apoenzymu. CCS interaguje s CSD a tim pomaéha se za¢lefiovani Cu?* do struktury
aktivniho mista téchto enzymt. CCS jsou také dale zodpoveédné za katalyzu tvorby
disulfidovych vazeb (Huang et al., 2012).

U rostliny A. thaliana byla vyssi aktivita CSD pozorovana po napadnuti
patogenem (Kliebenstein et al., 1999), ale i ve spojeni s pusobenim tézkych kovi,

konkrétn¢ arseni¢nanu draselného (Abercrombie et al., 2008), nebo v souvislosti se

13



stresem ze sucha (Jung, 2004). U inzer¢nich mutantt csd2 T-DNA, znamych jako KD-
SOD, byl zaznamenan jak potlaeny rust, tak i rychlost fotosyntézy, niz$i hladiny
chlorofylu a precitlivélost na svétlo (Rizhsky et al., 2003).

2.2.3 FeSOD u Arabidopsis thaliana

Jako posledni byla objevena FeSOD v listech Ginkgo biloba (Duke a Salin, 1985)
a to 1 presto, ze se jednd o vyvojoveé nejstarsi skupinu SOD, ktera ma ve své struktuie
vazany kovovy atom Fe?* (Pilon et al., 2011). Jak jiz bylo zminéno, genom A. thaliana
obsahuje tii geny pro FSD (FSD1, FSD2 a FSD3), které¢ se od sebe odlisuji v mnoha
smérech. Spole¢nym znakem je predevsim lokalizace v chloroplastech. Vyjimku vsak
tvofi nejhojnéji zastoupena SOD u A. thaliana, FSD1, ktera se zaroven vyskytuje i v jadie
a cytoplazmé (Myouga et al., 2008; Dvorak et al., 2021a). FSD1 se taktéz od ostatnich
FSD isoforem lisi ve zvySené mife exprese. Jeji exprese je az 10krat vyssi neZ u FSD2
a FSD3 (Pilon et al., 2011).

FSD2 a FSD3 maji kromé ulohy odbouravat Oz i vyznamnou funkci ve vyvoji
rostliny. Konkrétné¢ maji nenahraditelnou ulohu pii vyvoji plastidi. Tyto dvé isoformy
vytvaii heterodimér, ktery zvySuje efektivitu odbourdvani O2” v dobé svételné faze
fotosyntézy. Mutantni linie fsd2 a fsd3 vykazovaly vyrazny fenotyp nazyvany jako ,,pale
green phenotype“ a tedy disponovali vyrazné snizenym mnozstvim chlorofylu za
standartnich podminek. Naslednou ptipravou dvojitého mutanta fsd2/fsd3 doslo k uplné
ztraté pigmentace a tento mutant nebyl schopen piezivat a reprodukovat se (Myouga
et al., 2008). Individualni fsd2 a fsd3 mutantni rostliny byly také vysoce citlivé na
oxidacni stres a disponovaly tak zvySenou hladinou ROS. Opaény efekt, vyssi tolerance
k oxidativnimu stresu, byl pozorovan u transgennich linii, které cilené nadexprimovaly
geny FSD2 a FSD3 (Myouga et al., 2008).

Na druhé strané prvni provedena fenotypova analyza fsd1 mutanti neprokazala
zadné vyznamnéjsi fenotypové projevy v nadzemni ¢asti rostliny, a to ani po zvySeném
osvétleni nebo indukovaném oxidaénim stresu (Myouga et al., 2008). Nicméné pfi
naslednych studiich téchto linii se zjistilo, ze fsd1 mutanti disponuji snizenym poctem
lateralnich kofentl, coz naznacuje zapojeni FSD1 do jejich vyvoje (Dvorak et al., 2021a).
Nejnovéjsi studie, provedena na fsd1 mutantech, se zamétila na charakterizaci role FSD1
Vv chloroplastech. Bylo zjisténo, ze fsd1 mutanti byli vyrazn¢ citlivéjsi na indukovany

oxidacni stres pomoci methyl viologenu (MV, znamy jako paraquat), jehoz aplikace vede
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k cilené produkci O2" pravé v chloroplastech. Nicméné tento fenotypovy projev fsdl
mutantd byl piitomny pouze za podminek nizké koncentrace Cu?* v médiu, kdy mutanti
fsd1 disponuji nizsi schopnosti rozkladat O2™ (Melicher et al., 2022). Naopak pfi vyssich
koncentracich Cu?* v médiu fsd1 mutanti nevykazovali diive pozorované fenotypové
projevy v porovnani s divokym typem. Tyto experimenty potvrdily, ze abundance a s ni
spojena funkce FSD1 v chloroplastech je tedy striktné zavisla na koncentracnim
gradientu Cu?" a pfi vyssich koncentracich je jeji abundance/funkce nahrazovéana za
CSD2 (Melicher et al., 2022).

Pfesny mechanismus aktivace FSD neni zatim zcela jasny (Burkhead et al., 2009;
Dreyer a Schippers, 2019). Znam¢é vsSak je, ze aktivita FSD1 souvisi nejen
s CHAPERONINEM 20 lokalizovanym v chloroplastech (Kuo et al., 2013), ale také
s dal§imi faktory, ovlivilujici expresi a aktivitu FSDI1. Témito hlavnimi faktory jsou
dostupnost Fe?* (Waters et al., 2012), Cu?* (Cohu et al., 2009), dusiku (Mermod et al.,
2019) a sacharosy (Dugas a Bartel, 2008). Bylo dok4zano, ze mezi Fe?* a Cu®* existuje
vzajemné ovliviiovani exprese SOD isoforem (Waters et al., 2012).

Exprese FSD isoforem je Uzce spojena nejen s reakcei na oxidacni stres, ale 1 na
dalsi formy stresu, kterymi jsou: teplo, chlad nebo zasoleni. Zde je vSak exprese FSD1

zavisla na ekotypu rostliny A. thaliana (Filiz et al., 2019).

2.2.4 MnSOD u Arabidopsis thaliana

MnSOD véaze v aktivnim misté atom Mn?* (Alscher et al., 2002). Jedna se
0 dulezity enzym, ktery se podili na ochrané rostliny proti stresu ze sucha (Wang et al.,
2005), zasoleni (Wang et al., 2007) ¢i chladu (Van Breusegem et al., 1999). Poprvé byla
MnSOD pozorovana v listech hrachu (Sevilla et al., 1980). U modelové rostliny
A. thaliana je zastoupena ve dvou variantach (MSD1, MSD2, Chen et al., 2022).

MSDI1 je tizce spjata s mitochondridlnimi funkcemi, s cyklem trikarboxylovych
kyselin, a je rovnéz zapojena do kofenového vyvoje. Toto potvrdily studie s MSD1-RNAI
liniemi. Tyto linie se prokazovaly zpomalenym ristem kofenti, defekty v mitochondrialni
redoxni rovnovaze a v inhibici cyklu trikarboxylovych kyselin (Morgan et al., 2008).
Dalsi dtlezitd uloha MSD1 je udrzovani homeostdzy ROS pfi gametogenezi. Je vysoce
exprimovana béhem gametogeneze a koreluje se vzorem mitochondrialniho O2" (Martin

etal., 2013).
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Na rozdil od diive definovanych SOD, MSDZ2 obsahuje ve své struktuie
signaliza¢ni peptid s lokaliza¢nim signalem do apoplastu. Je tedy pravdépodobné, ze se
bude podilet na dismutaci O,", produkovaného prostfednictvim RBOH. Bylo zjisténo, ze
hladina exprese MSD2 je ovlivnéna svételnymi podminkami (Chen et al., 2022). Svétlo
ovliviiuje rist kofentl, tvorbu lateralnich kotfenii a tvorbu kofenovych vlask, stejné jako
gravitropni odezvy kofend (van Gelderen et al., 2018). Prokazalo se, ze hladiny exprese
MSD2 jsou nizké na svétle, ale vysoce indukované v kofenech etiolovanych semenackd.
Specificka analyza kofenti mutanti msd2 rovnéz prokazala, ze MSD2 moduluje distribuci
ROS a ovliviiyje stavbu kofentll v etiolovanych semenaccich. Velikost meristematickych
a elongacnich z6n se vyznamné neliila mezi sazenicemi divokého typu a msd2, ale
elongacni zéna se zvysila u mutantl ve srovnani s divokym typem u sazenic péstovanych
ve tm& MSD2 ma tedy potencial puasobit jako dulezity mediator spojujici svételné

podminky s morfogenezi kotenti (Chen et al., 2022).

2.2.5 SOD u Medicaga sativa

Tato dvoudélozna rostlina, tolice vojtéska (Medicago sativa L.), spadajici do Celedi
bobovité (Fabaceae), se fadi mezi hospodarsky vyznamné picniny, které hraji vyznamnou
roli v zeméd¢lstvi piedev§im jako krmivo pro hospodarska zvitata. M. sativa disponuje
vysokym obsahem bilkovin, antioxidanti, mineral, enzymu a vitamina A, C, K a E
(Bora a Sharma, 2011). Kromé toho se také pouziva pro vyrobu biopaliva, pro ochranu
pudy jako ptirodni fytoremediace a pro vyrobu farmaceutickych slou¢enin
a prumyslovych enzymu (Kumar et al., 2018). V soucasné dob¢ patii M. sativa spolu
s Medicago truncatula (jakozto modelova rostlina) mezi hojné¢ zkoumané viceleté
rostliny (Young et al., 2005).

V poslednich letech byly SOD zkoumany nejen u A. thaliana, ale i u mnoha
dal$ich rostlinnych druhd, kterymi jsou naptiklad: topol chlupatoplody (Populus
trichocarpa; Molina-Rueda et al., 2013), ryze seta (Oryza sativa; Nath et al., 2014), rajce
jedlé (Solanum lycopersicum; Feng et al., 2016), kukmak sklepni (Volvariella volvacea;
Yan et al., 2016) nebo okurka seta (Cucumis sativus; Zhou et al., 2017).

Nové studie se i nadale zaméfuji predevsim na rostlinu M. truncatula, ktera je
vyuzivana jako modelovy organismus (Tang et al., 2014). Vyuziva se ptedevsim z toho

divodu, ze soucasné databaze zamétujici se na rostlinu M. sativa, nelze povazovat za
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zcela divéryhodné. A to 1 pfes to, ze jiz disponuji piectenymi sekvencemi genomu
rostliny M. sativa (Hrbackova et al., 2020; Shen et al., 2020).

Vysledky studii pro rostlinu M. truncatula prokazaly, Zze se sklada zosmi
chromozomu a velikost genomu je 465 Mbp (Young et al., 2011). Ze 47845 gend u ni
bylo identifikovano a charakterizovano celkem 7 genti pro MtSOD, kodujici 1 MnSOD
(MtMSD), 2 FeSOD (MtFSD1, MtFSD2) a 4 Cu/ZnSOD (MtCSD1, MtCSD2, MtCSD3
a MtCSD4), které jsou nerovnomérné distribuovany v péti z osmi chromozomti. Pfi¢emz
chromozom ¢islo 3 a 4 distribuoval vzdy dva geny a chromozom 1, 6 a 7 pouze jeden gen
(Song et al., 2018).

Téchto 7 MtSOD genti v genomu M. truncatula jsou exprimovany predevsim
v listech rostliny, kde se prokazala zvysena exprese MtCSD3, MtFSD1 a MtFSD2 gend,
coz dokazuje, ze SOD jsou zdsadnim enzymem pii vychytdvani ROS vytvofenych
fotosyntézou (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016). Dalsi exprese byla prokazana
v semenech, ale také v kofenovych uzlinach, kde byla pfitomna v rané fazi nodulace
vysoka transkripce MtCSD1 a nasledné i MtCSD4 a MtMSD (Obrazek 4; Song et al.,
2018).
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Obrazek 4: Profily exprese genti MtSOD v riiznych vyvojovych stadiich. Pfevzato a upraveno ze
Song et al., (2018). A — Stonkovy systém. B — Kotfenovy systém. Barevna stupnice piedstavuje
hodnoty log signalu. Zkratky: dny po opyleni (dpo).
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I u rostliny M. truncatula maji tyto geny kli¢ovou roli pii stresové reakci a jsou
tak rozdiln¢ exprimovany pfi oSeteni soli, suchem ¢i chladem (Song et al., 2017; Zhou
et al., 2017). Pfi solném stresu se vétsina MtSOD genti prokazuje snizenou expresi.
Vyjimkou jsou geny MtCSD1, MtCSD2 a MtCSDA4, jejichz snizené exprese se projevuje
se znacnou prodlevou. Obdobné je tomu i pfi stresu ze sucha, zatimco stres chladem
zpusobuje vyznamné snizenou expresi bez rozdilu u vsech genid MtSOD (Song et al.,
2018).

Dalsi studie prokazaly, Ze exprese jednotlivych transgenui SOD (cDNA mit-
MnSOD a chl-MnSOD rostliny Nicotiana plumbaginifolia) zlepsSuje nejen produkci
biomasy, pfi¢emz transgenni rostliny maji vétsi vyhonky, korunky a kofenové systémy
ve srovnani s netransgennimi kontrolami, ale také zlepSuje jejich toleranci vuci riznym
typim stresu (Samis et al., 2002).

Napiiklad rostliny transgenni vojtésky (M. sativa L.) nadexprimujici MnSOD
(opét z rostliny Nicotiana plumbaginifolia) disponovaly vétsi biomasou a zaroven mély
zvySenou vitalitu po pisobeni mrazového stresu a také 1épe piezivaly v zimé v polnich
podminkach (McKersie et al., 1996, 1997, 1999). Dalsi vyzkumy se poté zaméfily na
transgenni rostliny se nadexpresi FeSOD. Ty sice prokazaly zvySenou aktivitu FeSOD
a vyvolanou expresi dalSich genil spojenych s odolnosti transgennich rostlin pfi testovani
v chladovych podminkéch, ale ptekvapivé se neprokazalo, Ze by ucCinek transgenu

FeSOD zlepsil toleranci vuci oxidativnimu stresu (McKersie et al., 1996, 2000).

2.3 Zakladni charakterizace transkrip¢nich faktora SQUAMOSA promoter-
binding protein-like
Jednim ze zékladnich znaki transkripéni faktort znamych jako SQUAMOSA promoter-
binding protein-like (SPL) je pfitomnost a konzervovana tloha wu rostlin,
u nichz jsou zastoupeny Vv rizném poctu (Guo et al., 2008; Preston a Hileman, 2013).
Naptiklad Hordeum vulgare L., znamy jako jeCmen sety, obsahuje 17 gent kodujicich
SPL (Tripathi et al., 2018), zatimco u ryze (Oryza sativa L.) je jich pfitomno 19 (Chen
et al., 2010). Nicmén¢ mezi nejlépe prostudovanou rostlinu, co se funkce SPL tyce, patii
A. thaliana, ktera disponuje 17 geny kodujici SPL. Relativné nedavné studie na této
modelové rostliné ukdzaly, Ze cast téchto gend je duplicitni a sdili stejnou jak

nukleotidovou, tak nasledné aminokyselinovou sekvenci (Liu et al., 2016). Jedna se o dvé
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dvojice gent/proteinovych produktt, kterymi jsou SPL13A a SPL13B, SPL10 a SPL11
(Yang et al., 2008; Liu et al., 2016).

I ptesto, ze vSechny SPL obsahuji vysoce konzervovanou SBP (SQUAMOSA
binding protein) doménu, jsou SPL roziazeny do né¢kolika skupin na zakladé jejich dalsi
struktury a aminokyselinové sekvence (Kropat et al., 2005; Yang et al., 2008). Prvni
skupinu u A. thaliana tvoti velké SPL, slozené z: SPL1, SPL7, SPL12, SPL14 a SPLI16,
obsahujici C-terminalni transmembranovou doménu (Chao et al., 2017). Druhou
skupinou jsou poté malé SPL (SPL2-6, SPL8-11, SPL 13 a SPL15), které maji jednodussi
strukturu a aminokyselinovou sekvenci mensi nez 500 aminokyselin (Letunic a Bork,
2018).

SBP doména, ktera je typickym prvkem téchto transkripénich faktord, byva
tvofena 76 aminokyselinami a taktéz je zodpovédna za jaderny import. Zaroven je
zodpovédna za vazbu na DNA, a to konkrétné do specifické oblasti promotoru cilovych
genti obsahujicich GTAC motiv (Birkenbihl et al., 2005). Tuto vazbu zprostiedkovavaji
dve struktury: Zn-1 a Zn-2. Tyto struktury, podobné zinkovym prstiim, jSou esencialni
pro vytvoieni efektivni vazby DNA (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005).

Vsechny SPL jsou zapojeny do celé¢ fady bunécnych pochodii (Yamasaki
et al., 2004). Jedna z jejich hlavnich funkci je zména vegetativni faze, iniciace tvorby
listi nebo regulace tvorby kvétu a kotene (Si et al., 2016; Jorgensen a Preston, 2014;
Garcia-Molina et al., 2014). Rovnéz pletivova specificka exprese SPL geni sehrava
dulezitou Glohu béhem ristu a vyvoje rostlin (Preston a Hileman, 2013). Tento d¢j je
spojovan piedevsim s regulaci transkripce MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF
(MADS)-box gent (Cardon et al., 1999; Birkenbihl et al., 2005; Yamaguchi et al., 2009).
Dalsi vyznamna tloha SPL je zaznamenana také v souvislosti s odpovédi na stresové

podminky (Chao et al., 2017).

2.3.1 Uloha SPL7 u Arabidopsis thaliana

Mezi nejlépe prostudované Cleny této pocetné rodiny transkripénich faktort patii SPL7.
Pro tento gen je charakteristické, ze se hladina jeho transkriptu v rostliné postupné
zvysuje. Tento proces souvisi s vyvojem rostliny, pfi¢emz k nejvétsi expresi dochazi
Vv obdobi kveteni (Garcia-Molina et al., 2014; Jorgensen a Preston, 2014). Dalsi oblasti
produkce a vyssi akumulace mMRNA SPL7 je stonek a kofen. Praveé v kotfeni Se projevila
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specificka exprese ve vyvijejicich se primordiich lateralnich kofent (Yamasaki
et al., 2009; Araki et al., 2018).

Detailni mikroskopicka analyza semenacki, které exprimovaly fizné znaceny
SPL7 se zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP), ukazala ptitomnost GFP-SPL7
v jadie, v okoli plazmatické membrany a endoplazmatického retikula (Garcia-Molina
etal., 2014).

SPL7 je zapojen do regulace exprese MIR gend (MIRNA). Jedna se jak o MIR398
a MIR408, které jsou exprimovany vSudypiitomné, tak i 0 MIR397 a MIR857, jejichz
exprese je zaznamenana predevsim ve vaskulatute (Yamasaki et al., 2009). Jejich genové
produkty brani expresi nejen zminéné CSD, ale i dal$ich neesencialnich gent, kodujicich
proteiny bohaté na Cu?* (Abdel-Ghany a Pilon, 2008; German et al., 2008; Yamasaki
et al., 2009).

SPL7 je tGizce spojené se signalizaci svétla a médi prostiednictvim interakce
s ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5; Zhang et al., 2014; Saini et al., 2020) a se
schopnosti reagovat na teplotni stres (Wu et al., 2019). HYS reguluje MIR408 piimou
interakci s jeho promotorem. Dalsi exprese MIR genu je poté u rostliny A. thaliana
indukovana sacharézou (MIR398), tepelnym Sokem (MIR398) a oSetienim chladem
(MIR397; Dugas a Bartel, 2008; Guan et al., 2013)

SPL7 je pfedevsim spojena s regulaci antioxida¢ni obrany nékterych genti SOD.
Jak jiz bylo zminéno, SPL7 reguluje tfi geny (CSD1, CSD2 a FSD1), a to jak na
transkripéni, tak i na posttranskripéni tirovni tak, Ze pfi nizkych koncentracich Cu?*
spousti SPL7 transkripci FSD1 a MIR398 (Obréazek 5). P¥i nizkych koncentracich Cu?*
dochazi k silné expresi SPL7, ktery se nasledné vaze do promotorovych sekvenci FSD1
a MIR398, které¢ obsahuji ve své struktuie nékolikanasobné GTCA motiv. To ma za
nasledek spusténi silné exprese téchto genli vedouci k vysoké abundanci FSD1 proteinu
a MIR398. MIR398 nasledn¢ specificky blokuje produkci CSD iSoenzymi, coz vede
k drastickému snizeni jejich abundance. V opa¢ném ptipadé, tedy za podminek nizké
dostupnosti Cu?*, nedochazi k expresi SPL7, a tedy nenastava aktivace exprese FSD1

a MIR398 gent, coz vede ke zvyseni abundance CSD isoenzymi (Yamasaki et al., 2009).
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Obrazek 5: Schematicky znazornéna regulace SOD exprese prostfednictvim SPL7. Nizké
koncentrace médi: SPL7 aktivuje transkripci miRNA398, ktera dale snizuje abundanci CSDI
a CSD2 a zvysuje expresi FSD1 tim, ze se vaze piimo do jejich promotorové sekvence. Vysoké
koncentrace médi: SPL7 neni piitomna, ¢imz nedochazi k blokovani CSD1 a CSD2 a taktéz
nedochazi k expresy expresi FSD1. CSD1 — Cu/ZnSOD lezici v cytosolu; CSD2 — Cu/ZnSOD
leZici v chloroplastech; FSD1 — FeSOD1; SPL7 — SQUAMOSA promoter-bindidng protein-like7.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.2

Biologicky material
Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (Col-0; semena divokého typu)
M. sativa cv. Regen-SY (Bingham, 1991), semena divokého typu
Nicotiana bethamiana, semena divokého typu
Agrobacterim tumfaciens kmen GV3101 (Lifeasible; ACC-100) nesouci
konstrukt pCSD1-gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1

Chemikalie
2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. M6250)
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina (HEPES; Sigma Aldrich,
kat. ¢. H3375)
Acetosyringon (Sigma Aldrich, D134406)
Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad, kat. ¢. 1610148)
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete; Roche, kat. ¢. 11697498001)
Dihydrat disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na;EDTA; Sigma
Aldrich, kat. ¢. E5134)
Dihydrat molybdenanu sodného (NaMoO4-2H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. M1651)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs; Sigma Aldrich, kat. ¢. P8416)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2POs; Sigma Aldrich, kat. ¢. S8282)
Dithiothreitol (DTT; Sigma Aldrich, kat. ¢. D0632)
Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3771)
Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa
Biochemie, kat. ¢. M1503)
Dusi¢nan amonny (NH4NOs3; Sigma Aldrich, kat. ¢. A9642)
Dusi¢nan draselny (KNO3; Sigma Aldrich, kat. ¢.: P8394)
Ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraoctova kyselina (EGTA;
Sigma Aldrich, E3889)
Ethanol (C2HsOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. 493546)
Fluorid sodny (NaF; Sigma Aldrich, kat. ¢. 201154)
Gellan Gum (Alfa Aesar, kat. ¢. Y28C036)
Glycerol (Sigma Aldrich, kat. ¢. G5516)

Glycin (Sigma Aldrich, kat. ¢. G8898)
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Heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4-7H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. 230391)
Heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4-7H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. Z0251)
Heptahydrat siranu zeleznatého (FeSO4-7H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. F8633)
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoClz-6H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. 769495)
Hovézi sérovy albumin (BSA, Bovine serum albumin; Sigma Aldrich, kat. €.
A2153)

Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich, kat. ¢. 60130)

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

Chlorid hote¢naty (MgCly; Sigma Aldrich, M8266)

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

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

Chlorid véapenaty (CaClz; Sigma Aldrich, kat. ¢. C2661)

Isopropanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 278475)

Jodid draselny (KI; Sigma Aldrich, kat. ¢. 60399)

Kyanid draselny (KCN; Sigma Aldrich, kat. ¢. 31252)

Kyselina borita (H3BOs; Sigma Aldrich, kat. ¢. B7901)

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

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

Kyselina nikotinova (Sigma Aldrich, kat. ¢. N4126)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 45726)

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

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich, kat. ¢. L3522)

Methanol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 34860)

Monohydrat siranu manganatého (MnSO4-6H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. M8179)
Myo-Inositol (Sigma Aldrich, kat. ¢. 15125)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, kat. ¢. T9281)
Odtu¢néné susené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad, kat. ¢. 1706404)
Pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4-5H20; Duchefa Biochemie, kat. ¢. C0508)
Peroxid vodiku (H202; Sigma-Aldrich, kat. ¢. 216763)

Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)

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

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, kat. ¢. 1610374)
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3.3

Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo Cinidlo; BioRad, kat.
¢. 5000006)

Pyridoxin hydrochlorid (Sigma Aldrich, kat. ¢. P9755)

Riboflavin (Applichem, kat. ¢. A0968,0010)

Rifampicin (Duchefa; R0146.0005)

Sacharosa (Sigma Aldrich, kat. ¢. S8501)

Spektinomycin (Duchefa Biochemie; 007179.06)

Tekuty dusik (Messer Technogas, Ceska Republika)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Ca (NOs)2-4H20; Sigma Aldrich, kat. ¢.
C1396)

Tetrahydrat chloridu manganatého (MnClz-4H20; Sigma Aldrich, kat. ¢. M3634)
Thiamin hydrochlorid (Sigma Aldrich, kat. ¢. T4625)
Tris(hydoxymetyl)aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich, USA)

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

Roztoky a média
APS, 10% (w/v):
0,2 g APS

Doplnit do objemu 2 ml deionizovanou vodou

E pufr (200 ml):

8,396 mg NaF

2,38 g HEPES, pH 7,8 (NaOH)

0,86 g NaCl

76 mg EGTA

19,04 mg MgCl;

20 ml glycerol

Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou
20 tablet cOmplete

200 ul DTT, 1 mol-dm™
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Elektroforeticky pufr, pro SDS-PAGE (2000 ml):
69 Tris

28,8 g glycin

29 SDS

Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou

Kokultiva¢ni médium (200 ml):

19048 mg MES, pH 5,6

190,42 mg MgCl;

Acetosyringon (vysledna koncentrace 150 pmol-11)

Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou

Na fosfatovy pufr (400 ml):
2,4 g NaH2POg4, pH 7,8 (NaOH)
70,4 mg kyselina L-askorbova
40 ml glycerol

Doplnit do objemu 400 ml deionizovanou vodou

Ponceau S, roztok (1000 ml):
1 g Ponceau S
50 ml kyselina octova

Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou

Rozdélovaci gel, 12% (20 ml):
6 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid
5 ml TrisCl, 1,5 mol-dm™, pH 8,8
8,9 ml deionizovana voda
10 ul TEMED
100 ul APS, 10% (w/v)
Pro piipad SDS-PAGE bylo ptidano 0,2 ml SDS, 10% (w/v)

SDS 10% (w/v):
20 g SDS

Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou
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Steriliza¢ni roztok pro sterilizaci semen M. sativa (100 ml):
66 ml 10% hypochlorid sodny

34 ml 70% (v/v) ethanolu

kapka Tween 20

Tekuté LB médium (2000 ml):
50 g LB Broth (Miller), pH 7,2 (KOH)
Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou.

Sterilizace autoklavovanim

Tris buffer saline s piidavkem Tween 20 (TBS-T; 4000 ml):
9,68 g Tris

35,12 g NaCl, pH 7,4 (HCI)

Doplnit do objemu 3996 ml deionizovanou vodou

4 ml Tween 20

Tris-Cl, 0,5 mol-dm, pH 6,8 (200 ml):
12 g Tris, pH 6,8 (HCI)

Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou

Tris-Cl, 1,5 mol-dm3, pH 8,8 (600 ml):
108,9 g Tris, pH 8,8 (HCI)

Doplnit do objemu 600 ml deionizovanou vodou

Tris-glycinovy pufr, transferovy pufr (2000 ml):
6 g Tris
28,8 g glycin

Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou

Zaostiovaci gel, 4% (10 ml):

1 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid

2,52 ml TrisCl, 0,5 mol-dm, pH 6,8

6,46 ml deionizovana voda

10 ul TEMED

50 pl APS, 10% (w/v)

Pro ptipad SDS-PAGE bylo ptidano 0,1 ml SDS, 10% (w/v)
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3.4

3.5

3.6

Zasobni roztok médi (200 ml):
1 g (pro koncentraci médi 2 umol-dm™), 0,05 mg (pro koncentraci médi 0,1

pmol-dm), 0,005 mg (pro koncentraci médi 0,01 pmol-dm™) CuSO4-5H.0

Zasobni roztok vitamina (400 ml):
4 g inositolu

0,02 g kyseliny nikotinové

0,02 g thiaminu-HCI

0,004 g pyridoxinu-HCI

0,08 g glycinu

Zasobni roztok Zeleza, 100X (100 ml):
146,8 g Na.EDTA
111,5 mg FeSO4-7H20

Soupravy
Clarity Western ECL Substrate (BioRad, kat. ¢. 1705061)
Polyvinyliden difluoridovd (PVDF) membrana (GE Healthcare, kat. ¢.
GE10600023)
Protilatky
Anti Cu/ZnSOD, primarni protilatka (rabbit; Agrisera, kat. ¢. AS06 170)
Anti FeSOD, primarni protilatka (rabbit; Agrisera, kat. ¢. AS06 125)
Anti Rabbit, sekundéarni protilatka (Thermo-Fischer, kat. ¢. 31460)
Pristroje a zafizeni

Analyticka vaha XA110/2X (Radwag, Polsko)

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

Elektroforeticka vana Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)

Elektroforeticka vana Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)
Elektromagnetickd michacka (Boeco, Némecko)

Fotoaparat (Nikon, Japonsko)

Fytotronova komora (WEISS Gallenkamp; Némecko)

Hlubokomrazici box (Panasonic)
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e ChemiDoc MP Imaging System (BioRad; USA)

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

e Infinite M Nano (TECAN; Svycarsko)

e Laboratorni chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)

e Laminarni box (MERCI; Ceska republika)

e [SM 710 (Axio Imager 2; Carl ZEISS; Némecko)

e Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

e pH metr (Eutech Instruments; Singapur)

e Simplicity Water Purification System (Merk; Némecko)

e Spektrofotometr SmartSpec Plus (BioRad; USA)

e Stolni chlazend centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene; Dansko)
e Suché lazen ThermoCell MixingBlock (Bioer; Cina)

e Ttepacka Rocker Shaker MR-12 (Biosan; LotySsko)

e Vortex Genie 2Pulse (Genie; Holandsko)

e Zdroj napéti PowerPac HV (BioRad; USA)

3.7 Programy a databaze
e Image Lab (verze 4.0.1 build 6; BioRad; USA)
e Image Processing and Analysis on Java (ImageJ; 1.51j8)
e Microsoft Excel, PowerPoint (Microsoft; USA)
e ZEN Black a ZEN Blue (Carl ZEISS, Némecko)

3.8 Metody

3.8.1 Bioinformaticka predikce SOD genti u picniny M. sativa

Zaucelem ziskani proteinovych sekvenci pfedpokladanych SOD u M. sativa byly vyuzity
sekvence SOD z modelové rostliny M. truncatula, které byly definovany v odborné
publikaci Song et al., (2018), ze které byly ziskany sekvence aminokyselinového slozeni
téchto SOD. Nasledné byly tyto sekvence vlozeny do webového programu alfalfatoolbox
(https://www.alfalfatoolbox.org/), kde byla zvolena funkce prohledavani (,,blastovani*;
https://www.alfalfatoolbox.org/blast/y  viéi  proteinovym  sekvencim SOD
z M. truncatula. Prohledavani protenovych sekvenci probéhlo vi¢i dostupné databazi

proteini z M. sativa pod nazvem ,medsa XinJiangDaYe gnml.annl.RKB9.protein®.
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Nasledné byly vybrany sekvence, které obsahovaly nejvy$si miru podobnosti pii nejvyssi
mife pokryti sekvence. Tyto proteiny byly opét porovnany pomoci webového programu
protein blast (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) za uc¢elem zjisténi
blizsich informaci o podobnosti proteinovych struktur.

Fylogeneticka analyza byla provedena v programu MEGA-X (10.0.5;
http://www.megas oftwa re.net/). Jako vstupni informace slouzily aminokyselinové
sekvence SOD A. thaliana (sekvence ziskané z webové databaze TAIR;
https://www.arabidopsis.org/), homologni sekvence pochazejici z rostlin M. truncatula
a ziskané sekvence SOD M. sativa. Pokud neni uvedeno jinak, bylo pouzito pivodni
programové nastaveni. Byl proveden alignment (ClustalW) diive ziskanych sekvenci.
Ziskany alignment byl vyuzit pro konstrukci fylogenetického stromu (Maximum
Likelihood; WAG+G, bootstrap hodnota: 1000). Ziskana data byla upravena pomoci
programu MEGA-X a Microsoft Powerpoint do finalni podoby.

Predikce lokalizace jednotlivych proteinti byla provedena ve webovém programu
WOoLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) pro setazeni jednotlivych druhd proteint dle

jejich lokalizace byl vyuzit program Microsoft Excel.

3.8.2 Povrchova sterilizace semen Arabidopsis thaliana

Prace se semeny rostliny A. thaliana, ktera probihala za sterilnich podminek v laminarnim
boxu s filtrovanym vzduchem (flowbox), byla sterilizovana kyvavymi pohyby v plastové
mikrozkumavce nejprve pomoci 1 ml 70% (v/v) ethanolu po dobu 5 minut. Po uplynuté
dob¢ a sedimentaci semen byl 70% (v/v) ethanol odebran a nahrazen 1 ml 96% (v/v)
ethanolem a semena byla promichavana dalsi 3 minuty. Nésledné byl 96% (v/v) ethanol
opét odstranén a probihalo promyvéni deionizovanou vodou. Promyvani deionizovanou
vodou bylo opakovano tiikrat. Semena vysterilizovana podle tohoto protokolu byla
pomoci pipety pfenesena a rozprostiena na sterilni filtracni papir v Petriho misce, dokud

se neodparila piebytecnd voda.

3.8.3 Skarifikace semen Medicago sativa
Tento proces urychluje kliceni semen, které disponuji silnou testou. Semena jsou
umisténa na Petriho misky a ruéné obrouSena smirkovym papirem, dokud testa neni

narusena. Po tomto kroku jsou semena piipravena ke sterilizaci.
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3.8.4 Povrchova sterilizace semen Medicago sativa

Semena rostliny M. sativa byla za sterilnich podminek ve flowboxu sterilizovana
kyvavymi pohyby v plastové mikrozkumavce po dobu 1 minuty nejprve pomoci 2 ml
70% (v/v) ethanolu. Po uplynuté dob¢ a sedimentaci semen byl 70% (v/v) ethanol odebran
a nahrazen 2 ml steriliza¢niho roztoku pro sterilizaci semen M. sativa a promichavan
3 minuty. Nasledn¢ byl roztok odstranén a probihalo promyvani deionizovanou vodou.
Promyvani deionizovanou vodou bylo opakovano dvakrat. Semena byla dale odstavena
a ponechéna pies noc v deionizované vod¢ nabobtnat. Nasledn¢ byla pfenesena
a rozprostiena na sterilni filtracni papir v Petriho misce, dokud se neodpatila ptebyte¢na

voda.

3.8.5 Priprava médii

Vychazelo se z postupu piipravy MS média (Murashige a Skoog médium-DUCHEFA
M0222). K 900 ml deionizované vody V litrové plastové kadince bylo pfidano 10 g
sachardzy, 0,5 g MES, 6,5 g Gellan gumu a 100 ml roztoku makroelementu, specifického
pro kazdé médium (Tabulka ¢.1). Objem byl rozmichan pomoci magnetického michadla,
pH upraveno na 5,7 pomoci 10M a 1M KOH a doplnéno do 1 I deionizovanou vodou.
Takto pfipravena média byla sterilizovana autoklavovanim. Poté bylo ve flowboxu
ptidano 100 pl roztoku mikroelementt (Tabulka ¢.2), specifického pro kazdé médium
a dale 100 pul zasobniho roztoku vitamind a 200 ml zv1ast’ ptipraveného zasobniho roztoku
zeleza a 100 pl zasobniho roztoku médi o koncentraci 0,01 pmol-dm3, 0,1 pmol-dm™

a 2 umol-dm™. Takto pfipravena média byla rozlévana do Petriho misek.

Tabulka 1: Navazky makroelementd pro piipravu zasobnich roztoki MS, ARA modifikovaného
a ARA média. Navazky jsou napocitany pro ptipravu 1 I (10x koncetrovaného) zasobniho roztoku
makroelement.

Makroelementy MS médium (g) ARA médium (g) ARA mod.
médium (g)
CaCly 3,32 3,32 3,32
KH2PO4 1,70 1,70 1,70
KNO3 19,0 5,06 5,06
MgSO4 1,81 181 181
NH4NO3 16,5 - 4,70
Ca(NO3)2-4 H.0 - 4,70 -
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Tabulka 2: Navazky mikroelementt pro piipravu zasobnich roztoktt MS, ARA modifikovaného
a ARA média. Navazky jsou napocitany pro pfipravu 2 1 (1000x koncetrovaného) zasobniho

roztoku mikroelementu.

Makroelementy MS médium (g) | ARA médium (g) ARA mod.
médium (g)
H3BOs 12,4 8,6 8,6
CoCl2-6H20 0,05 0,005 0,005
NaMoQO4-2H20 0,5 0,1 0,1
ZnS04-7H,0 17,2 0,58 0,58
Kl 1,66 - -
MnSO4-H,0 33,8 - -
MnClz-4H,0 - 5,6 5,6
NaCl - 1,16 1,16

3.8.6 Vysev a kultivace sterilnich semen

Vysterilizovana semena byla ve flowboxu pfenesena z filtra¢niho papiru pomoci paratka
(A. thaliana) ¢i pinzety (M. sativa) na predem pfipravena média na Petriho miskach
urCena pro vysev semen a udrzovani rostlin v in vitro podminkach. Po pienosu byly
Petriho misky uzavieny za pomoci parafilmu a pésky. Pro pferuseni procesu dormance
a k synchronizovanému kliceni byly takto pfipravené Petriho misky stratifikovany pies
noc V lednici (4 °C, tma). Nasledné byly vyloZeny ve vertikalni poloze ve fytotronové
komote (fytotron) s parametry: 22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70%

vlhkost, intenzita osvétleni 150 pmol-m2 -s2,

3.8.7 Fenotypova analyza in vitro kultivovanych rostlin

Fenotypové projevy byly zaznamenévany pomoci ImageJ obrazového zdznamu, ktery byl
ziskan pomoci Image Scanner III (GE Healthcare). Rostliny divokého typu
A. thaliana, rostoucich pfi ruznych kultivaénich podminkach, byly dokumentovany
4. a 12. den od vykliceni. Dokumentace rostlin M. sativa poté probihala 4. a 25. den od

vykli¢eni.

3.8.8 Extrakce proteinii pro biochemické analyzy

Do tfeci misky byly preneseny celé semenacky dvanactidennich rostlin
A. thaliana. Proces homogenizace probéhl pomoci tieci misky s tlou¢kem, motskym
piskem a tekutym dusikem. Vznikly homogenat byl rozdélen, pfevrstven 100 pl

extrakéniho pufru a pfenesen do dvou popsanych 1,5ml mikrozkumavek, které byly
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napted vychlazené v tekutém dusiku. Po kazdém vzorku bylo tfeba ocistit ndstroje 96%
etanolem. K jedné ¢asti nadrceného vzorku byl ptidan Na fosfatovy pufr, k druhé ¢asti
E pufr a vortexovan. Smés byla uchovavana 30 minut na ledu a centrifugovana (15000 g,
15 min, 4 °C). Po provedeni centrifugace byl supernatant odebran, pfenesen do Cisté

1,5ml mikrozkumavky a skladovan pii -80°C.

3.8.9 Méreni koncentrace proteinia

Zjisténi koncentrace proteini v extraktu probéhlo podle metody Bradforda (Bradford,
1976). Bradfordovo ¢inidlo bylo fedéno v poméru 1:4 deionizovanou vodou. Do kazdé
jamky 96jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano 299 pl Bradfordova ¢inidla
a 1 pl proteinového extraktu. VSe bylo dikladné propipetovano tak, aby nevznikly
ptebyte¢né vzduchové bubliny. Mikrotitra¢ni desti¢ka byla vystavena inkubaci (15 minut,
laboratorni  teplota) a  nasledné analyzovana  pomoci  spektrofotometru
s monochromatorem Infinite M Nano (TECAN). Absorbance byla méfena pii zvolené
vlnové délce 595 nm. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat, aby se zamezilo chybovosti.
Kvantifikace ziskanych hodnot probihala sestavenim kalibracni kiivky, pro jejiz
konstrukei byly pouzity roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA) o znamé koncentraci
(opét mefeny ve tiech opakovanich). Zpracovani dat bylo zhotoveno pomoci Microsoft

Excel.

3.8.10 Metoda stanoveni enzymatické aktivity SOD

Pro stanoveni enzymatické aktivity SOD bylo pouzito 20 pg proteini a 25 pg proteini
(slouzicich jako kontrola), extrahovanych pomoci Na fosfatového pufru. Elektroforeticka
separace probihala za nedenaturujicich podminek v 1,5mm polyakrylamidovém gelu.
Gely byly ptipraveny nasledovné: spodni a horni tenka skla byla vyc¢isténa 70% etanolem
a vysuSena plynnym dusikem. Po sestaveni aparatury pro vyrobu geld byla skla za pomoci
Pasteurovy pipety naplnéna nejdiive 12% rozdélovacim gelem asi 1 cm pod horni hranu
krat$iho skla. Rozd€lovaci gel byl pfevrstven isopropanolem a ponechan polymerizovat
1 hodinu. Po uplynulé dob¢ byl pomoci filtracniho papiru odsat zbytek isopropanolu
a napipetovan 4% zaostfovacim gelem s vlozenym plastovym hiebenem na jamky.
Polymerizace trvala 20 minut. K elektroforetické separaci byl vyuzit elektrodovy pufr
(tris-glycinového pufr) a do jamek bylo pipetovano vypocitané mnozstvi vzorku pro
20 a 25 pg proteinu. Samotna separace probihala na ledu pii konstantnim proudu 40 mA
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a napéti 250 V po dobu dvou hodin. Po dokonceni byl gel pienesen do 50 ml
Na fosfatového pufru a inkubovan na kyvacce 10 min pfi pokojové teploté. Poté byl gel
inkubovan 20 minut ve tmé& v 50 ml Na fosfaitovém pufru s 0,6 mmol-dm> NBT
a nasledné 15 minut v Na fosfatovém pufru s 5 mmol-dm™ Na;EDTA, 0,25% TEMED
a 0,06 mmol-dm™ riboflavinem opét ve tmé. Poté byl roztok odlit a gel byl vystaven
expozici piimého svétla o intenzité¢ 150 umol'm™ s pii laboratorni teploté 5 minut.
Nasledné se gel promyval tfikrat deionizovanou vodou. Pro vyslednou dokumentaci byl
vyuzit Image Scanner Il (GE Healthcare), pro zpracovani ImageJ a pro finalni verzi
program Microsoft PowerPoint. Pro inhibi¢ni analyzu bylo vyuzito inhibitora H20:
a KCN.

3.8.11 SDS-PAGE

Elektroforetickd separace za denaturujicich podminek (SDS-PAGE - elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného) probéhla smichanim
extraktu proteinti ziskanych prostfednictvim extratniho E pufru s Laemliho pufrem
v poméru 3:1, ktery byl pfedtim pfipraven smichanim s 2-merkaptoethanolem
v poméru 9:1. Tyto vzorky byly promichany pomoci vortexu, inkubovany pii 95 °C po
dobu 5 minut a nasledné ponechany zchladnout na pokojovou teplotu. K separaci byl
pouzit elektrodovy pufr (elektroforeticky pufr) a Imm polyakrylamidovy gel pfipraveny
ze dvou ¢asti: 4% zaostfovaci a 12% rozdé¢lovaci gel s ptidavkem SDS. Samotna separace
probihala na ledu pfi konstantnim proudu nejprve 20 minut pii napéti 100 V a dale 60
nebo 75 minut pii 140 V. Detekce proteinti probihala pomoci ptistroje ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad) a software Image 47 Lab (Bio-Rad) s vyuzitim protokolu pro

»Stain-Free“ gely. Pro zpracovani se pouzil program Microsoft PowerPoint.

3.8.12 Imunoblotovani

Po dokonceni elektroforetické separace za denaturujicich podminek byly proteiny
pfeneseny na PVDF membranu o rozmérech: 8,5 cm délka a 7 cm vyska. Tato membréana
byla pfedem rehydratovana v methanolu po dobu 30 sekund, a poté inkubovéana 10 minut
s houbickami, filtranim papirem a polyakrylamidovym gelem v transferovém puftu (tris-
glycinovy pufr s obsahem 10% (v/v) methanolu). Nasledné byla houbicka s tremi
filtracnimi papiry, vlozena do kazety. Na tuto vrstvu byl pfenesen gel, piekryt
aktivovanou PVDF membréanou a dalSimi tfemi filtranimi papiry, pficemz posledni
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vrstvu tvorila druhd houbicka. Mezi vSemi vrstvami se dbalo na disledné vytlaCovani
vzduchovych bublin za pomoci tlaku vytvofené¢ho valeckem. Timto zplisobem slozena
kazeta byla vlozena do vany obsahujici transferovy pufr a umisténa na ledu. Pfenos
probihal pfes noc pii konstantnim napéti 24 V.

Poté byla membrana z kazet vyjmuta a omyta deionizovanou vodou a pro
vizualizaci proteini obarvena roztokem Ponceau S. Piebytecnd barva byla vymyta
deionizovanou vodou a vysledek byl zdokumentovan fotoaparatem. Néasledné odbarveni
probihalo za pomoci promyti v TBS-T.

Pro detekci SOD byly membrany pies noc blokovany na téepacce pii 4 °C
v 5% (w/v) roztoku odtu¢néného susené¢ho mléka v TBS-T. Po odstranéni blokovaciho
roztoku byla membrana opét pies noc inkubovana pifi 4 °C v roztoku obsahujicim
primérni polyklondlni protilatku (anti FeSOD, 1:3000; anti Cu/ZnSOD, 1:2000), ktera
byla fedéna v 1% (w/v) roztoku odtu¢néného susen¢ho mléka v TBS-T. Po uplynuti doby
inkubace nasledovalo promyti roztokem TBS-T po dobu 10 minut, pficemz tento postup
se opakoval 5x. Nakonec byla provedena inkubace (1,5 hodiny) v roztoku obsahujicim
sekundarni protilatku (anti rabbit protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou,
1:5000), ktera byla natedéna v 1% (w/v) roztoku odtu¢néného suseného mléka v TBS-T.
Po ukonceni inkubace byla membrana opét pétkrat promyta v roztoku TBS-T po dobu
10 minut. Pro vizualizaci znafenych proteinii byl pouzit komerc¢ni substrat Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad). Membrana byla inkubovana v substratu 2 minuty
a nasledné zdokumentovana pomoci ptistroje ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad)
s vyuzitim protokolu Chemi. Pro zpracovani ziskané¢ho obrazového materidlu byl vyuzit

Image Lab a pro findlni verzi program Microsoft PowerPoint.

3.8.13 Tranzientni transformace Nicotiana benthamiana

Ve flowboxu bylo do 20 ml tekutého LB média obsahujici selekéni antibiotika
(spektinomycin a rifampicin v koncentracich 50 pg-ml™) preneseno 50 ul bakteridlni
suspenze Agrobacterium tumefaciens, kmene GV3101 nesouci konstrukt pCSD1-
gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1. Tato kultura byla kultivovana pfes noc na tfepacce (tma,
180 RPM a 25 °C). Nasledujici den (minimaln¢ 2 hodiny pfed samotnou transformaci)
byly rostliny Nicotiana benthamiana urcené k transformaci umistény v laboratofi
a dikladné zality vodou, aby doslo k otevieni pruducht na spodni strané listi. Byly

pteneseny z fytotronu s parametry: 22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma,
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70% vlhkost, intenzita osvétleni 150 pmol-m2-s,

Bakterialni kultura byla
centrifugovana (3500 g, 10 minut, 23 °C), nasledné byl supernatant odlit a nahrazen
400 pl kokultivacniho média. Po kultivaci byla v namnozené bakterialni kultufe zmétena
optickd hustota pii vlnové délce 600 nm (optical density, ODeoo). 10 pl bakteridlni
suspenze bylo smichdno s 990 pl kokultivaéniho média a méfeno pomoci
spektrofotometru pii indikované vinové délce. Jako blank bylo pouzio 500 pl infiltracniho
média. Vysledna hodnota byla pouzita pro ziskani infiltra¢ni bakterialni suspenze, kde
vysledna hodnota pro ODsoo byla vypoditana podle nize uvedené rovnice. Redilo se na
ODegoo = 0,7, pficemz na doplnéni na pozadovany objem bylo pouZzito kokultivacni

médium.

- OD¢oopozadované - V;

N 0D600naméf‘ené - 100

V je objem bakteridlni suspenze s métenym ODegoo; ODeoo pozadované je vysledné
pozadované ODeoo; V1 je vysledny objem bakterialni suspenze (10 ml); ODegoo naméiené
je aktualné namétend hodnota ODsoo; 100 je koeficient fedéni.

Bakterialni suspenze byla dale inkubovana 2 hodiny ve tmg, pfi pokojové teplote.
Po provedeni inkubace byly pomoci 2ml injekéni stiikacky infiltrovany listy N.
benthamiana. Bakterialni suspenze byla nasata do injekéni stiika¢ky a pomalu vtlacena
do abaxiélni strany listu. Jako negativni kontrola bylo pouZito €isté infiltrani médium.
Cela infiltrovana plocha byla fadné vyznacena, cela rostlina byla pfikryta ¢ernou folii
a ulozena do druhého dne na temném misté v laboratofi a nasledné pfemisténa do
fytotronu (22 °C, denni rezim: 16 hodin svétlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost, intenzita

osvétleni 150 umol-m2 -s).

3.8.14 Konfokalni mikroskopie

Subcelularni lokalizace CSD1 byla analyzovana s vyuzitim GFP fluorescence.
Z ttidennich listi tranzientné transformované rostliny N. benthamiana byly odsttizeny
sedmenty, pfeneseny abaxialni stranou vzhiru na podlozné sklicko s kapkou
deionizované vody a piekryté¢ krycim sklickem. Takto ptfipravené preparaty byly
pozorované s vyuzitim mikroskopu LSM 710 (Axio Imager 2) pii zvétSeni okularu 10x

a objektivu 20x (Plan-Apochromat 20x/0.8 M27). Pro excitaci GFP byl vyuzit laser
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s vinovou délkou 488 nm o intenzité¢ 2—4 %, pficemz emise byla detekovana v rozmezi
vinovych délek 493-555 nm. Pro chlorofyl byl pak pouzit laser s vinovou délkou 633 nm
o intenzité¢ 2 % a emisi v rozmezi 649-721 nm. Analyza obrazového materialu byla

zpracovana pomoci programu ZEN Black (ZEISS) a ZEN Blue (ZEISS).
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4 VYSLEDKY

4.1 Fenotypova analyza semenac¢kii rostlin A. thaliana rostoucich p¥i rizné
dostupnosti médi a dusiku

Uvodni analyzou této prace bylo sledovani fenotypového projevu rostlin
A. thaliana rostoucich na réiznych koncentracich médi (0,01 pmol-dm; 0,1 pmol-dm™
a 2 umol-dm®), riznych koncentracich a zdroji dusiku (0,02 mol-dm=® NHsNO3
a 0,019 mol-dm® KNOs; pro MS médium; 0,002 mol-dm® Ca(NOs):4 H.0
a 0,005 mol-dm™ KNO3 pro ARA médium; 0,006 mol-dm= NHsNO3 a 0,005 mol-dm™
KNOs pro ARA modifikované (ARA mod.) médium) v médiu a jejich dopad na rany
vyvoj rostlin. Dal§im cilem tohoto experimentu byla ptedevs§im optimalizace a potvrzeni
spravnosti pfipravenych médii (vSechny slozky médii byly pfipraveny manudlné ze
zakladnich komponentt, viz sekce piiprava kultivacnich médii 3.2.5) za Gcelem jejich
nasledovného vyuziti pro kultivaci rostlin M. sativa.

Jako prvni byla vyuzita semena divokého typu rostliny A. thaliana, ktera byla
pfimo vysazend na média oznac¢ena jako MS, ARA mod. a ARA médium. V prib¢hu
prvnich dnti témét vSechna semena vykli¢ila. Zkoumana média podporovala rist a vyvoj
rostlin bez vyraznych zmén fenotypového projevu. Toto pozorovani prob&hlo 4. den od

vykli¢eni (Obrazek 6A, B, C).

Cu (umol-dm-) 0,01 0.1 2
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Obrazek 6: Fenotypova analyza divokého typu A. thaliana na riznych kultiva¢nich médiich ¢tvrty
den po vykli¢eni. Manualné pfipravena média se liSila v koncentraci médi (0,01; 0,1;
2 umol-dm™) a v koncentraci a zdroji dusiku: A — MS médium (0,02 mol-dm= NH4NO;
a 0,019 mol-dm®KNOQO3); B — ARA médium (0,002 mol-dm= Ca(NOs),'4 H-0 a 0,005 mol-dm™
KNOs); C — ARA mod. médium (0,006 mol-dm® NHsNO; a 0,005 mol-dm® KNOs);
Meftitko — 1 cm.
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Nasledujici dny pozorovani prokazaly prvni fenotypové rozdily mezi
jednotlivymi rostlinami péstovanymi na raznych médiich, ale za stejnych kultiva¢nich
podminek. Konkrétné dvanacty den po vykliceni byly zaznamenany fenotypové zmény
projevujici se pfedevSim V nadzemnich castech rostlin, ale i na Grovni kofenového
syst¢tmu (Obrazek 7A, B, C). Mensi listové rizice byly pozorovany u rostlin
kultivovanych na ARA médiu (Obrazek 7B) v porovnani se zbylymi médii (Obrazek 7A,
(), a to pti vSech zkoumanych koncentracich médi. Taktéz kofenovy systém, pozorovany
na MS médiu (Obrazek 7A), vykazoval vyrazné snizeny pocet lateralnich kotent
a celkova vyvoj kofenové soustavy V porovnani se semenacky rostoucichna ARA a ARA

mod. médiich (Obrazek 7B, C), a to opét pii vSech zkoumanych koncentracich médi.
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Obrazek 7: Fenotypova analyza divokého typu A. thaliana na riznych kultivaénich médiich
dvanacty den po vykliceni. Manualné pfipravena média se liSila v koncentraci médi (0,01; 0,1;
2 umol-dm?3) a v koncentraci a zdroji dusiku: A — MS médium (0,02 mol-dm= NHsNOs
a 0,019 mol-dm™ KNO3); B — ARA médium (0,002 mol-dm Ca(NOs),*4 H,0 a 0,005 mol-dm™
KNO3); C — ARA mod. médium (0,006 mol-dm® NH;NO; a 0,005 mol-dm= KNO3);
Meéfitko — 1 cm.
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4.2 Bioochemicka analyza SOD u rostliny A. thaliana rostoucich p¥i razné
dostupnosti médi a dusiku
Jako prvni byla provedena enzymatické analyza ziskanych nativnich extraktli za ucelem
detekce aktivity jednotlivych SOD iSoenzyml pomoci nativni-PAGE s naslednym
specifickym  barvenim. Tato metoda je schopna vizualizovat pfitomnost
a riznou intenzitu aktivit MSD1, FSD1 a CSD1/2 isoenzymu u rostliny A. thaliana.
Hlavnim cilem tohoto experimentu byla charakterizace pfitomnosti aktivit jednotlivych
SOD isoenzymil v zavislosti na rizné piitomnosti médi a dusiku v ristovém médiu
(Obrazek 8). Tato separa¢ni metoda (nativni-PAGE) neni schopna jednozna¢né rozdélit
chloroplastové (CSD2) a cytosolové (CSD1) CSD isoenzymy, které splyvaji do jednoho

bandu, a proto jsou vyhodnocovany jako celek.

MS médium ARA médium ARA mod. médium
Cu?* (pmol-dm3) 2 0,1 0,01 2 0,1 0,01 2 0,1 0,01

MSD1
FSD1 ——

=

CSD1/2 =

Obrazek 8: Vizualizace enzymatické analyzy aktivit SOD u rostlin divokého typu A. thaliana
rostoucich na rtiznych kultiva¢nich médiich. Proteinové extrakty byly pfipraveny ze semenacki
rostoucich na manualné ptipravenych médiich, ktera se lisila v koncentraci meédi (0,01; 0,1;
2 pmol-dm®) a vkoncentraci a zdroji dusiku: MS médium (0,02 mol-dm=® NHsNOs
a 0,019 mol-dm™® KNOs); ARA médium (0,002 mol-dm™ Ca(NOs),'4 H-O a 0,005 mol-dm™
KNOs); ARA mod. médium (0,006 mol-dm> NHsNO3 a 0,005 mol-dm= KNO3).

Proteinovy extrakt ziskany z rostlin rostoucich na MS médiu (ve vSech variantach
piitomen 0,02 mol-dm>NH4NO3 a 0,019 mol-dm™ KNOs), pii desetkrat nizsi koncentraci
médi v médiu, neZ je standartni (0,01 pmol-dm™), nevykazovalo aktivitu pro CSD1/2
a naopak vykazovalo zvysenou aktivitu pro FSD1. Pokud koncentrace médi vzrostla na
standartni (0,1 umol-dm™), pas pro CSD1/2 nebyl téméf viibec patrny, a takté pas pro

FSD1 byl slabsi v porovnani s koncentraci 0,01 pmol-dm™ médi. Pfi vysoké koncentraci
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médi v médiu (2 pmol-dm) byl poté pozorovan opaény jev neZ pfi snizené koncentraci
médi. CSD1/2 se projevovaly vysokou aktivitou a FSD1 velice nizkou v§e pozorovano
na obrazku 8.

Déle extrakt ziskany z rostlin rostoucich na ARA médiu (ve vSech variantach
piitomen 0,002 mol-dm™ Ca(NOs)2-4 H,0 a 0,005 mol-dm™ KNO3) pfi nizké koncentraci
médi v médiu (0,01 pmol-dm™) rovnéz nevykazovalo aktivitu CSD1/2 a naopak vysokou
aktivitu pro FSD1. Pii standartni koncentraci médi (0,1 pmol-dm=) byl pas pro FSD1
méné patrny, nez u koncentrace 0,01 pmol-dm™>. Pii této koncentraci médi
(0,1 pmol-dm™) se rovnéz zadal projevovat pas pro CSD1/2. Vysoké koncentrace médi
v médiu (2 pmol-dm™) mély za nasledek vysoké projevy aktivit pro CSD1/2 a pas
predstavujici aktivitu FSD1 nebyl pozorovan. VSechny tyto vysledky byly pozorovany na
obrazku 8.

Posledni extrakt ziskany zrostlin na ARA mod. médiu (ve vSech variantach
piitomen 0,006 mol-dm=NH4NOsza 0,005 mol-dm™ KNO3) se poté projevovalo stejnym
zpisobem jako ARA médium pii riznych koncentracich médi. Jedinym patrnym
rozdilem byla zvysena aktivita CSD1/2 pii koncentraci 2 umol-dm™ médi a mirngjsi
snizeni aktivity FSD1 pfi koncentraci 0,1 umol-dm™ mé&di (Obrazek 8).

MSD1 se ve vsech piipadech médii (MS, ARA mod., ARA a médium)
projevovaly stejné a to tak, ze nevykazovaly téméf zadné zmény enzymatické aktivity
V odpovédi na zvySovani nebo sniZzovani koncentrace médi, ¢i koncentrace nebo druhu
zdroje dusiku v médiu (Obrazek 8).

Pro stanoveni proteinové abundance SOD za vySe zminénych kultivacnich
podminek byla vyuZita metoda imunoblotovani specifickymi protilatkami. Jako prvni
byla pouzita anti-FSD1 protilatka (Obrazek 9A, B), kde abundance FSD1 potvrdila
vysledky piedeslé analyzy aktivit SOD. Vysoké hodnoty abundance FSDI1 byly
prokazany pii nizké koncentraci médi (0,01 umol-dm™) u vsech tfech typt médii.
Nicméné pii dané koncentraci médi byl pozorovan patrny rozdil ve FSD1 abundanci na
MS médiu, a to vyrazné snizeni, V porovnani s ARA mod. a ARA médii. Tento vysledek
pozitivng koreluje s vysledky ziskanymi z SOD aktivit (Obrazek 8).

P#i standartni koncentraci médi (0,1 umol-dm™) byla abundance FSD1 vyrazné
snizena, a to pifedevSim v piipadé ARA média. U MS a ARA mod. médii byl pokles
abundance FSD1 nizs$i, coz opét pozitivné koreluje s vysledky ziskanymi u SOD aktivit

(Obrazek 8).
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Pi#i vysoké koncentraci médi v médiu (2 pmol-dm™) byla detekovana velmi nizka
nebo zadna abundance FSD1 (Obrazek 9). Zatimco u MS média byl i pfi vysoké
koncentraci mé&di (2 pmol-dm™) zaznamenan velmi slaby pas odpovidajici abundanci
FSD1, u ARA a ARA mod. médii jiz pfi této koncentraci nebyl pozorovan zadny pas.
Tento vysledek opét koreluje s vysledky ziskanymi z SOD aktivit (Obrazek 8).

A

MS médium ARA médium | ARA mod. médium
Cu?* (umol-dm3) 0,01 0,1 2 | 2 001 01|00l 01 2

FSD1 —— | w v el -—

MS médium ARA médium ARA mod. médium
Cu?* (umol-dm) 0,01 0,1 2 | 2 001 0,100l 01 2

Obrazek 9: Detekce abundance FSD1 proteinu u rostlin divokého typu A. thaliana rostoucich na
riznych kultivacnich médiich pomoci imunoblotovani se specifickou anti-FSD1 protilatkou.
A — Imunoblot se specifickou FSD1 protilatkou. B — Kontrola proteinové nanasky barvenim
membrany pomoci Ponceau S. Proteinova velikost pozorovanych pasit odpovidaji FSD1 proteinu
je 24 kDa. Proteinové extrakty byly pfipraveny ze semenackd rostoucich na manualné
piipravenych médiich, kterd se ligila Vv koncentraci médi (0,01; 0,1; 2 pmol-dm?)
a Vvkoncentraci a zdroji dusiku: MS médium (0,02 mol-dm® NHiNO;
a 0,019 mol-dm™ KNO3); ARA médium (0,002 mol-dm™ Ca(NOs),-4 H,O a 0,005 mol-dm™
KNO3); ARA mod. médium (0,006 mol-dm=NH4sNO3 a 0,005 mol-dm=KNQO3).
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Déle bylo vyuzito i imunoblotovani s anti-CSD protilatkou, ktera dokaze
rozpoznat CSD1 i CSD2 u rostliny A. thaliana (Obrazek 10). V tomto piipadé byla
pozorovana pfitomnost proteinli pouze pii vysoké koncentraci médi (2 pmol-dm™), kdy
op¢t nizsi abundanci obou CSD1 a CSD2 vykazoval proteinovy extrakt ziskany z MS
média v porovnani s ARA a ARA mod. médii. Jedinou vyjimku detekce CSD1 a CSD2
proteinové abundance pii standartni koncentraci mé&di (0,1 pmol-dm™) vykazovalo ARA
médium, kdy pii zvolené expozici byly patrny velmi slabé pruhy odpovidajici pritomnosti
CSDI1 a CSD2 proteint. Tyto vysledky opét koreluji s vysledky ziskanymi z SOD aktivit
(Obrazek 8).

Obecné pak lze fici, ze u vSech tiech druhti pfipravenych médii byl pozorovan
o¢ekavany dopad na aktivitu/abundanci SOD v odpovédi na ptfitomnost rizného mnozstvi
médi, ¢imz se potvrdila spravnost nastaveného protokolu a ptipravy médii. Rozdily mezi
médii a ditvod téchto zmén na Grovni abundance a aktivity jednotlivych SOD v zavislosti
na zdroji dusiku v jednotlivych médiich budou nasledné diskutovany v sekci 5.

Pro nasledné experimentalni analyzi na rosliné M. sativa bylo vybrano MS médium.

Divody tohoto vybéru jsou taktéz dikutovany v sekci 5.
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A
MS médium | ARA médium | ARA mod. médium

Cu?* (umol-dm3) 0,01 0,1 2 2 0,01 0,1/0,01 0,1 2
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MS médium ARA médium | ARA mod. médium
Cu** (umol-dm™) 001 0,1 2 2 00l 01100l 01 2

Obrazek 10: Detekce abundance CSD1 a CSD2 proteinu u rostlin divokého typu A. thaliana
rostoucich na rtiznych kultiva¢nich médiich promoci imunoblotovani se specifickou anti-CSD
protilatkou. Tato protilatka rozpoznava specificky CSD1 a CSD2 isoenzymy. A — Imunoblot se
specifickou CSD protilatkou. B — Kontrola proteinové nanasky barvenim membrany pomoci
Ponceau S. Proteinova velikost pozorovanych pasi odpovidaji CSD1 proteinu je 15 kDa a 22 kDa
pro CSD2 proteiny. Proteinové extrakty byly pfipraveny ze semenacki rostoucich na manualné
piipravenych médiich, ktera se lisila v koncentraci médi (0,01; 0,1; 2 umol-dm) a v koncentraci
a zdroji dusiku: MS médium (0,02 mol-dm= NH4sNOs a 0,019 mol-dm™ KNOs); ARA médium
(0,002 mol-dm™ Ca(NOs3), 4 H,0 a 0,005 mol-dm™> KNOs); ARA mod. médium (0,006 mol-dm
NH4NO; a 0,005 mol-dm= KNO3).
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4.3 Fenotypova analyza semenaclku rostliny M. sativa rostoucich pri razné
dostupnosti médi
Fenotypova analyza byla rovnéz provedena i u semenack rostlin M. sativa, a to na diive
vybraném MS médiu sopét rozdilnymi koncentracemi médi (0,01 pmol-dm;
0,1 pmol-dm™a 2 umol-dm). Nicméné sterilizovana semena prokazovala velice nizkou
kli¢ivost za danych podminek. Z padesati vysazenych semen vyklicila a nasledn€ vyrostla
pouze c¢tyti. Z davodu velmi nizké klicivosti semen, bylo rozhodnuto o vyuziti metody
mechanického naruseni testy, které by mélo zvysit procentudlni uspesnost kli¢ivosti
semen. Pro provedeni této metody mechanické skarifikace bylo pouzito 43 semen, z nichZ
nasledné vykli¢ilo 32 semen. Statisticky se tak uspésnost kli¢ivosti zvedla z pouhych

8 % na 74,4 % (Graf 1).

Graf 1: Procentualni porovnani kli¢ivosti semen v zavislosti na procesu skarifikace.

0% |

Neobrousena Obrousena
Typ semene

Zvyseni kli¢ivosti bylo prokazano jak u novych (21 semen, Obrazek 11A) tak
u opétovné pouzitych semen, které bez procesu skarifikace nevykli¢ila (22 pouzitych
nevyklicenych semen z pfedeSlého experimentu, Obrazek 11B). Klicivost takto

oSetfenych semen byla pozorovana ¢tvrty den po vyloZeni do kultiva¢ni mistnosti.
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Obrazek 11: Fenotypova analyza divokého typu M. sativa na riznych kultiva¢nich médiich ¢tvrty
den po vyloZeni do kultiva¢ni mistnosti. Manualné piipravené MS se lisilo v koncentraci medi
v médiu (0,01; 0,1; 2 umol-dm™). A — Nova semena; B — Nevykli¢ena semena z predeslého
experimentu. Méfitko — 1 cm.

Dalsi hodnoceni fenotypu semenacka bylo provedeno 25. den po vylozeni do
kultivaéni mistnosti (Obrazek 12A, B). Fenotyp téchto rostlin vSak nelze zcela adekvatné
porovnavat, a to z divodu provedeni manualni mechanické skarifikace. Tato metoda
zbrusuje testu nerovnomérnym zpusobem u jednotlivych semen, a proto bez optimalizace
tohoto procesu nelze hodnotit adekvatné fenotypové projevy, jelikoz samotny proces
skarifikace mlze vyvolavat rizné fenotypové projevy rostouciho semenacku. Nicméné
ze ziskanych vysledki miize byt uvazovano, Zze snizena koncentrace médi
(0,01 umol-dm™®) miize vést k fenotypovému projevu nadzemni &asti, a to konkrétng

snizeni velikosti listové plochy (Obrazek 12A, B).

Cu (umol-dm-3) 0,01 0.1 2

Obrazek 12: Fenotypova analyza divokého typu M. sativa na rtznych kultiva¢nich médiich
dvacaty paty den po vyloZeni do kultivani mistnosti. Manualn¢ ptipravené MS médium se liilo
v koncentraci médi v médiu (0,01; 0,1; 2 umol-dm). A — Nova semena; B — Nevykli¢end semena
z predeslého experimentu. Métitko — 1 cm.
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4.4 Biochemicka analyza SOD u rostliny M. sativa rostoucich pFi razné
dostupnosti médi

Vliv koncentrace médi na aktivitu/abundanci SOD je velmi dobie popsanym jevem
u rostliny A. thaliana (Drazkiewicz et al., 2004). Nasledujici experimenty byly
provedeny za Gcelem zjisténi, zdali je tato regulace taktéz pfitomna u rostliny M. sativa.
Jako prvni byla provedena analyza hodnotici aktivitu SOD, které byly péstované na MS
médiu obsahujici opét rozdilné koncentrace médi (0,01; 0,1; 2 pmol-dm™). Z potizeného
obrazového zaznamu odpovidajiciho aktivitam jednotlivych SOD isoenzymt bylo mozno
odvodit pfitomnost aktivit reprezentujicich FeSOD MnSOD a Cu/ZnSOD (Obrazek 13),
dle dtive dostupné literatury (Samis et al., 2002).

A B

Cv*" (umol-dm3®) 2 0,1 0,01 Cuv*" (umol-dm3®) 2 0,1 0,01

MnSOD-———— MnSOD
FeSOD —

Cu/ZnSOD Cu/ZnSOD

Cu/ZnSOD — Cu/ZnSOD /"

Obrazek 13: Vizualizace enzymatické analyzy aktivit SOD u rostlin divokého typu M. sativa
rostoucich na MS médium s riiznou koncentraci médi. Proteinové extrakty byly pfipraveny ze
semenackll rostoucich na manualné pfipraveném MS médium, které se liSilo v koncentraci médi
(0,01; 0,1; 2 pmol-dm™). A — Doba elektroforézy 60 minut; B — Doba elektroforézy 75 minut.

Pfi prvnim pokusu (doba separace 60 minut) se podafilo detekovat piitomnost
riznych iSoenzymt SOD (Obrazek 13A) odpovidajici MnSOD a Cu/ZnSOD. Pii kratsi
dobé separace (60 minut) splyval pas reprezentujici aktivitu FeSOD s pasem pro
Cu/ZnSOD. Az prodlouzend doba elektroforézy (75 minut) zptsobila oddé€leni téchto
past (Obrazek 13B).

Déale bylo zjiiténo, Ze nizké koncentrace médi v médiu (0,01 pmol-dm™)

zpusobuji potladeni aktivit pro Cu/ZnSOD, zatimco standartni (0,1 pmol-dm™) a vysoké

46



koncentrace médi (2 pmol-dm®) vytvaii zvysujici se gradient Cu/ZnSOD aktivity
(Obrazek 13A, B). Pro MSD1 byl poté pozorovan stejny jev jako u rostliny A. thaliana.
Jejich aktivita zlistala neménna (Obrazek 13A, B). U picniny M. sativa se aktivita FeSOD
projevovala nezavisle na koncentraci médi. Jeho aktivita tak v pribéhu zistala neménna
(Obrazek 13A, B).

Definovani vizualizovanych SOD isoenzymi bylo potvrzeno pomoci inhibi¢ni
analyzy za pouziti H2O2 a KCN inhibitord (Obrazek 14A, B, C). H202 inhibuje v§echny
isoenzymy kromé& MnSOD, ktera je vici H2O2 rezistentni (Obrazek 14B). Diky tomuto
testu byl jednoznatné ur€en pas odpovidajici MnSOD. KCN poté inhibuje pouze
Cu/ZnSOD isoenzymy, zatimco FeSOD a MnSOD isoenzymy jsou vici KCN rezistentni
(Obrazek 14C). Po srovnani ziskanych vysledkd s inhibitorem H>O2 bylo mozné
definovat FeSOD. Zbyl¢ pasy, které byly v obou piipadech inhibovany, poté odpovidaly
Cu/ZnSOD isoenzymum.

A B €

Cu* (umol-dm3) 2 0,1 0,01 2 0,1 0,01 2 0,1 0,01

MnSOD

FeSOD ———
Cu/ZnSOD

Cw/ZnSOD —

Obrazek 14: Inhibi¢ni analyza MnSOD, FeSOD a Cu/ZnSOD u divokého typu M. sativa.
Proteinové extrakty byly pfipraveny ze semenackl rostoucich na manualné ptipraveném MS
médium, které se lisilo v koncentraci mé&di (0,01; 0,1; 2 umol-dm?3). A — Bez inhibitoru;
B — Inhibitor H»O,, C — Inhibitor KCN. Doba separace: 75 minut.

Dale byla pouzita metoda imunoblotovani pro rostlinu M. sativa. Jako prvni byla
opét pouzita anti-FSD1 (Obrazek 15). Vzhledem k tomu, Ze abundance FeSOD se
prokazovala nezéavisle na koncentraci médi v médiu (Obrazek 14A), nebylo mozné urcit,
zda se s jistotou jednéd o pas/pasy odpovidajici FeSOD. Nicméné na zaklad¢ ptiblizné
molekulové velikosti naznaenych pasti by se mohlo jednat o FeSOD.
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A B

Cu?* (umol-dm=3)2 0,1 0,01 Cu* (umol-dm?3) 2 0,1 0,01

Mozné b
FeSOD 1| we snnd N

Obrazek 15: Detekce abundance FeSOD u rostlin divokého typu M. sativa rostoucich na MS
médium s riznou koncentraci médi pomoci imunoblotovani se specifickou anti-FSD1 protilatkou.
A — Imunoblot se specifickou FSD1 protilatkou. B —Kontrola proteinové nanasky barvenim
membrany pomoci Ponceau S. Proteinova velikost pozorovanych past odpovidaji
pravdépodobnym pasum FeSOD je v piiblizném rozmezi 20-30 kDa. Proteinové extrakty byly
pripraveny ze semenackil rostoucich na manudlné piipraveném MS médium, které se lisilo
v koncentraci mé&di (0,01; 0,1; 2 umol-dm’®).

Dale bylo stejné jako pro rostlinu A. thaliana, vyuzito imunoblotovani s anti-CSD
protilatkou. Jelikoz byl u aktivit Cu/ZnSOD zaznamenan gradient, bylo mozné po
provedeni metody zadefinovat Cu/ZnSOD i u rostliny M. sativa. Vysledky
imunoblotovani ukézaly, Ze tato protilatka specificky rozpoznava jeden Cu/ZnSOD
iIsoenzym, jelikoz byl detekovan pas S vysokou abundanci pii koncentraci médi
2 umol-dm™, velmi malo parny pés pii koncentraci médi 0,1 umol-dm™, ktery byl patrny
az pii vyssich expozicich (Obrazek 16 A, B). Pii koncentraci 0,01 pmol-dm™ nebyl
detekovan zadny pas, a to ani pii vysSich expozicich (Obrazek 16 A, B). Vzhledem
K tomu, Ze genom této rostliny pravdépodobné disponuje ¢tyimi isoformami genu pro
Cu/ZnSOD (Song et al., 2018), nebylo mozné jednoznaéné posoudit, o kterou isoformu

se jedna, jelikoz tato protilatka rozpoznéva jak cytosolickou CSD1, tak i chloroplastou
CSD2 u A. thaliana.
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A B

Cu?* (umol-dm3®) 2 0,1 001 Cuv*(umol-dm® 2 0,1 001

B =

Cu/ZnSOD —» i. Cu/ZnSOD —»

C

Cuv?" (umol-dm3) 2 0,1 0,01

Obrazek 16: Detekce abundance CSD proteinu u rostlin divokého typu M. sativa rostoucich na
MS médium s rtiznou koncentraci meédi promoci imunoblotovani se specifickou anti-CSD
protilatkou. Proteinové extrakty byly pfipraveny ze semenackil rostoucich na manualné
piipraveném MS médium, které se liSilo v koncentraci médi (0,01; 0,1; 2 pmol-dm™).
A — Imunoblot se specifickou CSD protilatkou, doba expozice 5 s. B — Imunoblot se specifickou
CSD protilatkou, doba expozice 43 s. C — Kontrola proteinové nanasky barvenim membrany
pomoci Ponceau S. Proteinova velikost pozorovaného pasu odpovidaji Cu/ZnSOD je
Vv piiblizném rozmezi 25-15 kDa.
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45 Mikroskopicka analyza listd Nicotiana benthamiana transformovanych
konstruktem pCSD1-gCSD1::eGFP:3 ' UTR-CSD1
Za ucelem ovéteni funkc¢nosti diive pfipraveného konstruktu
pCSD1-gCSDI1::eGFP:3'UTR-CSD1 byla provedena mikroskopicka analyza listi
N. benthamiana, které byly tranzientn¢ transformovany pomoci bakterie A. tumefaciens
nesouci dany konstrukt. Pro pozorovani piitomnosti fluorescentniho signdlu, ktery
odpovida lokalizaci fuzniho proteinu byla vyuzita konfokéalni mikroskopie. Pfitomnost
signalu byla pozorovana Vv jadie a cytoplazmé. Signal byl taktéz pozorovan v blizkosti
cytoplazmatické membrany (Obrazek 17). Detailni pozorovani zachytilo signal rovnéz
v cytoplazmatickych vlaknech (Obrazek 17, oznaceno hrotem) a zaroven ukazalo pokles
intenzity signalu v centralni ¢asti jadra (Obrazek 17, oznaceno Sipkou), ktery odpovida

jadérku.

Obrazek 17: Mikroskopické pozorovani tranzientné transformovanych listd N. benthamiana
konstruktem pCSD1-gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1. Kanal pro eGFP byl pozorovan 3 dny po
transformaci a pro mikroskopické pozorovani byla vyuzita konfokalni mikroskopie. Sipka
oznacuje jadro, které je spjato se sniZzenim intenzity signalu, které ptedstavuje jadérko. Hrot
oznacuje pfitomnost v cytoplazmatickém vlaknu. Métitko — 50 pm.
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Krom¢ diive pozorované subcelularni lokalizace signalu byla snaha potencialné
pozorovat signal eGFP v chloroplastech. Avsak vyskyt v chloroplastech byl vyloucen
absenci prekryvu (Obrazek 18C) signalu eGFP (Obrazek 18A) a chlorofylu (Obrazek
18B), pficemz chloroplasty byly oznaceny Sipkou (Obrazek 18B, C).

Obrazek 18: Mikroskopické pozorovani piekryvu signalt v jednotlivych kandlech u tranzientné
transformovanych lista N. benthamiana konstruktem pCSD1-gCSDI::eGFP:3 UTR-CSD1.
A — Transformovana burika listu N. benthamiana, kanal pro ¢eGFP. B — Kanal pro chlorofyl.
C — Prekryv kanalu pro eGFP (A) a chlorofyl (B). Pro mikroskopické pozorovani byla vyuzita
konfokélni mikroskopie. Sipky oznaéuji chloroplasty. Méfitko — 5 pm.

4.6 Bioinformaticka analyza superoxiddismutas u M. sativa

V soucasné dobé¢ stale neni v odborné literatufe definovan jasny pocet SOD, ktery je
kodovan genomem M. sativa, a to i presto, Zze genom této rostliny byl jiz osekvenovan
(Shen et al., 2020). Z tohoto duvodu byla provedena bioinformaticka analyza za ti¢elem
definovani SOD u M. sativa, na zaklad¢ jiz znamych sekvenci SOD u rodové ptibuzné
rostliny M. truncatula. Jako podklad pro tuto analyzu byly vyuZity proteinové sekvence
7 SOD, které byly diive definovany v odborné publikaci Song et al., (2018). Zde byly
identifikovany 4 CSD, 2 FSD a 1 MSD u modelové rostliny M. truncatula.

Webova databdze, znama jako alfalfatoolbox, jiz v souasné dobé obsahuje moznost
prohledavani proteinovych sekvenci M. sativa na zakladé¢ sekvenéni homologie. Diky této
funkci byly identifikovany proteiny sdilejici nejvyssi miru homologie na urovni
proteinové sekvence se sedmi SOD identifikovanymi u M. truncatula. Nasledné byly tyto
sekvence porovnany pomoci webového programu znamého jako ,Protein Blast®
(Ptiloha 1-7). Bylo zjisténo, Ze proteinové stuktury odpovidajici SOD z rostliny
M. sativa, sdili vysokou sekvenéni homologii se SOD z M. truncatula a to konkrétné:
CSD1 98,5% identitu pti 100% pokryti proteinové sekvence; CSD2 96,8% identitu pii
pokryti 80% proteinové sekvence; CSD3 98,1% identitu pii pokryti 100% proteinové
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sekvence; CSD4 98% identitu pifi 100% pokryti proteinové sekvence; FSD1 94,5%
identitu pii 100% pokryti proteinové sekvence; FSD2 96,9% identitu pti pokryti 100%
proteinové sekvence; MSD 98,2% identitu pti 99% pokryti proteinové sekvence.
Nasledné¢ byla provedena fylogenetickd analyza proteinovych sekvenci SOD u rostlin
A. thaliana, M. truncatula a M. sativa s cilem identifikovat mozné piibuzenské vztahy
v ramci zjiSténych spolecnych vétvi (Obrazek 19). Na zakladé ziskanych vysledkt
muizeme uvazovat 0 piiblizné stejnych funkcich SOD u M. sativa, jako u rostliny
A. thaliana, jelikoz fuknce téchto SOD je v literatufe nejlépe popsana. Vsechny SOD
z rostliny M. sativa byly pfifazeny do vétve s pravdépodobné podobnou SOD z rostliny
A. thaliana. Nicmén¢ vyjimku tvoii MtCSD2 spole¢né s MsCSD2, které se zdaji byt

vyvojove unikatni (Obrazek 19).

70 - AtFSD1
— - AtFSD2
== MtFSD1
g5 | MsFSD1

AtFSD3
100 %6 == MtFSD2
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- AtMSD2
e e
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?I— MsMSD
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95 | MsCSD2
- AtCSD1
3 — MtCSD4
86 ! MsCSD4
93 — MtCSD1
MsCSD1
- AtCSD2
33 - AICSD3
83 == MtCSD3
98 | MsCSD3
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Obrazek 19: Fylogeneticka analyza proteinovych sekvenci SOD rostlin A. thaliana,
M. truncatula a M. sativa. Proteiny byly rozdéleny do sedmi podskupin oznacenych riznymi
barvami, a to dle predikovaného piibuzenského vztahu k SOD z rostliny A. thaliana. Pro lepsi
orientaci byly finalni vétveni oznaceny riznymi barvy pro dané cary (A. thaliana — Zluta;
M. truncatula — zelena; M. sativa — modra).
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V odborné literatute je taktéz popsana specificka lokalizace kazdého isoenzymu
SOD u rostliny A. thaliana. Za ucelem potvrzeni vysledkt ziskanych fylogenetickou
analyzou, kdy jsme roziadily jednotlivé SOD do ur€itych podskupin s potencionalni
moznosti stejné funkce, byla provedena predikce lokalizace SOD u rostlin M. truncatula
a M. sativa, ale i u rostliny A. thaliana, ktera slouzila jako pozitivni kontrola. Ziskané
vysledky potvrzuji predikci stejné lokalizace pro SOD, které se nachazi v jednotlivé tiidé

rozdélené dle fylogenetické analyzy (Tabulka 3).

Tabulka 3: Predikce lokalizace SOD u rostlin A. thaliana, M. truncatula a M. sativa.

Chloroplast | Mitochondrie | Peroxisom |  Jadro Cytosol | Extracelularni
prostor
AtFSD1 - - - 15 - -
AtFSD2 11 3 - - - -
AtFSD3 12 - - - 1 -
AtCSD1 - - - - 14 -
AtCSD?2 13 - - - - -
AtCSD3 - - 2 9 2 -
AtMSD1 3 10 - - - -
AtMSD?2 - 1 - - 2 10
MtCSD1 12 - - 1 - -
MtCSD2 14 - - - - -
MtCSD3 - - - 1 12 -
MtCSD4 - - - - 13 -
MtFSD1 10 1 - 2 - -
MtFSD2 - 2 - - 12 -
MtMSD - 9,5 - - - -
MsCSD1 13 - - - - -
MsCSD2 2 - 2 - 10 -
MsCSD3 - - - - 13 -
MsCSD4 - - - - 13 -
MsFSD1 12 - - 1 - -
MsFSD2 8 - - - 5 -
MsMSD 2 10 - - 1 -

Vyjimku tvoti CSD3 u A. thaliana, ktera dle fylogenetické analyzy odpovida MtCS3
a MsCSD3, piicemz jejich lokalizace byla predikovana do cytozolu, nikoli do
peroxisomu. Zcela unikatni MtCSD2 a MsCSD2, které dle fylogenetické analyzy byly
zafazeny do samostatné vétve, disponuji rozdilnou predikci v ramci lokalizace. To mize
byt taktéz spojeno s tim, ze u téchto SOD byla zjisténa nejnizs§i mira pokryti proteinové

sekvence pfi porovnavani a to 80%. Tento rozdil byl pozorovan ptedev§im na zacatku
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proteinové sekvence, kde se nachdzi signalni peptid pro lokalizaci do chloroplastu

(Ptiloha 2). To mlze mit pravdépodobné za nésledek rozdil v predikovani lokalozace.
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5 DISKUSE

Rostliny, jakozto sesilni organismy, nemaji moznost opustit stanovistné, ve kterém se
praveé nachazeji. V prubéhu jejich vyvoje dochazi k nespoctu zmeén v jejich ptimém okoli,
které vytvaii pro rostliny stresové podminky, a na které musi vhodné reagovat
a ptizptsobovat se. Z toho divodu doslo u rostlin k vyvoji signdlnich drah tak, aby na
ruzné druhy stresu mohlo byt odpoviddno jak co nejrychleji, tak co nejspecifictéji
(Sewelam et al., 2016). Mezi Givodni stresové signalizaéni molekuly patii ROS, jejichz
role vbunécéné signalizaci neni dodnes zcela objasnéna a skryva mnohé otazky
(Waszczak et al., 2018). Teprve relativné nedavno byl objeven prvni receptor, ktery je
ptimo aktivovan pii zvySené produkci ROS, a to konkrétné H20. (Wu et al., 2020).
Z tohoto divodu je i1 v soucasné dobé hojn¢ zkouména antioxida¢ni obrana v poptedi se
SOD, jejichz vysledkem enzymatické aktivity je pfeména Oz na zminény H202, ktery
hraje zcela esencialni roli v bunétné signalizaci, jak jiz bylo nastinéno (Dvorak et al.,
2021b). Z tohoto divodu se teoreticka ¢ast této prace zabyvala definovanim zakladnich
charakteristik ROS, vcetné signdlni a vyvojové funkce, dale antioxidacni obrané se
zaméfenim na SOD a jejich regulaci.

SOD jsou velmi dobfe charakterizovany u modelové rostliny A. thaliana, u které
jsou dostupné jak proteinové, tak genomové sekvence. Jednim ze zakladnich parametru,
ktery vyznamnym zpiisobem ovlivituje expresi SOD u této rostliny, je dostupnost médi
Vv ristovém médiu. Bylo prokazano, Ze SPL7 patii mezi hlavni reguldtory homeostazy
meédi u A. thaliana a zcela zasadnim zptusobem ovliviiuje vyslednou abundanci/aktivitu
FSD1 a CSD1/2 v odpovédi na dostupnost médi (Yamasaki et al., 2009). Tento druh
regulace skrze SPL7 byl popsan jen u rostlin A. thaliana, nicméné je velmi
pravdépodobné, ze tato regulace je zachovana i u dalSich rostlinnych druhd, jelikoZ rodina
SPL transkrip¢nich faktor je velmi konzervovana mezi jednotlivymi druhy rostlin (Chen
et al., 2010). Relativné nedavno se podafilo piecist genom rostliny M. sativa L., ktery
vSak stdle neni dostupny v porovnatelné kvalité, jako je tomu naptiklad
u modelovych rostlin A. thaliana a M. truncatula (Hrbackova et al., 2020; Shen et al.,
2020). Doposud tedy nebylo v odborné literatufe definovano, jaké mnozstvi, a které
druhy SOD se vyskytuji u rostliny M. sativa. Na druhou stranu u modelové rostliny
M. truncatula, ktera je blizkym pfibuznym pro M. sativa, byla provedena pomérné
detailni studie definujici ptfitomny pocet SOD a jejich pfibliznou funkci (Song et al.,
2018).
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Pravé proto se tato prace zabyvala definovanim SOD u rostliny M. sativa pomoci
bioinformatickych ptistupti a naslednou biochemickou analyzou isoforem SOD u rostlin
A. thaliana a M. sativa v souvislosti s jejich reakci na rizné kultivaéni podminky, a to
piredevSim v dostupnosti médi. Pomoci bioinformatickych porovnani proteinovych
sekvenci SOD z M. truncatula s dostupnou databazi proteinovych sekvenci M. sativa bylo
definovéno celkem 7 nezavislych SOD, kter¢ sdilely velmi vysokou sekvencni homologii
s danymi SOD z M. truncatula. Pomoci fylogenetického porovnani ziskanych sekvenci
SOD zrostlin A. thaliana, M. truncatula a M. sativa se podafilo predikovat
pfedpokladané vyvojové vétve jednotlivych SOD, a tim 1 predikovat jejich
predpokladanou funkci vramci znamych informaci o SOD z modelové rostliny
A. thaliana. Jako pozitivni kontrola téchto vysledki mize byt brana publikace autort
Song et al., (2018), ktefi taktéz provedli fylogenetickou studii pro porovnani SOD z vice
druhd rostlin obsahujici taktéZ i porovnani A. thaliana a M. truncatula. Nami ziskané
vysledky se shoduji s témito diive publikovanymi, coz potvrzuje spravnost provedené
analyzy. V neposledni fadé byla provedena predikce lokalizace nové definovanych SOD
u M. sativa, ktera podpotila predpokladané funkce téchto SOD nalezenych ve stejnych
vyvojovych vétvich skrze potvrzeni stejnych lokalizaci se SOD u A. thaliana.

Experimentalni ¢ast byla vénovana predevsim definovani chovani SOD na urovni
aktivity/abundance v odpovédi na dostupnost médi, ale i fenotypovym projevim
semenacku rostlin A. thaliana a M. sativa. U rostliny A. thaliana byl taktéz studovan
dopad rtiznych koncentraci a druhii zdroje dusiku na zminéné parametry.

Pro prvni pozorovanou rostlinu, A. thaliana, obsahovala média rizné koncentrace
meédi a dale disponovala riznymi koncentracemi a zdroji dusiku (prostfednictvim
NHsNO3 pro MS a ARA mod. média a Ca(NO3z)2-4 H20 pro ARA médium). Rostliny
divokého typu rostouci na ARA médiu, vykazovaly fenotypové projevy v nadzemni ¢asti
rostlin, a to pfi vSech koncentracich médi. Konkrétné byly zaznamenany podstatné mensi
listové razice. Tento fenotypovy projev se zda byti zavisly na druhu pouzitého zdroje
dusiku, jelikoZ rostliny rostouci na ostatnich typech médii tento fenotyp nevykazovaly.
Da se tedy fici, Ze zdroj dusiku Ca(NOz3)2-4 H20 bez pridanych amonnych soli neni zcela
vhodny pro vyvoj nadzemni ¢asti rostliny A. thaliana (Ueda et al., 2017). Na druhou
stranu standartni MS médium, které je hojné vyuzivano pro standartni rist rostlin,
vykazovalo niz§i pocet lateralnich kotfenii a celkovy vyvoj kofenové soustavy

Vv porovnani s ARA a ARA mod. médii, a to pii vSech variantach koncentrace médi.
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Nicméné tento fenotyp byl ocekavany, jelikoz ARA médium a jeho upravena verze, se
pouziva predevsim k cilené mikroskopické analyze kotfenového systému a za timto
ucelem je taktéz upraveno jeho slozeni (Ovecka et al., 2014). Ze ziskanych vysledki je
ovSem mozno konstatovat, ze zména zdroje dusiku nema vliv na vyvoj kotenové
soustavy, ale ma zcela zasadni vliv na velikost rizice. Sledované koncentrace médi (0,01;
0,1; 2 umol-dm™) nevedly ke zménam fenotypového projevu u viech zkoumanych médii,
jelikoz tyto koncentrace jsou povazovany za fyziologické pro rostlinu
A. thaliana (Lequeux et al., 2010).

Nasledovna biochemicka analyza extraktti divokého typu A. thaliana potvrdila
spravnost ptipravenych médii, a to jak na urovni aktivit SOD, tak i na tirovni abundance.
Z vysledku byl patrny gradientni vliv médi v médiu na tirovni aktivit a abundance FSD1
a CSD1/CSD2 enzymt, jejichz exprese je regulovana skrze dfive popsany transkripéni
faktor SPL7. Nicméné zajimavym zjiSténim bylo, Ze taktéZ druh a koncentrace
dostupného dusiku ovliviiuji tento vztah vymény FSD1 za CSD1/2 pfi zvysujici se nebo
snizujici se koncentraci médi. Nejvetsi poklesy trovné abundance/aktivity FSD1 pfi
snizujici se koncentraci médi byly pozorovany u ARA média, které obsahuje jako zdroj
dusiku Ca(NOs)2:4 H,O vkoncentraci 0,002 mol-dm3.  Mirngjsi pokles
abundance/aktivity FSD1 byl pozorovan pro ARA mod. médium obsahujici
0,006 mol-dm™ NHsNOs. Nutné podotknout, ze obé tato média obsahuji ve stejné
koncentraci KNOgz jako zdroj dusiku. Naopak MS médium obsahuje 3,8x vyssi
koncentraci KNOs a 3,2x vyssi koncentrace NH4sNO3z. Toto médium vykazovalo nejmensi
pokles v abundanci/aktivit¢ FSD1 pii stoupajici koncentraci médi a jeho pfitomnost byla
dokonce detekovana i pifi nejvy$§i koncentraci médi v médiu (2 pmol-dm3), coz
u zbylych dvou médii nebylo zaznamenano. Tyto vysledky jednoznaéné podporuji
tvrzeni, ze nejen mnozstvi, ale 1 zdroj dusiku je dal$im parametrem ovliviiujicim
abundanci/aktivitu SOD. Toto tvrzeni bylo jiz 1 experimentalné potvrzeno. MnoZstvi
dostupného dusiku piimo ovlivituje chovani SPL7 transkripéniho faktoru, coz vede
k ovliviiovani poméru exprese FSD1 a CSD1/CSD2, a to i nezavisle na urovni
koncentrace médi v médiu (Mermod et al., 2019).

Ziskané vysledky zrostliny A. thaliana napomohly optimalizaci pfipravy
manualné pfipravenych médii. Pfedevsim napomohly ovéfeni spravnosti pfipravy za
ucelem studia vlivu médi na abundanci/expresi SOD. Pro néasledné studium této regulace

u rostliny M. sativa bylo vybrano MS médium, a to z n¢kolika divodi. Na oddéleni
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katedry Biotechnologii je toto médium hojné vyuzivano pii metodach somatické
embryogeneze a nasledného ristu regenerant, kdy jiz vime, Ze na tomto médiu rostliny
M. sativa velmi dobte prospivaji. Nadale ziskané biochemické vysledky potvrdily zménu
aktivity SOD v zavislosti na koncentraci medi v ristovém MS médiu a jsou tedy vhodné
pro dalsi studium SOD v M. sativa. Pozorovany fenotypovy projev na rostliné A. thaliana,
tedy snizeny vyvoj kofenové soustavy, neptedstavoval vyrazny problém pro vyuziti
tohoto média pro dalsi studie. Fenotypova analyza divokého typu M. sativa byla bohuzel
u semen. Z tohoto diivodu byla vyuzita metoda skarifikace, ktera vyrazné€ zvedla Gi¢innost
kli¢eni, nicméné zabranila objektivnimu hodnoceni fenotypovych projevii. Avsak je
pravdépodobné, Ze nizka koncentrace médi (0,01 umol-dm™) vede ke snizené velikosti
listové plochy, coz mize byt nasledek nedostatku tohoto esencialniho prvku.

Nasledna biochemicka analyza odhalila, ze i u rostliny M. sativa je zachovana
regulace aktivity SOD v odpovédi na dostupnost médi v ristovém médiu. Nicméné tato
regulace skrze SPL7 je pravdépodobné zachovana jenom pro Cu/ZnSOD isoformy
(a to pravdépodobné pro vSechny ctyfi identifikované isoformy), jelikoZ nebyl pozorovan
trend zmény na Grovni aktivity a ani abundance pro FeSOD. U rostliny M. sativa tedy
pravdépodobné mohlo dojit k evolucni zméné regulace FeSOD isoforem, konkrétné ke
ztraté schopnosti SPL7 se vazat do promotorové sekvence FeSOD. U rostliny A. thaliana
obsahuje promotorova sekvence FSD1 celkem Sest motiviit GTAC, které jsou zodpovédné
za vazbu SPL7 a spusténé exprese FSD1 genu (Andrés-Colas et al., 2013). V budoucnu
by méla byt provedena bioinformatickd analyza promotorovych sekvenci FeSOD
u M. sativa za ucelem ovéfteni této teorie.

Zavere€na Cast prace se vénovala ovéteni funkénosti diive pfipravené¢ho pCSD1-
gCSD1::eGFP:3'UTR-CSD1 konstruktu, ktery koduje CSD1 protein fuzovany s GFP
pod kontrolou nativniho promotoru. Pomoci transientni transformace listl
N. benthamiana, a nasledné mikroskopické analyzy, byla ovéfena funk¢énost a nastinéna
prvni mozna subcelularni lokalizace tohoto proteinu. Stejné jako v ptipadé FSD1-GFP
byl tento protein lokalizovan v jadie a v cytoplasmé (Dvorak et al., 2021a), coz by mohlo
nastinovat piipadné podobné funkce téchto proteinli v danych ¢astech buiiky. Nicméné
pro ptesnou lokalizaci tohoto proteinu bude nezbytné stabilné transformovat csdl
a nasledn¢ opét provést detailni mikroskopickou analyzu, ktera by ovétila nami ziskané

vysledky z transientni transformace.
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6 ZAVER

Prvni, teoreticka cast bakalarské prace byla zamétfena na vypracovani literarni reSersSe na
téma ROS (hlavni zastupci, jejich vznik a signalni a vyvojova role ROS), antioxida¢ni
obrana (SOD a jeji isoformy) a SPL (konkrétné¢ SPL7) se zaméfenim Se na rostliny
A. thaliana a M. sativa.

Druhd, experimentélni ¢ast, byla vénovana bioinformatické analyze, ktera byla
provedena za uc¢elem definovani SOD u rostliny M. sativa a predikce lokalizace a funkce
jednotlivych isoforem SOD. Pro ovéfeni vlivu mé&di (A. thaliana, M. sativa) a dusiku
(A. thaliana) na rany vyvoj rostlin byla zhotovena fenotypova analyza, ktera odhalila, ze
pfedev§im rizné zdroje a koncentrace dusiku maji zdsadni vliv na listovou riZici
a kofenovy systém u rostliny A. thaliana. Pro ovéfeni regulace isoforem SOD byla rovnéz
provedena biochemicka analyza zahrnujici enzymatickou analyzu ziskanych nativnich
extraktli zrostlin rostoucich na rizné koncentraci médi pomoci nativni-PAGE
a imunoblotovani se specifickymi protilatkami. Vysledky potvrdily pfitomnost regulace
SOD skrze SPL7 v odpovédi na rizné koncentrace médi v médiu u rostliny A. thaliana
(Yamasaki et al., 2009). U rostliny M. sativa byl taktéz potvrzen vliv dostupnosti médi
na pritomnost abundance/aktivity SOD, nicméné tato zavislost byla pozorovana pouze
pro Cu/ZnSOD, nikoliv vsak pro FeSOD tak, jak je tomu u A. thaliana. Tyto vysledky
naznacuji, ze doslo k evoluéné zménéné regulaci exprese FeSOD u rostliny M. sativa
V odpovédi na nedostatek meédi v médiu fizené skrze SPL7 transkripéni faktor.

Také byl pouzit konstrukt pCSD1-gCSD1::eGFP:3 'UTR-CSD1 pro tranzientni
transformaci listd N. benthamiana za ucelem ovéfeni jeho funkénosti a urceni jeho
primarni domné&lé subcelularni lokalizace. Vysledky ukézaly vyskyt fizniho proteinu
Vv jadfe, v cytoplazmé, v blizkosti cytoplazmatické membrany a v cytoplazmatickych

vlaknech.

59



7 LITERATURA

Abdel-Ghany SE, Miiller-Moulé P, Niyogi KK, Pilon M, Shikanai T. (2005): Two P-type
ATPases are required for copper delivery in Arabidopsis thaliana chloroplasts.
The Plant Cell, 17: 1233-1251. doi: 10.1105/tpc.104.030452.

Abdel-Ghany SE, Pilon M. (2008): MicroRNA-mediated systemic down-regulation of copper
protein expression in response to low copper availability in Arabidopsis. The Journal of
Biological Chemistry, 283: 15932-15945. doi: 10.1074/jbc.M801406200.

Abercrombie J.M, Halfhill M.D, Ranjan P, Rao M.R, Saxton A.M, Yuan J.S, Stewart C.N.Jr.
(2008): Transcriptional responses of Arabidopsis thaliana plants to As (V) stress. BMC
Plant Biology, 8: 87. doi: 10.1186/1471-2229-8-87.

Alfalfatoolbox. https://www.alfalfatoolbox.org/ (13. 5. 2022)

Alscher RG, Erturk N, Heath LS. (2002): Role of superoxide dismutases (SODs) in controlling
oxidative stress in plants. Journal of Experimental Botany, 53: 1331-1341.

Andrés-Colas N, Perea-Garcia A, Mayo de Andrés S, Garcia-Molina A, Dorcey E, Rodriguez-
Navarro S, Pérez-Amador M. A, Puig S, Pefarrubia L. (2013). Comparison of global
responses to mild deficiency and excess copper levels in Arabidopsis
seedlings. Metallomics: integrated biometal science, 5(9): 1234-1246.
doi: 10.1039/c3mt00025g.

Apel K, Hirt H. (2004): Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction. Annual Review of Plant Biology, 55: 373-399.
doi: 10.1146/annurev.arplant.55.031903.141701.

Apostol I, Heinstein P.F, Low P.S. (1989): Rapid Stimulation of an Oxidative Burst during
Elicitation of Cultured Plant Cells: Role in Defense and Signal Transduction. Plant
Physiology, 90: 109-116. doi: 10.1104/pp.90.1.109.

Araki R, Mermod M, Yamasaki H, Kamiya T, Fujiwara T, Shikanai T. (2018): SPL7 locally
regulates copper-homeostasis-related genes in Arabidopsis. Journal of Plant Physiology,
224-225: 137-143. doi: 10.1016/j.jplph.2018.03.014.

Asada K. (2006): Production and scavenging of reactive oxygen species in chloroplasts and their
functions. Plant Physiology, 141: 391-396. doi: 10.1104/pp.106.082040.

Banks C. J, Andersen J. L. (2019). Mechanisms of SOD1 regulation by posttranslational
modifications. Redox biology, 26: 101270. doi: 10.1016/j.redox.2019.101270.

Bartoli CG, Casalongué¢ CA, Simontacchi M, et al. (2013): Interactions between hormone and
redox signalling pathways in the control of growth and cross tolerance to stress.
Environmental and Experimental Botany, 94: 73-88.

Bellegarde F, Maghiaoui A, Boucherez J, Krouk G, Lejay L, Bach L, Gojon A, Martin A. (2019):
The Chromatin Factor HNI9 and ELONGATED HYPOCOTYL 5 Maintain ROS
Homeostasis under High Nitrogen Provision. Plant physiology, 180(1):
582-592. doi: 10.1104/pp.18.01473.

Bienert G.P, Schjoerring J.K, Jahn T.P. (2006): Membrane transport of hydrogen peroxide.
Biochimica et Biophysica Acta, 1758: 994-1003. doi: 10.1016/j.bbamem.2006.02.015.

Birkenbihl RP, Jach G, Saedler H, Huijser P. (2005): Functional dissection of the plant-specific
SBPdomain: overlap of the DNA-binding and nuclear localization domains. Journal of
Molecular Biology, 352: 585-596. doi: 10.1016/j.jmb.2005.07.013.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt K.V. (2003): Antioxidants, oxidative damage and oxygen
deprivation stress: a review. Annals of Botany, 91: 179-194. doi: 10.1093/aob/mcf118.

Bora K. S, Sharma A. (2011). Phytochemical and pharmacological potential of Medicago sativa:
a review. Pharmaceutical biology, 49: 211-220. doi: 10.3109/13880209.2010.504732.

Burkhead J. L, Reynolds K. A, Abdel-Ghany S. E, Cohu C. M, Pilon M. (2009). Copper
homeostasis. The New Phytologist, 182: 799-816. doi: doi.org/10.1111/].1469-
8137.2009.02846.x.

Cardenas L, McKenna ST, Kunkel JG, Hepler PK. (2006): NAD(P)H oscillates in pollen tubes
and is correlated with tip growth. Plant physiology, 142: 1460-1468.
doi: 10.1104/pp.106.087882.

60


https://doi.org/10.1105/tpc.104.030452
https://www.alfalfatoolbox.org/

Cardon G, H6hmann S, Klein J, Nettesheim K, Saedler H, Huijser P. (1999): Molecular
characterisation of the Arabidopsis SBP-box genes. Gene, 237: 91-104.
doi: 10.1016/s0378-1119(99)00308-x.

Castro B, Citterico M, Kimura S, Stevens DM, Wrzaczek M, Coaker G. (2021): Stress-induced
reactive oxygen species compartmentalization, perception and signalling. Nature Plants,
7(4): 403-412. doi: 10.1038/s41477-021-00887-0.

Cohu CM, Abdel-Ghany SE, Gogolin Reynolds KA, Onofrio AM, Bodecker JR, Kimbrel JA,
Niyogi KK, Pilon M. (2009): Copper delivery by the copper chaperone for chloroplast and
cytosolic copper/zinc-superoxide dismutases: regulation and unexpected phenotypes in an
Arabidopsis mutant. Molecular Plant, 2: 1336-1350. doi: 10.1093/mp/ssp084.

Conklin PL, Williams EH, Last RL. (1996): Environmental stress sensitivity of an ascorbic
aciddeficient Arabidopsis mutant. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 93: 9970-9974. doi: 10.1073/pnas.93.18.9970.

Creissen G, Firmin J, Fryer M, Kular B, Leyland N, Reynolds H, Pastori G, Wellburn F, Baker
N, Wellburn A, Mullineaux P. (1999): Elevated glutathione biosynthetic capacity in the
chloroplasts of transgenic tobacco plants paradoxically causes increased oxidative stress.
The Plant Cell, 11: 1277-1292. doi: 10.1105/tpc.11.7.1277.

Cui F, Brosché M, Shapiguzov A, He X-Q, Vainonena J.P, Leppild J, Trotta A, Kangasjérvi S,
Salojérvi J, Kangasjarvi J, Overmyer K. (2019): Interaction of methyl viologen-induced
chloroplast and mitochondrial signalling in Arabidopsis. Free Radical Biology and
Medicine, 134: 555-566. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2019.02.006.

del Rio, L. A., Lopez-Huertas, E. (2016). ROS Generation in Peroxisomes and its Role in Cell
Signaling. Cell Physiology, 57, 1364-1376. doi: 10.1093/pcp/pcw076.

Denness L, McKenna J.F, Segonzac C, Wormit A, Madhou P, Bennett M, Mansfield J, Zipfel C,
Hamann T. (2011): Cell wall damage-induced lignin biosynthesis is regulated by a reactive
oxygen species-and jasmonic acid-dependent process in Arabidopsis. Plant Physiology,
156: 1364-1374. doi: 10.1104/pp.111.175737.

Drazkiewicz M, Skorzynska-Polit E, Krupa Z. (2004). Copper-induced oxidative stress and
antioxidant defence in Arabidopsis thaliana. Biometals: an international journal on the role
of metal ions in biology, biochemistry, and medicine, 17(4): 379-387. doi: 10.1023/b:
biom.0000029417.18154.22.

Dreyer BH, Schippers JHM. (2019): Copper-Zinc Superoxide Dismutases in Plants: Evolution,
Enzymatic Properties, and Beyond. Annual Plant Reviews Online, 1-36.

Dugas DV, Bartel B. (2008): Sucrose induction of Arabidopsis miR398 represses two Cu/Zn
superoxide dismutases. Plant molecular biology, 67: 403-417. doi: 10.1007/s11103-
008-9329-1.

Duke M.V, Salin M.L. (1985): Purification and characterization of an iron-containing superoxide
dismutase from a eucaryote, Ginkgo biloba. Archives of Biochemistry and Biophysics, 243:
305-314. doi: 10.1016/0003-9861(85)90800-8.

Dvoidk P, Krasylenko Y, Ovecka M, Basheer J, Zapletalova V, Samaj J, Taka¢ T. (2021a): In
vivo light-sheet microscopy resolves localisation patterns of FSD1, a superoxide dismutase
with function in root development and osmoprotection. Plant Cell Environ, 44: 68-87.
doi: 10.1111/pce.13894.

Dvoidk P, Krasylenko Y, Zeiner A, Samaj J, Taka¢ T. (2021b): Signaling Toward Reactive
Oxygen Species-Scavenging Enzymes in Plants. Frontiers in Plant Science, 11: 618835.
doi: 10.3389/fpls.2020.618835.

El-Maarouf-Bouteau H, Bailly C. (2008): Oxidative signaling in seed germination and dormancy.
Plant signaling and behavior, 3: 175-182. doi: 10.4161/psb.3.3.5539.

Feng K, Yu J, Cheng Y, Ruan M, Wang R, Ye Q, Zhou G, Li Z, Yao Z, Yang Y, et al. (2016).
The SOD Gene Family in Tomato: Identification, Phylogenetic Relationships, and
Expression Patterns. Frontiers in plant science, 7: 1279. doi: 10.3389/fpls.2016.01279.

Fichman Y, Mittler R. (2020): Rapid systemic signaling during abiotic and biotic stresses: is the
ROS wave master of all trades? The Plant Journal, 102: 887-896.
doi: 10.1111/tpj.14685.

61



Filiz E, Ozyigit 1.1, Saracoglu I.A, Uras M.E, Sen U, Yalcin B. (2019): Abiotic stress-induced
regulation of antioxidant genes in different Arabidopsis ecotypes: microarray data
evaluation. Biotechnology and Biotechnological Equipment, 33: 128-143.

Forman H.J, Fridovich 1. (1973): On the stability of bovine superoxide dismutase. The effects of
metals. The Journal of Biological Chemistry, 248: 2645-2649.

Foyer CH, Noctor G. (2009): Redox regulation in photosynthetic organisms: signaling,
acclimation, and practical implications. Antioxidants and redox signaling, 11: 861-905.
doi: 10.1089/ars.2008.2177.

Foyer CH, Noctor G. (2013): Redox signaling in plants. Antioxidants and redox signaling, 18(16):
2087-90. doi: 10.1089/ars.2013.5278.

Fridovich 1. (1995): Superoxide Radical and Superoxide Dismutases. Annual Review of
Biochemistry, 64: 97-112. doi: 10.1146/annurev.bi.64.070195.000525.

Gallie D.R, Chen Z. (2019): Chloroplast-localized iron superoxide dismutases FSD2 and FSD3
are  functionally  distinct in  Arabidopsis. PloS One, 14: e0220078.
doi: 10.1371/journal.pone.0220078.

Garcia-Molina A, Xing S, Huijser P. (2014): Functional characterisation of Arabidopsis SPL7
conserved protein domains suggests novel regulatory mechanisms in the Cu deficiency
response. BMC Plant Biology, 14: 231. doi: 10.1186/s12870-014-0231-5.

German MA, Pillay M, Jeong DH, Hetawal A, Luo S, Janardhanan P, Kannan V, Rymarquis LA,
Nobuta K, German R, et al. (2008): Global identification of microRNA-target RNA pairs
by parallel analysis of RNA ends. Nature biotechnology, 26: 941-946. doi:
10.1038/nbt1417.

Gill S. S, Tuteja, N. (2010). Reactive oxygen species and antioxidant machinery in abiotic stress
tolerance in crop plants. Plant physiology and biochemistry: PPB, 48(12): 909-930. doi:
10.1016/j.plaphy.2010.08.016.

Gilroy S, Suzuki N, Miller G, Choi W. G, Toyota M, Devireddy A. R, Mittler R. (2014). A tidal
wave of signals: calcium and ROS at the forefront of rapid systemic signaling. Trends in
plant science, 19(10): 623-630. doi: 10.1016/j.tplants.2014.06.013.

Guan Q, Wu J, Zhang Y, Jiang C, Liu R, Chai C, Zhu J. (2013). A DEAD box RNA helicase is
critical for pre-mRNA splicing, cold-responsive gene regulation, and cold tolerance in
Arabidopsis. Plant Cell, 25: 342—-356. doi: 10.1105/tpc.112.108340.

Guo AY, Zhu QH, Gu X, Ge S, Yang J, Luo J. (2008): Genome-wide identification and
evolutionary analysis of the plant specific SBP-box transcription factor family. Gene, 418:
1-8. doi: 10.1016/j.gene.2008.03.016.

Halliwell B, Gutteridge J.M.C. (2015): Free Radicals in Biology and Medicine. 5th ed., Oxford
University Press, Oxford, New York, USA, 944 stran.

Halliwell B. (2006): Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental theme of
aerobic life. Plant physiology, 141(2): 312-322. doi: 10.1104/pp.106.077073.

Holzmeister C, Gaupels F, Geerlof A, Sarioglu H, Sattler M, Durner J, Lindermayr C. (2015).
Differential inhibition of Arabidopsis superoxide dismutases by peroxynitrite-mediated
tyrosine nitration. Journal of experimental botany, 66: 989-999. doi: 10.1093/jxb/eru458.

Hrbackova M, Dvoiak P, Taka¢ T, Ticha M, Luptovéiak I, Samajova O, Ovecka M, Samaj J.
(2020). Biotechnological Perspectives of Omics and Genetic Engineering Methods in
Alfalfa. Frontiers in plant science, 11: 592. doi: 10.3389/fpls.2020.00592.

Huang C-H, Kuo W-Y, Weiss C, Jinn T-L. (2012): Copper Chaperone-Dependent and —
Independent Activation of Three Copper-Zinc Superoxide Dismutase Homologs Localized
in Different Cellular Compartments in Arabidopsis. Plant Physiology, 158: 737-746.
doi: 10.1104/pp.111.190223.

Huang H, Ullah F, Zhou DX, Yi M, Zhao Y. (2019): Mechanisms of ROS Regulation of Plant
Development and Stress Responses. Frontiers in Plant Science, 10: 800.
doi: 10.3389/fpls.2019.00800.

Huang S, Van Aken O, Schwarzlinder M, Belt K, Millar A. H. (2016). The Roles of
Mitochondrial Reactive Oxygen Species in Cellular Signaling and Stress Response in
Plants. Plant physiology, 171(3): 1551-1559. doi: 0.1104/pp.16.00166.

62



Chan K. X, Phua S. Y, Crisp P, McQuinn R, Pogson B. J. (2016). Learning the languages of the
chloroplast: retrograde signaling and beyond. Annu. Rev. Plant Biology, 67: 25-53.
doi: 10.1146/annurev-arplant-043015-111854.

Chao LM, Liu YQ, Chen DY, Xue XY, Mao YB, Chen XY. (2017): Arabidopsis Transcription
Factors SPL1 and SPL12 Confer Plant Thermotolerance at Reproductive Stage. Molecular
plant, 10: 735-748. doi: 10.1016/j.molp.2017.03.010.

Chen H, Lee J, Lee J. M, Han M, Emonet A, Lee J, Jia X, Lee Y. (2022). MSD2, an apoplastic
Mn-SOD, contributes to root skotomorphogenic growth by modulating ROS distribution
in Arabidopsis. Plant science: an international journal of experimental plant biology, 317:
111192. doi: 10.1016/j.plantsci.2022.111192.

Chen HJ, Wu SD, Huang GJ, Shen CY, Afiyanti M, Li WJ, Lin YH. (2012): Expression of a
cloned sweet potato catalase SPCATL alleviates ethephon mediated leaf senescence and
H202 elevation. Journal of Plant Physiology, 169: 86-97.
doi: 10.1016/j.jplph.2011.08.002.

Chen Q, Yang G. (2020): Signal Function Studies of ROS, Especially RBOH-Dependent ROS,
in Plant Growth, Development and Environmental Stress. Journal of Plant Growth
Regulation, 39: 157-171.

Chen X, Zhang Z, Liu D, Zhang K, Li A, Mao L. (2010): SQUAMOSA promoter-binding
proteinlike transcription factors: star players for plant growth and development. Journal of
Integrative Plant Biology, 52: 946-951. doi: 10.1111/j.1744-7909.2010.00987 .x.

Ivanov B.N, Borisova-Mubarakshina M.M, Kozuleva M. A. (2018): Formation mechanisms of
superoxide radical and hydrogen peroxide in chloroplasts, and factors determining the
signalling by hydrogen peroxide. Functional Plant Biology, 45: 102-110.
doi: 10.1071/FP16322.

Jankii M, Luhova L, Petfivalsky M. (2019): On the Origin and Fate of Reactive Oxygen Species
in Plant Cell Compartments. Antioxidants, 8: 105. doi: 10.3390/antiox8040105.

Jezek P, Hlavata L. (2005): Mitochondria in homeostasis of reactive oxygen species in cell,
tissues, and organism. The International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 37:
2478-2503. doi: 10.1016/j.biocel.2005.05.013.

Jorgensen SA, Preston JC. (2014): Differential SPL gene expression patterns reveal candidate
genes underlying flowering time and architectural differences in Mimulus and Arabidopsis.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 73: 129-139. doi: 10.1016/j.ympev.2014.01.029.

Jung S. (2004): Variation in antioxidant metabolism of young and mature leaves of Arabidopsis
thaliana subjected to drought. Plant Science, 166, 459-466.

Kadota Y, Shirasu K, Zipfel C. (2015). Regulation of the NADPH Oxidase RBOHD During Plant
Immunity. Plant and cell physiology, 56(8): 1472—-1480. doi: 10.1093/pcp/pcv063.
Karuppanapandian T, Moon J. Ch, Kim Ch, Manoharan K, Kim W. (2011): Reactive oxygen
species in plants: Their generation, signal transduction, and scavenging mechanisms.

Australian Journal of Crop Science, 5: 709-725.

Kim E.J, Kim H.P, Hah Y. C, Roe J.H. (1996): Differential Expression of Superoxide Dismutases
Containing Ni and Fe/Zn in Streptomyces Coelicolor. European Journal of Biochemistry,
241: 178-185. doi: 10.1111/].1432-1033.1996.0178t.x.

Kimura S, Kaya H, Kawarazaki T, Hiraoka G, Senzaki E, Michikawa M, Kuchitsu K. (2012):
Protein phosphorylation is a prerequisite for the Ca2+-dependent activation of Arabidopsis
NADPH oxidases and may function as a trigger for the positive feedback regulation of
Ca2+ and reactive oxygen species. Biochimica et Biophysica Acta, 1823: 398-405.
doi: 10.1016/j.bbamcr.2011.09.011.

Kleffmann T, Russenberger D, von Zychlinski A, Christopher W, Sjélander K, Gruissem W,
Baginsky S. (2004): The Arabidopsis thaliana chloroplast proteome reveals pathway
abundance and novel protein functions. Current Biology, 14:
354-362. doi: 10.1016/j.cub.2004.02.039.

Kliebenstein D.J, Dietrich R.A, Martin A.C, Last R.L, Dangl J.L. (1999): LSD1 regulates salicylic
acid induction of copper zinc superoxide dismutase in Arabidopsis thaliana. Molecular
Plant-Microbe Interactions, 12: 1022-1026. doi: 10.1094/MPMI.1999.12.11.1022.

63



Kliebenstein DJ, Monde RA, Last RL. (1998): Superoxide dismutase in Arabidopsis: an eclectic
enzyme family with disparate regulation and protein localization. Plant Physiology, 118:
637—650. doi: 10.1104/pp.118.2.637.

Kollist H, Zandalinas S. I, Sengupta S, Nuhkat M, Kangasjarvi J, Mittler R. (2019). Rapid
Responses to Abiotic Stress: Priming the Landscape for the Signal Transduction Network.
Trends Plant Science, 24: 25-37. doi: 10.1016/j.tplants.2018.10.003.

Kozuleva M.A, Ivanov B.N. (2010): Evaluation of the participation of ferredoxin in oxygen
reduction in the photosynthetic electron transport chain of isolated pea thylakoids.
Photosynthesis Research, 105: 51-61. doi: 10.1007/s11120-010-9565-5.

Kropat J, Tottey S, Birkenbihl RP, Depége N, Huijser P, Merchant S. (2005): A regulator of
nutritional copper signaling in Chlamydomonas is an SBP domain protein that recognizes
the GTAC core of copper response element. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the  United States of  America, 102:  18730-18735.
doi: 10.1073/pnas.0507693102.

Kubénova L, Ticha M, Samaj J, Ovecka M. (2022) ROOT HAIR DEFECTIVE 2 vesicular
delivery to the apical plasma membrane domain during Arabidopsis root hair development.
Plant Physiology, 188: 1563-1585. doi: 10.1093/plphys/kiab595.

Kumar T, Bao A. K, Bao Z, Wang F, Gao L, Wang S. M. (2018). The progress of genetic
improvement in alfalfa (Medicago sativa L.). Czech. J. Genet. Plant Breed, 54: 41-51.

Kuo WY, Huang CH, Liu AC, Cheng CP, Li SH, Chang WC, Weiss C, Azem A, Jinn TL. (2013):
CHAPERONIN 20 mediates iron superoxide dismutase (FeSOD) activity independent of
its co-chaperonin role in Arabidopsis chloroplasts. The New Phytologist, 197: 99-110.
doi: 10.1111/j.1469-8137.2012.04369.x.

Kurusu T, Kuchitsu K, Tada Y. (2015): Plant signaling networks involving Ca (2+) and
Rboh/Nox-mediated ROS production under salinity stress. Frontiers in Plant Science, 6:
427. doi: 10.3389/fpls.2015.00427.

Lequeux H, Hermans C, Lutts S, Verbruggen N. (2010): Response to copper excess in
Arabidopsis thaliana: Impact on the root system architecture, hormone distribution, lignin
accumulation and mineral profile. Plant Physiology and Biochemistry, 48(8): 673-82.
doi: 10.1016/j.plaphy.2010.05.005.

Letunic I, Bork P. (2018): 20 years of the SMART protein domain annotation resource. Nucleic
acids research, 46: D493-D496. doi: 10.1093/nar/gkx922.

Liu Q, Harberd NP, Fu X. (2016): SQUAMOSA Promoter Binding Protein-like Transcription
Factors: Targets for Improving Cereal Grain Yield. Molecular Plant, 9(6): 765-767.
doi: 10.1016/j.molp.2016.04.008.

Locato V, Cimini S, Gara L. D. (2013). Strategies to increase vitamin C in plants: from plant
defense perspective to food biofortification. Frontiers in plant science, 4: 152.
doi: 10.3389/fpls.2013.00152.

Lopez-Huertas E, Corpas F. J, Sandalio L. M, del Rio L. A. (1999). Characterization of membrane
polypeptides from pea leaf peroxisomes involved in superoxide radical generation. The
Biochemical journal, 337: 531-536.

Lopez-Huertas E, Charlton W.L, Johnson B, Graham |.A, Baker A. (2000): Stress induces
peroxisome  biogenesis genes. The EMBO Journal, 19: 6770-6777.
doi: 10.1093/emboj/19.24.6770.

Mangano S, Denita-Juarez S.P, Choi H.S, Marzol E, Hwang Y, Ranocha P, Velasquez S.M,
Borassi C, Barberini M.L, Aptekmann A.A, et al. (2017): Molecular link between auxin
and ROS-mediated polar growth. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 114: 5289-5294. doi: 10.1073/pnas.1701536114.

Martin MV, Fiol DF, Sundaresan V, Zabaleta EJ, Pagnussat GC. (2013): oiwa, a female
gametophytic mutant impaired in a mitochondrial manganese-superoxide dismutase,
reveals crucial roles for reactive oxygen species during embryo sac development and
fertilization in Arabidopsis. The Plant Cell, 25: 1573-1591.
doi: 10.1105/tpc.113.109306.

64



McCord J.M, Fridovich I. (1969): Superoxide dismutase. An enzymic function for erythrocuprein
(hemocuprein). Journal of Biological Chemistry, 244: 6049-6055.

McKersie B. D, Bowley S. R, Harjanto E, Leprince O. (1996). Water-Deficit Tolerance and Field
Performance of Transgenic Alfalfa Overexpressing Superoxide Dismutase. Plant
physiology, 111(4): 1177-1181. doi: 10.1104/pp.111.4.1177.

McKersie B. D, Murnaghan J, Jones K. S, Bowley S. R. (2000). Iron-superoxide dismutase
expression  in  transgenic  alfalfa  increases  winter  survival  without
a detectable increase in photosynthetic oxidative stress tolerance. Plant physiology, 122(4):
1427-1437. doi: 10.1104/pp.122.4.1427.

McKersie BD, Bowley SR, Jones KS. (1999). Zimni pieziti transgenni vojtésky nadmérné
exprimujici superoxiddismutazu. Plant Physiology, 119(3): 839-848.
doi: 10.1104/pp.119.3.839.

McKersie BD, Murnaghan J, Bowley. (1997). SR Manipulaéni mrazuvzdornost
u transgennich rostlin. Acta Physiol Plant, 19: 485-495.

Mehler A.H. (1951): Studies on reactions of illuminated chloroplasts. I. Mechanism of the
reduction of oxygen and other Hill reagents. Archives of Biochemistry and Biophysics, 33:
65-77. doi: 10.1016/0003-9861(51)90082-3.

Melicher P, Dvoiak P, Krasylenko Y, Shapiguzov A, Kangasjirvi J, Samaj J, Taka¢ T. (2022).
Arabidopsis Iron Superoxide Dismutase FSD1 Protects Against Methyl Viologen-Induced
Oxidative Stress in a Copper-Dependent Manner. Frontiers in plant science, 13: 823561.
doi: 10.3389/fpls.2022.823561.

Mermod M, Takusagawa M, Kurata T, Kamiya T, Fujiwara T, Shikanai T. (2019): SQUAMOSA
promoter-binding protein-like 7 mediates copper deficiency response in the presence of
high nitrogen in Arabidopsis thaliana. Plant cell reports, 38: 835-846.
doi: 10.1007/s00299-019-02422-0.

Mhamdi A, Queval G, Chaouch S, Vanderauwera S, Van Breusegem F, Noctor G. (2010):
Catalase function in plants: a focus on Arabidopsis mutants as stress-mimic models.
Journal of Experimental Botany, 61: 4197-4220. doi: 10.1093/jxb/erq282.

Miller G, Schlauch K, Tam R, Cortes D, Torres MA, Shulaev V, Dangl JL, Mittler R. (2009): The
plant NADPH oxidase RBOHD mediates rapid systemic signaling in response to diverse
stimuli. Science Signaling, 2(84): ra45. doi: 10.1126/scisignal.2000448.

Mittler R, Blumwald E. (2015). The roles of ROS and ABA in systemic acquired acclimation.
Plant Cell, 27: 64-70. doi: doi.org/10.1105/tpc.114.133090.

Mittler R. (2017): ROS Are Good. Trends in Plant Science, 22: 11-19.
doi: 10.1016/j.tplants.2016.08.002.

Molina-Rueda J. J, Tsai C. J, Kirby E. G. (2013). The Populus superoxide dismutase gene family
and its responses to drought stress in transgenic poplar overexpressing a pine cytosolic
glutamine synthetase (GS1a). PloS one, 8(2): €56421. doi: 10.1371/journal.pone.0056421.

Monshausen GB, Bibikova TN, Weisenseel MH, Gilroy S. (2009): Ca2+ regulates reactive
oxygen species production and pH during mechanosensing in Arabidopsis roots. The Plant
Cell, 21(8): 2341-56. doi: 10.1105/tpc.109.068395.

Morgan MJ, Lehmann M, Schwarzldnder M, Baxter CJ, Sienkiewicz-Porzucek A, Williams TC,
Schauer N, Fernie AR, Fricker MD, Ratcliffe RG, et al. (2008): Decrease in manganese
superoxide dismutase leads to reduced root growth and affects tricarboxylic acid cycle flux
and mitochondrial redox homeostasis. Plant physiology, 147: 101-114.
doi: 10.1104/pp.107.113613.

Miiller K, Carstens A.C, Linkies A, Torres M.A, Leubner-Metzger G. (2009): The NADPH-
oxidase AtrbohB plays a role in Arabidopsis seed after-ripening. New Phytologist, 184:
885-897. doi: 10.1111/j.1469-8137.2009.03005.x.

Myouga F, Hosoda C, Umezawa T, lizumi H, Kuromori T, Motohashi R, Shono Y, Nagata N,
Ikeuchi M, Shinozaki K. (2008): A heterocomplex of iron superoxide dismutases defends
chloroplast nucleoids against oxidative stress and is essential for chloroplast development
in Arabidopsis. The Plant Cell, 20: 3148-3162. doi: 10.1105/tpc.108.061341.

65



Nadarajah K. K. (2020). ROS Homeostasis in Abiotic Stress Tolerance in Plants. International
journal of molecular sciences, 21(15): 5208. doi: 10.3390/ijms21155208.

Nath K, Kumar S, Poudyal RS, Yang YN, Timilsina R, Park YS, Nath J, Chauhan PS, Pant B,
Lee C-H. (2014) Developmental stage-dependent differential gene expression of
superoxide dismutase isoenzymes and their localization and physical interaction network
in rice (Oryza sativa L.). Genes Genom, 36: 45-55.

Noctor G, Reichheld J. P, Foyer C. H. (2017). ROS-related redox regulation and signaling in
plants. Seminars in cell and developmental biology, 80: 3-12.

Noctor G, Reichheld JP, Foyer CH. (2018): ROS-related redox regulation and signaling in plants.
Seminars in Cell and Developmental Biology, 80: 3-12.
doi: 10.1016/j.semcdb.2017.07.013.

Orman-Ligeza B, Parizot B, de Rycke R, Fernandez A, Himschoot E, Van Breusegem F, Bennett
M.J, Périlleux C, Beeckman T, Draye X. (2016): RBOH-mediated ROS production
facilitates lateral root emergence in Arabidopsis. Developement, 143: 3328-3339.
doi: 10.1242/dev.136465.

Ovecka M, Lichtscheidl I, Samaj J. (2014). Live microscopy analysis of endosomes and vesicles
in tip-growing root hairs. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), 1209: 31-44.
doi: 10.1007/978-1-4939-1420-3_3.

Pilon M, Ravet K, Tapken W. (2011): The biogenesis and physiological function of chloroplast
superoxide dismutases. Biochimica et Biophysica Acta, 1807: 989-998.
doi: 10.1016/j.bbabio.2010.11.002.

Pilon M. (2017): The copper microRNAs. New Phytologist, 213: 1030-1035.
doi: 10.1111/nph.14244.

Preston JC, Hileman LC. (2013): Functional Evolution in the Plant SQUAMOSA-PROMOTER
BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) Gene Family. Frontiers in Plant Science, 4: 80.
doi: 10.3389/fpls.2013.00080.

Protein blast. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins (13. 5. 2022)

Qi J, Wang J, Gong Z, Zhou JM. (2017): Apoplastic ROS signaling in plant immunity. Current
Opinion in Plant Biology, 38: 92-100. doi: 10.1016/j.pbi.2017.04.022.

Rizhsky L, Liang H, Mittler R. (2003): The water-water cycle is essential for chloroplast
protection in the absence of stress. Journal of Biological Chemistry, 278(40): 38921—
38925. doi: 10.1074/jbc.M304987200.

Roach T, Krieger-Liszkay A. (2014): Regulation of photosynthetic electron transport and
photoinhibition. ~ Current  Protein and  Peptide Science, 15: 351-362.
doi: 10.2174/1389203715666140327105143.

Sagi M, Fluhr R. (2006): Production of reactive oxygen species by plant NADPH oxidases. Plant
physiology, 141: 336-340. doi: 10.1104/pp.106.078089.

Saini P, Bhatia S, Mahajan M, Kaushik A, Sahu SK, Kumar A, Satbhai SB, Patel MK, Saxena S,
Chaurasia OP, Lingwan M, et al. (2020): ELONGATED HYPOCOTYLS5 negatively
regulates DECREASE WAX BIOSYNTHESIS to increase survival during UV-B stress.
Plant physiology, 184: 2091-2106. doi: 10.1104/pp.20.01304.

Samis K, Bowley S, McKersie B. (2002). Pyramiding Mn-superoxide dismutase transgenes to
improve persistence and biomass production in alfalfa. Journal of experimental
botany, 53: 1343-1350.

Sawada Y, Oyama T, Yamazaki I. (1972): Preparation and physicochemical properties of green
pea superoxide dismutase. Biochimica et Biophysica Acta, 268: 305-312. doi:
10.1016/0005-2744(72)90325-7.

Sevilla F, Lopez-Gorgé J, Gomez M, del Rio L.A. (1980): Manganese superoxide dismutase from
a higher plant: Purification of a new Mn-containing enzyme. Planta, 150: 153-157. doi:
10.1007/BF00582359.

Sewelam N, Kazan K, Schenk P. M. (2016). Global Plant Stress Signaling: Reactive Oxygen
Species at the Cross-Road. Frontiers in plant science, 7: 187.
doi: 10.3389/fpls.2016.00187.

66


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins

Shen C, Du H, Chen Z, Lu H, Zhu F, Chen H, Meng X, Liu Q, Liu P,
Zheng L, et al. (2020). The Chromosome-Level Genome Sequence of the Autotetraploid
Alfalfa and Resequencing of Core Germplasms Provide Genomic Resources for Alfalfa
Research. Molecular plant, 13(9): 1250-1261. doi: 10.1016/j.molp.2020.07.003.

Schieber M, Chandel NS. (2014): ROS function in redox signaling and oxidative stress. Current
Biology, 24: R453-R462. doi: 10.1016/j.cub.2014.03.034.

Si L, Chen J, Huang X, Gong H, Luo J, Hou Q, Zhou T, Lu T, Zhu J, Shangguan Y, Chen E,
et al. (2016): OsSPL13 controls grain size in cultivated rice. Nature Genetics, 48(4): 447—
456. doi: 10.1038/ng.3518.

Singh R, Singh S, Parihar P, Mishra RK, Tripathi DK, Singh VP, Chauhan DK, Prasad SM.
(2016): Reactive Oxygen Species (ROS): Beneficial Companions of Plants' Developmental
Processes. Frontiers in Plant Science, 7: 1299. doi: 10.3389/fpls.2016.01299.

Skovsen E, Snyder JW, Lambert JD, Ogilby PR. (2005): Lifetime and diffusion of singlet oxygen
in a cell. The Journal of Physical Chemistry B, 109: 8570-8573. doi: 10.1021/jp051163i.

Smékalova V, Doskocilova A, Komis G, Samaj J. (2014): Crosstalk between secondary
messengers, hormones and MAPK modules during abiotic stress signalling in plants.
Biotechnology Advances, 32: 2-11. doi: 10.1016/j.biotechadv.2013.07.009.

Smirnoff N, Arnaud D. (2019): Hydrogen peroxide metabolism and functions in plants. New
Phytologist, 221: 1197-1214.

Song J, Mo X, Yang H, Yue L, Song J, Mo B. (2017). The U-box family genes in Medicago
truncatula: Key elements in response to salt, cold, and drought stresses. PloS one, 12(8):
€0182402. doi: 10.1371/journal.pone.0182402.

SongJ, Zeng L, Chen R, Wang Y, Zhou Y. (2018). In silico identification and expression analysis
of superoxide dismutase (SOD) gene family in Medicago truncatula. 3 Biotech, 8(8): 348.

Suzuki N, Miller G, Salazar C, Mondal H. A, Shulaev E, Cortes D. F, et al. (2013). Temporal-
spatial interaction between reactive oxygen species and abscisic acid regulates rapid
systemic acclimation in plants. Plant Cell, 25: 3553-3569. doi: 10.1105/tpc.113.114595.

TAIR. https://www.arabidopsis.org/ (13. 5. 2022)

Talaat NB. (2019): Role of Reactive Oxygen Species Signaling in Plant Growth and
Development. Reactive Oxygen, Nitrogen and Sulfur. Species in Plants, 225-266.

Tang H, Krishnakumar V, Bidwell S, Rosen B, Chan A, Zhou S, Gentzbittel L, Childs K. L,
Yandell M, Gundlach H, et al. (2014). An improved genome release (version Mt4.0) for
the model legume Medicago truncatula. BMC genomics, 15: 312. doi: 10.1186/1471-2164-
15-312.

The MEGA-X http://www.megas oftwa re.net/ (13. 5. 2022)

Triantaphylidés C, Havaux M. (2009). Singlet oxygen in plants: production, detoxification and
signaling. Trends Plant Science, 14: 219-228. doi: 10.1016/j.tplants.2009.01.008.

Tripathi R. K, Bregitzer P, Singh J. (2018). Genome-wide analysis of the SPL/miR156 module
and its interaction with the AP2/miR172 unit in barley. Scientific reports, 8: 7085.
doi: 10.1038/s41598-018-25349-0.

Ueda Y, Kiba T, Yanagisawa S. (2020). Nitrate-inducible NIGT1 proteins modulate phosphate
uptake and starvation signalling via transcriptional regulation of SPX genes. The Plant
journal: for cell and molecular biology, 102(3): 448-466. doi: 10.1111/tpj.14637.

van Breusegem F, Slooten L, Stassart J. M, Moens T, Botterman J, Van Montagu M, Inzé D.
(1999). Overproduction of Arabidopsis thaliana FeSOD confers oxidative stress tolerance
to transgenic maize. Plant Cell Physiology, 40: 515-523.
doi: 10.1093/oxfordjournals.pcp.a029572.

van Gelderen K, Kang C, Pierik R. (2018). Light Signaling, Root Development, and Plasticity.
Plant physiology, 176(2): 1049-1060. doi: 10.1104/pp.17.01079.

Wallace M.A, Liou L.L, Martins J, Clement M.H, Bailey S, Longo V.D, Valentine J.S, Gralla
E.B. (2004): Superoxide inhibits 4Fe-4S cluster enzymes involved in amino acid
biosynthesis. Cross-compartment protection by CuZn-superoxide dismutase. The Journal
of Biological Chemistry, 279: 32055-32062. doi: 10.1074/jbc.M403590200.

67


https://www.arabidopsis.org/

Wang B, Wang H. (2017): IPAL: A New "Green Revolution" Gene? Molecular plant, 10: 779-
781. doi: 10.1016/j.molp.2017.04.011.

Wang F.Z, Wang Q.B, Kwon S.Y, Kwak S.S, Su W.A. (2005): Enhanced drought tolerance of
transgenic rice plants expressing a pea manganese superoxide dismutase. Journal of Plant
Physiology, 162: 465-472. doi: 10.1016/j.jplph.2004.09.009.

Wang Y, Branicky R, Noé A, Hekimi S. (2018): Superoxide dismutases: Dual roles in controlling
ROS damage and regulating ROS signaling. The Journal of Cell Biology, 217(6): 1915—
1928. doi: 10.1083/jcb.201708007.

Wang Y, Wisniewski M, Meilan R, Uratsu S.L, Cui M, Dandekar A, Fuchigami L (2007): Ectopic
expression of Mn-SOD in Lycopersicon esculentum leads to enhanced tolerance to salt and
oxidative stress. Journal of applied horticulture, 9: 3-8.

Waszczak C, Akter S, Eeckhout D, Persiau G, Wahni K, Bodra N, et al. (2014). Sulfenome mining
in Arabidopsis thaliana. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 111(31), 11545-11550. doi: 10.1073/pnas.1411607111.

Waszczak C, Akter S, Jacques S, Huang J, Messens J, Van Breusegem F. (2015): Oxidative
posttranslational modifications of cysteine residues in plant signal transduction. Journal of
Experimental Botany, 66(10): 2923-2934. doi: 10.1093/jxb/erv084.

Waszczak C, Carmody M, Kangasjérvi J. (2018): Reactive Oxygen Species in Plant Signaling.
Annual Review of Plant Biology, 69: 209-236. doi: 10.1146/annurev-arplant-042817-
040322.

Waters B.M, Mclinturf S.A, Stein R.J. (2012): Rosette iron deficiency transcript and microRNA
profiling reveals links between copper and iron homeostasis in Arabidopsis thaliana.
Journal of Experimental Botany, 63: 5903-5918. doi: 10.1093/jxb/ers239.

WOoLF PSORT https://wolfpsort.hgc.jp/ (13. 5. 2022)

Wu F, Chi Y, Jiang Z, Xu Y, Xie L, Huang F, Wan D, Ni J, Yuan F, Wu X, Zhang Y,
et al. (2020): Hydrogen peroxide sensor HPCAL is an LRR receptor kinase in Arabidopsis.
Nature, 578(7796): 577-581. doi: 10.1038/s41586-020-2032-3.

Wu JR, Wang TY, Weng CP, Duong NKT, Wu SJ. (2019): AtJ3, a specific HSP40 protein,
mediates protein farnesylation-dependent response to heat stress in Arabidopsis. Planta,
250: 1449-1460. doi: 10.1007/s00425-019-03239-7.

Yamaguchi A, Wu MF, Yang L, Wu G, Poethig RS, Wagner D. (2009): The microRNA-regulated
SBP-Box transcription factor SPL3 is a direct upstream activator of LEAFY, FRUITFULL,
and APETALAL. Developmental cell, 17: 268-278. doi: 10.1016/j.devcel.2009.06.007.

Yamakura F, Kawasaki H. (2010): Post-translational modifications of superoxide dismutase.
Biochimica et Biophysica Acta, 1804: 318-325. doi: 10.1016/j.bbapap.2009.10.010.

Yamasaki H, Hayashi M, Fukazawa M, Kobayashi Y, Shikanai T. (2009): SQUAMOSA
Promoter Binding Protein-Like7 Is a Central Regulator for Copper Homeostasis in
Arabidopsis. The Plant Cell, 21: 347-361. doi: 10.1105/tpc.108.060137.

Yamasaki K, Kigawa T, Inoue M, Tateno M, Yamasaki T, Yabuki T, Aoki M, Seki E, Matsuda
T, Nunokawa E, et al. (2004): A novel zinc-binding motif revealed by solution structures
of DNAbinding domains of Arabidopsis SBP-family transcription factors. Journal of
Molecular Biology, 337: 49-63. doi: 10.1016/j.jmb.2004.01.015.

YanJ.J, Zhang L, Wang R. Q, Xie B, Li X, ChenR. L, Guo L. X, Xie B. G. (2016). The Sequence
Characteristics and Expression Models Reveal Superoxide Dismutase Involved in Cold
Response and Fruiting Body Development in Volvariella volvacea. International journal
of molecular sciences, 17(1): 34. doi: 10.3390/ijms17010034.

Yang Z, Wang X, Gu S, Hu Z, Xu H, Xu C. (2008): Comparative study of SBP-box gene family
in Arabidopsis and rice. Gene, 407: 1-11. doi: 10.1016/j.gene.2007.02.034.

Young N. D, Cannon S. B, Sato S, Kim D, Cook D. R, Town C. D, Roe B. A, Tabata S. (2005).
Sequencing the genespaces of Medicago truncatula and Lotus japonicus. Plant physiology,
137(4): 1174-1181. doi: 10.1104/pp.104.057034.

Young N. D, Debellé F, Oldroyd G. E, Geurts R, Cannon S. B, Udvardi M. K, Benedito V. A,
Mayer K. F, Gouzy J, Schoof H, Van de Peer Y, et al. (2011). The Medicago genome

68


https://wolfpsort.hgc.jp/

provides insight into the evolution of rhizobial symbioses. Nature, 480(7378): 520-524.
doi: 10.1038/nature10625.

Zechmann B. (2018). Compartment-specific importance of ascorbate during environmental stress
in plants. Antioxidant Redox Signaling, 29: 1488-1501. doi: 10.1089/ars.2017.7232.
Zhang H, Zhao X, Li J, Cai H, Deng XW, Li L. (2014): MicroRNA408 is critical for the HY5-
SPL7 gene network that mediates the coordinated response to light and copper. The Plant

cell, 26: 4933-4953. doi: 10.1105/tpc.114.127340.

Zhang J, Luo W, Zhao Y, Xu Y, Song S, Chong K. (2016): Comparative metabolomic analysis
reveals a reactive oxygen species-dominated dynamic model underlying chilling
environment adaptation and tolerance in rice. The New Phytologist, 211: 1295-1310.
doi: 10.1111/nph.14011.

Zhou S, Jia L, Chu H, Wu D, Peng X, Liu X, Zhang J, Zhao J, Chen K, Zhao L. (2016).
Arabidopsis CaM1 and CaM4 Promote Nitric Oxide Production and Salt Resistance by
Inhibiting S-Nitrosoglutathione Reductase via Direct Binding. PLoS genetics, 12(9):
€1006255. doi: 10.1371/journal.pgen.1006255.

Zhou Y, Hu L, Wu H, Jiang L, Liu S. (2017). Genome-Wide Identification and Transcriptional
Expression Analysis of Cucumber Superoxide Dismutase (SOD) Family in Response to
Various Abiotic Stresses. International journal of genomics, 2017. 7243973.
doi: 10.1155/2017/7243973.

69



10,
AKO
APS
APX

ARA médium

BSA

CAT

CCS
CDPK
Col-0
COX
CsD1, 2,3
Cu/ZnSOD
DHA
DHAR
Dpo

DTT
EGTA

FAD
FeS
FeSOD
FSD1, 2,3
GFP
GR
GSH
GSSG
H20>
HEPES
HO,'
HOCI

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Singletovy kyslik

Akonitasa

Peroxodisiran amonny

Askorbat peroxidasa

Ara. modifikované médium

Hovézi sérovy albumin

Katalasa

Copper chaperone for SOD1

Calcium-dependent protein kinase

Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia
Cytochrom-c oxidasa

Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahujici méd’ a zinek
Superoxiddizmutasa osahujici méd’ a zinek
Dehydroaskorbat

Dehydroaskorbat reduktasa

Dny po opyleni

Dithiothreitol
Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’
tetraoctova kyselina

Flavinadenindinukleotid

Sulfid zeleznaty

Superoxiddizmutasa osahujici zelezo
Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahujici Zelezo
Zeleny fluorescencni protein; Green fluorescent protein
Glutathion reduktasa

Glutathion

Glutathion disulfid

Peroxid vodiku
4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina
Hydroperoxyl

Kyselina chlorna
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HPCA1 HYDROGEN-PEROXIDE-INDUCED Ca*

INCREASES 1
HY5 ELONGATED HYPOCOTYL 5
LRR Leucine-rich receptor kinase
MAO Monoaminooxidasa
MDHA Monodehydroaskorbat
MDHAR Monodehydroaskorbat reduktasa
MES Draselna sil kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové
MnSOD Superoxiddizmutasa osahujici mangan
MS Murashige a Skoog médium
MSD1, 2 Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahujici mangan
MV Methyl viologen; Paraquat
NADP+ Oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADPH Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
NBT Chlorid nitrotetrazoliové modii
NiSOD Superoxiddizmutasa osahujici nikl
02 Molekularni kyslik
02" Superoxid
Os Ozon
OH’ Hydroxylovy radikal
PVDF Polyvinyliden difluoridovd membrana
RBOH RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG
RO’ Alkoxyl
ROO’ Peroxyl
ROS Reaktivni formy kysliku; Reactive oxygen species
SBP SQUAMOSA binding protein
SDS Dodecylsiran sodny
SOD Superoxiddismutasa
SPL SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE
SPL7 SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE 7
TBS-T Tris buffer saline s pfidavkem Tween 20
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
XO Xanthinoxidasa
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9 PRILOHY

Seznam priloh:

Ptiloha 1: Porovnani proteinovych sekvenci CSD1 pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 2: Porovnani proteinovych sekvenci CSD2 pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 3: Porovnani proteinovych sekvenci CSD3 pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 4: Porovnani proteinovych sekvenci CSD4 pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 5: Porovnani proteinovych sekvenci MSD pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 6: Porovnani proteinovych sekvenci FSD1 pomoci webového programu ,,Protein
Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.

Ptiloha 7: Porovnani proteinovych sekvenci FSD2 pomoci webového programu ,,Protein

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.
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Ptiloha 1: Porovnani proteinovych sekvenci CSD1 pomoci webového programu ,,Protein Blast*
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci CSD1 u M. sativa
a M. truncatula. B - Vystup zakladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (shjct).

A
Ms_CSD1
Sequence ID: Query_3229 Length: 206 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 206 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
407 bits(1047) 3e-152 Compositional matrix adjust. 203/206(99%) 205/206(99%) 0/206(0%)
Query 1 MHLTMASHSLMSPSPLTSHSLLRSSFSGVSVKLSPQFSTLSRSTFKPLSVVAAAKKAVAV 60
MHLTMASHSLMSPSPLTSHSLLRSSFSGVSVKLSPQFSTLSRS F+PLSVVAAAKKAVAV
Sbjct 1 MHLTMASHSLMSPSPLTSHSLLRSSFSGVSVKLSPQFSTLSRSKFQPLSVVAAAKKAVAV 60
Query 61 LKGNSTVEGVVTLTQENEGPTTVNVRITGLTPGLHGFHLHEYGDTTNGCISTGPHFNPNQ 120
LKGNSTVEGVVTLTQENEGPTTVNVRITGLTPGLHGFHLHEYGDTTNGCISTGPHFNPNQ
Sbjct 61 LKGNSTVEGVVTLTQENEGPTTVNVRITGLTPGLHGFHLHEYGDTTNGCISTGPHFNPNQ 120
Query 121 LTHGAPEDEIRHAGDLGNIIADANGVAEATIVDNQIPLTGPNSVVGRALVVHELEDDLGK 180
LTHGAPEDEIRHAGDLGNITIADANGVAEATIVDNQIPLTGPNSV+GRALVVHELEDDLGK
Sbjct 121 LTHGAPEDEIRHAGDLGNIIADANGVAEATIVONQIPLTGPNSVIGRALVVHELEDDLGK 180
Query 181 GGHELSLSTGNAGGRLACGVVGLTPV 206
GGHELSLSTGNAGGRLACGVVGLTPV
Sbjct 181 GGHELSLSTGNAGGRLACGVWGLTPV 206
B C
Max Total Query E Per.  Acc. Distribution of the top 1 Blast Hits on subject sequences
Score Score Cover value Ident Len /AAccession
- v - v - - e e e
1 40 80 120 160 200

407 407 100% 3e-152 9854% 206 Query_18673

Ptiloha 2: Porovnani proteinovych sekvenci CSD2 pomoci webového programu ,,Protein Blast
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci CSD2 u M. sativa
a M. truncatula. B - Vystup =zakladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (sbjct).

A Ms_CSD2
Sequence ID: Query_50151 Length: 251 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 251 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
508 bits(1308) 0.0 Compositional matrix adjust. 243/251(97%) 248/251(98%) 0/251(0%)

Query 62  MDQNLSSQTQTDHDVLPELLTEYMVDMKCEGCVNAVKNKLQTIHGIKNVEVDLSNQVVRI 121
MD NLSSQTQTDHDVLPELLTEYMVDMKCEGCVNAVKNKLQTIHGIKNVEVDLSNQVVRI
Sbjct 1 MDHNLSSQTQTDHDVLPELLTEYMVDMKCEGCVNAVKNKLQTIHGIKNVEVDLSNQVVRI 6@

Query 122 LGSTPVKTMTEALEQTGKKARLIGQGVPEDFLISAAVSEFKGPEIFGVVRLAQVNMELAR 181
LGSTPVKTM+EALEQTGKKARLIGQGVPEDFLISAAVSEFKGPEIFGVVRLAQV+MELAR
Sbjct 61 LGSTPVKTMSEALEQTGKKARLIGQGVPEDFLISAAVSEFKGPEIFGVVRLAQVSMELAR 120

Query 182 IEANFSGLSPGKHSWSINEFGDLTRGAASTGKVFNPLNEENTKEPLGDLGTLDVNEKGEA 241
IEANFSGLSPGKHSWSINEFGDLTRGAASTGKVFNP NEENTKEPLGDLGTLDVNEKGEA
Sbjct 121 TEANFSGLSPGKHSWSINEFGDLTRGAASTGKVFNPSNEENTKEPLGDLGTLDVNEKGEA 180

Query 242 FFTGVKEKLRVSDLIGRAVVLYATEDKSEHGIAAAVVARSAAVGENYKKLCTCDGTTIWE 301
F+TGVKEKLRV+DLIGRAW+YATEDKSEHGIAAAVVARSAAVGENYKKLCTCDGTTIWE
Sbjct 181 FYTGVKEKLRVADLIGRAVVVYATEDKSEHGIAAAVVARSAAVGENYKKLCTCDGTTIWE 240

Query 302 ASDADFVPSKF 312
ASD DFVPSKF
Sbjct 241 ASDTDFVPSKF 251

B C
Max Total Query E Per  Acc. Distribution of the top 1
Score Score Cover value Ident Len Accession
Dt v v v v v W
1 60 120 180 240 300

508 508 80% 00 9681% 251 Query_50151




Ptiloha 3: Porovnani proteinovych sekvenci CSD3 pomoci webového programu ,,Protein Blast
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci CSD3 u M. sativa
a M. truncatula. B Vystup zakladnich parametri. porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (shjct).

A
Ms_CSD3
Sequence ID: Query_47355 Length: 161 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 161 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
312 bits(800) 4e-116 Compositional matrix adjust. 158/161(98%) 160/161(99%) 0/161(0%)
Query 1 MEGGKGTVKGVALIIGDNNVRGS LHF LQHPNGNYTHVTGKITGLSPGLHGFHIHALGDTT 60
MEGGKGTVKGVALIIG+NNVRGSLHF+QHPNGNYTHVTGKITGLSPGLHGFHIHALGDTT
Sbjct 1 MEGGKGTVKGVALIIGNNNVRGSLHFVQHPNGNYTHVTGKITGLSPGLHGFHIHALGDTT 60
Query 61 NGCNSTGPHFNPLKKDHGAPTDDERHAGDLGNIVAGPDGVAEISIRDGKIPLSGVHSILG 120
NGCNSTGPHFNPLKKDHGAPTDDERHAGDLGNIVAGPDGVAEISIRD KIPLSGVHSILG
Sbjct 61 NGCNSTGPHFNPLKKDHGAPTDDERHAGDLGNIVAGPDGVAEISIRDEKIPLSGVHSILG 120
Query 121 RAVVVHADPDDLGRGGHELSKTTGNAGARVACGIIGLQSSV 161
RAVVVHADPDDLGRGGHE LSKTTGNAGARVACGIIGLQSSV
Sbjct 121 RAVVVHADPDDLGRGGHELSKTTGNAGARVACGIIGLQSSV 161
B C
Max Total Query E Per Acc Distribution of the top 1 Blast Hits on subject sequences
Score Score Cover value Ident Len Accession e e s ]
w v v v v v
1 30 60 90 120 150
312 312 100% 4e-116 98.14% 161 Query_47355

Ptiloha 4: Porovnéni proteinovych sekvenci CSD4 pomoci webového programu ,,Protein Blast*
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci CSD4 u M. sativa
a M. truncatula. B Vystup zakladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (sbjct).

A
Ms_CSD4

Sequence ID: Query_41029 Length: 152 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 152 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
296 bits(757) 6e-110 Compositional matrix adjust. 149/152(98%) 151/152(99%) 0/152(0%)

Query 1 MVKAVAVLGNSNDVSGTISFTQEGNGPTTVTGNLSGLKPGLHGFHIHALGDTTNGCLSTG 60

MVKAVAVLGNSNDVSGTISF+QEGNGPTTVTGNLSGLKPGLHGFHIHALGDTTNGC+STG

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

B

1
61
61
121
121

Max Total Query

Score
v

v

296 296

Score Cover

100%

value

6e-110 98.03%

MVKAVAVLGNSNDVSGTISFSQEGNGPTTVTGNLSGLKPGLHGFHIHALGDTTNGCMSTG

PHFNPNGKEHGAPEDETRHAGDLGNVTVGDDGTASFTITDONQIPLTGPNSIIGRAVVVHA
PHFNPNGKEHGAPEDE RHAGDLGNVTVGDDGTASFTITDNQIPLTGPNSIIGRAVVVHA
PHFNPNGKEHGAPEDEIRHAGDLGNVTVGDDGTASFTITDONQIPLTGPNSIIGRAVVVHA

DPDDLGKGGHE LSKTTGNAGGRVACGIIGLQG
DPDDLGKGGHE LSKTTGNAGGRVACGIIGLQG
DPDDLGKGGHE LSKTTGNAGGRVACGIIGLQG 152

152

C

E Per. Acc.

Ident Len
hd v w

Accession

30 60 90

60
120
120

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

W

120 150

152 Query_41029




Ptiloha 5: Porovnani proteinovych sekvenci MSD pomoci webového programu ,,Protein Blast“ u
rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci MSD u M. sativa
a M. truncatula. B — Vystup =zékladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (shjct).

A Ms_MSD
Sequence ID: Query_43205 Length: 235 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 233 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
471 bits(1211) 3e-176 Compositional matrix adjust. 229/233(98%) 231/233(99%) 0/233(0%)

Query 1 MAVRTLLSKKTLTTVLRNDPKPIGAAITQSRGLHVFTLPDLAYDYGALEPVISGEIMQIH 60
MAVRTLLSKKTLTTVLR+DPKPIGAAT QSRGLHVFTLPDLAYDYGALEPVISGEIMQIH
Sbjct 1 MAVRTLLSKKTLTTVLRSDPKPIGAATAQSRGLHVFTLPDLAYDYGALEPVISGEIMQIH 60

Query 61  HQKHHQTYITNYNKALEQLHDSVAKADSLTTVKLQNAIKFNGGGHINHSIFWKNLAPVRE 120
HQKHHQTYITNYNKALEQLHDSVAKADS TTVKLQNAIKFNGGGHINHSIFWKNLAPVRE
Sbjct 61  HQKHHQTYITNYNKALEQLHDSVAKADSSTTVKLQNATKFNGGGHINHSIFWKNLAPVRE 120

Query 121 GGGEPPKEALGWAIDTNFGSLEALIQKVNAEGAALQGSGWVWLALDKELKRLVWETTANQ 180
GGGEPPKEALGWAIDTNFGSLEALIQKVNAEGAALQGSGWVWLALDKELKRLVVETTANQ
Sbjct 121 GGGEPPKEALGWAIDTNFGSLEALIQKVNAEGAALQGSGWVWLALDKELKRLVWETTANQ 180

Query 181 DPLVTKGTSLVPLLGIDVWEHAYYLQYKNVRPDYLKNIWKVINWKYASEVYEN 233
DPLVTKGTSLVPLLGIDVWEHAYYLQYKNVRPDYLKNIWKVINWKYASEVYE+
Sbjct 181 DPLVTKGTSLVPLLGIDVWEHAYYLQYKNVRPDYLKNIWKVINWKYASEVYES 233

B (&

Max | Total |Query | E Par- | Acc Distribution of the top 1 Blast Hits on subject sequences

Score Score Cover value Ident Len Accession e QU Y S e ]
v v w s w w

1 40 80 120 160 200

471 471 99% 3e-176 98.28% 235 Query 43205

Ptiloha 6: Porovnani proteinovych sekvenci FSD1 pomoci webového programu ,,Protein Blast*
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci FSD1 u M. sativa
a M. truncatula. B - Vystup =zakladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (sbjct).

A Ms_FsD1
Sequence ID: Query_34089 Length: 311 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 311 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
547 bits(1409) 0.0  Compositional matrix adjust. 294/311(95%) 300/311(96%) 0/311(0%)

Query 1 MKLLSPSATSTTHISSSFFLPNGFQNHGSSSATTFKFSKNQGRCIGNDEGTQITAKFELK 60
MKLLSPSATSTT++SSS FLPNGFQN GSSSATTFKFS+ QG+CI GTQITAKFELK
Sbjct 1 MKLLSPSATSTTYLSSSPFLPNGFQNLGSSSATTFKFSRKQGKCIRKAGGTQITAKFELK 60

Query 61  PPPYPLNALEPIMSQNTFEYHWGKHHRAYVDNLNKQIEGTDLDGKSLEETIIMSYNNGDI 120
PPPYPLNALEPIMSQNTFEYHWGKHHRAYVDNLNKQIEGTDLDGKSLEETIIMSYNNGDI
Sbjct 61  PPPYPLNALEPIMSQNTFEYHWGKHHRAYVDNLNKQIEGTDLDGKSLEETIIMSYNNGDI 120

Query 121 LPAFNNAAQVWNHDFFWESMKPGGGGKPSGELLKLIERDFGSFEKFVEQFKLAASTQFGS 180
LPAFNNAAQVWNHDF FWESMKPGGGGKPSGEL LKLIERDFGSFEKFVEQFKLAASTQFGS
Sbjct 121 LPAFNNAAQVWNHDFFWESMKPGGGGKPSGELLKLIERDFGSFEKFVEQFKLAASTQFGS 180

Query 181 GWAWLAYKENRLDVGNAVNPLATEEDKKLVVLKSPNAVNPLVWNHHHPLLTIDVWEHAYY 240
GWAWLAYKE+RLDVGNAVNPLATEEDKKLVVLKSPNAVNPLVWNHHHPL LTIDVWEHAYY
Sbjct 181 GWAWLAYKESRLDVGNAVNPLATEEDKKLVVLKSPNAVNPLVWNHHHPLLTIDVWEHAYY 240

Query 241 LDYQNRRPEYISVFLDKLVSWEAVSSRLEKAKASIAEREKEEERKRREEEEKSRTGEDTP 300
LDYQNRRPEYISVF+DKLVSWEAVSSRLEKAKA TAEREKEEERKRREEEEKS TGE P
Sbjct 241 LDYQNRRPEYISVFMDKLVSWEAVSSRLEKAKAVIAEREKEEERKRREEEEKSTTGEAEP 300

Query 301 APEIFADSDTD 311
APEIFADSDTD
Sbjct 301 APEIFADSDTD 311

B C

Max Total Query E Per Acc Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
Accession

Score Score Cover value Ident Len W
v v v w v w

1 60 120 180 240 300
547 547 100% 00 9453% 311 Query_34089




Ptiloha 7: Porovnani proteinovych sekvenci FSD2 pomoci webového programu ,,Protein Blast*
u rostlin M. sativa a M. truncatula. A — Porovnani proteinovych sekvenci FSD2 u M. sativa
a M. truncatula. B — Vystup =zékladnich parametri porovnavanych sekvenci.
C — Grafické shrnuti pokryti porovnavanych proteinovych sekvenci. Zkratky: M. truncatula
(query); M. sativa (shjct).

A

Ms_FSD2
Sequence ID: Query_64875 Length: 262 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 262 Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
533 bits(1374) 0.0  Compositional matrix adjust. 254/262(97%) 260/262(99%) 0/262(0%)
Query 1  MASCYLNPIPTSSRLFSPDLSTKFKIPKLLHRKKRFGVLPRSSKVTAFYGLKTPPYEHDA 60
MASCYLNPIPTSSRL SPDLSTKFKIPKLLHRKKRFGVLPRSSKVTAFYGLKTPPYEHDA
Sbjct 1 MASCYLNPIPTSSRLISPDLSTKFKIPKLLHRKKRFGVLPRSSKVTAFYGLKTPPYEHDA 60
Query 61  LEPYMSKQTIDVHWGEHHRNFIEGLNKQLGKDDILYGYTLDELVKVTYNNGNPSPEFNNA 120
LEPY+SKQTID+HWGEHHRNF +EGLN+QLGKDDILYGYTLDELVKVTYNNGNPSPEFNNA
Sbjct 61  LEPYLSKQTIDMHWGEHHRNFVEGLNEQLGKDDILYGYTLDELVKVTYNNGNPSPEFNNA 120
Query 121 AEVWNHDFFWESMQPGGGDIPILGLLQQIEKDFGSFTNFKEKFTEAALTLFGSGWVHLVL 180
AEVWNHDF FWE SMQPGGGD+PILGLLQQIEKDFGSFTNFKEKFTEAAL LFGSGWVWLVL
Sbjct 121 AEVWNHDFFWESMQPGGGDMPILGLLQQIEKDFGSFTNFKEKFTEAALALFGSGWVILVL 180
Query 181 KREEKQLAIVKTSNSICPIVWGDIPIINLDLWEHAYYLDYKNDRAKYVNVFLNHLVSWNA 240
KREEKQLAIVKTSN+ICPIVWGDIPIINLDLWEHAYYLDYKNDRAKYVNVFLNHLVSWNA
Sbjct 181 KREEKQLAIVKTSNAICPIVWGDIPIINLOLWEHAYYLDYKNDRAKYVNVFLNHLVSWNA 240
Query 241 ATERLTWGEAFVNLGEPKIPVA 262
ATERLTWGEAFVNLGEPKIPVA
Sbjct 241 ATERLTWGEAFVNLGEPKIPVA 262
B €
Max Total Query E Per | Acc. Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
Score Score Cover value Ident Len ~Accession R S R o
v v v v v v

1 50 100 150 200 250

533 533 100% 00 96.95% 262 Query_64875




