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ABSTRACT

The climate on Earth is rapidly changing. Thuspfgdave to change their responses to enviroment
factors and adapt their growth and development.t®e used methods from proteomics, 2D
electrophoresis followed by mass spectrometry amlyo study this problem. We found over 100
proteins significantly regulated by heat stressffebéntial regulations of identified proteins
correlated with hormonal profiling and physiolodgtsis of treated plants. Measurement of stomata
movement, thermocamera plant body temperaturersogand hormonal and proteomic profiling
indicate that temperature response Arabidopsis thalianais influenced by plant hormone
cytokinin signaling. Our results provide a new aew of signaling pathways of plants involved in
response to changing enviroment conditions.
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uvoD

Tato praceesSi problematiku teplotniho stresu Garmécéasti rostlinnéhoda a zkouméa molekularni
odpowdi pomoci modernich metod molekularni biologiggvazre proteomiky. S vyuzitiméchto
technik je mozné zaznamenat finkzmeEny v odpo¥di na teplotni stres a zkoumat tak podstatu
ovlivnénych molekularnich reakci. Déle jsme schopni s pntmansgennich linii upravovat
hladiny fytohormo#, cytokinini, kteréstoji za celoadou odpowdi rostliny na zrénu vnitnich,

ale i vrgjSich podminek(erny et al., 2011).

MATERIAL A METODIKA

Jako modelové organismy byly pouzity rostliAyabidopsis thaliana(Col-0) a transgenni linie
CaMV35SGR>ipt (pOpBKiipt) (Craft et al., 2005), u kterych je mozné indukela zvysit
hladiny aktivnich cytokinifi. Rostliny byly gstovany po 4 tydny za standardnich podminek
(21 °C/19 °C den/noc, 16-h fotoperioda 90 pmdt gt swtelné intenzity) v kultivénim boxu
(AR36LX, Percival) v hydroponii (Hoaglandovo mediun®o 4 tydnech kultivace byly rostliny
oSeteny 24 hodinovou aplikaci 20 pM dexamethazonu (D&ivator systému transgenni linie).
Poté byly rostliny vystaveny teplotnimu stresu &/lda kdeny, zvlag na listy a na kieny s listy
dohromadySbirani vzork probihalo veiechéasovych bodech (0 min, 30 min, 180 min). Pé&sb
byla ¢ast vzorku podrobena fenotypové analyze pomoctadidho fotoaparatu Olympus Ixus
120 IS, termokamerou IRISYS4000 a inverznim flucee$nim mikroskopem Olympus
IX 70 acéast vzorki byla okamzig zamrazena v tekutém dusiku. Homogenizace vizprkbihala
vzdy v mnozstvi po 180 mg a celkovy protein byl xtyghovan pomoci 0,5 ml TBS pufru
(10mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4, inhibitory pgeas a PVPP polyvinylpyrrolidon, Sigma-
Aldrich). Listovy extrakt byl penesen na IgY-Rubisco Spin Column (GenWay Bitegm&k
Aldrich). Po 20 minutach wepace (20°C, 800 RPM) byl vzorek zbaveny RuBisCO ziska
centrifugaci. Listové i ki@nové vzorky byly zkoncentrovany pomoci Amicon 84ir5 Centrifugal
Filter Unit a extrahovany acetonovou (TCA) extrakBlamerval, 1986). Pro elektroforetickou
analyzu byl vzorek nejprve nanesen na IPG stripy 310, nelinearni gradient, Bio-Rad,
http://www.bio-rad.com/) a po izoelekrické fokusétb0 V 20 min, 300 V 20 min, 600 V 20 min,
1500 V 20 min, 3000 V 20 min a 4000 V stoupajicil2a000 V za hodinu, PROTEAN IEF Cell
Unit, Bio-Rad) byl vzorek proteomu dale ré#h pomoci SDS-PAGE (dodecylsiran sodny
v gradientovém 8-20% polyakrylamidovém gelu, MiRR®TEAN 3 Dodeca Cell, Bio-Rad:
100 V 10 minut a 150 V 60 minut). Vysledné gelyybgbarveny Bio-Safe Coomasie G-250 (Bio-
Rad) a neskenovany kalibrovanym Densitomentrem @5-Bio-Rad) s rozliSenim 700 dpi.
Analyza obrazu byla provedena Decodon Delta 2Dasaéim, kde mira signifikace byla nastavena
pii p<0,05% na +/- 1,4 (porovnani relativniho objemultych bod obou linii s ostatnimi
¢asovymi body). Signifikanthregulované spoty byly digestovany trypsinem a pbeny analyze
MALDI TOF/TOF MS.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Pred samotnou proteomickou analyzou bylo provedesstovani funknosti kolony pro afinitni

odstragni RUBISCO Seppro IgY-Rubisco Spin Column (Sigma+#dh). Bylo zjiS&no, Ze dané

kolony jsou schopny snizit hladinu tohoto abundémttrproteinu na 25% zipodniho obsahu.
Diky tomu jsme na gelu po depleci Rubisko schopleintifikovat vice skvrn odpovidajicich
proteinim lezicim ve shodné oblasti MW/pl jako RuBisCO. arytysledky byly publikovany
(Cerny et. al, 2011).

Fenotyp nadzemndasti rostlin Arabidopsis thalianastandardniho typu vystavenych teplotnimu
stresu zavisel na #pobu jeho aplikace. Vifpadt ohievu celé rostliny nebyly pozorovany
v pribéhu 3 hodin jsobeni teplotniho stresu vyznamné odchylky od fgnotpi standardni
kultivacni teplot. Vadnuti bylo zji&no pi aplikaci teplotniho stresu na nadzentast rostliny.
Nejvyssi stupe vadnuti byl pozorovan vifpads piisobeni teplotniho stresu pouze naeky.
ZvySené hladiny cytokiniihu transgenni lini€aMV35SGR>ipt tuto odpo¥d’ zmenily. Vadnuti
nebylo pozorovanoipohtevu pouze kieni. F¥i ohievu pouze nadzemaésti rostlin bylo vadnuti
vyrazrgjSi nez u rostlin se standardnimi hladinami cytokin P ohfevu celych rostlin byl rozsah
vadnuti nejsilgjSi a podobal se situaci u rostlin se standardhiadinami cytokiniri, u kterych
doslo k olievu pouze kieni. NejvySSi stupe fenotypovych zrmn pozorovanych wthto dvou
ptipadech velmi date koreloval s vysledkem shlukové analyzy diferein¢iaregulovanych
proteini listového proteomu (Obr. 2). Tato analyza ukazatapdpowdi na Urovni proteomu jsou
pusobeni na celou rostlinu. Kikazu, Ze teplota listu odpovidaléedvani pro jednotlivé #ysoby
aplikace teplotniho stresu, bylo vyuZito techniggmalniho snimani (Obr. 1).
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Obr.1: fotografie (A) a termo snimky (B)jgmbeni teplotniho stresu na kontrolni (Col) a tgerai
(CaMV35S>GR>ipt) linie Arabidopsis thaliana. ProplE p‘ehlednost byly stanoveny 4 parametry
signifikantniho vadnuti (C) wthto linii, kdecervena Sipka zn# odliSnou polohu list oproti
kontrole (L = teplotni stres pouze na listy; LReplotni stres na celou rostlinu; R = teplotni stres
na ka'eny; 30 a 180 =zasovy interval m¥eni v minutach).

CaMV355>GR>ipt

Teplotai rozsah

208°C 381°C 36.6°C 191°C

Obr. 2: rozdfleni jednotlivych skupin regulovanych proiein listovém proteomu pomoci metody
City-block distance (WT — kontrola, CK — zvySerainla cytokinir, 30 a 180 ¢asovy Udaj séru
v minutach).
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V praci Dobrd et al, 2010, byla na hormondlni aioprokdzana zema hladiny nejenom
cytokining, ale i ostatnich hormdrv reakci na teplotni stres. Efekt zvySené teptogneny hladin
fytohormorii se projevil na vodni bilanci u pozorovanych litéibaki (Nicotiana tabacum
Vyparovani vody z rostlinnéhdla probiha progednictvim péduchi, jejichz pohyb reguluje vodni
bilanci rostlin. Efekt teploty na pohybtatuchi byl jiz pozorovan (Zhang et al., 2008) @zeme
tak vys\tlit rozdilnou Grové epinastie u naSich pokusnych linii (Obr. 1). ZvySe vodivost
praduchi, zvySi se Ubytek vody v rostin To povede ke ztrétturgoru a nasledné epinastii.
Odlisny pohyb prduchi byl pozorovan jak u linii se standardni hladinogokining, tak
u transgennich linii v zavislosti na odliSnych katii teplotniho stresu (Obr. 3).

Obr. 3: relativni p@et otevenych/zakenych priduchi v disledku odliSného teplotniho stresu po
180 minutovém gsobeni teplotniho stresu (relativni hodnoty byliaXeny vzdy k nultému bodu
meérreni dané linie).
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ZAVER

ZvySend teplota se ukazala jako silny stimul pgnigikantni zngénu v profilu mnoha protein
vyskytujicich se ve vSech typech organel rostlibogky. Vysledky této prace poslouzi k dalSimu
pétrani po teplotnich receptorech v rostlindcheafoti tak moZznost vytw@&ni novych transgennich

systénti odolnych Vi¢i pisobeni extrémnich teplot, kterym jsou rostliny uéssné dob ¢im dal
Castji vystavovany.
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