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ABSTRAKT

Dusik je jednim z nejvice zastoupenych prvkd v zivych organismech. Na rozdil od
ostatnich klicovych prvki je jeho anorganicky zdroj omezen, a z tohoto dtivodu musi
byt co nejvice zasob dusiku recyklovano z dusikatych sloucenin (vcetné proteintt), které
byly vyuzity jinymi organismy. Tato prace ,Jak rostlindim chutnd proteinova strava“
struéné shrnuje mechanismus asimilace dusiku a diskutuje o alternativnich zdrojich
dusiku pro rostliny. Experimentalni ¢ast poskytuje dikaz 0 tom, Ze intaktni proteiny v
kultivaénim médiu zpomaluji rist kofentl, a Ze Soucasti této odpovédi je cytokininova
signaliza¢ni draha. Aby bylo mozné sledovat a pomoci objasnit tento mechanismus,
bylo testovano vyuziti proteomické analyzy rostlinného sekretu. Celkem bylo
detekovano vice nez 300 proteind vV hydroponické kultufe Nicotiana tabacum a vice nez

jedna tfetina z nich byly ovlivnény vlivem cytokining.

Klicova slova: asimilace dusiku, sekretom, proteom, proteinova vyziva

ABSTRACT

Nitrogen is one of the most abundant elements in living organisms. In contrast to other
key elements, its input from inorganic sources is limited and thus the most of the
nitrogen pool has to be recycled from nitrogenous compounds (including proteins) that
have been used by other organisms. This thesis "How do plants enjoy protein nutrition”
briefly reviews nitrogen assimilation mechanisms and discusses alternative nitrogen
sources for plants. The experimental part provides evidence that an intact protein in the
culture medium decreases root growth and that the cytokinin signalling participates in
this response. Then, to provide tools for further elucidations of this mechanism, a
method for plant secretome analyses was tested. Altogether, more than 300 proteins
were detected in hydroponic-based cultures of Nicotiana tabacum and more than one-

third of these were affected by the cytokinin treatment.

Keywords: nitrogen assimilation, secretome, proteome, protein nutrition
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1 UVOD A CIL PRACE

Dusik je ¢tvrty nejvice se vyskytujici prvek v zivych organismech (Buchanan et al.,
2015). Zatimco dusik tvoii méné nez 0,1% zemské kiry, v atmosféfe se molekularni
dusik vyskytuje ve velkém mnozstvi a to kolem v 78%. I pfes toto mnozstvi dusiku je
jeho obsah v zemské kuife asi 50 krat vy$$i nez v celé atmosféie. VéEtSina z této formy
dusiku je vSak navazana ve vyvrelych a zvétranych horninach, ze kterych se nemize
uvolnit do zivych organismti. Kolob¢h dusiku mezi geochemickymi a biochemickymi
stavy je pomérn¢ slozity, a proto vétSina dusiku vyuzivana zivymi organismy pochazi

z recyklace slou€enin pochazejicich z jinych zZivych organismi (obr. 1).

Atmosfericky
dusik (N2)

w Pramyslova

Ztrity
vymyvanim

Obr. 1: Kolobéh dusiku v biosfére (prevzato z Taiz a Zeiger, 2010).



Ptijimany dusik do zasob je vytvaren pii chemickych reakcich, které doprovazeji
prirodni udélosti (napiiklad ohen a blesky) nebo lidskou aktivitu (naptiklad pouzivani
spalovacich motor a pouzivani chemickych hnojiv). Dusik se vyskytuje v pifirodnich
ekosystémech diky biologickym procesum fixace dusiku, pii kterych dochazi k redukci
atmosférického dusiku na amoniak. K fixaci dusiku dochazi pouze u prokaryot.
Amoniak produkovany fixaci dusiku je asimilovan na aminokyseliny a odtud na
proteiny a jiné slouceniny obsahujici dusik. Amoniak uvolfiovany z organismt nebo
ptidavany jako hnojivo mize byt pfeveden na dusitanové a dusi¢nanové ionty pomoci
nitrifika¢nich bakterii. Tyto ionty pak vstupuji do metabolismu pomoci redukce na
amonn¢ ionty a nasledujicim zaclenénim do aminokyselin. Tento proces je zndm nejen
u bakterii, ale i hub a rostlin (Buchanan et al., 2015, Taiz a Zaiger, 2010). Za zminku
stoji uvést i ptiklad symbidzy mezi rostlinou a bakterii schopnou asimilovat dusik. Mezi
nejvyznamnéj$i souziti patfi symbidza bobovitych rostlin s druhy rodu Rhizobium
(Obr. 2). Vlakno bakterie vnikne do rostliny, kde vznikne bakteroid. Ten je spojen
s vyvolanim tvorby nitrogenazy a dalSich enzymu dulezitych pro fixaci molekuldrniho

dusiku (Prochazka et al., 1998).

Obr. 2: Rhizobium. Zndzornéni korenovych hlizek na séjovych bobech. Tyto hlizky
Jjsou vysledkem symbiozy Rhizobium japonicum (Taiz a Zeiger, 2010).



I kdyz rostlina piijima vétSinu organického dusiku formou nizkomolekularnich
latek, nedavné studie ukazuji, ze je schopna piezit i pokud jedinym zdrojem dusiku
V jejim okoli jsou proteiny. Cilem bakalarské prace je studium praveé této tématiky.
Teoreticka cast shrnuje soucasné poznatky o metabolismu dusiku v rostlinich a
experimentalni ¢ast je zaméfena na metodiku vedouci k identifikaci proteinti
sekretovanych rostlinami do jejich okoli. Dil¢im cilem poté bylo otestovat, zda na

vyuziti proteinové stravy ma efekt rostlinny hormon cytokinin.

1.1 Vyznam dusiku pro rostliny

Bézna koncentrace dusiku ve zdravé mladé rostliné je 17 mM, coz odpovida
10 mg/g susiny (Buchanan et al., 2015). Jakmile dojde ke zvySeni ¢i snizeni tohoto

mnozstvi, jedna se bud’ o nadbytek dusiku ¢i naopak jeho nedostatku.

Na zéklad¢ zmén v klimatu a zpisobu péstovani rostlin dochézi ke kolisani obsahu
dusiku v padé. Jelikoz neni dusik v padé pevné fixovan, muze dochazet k jeho
vyplavovani a nésledné k jeho nedostatku (Kincl a Krpes, 2000). Vymyvany jsou
Z pidy zejména nitraty, jelikoz jsou vysoce rozpustné¢ (Hodge, 2014). DalSim diivodem
nedostatku dusiku v pidé je volatilizace. Pii volatilizaci dochazi k uvolnéni dusiku
vV plynné formé do atmosféry (Prochazka, 1998). Jeden z pfiznakt deficitu dusiku u
rostlin je zakrsly rust. Jestlize jeho nedostatek pietrvava delsi dobu, dochazi k poklesu
mnozstvi chlorofylu, coz se projevi zménou barvy listt (Kincl a Krpes, 2000). Nejdiive
jsou listy bled¢ zelené, dale se objevuji naznaky chlorézy (Zloutnuti listt, Obr. 3), které
Vv delSim trvani nedostatku dusiku piejdou v opadnuti listli a to nejdiive téch starSich,
které se nachazi ve spodni ¢asti rostliny (Taiz a Zeiger, 2010). Ze starSich listl je dusik
transportovan do téch mladSich, coz dava za nasledek to, Ze se tyto symptomy u
mladSich listl tolik neprojevuji. Nedostatek dusiku muize také zplsobit piedcasné
kveteni. DalSim pfiznakem trvajiciho nedostatku je velmi §tihly a Casto zdievnatély
stonek (Taiz a Zeiger, 2010). Zmény pii nedostatku dusiku jsou pozorovany i
v morfologii kotfent, kdy dochazi k vyraznéjSimu riistu do délky a kofen se malo vétvi.

Dochazi také ke snizeni susSiny (Richter, 2004).
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Obr. 3: Projevy nedostatku dusiku. A) deficit dusiku u listu rajcete s ndslednym
Zloutnutim listu a B) zdravy list rajcete
(http://Iwww.haifagroup.com/knowledge_center/crop_guides/tomato/plant_nutrition/nut
rient_deficiency_symptoms/#{9FA58ABD-1330-401E-A26F-93596DA81BC6}.
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1.2 Signalizace a kontrola hladiny dusiku v rostlinach

Signalni drahy, které monitoruji obsah dusiku a reguluji jeho asimilaci a transport,
nejsou doposud zcela objasnény. Regulace aspon nékterych klicovych prvkl je vsak
uzce provdzana s metabolismem uhliku. Piikladem je nitratreduktaza, ktera je
stimulovana svétlem, nadbytkem sachardzy a rostlinnymi hormony cytokininy. K jejimu
snizeni naopak vede tma, ¢i zvySeny obsah klicovych aminokyselin podilejicich se v
asimilaci dusiku (Glu, GIn). Dusi¢nan sdm pak ptisobi jako signalni molekula a jiz
100 nM pridavek vede k zvySeni exprese pfenaseCl a enzymu jeho metabolismu
(Buchannan et al., 2015). Nedavno byl také popsan TOR komplex (Target of
Rapamycin), ktery je ziejmé& hlavni receptor zodpovédny za monitorovani hladiny
dusiku (Obr. 4).
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Obr. 4: Model aktivace TOR komplexu pomoci GLR receptorii spojenych s Caz*
iontovymi kandaly (prevzato od Gend a Forde, 2017). Zkratky: GLR (glutamate-like
receptors), receptory glutamdtu; TOR (target of rapamycin), cil rapamycinu;
SnRK1, pribuzné kindzy, které pusobi z velké casti antagonisticky na TOR,; VPS34,
tridici protein vakuol; Thr, threonin; Ala, alanin; Ans, asparagin; Glu, kyselina
glutamova, Leu, leucin; Gly, glycin, Phe, fenylalanin, Met, methionin, L-Ser, L-

serin; ABA, kyselina abscisova.



1.3 Asimilace dusiku

Schopnost fixace molekularniho dusiku maji mikroorganismy, které¢ ziji bud’
V pudé, nebo v symbidze s rostlinami. Symbiotickd fixace dusiku mize zvysit rlst a
vynos rostliny (Buchanan et al., 2015). Redukce vzdusného dusiku na amoniak vyuziva
dva enzymy. Jednd se o dinitrogendzu a dinitrogenaza reduktizu. Dohromady jsou
oznaCovany jako nitrogendza. Heterotetramer dinitrogenaza (MOFe protein) vaze
vzdusny dusik. Homodimer dinitrogenazareduktaza, (Fe protein), poskytuje
dinitrogenaze vysoko energetické elektrony (Buchanan et al., 2015, McKee T. a McKee
J.R., 2012).

Komplex enzyvmu nitrogenaza

Fe protein MoFe protein

(NifH) (NIfD, NifK + FeMoco
Dinitrogenaza Dinitrogenaza
reduktaza

8 Fdxox

8F dxead

16 ZATP 16 ADP

+
16 Oi
Obr. 5: Nitrogendza katalyzuje fixaci vzdusného dusiku (prevzato z Mathews et al.
2012). Zkratky: ADP, adenosindifosfat; ATP, adenosintrifosfat; Fdxox, ferredoxin, misto

pro oxidaci dusiku, Fdxred, ferredoxin, misto pro redukci dusiku, P, molekula fosfatu,

Fe protein, dinitrogendza reduktaza; MoFe protein, dinitrogendza.

Rostliny jako autotrofni organismy jsou schopné syntetizovat organické latky z
latek anorganickych (Arsova et al., 2012). Primarni asimilace dusiku se odehrava

Vv kofenech. Tam bunky pfijimaji anorganicky dusik a ten je nasledné pfeménén na
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organicky. Je to d¢j, ktery vyZaduje vysoky energeticky piijem (Taiz a Zeiger, 2010).

Celkoveé tento déj spotiebuje 12 ATP na dusik (Taiz a Zeiger, 2010, Prochazka et al.,

1998).
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Obr. 6: Spotieba a asimilace dusiku (prevzato od Arsova et al., 2011, Béloznikovad,

2016). Prvnim krokem je katalyza pomoci nitrdatreduktazy. Tento enzym je tvoren

slozkou FAD, molybdenem a cytochromem bs. Dusitan umistény v plastidech vytvari

NH4*, ktery je ndasledné zaclenén do glutaminu pomoci glutaminsyntdazy. NHa* je casto

fixovan koreny. Zvyraznené aminokyseliny znazornuji hlavni produkt asimilace dusiku
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(Arsova et al., 2012). Prijem formy dusiku jako dusicnanu a amonné soli. Asimilace
anorganického dusiku rostlinami probiha do nasledujicich transportnich aminokyselin:
glutamat, glutamin, aspartat a asparagin. Glutamin a glutamat jsou schopny rozsirit
dusik do rostlinného metabolismu, jelikoZ jsou schopny transportovatr dusik do ostatnich
aminokyselin, nukleovych kyselin a dalsich slozek obsahujici dusik (Buchanan et al.,
2015). Zkratky: ATM, amonné transportéry; CHL, NRT, dusicnanové transportéry,
HATS, vysokoafinitni transportéry; LATS, nizkoafinitni transportéry;, GS1, GS2,
izoformy glutaminsyntetizy, GOGAT, glutamdtsyntiza;, NR, nitrdatreduktdz; NiR,

nitritreduktaza

1.4 Alternativni zdroje dusiku pro rostliny

Pro rostliny jsou alternativni zdroje dusiku obsazeny V organickych slouceninach.
Mezi tyto zdroje dusiku mizeme zafadit aminokyseliny, peptidy, ale i proteiny, které

diive nebyly povazovany za ptimo dostupny zdroj dusiku pro rostliny.

1.4.1 Masozravé rostliny

Masozravé rostliny se zivi mixotrofné, konkrétn¢ autotrofni formou vyzivy. Béhem
této formy dochdzi k pfizivovani organickymi slouc¢eninami Zivocisnych tél. K tomuto
traveni hmyzu dochézi u rostlin riznymi zplsoby, jako napiiklad pomoci lapacich
méchyikl, tentakuli a lapacich pasti (Novak a Skalicky, 2012). Listy masozravych
rostlin jsou hojné na chlorofyl, tudiZ 1 bez Zivoc¢isné potravy dokdzou Zit autotrofné.
Rostliny, které ovSem pfijimaji tuto ZivociSnou potravu, jsou schopné produkovat vice

semen (Némec, 1963).
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Obr. 7: Specializované organy masozravych rostlin, A) lackovka (Nepenthes
ventricosa x truncata) s gravitacni pasti, B) mucholapka podivna (Dionaea muscipula)

se sklapovaci pasti

(http://www.masozraverostliny.info/informace/nepenthes/ventrxtru/index.html,

http://www.masozravky.com/).

Pro rozklad hmyzich tél produkuji masozravé rostliny sekrety, ty jsou tvoreny
proteolytickymi enzymy, které maji katalytickou funkci pii rozklddani hmyzich tél
(Prochazka, 1998).

1.4.2 Aminokyseliny

Aminokyseliny mohou slouzit jako vyznamny zdroj dusiku i pfi relativné
nizkych koncentracich v piidnim roztoku, jejich piijem vSak zavisi na konkurenci mezi
ostatnimi rostlinami a mikroorganismy a interakci mezi aminokyselinami a piidou
(Lipson a Nasholm, 2001, Gruffman et al., 2014). Rostliny pfijimaji aminokyseliny z
pudy pomoci transportéri. Na Obr. 8 je znazornéni transportu aminokyselin do
symplastu kofenové epidermis ¢i endodermis (Ganeteg et al.,, 2016). Pfijem
aminokyselin je rozdélen na dva transportni systémy. Jednd se o piijem

kyselych/neutralnich ¢i zasaditych aminokyselin (Svennerstam et al., 2016).
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Obr. 8: Model transportu aminokyselin. Prenase¢ LHTI, lysin histidin
transportér;, AAPS, aminokyselinova permedza 5; AAPI, aminokyselinovd permedza 1
(Ndsholm et al., 2009).

1.4.3 Peptidy

Peptidy hraji dalezitou roli ve vyzivé kvasinek, bakterii i rostlin, které jsou
schopny je vyuzit jako zdroj dusiku (Waterworth a Bray, 2006). Do kofent jsou peptidy
piijimény a transportovany pomoci peptidovych pienasect, které jsou rozdéleny do
dvou tiid na zdklad¢ toho, jakou délku peptidy maji. Prvni tfida transportérti (OPT)
prenasi tetra- a pentapeptidy, druha rodina (PTR) pfenasi di- a tripeptidi (Waterworth a
Bray, 2006, Paungfoo-Lonhienne et al., 2009). Piiklad transportéru OPT nalezeného
v modelové rostliné Arabidopsis thaliana je AtPTR2, ktery je obsazen v mnoha
pletivech (Waterworth a Bray, 2006). Kdyz byly peptidy jedinym zdrojem dusiku, tak
zvysena exprese PTRS5, u Arabidospis thaliana, vedla k vétsimu rustu rostliny

(Paungfoo-Lonhienne et al., 2009).

1.4.4 Proteiny

Rostliny mohou vyuzivat protein jako zdroj dusiku bez pomoci jinych
organisml. Rostliny pfijimaji protein bud’ pomoci proteolytickych enzymu, které
rozkladaji proteiny a ty nasledné vstupuji pres kofenové vlasky v podobé peptidt nebo

cestou endocytozy (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008).
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Obr. 9: Koreny rostlin axenic Hakea a Arabidopsis thaliana. Zobrazeni prijmu

intaktniho proteinu (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008).

Na Obr. 9 jsou zobrazeny kotfeny rostlin Hakea a Arabidopsis v kapalném médiu se
zelenym fluorescencnim proteinem a vizualizaci, jak kofeny tento protein pfijimaji. Na
obr. 9 A, B, F al je protein viditelny na povrchu kofenti. Obr. 9 C zndzoriiuje protein
uvnitf kofenovych vlaski v cytoplazmatickém toku. Uvniti kofenovych bunék je protein
zobrazen na Obr. 9 F a 1. Jediné¢ vnové vytvofenych postrannich kotfenech bez
kofenovych vlaskd nebyl protein pozorovan. Z toho vyplyva, Ze je pfijem proteinu do

jisté miry zavisly na pfitomnosti kofenovych vlaskt (Paungfoo-Lonhienne et al., 2008).
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1.5 Sekrece proteinii

Sekrety rostlin jsou novou a neprozkoumanou oblasti v proteomice. Kofeny
rostlin jsou vpuad¢ vystaveny mnoha nepfiznivym vlivim, jako jsou naptiklad
patogenni houby, bakterie, viry a jiné. Z toho divodu rostliny vyluéuji sekrety do
apoplastu, aby byl kofenovy systém vuci témto nezadoucim vlivim rezistentni. Tyto
vylucované latky mohou ptisobit jako signalni molekuly, stimulanty ¢i inhibitory, ale
také maji zasadni vliv pro vytvafeni pudniho prostfedi (Baetz a Martinoia, 2014,
Alexandersson et al., 2013). Jakmile dojde k interakci s patogenem, Obr. 10, proteinova

slozka sekretu zméni slozeni (hydrolazy, peptidazy, a peroxidazy).
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Obr. 10: Korenova Spicka s okolnimi buiitkami a jejich vymésky, které
napomahaji v odolnosti viiéi patogeniim (patogenni houby, bakterie, viry, hlistice...).

(Baetz a Martinioa, 2014).
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Rostlinny material a kultivace

Pro analyzu tc¢inku proteinu na dlouzivy rist kofene byla pouzita semena modelové
rostliny Arabidopsis thaliana. Dulezitym krokem pfed samotnou kultivaci je sterilizace
semen. Semena Col-0 a semena mutantnich rostlin ahk2ahk3 byla povrchové
sterilovana v 75% ethanolu a poté ve 100% ethanolu po dobu 5 minut. Nasledné byla
semena vyseta ve sterilnim prostiedi flow boxu, kde bylo pfipraveno 10 kulatych
Petriho misek. Kazda z téchto misek obsahovala Y4 zivné Murashige-Skoogovo médium
(Duchefa) s 1% agarem (Duchefa). Pied autoklavovanim byl k médiu ptidan roztok 1M
KOH, pro tpravu pH, aby se pohybovalo v rozmezi 5,7-5,8. K vysterilizovanému médiu
byl po dostatecném ochlazeni pfidan BSA. Komeréni BSA (Sigma-Aldrich) byl
precistén pomoci gelové filtrace (PD-10 Desalting Column — GE Healthcare Life
Sciences), aby byl zbaven ptipadnych kontaminaci v podob¢ soli, volnych aminokyselin
i Castecné degradovaného proteinu. BSA byl pfipraven tak, aby finalni koncentrace

odpovidala 1,5 mg/ml.

Na kazdou misku bylo vyseto celkem 10 semen v fadé. Po vyseti semen byly
misky pfelepeny polopropustnou néplasti Medipor, kterd zajist'uje sterilitu, ale také i
vyménu plynt. Po vyseti byly misky pfeneseny do lednice na 3 dny, kde se nechaly
semena stratifikovat. Po uplynuti 3 dnd byly misky pfeneseny do kultiva¢niho boxu
(Percival Scientific, Inc), kde byly umistény vertikaln¢. Kultivace rostlin probihala pfi
intenzité svétla 80 umol m2s? a reZimu kontinualniho svétla po dobu jednoho tydne.
Fotografovani misek probihalo 5. a 7. den. Nasledné¢ ze ziskanych snimkl bylo
provedeno méieni hlavnich kofend. K tomuto métfeni byl vyuzivan volné dostupny
program ImageJ. Ziskana data byla nasledné zpracovana v programu Microsoft Excel a
statisticky porovnana prostiednictvim T-testu.

Vysévani semen Nicotiana tabacum, ktera byla urCena pro protetickou analyzu,
probihala také ve sterilnich podminkach flow boxu jako u modelové rostliny
Arabidopsis thaliana. Semena Nicotiana tabacum (SR1) byla povrchové sterilovana
V 75% ethanolu a poté ve 100% ethanolu po dobu 5 minut. Nasledné vysévani semen

probihalo ve flow boxu, kde byla nachystanad kulatd Petriho miska a v ni ulozeny
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filtracni papir. Semena byla rozloZena na filtrani papir a ptevrstvena 3 ml destilované
vody. Poté byla miska pielepena polopropustnou naplasti Medipor a uskladnéna na
2 dny do lednice, kde byla semena stratifikovana pfi teploté 3-4 °C. Takto nachystana
semena Vv Petriho miskach byla horizontalné ulozena do kultiva¢niho boxu na 2 tydny
v rezimu (16 hod./21 °C svétlo; 8 hod./ 19 °C tma) a svételné periodé 120 pmol m2s™,
Po uplynuti 2 tydnd byly mladé rostliny piesazeny do sadbovaci hmoty, ktera byla
umisténa v naddob& s 2 Murashige-Skoogovym Zivnym médiem. Poté byly rostliny
vraceny opét do kultivatniho média na 2 tydny. Experiment byl proveden na
10 reprezentativnich rostlinach, které byly pfeneseny do 15 ml zkumavek, kde bylo
10 ml 2 Zivného Murashige-Skoogovo média s ptidavkem a bez piidavku cytokininu

(10 uM thidiazuronu). Sekrety, které vylucovaly koteny, byly po 48 hodinach odebrany.

2.1.1 Extrakce proteinu

Extrakce proteini byla provedena dle nasledujicich krokl. Ze sebraného sekretu
byla provedena extrakce pomoci smési acetonu/TCA. Poté byl tento roztok ponechan
pies noc pii teploté¢ -20 °C. Druhy den byla provedena centrifugace pti 20 000 x g a
teploté 4 °C po dobu 5 min. Po centrifugaci byl vzorek resuspendovan v 1,5 ml 10 %
TCA v destilované vode. Poté byla opét provedena centrifugace po dobu 10 min pfi
20000 x g a teploté 4 °C. Centrifugovany vzorek byl resuspendovan v 80 % acetonu
Vv destilované vodé. Nasledné byla opét provedena centrifugace po dobu 5 minut, pii
20000 x g a teploté 4 °C. Dale byla provedena resolubilizace proteinového peletu v
800 ul SDS pufru [2 % SDS, 30 % sacharoza, 5 % [-merkaptoethanol, 5 mM EDTA,
100 mM Tris, pH 8,0] a inkubace pii teploté 25 °C po dobu 30 min. Nasledné byla
provedena fenolova extrakce. Do vzorku bylo pfiddno 400 pul pufrem saturovaného
fenolu a poté byl vzorek protfepan. Nasledné byla provedena centrifugace po dobu
20 min, pti 20 000 x g a teploté 20 °C. Ze zkumavky byla odebrana vrchni ¢ast, ktera
byla oddélena od zbytku sacharézovou vrstvou. Tato Cast byla pfenesena do nové
mikrozkumavky o objemu 2 ml. Frakce byla doplnéna na objem 2 ml vymrazenym
roztokem 100 mM octanu amonného v metanolu, aby doslo k vysrazeni proteind.
Nasledné byly vzorky uschovany pies noc pfi teploté — 20 °C.

Druhy den byly vzorky stoc¢eny pii 20 000 x g a teploté 4 °C 5 minut. Poté, co byl
promyt proteinovy pelet 1 ml 80 % acetonu, probéhla centrifugace. Nasledny
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supernatant byl odpipetovan a pelet, ktery zbyl, byl vysusen. K vysuSenému peletu bylo

ptidano 300 pl 100 mM hydrogen uhli¢itanu amonného a 8 M moc¢ovina.

Dalsim krokem byl digest vzorku. Vzorky byly ziedény destilovanou vodou a
10 % acetonitrilem v 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonnym Vv poméru 1:2:1. Poté byl

vzorek Stépen 20 pl imobilizovaného trypsinu (Promega) pii teploté 30 °C.

Konecnou fazi byla ptiprava pro LC-MS analyzu. Vzorek byl rozpustén ve vodném
roztoku, ktery obsahoval 0,1 % kyselinu mravenci a 5 % acetonitril. Vysledny Stépeny

roztok byl odsolen pomoci C18 SPE.

2.1.2 Elektroforeticka separace

K testovani dalSich metod pro separaci proteinli, byla vyuZita jednorozmérna
gelova elektroforéza. Do jamky bylo nanaseno 25 pl odsoleného vzorku. Parametry
elektroforézy byly nasledujici: 1% agarozovy gel, pii napéti 100 V (10min) a 150 V
(60min). V jedné frakci bylo na zékladé predchoziho méfeni o¢ekavano 20 pg proteinu.
Po skonceni elektroforézy byl gel vysuSen a nésledné nafezdn na 4 rovnomérné frakce
dle velikosti proteinti. Tyto prouzky byly roziezdny na malé kousky a poté vlozeny do
mikrozkumavek, kde byla destilovand voda a homogenizaéni kulicka.
S mikrozkumavkou bylo 1 minutu tfepano a nasledné byla opatrné odpipetovana
piebyte¢na voda. Mikrozkumavka byla poté ponechana oteviena po dobu 5 minut, aby
se prebyte¢na voda odpaftila. Po odpafeni prebytecné vody byl ke vzorku piidan 1 ug

trypsinu a mikrozkumavka byla pfes noc umisténa do inkubatoru.

2.1.3 Analyza proteomu pomoci LC-MS

Analyza proteomu byla provedena za pouziti C18 reverzni chromatografie (40 cm,
0,075 mm vnitini primér), ktera byla napojena k nanoESI zdroji CaptiveSpray (Bruker)
k hmotnostnimu spektrometru  UHR-TOF (UHR maXisimpact Q-TOF Bruker).
UltiMate3000 RSLC meél nastaven pratok na 300-500 nl/min a gradient ACN byl
4% - 40% po dobu 120 min. Spektra byla méfena pomoci spektrometru UHT-TOF
(rozsah 50 - 2200 m/z, sbér MS spekter 2 Hz a 10 - 20 Hz MS/MS, s cykla¢nim ¢asem
7 sekund). Pro kompenzaci drobnych odchylek ndm slouZil vnitini standart 1221,99 m/z
(lockmass).
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2.1.4 Zméreni a zpracovani MS/MS spekter

Zmétena data, kterd byla ziskdna LC-MS analyzou, byla zpracovdna pomoci
programu DataAnalysis 4.1 (Bruker). Dale byla provedena rekalibrace spekter a tim
byly eliminovany vykyvy v pfesnosti méfeni. Soubory byly vyhledavany pomoci
databaze Nicotiana protein (N. tabacum TN-90, Solgenomics, 7/2016) podle Sequest
HT, MS Amanda a Mascot 2,4 s nasledujicimi parametry: enzym - trypsinu, max dvé
vynechand $tépena mista; hmotnostni tolerance -35 ppm (MS) a 0,1 Da (MS/MS);
modifikace - az tfi dynamické zmény zahrnujici Met oxidace, Asn/Gin deamidace, Lys

methylace, N-koncové acetylace, Ser/Thr/Tyr fosforylace.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Praktickd cast bakaléaiské prace byla rozdélena na fyziologickou a proteomickou.
Ve fyziologické ¢asti bylo zabyvano zménou dlouzivého ristu kofene u modelové
rostliny Arabidopsis thaliana v reakci na pfitomnost proteinu v kultivaénim médiu.
V proteomické casti byly testovany metody pro proteomickou analyzu koienového
sekretu rostlin. Kofeny rostlin jsou v pribéhu zivota vystaveny mnohym biotickym a
abiotickym stresiim. Jedna se o napadajici systémy sousednich rostlin a dalsi ptidni
organismy, véetn¢ bakterii, hub a hmyzu. Kvantita a kvalita sekretovanych latek kofeny
zavisi na rostlinném druhu, stafi jednotlivych rostlin a vnéjSich biotickych a abiotickych
faktord. Kofenové vymésky muizeme rozdélit do dvou tfid. Jedna se o slouceniny
s nizkou molekulovou hmotnosti (aminokyseliny, organické kyseliny, cukry a dalsi
metabolity) a slouceniny s vysokou molekulovou hmotnosti (polysacharidy, proteiny),

(Haichar et al., 2014).

3.1.1 Efekt pridavku proteinu do kultivaéniho media na elongaci hlavniho kofene

Jednim z cila bakalaiské prace bylo pozorovani rustu kofent Arabidopsis thaliana
po 5 a 7 dnech a pozorovani Ucinku na zaklad¢ vlivu pfidaného proteinu. Cilem
fyziologické c¢asti bylo otestovani, zdali pomoci naseho experimentu dosdhneme
podobnych vysledkd, jako bylo pozorovano v ¢lanku od Paungfoo-Lonhienne et al.,
2010. Také byla ovéfovana mozna role cytokininu, ktery hraje roli v metabolismu

dusiku, ale neni znamo, zdali se Gcastni i této drahy.

Pro experiment proto byla pouzita semena Col-0 a mutantni semena ahk2ahk3,
ktera ma vytazeny dva ze tii cytokininovych receptor. Tato mutantni linie patii mezi
nejvyznamnéj$i, jelikoz rostliny jsou zakrslej$i a maji odliSny kofen oproti kontrolnim
rostlindm. Jejich vyuziti v experimentech je zejména k ovétfeni, zda funguje specificka
draha ptes cytokininové receptory (Tokunaga et al., 2012).

I kdyz biologicka variabilita vedla k nizs§i spolehlivosti dat (hladina signifikance
p<0,1), méteni ukazala, Ze ptidavek BSA skute¢né ovliviiuje elongaci hlavniho kotfene
(Obr. 11). Zatimco kontrolni rostliny Col-0 mély hlavni kofen znatelné delsi, mutace v
cytokinové signalizaci vedla k prodluzovani v pritomnosti BSA. Jesté zajimavéjsi vSak

bylo srovnani mezi jednotlivymi liniemi. Zatimco v patém dnu byl pomér mezi elongaci
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hlavniho kotene Col-0 a mutantni linie 0,9:1,1, po sedmi dnech byl patrny jiz
signifikantni rozdil (p<0,05) ktery ptesahoval 1,5 ndsobek. Dalsi ¢asovy bod jiz nebyl

pro analyzu vhodny, protoze hlavni kofen dosahoval okraje misky.
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Obr. 11 Viiv pridavku BSA na elongaci hlavniho korene. Vynos je primérny pomér se
smeérodatnou odchylkou vypocteny na zdaklade pozorovani 25 jedinci. Fotografie po
sedmi dnech jedincii na Petriho misce s pridavkem BSA (1,5 mg/ml) A) a B), na

kontrolni misce C) a D).

3.1.2 Identifikace proteinii kofenového sekretu

Pro pilotni experiment byly testovany dva modelové systémy, Arabidopsis
thaliana a Nicotiana tabacum. Z vysledki vyplynulo, Ze vhodnéjsi model pro dalsi
analyzy je Nicotiana tabacum. Rostliny tabaku, které byly péstované v Murashige-
Skoogovo médiu, byly porovnavany s rostlinami, které rostly v médiu s ptidavkem
cytokininu (10 puM thidiazuronu). Za tcelem zjisténi, co rostlina sekretuje, byly vyuzity
dvé metody. Pomoci prvni metody byly proteiny vysrazeny a extrahovany (material a
metody 2.1.1 Extrakce proteint). Pro analyzu byly pouzity dva vzorky. Kazdy z téchto
vzorku se skladal alespoil ze tfi rostlin. Aby bylo dosahnuto vyssiho pokryti proteomu,
byl jeden tento replikat prefrakciovan pomoci jednorozmérné PAGE. Celkem bylo
identifikovano 361 proteinovych skupin (FDR, <1%). I piesto, Ze je poc¢et PSM (peptide
spectrum match) vysoky (median> 15), vSechny tyto identifikace jsou zalozeny pouze

na jediném PSM za skupinu proteinti. Na Obr. 12 je mozné pozorovat vliv cytokininu
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na rostliny. Analyza proteinti byla provedena pomoci metody LC-MS (Obr. 13). Na

Obr. 13 je rozloZeni intenzit signalu v pribéhu celé analyzy.

Obr. 12: Ucinek cytokininu na rostlinu tabdku, obr. A) kontrola, rostlina péstovand
V hydroponickém Murashige-Skoogovo médiu, obr. B) rostlina péstovand S pridavkem

toxické davky cytokininu.
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Obr. 13: Analyza korenového exsudatu pomoci tryptického Stépeni a LC-MS.
Zelena - TIC (Total ion current chromatogram) pro MS/MS a cervend — BPC (Base
Peak Chromatogram) pro MS. Obrdzek je ziskany z programu DataAnalysis 4.1.
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3.1.3 Predikovana funkce a lokalizace proteinii nalezenych v kofenovém sekretu

Anotace genu tabaku nejsou srovnatelné s nejlépe prostudovanym rostlinnym
modelem Arabidopsis thaliana. Proto bylo k dalsim analyzam identifikovanych
sekretovanych proteint vyuzito anotaci homolognich genti Arabidopsis thaliana (TAIR
10 databaze). Prvnim cilem bylo potvrdit, zda identifikované proteiny mohou byt
skutecné sekretovany, protoze mohly byt ve vzorku nalezeny napiiklad z divodu
kontaminace, ¢i poSkozeni pletiv. Pro urceni lokalizace identifikovanych proteinti byla
pouzita databaze SUBA3 (http://suba3.plantenergy.uwa.edu.au/). Experimentalni data
nejsou pro vétSinu homologi Arabidopsis dostupna (méné nez 10%), a tedy analyza
vychazi pouze z dostupnych predikci. Celkové bylo zjisténo pouze Sest vyhradné
extracelularnich proteinti, ale celkem 74 z 203 piifazenych homologi Arabidopsis
thaliana ma predpokladanou lokalizaci v extracelularnim prostoru, coz naznacuje, Ze se
skutecné podafilo zachytit (asponl z velké €asti) sekretované proteiny. DalSim moZznym
potvrzenim je samotnd funkce. Pomoci analyzy protein-proteinovych interakci
(STRING; http://string-db.org) bylo odhaleno nékolik mnozin proteint, které jsou zcela
v souladu s jiz dfive identifikovanymi proteiny ze sekretu rostlin. Jedna se o proteazy
(napt. DegP2 prote4za), enzymy metabolismu sacharidi (napf. arabinoza kindzy 1),
udrZovatele bunécné stény (napt. celuldza syntaza) nebo redoxni homeostazy (napiiklad

glutation transferaza), (Obr. 14).
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Obr. 14: Vzorové MS/MS spektrum
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Obr. 15: Mapa protein-proteinovych interakci vytvorena v programu STRING 9.1
(http://string-db.org).



3.1.4 Efekt cytokininu na sekretované proteiny

Jednim z cild této prace bylo pozorovat ucinek rostlinného hormonu cytokininu na
mnozstvi a ptipadné typu sekretovanych proteinti. Cytokinin hraje roli v metabolismu
dusiku a i fyziologické experimenty s Arabidopsis thaliana naznadily, ze by mohl
pusobit v pfipadé vyuziti proteinii jako zdroje dusiku pro rist rostlin. V ramci
bakalaiské prace byl proveden experiment s pomérné vysokou davkou cytokininu
(10 uM), ktera pii dlouhodobé expozici mize byt cytotoxicka. I kdyz experiment trval
pouze 48 hodin, Ize dle vyznamné zmény ve fenotypu usuzovat na toxické Géinky.
Celkové se podatilo identifikovat 321 proteind, ale pro spolehlivéjsi kvantifikaci (aspon
10 pfifazenych spekter) bylo mozné pouzit jen 147. Pouze 37 ztéchto proteint
nevykazovalo vyznamné zmény ve svém zastoupeni (absolutni zména < 2,0), pti¢emz
dva z nich nebyly nalezeny v kontrolnich vzorcich. Vyznamné snizeni Vv reakci na
pridavek cytokininu bylo patrné u sedmi proteint, dalSich 89 nebylo pak nalezeno
vibec (Obr. 15). Vzhledem kstavu rostlin nelze vyloucit, ze tyto zmény souvisi
primarné s poskozenim rostliny. Tomu mize nasvédcovat i to, Zze pouze dva homology

identifikovanych proteind byly v minulosti nalezeny v odpovédi na cytokinin.
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AT1G06590 AT1G55160 AT2G27590 AT3G04020 AT4G17670 AT5G17680

AT1G07630 AT1G55160 AT2G27590 AT3G04020 AT4G18070 AT5G17680
AT1G08840 AT1G61560 AT2G27590 AT3G10915 AT4G22840 AT5G17680
AT1G08840 AT1G61560 AT2G27590 AT3G12120 AT4G23850 AT5G17680
AT1G19580 AT1G61560 AT2G32070 AT3G14450 AT4G23850 AT5G18970
AT1G19580 AT1G61560 AT2G32720 AT3G14470 AT4G24020 AT5G20510
AT1G19580 AT1G67140 AT2G33840 AT3G14470 AT4G24100 AT5G24120
AT1G21150 AT1G72670 AT2G34310 AT3G21480 AT4G27190 AT5G27030
AT1G21150 AT1G75850 AT2G34310 AT3G21480 AT4G28260 AT5G36930
AT1G21740 AT1G80280 AT2G34310 AT3G44820 AT4G35470 AT5G36930
AT1G22710 AT1G80280 AT2G36910 AT3G44820 AT4G35470 AT5G46800
AT1G28210 AT2G02770 AT2G39290 AT3G48050 AT4G37180 AT5G50130
AT1G28520 AT2G07750 AT2G40520 AT3G53000 AT4G38810 AT5G50130
AT1G30620 AT2G07750 AT2G40780 AT3G53000 AT4G39420 AT5G51050
AT1G30620 AT2G07750 AT2G45520 AT3G55030 AT4G39910 AT5G51460
AT1G30620 AT2G07750 AT2G45520 AT3G55030 AT4G39910 AT5G51970
AT1G30620 AT2G07750 AT2G46040 AT4G00930 AT5G01970 AT5G51970
AT1G30620 AT2G07750 AT2G46040 AT4G02750 AT5G11340 AT5G59240
AT1G36240 AT2G15695 AT2G47730 AT4G02930 AT5G11340 AT5G59240
AT1G36240 AT2G16460 AT2G47940 AT4G02930 AT5G12250 AT5G59240
AT1G36240 AT2G16460 AT3G02060 AT4G02930 AT5G12960 AT5G59240
AT1G36240 AT2G16460 AT3G02350 AT4G10150 AT5G14520 AT5G59840
AT1G47260 AT2G23460 AT3G02350 AT4G10730 AT5G17680

AT1G55020 AT2G26180 AT3G02350 AT4G10730 AT5G17680

AT1G55020 AT2G26920 AT3G03190 AT4G13720 AT5G17680

Pomér cytokinin:kontrola
-4,0 -2,0 2,0 4,0

Obr. 16: Kvantitativni zmeny v zastoupeni proteinit v korenovém sekretu po pridavku
cytokininu. Identifikované proteiny tabdku jsou oznaceny kodem odpovidajicim

orthologu genu Arabidopsis thaliana.
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4 ZAVER

Dostate¢né mnozstvi dusiku je limitujici pro rust rostlin a rostlina se tak snazi
vyuzivat vSechny dostupné zdroje. V této praci se podafilo prokazat, ze se ptidavek
BSA projevi negativné na elongaci hlavniho kotene. Jelikoz jednim z faktorti elongace
je dostupnost Zivin, lze toto zkraceni povazovat za diikaz toho, Ze rostlina vyuziva BSA
Lonhienne et al., 2008. Vyuziti mutantni linie ahk2ahk3 pak ukazalo, Ze pro tento
proces je klicova cytokininovéd signdlni draha. Pro odhaleni dalSich molekulérnich
mechanismi je nutné analyzovat sekret kofene a metody, které by k tomu vedly, byly
naplni druhé ¢asti této prace. Rostlinné sekrety jsou dalezitym néstrojem pro analyzu
interakci rostlin se svym okolim. Pro ziskani proteint, které byly vylu¢ovany kofeny
tabaku, byla pouzita rychld a jednoducha metoda. Funkéni analyzy a piedpokladané
lokalizace proteinii potvrzuji, Ze vétSina z 361 identifikovanych proteini patii mezi
sekrety. Pro nasledujici experimenty by bylo vhodné zkratit expozici, jelikoz cytokininy
maji efekt na rostliny jiz v fadu hodin, mohla by krat§i doba detekce vést k vice
identifikovanym proteinim. Dale by také bylo vhodné zvolit frakcionace, diky kterym
by se mohlo odebirat vice frakci po kratSich ¢asovych usecich, nez pouze po 48
hodinach. Lze totiz predpokladat, ze sekretované proteiny maji omezenou zivotnost a v
ptipadé sekrece proteaz mize dochazet k ptirozenému Stépeni.

Cast vysledki této prace byla prezentovana na konferenci MendelNetu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAP1, AAP5 Aminokyselinové permeazy (amino acid permeases)
ABA Kyselina abscisova

ACN Acetonitril

ADP Adenosindifosfat

ATM Amonné transportéry

ATP Adenosintrifosfat

BPC (Base Peak Chromatogram)

BSA Hovézi sérovy albumin (Bovine serum albumin)

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylendiaminetetraacetic acid)
FAD Flavinadenindinukleotid

FDR False discovery rate

GLR (glutamate-like receptors)

GOGAT Glutamin: 2-oxoglutarataminotransferaza (glutamatsyntaza)
GS1, GS2 Izoformy glutaminsyntetazy

HATS Vysokoafinitni transportéry

CHL Dusi¢nanové transportéry

LATS Nizkoafinitni transportéry

LC/MS Kapalinovéa chromatografie spojena s hmotnostni chromatografii
LHT1 Lysin histidin transportér

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem mass spectrometry)
NiR Nitritreduktaza

NR Nitratreduktaza

NRT Dusi¢nanové transportéry

OPT Oligopeptidové transportéry

PSM (Peptide spectrum match)

PTR Peptidové transportéry

SDS Dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
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SDS - PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti

dodecylsiranu sodného

TCA Kyselina trichloroctova

TIC (Total ion current chromatogram)
TOR KOMPLEX (Target of rapamycin)
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

VPS34 Tridici protein vakuol
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Abstract: Plant secretomics is a new and largely unexplored area of the plant proteomics. Evidence is
emerging on the important role of secreted proteins in plant’s interactions with its environment. Here,
we tested a hydroponic-based cultivation of Nicotiana tabacum and analyzed root secreted proteins that
accumulated within 48 h. Altogether, more than 350 proteins were detected in the hydroponic medium.

Key Words: secretome, roots, LC-MS, proteome

INTRODUCTION

In plant cells, many proteins undergo secretion to the extracellular space in order to maintain cell
structure, regulate the external environment or as a part of signaling and defense mechanisms. Plant
secretomes have been studied in natural conditions, during nutritional deficiency, biotic and abiotic
stress or after hormone treatment (Alexandersson et al. 2013). Previous analyses of plant secretome have
shown that hundreds of proteins are secreted into the apoplast. These proteins constitute the interface
between the plant cell and its environment and present an excellent framework for identification of
biomarkers for signal and stress cues and biotic interactions. To identify apoplastic proteins, a cell
culture experiment or vacuum-assisted extraction from separated plant organs have been used. Here, to
analyze proteins secreted by an intact healthy plant into its environment, we tried to extract proteins
secreted by plant roots in a hydroponic culture.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Plants of Nicotiana tabacum (SR1) were cultivated in 2 Murashige-Skoog medium in a
hydroponic culture (e.g. Skalak et al. 2016). After four weeks, plantlets were separated into 15 ml tubes
with 10 ml of hydroponic medium. Root secretome was collected after 48 h.

Protein extraction

The collected secretome was precipitated by acetone/TCA, dissolved in urea and digested with
20 pl of an immobilized trypsin (Promega) (Cerny et al. 2014, Novak et al. 2015). The resulting tryptic
digests were desalted by C18 SPE (Cerny et al. 2013).

LC-MS proteome analysis

Analyses were performed using a combination of an SDS polyacrylamide gel electrophoresis
separation (PAGE) and a gel-free shotgun protocol based on nano-HPLC and MS/MS (Baldrianova et
al. 2015). Briefly, tryptic digests were dissolved in 0.5% (v/v) formic acid in 5% (v/v) acetonitrile, and
then analyzed by nanoflow C18 reverse-phase liquid chromatography using a 40 cm column (0.075 mm
inner diameter; NanoSeparations) and a Dionex Ultimate 3000 RSLC nano-UPLC system (Thermo)
directly coupled to a CaptiveSpray nanoESI source (Bruker) and an UHR maXis impact q-TOF mass
spectrometer (Bruker). Peptides were eluted with up to a 120-min, 4% to 40% acetonitrile gradient.
Spectra were acquired at 2 Hz (MS) and 10 to 20 Hz (MS/MS) using an intensity-dependent mode with
a total cycle time of 7 s.
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Protein identification

The measured spectra were extracted by Bruker’s Data Analysis 4.1 and processed as described
previously (e.g. Cerna et al. 2016). In brief, recalibrated MGF files were searched against Nicotiana
protein database (N. tabacum TN-90, Solgenomics, 7/2016) by Sequest HT, MS Amanda and Mascot
2.4 with the following parameters: Enzyme - trypsin, max two missed cleavage sites; Mass tolerance -
35 ppm (MS) and 0.1 Da (MS/MS); Modifications - up to three dynamic modifications including Met
oxidation, Asn/Gln deamidation, Lys methylation, N-terminal acetylation, Ser/Thr/Tyr phosphorylation.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of proteins secreted by tobacco roots

Proteins were precipitated and extracted as described in Materials and Methods. Two independent
experimental replicates were analyzed, each consisting of extracts from at least three plants. Proteins
were digested and analyzed by an LC-MS (Figure 1). To increase the proteome coverage, one replicate
was prefractionated by one-dimensional PAGE. Altogether, 361 protein groups were identified (FDR <
1%). However, we note that even though the number of assigned peptide spectral matches (PSMs) is
high (median >15), all of these identifications are based only on a single proteotypic peptide match per
a protein group.

Function of proteins identified in root secretome

Annotations for tobacco genes/proteins are not comparable to those of other model plants. To
elucidate functional relevance of identified secreted proteins, we employed annotations for homologous
genes in Arabidopsis thaliana (TAIR 10 database) and analyzed the resulting dataset by STRING
(http://string-db.org). String analysis highlighted several categories that are well in line with previously
identified proteins in plants’ secretome, including proteases (e.g. DegP2 protease), enzymes of
carbohydrate metabolism (e.g. arabinose kinase 1), cell wall maintenance (e.g. cellulose synthase) or
redox homeostasis (e.g. glutathione transferase) (Figure 2).

Figure 1 LC-MS analysis of root exudate tryptic digest

A) Representative base peak chromatogram (red)  B) Representative MS/MS spectrum
and MS/MS total ion chromatogram (green)

'”““7- hydroparies_nicotians_BB5_01_6496.mgf #58996 RT: 141.9833mn
*10 TS, 0.0000@ed, z=53, Mano mz=T27.70778 De, MH#=2211.10882 Da, Maich Tol.<0.05 Da
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Predicted localization of identified proteins

SUBA3 Arabidopsis database was used to determine localization of identified proteins. The
experimental evidence is lacking for most of the detected proteins (less than 10%) and thus the analysis
is based only on available predictions. In total, only six exclusively extracellular proteins were found.
However, 74 of 203 identified Arabidopsis homologues are predicted to localize (among others) into
extracellular space.
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Figure 2 Protein—protein interaction network constructed using STRING
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CONCLUSION

Plant secretomics are an important tool to analyze plant’s interactions with its environment. Here,
we employed a simple and fast technique to obtain proteins secreted by tobacco roots. Methods
employed in secretome analyses often result in experimental artifacts, e.g. by a cell lesion that
contaminates the secretome with content of damaged cells. Here, the plants were cultivated in the same
environment and thus any contamination would most likely be a result of natural process. Indeed,
functional analysis and predicted localizations indicate that most of 361 identified proteins truly belong
to plant secretome.
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