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Souhrn

Bakalatska prace se zabyva studiem chladového stresu na rostlinu je¢men sety

(Hordeum vulgare), odridy Golden promise.

V teoretické Casti bakalaiské prace jsou poznatky o je¢menu setém, pisobenim strest
na rostliny se zaméfenim na chladovy stres, jeho signalizaci, dusledky a nasledné odpovédi

rostlin na tento stres.

V praktické casti jsou obsazeny vysledky experimentu vystaveni rostlin jeCmene
setého chladovému stresu (2 °C) po dobu 23 dni a porovnani jejich fenotypu s fenotypem
kontrolnich rostlin. Stresované rostliny tvofily malo stonkovych odnozi a doristaly malych
delek, tvorily maly pocet adventivnich a boc¢nich kofenli o malych délkach. Navic vykazovaly
zakrslost a dosahovaly velmi malé hmotnosti. Déle tato ¢ast obsahuje vysledky proteomické
analyzy, ktera zahrnovala porovnani optické denzity proteinovych skvrn z dvourozmérnych
proteinovych map stresovanych a kontrolnich rostlin. Bylo detekovano 31 proteinovych skvrn
Vv proteinovych mapach stresovanych a kontrolnich rostlin se statisticky vyznamnou zménou
optické denzity na hladiné¢ vyznamnosti 95 % (p < 0,05). Z dvourozmérnych proteinovych
map stresovanych rostlin bylo u 14 skvrn pozorovano zvySeni a u 16 skvrn sniZeni optické

denzity oproti skvrndm dvourozmérnych proteinovych map kontrolnich rostlin.



Summary

This bachelor thesis deals with study of cold stress on barley plants (Hordeum

vulgare), cultivar Golden Promise.

Theoretical part of the thesis contain principal knowledge about barley, effects of
stresses on plants with the focus on cold stress, its signalization, consequences and resulting

response of plants to this type of stress.

Practical part contain results of the experiment in which barley plants were exposed to
cold stress conditions (2 °C) for 23 days and then their phenotypes were compared with the
phenotypes of control plants. Stressed plants were creating less stem branches and small
number of adventitious and lateral roots with short lengths. Moreover stressed plants showed
retarded growth of whole plant and very low weight. This part also contains results from
proteomic analysis which included comparison of optical density of protein spots from two
dimensional protein maps of stressed and control plants. In the protein maps of stressed and
control plants, 31 protein spots were detected that had statistically significant change of optic
density on significance level 95 % (p < 0,05). On these two dimensional protein maps of
stressed plants 14 spots had increased and 16 spots had decreased level of optic density in

contrast to two dimensional protein maps of control plants.
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1. Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma vliv chladového stresu u Hordeum vulgare
a jednod€loznych rostlin. Vyuziti proteomickych metod pro studium chladového stresu

u rostlin.

2. Zavedeni péstovani Hordeum vulgare cv. Golden Promise a transgenni linie

jeémene HVMPK3 v hydroponii v podminkéch chladového stresu.

3. Vyhodnoceni fenotypovych zmén u Hordeum vulgare cv. Golden Promise po

pusobeni chladového stresu. Ziskani proteinovych extraktl z rostlinného materialu.

4. Ptiprava a vyhodnoceni gelii z dvoudimenziondlni elektroforézy z proteinovych

vzorkt z Hordeum vulgare cv. Golden Promise po aplikaci chladového stresu.



2. Uvod

Chladovy stres, ktery patii mezi abiotické stresy neptiznivé ovliviiuje rist a vyvoj
rostlin a vyznamné omezuje jejich prostorovou distribuci a zeméd€lskou produktivitu
(Chinnusamy et al., 2007). Tento stres odpovida podminkam, ve kterych je teplota v rozmezi
mezi 0 a 20 °C. Pokud jsou organismy vystaveny teploté niz§i nez 0 °C, jsou vystaveny
mrazovému stresu (Qureshi et al., 2007). Vystaveni rostlin chladu zpisobuje zavazné fyzické
poskozeni rostlinnych tkani a organi (Pearce, 2001) pii¢emz schopnost rostlin odolavat
tomuto stresu je velice variabilni (Thomashow, 1998). Rostliny patii ke stabilnim
organismim, které nemohou uniknout zméné podminek prostiedi, a proto snimi musi
neustale bojovat (Smékalova et al., 2014). Odpovédi rostlin na abioticky stres jsou velmi
komplexni (Cramer, 2010) a lisi se v zavislosti na pletivu nebo organu zasazeném stresem

(Cramer et al., 2011).

Proteiny jsou ptfimymi t¢astniky mnoha obrannych procest v rostlinach, ¢imz vyrazné
ovliviiuji fenotyp rostlin (Kosova et al., 2014). Pasobeni chladového stresu probiha v nékolika
fazich, jejichz vysledkem je nasledna reorientace metabolismu rostliny, ktera se odrazi ve
zméné jejiho proteomu (Kosova et al.,, 2011). Studium proteomu v odpovédi rostliny na
chladovy stres pak zahrnuje sledovani zmény ,,abundance® proteind, sledovani jejich post-

translaénich modifikaci a zmény v jejich lokalizaci uvnitt buiiky (Samaj et Thelen, 2007).

Preziti rostlin zalezi na siti husté propojenych systému pro rychlou percepci a reakci
na ruzné podnéty z prostiedi (Tuteja et Sopory, 2008). Pienos téchto signald je zajistén
pomoci komplexnich signalnich drah slozenych z proteind, napfiklad mitogen-aktivovanych
protein kinazovych drah nebo vV pfipadé¢ chladového stresu i ICE-CBF/DREB drah
(Smékalova et al., 2014; Miura et Furumoto, 2013).
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3. Soucasny stav FeSené problematiky

3.1. Je€men sety

JeCmen sety (Hordeum vulgare) je jednoletou, krytosemennou, jednodéloznou
rostlinou z ¢eledi Lipnicovitych. Je to diploidni organismus s velikosti haploidniho genomu
5,1 gigabazi (The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012). Tato plodina
se vyskytuje ve dvou variantach, a to v zimni a v jarni. Hlavnim rozdilem mezi témito
variantami je vytéznost, ktera je u ozimého je¢mene o 20-30 % vyssi oproti jeho druhé, jarni
varianté (Spunar et al., 2002). Duty stonek se nazyva stéblo, zarodek obsahuje jednu délohu,
hlavni kofen V pozd¢jsi fazi ristu zanikd a jeho funkci pfebiraji postranni koteny.
Kvétenstvim jeémene je klas a plodem obilka. Je¢men je fazen mezi obilniny, coz jsou jedny
z nejdulezitéjsich plodin na svété, jejichz semena se, diky své bohaté nutri¢ni hodnoté, jiz po
tisice let vyuzivaji vzemédé€lstvi pro lidskou vyzivu, jako zvifeci krmivo a také
ve sladovnictvi. I v nedavné dob¢ obilniny jesté stale tvotily asi dvé tfetiny celosvétového
lidského piijmu kalorii, at' uz piimo, ¢i nepiimo skrze maso a mléko zvifat Zivenych
obilninami (Dyson, 1999). Nejen je¢na zrna, ale i zrna dalSich obilnin obsahuji rozpustnou
vlakninu, ktera je dulezitd pro lidské zdravi. Snizuje totiz riziko vaznych kardiovaskularnich
chorob, cukrovky typu II a rakoviny tlustého stieva (Collins et al, 2010). Dulezitosti obilnin
ptispiva také fakt, Ze zeméd€lstvi je jeste stdle v mnoha méné vyspélych zemich hlavnim
zdrojem piijmi. Podle statistik serveru statista.com byla hodnota vyprodukovaného je¢mene

v letech 2014 a 2015 139,7 miliond metrickych tun (Statista, 2015).

Z dtivodu svého Sirokého vyuziti a stalé se zvysujiciho poctu obyvatel na Zemi jsou
je¢men a ostatni obilniny dulezitymi experimentalnimi organismy, které je nutno studovat
a zlepSovat jejich fyziologické vlastnosti Slechténim a genetickym modifikovanim, za pouziti
rostlinnych biotechnologii. Toto potvrzuje také fakt, Ze v ramci mezinarodni spoluprace byl
realizovan projekt, jenZ mél za ukol provést kompletni osekvenovani genomu je€mene. Tento
projekt byl dokonéen a publikovan v ¢asopise Nature v roce 2012 (The International Barley

Genome Sequencing Consortium, 2012).

Ve srovnani s mnoha ostatnimi obilovinami je je¢men odolné&;jsi rostlinou, a také jako
ostatni rostliny z tribu Triticeae se vyskytuje v zimni a jarni varianté. Pro zimni variantu,
rostouci v oblastech s teplotou pod bodem mrazu, je klicové, aby byla co nejvice tolerantni

vici chladu a mrazu (Hlavackova et al., 2013). Proto je dilezité, abychom porozuméli, jak
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chladovy stres ptisobi na tuto rostlinu, aby pomoci rtiznych experimentd mohlo dojit ke

zvyseni vytéznosti této plodiny i v oblastech s nizkou teplotou.

Jiz v prabéhu 20. stoleti se zacaly Slechtit rizné odriidy je¢mene, za ucelem ziskani
linii rostlin se zvySenym vynosem a linii odolnych vici biotickym a abiotickym strestim.
Jednou z mnoha odrid je Golden Promise, ktera byla vytvorena ve Velké Britanii v roce 1956
Zz odridy Maythorpe za pomoci gama zafeni. Pé&stitelim piinesla unikdtni kombinaci
zadanych agronomickych vlastnosti jako rychly rist a vyvoj, kratka a tuha stébla, dobrou
odolnost vici ztraté klasi a semen a dobrou kvalitu sladu. V roce 1967 byla tato odrida
zahrnuta do seznamu anglickych obilnin a pozd¢ji se rozsifilo jeji péstovani také do Skotska.
Mutace, diky které tato odrtida vznikla byla dokonce vlozena do mnoha dalSich uspésnych
odrid. Nevyhodou odridy Golden Promise bylo, Ze byla nachylna k infekci padli jeCmene
(Erisiphe graminis sp. hordei), ale diky pouzivani u¢innych chemickych prosttedki si udrzela

dominantni pozici na britském trhu (Forster, 2001).
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3.2. Kultivace rostlin v zivnych roztocich

Metoda kultivace rostlin v zivnych roztocich se odborn¢ nazyva hydroponie. Jde
0 velmi stary systém péstovani rostlin Siroce vyuzivany v bézném zivoté hlavné ve velmi
suchych krajinach. Jeho vyuziti ve védé¢ umoziiuje péstovat rostliny za kontrolovanych
podminek, diky cemuz lze efektivné provadét experimenty vyzadujici co nejmensi kontakt
S potencialnimi patogeny ¢i jinymi jevy ovliviijici rist a vyvoj rostlin. V hydroponickych
systémech jsou nejcastéji kofeny piimo ponotfeny do zivného roztoku, avSak existuje i tzv.
acroponie, pii které je Zivny roztok na kofeny nastiikavan (Kratsch et al., 2006). Jelikoz zivny
roztok pIné nahrazuje pidu v hydroponickém systému, musi obsahovat potfebné Zziviny
K pieziti rostliny. Dne$ni Zivné roztoky se slozenim latek moc neli$i od téch, se kterymi
experimentovali védci v brzkych fazich testovani hydroponie. Jednim z nejpouzivangjSich je

tzv. Hoaglanduv roztok (Hoagland et Arnon, 1950).
3.3. Vnimani stresovych podminek rostlinami

Za stres se oznacuje vystaveni organismu abnormalnim podminkdm. Stresy, které
pusobi na rostliny se rozd€luji na biotické a abiotické. Bioticky stres je takovy, ktery je
zpusoben jinymi Zijicimi organismy, napiiklad patogeny a jejich toxickymi produkty.
Abioticky stres je zptisoben ménicimi se podminkami vné&jSiho prostiedi a miize byt fyzikalni
nebo chemické povahy. RozliSuje se primarni abioticky stres, kde patii sucho, zvysena ¢i
sniZzena teplota, salinita prostfedi, pfitomnost téZkych kovil a toxickych latek v prostiedi
a sekundarni abioticky stres, kam patii osmoticky a oxidativni stres (Vitamvas et al., 2007).
Rostliny se sriznymi typy stresu vypoifadavaji pomoci mnoha slozitych molekularnich
mechanizmi, ale ne vzdy se dokaZzi pfizpusobit nebo plné€ ubranit. Tyto mechanismy jsou pro
vice typd stresu propojené (Matsuoka et al., 2002), coz je pro rostlinu napomocné,

vyporadava-li se s vice stresy najednou.

Odpovédi rostlin na abioticky stres jsou velmi komplexni (Cramer, 2010) a 1iSi se
Vv zavislosti na pletivu nebo organu zasazeném stresem (Cramer et al., 2011). Také sila a délka
pusobeni stresu muze mit vliv na slozitost odpovédi (Tattersall et al., 2007; Pinheiro et
Chavez, 2011). Dulezitymi signalnimi molekulami ovliviiujicimi odpovéd rostlin na jejich
okolni prostfedi jsou ethylen, reaktivni ¢astice kysliku (ROS), reaktivni ¢astice dusiku (RNS),

wevr

2008; Cramer et al., 2011).
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3.3.1. Chladovy stres

Chladovy stres nepfiznivé ovliviluje rast a vyvoj rostlin, siln€¢ omezuje jejich
prostorovou distribuci a zemédé€lskou produktivitu, zabranuje projevu genetického potencialu,
a to bud’ pfimo inhibici metabolickych reakci ¢i nepiimo skrz chladem indukovanym
osmotickym nebo oxidativnim stresem (Chinnusamy et al., 2007). Schopnost rostlin odolavat
chladovému stresu je velmi variabilni. Tropické rostliny nejsou schopny odolat nejslabsSim
mraztm. Naproti tomu byliny mirného pasu mohou ptezivat mraz v rozsahu teplot od -5 do -
30 °C a vytrvalé rostliny dokonce piezivaji zimni obdobi v tajgach pfi teplotach pod -30 °C
(Thomashow, 1998). Vystaveni rostlin chladu zptsobuje snizeni fluidity cytoplazmatickych
membran, piijmu vody a zivin, zménu konformace proteini a nukleovych kyselin
(Chinnusamy et al., 2007) a fyzické poskozeni rostlinnych tkani a organu (Pearce, 2001).
Chladovy stres odpovida podminkam, ve kterych je teplota mezi 0 a 20 °C. Pokud jsou
rostliny vystaveny teploté niz$i nez 0 °C, jsou vystaveny mrazovému stresu. Nasledna
dehydratace bunék zplisobena mrazem ma Casto za nésledek denaturaci proteinil ¢i precipitaci
riznych molekul (Qureshi et al., 2007). Na zakladé schopnosti odpovédét na chladovy stres

muzeme rostliny roz¢lenit na odolné vici chladu a citlivé vici chladu (Ahamed et al., 2012).

Pusobeni chladového stresu na jednodélozné rostliny, a pifedevsim na je¢men jesté
neni zcela podrobné¢ prozkoumano. Nicméné jiz pted vice nez dvaceti lety byl proveden
vyzkum, kterym se zjiStovala existence chladem regulovanych genli u je¢mene. Vysledkem
byla izolace péti riznych cDNA klonti, u nichZ bylo prok4zéano, Ze reprezentuji chladem
regulované transkripty. U jednoho z nich bylo dokdzéano, Ze kéduje produkt, vyskytujici se
pouze V listech jedincti vystavenych chladovému stresu (Cattivelli et Bartels, 1990). Dnes je
znama existence vicerych gent regulovanych chladem, které mohou byt sekundarné spustény
aplikaci kyseliny abscisové, ktera je klicovym rostlinnym hormonem, jez se uplatituje pfi
odpovédi na jiny typ stresu, naptiklad na sucho. Geny z Huseni¢ku rolniho (Arabidopsis
thaliana) zapojené v chladovém stresu jsou napi. COR geny (chladem regulované), LTI geny
(vyvolané nizkou teplotou), KIN geny (chladem vyvolateln¢), RD geny (reagujici na
vysychani) a ERD geny (vyvolatelné brzkou dehydrataci) (Thomashow, 1998). V jinych
vyzkumech bylo zjisténo, Ze pii nizkych teplotdch se u je¢mene naruSuje fotosynteticky
aparat. Dochazi k nadprodukci volnych elektronti, které mohou poskozovat reakéni centra
fotosystému II (konkrétné D1 proteiny) a chladovy stres mize poté vést az k inhibici

elektronového transportu (Busconi et al., 2001).
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Byly také provadény experimenty zalozeny na ptfedpokladu, e nadexprese gent
zajiStujicich ochranu proti urcitému stresu nebo adaptaci na néj by mohla zajistit okamzitou
toleranci organismu K uvedenému stresu (Mrizova et al.,, 2013). U jeCmene byl
nadexprimovan transkripéni faktor Osmyb4. Transgenni rostliny exprimujici tento faktor
mély zvysSenou toleranci vii¢i mrazu a také lepsi kliceni v nizkych teplotach s malym efektem
na rast rostliny (Soltész et al., 2012). Podobn¢ byla u Ryze seté (Oryza sativa) testovana
nadexprese genu OSAOX1 pro enzym alternativni oxidazu, ktera je zapojena v elektronovém
transportnim fetézci mitochondrii. Vysledek experimentu ukazal, ze rast transgennich rostlin
pii nizké teploté 4 °C byl pouze zpomalen a nikoliv Gplné inhibovan, a také, ze vySsi hladina
tohoto enzymu zajistila niz$i poskozeni bunéénych membran oxidativnim stresem (Li et al.,

2013).

Proces, kterym se rostliny adaptuji na chladovy stres nazyvame aklimatizace. Pfitom
urostlin dochazi ke zménam genové exprese a metabolismu. Jev, diky kterému rostlina
pocituje nizké teploty je rigidifikace cytoplazmatické membrany (Chinnusamy et al., 2010).
To se d¢je pii dosazeni tzv. piechodné teploty, pfiCemz membrany slozené z lipidd
S nasycenymi mastnymi kyselinami dosahuji rigidifikace pifi vyS$si teplot¢ nez membrany
sloZzené z lipidli s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Rostliny citlivé vic¢i chladu mivaji
obvykle vyssi podil nasycenych mastnych kyselin ve svych membranach, tudiz maji vyssi
ptechodnou teplotu. Naproti tomu rostliny odolné vuéi chladu maji tedy vyssi podil
nenasycenych mastnych kyselin a niz8i pfechodnou teplotu (Yadav, 2009). Bylo prokazano,
ze dimethylsulfoxid (DMSO), latka zptsobujici rigidifikaci membrany za normalnich
podminek, vyvola u Tolice vojtésky (Medicago sativa) expresi COR genl zapojenych do
odpovédi na nizkou teplotu prostiedi (Orvar et al., 2000). Rigidifikace membran dale zptisobi
otevieni mechanosenzitivnich kanalti pro vapenaté ionty, jejichz kratkodoby narist reguluje
expresi COR geni (Ding et Pickard, 1993; Chinnusamy et al., 2010). Zpracovani signalu
vyvolaného Ca®" ionty se ucastni mnoho latek, jako napf. kalmodulin, Ca?*-dependentni
protein kinazy, kalmodulin véazajici transkripéni aktivatory, proteiny podobné kalcineurinu B
a dal§i (Miura et Furumoto, 2013). Co se tyce ucinnosti aklimatizace, Thomashow (1998)
tvrdi, Ze pSenice rostouci za normalnich teplot by byla zabita pti -5 °C, kdezto po uspésné

aklimatizaci by mohla vydrzet v teplotach bliZicich se -20 °C.

Zvlastni strategii rostlin je vernalizace, nebo také jarovizace. To je proces, kterym je
vyvolano kveteni po dlouhodobém vystaveni rostliny nizkym teplotdm, ¢imZ se zajisti, aby

rostliny zacaly kvést az na jate. Klicové pro tuto strategii je, aby rostlina méla mechanismus,
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ktery urci, ze ub¢hla dostatecn¢ dlouhd doba nizkych teplot, aby s nasledujicim oteplenim

mohlo zacit kveteni (Amasino, 2004).

3.3.2.  Fenotypovy projev chladového stresu

Kazda rostlina ma své optimalni rozmezi teplot, ve kterém se nejlépe vyviji a roste. Je-
li vystavena mimo toto rozmezi, objevi se u ni viditelné ptiznaky poskozeni. U rostlin
vystavenych chladovému stresu se pfiznaky a zranéni mohou objevit po 2 az 3 dnech od
zacCatku vystaveni stresu. Jedna se o zakrslost, sniZzeni rozmachu listl, poctu odnozi, chlor6za
neboli Zloutnuti listd, usychani a nekroza (Nahar et al., 2009; Yadav, 2009). Problémy se

wrwe

v reprodukéni fazi vyvoje (Satake, 1976; Nishiyama, 1984).

Modelovy organismus jednodéloznych rostlin je ryze (Oryza L.). Je také dobrym
modelem kdyz jde o chladovy stres nebot’ je k nizkym teplotdm vice citlivd nez jeCmen ¢i
pSenice (Wen et al., 2002). Experiment Ma et al. (2009) na ryzi ukazal, ze u standardnich
rostlin doslo k zastaveni ristu po vystaveni chladovému stresu 2 °C. KdyzZ je po 72 hodinach
ve stresu vratili do normdlnich ristovych podminek, z4dnd z rostlin jiz nebyla schopna
obnovy rustu. Zajimavéj$im je starSi experiment Sato et al. (2000), ktery prokazal, ze
vystaveni semendckil ryze nejdiive vysoké teploté 42 °C, a poté chladu 5 °C zajistilo

rostlinam rezistenci vuéi chladu.
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3.4. Proteomika

Proteomika je védni obor, ktery studuje bilkoviny z hlediska jejich struktury, mnozstvi
a funkce na trovni bungk, tkani ¢i celého organismu. Nazev proteomika je odvozen od
terminu proteom, coz je zkratka pro ,,protein complement of the genome®. Proteom tedy
odpovida souboru proteinii vzniklych expresi genomu (Kvasnicka, 2003). Proteiny piedstavuji
hlavni funk¢ni slozku Zivych bunék a Gcastni se témét vSech pochodi v nich prochazejicich.
Casto funguji jako molekularni stroje organizované do multiproteinovych komplexi (Alberts,
1998) lokalizovanych ve specializovanych bunéénych kompartmentech. Jejich analyza nam
tedy pfinasi unikatni pohled na to, jak funguji slozité biologické systémy. Na rozdil od
genomu je proteom velmi nestaly. Mnozstvi a detekovatelny vyskyt jednotlivych proteint se
meéni v zavislosti na stafi buniky, ménicich se vlivech vnéjsiho prostiedi na ni a pfi
patologickych stavech (Chmelik, 2005). Tudiz je potieba mit velmi citlivé a efektivni
analytické metody pro identifikaci, charakterizaci a kvantifikaci proteind. V dneSni dobé¢
nejpouzivanéjs$i metodou je hmotnostni spektrometrie, kterd umoznuje urcit molekulovou

hmotnost a chemickou strukturu zkoumanych peptida.

Existuje mnoho dtvodl, které zabranuji dosazeni cile proteomiky, kterym je
identifikace vSech proteinii exprimovanych buitkou nebo tkani. To zahrnuje zjiSténi jejich
struktury, sekvence, kvantity, Grovni modifikace, interakce s ostatnimi proteiny, aktivity
a subbuné&¢né lokalizace (Patterson et Aebersold, 2003). K velkému mnozstvi proteind
koédovanych genomem je nutno piipocitat rizné typy Gprav, kterym vétSina proteinii podléha.
Takovychto Gprav mtze byt i kolem tisice (Agard et al., 2012). Jako ptiklad mizeme uvést
post-translaéni modifikace proteinli, kde patii fosforylace, glykosylace, acetylace a dalsi
(Kovarova, 2005). Jako dalsi mizeme uvést vysoké rozdily v koncentracich proteinti, které
mohou zplsobovat, ze hojné zastoupené proteiny maskuji ty, které se vyskytuji v nizsich

koncentracich (Polaskova et al., 2010).

V' 70. letech u zrodu proteomiky hralo roli pfedstaveni moderni formy
polyakrylamidové gelové elektroforézy v prostiedi dodecylsulfatu sodného (dale SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970). Tato metoda umoznuje rozd€leni proteini v polyakrylamidovém gelu na
zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Nicméné¢ samotna SDS-PAGE neposkytovala
dostateCné rozliSeni, kterého se pozd€ji dosdhlo piidanim dalSiho kroku, izoelektrické

fokusace. Timto se zrodila dvourozmérna elektroforéza (2D-elektroforéza, 2-DE). VVrcholem
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jejiho vyvoje se vSak stala az o dekadu pozdéji konstrukce imobilizovanych pH gradienti

a vyvin gelovych prouzkt, znamych jako IPG stripy (Gorg et al, 1987; Rabilloud et al, 2010).

3.4.1. Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE)

Dvourozmérna elektroforéza je Siroce vyuzivana separacni metoda pro analyzu
proteinli extrahovanych ztkani a pletiv zivych organisml. Sestdva ze dvou odliSnych
separacnich krokii. Prvnim z nich je izoelektricka fokusace, pfi které se proteiny rozd€luji na
tenkém gelovém prouzku ¢i trubicce na zaklad¢ jejich izoelektrického bodu (pl) v elektrickém
poli a pH gradientu. Izoelektricky bod proteinu je hodnota pH, pii které ma protein celkovy
povrchovy ndboj neutrdlni. Jakmile protein tohoto bodu dosdhne, uz se dal nepohybuje
v elektrickém poli. Tato metoda je velice efektivni a méd vysokou rozliSovaci schopnost.
Druhym krokem je poté SDS-PAGE, pii které se proteiny rozdélené podle svych
izoelektrickych bodt separuji na zakladé své molekulové hmotnosti. Principem tohoto kroku
je, ze molekuly detergentu SDS obali proteiny, které timto ziskaji uniformni zaporny naboj,
takze se pohybuji pory gelu v elektrickém poli pouze jednim smérem. Konecnym vysledkem
elektroforézy je tzv. dvourozmérnd proteinovd mapa zobrazujici skvrny, které piedstavuji
proteiny o uritém pl a molekulové hmotnosti (Rabilloud et Lelong, 2011). Ve viditelné
form¢ skvrn jsou proteiny ovSem az po jejich obarveni. To se da provadét tfeba pomoci
AgNO;3 nebo barviva Coomasie Brilliant Blue (Meyer et Lamberts, 1965; Heukeshoven et
Dernick, 1985). Dalsi analyza 2D proteinovych map se provadi v softwaru na pocitaci. Velmi
efektivni a Casto vyuZivané se stalo spojeni 2D elektroforézy s hmotnostni spektrometrii, ktera
umoziuje presné identifikovat proteiny z gelu, pomoci ur¢eni sekvenci aminokyselin, ze

kterych je protein tvoten.
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Obr. 1: Princip dvourozmérné elektroforézy (Pievzato z Hiller-Sturmhofel et al., 2008)

Nicméné ani dvourozmérna elektroforéza neni dokonalou separa¢ni metodou. Jednou
pti¢inou jeji nedokonalosti je fakt, Ze v misté jedné skvrny se mlize nachazet vicero odlisnych
proteint (Gygi, et al., 2000). Ty jsou sice shodné v pl a molekulové hmotnosti, ale lisi se
tvarem a velikosti, a tudiz i svou funkci. Proto se pouzivaji také metody separace proteind ve
vice nez 2 rozmérech (Ventzki et al., 2007; Nakano et al., 2013). I ptes své nevyhody je 2D
elektroforéza nejvhodnéjSim postupem pro nekteré ucely experimentu. Podle Rabillouda
(2002) je 2D elektroforéza zatim bezkonkuren¢ni metodou pokud se zajimame o kvantitativni

zmény v biologickych procesech a kvantifikaci proteinovych modifikaci.
3.4.2. Rozdéleni proteomiky

Na zaklad¢ pouzivanych metod ¢i cili rozliSujeme mnoho rozdilnych piistupti

Vv proteomice. Mezi Casto pouzivané druhy proteomiky podle Chmelika (2005) patii:

Analyticka proteomika — kombinuje separaci proteinli z biologickych smési, jejich
charakterizaci pomoci hmotnostni spektrometrie a dal$i zpracovani zjisténych udaji pomoci
bioinformatiky. Hlavni cil je identifikace proteintl, stanoveni jejich molekulové hmotnosti,

sekvence aminokyselin a ureni post-translacnich modifikaci.
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Strukturni proteomika — studuje strukturu proteintt pomoci krystalografie, hmotnostni
spektrometrie, nuklearni magnetické rezonance a dalSich technik. Cilem je pochopeni
strukturniho chovani proteini a vyuziti poznatkli v proteinovém inzenyrstvi pii modifikacich

proteintl za specifickymi ucely (IéCiva, prumyslové enzymy atd).

Funkcni proteomika — kromé funkce proteinti studuje také komplexni zivotni procesy,
které je nutné pochopit pro studium vyvoje organismu nebo pro studium mechanismu a 1écby

nemoci.

Diferencni (srovndvaci) proteomika — cilem analyzy smési proteint je sledovani zmén

jejich vyskytu naptiklad pti normalnich a patologickych stavech.

High-throughput proteomika — se zaméfuje na rychlé ziskani mnoha informaci

0 proteinech pro zemédélské, zdravotnické a potravinatské ucely.

High-coverage proteomika — ziskava tdaje o sekvenci aminokyselin vcetné post-

translacnich modifikaci za uc¢elem stanoveni jejich potadi v primarni strukture.

Bottom-up proteomika — bézny piistup k identifikaci proteind, zacinajici separaci
smési proteinit pomoci 2-DE, nasledné jejich enzymatickym §tépenim na peptidy, které jsou

identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

Shotgun proteomika — také klasicky postup, u kterého po enzymatickém Stépeni
proteinové smesi jsou vzniklé peptidy separovany, nejCastéji metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC), a poté identifikoviny tandemovou hmotnostni

spektrometrii.

Top-down proteomika — postup, kdy je protein po izolaci ze smési charakterizovan
pomoci MS/MS fragmenta¢nich analyz v hmotnostnim spektrometru. Tento pfistup dava
rychlé udaje o molekulové hmotnosti, sekvenci aminokyselin a post-transla¢nich

modifikacich u jednoduchych proteinovych smési.
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3.5.  Proteom a abioticky stres u rostlin

Prvni studie 0 vlivu abiotického stresu na proteom rostlin byly publikovany v 80.
letech 20. stoleti. V té& dob¢ jesté nebyla zndma vétSina rostlinnych proteind, ale bylo mozno
pozorovat vliv stresu na syntézu proteini de novo (Hurkman et Tanaka, 1987). Studium
proteomu Vv odpovédi rostliny na abioticky stres zahrnuje analyzy vlivii vodniho deficitu,
zvySené salinity, nizké a vysoké teploty, silného svétla a ptitomnosti toxickych latek jako
herbicidu ¢i tézkych kovi na rostliny. Tyto jevy mohou ovliviiovat jak abundanci proteint,
tak jejich post-transla¢ni modifikace a zmény v jejich lokalizaci uvnitf bufiky. Mezi obecné
pozorované jevy pii abiotickych stresech v rostlinach patii up-regulace ,,heat shock* proteinu,
které zastavaji funkci molekularnich chaperont, nebo degradace ribuldza-1,5-bisfosfat
karboxylazy/oxidazy (RuBisCO) (Samaj et Thelen, 2007). DileZitost proteinii ve stresovych
odpovédich je podtrzena tim, Ze jsou pfimymi ucastniky mnoha obrannych procesii, ¢imz maji

vétsi vliv na fenotyp nez genové transkripty (Kosova et al., 2014).

RozliSuje se n€kolik fazi odpovédi na stres. Jsou to: alarmujici faze, aklimatizujici
faze, udrzovaci faze, vyCerpavajici faze a zotavujici faze. Alarmujici faze je charakterizovéna
stresovym Sokem na neaklimatizovanou rostlinu. U faze aklimatizujici dochéazi k nastaveni
nové homeostazy metabolismu probihajicim ve stresovych podminkach. Tato faze mutze trvat
nckolik dni a po tu dobu se zvySuje tolerance rostliny vii¢i stresu. V udrzovaci fazi se
stabilizuje uroven tolerance rostliny ke stresu a je udrZovana nové nastavend homeostaza.
Vycerpavajici faze nastdva v pripad¢€, Ze rostlina neni schopna udrzZet stresem nastavenou
homeostazu z diivodu dlouhého trvani stresu. Tolerance rostliny se v této fazi snizuje. Po
ukonceni stresu nastdva faze zotavujici. Obnovuje se plvodni homeostiza na uroven
nestresovych podminek. Zména metabolismu pro aklimatizaci rostliny vyzaduje piisun
energie, kterd je ziskdna pozastavenim drah rlstu a vyvoje rostliny. To se pak samoziejmé

J 4

odrazi i na proteomu rostliny (Kosova et al., 2011).

3.5.1. Zména proteomu v chladovém stresu

U obilovin se ukdzalo, Ze pieziti rostliny zavisi na preZziti pletiv v jeji bazalni casti.
Tahle ¢ast rostliny propojuje kofeny a stonek a nachdzi se v ni meristematické pletivo, které
zajist'uje obnovu rastu rostliny na jafe. DalSi dilezitou Casti rostliny jsou listy, které jakozto
fotosyntetické organy hraji dilezitou roli v energeticky ndro€ném procesu aklimatizace.
Hlavackova et al. (2013) testovali zimni odridu Je¢mene setého, Luxor, na chladovy Sok (1

den, 3 °C), chladovou aklimatizaci (21 dni, 3 °C) a mrazivy Sok po chladové aklimatizaci (1
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den, -3 °C). Nasledn¢ pomoci 2D elektroforézy a hmotnostni spektrometrie sledovali zménu
vyskytu proteinii v bazalni ¢asti a v listech jeCmene. Kvantifikovali kolem 700 proteint
Vv bazalni ¢asti a kolem 600 proteinti v listech. Nizsi pocet kvantifikovanych proteint v listech
zpusobovala piitomnost vysoce abundantnich proteina ¢i jejich ¢asti jako RuBisCO. Ty pak
snizuji moznost detekce malo abundantnich proteinii. Proto bylo vyuzito nefotosyntetickych
pletiv k analyze, ¢imz bylo mozno detekovat pravé ty proteiny, které nebyly detekovany
v listech. Z 90 proteini bazalni ¢asti, u kterych byla zménéna abundance vic nez 2x,
identifikovali 48 proteint. Z 63 proteint listd, u kterych byla zménéna abundance vic nez 2x,
identifikovali 39 proteinii. Nékteré proteiny byly identifikovany vicekrat ve stejném pletivu.
Lisily se ovSem v molekulové hmotnosti a/nebo v izoelektrickém bodu, tudiz §lo bud’ o rizné
izoformy stejného proteinu nebo odlisnosti v post-translacnich modifikacich jednotlivych

proteinti (Hlavackova et al., 2013).

Mezi proteiny, které vykazovaly velkou zménu ve vyskytu po chladovém a mrazovém
experimentu v listech patiila AAA ATPaza. Vyskytovala se v gelech ve dvou skvrnach, kde
jednou vykazovala desetinasobné zvySeni abundance (spot 4106; 117 kDa, pl 5,37) a ve
druhém ptipadé devitindsobné snizeni (spot 3329; 112 kDa, pl 5,6). Autofi uvadi, ze to mohlo
byt zplsobeno modifikaci proteinu v reakci na stres zplisobeny mrazem. Proteiny AAA
rodiny jsou dilezité naptiklad pro degradaci Spatné slozenych proteinli. DalSim proteinem,
jehoZz vyskyt byl devatenactindsobné vyssi po teplotnim Soku je chloroplastovy protein PsbO.
Tento protein je soucasti kysliku vyvijejiciho komplexu ve fotosystému II a slouzi zde ke
stabilizaci manganu. U bazalni ¢asti byl pozorovan sedminasobné zvyseny vyskyt heat shock
proteinu 70, coZ je chaperon, ktery je dilezity pro skladani proteinii a zabrafnuje jejich

agregaci (Hlavackova et al., 2013).

Dalsi proteiny, u kterych doslo ke sniZeni vyskytu po stresu jsou elongaéni faktor Tu,
ktery hraje klicovou roli v elongaéni fazi proteosyntézy a glutamin syntetdza, ktera se ticastni
tvorby glutaminu. Naopak ke zvySeni vyskytu doslo u peroxygenazy 1, ktera hraje roli

Vv syntéze phytooxylipint, dtlezitych latek pro obranné reakce rostlin (Hanano et al., 2006).

Chen et al. (2012) zkoumali zménu proteomu v kofenech ryze po chladovém stresu.
Separace proteini byla provedena rovnéZ pomoci 2D elektroforézy a jejich nasledna
identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie. Poté byly proteiny obarveny stfibrem
a vyhodnoceny v pocitacovém softwaru. Vysledkem kvantitativni analyzy gelu bylo 19

proteinovych skvrn, u kterych doslo k vyrazné zméné intenzity. Z tohoto poctu ukazovalo
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celkové 14 skvrn zvySeny vyskyt a 5 skvrn snizeny vyskyt. Z identifikovanych proteini se
zvySenym vyskytem byly v ¢lanku uvedeny napt. glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza,
kataldza, PPR (pentatricopeptide repeat) protein, fruktokindza, heat shock protein 70,
fenylalanin amonium lyaza. VSechny identifikované proteiny se Ui€astni riznych procest jako
naptiklad metabolismu proteinti, aminokyselin ¢i uhlovodiki, obrannych odpovédi ¢i redoxni

homeostazy.

Jednim ze zndmych typt odpovédi mnoha rostlin, véetné¢ je¢mene, na chladovy stres je
akumulace proteinti dehydrinti. Tyto proteiny ziskaly sviij nazev diky své funkci zabranovat
dehydrataci buiikky a tim ve stresovych podminkach udrzovat jeji objem, aby nedoslo ke
kolapsu bunky (Hanin et al., 2011). Kromé tohoto, nékteré typy dehydrinti také chrani
enzymy citlivé na nizké teploty, aby nedoslo k jejich deaktivaci, jiné zase pomahaji buiice
zbavovat se hydroxylovych radikali. Za normdlnich podminek se dehydriny vyskytuji
v riznych oddilech buniky jako je cytosol, jadro, mitochondrie, vakuola a dal§i. Byly
pozorovany ve vSech pletivech rostlin. Velmi se dehydriny akumuluji v pozdni fazi
embryogeneze (Rorat, 2006) a naopak snizena akumulace dehydrinG byla pozorovana pfti
vernalizaci (Kosova et al., 2011). VSechny dehydriny obsahuji alespon jeden tzv. K-segment,
coz je konzervovana cast sekvence bohatd na aminokyselinu lysin. Kromé této mohou mit
nekteré dehydriny 1 jiné konzervované sekvence, jako napiiklad Y-segment bohaty na tyrosin
¢1 S-segment bohaty na serin, které mohou podléhat fosforylaci, a ktera mize hrat velkou roli
v jejich lokalizaci v bunce (Kosova et al., 2013). Hlavnim akumulovanym dehydrinem
U jeCmene je protein DHNS (Van Zee et al., 1995). Kosova et al. (2013) ve svém experimentu
podle ocekavani potvrdili, Ze tento dehydrin se akumuluje u rostlin s vyssi toleranci vici
mrazu jiz diive, pfi vySSich teplotach, nez u méné tolerantnich druhd. Jejich data dokonce
ukazuji, Ze u vysoce tolerantnich rostlin se tento dehydrin akumuloval 1 pfi 20 °C oproti
ostatnim rostlinnym liniim. Na zdkladé tohoto faktu by se tedy dehydriny daly vyuZit jako
spolehlivé proteinové markery tolerantnich linii rostlin 1 bez toho, aby musely projit
chladovym stresem. Dal$im hlavnim dehydrinem u je¢mene je protein P-80. Pii porovnani
s DHNS5 bylo zjisténo, Ze tyto proteiny maji podobnou molekulovou hmotnost, podobnou
sekvenci a na zaklad¢ experimentu v chladovém stresu také, ze maji témef stejnou ochrannou
aktivitu. Snad jedinym signifikantnim rozdilem je, Ze produkce DHNS5 miiZe byt spusténa i na

zaklad¢ signalu kyselinou abscisovou, kdezto produkce P-80 ne (Bravo et al., 2003).
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3.6. Signalizace chladového stresu

Rostliny jsou pfisedlé organismy a na rozdil od Zivocichii se nemohou pohybovat, aby
tak unikly nepfiznivym podminkam prostfedi. Jejich pteziti tedy zalezi na siti husté
propojenych systémua pro rychlou percepci a reakci na rtizné podnéty z prostiedi. Pienos
signalli je zajiStén pomoci receptorovych molekul nachazejicich se na cytoplazmatické
membrané a endoplazmatickém retikulu. Tyto receptory jsou saturovany specifickou
chemickou latkou tzv. ligandem, jehoz navazani zplsobi zménu konformace receptoru
a naslednym spusténim drahy chemickych reakci vedoucich k odpovédi na podnét. U rostlin
jsou nejlépe popsany receptory spiazené s G-proteinem a transmembranové enzymatické
receptory (Tuteja et Sopory, 2008). Znamymi a intenzivné¢ zkoumanymi signalnimi drahami

jsou naptiklad kaskadové drahy mitogen-aktivovanych protein kinaz.
3.6.1. MAPK signalizaé¢ni drahy

Signalni drdhy mitogen-aktivovanych protein kindz (dale jen MAP kinazy) jsou
sofistikované multienzymatické komplexy, které zajistuji u eukaryot pfenos informaci
z receptortt na adekvatni bunééné odpovédi (Smékalova et al., 2014). Analyzou rostlinnych
genoml bylo objeveno velké mnozstvi genli kodujicich komponenty MAP kindzovych
signdlnich drah, coz naznacilo, ze tyto kaskady se hojné€ uplatiiuji v procesu pfenosu signalli
(Nakagami et al., 2005). Dnes vime, ze tyto drahy reguluji velkou fadu procesi jako buné&cny
rust, bunécnou diferenciaci, bunécny cyklus, smrt bunék a jejich odpoveédi na stresové

podminky.

MAP kindzy jsou enzymy, coZ je typ proteinl, které zprostfedkovavaji pribéh
chemickych reakci v buiikach tim, ze snizuji aktivacni energii, kterou je tfeba dodat k tomu,
aby reakce probéhla, ale zaroven neméni rovnovahu reakce. Jako kindzy se pak oznacuji
enzymy, které prendseji fosfatovou skupinu na substratovy protein, ¢imz mohou pozménit
jeho aktivitu. Pro MAP kinazy je typické, Ze v zdkladnim stavu jsou neaktivni,
defosforylované a pravé jejich fosforylaci u nich dojde k aktivaci. Defosforylaci a tim
deaktivaci MAP kindz zajist'uji enzymy zvané fosfatazy (Rodriguez et al., 2010). Fosforylaci
jako bunécny regulacni mechanismus mizeme kromé MAP kinaz pozorovat i u dalSich
signalnich molekul, které hraji roli pfi odpovédich na stres. Jsou to napiiklad Ca®*-
dependentni protein kinazy ¢i SNF-1 ptibuzné protein kinazy (SnRK2) (Kosova et al., 2014;
Zhang et al., 2014).
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MAP kindzové kaskady jsou sloZzeny z minimalné tfi kinazovych moduli. Tyto
moduly tvoii reverzibiln¢ fosforylovatelné enzymy, které zprosttedkovavaji dalsi fosforylaci
jinych enzymt, transkripénich faktor ¢i jinych proteint, jejichz pozménéna aktivita poté
vede k Siroké skale odpovédi na rtzné signaly, jako napiiklad zménam Vv genové expresi.
Prvni model tvoifi MAP kinazy kinazy kinazy, také zvan¢ MAP3K, MAPKKK ¢i MEKK.
Tyto kinazy jsou aktivované stimulovanymi receptory, které se nachédzeji na plazmatické
membrané. Druhym modelem aktivovanym naslednou fosforylaci jsou MAP kinazy kinazy,
zvané MAP2K, MAPKK, MKK ¢i MEK, a ty poté zprosttedkuji aktivaci poslednich MAP
kinaz, MAPK (Rodriguez et al., 2010).

MAP3K patii mezi serin/threonin kindzy, coz znamena, ze fosforyluji MAP2 kindzy
na serinovych nebo threoninovych zbytcich proteinti v konzervovaném S/T-X3.5-S/T motivu.
MAP?2 kinazy fosforyluji MAP kinazy na threoninovych a tyrosinovych zbytcich proteinti
v T-X-Y motivu. MAP kinazy jsou promiskuitni serin/threonin kindzy, které fosforyluji riizné
substraty (Nakagami et al., 2005).

Bylo zjisténo, ze v signalizaci chladového stresu u modelového rostlinného organismu,
Husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), hraji roli MPK4 a MPK6. Ty jsou aktivovany
MKK?2 nebo MKK1, které jsou zase aktivovany MEKK 1. Aktivita MPK4 dosahla nejvyssiho
bodu 60 minut po snizeni teploty a aktivita MPK6 dosdhla nejvyssiho bodu jiz po 10
minutaich od vystaveni nizké teplot¢ (Smékalova et al., 2014). Homologem MPK4
z Arabidopsis je u jeémene HYMPK4. O této MAP kinaze jiz bylo zjisténo, Ze se uplatiluje
Vv signalizaci jak biotického tak abiotického stresu (Abass et Morris, 2013).

3.6.2. ICE-CBF/DRESB signalizaé¢ni drahy

Dalsi alternativni signalni drahou pro chladovy stres je napiiklad ICE-CBF/DREB
drdha. ICE (induktory exprese CBF) jsou transkripéni faktory, které se podili na kontrole
prevodu signalt regulaci genti pro CBF/DREB proteiny (proteiny vazajici se na dehydrataci
respondujici elementy — sekvence v DNA). U Arabidopsis jsou znamy 3 CBF/DREB
proteiny, které jsou zapojeny do regulace genové exprese COR gent (Gilmour et al., 2004;
Miura et Furumoto, 2013). Konstitutivné nadexprimované geny pro CBF/DREB proteiny
u transgenniho Arabidopsis prokazaly, Ze vyvolavaji expresi COR geni bez chladového
podnétu. Navic se ukazalo, ze neaklimatizované rostliny s nadexpresi genti pro CBF/DREB
proteiny ziskaly vétsi toleranci viéi chladu nez aklimatizované rostliny (Thomashow, 2001).

Za standardnich chladovych stresovych podminek dochazi k expresi CBF geni do 15 minut
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a do 2 hodin od podnétu Ize pozorovat akumulaci transkripti COR gent (Gilmour et al., 1998;
Jaglo et al., 2001). U je¢mene byly zjistény genové homology HVCBF1, HYCBF2, HVCBF3
a HVCBF4, které se tcastni regulace COR genti (Choi et al., 2002; Xue, 2002; Xue, 2003; Oh
et al., 2007). Za hlavni transkripéni faktor je povazovan ICE1, ktery reguluje asi 40 % vSech
COR genti a 46 % chladem regulovanych gent pro transkripéni faktory. Mezi COR geny patii
kuptikladu geny, kodujici proteiny dehydriny (Lee et al., 2005; Miura et Furumoto, 2013),
gen corldb, ktery koduje protein neznamé funkce nachazejici se ve stromé chloroplasti
(Crosatti et al., 1995) ¢i gen blt4, ktery koduje proteiny uplatiujici se pii transportu lipida
(Baldi et al., 1999). Experimenty prokazaly, ze HvCBF2 je pouze ze 45 % homologni
s HVCBF1 a lisi se ve svych DNA vazebnych motivech. HvCBF2 se pravdépodobné uplatiiuje
pii odpovédi na chladovy stres v brzké fazi, kdezto potencidlni roli HVCBF1 je udrzeni
a posileni exprese chladem indukovanych genli po vystaveni stresu (Xue, 2003). Studium
molekularnich mechanismt chladové aklimatizace a tolerance rostlin proti chladu ¢i mrazu je
velmi dulezité, nebot’ muze vést k vyvinu novych strategii pro zlepSeni tolerance rostlin

a nasledn¢ ke zvyseni produktivity rostlin (Thomashow, 1998).
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4, Material a metodika
4.1. Material

4.1.1. Pouzité chemikalie
- 0,4% 2-merkaptoethanol C,HgSO (Sigma-Aldrich)
- 10% chlornan sodny NaClO (Sigma-Aldrich)
- 40% Akrylamid (Bio-Rad)
- Aceton C3HgO(Sigma-Aldrich)
- Amfolyty (Sigma-Aldrich)
- Amid kyseliny jodoctové TAA (Sigma-Aldrich)
- Barvivo Coomasie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad)
- Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich)
- Cinidlo Bradfordové (Sigma-Aldrich)
- Dihydrat molybdenanu disodného Na,MoO,4 x 2 H,O (Sigma-Aldrich)
- Dihydrogen fosfore¢nan draselny KH,PO, (Sigma-Aldrich)
- Dithiothreitol DTT (Sigma-Aldrich)
- Dodecylsulfat sodny SDS (Sigma-Aldrich)
- Dusi¢nan amonny NH;NO3 (Sigma-Aldrich)
- Dusi¢nan draselny KNOj3 (Sigma-Aldrich)
- Ethanol C,HsOH (Penta)
- Glycerol C3HgO3(Sigma-Aldrich)
- Heptahydrat siranu hofe¢natého MgSO,4 x 7H,0 (Sigma-Aldrich)
- Heptahydrat siranu zine¢natého ZnSO,4 x 7 H,O (Sigma-Aldrich)
- Hydroxid draselny KOH (Sigma-Aldrich)
- CHAPS detergent (Sigma-Aldrich)
- Chlorid draselny KCI (Sigma-Aldrich)
- Isopropanol C3H;OH (Sigma-Aldrich)
- Kyselina trihydrogenborita H3BO3 (Sigma-Aldrich)
- Kyselina ethylendiamintetraoctova EDTA (Sigma-Aldrich)
- Kyselina chlorovodikova HCI (Sigma-Aldrich)
- Methanol CH3;OH (Sigma-Aldrich)
- Mocovina CH4N,O (Sigma-Aldrich)
- N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin TEMED (Sigma-Aldrich)
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4.1.2.

- Octan amonny CH3COONH, (Sigma-Aldrich)
- Pentahydrat siranu méd’'natého CuSQO,4 X 5 H,O (Duchefa Biochemie)
- Peroxodisiran amonny APS (Sigma-Aldrich)
- Precision Plus Protein standards (Bio-Rad)
- Sacharéza C1,H2,04; (Sigma-Aldrich)
- Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého Ca(NOs), x 4H,0 (Sigma-Aldrich)
- Tetrahydrat chloridu manganatého MnCl, x 4H,0 (Sigma-Aldrich)
- Thiomocovina CH4N,S (Sigma-Aldrich)
- Tris-pufrovany fenol pH 8,8 (Sigma-Aldrich)
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
- Zelezna stil EDTA Fe-EDTA (Sigma-Aldrich)
Pouzité pristroje
- Analytické vahy XA110/2X (Radwag, Polsko)
- Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific, Nizozemsko)
- Digestot (Merci, Ceska republika)
- Elektromagneticka michacka MSH-420 (Boeco, Némecko)
- Fokusator Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, USA)
- Hlubokomrazici box MDF-U500VX-PE (Panasonic, Japonsko)
- Klimakomora AR-41L2 (Percival, USA)
- Kultiva¢ni mistnost (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
- Image Scanner 11 (Epson, Japonsko)
- Laboratorni pfedvazky S1502 (BEL, Italie)
- Laminarni box Faster (Schoeller instruments, Ceska republika)
- Lednice Space plus (Electrolux, Svédsko)
- Mrazak Liebherr (Scholler instruments, Ceska republika)
- Spektrofotometr SmartSpec Plus (Bio-Rad, USA)
- Termoblok (Bioer,Cina)
- Vortex Genie (Scientific industries, USA)
- Vykyvna tfepacka MR-12 (Biosan, Lotyssko)

- Zdroj napéti Electrophoresis Power Supply EPS 601 (GE Healthcare, Velka

Britanie)
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4.1.3.

Pouzité roztoky

Roztok dusicnanii pro Hoaglandiv Zivny roztok [1 mol/dm?]
101,1 g KNO;

236,1 g Ca(NOs), x 4H,0

80 g NH4NO3

Doplnit dH,O na objem 1 |

Roztok MgSO4 pro Hoaglandiiv Zivny roztok [1 molldm?]
246,5 g MgSO,4 x 7H,0
Doplnit dH,0 na objem 1 |

Roztok Fe-EDTA pro Hoaglandiiv Zivny roztok [1 mol/dm®]
7,59 Fe-EDTA
Doplnit dH,O na objem 0,5 |

Roztok mikronutrientit pro Hoaglanduv zivny roztok
2,86 g H3BO3

1,8 g MnCl; x 4H,0

0,29 ZnSO4 x 7 H,0O

0,08 g CuSO4 x 5 H,0

0,025 g Na,MoOQO,4 x 2 H,0O

Doplnit dH,0 na objem 1 |

Roztok KH,PO, pro Hoaglandiv Zivny roztok [1 molldm®]
136 g KH,PO,
Doplnit dH,0 na objem 1 |

Hoaglanduv Zivny roztok (4 1)
3,758 1 dH,0

20 ml roztoku dusi¢nant

8 ml roztoku MgSO,

6 ml roztoku Fe-EDTA

4 ml roztoku mikronutrienti

4 ml roztoku KH,PO4
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Extrakcni pufr (20 ml)

6,156 g sacharozy rozpustit v 10 ml dH,0
2 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

0,058 g EDTA

0,149 g KCI

80 pl 2-merkaptoethanolu

Doplnit dH,O na objem 20 ml

Roztok octanu amonného ve 100% methanolu [0,1 mol/dm?] (0,5 I)
3,85 g CH3COONH;, rozpustit v 500 ml 100% methanolu

Rehydratacni pufr (20 ml)

9,609 g mocoviny rozpustit v 10 ml dH,0
3,044 g thiomoc€oviny

0,4 g CHAPS

0,4 ml Tritonu X-100

Pied pouzitim ptidat DTT (0,0077 g/1 ml)

Ekvilibracni roztok 1 (20 ml)

7,207 g mocoviny rozpustit v 7 ml dH,O
0,666 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

0,4 g SDS

6 ml glycerolu

0,2gDTT

0,02 ml bromfenolové modri

Ekvilibracni roztok 2 (20 ml)

7,207 g mocoviny rozpustit v 7 ml dH,O
0,666 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

0,4 g SDS

6 ml glycerolu

0,59 1AA

0,02 ml bromfenolové modfi
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4.1.4.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

,,Running “ pufr pro SDS-PAGE 10x
30,359 Tris

144,13 g glycinu

10 g SDS

11dH,0

Pted pouzitim ziedit na koncentraci 1x.

Biologicky material

Je¢men sety (Hordeum vulgare) divoky typ, ekotyp Golden Promise.

Cely experiment byl provadén ve tfech opakovanich.

Metodika

Povrchova sterilizace semen

1)

2)

3)

4)

5)

Semena divokého typu je¢mene byly piipraveny v 50ml plastovych konickych
zkumavkach se Sroubovacim vickem.

V laminarnim boxu byl k semenim ptidan 70% roztok ethanolu a nechal se
pusobit za obCasného protiepavani 30 sekund.

Cely objem ethanolu byl odebran a semena byla 3x proplachnuta sterilni
destilovanou vodou.

Cely objem destilované vody byl odebran a k sementim byl ptidan 5% roztok
chlornanu sodného a nechal se pusobit za ob¢asného protiepavani 4 minuty.

Cely objem roztoku chlornanu sodného byl odebran a semena byla 4x

proplachnuta sterilni destilovanou vodou.

Kliceni semen a kultivace rostlin pfi chladovém stresu a v kontrolnich

podminkach

6)

7)
8)

9)

Sterilizovana semena byla rozloZena na vlhky filtracni papir, ktery se stocil do
ruli¢ky a postavil do kadinky s malym objemem destilované vody, semeny nahoru.
Kédinka byla poté umisténa do lednice pii 4 °C.

Po tfech dnech byla kadinka se semeny pfemisténa do kultiva¢ni mistnosti H220B
(Weiss Gallenkamp, Velka Britanie) S konstantni teplotou 22 °C, relativni vlhkosti
70 % a fotoperiodou 16/8 h (kultivace s osvétlenim/kultivace ve tme).

Po dalSich tfech dnech byly vykliené rostliny pfesunuty do kultivacnich nadob

S Zivnym roztokem.
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10) Do kultivaénich nadob bylo vlozeno provzdusiovaci zafizeni.

11) Jedenacty den byly rostliny vyfotografovany.

12) Chladovy stres byl proveden v klimakomote Percival AR-41L2 (USA) pii 2 °C
s relativni vlhkosti 70 % a fotoperiodou 16/8 h (kultivace s osvétlenim/kultivace ve
tmé). Polovina rostlin byla ptenesena do klimakomory pro testovani chladového
stresu a druha polovina byla ponechéna jako kontrolni vzorky v ptivodni kultiva¢ni
mistnosti H220B (Weiss Gallenkamp, Velka Britdnie) pifi vySe uvedenych
podminkach kultivace. Tyto podminky byly udrzovany po celou dobu experimentu
az do jeho ukonceni.

13) Zivny roztok byl vyméfiovan 2x tydné do doby ukondeni experimentu.

4.2.3. Odbér a pFiprava vzorki

Odbér vzorki testovanych i kontrolnich rostlin byl proveden 23. den od pfenosu

rostlin do klimakomory Percival AR-41L2 (USA).

14) Rostliny byly vyfotografovany, zvazeny, a poté jim byly odebrany kofeny pro
dalsi praci.

15) Koteny byly zhomogenizovany v tekutém dusiku a homogenat byl vlozen do 50ml
konické zkumavky.

4.2.4. Extrakce proteint

Analyza proteini dvourozmérou elektroforézou byla provedena podle protokolu od

Hurkmana a Tanaky (1986).

16) Do 2ml plastové mikrozkumavky bylo odvazeno asi 0,3 g homogenatu.

17) K homogenatu se v digestofi pfidalo 0,7 ml extrakéniho pufru vychlazeného na
4 °C a homogenat se inkuboval 15 minut na ledé¢.

18) Nasledn¢ se pridalo 0,7 ml Tris-pufrovaného fenolu o pH 8,8 a vzorek se dobie
promichal na micha¢ce a inkuboval na ledé za ob¢asného promichavani po dobu
30 minut.

19) Vzorek se zcentrifugoval po dobu 10 minut pii 8 000 g a teploté 4 °C.

20) Do nové mikrozkumavky se odebrala horni fenolova faze a k spodni fazi se ptidalo
0,5 ml Tris-pufrovaného fenolu o pH 8§,8.

21) Mikrozkumavka shomogenatem se opét promichala na  michacce

a zcentrifugovala po dobu 10 minut pii 8 000 g a teploté 4 °C.
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4.2.5.

4.2.6.

(1976).

22) Znovu byla odebrana horni fenolova faze a pfidana k pfedchozi odebrané fenolové
fazi.

23) Vysledny objem fenolovych fazi byl rozdélen po 300 ul do novych
mikrozkumavek.

Precipitace a ¢isténi vyextrahovanych proteinu

24) Ke vzorku se ptidal roztok octanu amonného ve 100% methanolu vychlazeny na -
20 °C v pétinasobku ptivodniho objemu roztoku, mikrozkumavky se promichaly
na michacce a byly uchovany pies noc pii teploté -20 °C, kdy probihala precipitace
proteint.

25) Dalsi den se vzorek promichal na michacce, a zcentrifugoval po dobu 15 minut pfi
15 000 g a teploté 4 °C.

26) Odebral se supernatant a usazenina (proteinovy pelet) se rozsuspendovala
vroztoku octanu amonného ve 100% methanolu vychlazeného na -20 °C
a inkubovala po dobu 15 minut pti -20 °C.

27) Krok 24 a 25 se zopakoval 2x s 80% acetonem vychlazenym na -20 °C, poté 2x
se 70% ethanolem vychlazenym na -20 °C, pfiCemz prvni inkubace v obou
roztocich trvala 1 hodinu a druha inkubace 15 minut. Nakonec se tyto kroky jesté
zopakovaly 1x s 80% acetonem vychlazenym na -20 °C.

28) Po posledni centrifugaci se proteinovy pelet nechal vysusit po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté a nasledné se rozsuspendoval v 50 pl rehydrata¢niho pufru.

Méreni koncentrace proteini

Koncentrace proteinii byla zjisténa spektrofotometricky podle metody Bradfordové

29) Do plastové spektrofotometrické kyvety se napipetovalo 198 ul destilované vody
a 2 pl vzorku.

30) Poté se do kyvety piipipetovalo 800 ul ¢inidla Bradfordové.

31) Smés v kyveté byla promichana pipetou a inkubovana po dobu 15 minut.

32) Po inkubaci bylo provedeno spektrofotometrické méfeni pti vinové délce 595 nm.
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4.2.7.

4.2.8.

2-DE - Izoelektricka fokusace a uprava proteinu

33) Podle ziskané absorbance vzorku byla vypocitana koncentrace proteinti ve vzorku
(viz Vypocet €. 1).

34) Na jeden IPG prouzek se naneslo 80 pg proteint ve 125 ul rehydrata¢niho pufru.
Objem vzorkua ziskany podle Vypoctu €. 2 byl odebran z jednotlivych vzorka do
novych plastovych mikrozkumavek tak, aby vysledné mnozstvi proteinti na IPG
prouzku bylo 80 pg. K tomuto vypocitanému objemu byl pfidan rehydratacni
pufr, aby vysledny objem smési byl 122,5 ul.

35) Ke vzorku bylo ptipipetovano 1,5 ul roztoku amfolytd a 1 pl bromfenolové modii
do vysledného objemu 125 pl smési.

36) Vzorek byl aplikovan na IPG prouzek volnou difuzi pfes noc pii laboratorni
teplotg.

37)Dalsi den byl IPG prouzek se vzorkem vlozen do jamky porcelanové desky
fokusatoru a piekryt mineralnim olejem.

38) Poté¢ byl IPG prouzek piipevnén a byla spusténa izoelektricka fokusace podle
nastaveného programu (Program EttanlPGphor3: 1. Konstantni napéti 300 V po
dobu 40 min., 2. gradientové zvySeni napéti na 1000 V za 27 min., 3. gradientové
zvyseni na 5000 V za 90 min. a 4. konstantni napéti 5000 V po dobu 84 min.).

39) Po fokusaci byl IPG prouzek inkubovan 15 minut v ekvilibratnim pufru 1 na
pieklopné michacce, a nasledné 15 minut v ekvilibranim pufru 2 za Ucelem

redukce a alkylace disulfidovych vazeb u aminokyselin v proteinovém vzorku.

2-DE - Priprava polyakrylamidového gelu a dvourozmérné SDS-PAGE
elektroforézy
40) Peclive  vycisténa skla byla sestavena do aparatury pro pfipravu

polyakrylamidového gelu.

41) Podle tab. I byl v digestofi pfipraven roztok 12% polyakrylamidového gelu, ktery
byl poté nalit mezi skla v aparatufe.

42)Gel byl pfevrstven malym objemem isopropanolu pro vyrovnani hladiny
a ponechan tuhnuti po dobu 1 hodiny.

43) Z gelu se odstranil isopropanol a IPG prouzek byl opatrné vlozen do aparatury
mezi skla tak, aby té€sné piiléhal ke gelu.

44) K IPG prouzku se do aparatury vlozil proteinovy marker na detekci molekulové

hmotnosti.
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4.2.9.

45) Dale byl piipipetovan roztok 0,5% agarosy S bromfenolovou modii o teploté 60 °C
do aparatury tak, aby ptekryl a imobilizoval IPG prouzek tésné pii gelu a nechal se
ztuhnout.

46) Skla s imobilizovanymi IPG prouzky a ztuhlymi gely byly piipevnény do
elektroforetické aparatury a ta byla vlozena do nadoby pro elektroforézu.

47) Do nadoby byl prilit 1 litr ,,running* pufru, nadoba se ptikryla vikem, vlozila do
lednice a ptipojila ke zdroji napéti.

48) Elektroforéza byla spusténa pii 60 V, 400 mA.

49) Jakmile pruh bromfenolové modii se vzorky doputoval do polyakrylamidového
gelu (10-15 minut) bylo pouzité napéti zvyseno na 100 V. Elektroforéza se
ukon¢ila, kdyz vzorky s bromfenolovou modii doputovaly na spodni okraj
polyakrylamidového gelu.

50) Po elektroforéze byly gely promyvany na pieklopné michadce 3x destilovanou
vodou kazdych 5 minut.

51) Nasledné byly gely pies noc barveny roztokem barviva Coomasie Brilliant Blue
G-250 za neustalého michani na pieklopné michacce.

52) Dalsi den byly gely promyvany destilovanou vodou kazdych 5 minut po dobu
minimaln¢ 2 hodin.

53) Gely byly naskenovany do pocita¢e denzitometrickym dokumenta¢nim skenerem a
nasledné vyhodnocovany v softwaru PDQuest (Bio-Rad, USA).

Vyhodnoceni vysledki

Fenotyp rostlin byl vyhodnocovan z fotografii rostlin pomoci softwaru ImagelJ 1,47t.

Pro vyhodnoceni ziskanych dvourozmérnych proteinovych map byl pouzit software PDQuest

verze 8.0.1, build 055 (Bio-Rad, USA).
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Tab. I: Ptiprava 12% polyakrylamidového gelu

I o

dH.O 4,35

40% akrylamid 3,0

1,5M Tris HCI pH8,8 | 2,5

10% SDS 0,1
TEMED 0,005

10% APS 0,05
Celkovy objem (ml) | 10

Tab. II: Absorbance vzorktl ziskané spektrofotometrickym métenim pti 595 nm.

Vzorek | Namérené absorbance | Pramérna absorbance

0,510

1S 0,496
0,481
0,468

1C 0,370
0,272
0,316

2S 0,309
0,302
0,239

2C 0,234
0,228
0,303

3S 0,417
0,530
0,148

3C 0,178
0,207

S — reprezentativni proteinovy vzorek stresovanych rostlin, C — reprezentativni proteinovy vzorek

kontrolnich rostlin. 1-3: typ biologického opakovani.

Podle kalibracni ktivky byly z primérnych absorbanci vypocitany koncentrace

proteina ve vzorcich.

Kalibraéni kiivka: y = 0,0606x + 0,0596
y — absorbance X — koncentrace [ug/ul]
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Vypocet ¢. 1:

Vzorek 1S:

Vzorek 1C:

Vzorek 2S:

Vzorek 2C:

Vzorek 3S:

Vzorek 3C:

x = (0,4955 — 0,0596)/0,0606
X =7,20 ug/2 ul
x = 3,60 pg/nl

x = (0,370 — 0,0596)/0,0606
X =5,12 ug/2 ul
X = 2,56 ng/ul

x = (0,309 — 0,0596)/0,0606
X =4,12 ug/2 ul
X = 2,06 pg/pl

X = (0,236 — 0,0596)/0,0606
X =2,91 pg/2 ul
x = 1,45 pg/pl

x = (0,417 — 0,0596)/0,0606
x =5,90 pg/2 ul
X =2,95 pg/ul

x = (0,178 — 0,0596)/0,0606
X =1,95 ug/2 ul
x = 0,97 pg/nl

Pro dalsi praci bylo tieba ptepocitat objemy S rozpusténymi proteiny tak, aby na IPG

prouzek bylo aplikovano 80 pg proteind.
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Vypocet ¢. 2:

Vzorek 1S:

Vzorek 1C:

Vzorek 2S:

Vzorek 2C:

Vzorek 3S:

Vzorek 3C:

80/3,60 = 22,20 ul
80/2,56 = 31,25 ul
80/2,06 = 38,83 ul
80/1,45 = 55,17 ul
80/2,95 = 27,12 ul

80/0,97 = 82,47 nl
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5. Vysledky

Z materidlovych a casovych divodd nebyl splnén cil prace zavedeni péstovani

transgenni linie jeémene HvMPK3 Vv hydroponickych podminkéach.
5.1 Fenotypova charakterizace jeémene v chladovém stresu

Fenotypové zmény u Je¢mene setého (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise byly
sledovany po aplikaci chladového stresu pii 2 °C po dobu 23 dni. Pro porovnani rozdila
u stresovanych a kontrolnich rostlin byly napéstovany tii biologickda opakovéni, z nichz
naméfené vysledky byly poté zkompletovany. Po 23 dnech ptisobeni chladového stresu jsme
porovnavali fenotyp stresovanych rostlin oproti fenotypu kontrolnich rostlin péstovanych pti
standardnich podminkach (pfi 22 °C) na zaklad¢é nekolika parametrii a to Cerstvé hmotnosti
jednotlivych rostlin, délky a primérného poctu jejich kofend. U rostlin vystavenych
chladovému stresu doslo ve vSech opakovanich K silnému potlaceni, ¢i az k zastaveni ristu
rostlin. Oproti kontrolnim rostlinam mély stresované rostliny mnohem méné rozvinuty
kotenovy systém. Pocet a délka adventivnich kofenli U stresovanych rostlin se od zacatku
pisobeni stresu téméf nezménili a rostliny tvofily malé mnozstvi bocnich kofent o kratké
délce. Kontrolni rostliny vysoce ptevySovaly stresované jak poctem, tak délkou adventivnich
kotent. Stejny rozdil bylo mozno pozorovat u bo¢nich kotent kontrolnich rostlin, které opét
jak poctem tak i1 délkou vysoce prevySovaly boc¢ni kofeny stresovanych rostlin. Déale byly
nadzemni ¢asti stresovanych rostlin tvofeny ve vSech ptipadech jen jednim stonkem se dvéma
listy, kdezto u kontrolnich rostlin mizeme pozorovat velké mnozstvi stonkovych odnozi
S vétsim poctem vytvotrenych listl. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim téchto pozorovanych
rozdilt je fakt, Ze chladovy stres zplisobuje inhibici riistu a déleni rostlinnych buné¢k, coz se

navenek projevi zakrslosti celé rostliny a jejich organt (viz obr. 2).
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Obr. 2: Rostlina ve 23. den experimentu rostouci pfi chladovém stresu 2 °C (A) a rostlina rostouci pfi
kontrolnich podminkach 22 °C (B).

Prvnim hodnocenym parametrem byla ¢erstva hmotnost rostlin. Stresované i kontrolni
rostliny byly vazeny ihned po ukonceni experimentu tedy po 23 dnech plsobeni stresu. Na
obr. 3 lze vidét rozdil v primérné Cerstvé hmotnosti stresovanych a kontrolnich rostlin, kde
priméma cerstva hmotnost kontrolnich rostlin vykazuje témét 20x vySS$i hodnotu nez
primérnd Cerstvd hmotnost stresovanych rostlin. Tento vysoky rozdil mezi primérnymi
hmotnostmi byl disledkem chladového stresu, ktery zpusobil inhibici ristu a tvorby novych
organli u stresovanych rostlin. Pomoci t-testu byl prokézan statisticky vyznamny rozdil

Vv primérné hmotnosti stresovanych a kontrolnich rostlin na hladiné 99,9 % (p < 0,001).
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Obr. 3: Grafické porovnani primérné Cerstvé hmotnosti stresovanych a kontrolnich rostlin. Modrou barvou je
znatena prumérna Cerstva hmotnost stresovanych rostlin a ¢ervenou barvou je znaCena primérna Cerstva
hmotnost kontrolnich rostlin. Nad sloupci je vyzna¢ena smérodatna odchylka. Hvézdi¢ky ptedstavuji statistické

hladiny vyznamnosti.

Dalsim hodnocenym parametrem byl pocet adventivnich kotfent. Na obr. 4 Ize vidét,
ze prumérny pocet adventivnich kofenti u vSech rostlin se v den zacatku experimentu
pohyboval kolem 8 kofenti na jednu rostlinu. Zatimco u kontrolnich rostlin v 23. den
experimentu doSlo k narGstu primérného poctu adventivnich kotenti na 14 na rostlinu,
u stresovanych rostlin se jejich pocet téméf nezmeénil. To bylo opét zplsobeno chladovym
stresem vyvolanou inhibici ristu a déleni bunék, a tudiz zastavenou tvorbou novych
rostlinnych orgdnt. Pomoci t-testu byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil v primérném
poctu kotenti v den 0 na hladiné 99 % (p < 0,01) a rozdil v prim&€mém poctu adventivnich

kofent v den 23 na hladin€ 99,9 % (p < 0,001) mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami.
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Obr. 4: Pramérny pocet adventivnich kofend stresovanych a kontrolnich rostlin v den 0 a v 23. den ptisobeni
stresu. Modrou barvou je znac¢en prumérny pocet adventivnich kofent stresovanych rostlin a ¢ervenou barvou je
znaéen prumérny pocet adventivnich kotfend kontrolnich rostlin. Nad sloupci je vyzna¢ena smérodatna odchylka.

Hvézdicky predstavuji statistické hladiny vyznamnosti.

Ttetim hodnocenym parametrem byl pocet adventivnich kofenti v uréenych délkovych
usecich kofenového systému rostlin v 23. den experimentu. Délky jsme rozdélili do skupin po
2 cm pro lepsi piehlednost. Protoze velmi maly pocet adventivnich kofend dosahl
u stresovanych rostlin délky vice nez 14 cm, urcili jsme tuto délku jako horni mez. Vzhledem
K vysoké wvariabilit¢ rostlin nebyly ve vSech délkovych usecich pozorovany stasticky
vyznamné rozdily. Zobr. 5 je viditelné, ze vrozmezi délek 0-4 cm nebyl patrny rozdil
Vv primérmém poctu adventivnich kofenii na rostlinu mezi stresovanymi a kontrolnimi
rostlinami. V rozmezi délek 4-10 cm v primérném poctu adventivnich kofend pievySovaly
stresované rostliny nad kontrolnimi, pfi¢emz nejvétsi primérny pocet adventivnich kofent se
u stresovanych rostlin vyskytoval v tseku 6-8 cm. Nejvétsi pozorovany pocet adventivnich
kotfenti v tomto useku u konkrétni stresované rostliny byl 8. V rozmezi 10-14 cm a vice jiz
jasné prevySovaly kontrolni rostliny svym primérmym pocétem adventivnich kofentd
stresované rostliny. Nejvice adventivnich kotfenil bylo u kontrolnich rostlin v iiseku 14+ cm
a nejvetsi pozorovany pocet adventivnich kotfenti v tomto tseku u konkrétni rostliny byl 14. V
useku 4-6 cm a 6-8 cm byl pomoci t-testu prokdzan statisticky vyznamny rozdil mezi
primérnym poctem adventivnich kofenll stresovanych a kontrolnich rostlin na hladiné 99 %
(p <0,01). V tseku 10-12 cm, 12-14 cm a 14+ cm byl pomoci t-testu prokazan statisticky

vyznamny rozdil mezi primérnym poctem adventivnich kofenil stresovanych a kontrolnich
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rostlin na hladiné 99,9 % (p < 0,001). V useku 0-2 cm, 2-4 cm a 8-10 cm nebyly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily mezi primérmym poctem adventivnich kotent

stresovanych a kontrolnich rostlin.
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Obr. 5: Pramérny pocet adventivnich kofent v riznych délkach stresovanych a kontrolnich rostlin v 23. den
pusobeni stresu. Modie je zna¢en primérny pocet adventivnich kofenti U stresovanych rostlin a Cervené je
znaCen primérny pocet adventivnich kofenli U kontrolnich rostlin. Nad sloupci je vyznacena smérodatna

odchylka. Hvézdicky piedstavuji statistické hladiny vyznamnosti.
5.2. Proteomicka analyza

Pomoci dvourozmérné elektroforézy byly detekovany kvantitativni zmény v proteomu
kotenovych bunék stresovanych a kontrolnich rostlin. Oskenované dvourozmérmné proteinové
mapy stresovanych a kontrolnich rostlin ze vSech opakovani byly spolu vyhodnocovany
v softwaru PDQuest verze 8.0.1, build 055 (Bio-Rad, USA). Hodnoticim parametrem
proteomické analyzy byla zména optické denzity jednotlivych proteinovych skvrn. Opticka
denzita proteinovych skvrn z 2D gela kontrolnich rostlin slouzila jako standard, se kterym se
porovnavala opticka denzita proteinovych skvrn z 2D gelt stresovanych rostlin. 2D gel
kontrolni rostliny S nejvy$sim poctem detekovanych skvrn (gel s nazvem Kontrola2) byl
zvolen jako tzv. Master gel, k jehoz skvrnam se nasledné pfifazovaly skvrny ostatnich 2D

geli.
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Pichled detekovanych skvrn, sparovanych skvrn mezi gely stresovanych a kontrolnich

rostlin a procentualni shoda jednotlivych geld vi¢i Master gelu jsou znazornény v tab. Ill.

Obr. 6 zobrazuje vybranou proteinovou mapu stresovanych rostlin. V mapach stresovanych

rostlin bylo primérné detekovano 392 skvrn. Obr. 7 zobrazuje vybranou proteinovou mapu

kontrolnich rostlin. V mapach kontrolnich rostlin bylo primérné detekovano 414 skvrn.

Tab. Il: Piehled detekovanych, sparovanych skvrn a procentudlni shoda jednotlivych 2D gelti vii¢i Master gelu.

Néazvy geld odpovidaji typiim rostlin, ze kterych byl ziskan proteinovy extrakt.

Pocet Pocet
Biologické Procentualni
Nazev gelu detekovanych sparovanych

opakovani shoda

skvrn skvrn
Stresl 1. 338 328 97 %
Stres2 2. 411 400 97 %
Stres3 3. 428 418 97 %
Kontrolal 1. 350 348 99 %
Kontrola2 2. 458 458 100 %
Kontrola3 3. 435 432 99 %

Stres — gel stresované rostliny, Kontrola — gel kontrolni rostliny
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[kDa]

Obr. 6: Vybrand proteinova mapa ziskana z kofenovych bungk stresovanych rostlin. Vodorovné méfitko

v

zobrazuje hodnotu izoelektrického bodu (pl) a svislé métitko zobrazuje molekulovou hmotnost (Mr) v kDa.
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Obr. 7: Vybrana proteinova mapa ziskana z kofenovych bunék kontrolnich rostlin. Vodorovné méfitko zobrazuje

hodnotu izoelektrického bodu (pl) a svislé méfitko zobrazuje molekulovou hmotnost (Mr) v kDa.

Na zakladé zmény optické denzity byly jednotlivé proteinové skvrny rozdéleny do

r W

Sesti skupin. Nejvyssi pocet proteinovych skvrn se vyskytoval ve skuping, u které doslo k 1,1
az 1,5 nasobnému zvyseni optické denzity (89). Naopak nejnizsi pocet proteinovych skvrn
obsahovala skupina, u které doslo ke 3 a vicenasobnému snizeni optické denzity (18). Zbytek
proteinovych skvrn (90), u kterych zména optické denzity nedosahla ani 1,1 nasobné zmény
nebyl zarazen do zadné skupiny. Pocet vyskytovanych proteinovych skvrn ve skupinach

vykazoval nepiimou umérnost s velikosti zmény optické denzity (viz tab. IV).
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Tab. IV: Piehled proteinovych skvrn rozdélenych do 6 skupin na

zpusobené chladovym stresem.

zakladé zmény jejich optické denzity

Zména optické denzity Skupiny podle velikosti Pocet detekovanych skvrn ve
zmény optické denzity skupiné

> 3X 19

Zvyseni 3-1,5x 76
1,5-1,1x 89

1,1-1,5x 87

SnizZeni 1,5-3x 79

> 3X 18

Pomoci t-testu bylo mezi 2D gely stresovanych a kontrolnich rostlin nésledné uréeno

na hladiné vyznamnosti 90 % (p < 0,1) 61 statisticky vyznamnych proteinovych skvrn a na

hladiné¢ vyznamnosti 95 % (p < 0,05) bylo urceno 30 statisticky vyznamnych proteinovych

skvrn. U téchto 30 proteinovych skvrn byla dale uréena orienta¢ni molekulova hmotnost

podle proteinového markeru Protein plus standards a orientacni hodnota izoelektrického bodu

podle pevného imobilizovaného pH gradientu na IPG stripu (viz tab. V).

Tab. V: Piehled statisticky vyznamnych proteinovych skvrn na hladiné vyznamnosti 95 % a jejich orienta¢né

uréené hodnoty izoelektrického bodu, molekulové hmotnosti a zména optické denzity.

Proteinova skvrna Izoelektricky bod Molekulova Zména O_ptiCké
hmotnost [kDa] denzity

Ssp0306 5,25 44 Zvyseni 1,69x
Ssp0502 5,16 75 Zvyseni 1,35x
Ssp0703 5,32 130 Zvyseni 3,98x
Ssp0803 5,23 150 Zvyseni 3,23x
Ssp1001 5,44 24 Snizeni 3,32x
Ssp1007 5,66 23 Snizeni 2,45x
Ssp1202 5,48 36 Snizeni 1,69x
Ssp1302 5,43 50 Zvyseni 1,36x
Ssp1401 5,46 58 SniZeni 1,65x
Ssp2001 5,70 <20 SniZeni 3,88x
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Tab. V: Pfehled statisticky vyznamnych proteinovych skvrn na hladiné vyznamnosti 95 % a jejich orientacné

urcené hodnoty izoelektrického bodu, molekulové hmotnosti a zména optické denzity.

Ssp2104 5,84 26 SniZeni 1,59x
Ssp2206 5,94 37 Snizeni 1,65x
Ssp2402 5,75 50 Snizeni 3,57x
Ssp2807 5,94 150 SniZeni 2,39x
Ssp3406 6,25 50 Snizeni 2,41x
Ssp3704 6,23 100 SniZeni 3,23x
Ssp3806 6,23 150 Snizeni 1,83x
Ssp4501 6,30 66 Zvyseni 1,49x
Ssp4708 6,50 100 Zvyseni 1,87x
Ssp4802 6,33 150 Snizeni 1,37x
Ssp5703 6,70 85 Snizeni 1,60x
Ssp6405 7,00 49 Zvyseni 3,13x
Ssp6501 6,85 58 SniZeni 1,31x
Ssp6502 7,00 60 ZvySeni 2,70x
Ssp7004 7,40 20 Zvyseni 1,77x
Ssp7101 7,14 27 Snizeni 3,63x
Ssp7102 7,20 25 ZvySeni 1,77x
Ssp7303 7,19 36 Zvyseni 2,03x
Ssp7405 7,14 53 Zvyseni 4,73x
Ssp8007 7,86 <20 Zvyseni 5,17x
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Pro lepsi prehlednost zmén v optické denzité byly u nékterych vybranych skvrn se
statistickou hladinou vyznamnosti 95 % provedeny detailni zabéry na vybrané skvrny (viz
obr. 8).
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Obr. 8: Detailni zab&ry vybranych statisticky vyznamnych proteinovych skvrn nalezenych v tab. V. Cervenymi
popisky jsou znadeny skvrny z 2D gelii kontrolnich rostlin a zelenymi popisky skvrny z 2D gelt stresovanych

rostlin.
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6. Diskuze

Chladovy stres nepfiznivé ovliviiuje rdst a vyvoj rostlin, silné omezuje jejich
prostorovou distribuci, zemédé€lskou produktivitu (Chinnusamy et al., 2007) a schopnost
rostlin odoldvat tomuto typu stresu je velmi variabilni (Thomashow, 1998). Podle ocekavani
bylo u rostlin, které byly vystaveny chladovému stresu (2 °C) po dobu 23 dni pozorovano
snizeni jejich ristu a dalSiho vyvoje, coz je zptisobeno zménou rostlinného metabolismu,
jehoZz primarnim cilem se stava aklimatizace rostliny na nové podminky (Kosova et al., 2011).
Stresované rostliny vykazovaly ptiznaky, o kterych hovoii n€kolik ¢lankt. Naptiklad autoti
¢lanku Nahar et al., (2009) zkoumali vliv chladového stresu na ryzi seté (Oryza sativa L.)
a zjistili, ze stresované rostliny byly oproti kontrolnim rostlindm zakrslé, netvotily nové
odnoze a dochazelo také k Caste¢nému schnuti jejich listi. Podobné Takac (2004) pii
pokusech na kukufici seté (Zea mays L.) pozoroval jiz po 5 dnech chladového stresu pii 6 °C
nekrdzi na listech stresovanych rostlin. Stejné ptiznaky pozoroval také Yadav (2009) na ryzi,

ktera byla vystavena chladovému stresu 2 °C.

V praktické Casti prace se také zjistilo, Ze stresované rostliny mély oproti kontrolnim
rostlinam mnohem mén¢ rozvinuty cely kofenovy systém. Pocet a délka adventivnich koteni
stresovanych rostlin se od zacatku pisobeni stresu témétf nezménili a tvotily malé mnozstvi
bocnich kotfentl o kratké délce. Kontrolni rostliny vysoce ptevySovaly stresované jak poctem,
tak délkou adventivnich kofenl.. Stejny rozdil bylo mozno pozorovat u bocnich kofenti
kontrolnich rostlin, které opét jak poctem tak i délkou vysoce prevySovaly bo¢ni kotfeny
stresovanych rostlin. Zpomaleni aZ inhibice ristu kofend je mimo jiné zplsobena blokaci
auxinového transportu, ktery je dlezitym rastovym hormonem (Shibasaki et al., 2009), a také
jeho snizenou akumulaci v meristematickych buiikach, coz ma za nasledek represi déleni
téchto bunék a tim sniZeni jejich poétu a velikosti meristému (Zhu et al., 2015). Pozorovanou
inhibici tvorby novych kofent u stresovanych rostlin v naSem experimentu potvrzuji pokusy
Alvareze-Uria et Kornera (2007), ve kterych autofi testovali vicero rostlin na chladovy stres
v rozmezi teplot 2-16 °C. Pfi teploté pod 9 °C vytvofily rostliny pouze 15 % novych kofent
z celkového poctu a pfi teploté pod 6 °C vytvotily jiz pouze 3 % novych z celkového poctu
kofent. Inhibici rastu kofent stresovanych rostlin potvrzuje také prace Equiza et al. (1997),
kteti zjistili, Ze chladovy stres (5 °C) u rtiznych odrid pSenice zpomaluje riist kotenit o 60-

70 %.
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Proteiny jsou hlavnimi funk¢énimi latkami, které jsou dilezité pii obrané rostlin
(Kosova et al., 2014). Utastni se mnoha metabolickych drah, takze predpokladem je, Ze
pokud v chladovém stresu dochazi ke zméné metabolismu, odrazi se to také na zméné

proteomu, konkrétné na zméné abundance proteint (Kosova et al., 2011).

V tomto experimentu bylo detekovano 30 proteinovych skvrn z kofenii jeCmene
setého, odridy Golden Promise, na statistické hladiné vyznamnosti 95 % (p < 0,05), z nichz
16 vykazovalo snizenou abundanci a 14 vykazovalo zvySenou abundanci podle méfeni zmény
optické denzity proteinovych skvrn. V internetovych databazich nebyla nalezena dostupna
literatura, ktera by popisovala proteomickou analyzu kotfenového systému jeCmene setého
v podminkach chladového stresu. Amme et al. (2006) analyzovali proteom listt Arabidopsis
thaliana v chladovém stresu (6 °C) a pozorovali 22 proteinovych skvrn s alespon
dvojnasobnou zménou abundance oproti kontrolnim rostlindm. 18 skvrn vykazovalo zvysenou
a 4 skvrny snizenou abundanci. Cui et al. (2005) zase analyzovali proteom listi ryze
v chladovém stresu (5 °C) a pozorovali 22 proteinovych skvrn s 1,5-2x zvySenou abundanci

a 38 proteinovych skvrn s vice nez 2x zvySenou abundanci.

Podobnou praci na je¢meni je experiment Hlavackové et al., (2013), ve kterém autofi
testovali odridu jeCmene setého, Luxor, na chladovy stres. V této praci d¢lali autofi
proteomickou analyzu bazalni ¢asti rostliny a listii. Vytvofili dvourozmérné gely, ve kterych
detekovali proteinové skvrny v rozmezi izoelektrického bodu 4-7. Detekovali kolem 700
proteinli z bazalni ¢asti rostlin. Z té€chto 700 proteini byla zjiSténa vice nez 2x zménéna
abundance u 90 proteint stresovanych rostlin. V listech autofi detekovali kolem 600 proteinti,
u 63 byla zjisténa vice nez 2x zménéna abundance. Porovnanim parametri molekulové
hmotnosti a izoelektrického bodu ziskanych proteinovych skvrn z proteomické analyzy bylo
nalezeno 5 proteinovych skvrn, které by teoreticky mohly odpovidat proteinim, které
identifikovali autofi v praci Hlavackové et al., (2013). Tyto proteinové skvrny jsou uvedeny
v tab. VI.
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Tab. VI: Porovnani zjisténych vysledk proteomické analyzy s literaturou Hlavackova et al. (2013). Sloupce

vlevo obsahuji proteinové skvrny z proteomické analyzy z predkladané bakalaiské prace a sloupce vpravo

obsahuji proteinové skvrny z literatury Hlavackova et al. (2013).

. Zmeéna . Zména
Cislo skvrny | Mr [kDa]/pl Cislo skvrny | Mr [kDa]/pl
abundance abundance
Ssp0703 130/5,32 3,98x 2814 136/5,4 < 2X
Ssp1202 36/5,48 1,69x 2108 35/5,3 < 2X
Ssp2206 37/5,94 1,65x 4110 36/5,9 < 2X
Ssp3704 100/6,23 3,23X 5716 104/6,1 < 2X
Ssp5703 85/6,70 1,60x 5611 89/6,7 < 2X

Ssp — proteinova skvrna, Mr — molekulova hmotnost, pl — izoelektricky bod

Skvrna 2814 muze odpovidat vakuolarni proton-ATPaze (gi|11527563, Q9FS11), jejiz
biologickou funkci je udrzovani pH uvnitt buniky (Nishi et Forgac, 2002; Hlavackova et al.,
2013). Skvrna 2108 muze odpovidat predikovanému proteinu (gi|326504940, F2EHD?9), ktery
je zapojen do odpovédi na chladovy stres (Matsumoto et al., 2011; Hlavackova et al., 2013).
hypotetickému proteinu  SORBIDRAFT 069029250
(0i|242074406, C5YG90) identifikovaném v organismu Sorghum bicolor, ktery je zapojen do

Skvrna 4110 muze odpovidat
obrany organismu (Patterson et al., 2009; Hlavackova et al., 2013). Skvrna 5716 muze
odpovidat neznamému proteinu identifikovaném v Zea mays (gi|194707130, B4FZV6), ktery
je zapojen v katabolickych procesech (Soderlund et al., 2009; Hlavackova et al., 2013).
Skvrna 5611 muze odpovidat isocitrat dehydrogenaze (Qi|326493350, F2CQL5), ktera
katalyzuje oxidaci isocitratu v Krebsové cyklu (Hlavackova et al., 2013; Yamada et al.,
2014).

Fenotypova analyza jeCmene po chladovém stresu ukédzala znacné rozdily mezi
stresovanymi rostlinami a kontrolnimi rostlinami hlavné v mohutnosti celého kotfenového
systému, v poctu 1 délce adventivnich a bocnich kofenl. Zmény byly evidentni také
Unadzemni casti rostlin. BohuZel tyto zmény se nepodafilo lépe kvantifikovat pomoci
dostupnych softwarovych aplikaci. Podobné fenotypové projevy vlivu chladového stresu na
rostliny jiz dfive pozorovali autofi publikaci Equiza et al. (1997) u pSenice, Takac¢ (2004)
U kukufice a Nahar et al., (2009) u ryze.
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Na zakladé vysledku ziskanych z proteomické analyzy a jejich porovnanim s jinymi
experimenty, zejména s praci Hlavackové et al. (2013) se muizeme domnivat, ze pfi
chladovém stresu u je¢mene doslo ke zvySené tvorbé proteinti zapojenych do odpovédi na
vyvolany abioticky stres a rostliny nasledné v chladovém stresu zménily sviij metabolismus.
Tato hypotéza je v souladu s pozorovanymi fenotypovymi zménami u stresovanych rostlin.
Avsak definitivni potvrzeni pfedpokladii o zvySeném vyskytu proteinti, které souvisi s reakei
je¢mene na chladovy stres je mozné pouze po identifikaci vSech diferencidlné zménénych

proteinovych skvrn pomoci hmotnostni spektrometrie.
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7. Zavér

Teoretickd Cast této bakalarské prace pojednavd o vlivu stresovych podminek na
rostliny, s vétsim zaméfenim na chladovy stres, jeho vliv na proteom rostlin a signalizaci

chladového stresu.

Prakticka ¢ast bakalaiské prace se zabyva sledovanim fenotypovych zmén u JeCmene
set¢ho po aplikaci chladového stresu (2 °C) po dobu 23 dni a porovnani téchto zmén
s fenotypem kontrolnich rostlin. Dale se tato ¢ast zabyva proteomickou analyzou kotenového
systému Je¢mene setého po aplikaci chladového stresu, na zaklad¢ porovnavani detekovanych

proteinti U stresovanych a kontrolnich rostlin.

Vyhodnocenim fenotypovych zmén po 23 dnech experimentu bylo zjisténo, Zze
chladovy stres zplsobuje téméf Gplné zastaveni rastu jak nadzemni ¢asti rostlin tak i jejich
kotenového systému. Stresované rostliny tvotily maly pocet stonkovych odnozi a dorstaly
malych délek, tvotily maly pocet adventivnich a bo¢nich kofend, které taktéz dortistaly pouze
malych délek oproti silné¢ vétvenému kofenovému systému a rozvinuté nadzemni Casti
kontrolnich rostlin. To se projevilo vyrazné na hmotnosti rostlin, ktera byla u stresovanych

rostlin nékolikanasobné niz$i nez u kontrolnich rostlin.

Pomoci metody dvourozmérné elektroforézy a softwaru PDQuest byla provedena
proteomicka analyza kotfenového systému stresovanych a kontrolnich rostlin. Byly vytvofeny
dvourozmérné proteinové mapy, které se nasledné porovnavaly mezi sebou. Mezi 31
detekovanymi proteinovymi Skvrnami Vv proteinovych mapach stresovanych a kontrolnich
rostlin byla zjisténa statisticky vyznamna zmeéna optické denzity na hladiné 95 % (p < 0,05).
Z 2D gela stresovanych rostlin bylo u 14 skvrn pozorovano zvyseni a u 16 skvrn naopak
snizeni optické denzity oproti skvrnam kontrolnich rostlin. Pro definitivni potvrzeni

a identifikaci proteint z téchto skvrn je nutné vyuzit hmotnostni spektrometrii.
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Q. Seznam pouzitych zkratek

2-DE
AAA ATPaza

ABA

APS
CBF/DREB
cDNA
CHAPS

COR
cv
DHNS
DMSO
DTT
EDTA
ERD
HPLC
HvCBF

HvMPK

IAA

ICE

IPG

KIN

LTI

MAPK

MAP2K, MAPKK, MKK, MEK
MAP3K, MAPKKK, MEKK
Mr

MS

OsAOX1

Osmyb4

dvourozmérna elektroforéza

adenosintrifosfat ~ syntdza  asociovand s rdznymi
bunéénymi aktivitami

kyselina abscisova

peroxodisiran amonny

vazajici se na dehydrataci respondujici elementy v DNA
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propansulfonat

chladem regulované geny

odrida

dehydrin 5

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

geny vyvolané brzkou dehydrataci

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

protein vazajici se na dehydrataci respondujici elementy
v DNA z Hordeum vulgare

mitogen-aktivovana protein kinaza z Hordeum vulgare
amid kyseliny jodoctové

induktory exprese CBF

imobilizovany pH gradient

chladem vyvolané geny

geny vyvolané nizkou teplotou

mitogen-aktivovana protein kinaza

mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie

gen kodujici alternativni oxidazu z Oryza sativa

myeloblastomovy protein z Oryza sativa
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pl

PPR

PsbO

RD

RNS

ROS
RuBisCO
SDS
SDS-PAGE

SNF-1
SnRK2
TEMED

izoelektricky bod

pentatricopeptid opakovani

fotosystém II mangan-stabilizujici protein
geny reagujici na vysychani

reaktivni ¢astice dusiku

reaktivni castice kysliku
ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylaza/oxidaza
dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelovd elektroforéza
dodecylsulfatu sodného

sachardzu nefermentujici protein kinaza
SNF-1 ptibuzné protein kinazy
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

v prostiedi
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