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ABSTRACT

Germination of seeds is a complex physiologicatpess which has a tremendous effect on plant
growth and development. It is triggered by sevstiahuli, including imbibition of water. However,
exact molecular mechanisms on proteome level dr¢osbe elucidated. The role of light stimulus
and the effect of imbibition (24 h) and early gemation (48 h) orZea mayseeds proteome was
investigated by 2D gel analysis. In proteome megignificant differences were reproducibly
observed for 49 and 35 protein spots in light azwk dultivated seeds, respectively. Further, it was
found that absence of light stimulus is not maméfeésiuring imbibition, but has a negative effect
on number of responsive proteins in the secondepbfigermination.
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UvoD

Kli¢eni rostlin je jednim z tajptirody, které fascinuiji lidstvo jiz odnepétn Znamena nejen novy
Zivot pro rostlinu, ale jgdevSim u plodin vyuZitelnych v zédglstvi i obdobi, které ma vyznamny
podil na vysledném v§zku. Schopnost urychliti synchronizovat kifeni by #ejmé umoznila
péstovani gkterych druld rostlin i v oblastech, kde¢bné vegeténi podminky jejich hospodarny
rast neumo#uji, ¢ dosahnout vice reprodékich cykhi béhem jedné sezony. Procesy, kterymi
seminko Bhem jednotlivych fazi kéieni prochazi, jsou proto intenzivstudovanyadu let, mezi
jinymi se otazkou kifeni zabyval jiz Charles Darwin (Darwin, 1855). Modemetody jsou velkym
piinosem @ objasiovani molekularni podstaty biologickych protea mnohé je jiz znamo

i o kligeni (Weitbrecht a spol., 2011 )iddlevSim proteomickéfstupy se jevi jako velmi uzitaé,
protoze narozdil od genomickych metod umg¥sledovat aktuélni stav organisméetns zmen,

které se odehravaji pouze na Urovni post-tréngta modifikaci.

MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouZito obilek kukioe seté Zea mayskultivar CELUX, Cej¢ CR). Obilky
byly vysterilizovany [5 min 70% (V/V) ethanol v ddél, 5 min 30% (V/V) roztok Sava v dd@,
10x promyti ddHO, 2 min 70% (V/V) ethanol v ddi®], vysety na filtréni papir v Petriho misce
12x12 cm, pevrstveny 10 ml ddkD pro stimulaci imbibice a naslegliultivovany v kultiva&nim
boxu Percival s nasledujicimi parametry: (i) 25 R@ntinualni s¥tlo o intenzit100umol min* m’

2 a (i) 25 °C, kontinuélni tma @mol min* m? (pro zajistni absence sta byly misky navic
obaleny alobalem). Materiél byl shiran po 24 a 4&ikivace a ihned zamrazen v tekutém dusiku.
Pro analyzu proteomu byla zvolena izolace celkov@noteinu pomoci &né aceton/TCA
(kyselina trichloroctova) extrakce. Obilky byly peje homogenizovany mlynem v tekutém dusiku
a poté zpracovany #pobem popsanym napv Cerny a spol. (2011). Ziskany protein byl pak
rozdilen pomoci 2D elektroforézy (Bio-Rad), rékhé proteiny byly vizualizovany pomoci
koloidni Coomassie, digitalizovany pomoci kalibrogho denzitometru (GS-800, Bio-Rad)
a analyzovany softwarem Decodon 3.6 Delta2D (litpnv.decodon.com). Spoty signifikartn
regulované ve dvou opakovanich (P<0.05,&ma v relativnim objemu >50 %) byly dale
vyhodnoceny pomoci shlukové analyzy (Cluster 3a@aJTreeView), viezany a fipraveny pro
identifikaci proteinu metodou MALDI MS.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vedle teploty a sitelné kvality je rejm¢ nejvyznamgjSi stimulus spoudfici kli¢eni rostlin
imbibice. Experimenty s modelovou rostlindrabidospsis thalianaukéazaly, ze nova syntéza
proteini je zahajena jiz v fibéhu prvnich 8 hodin imbibice a maxima dosahuje nizia 24
hodinami (Rajjou a spol, 2006). Nicm&mnaina ¢ast proteomu jednem této doby stale tiena
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zasobnimi proteiny uloZzenymigbem dozravani, coz je patrné i na Obr. 1. Cilem pééce bylo
porovnat zminy proteomu zpsobené imbibici (24 h) a daledpeh kliceni (48 h) kukiice
kultivované gi kontinualnim oswtleni a ve tmi. Mapa proteomu obilky kukice ukazala gimérng
664 rozélenych proteinovych spitv rozsahu molekulové hmotnosti 10-250 kDa a pl03-1
(Obr. 1).

Obr. 1 Mapa proteomu obilky kukoe s vyzné&enymi proteiny regulovanymi v jiehu prvnich
48 h klgeni
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Celkow bylo nalezeno 49 signifikantn regulovanych spét v experimentu s kontinualnim
oswtlenim a 35 vabsenci &la (P<0,05; 2 biologicka opakovani) (Obr. 1, Td. BIizsi
porovnani obou sad ukazalo, Ze prvni faze (imbjbigkazuje urady proteifi podobny dinek na
jejich regulaci a iejme se tedy tyto e spousti pouhym pronikanim vody do obilky. Optotnu
porovnani proteomu po 48 hodinach ukazuje markardndil v rostlinach kiiicich v absenci
swtelného stimulu, kde evidentmlochazi k utlumenidinki imbibice (Tab. 1).
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Tab. 1 Rozéleni signifikantd regulovanych proteinovych sgot pribehu kliceni kukufice

24 h 48 h
Oswtleni Snizeni Narzist mnozstvi| Snizeni Narzist mnozstvi
45 | mnoZstvi proteinu mnoZzstvi proteinu
[gmol min~m™] . .
proteinu proteinu
100 33 4 35 11
0 25 4 9 10

ZAVER
Poddilo se ziskat nahled proteomu dtii kukurfice. Experimenty ukazaly, Ze proteom vyr&zn

reaguje na fitomnost/absenci stelného stimulu v gibéhu 2. faze klfeni. Prace poskytlgadu
cennych informaci, které poslouzi jako zaklad dhlsietailnich studii.

Tato prace vznikla za finani podpory projekt: 1AA600040701, LC06034, 1M06030, GR
206/09/2062, AV0z50040507, AV0Z50040702, AV0Z403aD5a podpory JCMM ,Podpora
nadanych studeintv ramci Stedoskolské odbornéinnosti (S@)* a ERDF projektu CEITEC
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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