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ABSTRACT

Cytokinins (CK) are phytohormones with importarierm plant growth and development and they
are known to participate in number of plant sigmplpathways. In our recent work we found link
between temperature perception and early respaies€Ks and in this follow-up project we
studied the effect of inducibly-increased CK levets temperature-stress responses. Plants were
subjected to 3 different kinds of heat stress fotai3 hours: heat stress from above (leaves), heat
stress from below (roots) and heat stress on tha@lenplant. We analyzed heat stress induced
responses by 2-D gel electrophoresis followed byLRIATOF/TOF protein identification in root
proteome and Rubisco-immunodepleted leaf proteamplants with increased endogenous CK
levels, and wild-type (Col.). In numbers, we foundre than 100 responsive proteins and most of
these heat-stress responsive proteins exhibitgtmodulations by increased CK levels. Moreover,
our results indicate interesting interplay betwbeat-stress perception in roots and leaves.
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uvoD

Vzhledem k rostoucimu zajmu spétesti o ekologii, ale i snaha agronbnSlechtit rostliny
odolrgjsi viagi vngjSim nepiznivym podminkam, je studium environmentalniclvivina rostlinné
organismy v dneSni debvelice popularni, avSak malo probadané téma.iiKap o vnimani
a signalizaci tepla v rostlinnérlé na molekularni Grovni existuje pouze malo infaoh(Penfield,
2008). Proto tato pradesi problematiku teplotniho stresu amécasti rostlinnéhoda a zkouma
molekularni odpo&di pomoci modernich metod molekularni biologigeyazré proteomiky. Takto
jsme schopni zaznamenat fénk a strukturni zrémy v odpo¥di na teplotni stres a zkoumat tak
podstatu ovlivinych molekularnich reakci, ba co vice, pomoci gansich linii jsme schopni
upravovat hladiny fytohormdn kteréstoji za celouradou odpo¥di rostliny na zmsnu vnittnich,
ale i vrgjSich podminek. Existuje jizékolik praci, které fedpokladaji vliv hormonu cytokininu
(CK) na vnimani teploty (Hare et al., 1997; Burkinaa et al., 2001; Jeon et al., 200@&rny et al.,
2010). Je znamo, Ze cytokininy maji odliSnynék na kdenovou a nadzemmast rostlin. Steja
tak Ize @éekavat, Ze i odpad’ na znény v teplot bude mit odliSny projev.iBsto doposud nebyla
provedena zadna studie, ktera hiklddre sledovala tyto jevy s@asreé. Teplotni stres je v této
praci aplikovan tak, abyasténg simuloval misobeni teploty na rostlinuébem dne: (i) 40 °C

pouze na listy, (ii) celou rostlinu a (i) pouzea kaeny.

MATERIAL A METODIKA

Pro studium &inku teploty a cytokinifi byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana (Col-0)

a transgenni linieCaMV35SGR>ipt (pOpBK-ipt) (Craft et al,, 2005), u kterych je mozné
indukovatel® zvySit hladiny aktivnich cytokinin Rostliny byly gstovany hydroponicky
(Hoaglandovo medium) po 4 tydny za standardnichnpoek (21 °C/19 °C den/noc, 16-h
fotoperioda 90 pmol ih s swtelné intenzity) v kultivanim boxu (AR36LX, Percival). Po
4 tydnech kultivace byly rostliny ogety 24 hodinovou aplikaci 20 uM dexamethazonu (DEX)
ktery slouzi jako aktivator systému transgenngliftoté byly rostliny vystaveny teplotnimu stresu
zvla¥ na kdeny, zvlag na listy a na kieny s listy dohromadySbirani vzork probihalo veitech
¢asovych bodech (0 min, 30 min, 180 min). Pérgtbyly vzorky okamzit zamrazeny v tekutém
dusiku. Zmrazené vzorky byly homogenizovany v mhdzpo 180 mg a celkovy protein byl
vyextrahovan pomoci 0,5 ml TBS pufru (10mM Tris-H@50 mM NaCl, pH 7,4) sifilavkem
inhibitord proteas a PVPP (polyvinylpyrrolidon, Sigma-Aldiichistovy extrakt byl penesen na
IgY-Rubisco Spin Column (GenWay Bitech/Sigma-Aldijic Po 20 minutach vepace (20°C,
800 RPM) byl vzorek zbaveny RuBisCO ziskan cergafti. Listové i kéenové vzorky byly
zkoncentrovany pomoci Amicon Ultra-15 Centrifugéief Unit a extrahovany acetonovou (TCA)
extrakci (Damerval, 1986). Rozp&dy proteom byl nanesen na IPG stripy (pl 3-10, nedini
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gradient, Bio-Rad, http://www.bio-rad.con)/ Po izoelekrické fokusaci (150 V 20 min, 300 V
20 min, 600 V 20 min, 1500 V 20 min, 3000 V 20 raid000 V stoupajici na 12 000 V za hodinu,
PROTEAN IEF Cell Unit, Bio-Rad) byl proteom dalezaslen pomoci SDS-PAGE (dodecylsiran
sodny v gradientovém 8-20% polyakrylamidovém g#Mini-PROTEAN 3 Dodeca Cell, Bio-Rad:
100 V 10 minut a 150 V 60 minut). Vysledné gelyyowpkolikrat promyty destilovanou vodou
a obarveny Bio-Safe Coomasie G-250 (Bio-Rad). Gérawgely byly neskenovany kalibrovanym
Densitomentrem GS-800 (Bio-Rad) s rozliSenim 700 Aipalyza obrazu byla provedena Decodon
Delta 2D softwarem, kde mira signifikace byla neste pi p<0,05% na +/- 1,4 (porovnani
relativniho objemu nultych bédobou linii s ostatniméasovymi body). Signifikantni spoty byly
vytezany, digestovany trypsinem a analyzovany pomatilM TOF/TOF MS.

VYSLEDKY A DISKUZE

Analyza obrazu 2D gg&lukazala, Ze v listovém proteomu je mnohem vicéotep regulovanych
spofi nez v kdenovém proteomu. Z celkovéhodbw regulovanych spotpatilo 75% listovécasti

a 25% koenovécasti, i kdyz celkovy p&et spoti je v obou rozdlenich srovnatelny. Porovnani
obrazu pekryvu 2D map kienového a listového proteomu (Obr 1.) ukazuji éeligzdily mezi
jednotlivymi proteiny.

Obr. 1 Pekryv 2D map proteofnkoene a listu. Barevhvyznaeny spoty se shodnou pozici na
gelu.

Po analyze hmotnostni spektrometrii bylo #ji§t, Ze pekryv signifikant® regulovanych protein
v karenovém a listovém proteomu byl skirte velice maly, a to pouze v Sipadech (Obr. 2).
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Obr. 2 Prekryv signifikantd regulovanych proteihlistového a k#enového proteomu.

ZAVER

Tato prace usf$ns vyuzila moderni metodu deplece Rubisco pouzitiMRybisco Spin Column,
jejiz optimalizace pro 2D proteomiku byla nedavmblikovana vCerny et. al, 2011. Z vysledku je
patrné, ze sledovani proteomuioe a listu je vhodné provéidseparaté. Stresovani teplem spolu
se zvySenou hladinou endogennich cytokinise ukazalo jako velice utkZité a doposud
nedostaténé probadané téma. Ziskané vysledky poslouzi k hiabSporozunini signalizace

a odpoedi mezi kdenovym a listovym proteomem. S@sna analyza proteomu zkoumanych
rostlin spolu s dalSimiifstupy jako transkriptomika nebo metabolomika najsenk pochopeni
reakci souvisejicich s odp#li rostlin na teplotni stres.
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