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ABSTRACT

Light and cytokinin (CK) signaling are intertwinet several levels, and the underlying molecular
mechanisms are being actively researched. To gehsaght into the modulation of CK action by
decreased light intensity at the proteomic level,used 2-DE followed by image analysis and MALDI-
TOF-TOF MS to analyze changes in steady-state iprégeels inArabidopsis thaliana seedlings with
increased content of endogenous CKs cultivatedaatiard (9Cumol m? s*) and decreased (30mol

m2 s%) white light intensities. After the activation tife CK-biosynthetic genigt, we observed about
61 differentially expressed protein spots (représgnabout 12% of detected spots). Out of the 61
protein spots, 36 were regulated in a comparatskida at both light intensities, and 2 and 23 were
differentially regulated at only standard or deseghlight intensity, respectively. Till now moreath58
proteins have been identified, and can be clagsifis proteins involved in seed germination,
photosynthesis, carbon and nitrogen metabolisnmzetdbolism of xenobiotics.
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UvoD

Vedle auxirii hraji klicovou roli v hormonalni regulaci vyvoje rostlin itokininy. VSechny frodni
cytokininy jsou derivaty adeninu substituované vp&ici. Cytokininy ovliviuji rast a vyvoj rostlin,
podileji se na regulaci organogeneze a regenevatlinr (Kaminek 1997). Molekularni mechanizmy
jejich &inku jsou intenziva studované jak na genomické, tak na proteomickenir®ylo prokazéano,
Ze cytokininy maji efekt na prodluzovani délky higptylu. Elongace hypokotylu je velmi citliva
a zavisi nejen na ¥jsich faktorech jako je najlad swtlo a teplota, ale i na viitich faktorech,
kterymi jsou nafiklad rostlinné hormony (Collett at al. 2000). Keudiu proteomu byla vyuzita
2D elektroforéza. Nejdve jsou proteiny separované podle jejich isoelekého bodu pomoci
isoelektrické fokusace. Potom se takto tbedé proteiny separuji podle jejich molekulové hnosti
pomoci SDS-PAGE. Detekce prot&ina gelu je mozna pomoci barveni hagfibrem nebo Coomassie
Brilliant Blue. Dale je mozné vyuzit specifickouteleci nag. pomoci fluorescence nebo protilatek
(Gorg 2003, Weiss, Gorg 2007).

MATERIAL A METODIKA

Jako rostlinny material byly pouzity transgenni eadsky Arabidopsis thaliana (pOp-ipt- GUS::LhG4)

s endogen® zvySenou hladinou cytokinina kontrolni divoky kmen var. Columbia. Semé&nabyly
kultivovany na nizké sselné intenzité (20 umol m? s') a normalni intenzit (90 umol m? s).
Po 9 dnech u nizké intenzity a 7 dnech u normateinzity, kdy se zakladaly prvni pravé listky, byla
cast semenka aktivovana. Byly sledovany zmy v proteomu mezi divokym kmenem a senttga
se zvySenou hladinou cytokirin Proteiny byly izolovany pomoci roztoku kyselingichloroctove

v acetonu (Gorg 2003). Byl pouzit 18 cm strip pH 30 (Bio-Rad). SDS PAGE byla provedena
standardnim zisobem. K barveni byla pouZzita Coomassie BrilliahteB(Bio-Rad). K analyze obrazu
byl pouZit program DECODON Delta2D. Identifikaceof@ini pomoci hmotnostni spektrometrie byla
realizovana Ustavem analytické chemie &R.

VYSLEDKY A DISKUZE

Zmeény v proteomu mezi divokym kmenem a sendégase zvySenou hladinou cytokidinbyly
sledovany po 1, 2, 3, 4, 5 a 10 dnech po aktivatizké intenzity a po 1, 2, 3, 4 a 5 dnech u nominal
intenzity. Byly pouzity d¥ rizné aktivace pomoci 80 nM a 500 nM dexamethasoyly. (IBklany dva
nezavislé experimenty. Vysledky jsouipiérem ze i geli.

Prvni rozdily ve vyvoji semeil byly pozorovany po dvou dnech po aktivaciedevsSim to bylo
prodluzovani hypokotylu (pouze u nizké intenzityhlaibice fistu kdaene.

Z celkového p&tu 750 spat na gelu bylo 58 rozdith regulovanych. U nich byla provedena
identifikace pomoci MALDI-TOF-TOF MS. Bylo identiovano 61 proteiin v 55 spotech (dva spoty
jsou sn&sné). Z ¥chto proteiti bylo 36 regulovanych na oboué&einych intenzitaich a 2 a 23 byly
rozdilné regulované pouze na normdlni a nizké inténzéspektive. Tyto proteiny maji Glohu rfap
v metabolismu uhliku a aminokyseli¢ést z nich je také zapojena do odfmlivna nejfizngjSi stresy.
Nejvice rozdilé regulovanych proteinbylo lokalizovano v chloroplastu (28%) a cytopl&s{@2%).



ZAVER

Z celkového p&tu 750 spat na gelu bylo 58 rozdith regulovanych. U nich byla provedena
identifikace pomoci MALDI-TOF-TOF MS. Bylo identiovano 61 proteiin v 55 spotech (dva spoty
jsou sn&sné). Z ¥chto proteiri bylo 36 regulovanych na oboué&einych intenzitaich a 2 a 23 byly

rozdilné regulované pouze na normdlini a nizké inténzéspektive. Tyto proteiny maji Glohu rfap
v metabolismu uhliku a aminokyselifgst z nich je také zapojena do odgmivna nejiizngjsi stresy.
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