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byly ve vzajemném souladu. Pozorovani inhibice rustu kofenového systému u
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Cile prace

Teoreticka ¢ast

* Vypracovani literarni reSerSe na téma mitogen aktivované protein kinasy
(MAPK) zacilené¢ na MAPK jednodé€loznych rostlin.

» Sumarizace dosavadnich poznatki o rostlinném stresu se zaméfenim
na osmoticky stres.

»  Shrnuti moznosti proteomické analyzy.

Prakticka ¢ast

» Péstovani jeCmene setého (Hordeum wvulgare) cv. Golden Promise
V hydroponickych podminkach solného stresu.

* Vyhodnoceni  fenotypovych zmén po  plsobeni solného  stresu
u Hordeum vulgare cv. Golden Promise.

* Pfiprava a vyhodnoceni dvourozmérnych geli z proteinovych vzorkd
kofenového systému jeémene setého (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise

Vv solnych i kontrolnich podminkach.



1 Uvod

V dnesni dobé vice nez 800 miliont hektard pidy obsahuje zvySené mnozstvi soli.
Tento fakt hraje velkou roli v péstovani zemédé€lskych plodin (Zhu, 2001; Munns,
2005). Dukladné pochopeni a prostudovani mechanismil obrany rostlin pfi osmotickych
stresovych podminkach muze vést ke zlepSeni péstitelskych praktik a k rozvoji plodin
odolnych nebo tolerantnich vi¢i soli (Munns a Tester, 2008). Osmoticky stres je
vytvofen nadmérnym mnozstvim soli v pidé¢, zejména NaCl. Primarné je nejdiive
zasazen kofen, ve kterém adaptacni reakce probihaji mnohokrat rychleji nez v ostatnich
organech. Proteomické experimenty kotfenového systému ndm poskytuji nové poznatky
o kofenovych reakcich a adaptacich na stresové podminky (Ghosh a Xu, 2014).

Rostliny fadime mezi trvalé (stabilni) organismy, které na rozdil od zvifat nemohou
uniknout nepfiznivym podminkam, proto musi nepfetrzité bojovat se zménami vnéjsiho
prostiedi (Smékalova et al., 2014). Bylo prokazano, ze nékteré proteiny podilejici se
na vnimani signall, jsou jiz v ranych stadiich osmotického stresu v mnohonasobné
pievaze nez u rostlin, které osmotickym stresem netrpi (Zhao et al., 2013).
Pfi experimentech sméfujicich k hlub§imu pochopeni pienosu signalu v bunce bylo
zjisténo, Ze reverzibilni fosforylace proteini hraje klicovou roli pfi odpovédi rostlin
na extracelularni podnét (Somssich, 1997). Mezi hlavni pifenaseCe signala
Vv eukaryotické bunce fadime mitogen aktivované protein kinasy. Jedna se o komplexni
multienzymatické drahy, které hraji vyznamnou roli pii odpovédi a adaptaci rostlin

na stresové podminky (Colcombet a Hirt, 2008).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Jednodélozné rostliny (Liliopsida, Monocotyledonae)

Krytosemenné rostliny (angiospermické), fazené do velké skupiny vyssich rostlin, maji
pouze jedno oddéleni — Magnoliophyta. Piedstavuji v dneS$ni dobé nejrozsifené;si
skupinu rostlin a jsou rozdélovany do tfech t¥id: Magnoliopsida (nizsi dvoudélozné
rostliny), Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny) a Liliopsida (jednodé€lozné rostliny).
Jednodélozné rostliny oznaCujeme za monokotylni (s jednou délohou) rostlinnou
skupinu, vyvinutou z primitivnich magnoliopsid. Mezi typické znaky této tfidy fadime:
ataktostélickou stavbu stonku, ktery druhotné netloustne, zarodek ma pouze jednu
délohu, hlavni kofen brzy zanika a je nahrazen postrannimi svaz¢itymi kofeny. Kvéty
mohou byt jednopohlavné ¢i dvoupohlavné, spirocyklické az cyklické. Kvétni obal
nebyva Casto rozliSen a obsahuje trojcetné kruhy kvétnich organt. Tato tfida citd

asi 20 radu (Kalina a Slavikova, 2003).

2.1.1 Rod: Je¢men (Hordeum)

Archeologické dikazy naznacuji, ze je¢men byl domestifikovan pted 10 000 lety
V oblasti trodného pualmésice (dneSni uzemi Irdku, Izraele, Jordanska, Libanonu
a Syrie). Je fazen mezi obiloviny a ve svétové produkci zaujima ¢tvrtou pozici (Zohary
a Hopf, 2000). Je¢men patii do tfidy jednodéloznych rostlin, fadu Lipnicotvarych
(Poales) a celedi Lipnicovitych (Poaceae) (Gaut, 2002; Kalina a Slavikova, 2003).
Jedna se o jednoletou ¢i viceletou plodinu. Plodem je obilka a kvétenstvi ma uspofadané
do klasu (Holubova, 1989). Genom jedmene ¢&ita velikost 4,9 az 5,3 x 10° parti bazi
(Kleinhofs a Graner 2001).

Primarné¢ se tato obilovina péstuje jako krmivo pro dobytek a je zakladem
sladovnického primyslu. Diky mnohalet¢ému vyzkumu ve sladovnictvi je je¢men
povazovan za modelovou rostlinu pro proces kliceni (hormonalni signalizace pii kliceni
Vv aleuronové vrstveé) (Finnie a Svensson, 2009). V nékterych oblastech svéta je jeCmen
dulezitym zdrojem lidské vyzivy (Schulte et al., 2009). Velky vyznam hraje také jeho
vysokd toleran¢ni schopnost vici soli, kterd se uplatiuje predevSim v hospodaistvi
(Maas a Hoffman, 1977). Do rodu je¢mene fadime vice nez 30 druhti planého je¢mene
a jeden druh kulturni, jehoz zastupcem je je¢men sety (Hordeum vulgare) (Holubova,
1989). Je¢men sety je v Ceské republice druhou nejpéstovangj§i obilninou (Dreiseitl,
2003).



2.2 Charakteristika MAP kinas u rostlin

2.2.1 MAPK signaliza¢ni drahy

Eukaryotické mitogen-aktivované protein kinasy, ¢asto uvadéné pod zkratkou MAPK,
vytvareji v eukaryotické bunice enzymatické drahy, kterymi piendseji a zesiluji
extracelularni signaly dovnitt buiky. MAPK signalizaéni drahy se vyskytuji
u zivocicht, rostlin a hub. Signaly jsou pfenaSeny za pomoci tii typl reverzibilné
fosforylovanych kinas: MAP kinasy kinasy kinasy (MAP3K, MAPKKK nebo také
MEKK), MAP kinasy kinasy (MAP2K, MKK nebo MEK) a MAP kinasy (MAPK nebo
MPK) (Nakagami et al., 2005; Suarez-Rodriguez et al., 2010). MAPK kaskady, pomoci
fosforylace, pienasi signaly pfijaté na receptorech az na cilové substraty, kterymi jsou
napiiklad jiné druhy kinas, transkripéni faktory nebo cytoskeletarni proteiny (Ichimura
et al., 2002). MAPK signaliza¢ni drahy jsou také znamy pro své zapojeni do regulace
rastu rostlin, diferenciace, bunécného cyklu, bunééné smrti a do odpoveédi na stresové
podminky (Jonak et al., 2002).

Prvni zminky o rostlinnych MAPK jsou z roku 1993, kdy byla identifikovana
MsERKI1 u vojtésky (Duerr et al., 1993) a D5 kinasa u hrasku (Stafstrom et al., 1993).
MAPK signaliza¢ni drdhy byly zaznamenény u riiznych druhti rostlin, nejlépe vSak byly
prozkoumany u Arabidopsis thaliana (A. thaliana), kde bylo nalezeno 20 MAPK,
10 MAPKK a 80 MAPKKK (Colcombert a Hirt, 2008). Arabidopsis thaliana je fazena
mezi dvoude€lozné rostliny. U jednodé€loznych rostlin jsou MAP kinasové drahy nejlépe
prostudovany u ryze (Agrawal et al., 2003b, Hamel et al., 2006) a méné u jeCmene
(Abass a Morris, 2013).

2.2.1.1 Aktivace MAPK kaskady

Aktivace MAPK souvisi se schopnostmi rostlin reagovat na wvné&jsi podnéty.
Jejich aktivace muze byt zplsobena infekci, patogenem, poranénim, nizkou a vysokou
teplotou, suchem, hyper- a hypo — osmolaritou (Morris, 2001), sekundarnimi posly
napf. reaktivnimi formami kysliku, oxidem dusnatym (NO), fosfolipidy nebo Ca?* ionty
(Xiong et al., 2002). Aktivaci muzou zpusobit také rostlinné hormony - auxiny,
brassinosteroidy, kyselina abscisova ijasminova a etylen (Devoto a Turner, 2003).
Nékdy byva MAPK kaskada rozvinuta o aktivator MAPKKK zvany jako MAPKKKK
(MAP4K) (Keshet a Seger, 2010). MAPKK jsou aktivovany pomoci MAPKKK
dvojitou fosforylaci serinu nebo threoninu v S/T-X3-5-S/T motivu (S = serin,
T =threonin, X = jakéakoliv aminokyselina) (Nakagami et al., 2005). Aktivace MAPK
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pomoci MAPKK vyzaduje fosforylaci obou threoninovych a tyrosinovych rezidui
T-X-Y (Y=tyrosin) v misté aktiva¢ni smycky (T-smycka) MAPK. Tato T-smycka je
lokalizovana mezi VII. a VIII. kinasovou podjednotkou. Aktivované MAPK dale
fosforyluji jiné proteiny kinasy, slozky cytoskeletu nebo mohou byt pfesmérovany
do jadra, kde aktivuji transkripéni faktory, které indukuji expresi urCitych genu.
Z tohoto duvodu je klicovym regulaénim mechanismem kontrolujicim aktivitu proteinti
reverzibilni fosforylace jednotlivych kinas. Délka trvani a intenzita aktivace MAPK
kaskady je urCovana rovnovahou mezi aktivnim fosforylovanym stavem a neaktivnim
defosforylovanym  stavem (Ichimura et al., 2002). Jednotlivé interakce

mezi komponentami MAPK kaskady jsou schématem znazornény na obrazku 1.

Vnéjsi podnét

T R
neak't_ivni \&PKK

(F?j. aktivni Cytoplazma
neaktivni o
2 (MAPKK )

® aktivni

-

neaktivni T-R-Y p
MAPK /&)

/ aktivni

T

Aktivace transkripénich faktord

Obr. 1 Schéma, zobrazuje MAPK kaskadu u A. thaliana, sloZzenou z MAPKKK, MAPKK
a MAPK. Popisuje Sifeni signalu pfijatého na receptoru cytoplazmatické membrany smérem
dovnitf buniky. Pismeno ,,P“ oznaCuje anorganicky fosfat a pismena ,,PP* protein fosfatasu.
Sipky na schématu naznaéuji smér drahy.




2.2.1.2 Deaktivace MAPK kaskady

Inaktivace MAPK kaskady je fizena pomoci tyrosinovych a serin-threoninovych
fosfatas (Luan, 2003). Byly identifikovany tii rizné typy fosfatas: tyrosin fosfatasy,
serin — threonin fosfatasy a dvojité specifické fosfatasy Za aktivitu jednotlivych MAPK
fosfatas je zodpovédna zpétnovazebnd smycka. Kuplné deaktivaci MAPK je tfeba
defosforylace obou threoninovych i tyrosinovych reziduii. Jednotlivé fosfatasy stejné

jako MAPK maji riiznou subcelularni lokalizaci (Bartels et al., 2010).

2.2.2 MAPK Kkinasy jednodéloZnych rostlin

2.2.2.1 MAPK Kkinasy ryze

Modelovou rostlinou jednodéloznych rostlin je ryze (Oryza sativa) (Agrawal, 2003b).
Jako model byla zvolena z divodu malé velikosti genomu a zna¢ného vyznamu
v zeméd¢lstvi (Huang et al., 2002).

Ryzovy genom obsahuje 74 MAPKKK, 8 MAPKK a 17 MAPK (Hamel et al. 2006;
Reyna a Yang, 2006; Rao et al. 2010; Yang et al., 2015). Razny pocet téchto tii typt
proteinti poukazuje na to, ze MAPK kaskady muzou sdilet stejné MAPKK i MAPK
nebo ze se MAPKK a MAPK zapojuji do vicerych biologickych aktivit. Velké mnozstvi
MAPKKK rovné€z naznaCuje, ze MAPK drahy mohou byt dulezité pro regulaci
mnohych fyziologickych procesu (Yang et al., 2015).

Prvni ryzovda MAPK byla izolovana z indické odridy IR36 a byla pojmenovéana
BWMPK1(OsBWMK1). Prvotni studie prokazaly, ze je vyvolana infekci patogenu
Magnaporthe grisea a mechanickym poranénim. Molekulova hmotnost této MAPK je
pfiblizné 60 kDa a jiz 4 hodiny po stimulu z vngSiho prosttedi je aktivni.
Jejim objevenim bylo dokazano zapojeni MAPK do obrannych mechanismu ryze (He
etal., 1999).

Dale byly Gispésné izolovany MAPK z indické a japonské ryze (Agrawal et al., 2003;
Lieberherr et al., 2005; Liu a Xue, 2007). Z téchto studii o MAPK ryze vyplyvalo,
az po adaptaci na rizné druhy biotického a abiotického stresu (Liu a Xue, 2007).

Velmi zajimavé jsou také studie s umlenymi nebo nad exprimovanymi
MAP kinasami u ryze. Transgenni linie ryze snad exprimovanou OsMAPKS5
(s 35S promotorem) vykazovala vyssi OsMAPKS5 kinazovou aktivitu a zvySenou

toleranci vuci suchu, soli a chladu. Naopak transgenni linie s uml¢enou OsMAPKS5
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vykazuje sniZenou toleranci vic¢i vySe uvedenym stresovym podminkdam, avSak

zvysenou odolnost proti bakteridlnim a houbovym patogeniim (Xiong a Yang, 2003).

2.2.2.2 MAPK Kkinasy je¢mene

Rodina jecmennych MAPKs nebyla dosud systematicky popsana. Zapojeni genové
exprese, jako odpoveéd’ na stresovou situaci v ramci jeémenné MAPKSs byla objevena
po infekci Blumeria graminis (Eckey et al., 2004). Zatim pouze u HvVMPK4 byla
prokdzana vyznamna funkce v zavislosti na regula¢ni odpovédi, jez souvisi se solnym

a biotickym stresem (Abass a Morris, 2013).

2.3 Vnimani stresovych podminek u rostlin

Soucasné rostlinstvo je vysledkem mnohalet¢é evoluce. Rostliny jsou neustale
vystavovany nepfiznivym podminkdm, na které se snazi adaptovat, coz ma zéasadni
vyznam na jejich rast a vyvoj (Zhu, 2002).

Stres muze byt pivodu biotického ¢i abiotického. Mezi abiotické faktory fadime
ucinky vysokych 1 nizkych teplot, sucha, osmotického stresu ¢i mechanického poranéni.
Naopak biotické faktory zahrnuji ptisobeni patogenti, mikrobti ¢i toxickych latek,
vznikajicich jejich metabolismem. Mezi regulacni mechanismy, kterymi se rostliny
snazi odolavat vnéj§im vlivim, fadime rtizné syntézy hormont (auxiny, gibereliny,
kyselina abscisova aj.) a zahdjeni sekundarni odpovédi a expresi riznych genti (Devoto
a Turner, 2003). Z mnoha signalnich drah, které se zapojuji se do obrannych reakci
rostlin, patii MAPK k hlavnim draham zodpovédnych za bunéfnou odpoveéd
(Tena et al., 2001; Jonak et al., 2002).

K ochrané proti patogeniim (bioticky stres) maji rostliny rtizné slozky v bun&cné
sténé nebo mikrobidlni elicitory, které rozpoznavaji piitomnost patogeni. V misté
pruniku patogenti do bunky jsou produkovany charakteristické latky (signalizacni
molekuly) jako etylen, oxid dusnaty, kyselina jasmonova a jiné, které jsou soucasti
vzniku bunécné odpovédi (Cheong a Kim, 2010).

Dale se stresové podminky projevuji zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku
Vv bunce — volnych radikalu, jako naptiklad superoxid (O2"), hydroxylovy radikal (OH"),
peroxylovy (ROO), alkoxylovy (RO a hydroperoxylovy (HO.") radikal. Z téchto
volnych radikali poté mohou vznikat toxické latky jako peroxid vodiku (H203),
singletovy kyslik (*02), kyselina chlornd (HCIO) & ozén (Os) (Quan et al., 2008).

Reaktivni formy kysliku v buiice jsou nebezpecné toxické latky, které jsou pticinou
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poskozeni proteint, lipidi ¢i genetické informace, co miva za nasledek bunécnou smrt.
Peroxid vodiku ma vSak dvoji U¢inky v zavislosti na jeho koncentraci. Vysoka
koncentrace vede k bunééné smrti (Jabs et al., 1996; Wang et al., 1996), naopak nizka
koncentrace funguje jako signalni molekula pro start riznych obrannych mechanismi

pfi biotickém i abiotickém stresu (Quan et al., 2008).

2.3.1 Solny stres (Osmoticky stres)

Velké mnozstvi zemédé€lské pudy trpi vysokou koncentraci soli, zejména v oblastech,
kde je nutnost zavlazovani (Zhu, 2002; Tuteja, 2007). Velky vyznam pro rostlinu ma
voda, kterd hraje velkou roli pii solném stresu a stresu vyvolanym suchem. Sil
pfisolném stresu vyvolava fyziologické sucho. Jelikoz maji tyto dva typy stresu
stejné¢ho jmenovatele, vodu, tak maji mnoho obrannych mechanismi spole¢nych a také
jejich signalni drahy se navzajem prolinaji (Ingram a Bartels, 1996; Hasegawa et al.,
2000).

Osmoticky stres je zahajen okamzité po bezprostfednim setkani buiiky se zvySenou
koncentraci soli. Tento stres nemusi byt striktné zahdjen pouze soli, ale také
hypertonickymi roztoky s rozpusténymi osmoticky aktivnimi latkami, jako jsou
sacharosa, sorbitol a mnoho dalsich (De Castro et al., 2000; Lin a Kao, 2002; Bahaji et
al., 2003; Mazel et al., 2004; Huang et al., 2009; Luo et al., 2009; Vollger et al., 2011).
Osmoticky stres zpusobuje zménu turgoru rostlinné buiiky a jejiho celkového objemu.
Dale indukuje tvorbu a hromadéni stabilizujicich osmolytii a antioxidantd, kteti zvySuji
toleranci vici tomuto stresu (Hanson et al., 1994; Hasegawa et al., 2000).

Solny stres zpusobuje nékolik typli poskozeni rostlin, velmi zdvazna je iontova
toxicita (Munns a Tester, 2008), ktera zpusobuje iontovou nerovnovahu a oxidacni stres
v bunikach (Zhu, 2003). Z tohoto divodu je nutné pochopit mechanismus vymény Na*
aK" iontd a jejich proteind, které nam odhali zadkladni faktory tolerance rostlin
pfi solném stresu (Munns, 2005; Munns a Tester, 2008). Mezi sofistikované
mechanismy, které se vyrovnavaji se solnym stresem, fadime kompartmentaci
toxickych iontl, selekci ionti, upravy fotosyntetickych a metabolickych drah,
akumulaci antioxida¢nich enzymu, regulaci hormont ¢i modifikaci bunécné stény
(Zhang et al., 2012).

Rostlinna tolerance na siil zahrnuje komplexni sit’ reakei zalozenych na genetickém
podkladé (Munns, 2005; Munns a Tester, 2008). Identifikace a odhaleni nékterych
klicovych genil a ptislusnych proteinii by napomohla pochopeni mechanismil odpovédi
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rostlin pfi solném stresu (Wuet al, 2014). Zdiavodu post-transkripcnich
a post-transla¢nich zmén proteini jako glykosylace, fosforylace a protein-proteinova
interakce je studium zmén zpusobenych solnym stresem na Grovni proteind v bufice
nejlépe vystihujicim piistupem (Zhang et al., 2012). Obor zabyvajici se kvantitativni
analyzou proteintl, nachazejicich se v organismu za definovanych podminek, se nazyva
proteomika (Lottspeich, 1999).

Proteomika je Casto uzivana pro studium abiotickych stresovych podminek u rostlin
(Urano et al., 2010; Kosova et al., 2011). Zhang et al. vytvoftili databazi proteomickych
studii zabyvajicich se solnym stresem u rostlin. Celkem identifikovali 561 unikatnich
proteini u 34 rostlinnych druhii ovlivnénych solnym stresem. Pfevazna vétSina
analyzovanych proteomickych studii pracovala s celkovymi vyextrahovanymi proteiny,
méné Casté byly prace, kde se pracovalo pouze s membranovymi proteiny (Zhang et al.,
2012). Membranové proteiny jsou vSechny proteiny vyskytujici se v cytoplazmatické
membrané¢ a membrané¢ organel. Rozdélujeme je do nékolika skupin: strukturni
proteiny, kotvy, kindzy a transportéry zahrnujici nosice, enzymy a receptory (White
a Wimley, 1999). Mnoho membranovych proteint se aktivné zapojuje do toleranénich
mechanismi vii¢i solnému stresu napi. H* a Ca?* pumpy, Na* a K* transportni proteiny
¢i rizné symportéry a antiportéry (Yokoi et al., 2002; Apse et al., 2003; Shi et al.,
2003).

U ryze bylo zaznamendno 18 statisticky zménénych membranovych proteint,
produkovanych pii podminkach solného stresu Vv kofenovém systému, podilejicich se
naudrzovani stavu cytoplazmatické membrany, iontové homeostaze a Sifeni signalu
v bunikach kotene (Cheng et al., 2009). Je tedy ziejmé, ze identifikace a charakterizace
membranovych proteini pfisp&je k pochopeni tolerancnich mechanisml rostlin

pfi solném stresu.

2.4 Proteomika

Proteomika je v&dni obor, ktery pomoci biochemickych metod studuje strukturu, funkci
a interakce proteind. Zaroven hodnoti i translaci genetické informace, jez je v buice
vyjadiena jednotlivymi peptidy a proteiny. Vyraz proteom, od kterého je odvozen nazev
tohoto védniho odvétvi, byl poprvé pouzit v roku 1995 a byl definovan jako proteinovy
ekvivalent genomu (Wasinger et al., 1995). Po zvefejnéni byl pojem postupem casu
formovan a byly mu piesné&ji vytyCeny hranice (O'Farrell, 1975; Pandey a Mann, 2000;
Thelen, 2007). Proteomiku fadime mezi obory, které napomahaji odhalit biologické
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procesy probihajici v buiice. Proteiny plni v buiice mnoho funkci od stavebni, zasobni,

regulacni ptes signalni, katalytické, transportni az po obranné.

2.4.1 Aplikace proteomiky v praxi

Proteomika ma Siroké uplatnéni v riznych typech odvétvi. V mediciné napomaha
odhalit pfi¢iny a mechanismy chorob nebo se podili na objevovani novych markert
fyziologickych stavii. Ve farmacii se podili na hledani a vyvoji novych 1é¢iv (Pandey
a Mann, 2000). Pro zavedeni novych vyrobnich procestii a pro zjisténi kvality
I bezpeCnosti potravin se vyuziva v potravinaiském prumyslu. V dneS$ni dobé se
zvysujicim poctem lidi na Zemi a s tim spojenymi zvySenymi poptavkami na kvalitni
vychozi zemédélské plodiny, je proteomika Casto vyuzivana jako ndstroj pro zvyseni
vynost téchto plodin, pro Slechténi novych odrid méné nachylnych na stresové

podminky nebo plodin s nizkym obsahem $kodlivych latek.

2.4.2 Proteomicka analyza

Proteomickd analyza je dlouhy a pracny proces zahrnujici mnoho kroka. Na obrazku 2
je znazornén zakladni proces analyzy proteini. EXistuji dva pfistupy proteomické
analyzy: gelova a bezgelova proteomicka analyza proteind.

Gelovy proteomicky rozbor bude vice rozveden nize, jedna se o standartni nastroj
proteomiky. Tento rozbor ma ov§em sva omezeni, napiiklad: analyza omezené kapacity
vzorku, problém identifikace proteini o nizké koncentraci a Castecné
I reprodukovatelnost a kvantifikace proteinového vzorku. Tyto tdaje jsou vSak nezbytné
pro komplexni anylyzu proteomu a popis fyziologickych procesii v zivém organismu
(Gyagi et al., 1997). Proto byly vytvoteny rizné zlepSeni gelové analyzy (Gorg et al.,
2004). I pfes tato zlepSeni, stale existuji ur€itd omezeni, coZz vedlo k vyvoji jinych
alternativnich piistupt.

Bezgelova proteomické analyza se jevi jako nejlepsi feSeni. Bezgelovy proteomicky
rozbor spociva v naStépeni proteinového vzorku na peptidy, pomoci proteolytickych
enzymu, nejCastéji je uzivan trypsin. Jednotlivé peptidy jsou nasledné rozdéleny
podle jejich povahy na chromatografické kolon¢. Separace mize probihat taky
ve vicerych krocich na vice chromatografickych kolonach sefazenych za sebou.
Nejcastéji separace probihd nareverznich C18 kolondch a vymyté proteiny se déle

identifikuji pomoci hmotnostni spektrometrie (Roe a Griffin, 2006).
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Obr. 2 — Schématické znazornéni metod, nejcastéji aplikovanych pii proteomické analyze.
Sipky ukazuji smér proteinového rozboru.

2.4.2.1 Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE)

Tuto metodu vyvinul a publikoval roku 1975 Patrick H. O'Farrell. Jedna se o spojeni
dvou elektroforetickych metod: isoelektrické fokusace (IEF, 1.dimenze neboli 1.rozmér)
a polyakrylamidové gelové elektroforézy v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE, 2.dimenze ¢i 2.rozmér) (O'Farrell, 1975). Cilem této metody bylo zajistit
jednoduché a rychlé¢ feSeni pro ziskdni informaci o proteomu. Zajimavosti je,
7e nejdiive byla tato metoda oznaCena jako spekulativni v casopise Journal
of Biological Chemistry. I pfes toto oznaceni se tato metoda velmi rychle rozsitila (JBC
Centennial, 2006). Pocateéni nevyhodou byla nizka reprodukovatelnost metody
z ditvodu velikého poctu kroki pfi ziskdni kone¢ného vysledku ve formé dvourozmeérné
proteinové mapy. To se ovSem pomérné rychle vyteSilo jednoduchymi technickymi
zménami (Bjellgvist et al., 1982), komer¢né¢ prodavanymi pfistroji a pomickami,
kterymi se metoda stala lehce reprodukovatelnou. V té dobé pievzala 2-DE PAGE
ustfedni roli v feSeni problému Vv proteomice. V soucasn¢ dob& se bézné po separaci

proteintt pomoci 2-DE provadi identifikace proteinovych skvrn za pomoci hmotnostni
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spektrometrie (MS). Na jediném 2-DE gelu mizeme najit az 10 000 proteinovych skvrn
(Klose a Kobalz, 1995; Eisenberg et al., 2000; Pandey a Mann, 2000; Jenkins a
Pennington, 2001).

2.4.2.1.1 Priprava vzorku pro 2-DE

Dosazeni co nejlepsiho rozpusténi proteinového peletu je v proteomice velmi vyznamny
krok, ktery urcuje kvalitu vysledku. Dobra rozpustnost proteint pfispiva ke zvySeni
poctu rozlisitelnych spot (Herbert, 1999). Rozpustnost proteind navic podminuje jejich
separaci pii isoelektrické fokusaci. Pii Giplném rozpusSténi proteind se zabrani ztratam
pii isoelektrické fokusaci a zaroven je lepSi prestup rozdé€lenych proteind na gel
pfi polyakrylamidové gelové elektroforéze v pfitomnosti dodecylsulfaitu sodného
(Adessi et al., 1997; Rabilloud et al., 1997).

Hlavnim cilem je tedy pfevedeni proteinli do kapalného stavu, jejich denaturovani,
redukovani a alkylace. Tyto kroky jsou nezbytné pro naruSeni vzajemného pisobeni
proteinti ve vzorku, CO ma za nasledek, Ze proteinova skvrna (spot) reprezentuje pouze
jeden polypeptid (Rabilloud,1996). Pro rozpousténi proteinového peletu se uzivaji
pufry, které obsahuji chaotropni ¢inidla, jako jsou mocovina a thiomocovina, detergenty
typu CHAPS, Triton X-100 nebo dodecylsiran sodny. Jako redukéni Cinidlo je v pufru
nejCastéji pouzivan dithiothreitol (DTT). Kombinace mocovina a thiomocovina je
do pufru ptidavana pro zruseni vodikovych mustku, ale také hydrofobnich interakci
(Bjorhall et al., 2005; Gorg et al., 2004). Pro zamezeni interakci jednotlivych
hydrofobnich domén proteinli se do pufru ptidavaji detergenty a redukéni ¢inidla,
které maji obrannou funkci proti pfipadné zpétné oxidaci disulfidickych mustkl

(Bouchal a Kucera, 2003).

2.4.2.1.2 Isoelektricka fokusace (I1EF)

Tato metoda pomoci vysokého napéti rozdéluje solubilizované proteiny v elektrickém
poli podle jejich isoelektrického bodu (pl), ¢imZz vznika prvni rozdéleni proteind
pti 2-DE.

Nejdiive se tato metoda provadéla v tenkych trubickach (pramér: 1-2mm)
naplnénych gelem (CA-IEF), ktery obsahoval amfolyty zajistujici pH gradient
(O'Farrell, 1975). Z divodu nesnadné reprodukovatelnosti a slozité manipulace se
Castéji pouzivaji komeréné vyrabéné prouzky gelu (stripy), které maji imobilizovany pH
gradient (IPG-1EF) (Bjellgvist et al., 1982, Gorg et al., 2000). U trubickové IEF je

mozné aplikovat pouze 100 pg vzorku, naproti tomu na IPG stripy az Smg.
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VéEtsi mnozstvi nanesen¢ho vzorku umoziiuje zachyceni hydrofobnich a slabé
koncentrovanych proteinti, co méa za vysledek vétsi pocet identifikovanych proteinti

ve vzorku (Bouchal a Kucera, 2003).

2.4.2.1.3 Polyakrylamidova elekroforéza v pritomnosti dodecylsulfitu sodného
(SDS-PAGE)

Pred SDS-PAGE musi byt proteiny, rozdélené za pomoci IEF, ekvilibrovany
Vv ekvilibraénim pufru. Nejdiive Vv ekvilibracnim pufru s néjakym redukénim cinidlem
(napiiklad DTT) a poté v ekvilibra¢nim pufru s alkyla¢nim ¢inidlem (amidem kyseliny
jodoctové, IAA). Hlavnim cilem téchto kroku je naruSeni proteinové struktury u vzorku
pomoci redukce disulfidickych vazeb mezi jednotlivymi aminokyselinami. Po této
upravé je trubickovy gel nebo IPG prouzek polozen na vrch polyakrylamidového gelu,
ktery je mezi dvéma skly. Pro zlepSeni pfilnuti dvou pfiloZzenych geli je IPG
prouzek/trubickovy gel zalit agarosou.

Polyakrylamidovy gel obsahuje dodecyl-sulfat sodny (SDS), ktery udéluje proteintim
uniformni naboj spojeny s jednotkou relativni molekulové hmotnosti (Bouchal
a Kucera, 2003). Po spusténi elektrického proudu do systému se proteiny predrozdélené
isoelektrickou fokusaci ptenasi na polyakrylamidovy gel, kde se dale rozdé¢luji
na zakladé molekulové hmotnosti a vznika druha dimenze 2-DE.

SDS-PAGE mtze probihat horizontalng i vertikalné. Pfevdzné se pouziva vertikalni
elektroforéza a to z diivodu vétsiho vyuziti, kdy se najednou muze spustit vice gell
(az 6). Polyakrylamidové gely se pouzivaji v riznych koncentracich akrylamidu od 10
do 13%. V mnoha ptipadech je uzivano spiSe vy$si koncentrace, kdy gely byvaji

uniformnéjsi (Gorg et al., 2000).

12



PFiprava vzorku

Y

B 1.Rozmeér
|l 5 [l |

kyselé pH zasadité pH

2.Rozmeér
: i l ! l l’ Mr = 250kDa
C [ ]
L |
L0 e tets
- - C )
* 8 s * °
= 8 a
T e ®
- . . ] [ ]
Mr =10kDa

Obr. 3 — Schématické znazornéni provedeni 2-DE elektroforézy. Krok A popisuje pfipravu
vzorku. V levé mikrozkumavce najdeme proteinovy pelet, ktery se po dokonalém rozpusténi
v pufru proméfi na spektrofotometru pro zjisténi koncentrace proteinti ve vzorku. Pied aplikaci
na IPG strip se do proteinového vzorku ptipipetuje 1ul bromfenolové modii, ktery se pridava
pro lepsi orientaci pii nanaSeni na IPG strip. Krok B popisuje isoelektrickou fokusaci, kdy se
proteiny rozdéli podle svého isoelektrického bodu na [IPG stripu. Krok C zachycuje pfenos
rozd€lenych proteini na polyakrylamidovy gel, kde se proteiny navic rozdéli podle
své molekulové hmotnosti a na obrazku je znazornén vysledny 2-DE gel po barveni.

2.4.2.1.4 Vizualizace proteinovych skvrn
Po provedeni 2-DE je nutné rozd€lené proteiny na gelu zakotvit a nasledné vizualizovat.
Ukotveni proteini muze byt zajisténo napiiklad nékolikahodinovym promyvanim gelu
v roztoku ethanol nebo kyselina octova a voda (Potacova et al., 2008). Vice je vSak
uzivano spojeni téchto dvou krokt, kdy fixace probiha zaroven pii barveni (Bouchal
a Kucera, 2003).

Vizualizace muze byt provedena nékolika zplsoby, avSak kazda metoda ma své
vyhody a nevyhody. Nejcastéji se pti vizualizaci proteinovych SDS-PAGE gell pouziva

barveni pomoci barviva Coomasie brilliant blue nebo dusi¢nanu stfibrného. Barveni
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geli pomoci Coomasie brilliant blue je sice jednoduché, ale je zatizeno nizkym
detek¢nim limitem (0,2pug/skvrna). Timto barvenim vizualizujeme pouze hlavni slozky
proteinového vzorku, tedy vysoko abundantni proteiny (Gorg et al., 2004). Naopak
velkou vyhodou tohoto kvantitativniho barveni je, ze gel se posléze mlze pouzit
pro identifikaci proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie (Matsui et al., 1999).

Dalsi typ barveni je pomoci dusi¢nanu stiibrného, kdy detekujeme v proteinové
smési | proteiny o nizkych koncentracich. Stiibfeni je az 100x citlivéjsi nez barveni
pomoci Coomasie brilliant blue. Problémem stiibieni je vSak jeji reprodukovatelnost,
diky subjektivnimu hodnoceni intenzity barveni. V tomto naopak Coomasie brilliant
blue nema vyrazné problémy. Dalsi nevyhodou barveni pomoci dusi¢nanu stfibrného je,
7e se stiibrné ionty (Ag") vazi pouze na nékteré aminokyselinové rezidua - Asp, Cys,
Glu, His, Lys a Met. Proto se nepovazuje tato metoda za zcela kvantitativni (Rabilloud
etal., 1994).

V soucasné dobé se k barveni ¢asto uziva fluorescenénich barviv jako je Sypro Ruby,
Sypro Orange, Sypro Red a jinych. Vyhodou téchto barviv je, ze detekuji proteiny
0 nizké abundanci stejné¢ jako stiibro a navic takto barvené gely je mozné pouZzit
na identifikaci rozdélénych proteinit pomoci hmotnostni spektrometrie (Patton, 2000).
Dalsim kladem je také jejich Sir$i dynamické rozmezi oproti vyse uvedenym technikam

barveni. Tato skute¢nost znaci vyssi efektivnost barveni (Herosimczyk et al., 2006).

2.4.2.1.5 Vyhodnoceni proteinovych skvrn na gelu

Vysledkem 2-DE je gel, na kterém se po barveni objevi proteinové skvrny. 2-DE gely
se nasledné skenuji bud’ denzitometrickym dokumentaénim skenerem, nebo v ptipadé
pouziti fluorescencnich barviv fluorescencnimi skenery. Proteinové mapy vzniklé
na 2-DE gelu je tieba kvantitativné i1 kvalitativné vyhodnotit (Potacova et al., 2008).
Vyhodnoceni se déla za pomoci softwaru, ktery zahrnuje nejméné tyto 3 kroky: detekce
proteinovych skvrn, kvantifikace skvrn a zaméfeni skvrn odpovidajici jednomu proteinu
na vice vlozenych gelech (Rosengren et al., 2003). Na trhu je k dispozici mnoho
softwarovych programi provadé¢jicich tuto analyzu - naptiklad program PDQuest
(Bio-Rad, USA) nebo program ImageMaster. (Amersham Biosciences, USA).

2.4.2.1.5.1 PDQuest
Mezi zakladni funkce softwaru PDQuest patii: automatickd detekce a zaméteni skvrn
na gelu, propracovana kvantifikace, funkce pro statistickou analyzu, flexibilni funkce

vizualizace a zafazovaci funkce pro porovnavaci analyzu. Vyhodnoceni probihd v 2-D
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projekci Gaussova obrazu, ktery ma za tkol minimalizovat ru¢ni Upravy tim,
ze oddé€luje sloucené a piekryvajici se mista. Navic program vyuziva funkce, kterymi
rozpozna a odstrani nespecifické tecky, jako jsou necistoty a jiné artefakty na gelu.
Propracované odstranéni pozadi zajisti pomérné¢ presnou kvantifikaci proteini o nizké
abundanci. PDQuest pracuje s riznymi normaliza¢nimi metodami, které minimalizuji
chyby pii detekcei proteinovych skvrn. Co se tyce statistického vystupu vysledkt, mohou
si uzivatel¢ nastavit statistické hladiny vyznamnosti, Skterymi chtéji pracovat,
a aplikovat na detekované proteinové skvrny ruzné statistické analyzy. Tento software

zaroven umoznuje porovnani vice experimentil mezi sebou (Bio-Rad, 27.3.2015).

2.4.2.1.6 Nevyhody 2-DE

Ackoliv je 2-DE vhodnd metoda pro rozdéleni komplexnich smési proteinti, ma také
jisté nevyhody. Mezi hlavni nevyhody této metody tadime nizkou hladinu detekce
a nasledné identifikace proteint s nizkym vyskytem ve vzorcich. Barvenim a vizualizaci
pomoci Coomassie Brilliant Blue se zobrazi pouze ty proteiny, které se nachazeji
ve vzorku ve stfednich nebo vyssich koncentracich (Corthals et al., 2000; Anderson
a Anderson, 1998). Pro ¢aste¢né odstranéni této nevyhody se vyuziva afinitnich technik,
kdy jsou ze vzorku odstranény proteiny s vysokym zastoupenim. Naptiklad pii extrakci
proteint  z listh  rostlin  se enzym RUBISCO (ribulosa-1,5-bisfosfat
karboxylasa/oxygenasa) nachazi v 30% - 50% zastoupeni. Pfesny vyskyt tohoto enzymu
zavisi na typu rostliny (Feller et al., 2008). Pomoci afinitni chromatografie jsme schopni
ze vzorku vychytat enzym RUBISCO, a proto timto zplisobem miiZeme obohatit vzorek
0 proteiny, které jsou zadané (Lopez, 2000a). Pfi pouziti afinitniho nosic¢e s navdzanym
konkavalinem A obohacujeme vzorek o glykosylované proteiny (Lopez, 2000a; Lopez
et al., 2000). Mimo afinitni chromatografii je vhodna taky prefrakcionace vzorki.
Nejjednodussi je frakcionace na samotné organely. Frakcionace podle naboje miiZze byt
provedena béhem samotné isoelektrické fokusace, pokud je pouzit pH gradient o malém
rozpéti (Collinsova a Jiracek, 2004). Jiné moZnosti prefrakcionace milZzeme nalézt
v publikaci Righetti et al., 2003. Nevyhodou je vSak pracnost a ¢asova naro¢nost
na provedeni, do jist¢é miry i zru¢nost pro tvorbu reprodukovatelnych gelt (Quadroni
a James, 1999). Neékteré nevyhody 2-DE se obejit nedaji, zru¢nost se zlepSuje praxi

a Casova narocnost se postupnymi optimalizacemi a novymi technikami pomalu snizuji.
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2.4.2.2 1dentifikace proteini

Za pomoci kalibrace ziskavame z 2-DE gelii informace o jednotlivych proteinech, jejich
isoelektrickém bod¢ a molekulové hmotnosti. Nicméné tyto hodnoty nejsou
jednoznacné, spiSe ptiblizné. Z tohoto diivodu je nutné urcit primarni strukturu proteind,
ktera zaruéi jednozna¢nou identifikaci proteint (Bouchal a Kucera, 2003).

K identifikaci slouzi rizné typy metod jako napiiklad: Edmanovo odbouravani,
hmotnostni spektrometrie, metoda specifické detekce pozadovaného proteinu pomoci
protilatky (Western blotting) a jiné. Za pomoci zjisténych udaji o primarni struktuie
muzeme jednotlivé proteiny identifikovat v riznych proteinovych databazi (Swiss-Prot,
TrEMBL, PIR, OWL).

2.4.2.2.1 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Tato metoda je v soucasné dob& nejvice vyuzivana v ramci identifikace proteint.
Funguje na principu méfeni poméru hmotnosti a naboje (m/z) ionti pochazejici
ze vzork.

Mezi nejCastéji vyuzivané metody hmotnostni spektrometrie  pouzivané
pti identifikaci a kvantifikaci proteint jsou meékké ionizacni techniky, jako byva laserem
zprostredkovana desorpce vzorku v piitomnosti matrice (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization) MALDI-TOF MS (Karas a Hillenkamp, 1988) a ionizace vzorku
pomoci elektrospreje (Electrospray lonization, ESI-MS) (Whitehouse et al., 1985;
Tanaka et al., 1988; Fenn et al., 1989). Tyto dva typy se od sebe li$i zpisobem ionizace.
Roku 2002 byla za objeveni mé&kké ionizace a jeji vyuziti pfi strukturalni analyze
biomakromolekul udélena Nobelova cena, a tu ziskali John B. Fenn a Koichi Tanaka.

Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze zdroje ionizace, analyzatoru a detektoru.
Zdroj ionizace ma za ukol vytvofit ionty, analyzator ma funkci rozd¢lit jednotlivé ionty
podle jejich poméru hmotnosti a naboje. Detektor detekuje nabité ¢astice tim, ze zesiluje

jejich odezvu, aby se z ni stal méfitelny signal (Parker et al., 2010).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Bio—Rad: akrylamid, Precision Plus Protein standards

Duchefa Biochemie: pentahydrat siranu médnatého (CuSOas-5 H20)

Penta: ethanol (C2Hs0H)

Sigma-Aldrich: 2-merkaptoethanol (C2HeSO), 2-propanol (CsH7OH), aceton (C3HsO),

amfolyty, amid kyseliny jodoctové (IAA), bromfenolova modf, ¢inidlo Bradfordové,
dihydrat molybdenanu disodného (NazMo004.2H,0), dihydrogenfosforeénan draselny
(KH2PQO4),  dithiotreitol (DTT), dodecylsulfat sodny (SDS), dusi¢nan amonny
(NHsNO3), dusi¢nan draselny (KNOs3), glycerol (CsHgOs), heptahydrat siranu
hotfe¢natého (MgS0O4.7H20), heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4.7 H20), hovézi
sérovy albumin (BSA), hydroxid draselny (KOH), hypochlorid sodny (NaClO), CHAPS
detergent, chlorid draselny (KCI), chlorid sodny (NaCl), kyselina chlorovodikova
(HCI), kyselina etylendiamintetraoctova EDTA ([CH,N(CH,CO,H),]2), kyselina
octova (CH3COOH), kyselina trihydrogenborita (H3BO3), methanol (CH3OH),
mocovina (CHsN20), N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), peroxodisiran
amonny (APS), sacharosa (Ci12H20011), tetrahydrat dusi¢nanu  vapenatého
(Ca(NOs3), .4H20), tetrahydrat chloridu manganatého (MnCl2.4 H20), thiomocovina
(CH4N2S), Tris-base, Tris-pufrovany fenol (pH 8,8), Triton X-100, Tween 20, zelezna
sul EDTA (Fe-EDTA).

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy XA110/2X - Radwag (Polsko), centrifuga Scan Speed 1730 MR -
Scala Scientific (Nizozemsko), digestof — Merci (CR), elektromagneticka michacka
MSH-420 - Boeco (Némecko), fokusator Ettan IPGphor 3 - GE Healthcare (USA),
hlubokomrazici box (-80°C) MDF-U500VX-PE — Panasonic (Japonsko), kultiva¢ni
komora - Weiss Gallenkamp (Velka Britanie), Image Scanner 111 - Epson (Japonsko),
laboratorni piedvazky S1502 - BEL (Italie), laminarni box Faster — Schoeller
instruments (CR), lednice (4°C) Space plus — Electrolux (Svédsko), lyofilizator
SednVac — Labogene (Dansko), mrazak (-20°C) Liebherr — Scholler instruments (CR),
pH metr PC 2700 - Eutech Instruments (Singapur), pipety Eppendorf Research plus —

Eppendorf (Némecko), sonifikator Elmasonic P — Elma (Némecko), spektrofotometr -
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Backman Coulter (USA), termoblok — Bioer (Cina), vortex Genie — Scientific
Industries (USA), vykyvna tifepatka MR-12 - Biosan (Lotyssko), zdroj
pro elektroforézu Electrophoresis Power Supply EPS 601- GE Healthcare (UK).

3.1.3 Rostlinny material

Zrna divokého typu jeCmene setého - Hordeum vulgare cv. Golden Promise

3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace a priprava rostlinného materiilu pro péstovani

Zrna divokého typu jeémene setého (cv. Golden Promise) byla povrchové sterilizovana.
Sterilizace semen probihala v laminarnim boxu, kdy zrna byla umisténa v 50 ml tubach.
Zrna byla po dobu 30 sekund promyvana 70% etanolem (7,29 ml 96% ethanolu;
2,71 ml destilované vody), a pak byla 3 krat promyta destilovanou vodou. Nasledovala
aplikace 5% hypochloridu sodného (5 ml - destilované vody; 5 ml - 10% hypochloridu
sodného) po dobu 4 minut. Zrna se opét promyla 4 krat destilovanou vodou a nechala se
stat ve vodé 1 hodinu. Na navlhceny filtracni papir byla zrna vyskladana vedle sebe
a filtra¢ni papir byl stoCen. Nasledné byl takto stoceny filtraéni papir prenesen do 1 |
kadiny, kde bylo pfilito asi 200 ml destilované vody. Takto zpracovany material byl
ponechdn 3 dny v lednici pfi 4 °C. Tento krok je nutny pro dalsi stupenn péstovani,

kliceni je¢mene.

3.2.2 Péstovani jeémene

Po tfech dnech byla zrna vytazena z lednicky a ponechana v kultivaéni mistnosti
S konstantni teplotou 22 °C, relativni vlhkosti 70 % a fotoperiodou 16/8 hod.
Po vykliceni zrn byly rostliny piesazeny do truhliku s Hoaglandovym roztokem, ktery
byl Cefen provzduSnovaCem. Po narlstu prvnich dvou listku nadzemni casti byly
rostliny rozdéleny na kontrolni a stresované. Solny stres byl nasazen 10. den
od vytazeni zrn je¢mene z lednicky. Stresovanym rostlinam byl pfidavan do roztoku
chlorid sodny o vysledné koncentraci 150 mmol1?. Jak stresované, tak kontrolni
rostliny byly kultivovany v kultiva¢ni mistnosti za vySe uvedenych podminek.
HoaglandlGv roztok byl ménén 2 krat tydné. Solny stres pro rostliny trval 22 dni.
Celkové stafi rostliny pfi sklizeni jeCmene bylo 32 dni. Celkové byly vypéstovany dve

biologické opakovani za stejnych podminek ve stejné kultiva¢ni mistnosti.
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Zasobni roztoky na Hoaglandovo médium
A) 1 mol‘l* dusié¢nani
101,19 — KNOg; 236,1g — Ca(NO3)2 - 4H20; 80g — NH4NO3
- destilovana voda doplnéna na objem 1litr
B) 1 mol‘l"t MgSO4
246,59 — MgSOs - 7TH20
- destilovana voda doplnéna na objem 1litr
C) 1 mol'l' Fe —EDTA
7,59 - Fe—EDTA
- destilovana voda doplnéna na 0,5 litru
D) Mikronutrienty
2,869 — H3BOs3; 1,89 — MnCl; - 4 H20; 0,29 — ZnS04 - 7 H20; 0,08g — CuSOs4 - 5 H20;
0,025g — NazMoOQg4 - 2H20
- destilovana voda doplnéna na 1 litr
E) 1 mol‘lt KH2POs (pH = 6)
1369 — KH2PO4
- pH bylo upravovano 10 mol‘l1* KOH

- destilovanou voda byla doplnéna na 1litr

Tab. 1 Priprava 1 litru Hoaglandova média

Slozka Objem (ml)
Destilovana voda 989,5

1 mol‘1"? dusi¢nanii 5

1 mol'I't MgSO4 2

1 mol'l! Fe - EDTA 15
Mikronutrienty 1

1 mol‘I"t KH2PO4 (pH = 6) 1

Slozky byly pridavany do roztoku chronologicky v potadi jako v tabulce 1.
Pokud byl pfipravovan roztok pro vyvolani stresovych podminek, bylo vzdy pfidavano
do roztoku 8,77 g NaCl na 1 litr Hoaglandova roztoku. Vysledna koncentrace chloridu

sodného v roztoku byla 150 mmol-[~1,
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3.2.3 Sklizeni jeCmene a fenotypizace korenového systému

Oddélenti listh od kofenli pfedchazelo véazeni celé rostliny na digitalnich vahach a foceni
jednotlivych rostlin. Listy a kofeny byly zvlast vlozeny do jednotlivych 15ml tub
a zmrazeny tekutym dusikem. Takto zpracovany material byl uchovén v mrazicim boxu
na —80 °C do dalsiho zpracovani. Za pomoci programu Image] byly méfeny vSechny
kotenové systémy jednotlivych rostlin. Fenotypové zmény délek kofenti byly

vyhodnocovéany za pomoci tabulkové aplikace Microsoft Excel.

3.2.4 Priprava rostlinného homogenatu
Zmrazené listy a kofeny byly postupné homogenizovany V tfeci misce za piitomnosti
tekutého dusiku pti — 196 °C. Rostlinny homogenét byl nasledné uskladnén v mrazicim

boxu na — 80 °C a byl pouzit pro proteomickou analyzu.

3.2.5 Lyofilizace listového homogenatu
Listovy homogenat byl lyofilizovan za pomoci vakuového vymrazovani v lyofilizatoru

pti -110 °C a tlaku 0,4 mBar.

3.2.6 Méreni koncentrace listovych barviv

Koncentrace listovych barviv byla provedena podle ¢lanku Lichtenthaler (1987).
Na analytickych vahach bylo do 15ml tuby odvazeno piiblizné¢ 5 mg lyofilizovaného
homogenatu listu, bylo ptidano 100 pl destilované vody a smés byla ponechéna 10 min.
inkubaci. Poté bylo pfidino 8 ml 96% C;HsOH, smés byla zvortexovana, takto
pfipraveny materidl byl zabalen do alobalu a inkubovan pifes noc v digestofi.
Nasledujici den byla smés zvortexovana a prométena na spektrofotometru (470,0 nm,
648,6 nm a 664,2 nm). Koncentrace jednotlivych barviv byly vypocteny podle nize

uvedenych vzorci.

_ (13,36°4664,2—5,19-4648,2)8.1

Chlorofyl a: CA= — (mg/g susiny)
27,43-Agas,6—812'Age4,2)8,1 ..
Chlorofyl b: = nin 664.2) (mg/g susiny)
Msusina
5,24-Aggs2+22,24 Agas,6) 8,1 ..
Chlorofyl a+h: Casp = S22 40042 645,6) (mg/g susiny)
Msusina
, : 4,785A470+3,657 Agg4,2—12,76Ag456)8,1 ..
Celkové karotenoidy: ¢ karotenoidy = ( 70 — got2 645,6) (mg/g susiny)
susina
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3.2.7 Extrakce proteint z kofenového systému

Z kotenovych homogenatii jemene byly extrahovany a precipitovany celkové proteiny
podle publikace Hurkman a Tanaka, (1986) a Taka¢ et al., (2011). Ke kofenovému
homogenatu (pfiblizné 0,3 g) bylo pfidano 0,7 ml extrak¢éniho pufru (6,156 g sacharézy;
2 ml 15 moll! Tris-HCI pH 8,8; 0,058 g EDTA; 0,149 g KCI; 2 pul
2-merkaptoethanolu; rozpusténo v destilované vod¢é na objem 20 ml), vychlazeného
v lednici na 4 °C. Po aplikaci byla suspenze ponechana 5 minut pfi laboratorni teploté
a nasledn¢ 10 minut na led¢. VSechny dalsi kroky byly provadény na led¢. Dale bylo
ke smési pripipetovano 0,7ml Tris-pufrovaného fenolu o pH 8,8. Suspenze byla
promichana na vortexu a inkubovéna 30 minut za obfasné¢ho promichéni. Nasledovala
centrifugace ve vychlazené centrifuze pii téchto podminkach: 4 °C, pti 8000 g, po dobu
5 minut. Vytvofena fenolova faze byla odebrana do zkumavky a k zbylé vodné fazi bylo
piidano 0,5 ml extrak¢niho pufru a 0,5 ml Tris-pufrovaného fenolu o pH 8.8, aby
probéhlo reextrahovani mensiho mnozstvi proteinti obsazenych ve vodné fazi. Suspenze
byla centrifugovana podle stejnych parametr jako prvni centrifugace. Druhd ziskana

fenolova faze byla ptidana k prvni fenolové fazi.

3.2.8 Precipitace a ¢iSténi vyextrahovanych proteini

Fenolova faze byla rozpipetovana po 300 ul do zkumavek s objemem 2 ml a bylo k ni
pfidano pétinasobné mnozstvi (1500 pl) 0,1 moll? octanu amonného ve 100%
metanolu (3,85 g CH3COONHs bylo rozpustétno v500 ml 100% metanolu)
vychlazeného na -20 °C. Smés byla promichana a ulozena do mrazni¢ky
pfi teploté¢ -20 °C ptes noc. Jiz po hodin¢ se daly sledovat oblacky vysrazenych
proteinti. Dalsi den byla suspenze centrifugovana ve vychlazené centrifuze na 4 °C,
pii 13000 g, po dobu 30 minut. Supernatant nad peletem proteinti byl opatrné
odpipetovan a k peletu bylo opét pfidano 0,1 moll! octanu amonného ve 100%
metanolu. Proteinovy pelet byl rozsuspendovan za pomoci vortexu a suspenze se
ponechala 15 minut v mraznicce pii -20 °C. Po inkubaci byla suspenze stoCena
na centrifuze pti 13000 g, teplot¢ 4 °C, po dobu 10 minut. Timto zpisobem byl
proteinovy pelet procistén 2x 80% acetonem, 2x 70% etanolem a naposledy 80%
acetonem, jelikoz 70% etanol, nepfiznivé ovliviiuje rozpustnost proteinového peletu

do kone¢ného roztoku.
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3.2.9 Rozpousténi proteinového peletu a méieni koncentrace vzorku

Po poslednim zcentrifugovani smeési, ve vychlazené centrifuze pii 13000 g, 4 °C,
po dobu 10 minut, byl 80% aceton odpipetovan. Zkumavka byla ponechdna 25 minut
oteviena, aby se pelet prosusil. Posléze bylo piipipetovano 100 pl rehydratacniho
pufru- RP (9,609 g mocoviny; 3,044 g thiomocoviny, 0,4 g CHAPS; 0,4 ml
Triton X-100; vsSe bylo rozpusténo postupné v destilované vod¢ na objem 20 ml;
Z tohoto zasobniho roztoku se vzdy odebiral potfebny objem, do kterého se jesté na 1 ml
roztoku ptidavalo 0,0077 g DTT a 0,005 ml amfolytl) a suspenze byla propipetovana,
aby se pelet 1épe rozbil a rozptylil v rehydratacnim pufru. Dale byla suspenze
inkubovana 1 hod. pfi laboratorni teplot¢ a nasledné ponechana v lednici pti 4 °C
do dalsiho dne, kdy se koncentrace proteind, promé&fila na spektrofotometru, dle metody

Bradfordové (1976).

3.2.10 Dvourozmérna elektroforéza (2-DE)
Tato separacni, proteomickd metoda pracuje na principu rozdéleni proteinli, nejdiive
podle jejich rozdilného isoelektrického bodu, za pomoci isoelektrické fokusace a poté

podle jejich molekulové hmotnosti, za pomoci polyakrylamidové -elektroforézy

(SDS-PAGE).

3.2.10.1 Isoelektricka fokusace proteini

Po naméfeni koncentrace proteint, byly pfipraveny vzorky s objemem 125 pl,
které obsahovaly 80 pg proteini a 2 pl bromfenolové modii. Tyto vzorky byly
napipetovany do jamek a gelovou stranou na vzorky byly ptidany 7cm IPG stripy
0 rozsahu pH 5-8. Vzorky byly ponechany, aby se pies noc nasaly do gelovych prouzkd.
Vzorky s IPG stripy byly vloZzeny do plastového kuffiku, ktery zajistil ochranu
pred necistotami a zarovenl vytvoril inkubaci ve tmé. DalSi den byla pfipravena
pfistrojova technika pro isoelektrickou fokusaci a do jamek porceldnové desticky,
kterd byla vloZena v isoelektrickém fokusatoru, byl pfipipetovan minerdlni ole;j.
Do jednotlivych jamek s olejem byly vlozeny 7 c¢cm IPG stripy se vzorky a pomoci
elektrod byly propojeny s fokusatorem. Na pocitaéi, ktery byl Spojen s fokusatorem,
byly v programu EttanIlPGphor3 nastaveny parametry fokusace: 1. konstantni napéti
300 V po dobu 40 min., 2. gradientové zvyseni na 1000 V za 27 min., 3. gradientové
zvyseni na 5000 V za 1 hod. 30 min. a 4. konstantni napéti 5000 V po dobu 1 hod.
24 min. Celkové napéti bylo 12 000 V a cas fokusace ptiblizne 4 hod. 30 minut.
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3.2.10.2 Uprava proteinii rozdélenych na 7 cm IPG stripech

Po fokusaci byly proteiny ekvilibrovany v ekvilibra¢ni roztoku (36,035 g; 3,33 ml
1,5 mol'I* Tris-HCI o pH 8,8; 2 g SDS; 30 ml glycerolu, 0,2 ml bromphenolblue, smés
byla rozpusténa v destilované vodé a vysledny objem byl upraven na 100 ml — zasobni
roztok). Uprava probihala ve 2 fazich: redukce disulfidovych vazeb ptidanim
dithiothreitolu (DTT — 0,01 g na 1ml ekvilibra¢nicho roztoku) a alkylace pomoci amidu
kyseliny jodoctové (IAA — 0,025 g na 1 ml ekvilibra¢niho roztoku). Ob¢ faze probihaly

po dobu 15 minut pii laboratorni teploté.

3.2.10.3 Denaturujici polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE)

Stripy byly aplikovany na 12% (w/v) rozliSovaci polyakrylamidovy gel (na pfipravu
1 gelu: 217 pl destilované vody; 125 ul 1,5 mol'1*  Tris-HCI pH 8,8; 150 pl 40%
akrylamidu; 5 pl 10% SDS; 0,25 ul TEMED; 2.5 pl 10% APS). Stripy byly zaktoveny
0,5% roztokem agarosy, obarvené bromfenolovou modii. SDS-PAGE probihala
v Tris-glycin-SDS pufru (3,035 g Tris; 14,413 g glycin; 1 g SDS) nejdiive pii 60 V
(pfiblizné 30 min.), v tomto kroku byly pfenaseny separované proteiny z IPG stripu
na polyakrylamidovy gel. Pfenos proteinti byl detekovan posunem bromfenolové modti
2 0,5% (w/v) agarosy do gelu. Poté bylo zvySeno napéti na 100 V. SDS-PAGE byla
ukonéena v ¢ase, kdy modry pas bromfenolové modfi, byl na spodnim konci gelu

(ptiblizné 2-3 hod.).

3.2.10.4 Barveni gelii a kvantifikace denzity skvrn

Gely byly barveny po dobu 2 hodin komer¢nim barvivem Bio - Safe Coomassie G-250
Stain. Poté byly promyvany destilovanou vodou a to do doby, neZ se odbarvilo pozadi.
Barveni a nasledné promyvani bylo provadéno na tfepacce pii laboratorni teploté.
Takto pripravené gely byly oskenovany na denzitometrickém dokumenta¢nim skeneru
a vlozeny do programu PDQuest 8.0. Proteinové skvrny byly detekovany automaticky
programem PDQuest 8.0 vramci jednotlivych biologickych opakovanich,
kdy nespravné ptifazené skvrny byly manudlné ptifazeny ke spravné skvrné. Software
PDQuest 8.0 provedl statistickou analyzu na hladiné vyznamnosti 90% a 95%,
zapomoci t-testu. Do uvahy byly pfijaty proteinové skvrny liSici se abundanci

s hodnotou pravdépodobnosti p <0,1.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Fenotypizace
V této Casti jsou prezentovany vysledky pozorovani zmén koienovych délek, zmény
v koncentracich listovych barviv obsazenych vV listech testovanych rostlin a rozdily

v cerstvé hmotnosti u kontrolnich a stresovanych rostlin.

4.1.1 Koienové fenotypové zmény u jeCmene setého po aplikaci soli

Vliv solnych podminek (koncentrace NaCl 150 mmol1?) na fenotyp plodiny byl
testovan na jeémeni setém (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise. Celkové byly
vypéstovany dvé biologické opakovani. Za pomoci softwaru ImageJ byly naméteny
jednotlivé délky kotentl.

Solny stres je reprezentativni abioticky stres, ktery snizuje rlst roslin
(Munns a Tester, 2008). Podle ptedpokladi, u kontrolnich rostlin byly naméfeny
nejdelsi délky kofent. Jiz po par dnech byly zaznamenany signifikantni rozdily
v inhibici rastu kofenu stresovanych roslin. Solny stres vyvolava vyznamné sniZeni
kofenové propustnosti pro vodu, ¢imz vyvolava tzv. fyziologické sucho. Tento jev byl
zaznamenan u mnoha plodin jako je kukufice, rajée nebo paprika (Azaizeh H. a Steudle
E., 1991; Peyrano et al., 1997; Carvajal et al., 1999; Martinez-Ballesta et al., 2000;
Martinez-Ballesta et al., 2003).

Z naméfenych hodnot byly vytvofeny tabulky a grafy zavislosti primérného poctu
kofenil na rostlinu ve vybranych délkovych tsecich kotenti u kontrolnich a stresovanych
rostlin. Z téchto udaji vyplynulo, ze dvé biologické opakovani vykazuji obdobné
vysledky. Pro prezentaci vysledkl byly dvé biologické opakovani zkompletovany a byl
vytvofen jeden graf zachycujici vysledky kofenového fenotypu (Obr. 4). Nejdelsi
naméfené kotfeny patfily kontrolnim rostlindim a méfily ptes 14 cm, proto je konecnym
délkovym tsekem kotfend rozsah 14 a vice cm (14+ cm). Predchazejici rozsahy délek
kotent jsou voleny od Ocm po 2cm dale. Priméry pocet kofend u kontrolnich rostlin
pievySoval primérny pocet kotfenil u stresovanych rostlin ve vSech méfenych délkovych
usecich kotene. Pti tsecich 4-6 cm, 6-8 cm a 12-14 cm byla za pomoci t-testu uréena
statisticka hladina vyznamnosti 95% (p < 0,05) a pti délkovém tuseku 8-10cm byla
prokazana hladina vyznamnosti 99% (p < 0,01). Pii délkovém tuseku kofenti 0—2 cm,
byl u kontrolnich rostlin zaznamenan rozdil vice neZ dvojnasobny oproti stresovanym
rostlinam, avSak t-testem nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil. Malé rozdily
v délkovych usecich kotfentll byly vyhodnoceny u rozsahti 2-4cm a 10-12cm.
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Obr.4 - Graficky zaznam vlivu soli na primérny pocet kotfend v riznych délkovych tsecich
kofenii u stresovanych a kontrolnich rostlin. Cervena barva sloupce zna&i kontrolni rostliny
amodra rostliny stresované soli. Nad jednotlivymi sloupci jsou vyznaceny smérodatné
odchylky a hvézda je symbolem statistické hladiny vyznamnosti.

Dalsim fenotypovym parametrem, ve kterém se kontrolni a stresované rostliny lisily,
byla mohutnost kofenového systému u téchto jednodé€loznych rostlin. Typ kofenové
soustavy jednodéloznych rostlin je homorizicky, coz znamena, Ze hlavni koten
Vranném vyvoji zastavuje rast a jeho funkce ptebiraji nahradni nebo-li adventivni
koteny (Kalina a Slavikova, 2003). Z adventivnich kofenli vyrGstaji bocné kofeny,
které zvySuji efektivnost zisku vody a minerdlnich Zivin. U kofenového systému
kontrolnich rostlin byly pozorovany mohutnéj$i adventivni kofeny s niZ§im poctem
bocnych kofenl oproti stresovanym rostlinam. Rozdily u boénych kotent nebyly pouze
Vv jejich poctu, ale také v jejich délce. Stresované rostliny mély viditelné del§i bocné
koteny (Obr. 5). Tento fenotypovy rozdil nam podava informaci o jednom
z mechanismt obrany této plodiny vuéi solnym podminkam. Rostlina pravdépodobné
vydava energii na tvorbu bo¢nych kofenti, ¢im se adventivni kofeny méné vyvijeji nez
je tomu u kontrolnich rostlin. Vy$§im poctem bocénych kotent, chce rostlina

pravdépodobné zvysit ptijem vody a minerdlnich Zivin.
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Obr. 5 — Kvalitativni porovnani kofenového systému kontrolni rostliny (A) a stresované rostliny
(B), 22 dnti péstované v solnych stresovych podminkach. Celkové stati rostlin 32 dn.

4.1.2 Fenotypova zména U listi je¢mene setého po solném stresu

Faktory ovliviiujici obsah rostlinnych pigmenti a barviv byly zkouméany jiz od dob
uvedeni Mendelovy dédi¢nosti (Nybom, 1955). Rostlinnd barviva obsazena v listech,
pohlcuji a reguluji svételnou energii piijatou pro fotosyntézu. Listovd barviva plni
funkci fotosynteticky aktivnich pigmentt. Patiéi zde chlorofyly (a + b) a karotenoidy
(B-karoten, lykopen, violaxantin, lutein). Chlorofyly funguji jako pfijmace svételné
energic a karotenoidy zajistuji ochranu fotosyntetického aparatu pied piipadnou
nevratnou fotooxidaxi (Armstrong a Hearst, 1996; Meskauskiene et al., 2001).

Koncentrace fotosynteticky aktivnich pigmentd jsou vyznamné pro urceni stavu
fotosyntetického aparatu v rostliné. Tento ukazatel zavisi na mnoha faktorech, jako je
napiiklad druh rostliny, stafi listti, podminky ristu nebo vyziva.

Nejjednodusi stanoveni koncentrace chlorofylii a celkovych karotenoidi je pomoci
spektrofotometrie. Tato metoda byla pouzita i v tomto ptipadé (Lichtenthaler, 1987).
Na obr. 6 jsou znazornény zmény koncentrace listovych barviv u jeCmene setého
pfisolném stresu a pii kontrolnich podminkach. Koncentrace chlorofylu ,a“
Vv kontrolnich rostlinach je vyssi nez u stresovanych rostlin, ale hodnota koncentrace
chlorofylu ,,b“ je naopak niz$i. Chlorofyly ,.a“ a ,b“ pfijimaji svételnou energii
v riznych vinovych délkach. Chlorofyl ,,a* pfijima svétlo ve vlnové oblasti 430nm
ajeho zastoupeni je nejvyssi ze vSech listovych barviv (pokryva % obsahu vsSech
listovych barviv). Chlorofyl ,,b* pfijima svétlo o vinové délce 480nm, ale jeho obsah
neni tak vysoky. Z divodu snizeného mnozstvi chlorofylu ,,a“ ve stresovanych

rostlinach miizeme pifedpokladat, Ze fotosyntéza byla v mirném uUtlumu oproti
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kontrolnim rostlinam. Obsah celkovych karotenoidi ve stresovanych rostlinach je
0 malo vyssi nez u kontrolnich rostlin. Namétené hodnoty rostlinnych barviv byly
podrobeny t-testu, ktery ukazal, Ze mezi kontrolnim a stresovanymi rostlinami neni
statisticky vyznamny rozdil. Koncentrace chlorofyli ,,a“ a ,b*“ podava informaci

13

o0 svételné fazi fotosyntézy, kdy chlorofyl ,,a* se vice uplatiiuje ve fotosystému I
a chlorofyl ,b“ ve fotosystému II. Malo zvySena koncentrace chlorofylu ,,b*,
ve stresované rostling, mize byt dal§i obrannou reakci rostliny na solny stres, reagujici
na vice snizenou hladinu chlorofylu ,,a* u stresované rostliny. Minimaln¢€ byla zvysSena
I hladina celkovych karotenoidi u stresovanych rostlin, coz mohlo byt disledkem

zvysené hladiny chlorofylu ,,b*, pfijimajici svétlo i vyssi vinové délce nez chlorofyl ,,a%.
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Obr.6 - Koncentrace rostlinnych barviv (mg/g suché vahy) v mladych listech je¢émene setého
U kontrolnich a stresovanych rostlin. Cervenad barva sloupce znaci kontrolni rostliny a modra
rostliny stresované soli. Nad jednotlivymi sloupci jsou vyznaceny smérodatné odchylky.
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4.1.3 Rozdil v ¢erstvé hmotnosti u je¢mene setého po aplikaci solného stresu

Kdyz byl biologicky experiment u konce, byly jednotlivé rostliny vazeny (Cerstva
hmotnost rostlin). Na obr. 7 jsou uvedeny rozdily v Cerstvé hmotnosti kontrolnich
a stresovanych rostlin. Pomoci t-testu byl prokdzan statisticky vyznamny rozdil
na hlading 99,9 % (p < 0,001). Vznikly rozdil muze byt vysvétlen niz§im obsahem vody
ve stresovanych rostlindch a zaroven mensim vyvinem orgéni oproti kontrolnim
rostlinam. Jev je nejspiSe zapiic¢inén soli vyvolanym fyziologickym suchem, popsanym

vyse.
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Obr. 7 — Grafické porovnani primérné Cerstvé hmotnosti kontrolnich a stresovanych rostlin.
Cervené je zaznadena pramérna Cerstvd hmotnost kontrolnich rostlin a modfe stresovanych
rostlin. Nad jednotlivymi sloupci jsou vyznaCeny smérodatné odchylky a hvézdy jsou
symbolem statisticky vyznamné hodnoty.
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4.2 Dvourozmérna elektroforeticka analyza proteinii z kofenti jeémene setého po

solném stresu

4.2.1 Optimalizace rozpousténi proteinového peletu

Z divodu malé efektivity rozpousténi proteinového peletu po fenolové extrakci
a nasledné precipitaci, bylo piistoupeno k optimalizaci podminek rozpousténi a slozeni
RP (slozeni je uvedeno vV kapitole metody). Jednotlivé optimalizac¢ni testy byly
hodnoceny vizualng. Tyto testy byly provadény pouze pro nasi orientaci,
pro kvantifikaci by musela byt méfena absorbance na spektrometru, aby byly viditelné
piesné rozdily.

Proteinové pelety byly pfipraveny ve stejnych alikvotach, aby byla zajisténa
stejnorodost proteinového materialu. Nejdiive byly provadény zkousky tykajici se
podminek rozpousténi a poté zkousky se zménami koncentraci nékterych slozek RP.
Podminky pro rozpousténi proteinového peletu byly Cerpany z publikaci Hurkman
a Tanaka (1986) a Takac et al., (2011). Krokem ptedchazejicim rozpousténi peletu je
procisténi precipitovanych proteinti. V poslednim kroku procisténi je proteinovy pelet
rozsuspendovan v 80% acetonu, ktery je po stoCeni na centrifuze odpipetovan. Oteviena
zkumavka s proteinovym peletem je poloZena na Cisty filtracni papir, aby se pelet
prosusil a odpafil se veskery aceton. V tomto kroku byl proveden optimaliza¢ni test,
ktery urcil dobu prosuseni peletu. Proteinovy pelet se nechal prosusit 5, 10, 15, 20, 25,
30 a 60 minut. Po pfidani RP se proteinovy pelet nejlépe rozpoustél po 25 minutach
prosuseni. Dal§im krokem je inkubace rozpoustéjiciho se vzorku, pti laboratorni teploté.
Rozpoustéjici vzorek byl po 30, 45, 60, 75, 90 a 120 minutadch promichan pipetovanim.
Vysledkem této zkousky bylo zjisténi, Ze po 60 minutach nenastdva zaddna razantni
zména, tykaji se rozpuSténi peletu. V tomto kroku byla vyzkousena i sonifikace
Vv ultrazvukové lazni, kdy vzorky byly 3 krat po 10 minutich a 3 krat po 20 minutach
sonifikovany. Ani jedna z variant, vSak ve velké mife nepfispivala k rozpousténi naseho
rostlinného materidlu. Pro lepSi rozpousténi proteinti, byly vzorky ponechdvany
ptes noc Vv lednici pii 4°C.

Optimalizacni testy se zménami koncentraci vybranych slozek RP (mocovina,
thiomocovina) nepfinesli zddnou zménu v piivodnim sloZeni, pouze bylo ovéfeno,
ze puvodni koncentrace jsou v optimalnim poméru.

Tyto dva optimaliza¢ni testy byly provadény za podminek, které byly podle vyse

uvedenych testli nejlepsi.
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4.2.2 Proteomicka analyza
Zmény v kofenovém proteomu je¢mene setého (Hordeum vulgare) cv. Golden Promise
po solném stresu byly detekovany za pomoci dvourozmérné elektroforézy. Z 300 mg
kofenového homogenatu se po extrakci, precipitaci a precisténi ziskalo vice nez 80 ug
proteini.  Jednotlivé dvourozmémé proteinové gely byly dokumentovany
denzitometrickym dokumenta¢nim skenerem. Naskenované 2-D gely byly vlozeny
do vyhodnocovaciho softwaru PDQuest 8.0 (Bio-Rad). Za pomoci tohoto softwaru byly
vyhodnoceny zmény optické denzity detekovanych proteinovych skvrn v kofenovém
systému kontrolnich a stresovanych rostlin.

Na dvourozmérnych gelech z kontrolnich rostlin bylo detekovano primérné
220 (£ 1) skvrn (obr. 8) a na dvourozmérnych gelech ze stresovanych rostlin 204 (+ 0,5)
skvrn (obr. 9). Ptesny pocet detekovanych skvrn na 2-D gelu, poéty sparovanych

proteinovych skvrn a mira shody jsou znazornény a uvedeny Vv tab. 2.
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Obr. 8 — Reprezentativni dvourozmérny gel kofenového proteomu kontrolni rostliny je¢mene
setého (7 cm IPG strips (pH 5 — 8), 12% SDS-PAGE gel). Vodorovné méfitko o rozsahu 5 — 8
zna¢i rozdeleni proteinii podle isoelektrického bodu (pl) a vertikalni métitko znaci hodnotu
molekulové hmotnosti (Mr) v kDa.
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Obr. 9 — Reprezentativni dvourozmérny gel kofenového proteomu stresované rostliny jeCmene
setého (solny stres, 150 mmol-1* NaCl), (7 cm IPG strips (pH 5 — 8), 12% SDS-PAGE gel).
Vodorovné métitko o rozsahu 5 — 8 znaci rozdéleni, podle isoelektrického bodu (pl), vertikalni
méfitko hodnotu molekulové hmotnosti v kDa.

Tab. 2 — Ptehled poctd detekovanych proteinovych skvrn na dvourozmérnych gelech
kofenového systému kontrolnich a stresovanych rostlin, jejich sparovani (proteinova skvrna z
kontrolnich rostlin s proteinovou skvrnou ze stresovanych rostlin) a mira shody. Oznaceni
kontrola a stres znaci, z jakého kotenového systému proteiny pochaze;ji.

Biologické opakovani 2D-gel  Polet skvrn  Sparovanych skvrn Mira shody

1 Kontrola 221 213 96,4%
Stres 203 198 97,5%
2 Kontrola 219 213 97,3%
Stres 204 194 95,1%

Opticka denzita proteinovych skvrn vyhotovenych z kofenového systému
kontrolnich rostlin slouzila jako kontrola pro ureni zmén v optické denzité
proteinovych skvrn u stresovanych rostlin. Podle zvySeného nebo sniZzeného trendu
v optické denzité jednotlivych proteint, byly vSechny identifikované proteiny rozdéleny
do nékolika skupin. Celkové zmény v optické denzité detekovanych skvrn zachycuje
tab. 3. Pocet detekovanych proteinovych skvrn se sniZzenou optickou denzitou,
po 22 dennim solném stresu, byl vyssi nez pocet proteinovych skvrn se zvySenou
optickou denzitou. Z toho se da predpokladat, ze v kofenovych buikach stresovanych
rostlin dochazelo pievazné ke katabolickym reakcim (Uvackova et al., 2012).

Katabolismus je soubor bunéénych rozkladnych procesii a anabolismus je souhrn

vSech syntetickych reakci probihajicich v buiice. Pokud je katabolismus a anabolismus
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VvV rovnovaze, bunika neroste (Chalupova-Karlovarska, 2010). Pfedpokladany vyssi pocet
katabolickych reakci v stresovanych buinikach oproti kontrolnim ma za nasledek
inhibovany rust celého organismu, co je vsouladu s pozorovanym fenotypem
kotfenového systému je¢mene setého.

Z celkového poctu detekovanych skvrn v 2-D gelech bylo za pomoci softwarového
t-testu nalezeno 21 statisticky vyznamnych skvrn na hladiné¢ vyznamnosti 90 %
(p<0,1) a 8 statisticky vyznamnych skvrn na hladiné vyznamnosti 95 % (p < 0,05).
Na obr. 8 a 9 jsou vyznacCené statisticky vyznamné proteinové skvrny, vyhodnocené
softwarem na hladiné vyznamnosti 95 %.

Studie autord Wu et al., 2014 je nejaktualnéjsi praci tykajici se u¢ink soli na jeCmen
sety. Publikace ovSem pracuje s jinymi odriidami je¢mene — tibetskym jeCcmenem XZ16
a Sodridou CM72, kterd je zndma pro svou vysokou odolnost vici soli. Autofi
této publikace vytvofili dvourozmérné gely =z proteint kofenového systému
I dvourozmérné gely z proteind obsazenych v listech, ¢imz pokryli celkové zmény
v metabolismu je¢mene. U obou testovanych odrid bylo zaznamenano Sest statisticky
vyznamnych proteinovych skvrn (p < 0,05) se snizenou denzitou. Tento vysledek je

obdobny s vySe uvedenym.

Tab. 3 — Souhrn softwarové vyhodnocenych zmén v optické denzité proteinovych skvrn
kotenového systému jeCmene setého ovlivnéného solnym stresem. Opticka denzita
proteinovych skvrn z kofenového systému stresovanych rostlin byla porovnavana s optickou
denzitou proteinovych skvrn kofenového systémem kontrolnich rostlin.

Trend Zména abundance Pocet detekovanych proteinti
> 3 krat 5
Snizeny 1,5 -3 krat 55
1-1,5 krat 70
1-1,5 krat 29
Zvyseny 1,5 -3 krat 26
> 3 krat 7

V dalsich krocich byly uréovany parametry osmi proteinovych skvrn, které byly
vyhodnoceny t-testem na statistické hladiné¢ vyznamnosti 95%. Za pomoci markeru
molekulové hmotnosti byla odeftena orientacni molekulova hmotnost uvedenych
proteinovych skvrn a podle pevného imobilizovaného pH gradientu na IPG stripu byla
urena orientaéni hodnota isoelektrického bodu daného proteinu. Parametry
jednotlivych osmi proteinii se zménenou abundanci na statistické hladiné vyznamnosti

95% jsou uvedeny v tab.4.

32



Jelikoz nebyla dosud sestavena 2-D proteinova mapa identifikovanych proteinti
jeCmene setého, jako je tomu napiiklad u Arabidopsis sativa nebo Escherichia coli,
nebylo mozné porovnat nami orientacné urc¢ené parametry proteinil s identifikovanymi
proteiny pomoci hmotnostni spektrometrie. Porovnavani probé¢hlo i v ramci publikace
Wu et al. 2014, ktera fesi stejnou problematiku. OvSem ani zde nebyla nalezena shoda,
coz je mozné vysvétlit tim, Ze jednak autofi této prace pracovali s jinou odridou
jeCmene setého, ale také pouzili odliSnou metodu extrakce proteinti, barveni gelti nebo

rozsah pl.

Tab. 4 — Priiblizné parametry jednotlivych proteint, které byly softwarovym t-testem
vyhodnoceny jako statisticky vyznamné, na hladiné vyznamnosti 95% (p < 0,05).

Skvrna Isoelektricky bod (pI) | Mol. Hmotnost (kDa) | Trend, zména abundance

A 5,47 50 Snizeni; 3,14 krat
B 5,42 16 SniZeni; 3,32krat

C 6,65 69 SniZeni; 2,69 krat
D 6,76 70 Snizeni; 1,97 krat
E 6,83 98 Snizeni; 2,51 krat
F 7,04 73 SniZeni; 2,39 krat
G 7,21 44 Snizeni; 1,50 krat
H 7,31 49 Zvyseni; 2,31 krat

Pro lepsi piehled zmén optické denzity, byly zhotoveny detailni vytezy osmi

proteinovych skvrn se statistickou hladinou vyznamnosti 95% (Obr.10).
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Obr. 10 — Detailni pohled na jednotlivé proteinové skvrny oznacené na dvourozmérném gelu
zobr. 8 a 9 pismeny A-H. Tyto proteinové skvrny byly softwarem PDQuest 8.0 (Bio-Rad)
oznaceny jako statisky vyznamné (p < 0,05).



Opticka denzita téchto osmi proteinovych skvrn se pohybovala v riiznych rozsazich.
Hodnoty optickych denzit jednotlivych proteinovych skvrn, vyhotovenych z dvou
biologickych opakovani, byly zprimérovany a z téchto hodnot byly vypocitainy zmény
optické denzity. Graficky jsou tyto zmény znazornény naobr.1l. Tyto proteinové

skvrny budou pozd¢ji identifikovany za pomoci hmotnostni spektrometrie.
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Obr. 11 — Grafické porovnani primérné optické denzity proteinovych skvrn detekovanych
na dvourozmérnych gelech kofenového systému kontrolnich a stresovanych rostlin. Cervena
barva oznacuje skvrny detekované na dvourozmérnych gelech kontrolnich rostlin a modra barva
odpovida skvrnam detekovanym na dvourozmérnych gelech stresovanych rostlin.
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S Zavér

Teoretickd cast této bakalafské prace pojednavd o MAPK signalnich drahach,
zamétujicich se na MAPK kaskady jednod€loznych rostlin. Shrnuje vSeobecné
poznatky vlivu stresovych podminek na rostliny. V souvislosti s navazujici praktickou
Casti se V teoretické ¢asti uvadi sumarizace vlivu solného stresu na rostliny a metody
proteomické analyzy.

Prakticka cast se zabyva sledovanim fenotypovych zmén u jeémene setého
po aplikaci solného stresu po dobu 22 dni (150 mmol-1"t NaCl) a porovnani téchto zmén
s fenotypem kontrolnich rostlin. Dale tato c¢ast pojednava o proteomické analyze
kotfenového systému jeCmene seté¢ho po ovlivnéni solnym stresem. Byly porovnavany
detekované proteiny z kofenového systému kontrolnich rostlin viici stresovanym.

Na zéklad¢ vyhodnocenych vysledkd bylo zjisténo, Ze kofenovy systém je¢mene
po solném stresu dortistd do kratsich délek s vy$sim poctem boénych kofenti nez
u kontrolnich rostlin a zaroven jsou tyto bo¢né kofeny mnohem del$i, co souvisi
pravdépodobné se snahou plodiny ziskat vice vody a Zivin.

Ze stanoveni koncentrace listovych barviv muzeme ptedpokladat mirnou inhibici
fotosyntézy, pravé diky niz8$i koncentraci chlorofylu ,,a*“ u stresovanych rostlin
a nésledné predpokladaného sniZzeného piijmu svételné¢ho zareni o vinové délce 430nm.

Celkova inhibice riistu a omezeny pfijem vody vyvolany zvySenou koncentraci soli
v Zivném meédiu byl potvrzen rozdilem v Cerstvé hmotnosti kontrolnich a stresovanych
rostlin na konci experimentu.

Metodou dvourozmérné elektroforézy byla separovdna komplexni smés
extrahovanych kofenovych proteinit z je¢mene setého. Z divodu Spatného rozpousténi
proteinového peletu, byly provedeny optimalizaéni testy definujici ideadlni podminky
pro rozpousténi uvedeného proteinového peletu. Softwarem PDQuest 8.0 bylo
na dvourozmérnych gelech uréeno osm statisticky vyznamnych skvrn (p < 0,05).
Z vys§iho poctu detekovanych proteinovych skvrn se sniZzenou denzitou se da
piedpokladat, ze v bunkach probihali pfevazné katabolické reakce (Uvackova et al.,
2012).

Hypotéza s vy$§im poctem katabolickych reakei u stresovanych rostlin v porovnani
s kontrolnimi rostlinami byla v souladu se sledovanou inhibici ristu kofent u
stresovanych rostlin. Definitivni potvrzeni ptedpokladu zvySeného mnoZstvi

katabolickych reakci u stresovanych rostlin oproti kontrolnim rostlindm, je mozné
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identifikaci jednotlivych statisticky vyznamnych proteinovych skvrn pomoci

hmotnostni spektrometrie.
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7 Seznam pouzitych zkratek

2-DE — dvourozmérna elektroforéza

APS — peroxodisiran amonny

CV. — odrida

DTT — dithiothreitol

IEF — isoelektrickd fokusace

IPG stripy — prouzky s imobilizovanym pH gradientem

MAPK — mitogen - aktivovana protein Kinasa

MAPKK (MAP2K) — mitogen-aktivovana protein kinasa kinasa

MAPKKK (MAP3K) — mitogen-aktivovana protein kinasa kKinasa kinasa
MAPKKKK (MAP4K) — mitogen-aktivovana protein kinasa Kinasa kinasa kinasa
NO — oxid dusnaty

p — zvolend hladina vyznamnosti

pl — isoelektricky bod

rcf — relativni centrifugacni zrychleni

ROS — reaktivni formy kysliku

RP — rehydratacni pufr

SDS — dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE — denaturujici polyakrylamidova elektroforéza za ptitomnosti SDS
TEMED - N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
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