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ABSTRAKT

Rostliny si se svym pfisedlym zplisobem zivota vyvinuly komplexni mechanismy
jak se vyrovnat s nepfiznivymi podminkami prostfedi. Tato diplomova prace shrnuje
soucasné znalosti na toto téma a zaméfuje se na svétlo, teplotu a fytohormony
vV odpovédich rostlin na abioticky stres.  Praktickd ¢ast se veénuje proteomice
a dokoncuje a navazuje na projekt zahdjeny béhem mé bakalaiské prace. Transgenni
kli¢ni rostliny Arabidopsis nesouci inducibilni cytokinin oxidazu/dehydrogenazu
z je¢mene (CaMV35S>GR>HvCKX?2) byly profilovany pro objasnéni odpovédi na
urovni proteomu na snizené hladiny cytokininli pod teplotnim stresem za standardni
(80 pmol.m?s?t) a nizké intenzity svétla (20 pmol.m2s™). Pomoci 2-DE analyzy
a analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie se podafilo celkem objevit 63 rozdilné
abundantnich proteinii zahrnutych v riznych metabolickych procesech. Tato data
poskytuji dikaz o spojeni mezi teplotni, svételnou a cytokininovou signalizaci

v Arabidopsis a budou pouzita pii modelovani interakci cytokininy — svétlo — teplota.

Kli¢ova slova: teplota, intenzita svétla, cytokininy, protein, proteomika

ABSTRACT

Plants as a sessile organisms have evolved complex mechanisms to cope with
unfavorable environmental conditions. This diploma thesis summarizes current state of
knowledge and focuses on light, temperature and phytohormones in plant abiotic stress
responses. The practical part is devoted to proteomics and completes and extends the
project started during my Bachelor program. Transgenic Arabidopsis seedlings carrying
inducible barley cytokinin oxidase/dehydrogenase (CaMV35S> GR> HvVCKX2) were
profiled to elucidate proteome-wide responses to down-regulation of cytokinin levels
under heat stress at standard (80 pmol.m™2.s™) and low light intensity (20 pmol.m2.s™).
In total, 2-DE analysis and mass spectrometry analysis revealed 63 differentially
abundant proteins involved in diverse metabolic processes. These data provide evidence
of a link between temperature, light and cytokinin signaling in Arabidopsis and will be
used in the modeling of cytokinin-light-temperature interactions.

Key words: temperature, light, cytokinins, protein, proteomics
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1 UvoD

Rostliny jsou svym pfisedlym zplsobem Zzivota ¢asto vystaveny stresujicim podminkam
prostiedi a to v ptirodnich i zeméd¢€lskych podminkach. Diky rostoucimu zajmu spolecnosti
o ekologii a snaze agronomu S$lechtit rostliny odolngj$i vic¢i neptfiznivym podminkdm
prostiedi je studium environmentalnich vlivi Vv souCasnosti velmi aktualnim tématem.
Poznani signalnich drah na molekularni urovni a pochopeni fyziologickych procesti béhem
pusobeni stresu ma nesmirny vyznam jak pro zemed¢lstvi, tak pro zivotni prostredi.

Jednim z nejvyznamnéjSich abiotickych faktori, které mohou stresové ptisobit na
rostlinu, je teplota. Piedeslé studie UMBR MENDELU odhalily moZné propojeni
signalizace teploty a signélni drahou fytohormonti cytokinini (Cerny et al., 2011). Na tyto
vysledky navazoval experiment zapocaty béhem ma bakalaiska prace, na néjz v praci
diplomové navazuji a vyhodnocuji jeho zavér. Cilem experimentu bylo zjistit miru
odpovédi proteomu modelové rostliny Arabidopsis thaliana na tepelny stres, porovnat tuto
odpovéd’ s reakci transgennich rostlin s modulovanou hladinou endogennich cytokinind
a sledovat ucinek teploty a hladiny endogennich cytokinint pii riznych intenzitach svétla
a identifikaci jednotlivych proteinii vykazujicich odliSné chovani pak ptispét k pochopeni

vlivu teploty, intenzity svétla a cytokinini na metabolismus rostliny.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Proteomika

Proteomika jako postgenomickd disciplina si dava za kol identifikovat
a kvantifikovat vSechny proteiny v proteomu, vcetné jejich exprese, lokalizace v buiice,
interakci, posttranslacnich modifikaci a metabolické premény jako funkci casu
a prostoru. Celkové mapovani proteomu je tedy velkou vyzvou oproti sekvenovani
genomu ¢i profilovani transkriptomu.

Pokrok v proteomice byl fizen hlavné vyvojem novych technologii pro separaci
peptidi a proteind, analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie a analyzou
bioinformatickych dat. Hmotnostni spektrometrie se ukazala byt klicovym nastrojem
pro velkorozmérové proteinové analyzy. V poslednim desetileti bylo dosazeno velkych
pokrokl v rozliSeni, pfesnosti v stanoveni hmotnosti, citlivosti a rychlosti sniméni
hmotnostnich spektrometi vhodnych pro analyzu proteinti. (Zhang et al., 2013)

Studium proteinti mize byt obecné rozdéleno do nékolika riznych skupin podle
strategie: tzv. ,,top-down*, ,,bottom-up®, piipadné ,,middle-up* proteomika. (Obr.1)

»Bottom-up“ proteomika se zabyvéd charakterizaci proteini na zdklad€¢ analyzy
komplexni smési peptidd uvolnénych z proteinti proteolyzou. Tento pfistup je také
Casto nazyvam ,shotgun“ proteomikou (analogie Kk ,shotgun“ genomickému
sekvenovani). B€hem analyzy je komplexni smés peptidi frakcionovana a podrobena
analyze pomoci kapalinové chromatografie a tandemové hmotnosti spektrometrie
(LC-MS/MS) a proteiny jsou poté identifikovany porovnavanim hmotnostnich spekter
se spektry teoretickymi  generovanymi z proteinové databaze in  silico.
(Wright et al., 2012; Zhang et al., 2013)

Oproti tomu ,,top-down* proteomika je vyuzivana k charakterizaci intaktnich
proteinti. Tento pfistup je vyznamny, protoze pfi analyze intaktnich proteind jsou lépe
zachovany biochemické charakteristiky, posttranslacni modifikace (PTM) a umoziiuji
tak vetsi specifickou selektivitu a identifikaci proteoforem. Oproti ,,bottom-up* pfistupu
vsak s sebou nese uskali v podobé problému s frakcionaci proteint, ionizaci proteini
a fragmentaci v plynné fazi a také identifikaci. (Wright et al., 2012; Zhang et al., 2013)

Ur¢itym hybridem mezi ,,bottom-up* a ,,top-down* metodikou a instrumentaci je
tzv. ,,middle-down* proteomika. Ta analyzuje vétsi proteinové fragmenty nez ,,bottom-

up“ proteomika, coz minimalizuje redundanci mezi proteiny. Navic velké peptidy



vvvvv

obtiznosti analyz intaktnich proteinti. (Wright et al., 2012; Zhang et al., 2013)

,Bottom ,Middle JTop -
- up”“ - down” down”

Smes
proteint

Frakcionace
proteint

Proteolyticka
digesce

Frakcionace
peptidd

LC — MS/MS

Databaze
proteinu

Obr. 1: Proteomické strategie, LC (kapalinovi chromatografie), IEF (isoelektricka
fokusace), SCX (Strong Cation eXchange — kationtovda vyménna chromatografie)
(pfevzato z Zhang et al., 2013)

2.1.1 Metody separace a frakcionace v proteomice

2.1.1.1 Dvou-dimenziondalni elektroforéza (2D-PAGE)

Ackoliv bylo vyvinuto mnozstvi proteomickych metod, Casto jsou pouzivany
tradi¢ni techniky jakou je pravé dvojdimenzionalni SDS (sodium-dodecyl sulfat)
polyakrylamidova elektroforéza (PAGE). Pro rozdéleni v prvnim rozméru vyuziva
amfoterni povahy proteind, kdy se proteiny pohybuji pH gradientem amfolyti podle
naboje ke katod¢ nebo anod¢, dokud nedosdhnou svého isoelektrického bodu, tedy pH,
pii kterém je jejich naboj nulovy. V tomto bod¢ tedy na n¢ nemé pusobeni elektrického

pole zadny vliv. K rozdéleni proteinti v druhé dimenzi se vyuziva polyakrylamidové



elektroforézy za pouziti SDS (sodium dodecyl sulfat) jako detergentu a chaotropii pro
solubilizaci a denaturaci proteini. SDS vytvafi S proteiny komplexni struktury, které
maskuji pfirozeny naboj proteint. Ty se poté v gelové matrici pohybuji pfevazné jen na
zakladé své molekularni hmotnosti smérem kanodé¢ (diky negativnimu naboji
udélenému pomoci SDS), pficemz ménici se velikost port gelu slouzi jako molekulérni

sito. Mens$i proteiny proto putuji rychleji, kdezto vétsi pomaleji (Ahmed, 2005).

Pro vizualizaci rozdélenych proteini na gelu se poté vyuziva mnozstvi technik jako:
a) barveni pomoci Coomassie Briliant Blue (detek¢ni limit 100ng), koloidni Coomassie
Briliant Blue (10 ng) ¢i stiibrem (az 1 ng) pro viditelnou oblast spektra ¢i b)
fluorescenéniho barveni (pt. Sypro ruby, 0,25ng). Ackoliv je barveni stiibrem citlivé;si,
nevykazuje takovou linearitu signélu a je méné kompatibilni s hmotnostni spektrometrii
nez Coomassie, které je tedy bézné&ji pouzivano (Kavoosia Ardestani, 2012;
Wright et al., 2012; Zhang et al., 2013).

2.1.1.2 Ostatni metody a pristupy

Od svych pocatkh v 70. letech 20. stoleti neprodé€lala tradicni proteomika
vyuzivajici gelovou elektroforézu zadné velké zmény mimo optimalizaci a nékterych
variaci postupu (pf. reverzni 2D GE, kde byly vySe popsané kroky prohozeny v potadi)
(Wright et al., 2012). Nékteré z nedostatkl klasické 2D-PAGE (jako je pracnost, Casova
narocnost a variace mezi gely) se podafilo pfekonat pfedstavenim diferencialni gelové
elektroforézy (DIGE), ktera analyzuje vice vzorkli soubézn€ a dochazi tak k vétsi
preprodukovatelnosti experimentd. Vyuziva se fluorescenéniho znaceni Cy3 a Cy5
N-hydroxysukcinimidyl ester cyaniny, které vykazuji odlisna excitacni fluorescencni

spektra pti ruznych vinovych délkach (Zhang et al., 2013).

Jednou z dalsich jednoduchych technik separace proteini je vysolovani. Rozpustnost
proteinu je ovlivilovana ionty a pouZitim soli, jako napf. siran amonny, se zvétsi
hydrofobita povrchu proteinu, coz vede k jeho vysrazeni. Rozdilné proteiny, odliSujici
se slozenim aminokyselin a tedy hydrofobnimi a hydrofilnimi vlastnostmi, precipituji
pfi riznych koncentracich soli a pouzitim rizné koncentrace soli tedy mizeme docilit
jisté frakcionace proteomu. Pied dal$i analyzou je vSak nutné odsoleni napt. pomoci
dialyzy, proto se v souCasnosti pfistupuje spiSe k elektromigraénim  ¢i

chromatografickym metodam (Duong-Ly a Gabelli, 2014).
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K izolaci cilovych proteinli se miize vyuzit imunoprecipitace. Tato imunochemicka
metoda vyuziva specifitu protilatek k proteinim (antigenim) k jejich oddéleni
Z komplexnich smési. Je znamo nékolik metod, z nichz kazd4 ma svoje unikatni vyhody
a metody spolu muzou byt kombinovany v ko-imunoprecipitaci ke studiu protein-

proteinovych interakci a zkoumani funkéniho genomu (Kaboord a Perr, 2008).

ProtoZe separace pomoci gelovych technik mtize byt casové narocnd, vyuziva se ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii separace pomoci kapalinové chromatografie
s vyuzitim tzv. MudPIT technologie (Multidimensional Protein Identification
Technology). Usporadani je obdobné jako u 2D elektroforézy, v prvni dimenzi jsou
proteiny separovany zpravidla pomoci SCX (Strong Cation Exchange) chromatografie,
kdy jsou fragmentované proteiny rozdéleny na zakladé jejich ndboje. Béhem separace
v druhé dimenzi je pak vyuZzivana zpravidla chromatografie na reverzni fazi, kde jsou

poté peptidy rozdéleny na zaklad¢ své hydrofobicity (Wright et al., 2012).

2.1.2 Hmotnostni spektrometrie

Kidentifikaci proteini se v proteomice nejbéznéji vyuzivd hmotnostni
spektrometrie (MS). Identifikaci biomolekul pomoci MS umoznil v 80. letech 20. stoleti
vyvin dvou metod pro mékkou ionizaci vzorku. Jednalo se o MALDI (Matrix Assissted
Laser Desorption lonization; Karasetal.,, 1987) ESI (Electrospray lonization;

Yamashita a Fenn, 1984). Za obé metody byla udélena Nobelova cena.
2.1.2.1 Metody ionizace

2.1.2.1.1 MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization)

Jiz z ndzvu této metody vyplyva, ze jde o zplsob ionizace vzorku za pritomnosti
matrice. Princip metody spocivd vtom, Ze proteiny jsou krystalizovany spolecné
s médiem matrice, kterou ve vétSin€ piipadl tvofi organicka kyselina, napt. CHCA
(kyselina o-kyano-4-hydroxyskotficova) ¢i DHB (kyselina 2,5-dihydroxybenzoova).
Pomoci laseru urcité vinové délky dojde k iniciaci desorpce a matrice absorbuje vétSinu
energie laseru. Exponencialni nartst tepla zptisobi sublimaci krystalli matrice a pfechod
molekul do plynného stavu. Dojde k pfedani protonu z matrice na proteiny a ty poté
mohou byt analyzovany na zakladé poméru hmotnosti k naboji (m/z). (Obr. 2) Jde
0 jemnou ioniza¢ni techniku, kterd je ve vétSin¢€ ptfipadli napojena na analyzator TOF

(Time of Flight). (Wright et al., 2012)
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Obr. 2: Schéma MALDI (Radboud University Nijmegen, Faculty of Science, dostupné
na: http://www.ru.nl/science/qgi/facilities/other-devices/maldi-tof/)

2.1.2.1.2 ESI

Ionizace za pomoci elektrospreje je druhou metodou mékké ionizace proteinovych
molekul a je nejbéznéjsi volbu ionizace pro LC/MS. Vzorek pii ni prochézi kapilarou,
na niz je vlozeno vysoké napéti. Intenzivni pole na konci kapilary tvoti konicky
meniskus (Taylortiv kuzel), ze kterého se uvolfiuje sprej vysoce nabitych kapicek.
Z vytvotenych kapicek se odpatuje rozpoustédlo, kapicky se smrstuji a koncentruje se
jejich naboj. Odpafovani probihd do chvile, nez se dosdhne Raylightova limitu
a kapicky se rozpadnou Coulombickou explozi a vznikaji ionty. Pokud je v molekule

vice ioniza¢nich mist mohou vznikat vicenasobn¢ nabité ionty.

Rozpoustédlo obsahujici analyt

_ Hmotnostni
spektrometr

= e qad AN T

1 H (3]
._'. . _’+++

Obr. 3: Schéma ESI (pievzato z en.wikipedia.org; autor Evan Mason)

(1) Tayloriv kuzel emituje proud kapek kapaliny, (2) odparovini rozpoustédla
a koncentrace ndboje v kapickach, (3) dosahnuti Raylightova limitu a ndsledna
explozivni disociace kapky.
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2.1.2.2 Hmotnostni analyzdtory

2.1.2.2.1 Time of Flight (TOF)

Tento typ analyzatoru je nejbéznéjsi v pouziti s MALDI a v ESI pro kombinaci
s analyzatory kvadrupolového typu. lontiim je v analyzatoru udé€lena pocatecni
kinetické energie a fragmenty proteinii poté putuji vakuem v trubici analyzatoru.
Krozdéleni dojde na =zakladé rozdilnych rychlosti nepfimo umérnych velikosti
fragmentu, kdy mensi fragmenty doleti k detektoru na konci trubice dfive.
(Aebersold a Mann, 2003)

2.1.2.2.2 lontovd past

NejcastéjSim analyzatorem pouzivanym spole¢né s ESI je typu iontové pasti (IT)
a kvadrupolu. Je nékolik typd iontovych pasti: 3D iontova past, linedrni kvadrupolova
past ¢i tzv. Orbitrap, ktery vyuziva Fourierovu transformaci. Pro identifikaci v této
diplomové praci byla vyuzita 3D iontova past, proto dale uvedu jeji zakladni princip.
lonty peptid jsou vstiiknuty pomoci ESI pifimo z kapalinové chromatografie a jsou
koncentrovany ve specifické ,,zachytné* oblasti analyzatoru. Ta je vytvofena piisobenim
napéti mezi 2 cockovitymi elektrodami a jednou prstencovou elektrodou. Ionty jsou po
vstupu do pasti zachyceny pomoci inertniho plynu (vétS§inou helium) v jejim stiedu
a jsou tak stabilizovany V elektrickém poli. Postupnou zménou napéti jsou ionty podle
jejich m/z vypuzovany na detektor vystupnim otvorem. (Obr.: 4)(Wright et al., 2012;
Aebersold a Mann, 2003)

Prstencova elektroda
Hlavni nebo primarni RF Koncova elektroda
781 kHz Pomocny RF
(1/3 hlavniho RF)

Detektor

Obr. 4 Schéma principu fungovani iontové pasti (pfevzato z Bruker Daltonics
Training Documents)
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2.2 Cytokininy

Cytokiny jsou tfidou rostlinnych hormonti (fytohormonti), které byly
charakterizovany jako N® substitu¢ni derivity adeninu. Prvnim definovanym,
izolovanym a syntetizovanym zastupcem této skupiny byl kinetin, ktery ziskal svij
trividlni ndzev od své schopnosti iniciovat bunécné déleni (cytokinezi) v bunéénych

kulturach tabaku (Miller, 1955).

Cytokininy se podili na regulaci mnozstvi rozdilnych aspekti rostlinného ristu a
vyvoje, jako je funkce meristému, vyvoj chloroplastt, modulace vztahu ,,zdroj-sink®,

pfijem zivin ¢i reakce na bioticky i abioticky stres (Argueso et al., 2009).

2.2.1 Struktura

V ptfirodé mlzeme najit cytokininy bézné¢ ve dovu  formach: isoprenoidni
a aromatické cytokininy. Prvné zminéné, mezi néz tadime naptiklad
NO-(A-isopentenyl)adenin a trans-zeatin, jsou bézné zastoupeny ve vétsiné rostlinnych
druhi, 1 kdyZ jejich slozeni se miize ménit v zavislosti na druhu, pletivu a vyvojové fazi.
Oproti tomu aromatické cytokininy jako napiiklad benzyladenin byly nalezeny pouze

v nékterych rostlinnych druzich (Sakakibara, 2006) (Obr. 5).

1) /\/K /\)\/ o @) HN/\C%;} H“@DH

HN HN N
= N =
N N N N
N7 I N7 ™ L N\> k\Nl N\)
S K\N N N H
H H ortho-topolin HN/\Q meta-topolin
NE- (A%-isopentenyl)adenine trans-zeatin (oT) I N (mT)
(iP) (t2) TS
s
OH N N
/\/Q benzyladenine
HN Z HN/\)\/OH QCH, 2k OCH,
Ngj.:N\> N)IN\
k R > N7 N NZ N
v v ae o
H H R\Nl N Sy N
cis-zeatin dihydrozeatin k. . S )
(cZ) (DZ) ortho-methoxytopolin meta-methoxytopolin
(MeoT) (MemT)

Obr. 5. Zastupci isoprenoidnich (1) a aromatickych (2) cytokininid
(Sakakibara, 2006)
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2.2.2 Biosyntéza

Novymi studiemi bylo potvrzeno, ze mimo biosyntézy cytokininii v kofeni a jejich
nasledném transportu xylémem do stonku, probiha biosyntéza také v mladych listech,

stoncich, kvétech, embryich a pravdépodobné dalsich pletivech (Kudo et al, 2010).

Prvnim krokem biosyntézy cytokininti je pfenos isopentenylového zbytku
z dimethylallyl difosfitu (DMAPP) na N°® pozici ATP/ADP, ktery je katalyzovan
enzymem isopentenyltransferazou (IPT). Bezprostfednim produktem reakce jsou
isopentenyladenin (iP) ribotidy, jejichz izoprenovy postranni fetézec je nasledné
trans-hydroxylovan pomoci P450 monooxygenaz CYP735A1 a CYP735A2 na zeatin
ribotidy (Argueso et al., 2009).

Jsou dva typy IPT, adenylatova IPT (EC. 2.5.1.27), ktera pfipojuje ispentenylovou
skupinu k N® atomu AMP/ADP/ATP, a tRNA IPT (EC 2.5.1.8), ktera pfipojuje totéz,
ale k adeninu na tRNA (Frébort et al., 2011).

Aby se staly vznikl¢ iP a tZ nukleotidy biologicky aktivnimi, musi byt konvertovany
do formy nukleobazi pomoci katalyzy enzymem cytokinin ribosid 5 -monofosfat-
fosforibohydrolazou (LOG, EC 3.2.2.n). Exprese LOG je lokalizovana ve S$picce
stonkového meristému a pravdépodobné¢ dolad’uje prostorovou distribuci bioaktivnich
cytokininii k regulaci aktivity meristému (Hirose et al, 2008; Argueso et al., 2009).
(Obr. 6)
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Obr. 6: Soucasny model biosyntetické drahy isoprenoidnich cytokinini
v Arabidopsis Isoprenoidni postranni retézce N°-(A*-isopentenyl)adeninu (iP) a trans-
zeatinu (tZ)prevazné pochazi z methylerythritol (MEP) fosfatové drahy, kdezto velka
cast postrannich retézcu cis-zeatinu (cZ) je odvozena z mevalondtové (MEV) drdhy.
(upraveno z Sakakibara, 2006)

2.2.3 Metabolismus

Ustélena hladina cytokininti v rostliné je déana relativnim pomérem regulace
biosyntézy, mirou degradace cytokinind, jejich konjugace a uvoliiovanim z konju-

govanych forem (Argueso et al., 2009).

Nevratna degradace probihd u cytokininli s nenasycenym postrannim fetézcem
oxidativnim §tépenim na N°® konci fetézce, ¢imz se vytvoii adenin & jeho
korespondujici derivat (u substituovanych cytokininll) a aldehyd derivovany
z postranniho  fetézce. Reakce probihd dehydrogenaci cytokinini na iminovy
meziprodukt, kde akceptor elektroni odcerpa dva elektrony z flavinového kofaktoru
enzymu oznaCovaném jako cytokinin oxidaza/dehydrogendza (CKX, EC 1.5.99.12)
(Frébort et al., 2011). CKX jsou ve vyssich rostlinach kédovany malymi genovymi
rodinami s proménlivym poctem ¢lenti. V Arabidopsis bylo identifikovano 7 rtiznych

CKX-kodujicich genit (AtCKX1-7), pficemz nejvyssi enzymatickou aktivitu maji
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paralogy CKX2 a CKX4. Tyto dva enzymy preferuji jako substraty volné cytokininové
baze za neutralniho a slabé kyselého pH a spolu s CKX5 a CKX6 pravdépodobné
reguluji Groven cytokinint v apoplastu (Obr. 7) (Galuszka et al., 2007).

AtCKX2, AtCKX4
AtCKX5, AtCKX6 Cytokininovy

receptor \
/ Mitochondrie / Vakuola \

Apoplast

-
2
g
AtIPT7 <
[«
Oc¢
E)
)
Cytosol a.
AtIPTA & AtCKX1
Plastid
AtIPT1, AtIPT3
AtIPTS, AtIPTS Jddro

-

Obr. 7: Bunééné rozmisténi biosyntetickych a degradac¢nich enzymi cytokinini
v Arabidopsis thaliana (pievzato z Frébort et al., 2011)

F//

Dal$im pochodem regulujicim hladinu cytokinini je jejich glykosylace, kterd miize
probihat na N7 a N9 pozici purinového fetézce nebo na hydroxylové skupiné
postranniho fetézce tZ, ¢Z a DZ. Zatimco N-glukosylace je prakticky nevratna,
z O-glukosidi mohou byt aktivni cytokininy uvolnény B-glukosidazou (EC 3.2.1.21),

proto jsou povazovany za zasobni formy cytokinini (Sakakibara, 2006).

2.2.4 Signalni draha cytokininu

Signalni drdha cytokininii je tvofend ne¢kolikrakrokovou kaskddou His-Asp
fosforylaci, kterd je podobna dvoukomponentni signdlni drédze bakterii ¢i kvasinek.
Sklada se ze senzorové kinazy, histidinovych fosfotransferovych proteini a regulatort

odpovédi. (Obr. 8) (Ferreira a Kieber, 2005).

Soucasny model ukazuje, Ze signdl je vniman receptory typu histidinovych kinaz
(AHK), které jsou vazany pievazné na membrany endoplasmatického retikula
(Wulfetange et al., 2011). Po navazani cytokininu a autofosforylaci receptoru je signal
prenasen fosforylacni kaskadou ke ¢lentim rodiny Arabidopsis His fosfotransferovych
proteini (AHP), které se translokuji do jadra, kde fosforyluji regulatory odpovédi
(ARR) typu B. Ve stejny okamzik také fidi akumulaci transkripcnich faktort odpovédi
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na cytokininy (CRF). Aktivované ARR typu B jako transkripéni faktory indukuji
transkripci genli odpovédi na cytokininy, vcéetné ARR typu A a CRF
(Perilli et al., 2010). Regulatory typu B jsou odpovédné za transkripci téméf veskerych
procest zavislych na cytokininech v Arabidopsis. Trojity mutant ARR geni ARRI,
ARR10 a ARR12 vykazoval vétSinu znakd syndromu deficience cytokininid, coz
ukazuje, ze jsou tyto geny centralnimi regulatory aktivity cytokininii b&hem
vegetativniho vyvoje. Fosforylace ARR typu A je pak potiebnd pro jejich negativni
zpétné vazebnou regulaci cytokininové signalni drahy. Jejich interakce s AHP (ale ne
ARR typu B) pak napovida, Ze jejich Cinnost pfi zpétné vazb€ probihd na Urovni

signalizace zprostiedkované AHP (Werner a Schmiilling., 2009).

Prvky cytokininové signdlni drdhy sdili spolecné prvky s bakteridlni
dvou-komponentni signalni kaskadou, ktera je vyuzivana k vnimani a odpovédi na
mnozstvi environmentalnich faktord. Cytokininy a jejich signalni drahy jsou také
propojeny s vnimanim prostiedi. Hraji roli v asimilaci zivin, v¢etné dusiku, fosforu, siry
a zeleza. Prvky dvoukomponentdlni drdhy se také podili na cirkadidnnich rytmech,
vnimani svétla, odpovédich na biotické a abiotické stresy, vcetné stresu teplotniho,

stresu zasolenim, suchem a interakcemi s patogeny (Obr.8) (Argueso et al., 2009).
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vstupy (Argueso et al., 2009)
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2.3 Rostliny a abioticky stres

Dle studie Organizace pro vyzivu a zemédélstvi FAO (Food and Agriculture
Organization of United Nations) z roku 2007 jsou pouha 3,5% zemského povrchu
neovlivnéna néjak omezenymi podminkami prostfedi a piestoze vétSinu téchto
podminek lze odstranit vhodnymi agrotechnickymi technologiemi, nékteré
environmentalni faktory stale mohou limitovat produkci plodin v zemé&délskych
oblastech (Velthuizen, Harrij van, 2007). Piestoze je obtizné ziskat piesné odhady
pusobeni abiotického stresu na produkci plodin, je zfejmé, Ze abioticky stres bude mit
I nadale vyznamny dopad na rostlinou produkci. Trendy jako pokles ploch orné pudy,
snizovani dostupnosti vodnich zdroji a zvySujici se trend globalniho oteplovani

a zmény klimatu maji vliv na snizovani produkce zékladnich plodin.

Od roku 1980 jsou pozorovany vyznamné pozitivni trendy v teplot¢ bcéhem
vegetacniho obdobi ve vSech hlavnich péstitelskych regionech hlavnich plodin, tedy
kukufice, pSenice, ryze a so6ji (ty tvoii az 75% kalorii pfimo ¢i nepfimo spotiebovanych
¢lovékem). Vice jak 65% zemi pozorovalo narlst primérné teploty za vegetacni obdobi
0 jedno-nasobek historické smérodatné odchylky pro kukufici a ryzi, s ¢islem mirné
vy$§imi pro pSenici a niz§imi pro soju. Vic jak ¢tvrtina zemi pak pozorovala dokonce

dvojnasobek této odchylky (Lobell et al., 2011) (Obr. 9).
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Obr. 9: Mapa teplotnich trendd v letech 1980-2008 pro vegeta¢ni obdobi
hlavnich plodin; Trend je vyjadren jako pomeér celkového trendu v obdobi 29 let
a historické smerodatné odchylky (o) mezirocni fluktuace teplot v letech 1960-2000
(pr. trend T=1 znamena, ze na konci periody byly teploty vyssi o 1 ¢ nez na zacatku
periody). Pro prehlednost jsou uvedeny pouze oblasti, kde je alespon 1% plochy pokryté
pSenici, kukurici, sojou nebo ryzi. Teploty vV mnoha lokalitaich presdahly vice jak
dvojndsobek historické smérodatné odchylky. (Lobell et al., 2011)
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Od roku 1950 doslo ke zvySeni primérné zemské teploty o 0,13°C za desetileti
a ocekava se, ze tento trend bude stoupat az k hodnotdm 0,2°C v pfistich desetiletich.
Zvyseni teploty o 1°C ptitom miiZze snizit vynosy nckterych plodin az o 10%. Napf.
u pSenice doSlo v letech 1980-2008 k poklesu produkce o 5,5% v souvislosti se
zminénymi teplotnimi trendy (Lobell et al., 2011). Je proto ziejmé, ze zmény klimatu

a predevsim teploty mohou vyznamnym zptiisobem ovlivnit produktivitu rostlin.

2.3.1 Fyziologické odpovédi rostlin na stres

Stres je z biologického pohledu definovan jako ,,vné&jsi faktor, ktery vykazuje
nepiiznivy vliv na rostlinu® ¢i alternativné jako ,,signifikantni odchylka od optimalnich
zivotnich podminek“. Obecné jsou uvazovany 3 faze stresu na rostlinu: 1) poplachova
faze, 2) faze odolnosti a 3) faze vycerpani. Nékdy je pridavana ctvrta ,,faze regenerace
a to v ptipadé, ze je stresor odstranén diive, nez dojde k vaznym poSkozenim a miize
dojit k ¢astecné ¢i uplné regeneraci fyziologickych funkci. Na pocatku poplachové faze,
kdy zacind samotna stresova reakce, reaguji rostliny na stresor poklesem fyziologickych
funkei, jako je vykon fotosyntézy, transport a akumulace metaboliti ¢i piijem

a translokace ionta (Lichtenthaler H. K., 1996).

Samotné vnimani stresoru je velmi komplexni, rostliny maji proto vyvinuto
mnozstvi mechanismui. Jednou z moznosti je snimani buné¢né vodni homeostazy diky
izolaci histidinové kinazy hybridniho typu z Arabidopsis thaliana, ktera se jevi jako
experimentdlni diikaz osmosenzorli ve vySSich rostlinach. I presto, Ze nckteré
fyziologické odpovédi se mohou u jednotlivych stresi lisit, u vétSiny dochazi k naruseni
fotosyntézy a to plisobi zmény v bioenergetickém stavu rostliny. Proto jsou dulezitym
ukazatelem také cukry generované fotosyntézou a metabolismem uhliku v tkdnich

systému ,,zdroj — sink* (Duque et al., 2013).

2.3.2 Signalizace v reakci na abioticky stres

Mnoho abiotickych stresii je vzajemné propojeno, a proto mohou zplsobovat
podobna bunécna poskozeni (Obr. 10). Napiiklad sucho a zasoleni jsou vnimany jako
osmoticky stres, coz vyuUstuje v poruseni homeostazy a distribuce iontd v bunce.
Oxidac¢ni stres naopak ¢asto doprovazi stres vysokymi teplotami, zasolenim ¢i suchem
amiiZze zplsobit denaturaci funkénich a strukturnich proteint. V disledku toho rGzné
environmentalni stresy Casto aktivuji podobné signdlni drahy a bunécné odpovédi

(Wang et al., 2003).
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Obr. 10: Rostlinné reakce na abioticky stres; Primdrni stresy jsou casto propojeny
a zpusobuji bunécna poskozeni a sekundarni stres. Pocatecni stresové signaly
(pr. osmotické a iontové jevy, zmeény fluidity membrany) spousti nasledné signalni
procesy a kontrolu transkripce, kterd aktivuje mechanismy odpovédi na stres pro
znovuziskani homeostdzy a ochranu a opravu poSkozenych proteinu a membradn.
Neadekvatni odpoved' v jednom ci nékolika krocich v signalizaci a aktivaci genit miize
nakonec vést knevratnym zménam bunecné homeostizy a ve zniceni funkcnich
a strukturnich proteinit a membradn, coz vede k bunécné smrti. (Wang et al., 2003)
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Pfi objasiiovani signalnich mechanismit v odpovédi rostlin na abioticky stres se
nabizi jako ndstroje bioinzenyrstvi specifické stresem regulované geny. Ty muzeme
rozdélit na a) geny zahrnuté v signalnich kaskadach a v kontrole transkripce, do nichz
patii MyC a MAP kinazy a SOS kinaza, fosfolipazy a transkripéni faktory jako HSF,
CBF/DREB a ABF/ABAE rodiny; b) geny fungujici pfimo v ochrané membran
a proteinli, jako jsou proteiny teplotniho Soku (HSPs), chaperony a LEA (Late
Embryogenesis Abundant) proteiny, osmoprotektanty a lapace volnych radikalti a na
) geny zahrnuté v pfijmu a transportu vody a ionti jako napf. aquaporiny a iontové

transportery.

2.3.2.1 Senzory

Externi stresové signdly jsou na po¢atku vnimany receptorovymi proteiny a nasledné
jsou pfedany cilovym signalnim elementim. Jednim z typt senzorovych proteint jsou
receptorim podobné Kkinazy (RLKs — receptor-like kinases) s nejzastoupenéjsi
rodinou RLK sna leucin bohatymi opakovanimi (LRR-RLKs — leucine-rich repeat
RLKSs). Mimo regulovani zna¢ného mnozstvi ristovych a vyvojovych procesii se RLK
podili taky na stresovych homeostatickych reakcich a hraji hlavni roli v integraci
environmentalni a hormondlni signalizace. Mezi ¢leny RLK rodiny podilejici se na
stresové signalizaci patii napt. RPK1 (RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE1), jejiz
exprese byla indukovana ABA, dehydrataci, zasolenim a nizkou teplotou; CRK36
(CYSTEINE RICH RLK), ktera slouzi jako negativni regulator v osmotickém stresu
a ABA signalizaci; PERK4 (PROLINE-RICH EXTENSIN-LIKE) je kinaza aktivovana
pomoci ABA a Ca®"; a GHR1 (GUARD CELL HYDROGEN PEROXIDE
RESISTANT1) (Osakabe et al., 2013).

Dalsi skupinou senzorti jsou histidinové kinazy (HK), které byly pivodné
identifikovany jako soucast dvou komponentniho signalniho systému u bakterii
a kvasinek, kde ptenaSely signadly na nasledné regulatory odpovédi. V rostlinach se
podili mimo odpovédi k environmentalnim stimultim, jako je sucho, zasoleni a chlad,
také ve vnimani rostlinnych hormont jako jsou etylen a cytokininy. V genomu
Arabidopsis je identifikovano 8 HK, z toho se jich 5 podili na hormonalni signalizaci
(Osakabe et al., 2013). Mezi nehormonalnimi receptorovymi HK byla identifikovana
AHK1 jako unikatni osmosenzor, ktery je pozitivnim regulatorem v signalizaci

osmotického stresu a reguluje nésledné geny jak v zavislosti tak nezavislosti na ABA
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(Tran et al., 2010). AHKS lokalizovana v plasmatické membrané byla identifikovana
jako regulator zavirani pruduchid v odpovédi na ROS (H202). V soucasnosti se ukazalo,
ze funguje jako negativni regulator odpovédi na zasoleni pii kliCeni semen a riistu jak

kli¢nich tak dospélych rostlin Arabidopsis (Pham et al., 2012).

2.3.2.2 Drahy pienosu signdlu v rostlindach vystavenych environmentdlnimu stresu

Pfi vodnimu deficitu nebo stresu zasolenim je v rostlinach snizovan osmoticky
potencial cytosolu a dochéazi k akumulaci kompatibilnich solutii (pi. prolin, glycin,
betain, polyoly), aby doslo k redukci poSkozeni bunéénych stén. Tyto osmolity také
mohou chrénit proteiny a snizovat efekt ROS, které vznikaji v disledku oxidac¢niho
stresu, k némuz mize sekundarné dochazet po ionickém ¢i osmotickém stresu. Jako
Siroce vyuzivany signalni modul osmolarity se zda byt vyuzivana MAP Kkinazova
kaskada. Tato kaskada je vysoce konzervovana ve vSech eukaryotdch a jsou odpovédné
prenos signalu Siroké skaly odpovédi. Bylo izolovano mnozstvi zastupci genovych
rodin kodujicich mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK) a jejich bezprostiedni
Hupstream* reguldtory MAPK kindzy (MAPKK) a MAPKK kinazy (MAPKKK).
MAPK systém pifenaSi signal specifickou fosforylaci serin/theroninovych zbytkl
cilovych proteinovych substrati. Kaskadda zadind fosforylaci MAPKKK piimo po
vnimani stimulu, ta pak aktivovana fosforyluje a aktivuje urcitou MAPKK a ta pak
fosforyluje a aktivuje MAPK. Aktivovand MAPK je pfenesena do jadra, kde fosforyluje
a aktivuje specifické komponenty jako transkripéni faktory, které indukuji bunécné
odpovédi (Knight a Knight, 2001; Chinnusamy 2003; Jenks a Hasegawa; 2005,
Kaur a Gupta, 2005).

Jinou signalni molekulou v reakcich na mnozstvi abiotickych strest je cytosolicky
vapnik Ca?*. Zmény v hladinach Ca?" jak v prostoru, tak v ¢ase miize poskytovat
urcitou specificnost mezi signalizaci abiotického stresu (Knight a Knight, 2001). Jednim
z aspekti Ca?* signalizace je kodovani a dekodovani signalu prenaseného riznymi Ca2*
propustnymi kanély. Dekodovani signalu je zprosttedkovavano vapnikovymi senzory,
které (samy nebo proteinovou interakci) moduluji expresi genli a zmény aktivity
proteinti. Navyseni cytosolického Ca®* v odpovédi na signdl méze byt diky influxu
vapniku z apoplastu nebo jeho uvolnénim z intraceluldrnich zasob jako endoplasmatickeé
retikulum, vakuoly, mitochondrie & jadro. Rozsah a kinetika akumulace Ca?* béhem

stresu je zavisla na typu stresu, napi. signal pomoci ABA usti v mobilizaci
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intraceluldrnich zasob Ca?*, zatimco chladovy stres je signalizovan influxem
extracelularniho vapniku (Jenks a Hasegawa; 2005). Béhem stresu dehydrataci
a zasolenim se do zvyseni hladin vapniku zapojuji inositol 1,4,5-trifosfatem (IP3) fizené
Ca?" kanaly, coz naznacuje roli IP3 a dalsich sekundarnich posli zapojenych do stresové
signalizace (Chinnusamy 2003). Ca?* signal je pak vniman nékolika typy senzort, jako
jsou na vapniku zavislé proteinové kinazy (CDPKs — calcium-dependent protein
kinases), které¢ jsou pravdépodobné =zahrnuty v aktivaci transkrip¢nich faktora
indukujici expresi genii typu LEA, ¢i SOS3 rodina vapnik vézajicich proteini, které
jsou soucasti SOS (Salt-Overly-Sensitive) signalni drahy stresu zasolenim

(Knight a Knight, 2001; Chinnusamy et al., 2003).

V neposledni fadé¢ je be&hem abiotického stresu zvySena biosyntéza Kyseliny
abscisové (ABA), kterd je rychle metabolizovéna stimuluje expresi mnoha gent
reagujicich na stres. ABA je regula¢ni molekulou podilejici se na toleranci k suchu a jeji
hlavni funkci je regulovat toleranci k osmotickému stresu pomoci gent tolerance
K bunééné dehydrataci a regulovat vodni bilanci pomoci svéracich bun¢k. ABA je téz
indukovédna stresem zasolenim a v menSi mife také chladovym stresem
(Kaur a Gupta, 2005). Soucasny model ABA signalizace zahrnuje 3 klicové
komponenty: receptory (PYR/PYL/RCAR), proteinové fosfatdzy (PP2C), které se
chovaji jako globalni negativni regulatory ABA, a proteinové kindzy (SnRK2/OST1)
regulujici ABA pozitivn€ (Cramer et al., 2011).

2.3.2.3 Transkripcéni faktory aktivované v odpovédi na abioticky stres

Rostlinné genomy obsahuji velké mnoZstvi transkripénich faktorti (TF), napf.
U Arabidopsis témér 5,9% genomu kdduje vice jak 1500 TF patticich do nékolika
riznych multigenovych rodin. Deset specifickych rodin z téchto TF jsou zahrnuty
v odpovédi na abioticky stres a to rodiny AP2/EREBP, ABI3/VP1, ARF, bHLH, bZIP,
HB, HSF, MYB, NAC a WRKY. Jednotlivi ¢lenové stejné rodiny mohou odpovidat
rozdiln€ na rtzné stresové stimuly, ale na druhou stranu nekteré na stres reagujici geny
mohou sdilet ty samé TF (Wang et al, 2003). V odpové&di na abioticky stres jsou aktivni
minimalné 4 specifické regulony. Dva z nich, DREB1/CBF (dehydration-responsive
element binding protein 1/C-repeat binding factor) a DREB2, funguji v expresi gent
independentni na ABA. Naopak v expresi genti v zavislosti na ABA funguje regulon

ABRE/ABF (ABA-responsive element (ABRE) binding protein/ ABRE binding factor).
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K t¢émto hlavnim draham se pak Vv expresi genl v zdvislosti na stresu piipojuji dalsi
regulony jako NAC (NAM/ATAF1/CUC2) a MYB/MYC (Myeloblastosis-

myelocytomatosis) regulony (Shanker a Venkateswarlu, 2010).

ABRE/ABEF transkrip¢ni faktory jsou exprimovany v Siroké skale abiotickych strest,
jako je chlad (ABF1, ABF4), zasoleni (ABF2, ABF3) ¢i sucho (ABF3, ABF 4).
MYC/MYB faktory se akumuluji pouze po piedchozi akumulaci ABA. DREB1 TF jsou
indukovany chladovym stresem, kdezto DREB2 jsou indukovany béhem stresu suchem
a zasolenim. Pfestoze jsou jednotlivé rodiny DREB regulovany v odpovédi na rizné

stresy, reguluji stejny DRE cis-element (Lata et al., 2011).

Povaha signélni drdhy pro abioticky stres je proménné a vysoce zavisla na druhu,
organu, pletivu, bunééném typu, vyvojovém stadiu rostliny ¢i samotném stresu ¢i
kombinaci strest, které rostlinu ovliviiuyji, jejich intenzité a délce plsobeni. Stale
nezname mnoho receptori a jejich aktivnich mist, a pfestoze zndme mnozstvi
naslednych procesii (transkripénich drah), zatim je jen malo zndmo o primérni
signalizaci. Velké mnozZstvi literatury spoléhd na transkriptomickou analyzu, ktera vSak
mnohdy neni dostatecna kvuli mnohdy nizkym korelacim mezi transkriptomickymi
a proteomickymi profily ¢i aktivitou enzymi. Diky stile rostoucimu mnozstvi studii
vénujicich se této problematice se vSak mezery v signaliza¢ni draze odpovédi na

abioticky stres u rostlin za¢inaji zapliiovat (Obr. 11) (Cramer et al., 2011).
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Obr. 11: Zjednoduseny model signalizace v reakci rostlin na abioticky stres;
Ovaly predstavuji proteiny, metabolity nebo procesy. Metabolity jsou zndzornény
purpurovou barvou. Fosforylované proteiny jsou oznaceny Cervenym kruhem
s pismenem P. Fialové ovaly predstavuji procesy, kde je pro aktivaci vyzadovana
modifikace DREB?2. Plné Sipky reprezentuji primé spojeni, prerusované pak neprimé
spojeni (prostrednictvim néjaké intermedidlni molekuly). V diagramu nejsou zahrnuty
vSechny spojeni a detaily efektii stresu a hormonii pro zachovani jednoduchosti modelu.
Zkratky: ABA (kyselina abscisovd), ANAC (Arabidopsis NAC domain-containing
protein), CAMTA (calmodulin-binding transcription activator), CBL (calcineurin B-like
interacting protein kinase), CCA (circadian clock associated), CPK (calcium-dependent
protein kinase), DREB/CBF (dehydration response element binding protein/C-repeat
binding factor), ETR1 (ethylene response 1), GCN2 (general control non-repressible 2),
HSF (heat shock factor), ICE (inducer of CBF expression), MAPK (mitogen-activated
protein kinase), LHY (late elongated hypocotyl), PA (kyselina fosfatidovd), PP2C
(protein phosphatase 2C), PRR (pseudo response regulator), PYR/PYL/RCAR (ABA
receptors), RNS (reactive nitrogen species), ROS (reactive oxygen species), SIZ (SAP
and Miz domain protein), SNRK (sucrose nonfermenting-1 related kinase), TFs
(transkripcni  faktory), TOR (target of rapamycin), ZAT (zinc finger protein).

(Cramer et al., 2011).
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2.4 Vnimani teploty v rostlinach

Teplota je jednim zklicovych environmentalnich faktor, které dalekoséhle
ovliviiuji metabolismus, vyvoj a rist rostliny. Suchozemské rostliny musi celit
kontinualnim zméndm teplot v prubéhu dne i rocnich obdobi. Aby zabranily poskozeni,
musi byt rostliny schopny vcas reagovat na teplotni vykyvy na molekularni Grovni.
Poznani téchto procesi nabyva jeSt€¢ vétsi dulezitosti s klimatickou zménou

(Penfield, 2008).

Z vyznamnych fyziologickych pochodi teplota ovliviiuje velmi vyrazné predevsim
fotosyntézu, kterou pfili§ vysoké teploty omezuji mnohem vice nez by se ocekavalo
pouze z hlediska stimulace fotorespirace. V soucasnosti je piedpokladan nejen narist
oxygenasové  aktivity RuBiSCO (ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa;
EC 4.1.1.39) oproti reduktasové pii vysokych teplotach, ale také piima regulace
fotosyntézy teplotnim stresem na membrané thylakoidu (Sharkey, 2005).

Piestoze jsou na vysokou teplotu nachylné vSechny rostlinné pletiva, reproduktivni
organy jsou na teplotni vykyvy obzvlasté citlivé a jiz narlst o par stupnd béhem casu

kveteni miize mit za vysledek ztratu celého zZivotniho cyklu (Mittler et al., 2012).

Tradi¢ni koncept vnimani vysokych teplot rostlinami byl zalozen na skutecnosti, ze
vysoké teploty denaturuji proteiny a toto je pak podnétem pro indukci specifickych
proteind tepelného Soku (HSPs) chovajicich se jako molekuldrni chaperony pomoci
dréhy zname jako reakce na tepelnd Sok (HSR). Rostouci mnoZstvi pokusti vSak
ukazuje, ze velké mnozstvi stresovych reakci ptsobi indukci téchto proteini i bez
ptiméfené denaturace bilkovin (Horvath, 2012). Navic pouze mala frakce transkriptomu
nadregulovdno v odpovédi na zvySené teploty kddovala teplem indukované chaperony.
Zbytek transkripti kodoval produkty zahrnuté v signalizaci véapnikem, fosforylaci
proteinti, signalizaci fytohormonti, signalizaci a metabolismu lipidd a cukrd,
metabolismu RNA, translaci, primarnim a sekundarnim metabolismu, regulaci
transkripce a odpovédich na dalsi rizné biotické a abiotické stresory (Rizhsky et al.,
2004) To vede khypotéze, ze odpovéd na vyssi teploty je mnohem komplexné&jsi
a velkou roli hraji uz fyzikélni a strukturdlni vlastnosti membrany a tok iont vapniku
(Obr.12).
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Obr. 12: Schematicky model vnimani teploty v rostlinach. Mirné zmény v teploté
mohou ovlivitovat viastnosti membrany a aktivovat vapnikové kandly. Nasledujici pritok
vapniku pravdepodobné aktivuje udalosti prenosu signalu a meni metabolismus rostlin
V procesu zvaném aklimace. Tato drdha (zvyraznény ZzZluté a plnymi Sipkami) miize
slouzit jako primarni teplo snimajici mechanismus rostlin. Dalsi teplotou vyvolané
zmeny zahrnuji zmeény ve stabilité proteinu a expozici hydrofobnich zbytkii proteinii,
které mohou spustit UPR senzory v cytosolu a ER, vypuzeni histonii Z jadra (které uvolni
cestu pro TF vdzajici se na HSR geny), akumulace ROS a zmény v hladinach bunécné
energie a rozloZeni druhit RNA, které mohou jednat jako riboswitches ¢i ovliviiovat
spliceosom nebo funkce miRNA. Tyto drdahy (zvyraznéné modre) se predpokldada, Ze
spousti riizné signalni akce aa prispivaji k tepelné aklimaci. Alternativou k aklimaci je
programovanda bunécna smrt, ktera by mohla byt spusténa na zakladeé spojeni nekolika
drah prenosu signalu a podminek. Predpoklada se, Ze aktivace vapnikové signalizace
kandlem v plasmatické membrané umozZiuje spusteni dalsich od senzorii odvozenych

drah.(Mittler et al., 2012)
2.4.1 Role membrany ve vnimani teploty

V soucasné dobé piestavaji byt biologické membrany vnimany pouze jako misto
prvniho poskozeni extrémnimi teplotami. Zd4 se, Ze jsou schopny vnimat zmény
prostiedi a na dalku aktivovat stresové obranné geny jako disledek rychlé zmény jejich
fyzického stavu a organizace mikrodomén. Vhodnym modelem pro studium chovani
membrany je fotosyntetizujici cyanobakterie Synechocystis, které maji obecné
uspotadani a lipidovd kompozice membran podobné jako ve vysSich rostlinach

(Glatz, 1999).

Pii poklesu teploty ustdvd pohyb komponent modelu fluidni mozaiky a tak se
membrana stava vice rigidni. PouZiti mutantii v genech pro desaturdzy mastnych kyselin
(FAD - fatty acid desaturase), coZ jsou enzymy kontrolujici nenasycenost fosfolipid,

mimikuje zmény ve fluidit¢ membrany zptisobené nizkou teplotou a dokonce zvySuji
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inducibilitu mnoha chladem nadregulovanych genti. Rada pokust ukazuje, Ze zvy3ena
rigidita membrany je pravdépodobné snimana s membranou asociovanymi proteiny a ty
pak slouzi jako regulatory fady naslednych procestt v odpovédi na nizké teploty
(Ruelland a Zachowski, 2010). Zda se, Ze¢ jeden typ rozpustné histidinové kinazy Hik 19
a histidinové kindzy asociované s membranou Hik 33 jsou zapojeny do vnimdni
a pfenosu signalu nizkych teplot snizenim exprese genii pro desaturazy. Navic se
mutant v genu pro Hik 33 ukazal byt citlivy na stres piiliSnym svétlem za normalnich
teplot a v kombinaci s dalsimi pokusy se ukazuje, ze se Hik 33 podili na vnimani stresu
zasolenim, hyperosmotického stresu a stresu peroxidem vodiku, coz by mohlo
napovidat, Ze tato histidinova kindza by mohla byt obecnym stresovym senzorem

(Horvath, 2012).

Pfi vnimani vysokych teplot se ukdzalo, Ze zmény fyzikdlnich vlastnosti
tylakoidnich membran (jako fluidita a organizace lipidovych mikrodomén) méni profil
ateplotni prah indukce vétSiny genti tepelného Soku. To napovida, Ze teplotni prah
aktivace hsp-genti neni fixni hodnotou, ale je ovlivnéna teplotou okoli v dobé ristu
rostliny (Horvath, 2012). Je-li rostlina vystavena mirné zvySenym teplotam, dojde
k specifickému pteuspoiadani kompozice mastnych kyselin, aby doslo k ochrané
zivotné dulezitych procesi souvisejici s membranou prevenci jeji nadmérné fluidity.
Saidy et al. (2010) zjistili, Ze rostliny P.patens péstované pii 32°C pii analyze
celkovych mastnych kyselin vykazaly sniZzeni hladin polynenasycenych mastnych
kyselin, hlavné¢ mezi C16 a CI8 mastnymi kyselinami. Pozorovani zmén profilt
jednotlivych typt mastnych kyselin naznacovalo, Ze jednotlivé typy maji specifické role
vV zachovani optimalnich funkci membrany. Pfi vysSich teplotich jsou membrany
obohacovany o vice nasycené mastné kyseliny, ¢imz se zvySuje rigidita membrany a tim
optimalizuji s membranou spojené procesy za teplotniho Soku (Saidy, 2010). Pouziti
slouCeniny zvySujicich fluiditu membran — benzylalkoholu (BA), které snizilo
molekulové uspotfadani jak cytoplasmatickych tak tylakoidnich membran, dramaticky
snizilo teplotni prah aktivace gent teplotniho Soku (Horvath, 1998). Geneticka
manipulace s pomérem nasycenych mastnych kyselin a nenasycenych mastnych kyselin
méla prokazatelny vliv na transkripcei genti hsp70 a hsp82, coz potvrzuje hypotézu vlivu
uspotaddni membrany na expresi geni HSP. SniZeni uspotfaddanosti membrany
tylakoid Synechocystis at" teplotou ¢i pouzitim BA zvySovalo termosenzitivitu

membrany a tim pozménilo HSR. Mezi uspofddanim membrany thylakoid
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a prahovymi teplotami maximalni aktivace vSech hlavnich genti teplotniho Soku je tedy

blizka korelace (Vigh, 1998).

2.4.2 Signalni lipidy a teplotni stres

Pii pusobeni vysokych teplot dochazi k tomu, ze se Vv membranach rychle akumuluji
klicové signalni lipidy: fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfat (PIP2), kyselina fosfatidova
(PA) a and myo-inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) (Mittler et al., 2012).

PIP2 je jednim z nejprostudovanégjSich fosfolipidl, za nestresujicich podminek je ale
pouze minoritnim komponentem bunécnych lipidii. Teplotni stres vSak indukuje jejich
rapidni akumulaci a to 5 az 6 nasobné bé¢hem 30 min stresové periody a lokalizace
narstu PIP2 odpovida jeho potencidlni funkci (Mishking et al, 2009). PIP2 ma totiz
vV membrané vicero funkci; je hlavnim koordinatorem endocytézy, reguluje velké
mnozstvi membranovych kandll, iontovych pump a jinych integralnich proteind a také
moduluje dynamiku aktinu interakcemi s proteiny na aktin se vazajicimi. Proto
Vv rostlinach dochdzi k masivni reorganizaci cytoskeletu jako rany disledek teplotniho

stresu (Horvath, 2012).

1

snizovanim jejich metabolickych pfemén lipazami ¢i fosfatazami. Vysoké teploty
aktivuji fosfatidylinositol-fosfat kinazu (PIPK) odpovédnou za zvySovani hladin PIP2;
na syntéze PA se podili diacylglycerol kindzy (DGK) ¢i fosfolipaza D (PLD). Rychla
indukce téchto enzyml po pocatku teplotniho Soku naznacuje, Ze regulace jejich

aktivity v odpovédi na nardst teploty se objevuje post-translacné (Horvath, 2012),

Propojeni mezi primarnim teplotnim senzorem a fosfolipidovymi signdlnimi
pochody, které nasleduji po teplotnim stresu, stale jesté nejsou identifikovany. ZvySeni
aktivity PIPK a PLD muzZe byt sekundarnim diisledkem akci iniciovanych nartistem
cytosolického Ca®". Alternativné se miize fosfolipidova signalizace objevit s témito

udalostmi paralelné.

2.4.3 Specificky tok vapniku

Nedavna studie Saidy et al. 2009 sledujici rané pochody béhem vnimani tepla
v mechu Physcomitrella patens ukazuji, ze po zvyseni teploty dojde k rychlému
a prechodnému specifickému influxu véapniku zvySujiciho jeho cytosolickou hladinu

zahijeného na plasmatické membrangé. Amplituda véapnikového influxu byla
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proporcionalné umérnd intenzité aplikovaného teplotniho Soku a urcovala, do jaké miry
prob&hne nasledna syntéza HSP (Saidy et al, 2009). Podobny vzestup hladiny vapniku
byl pozorovan také u bun¢k tabaku po piisobeni tepla, coz napovida, ze by toto mohlo
byt soucasti vysoce konzervovaného mechanismu vnimani vysoké teploty mezi

suchozemskymi rostlinami (Gong, 1998).

Byly objeveny neselektivni teplotou indukované iontové kandly zprostfedkovavajici
piitok Ca?', které byly aktivovany jiz v rozmezi vtefin po zméné teploty nebo po
aplikaci BA. Teplotou i BA aktivované kanaly si byly velmi podobné ve vodivosti
aiontoveé selektivité¢ a obé spustily velké (piestoze piechodné) zvySeni cytosolického
vépniku. BA zptisobilo mnohem vys§i nariist Ca®* nez teplota, coz miize byt dano jeho
mnohem vétSimi G€inky na mikrodomény membrany a jeji fluiditu (Saidy, 2009). Prvni
minuty po nardstu teploty jsou tedy obzvlasté st€zejni. Priichod vapenatych iontl pies
plasmatickou membranu V této pocateéni fazi se stal jaddrem spravné indukce HSP.
Deset minut zpozdéni dostupnosti Ca®" v prib&hu prvnich 30 minut teplotniho $oku
38°C snizila na polovinu u¢inek Ca®" a naslednou HSR a termotoleranci, piestoze
ostatni na vépniku zavislé signdlni drahy stresovych reakci zlstaly nedotCeny

(Horvéth et al., 2012).

Pokusy Saidy et al. také potvrzuji, ze piestoze je Ca* univerzalnim sekundarnim
poslem podilejicim se v fad€ signdlnich drah na rizné biotické i abiotické vlivy
(Reddy et al., 2011), je teplotou aktivovany Ca?" influx odpovédny za aktivaci
specificky gent odpovédi na teplotu, coz naznacuje ze v membrané¢ funguje paralelné
nékolik kanalii pro riizné stresy. Také farmakologické uvolnéni Ca?* z kompartmentti se
nepodilelo na HSR, coz naznacuje, ze kolisajiciho koncentrace volného vapniku
Vv cytoplasmé se nepodili na signalizaci a spiSe lokalni interakce u vstupujiciho vapniku

udéluji teplotnimu signalu specifitu (Saidy, 2009).

Teplotnim stresem indukovany influx vapniku reguluje nékolik signalnich drah.
V A. thaliana jsou do reakce na teplotu zapojeny kalmoduliny (CaM) a mohou byt
zapojeny do aktivace riznych transkripénich faktorii jako jsou WRKY39 a HSF. Ptitok
vapniku také aktivuje n€kolik na vapniku zavislych protein kindz (CPDKs), které zase
mohou aktivovat riizné mitogenem aktivované protein kindzy (MAPKs) nebo ROS
produkujici enzymy. Kalmoduliny také aktivuji kalmodulin vézajici kindzu (CBK),
ktera fosforyluje cleny HSF rodiny. Také fosforylace kli¢ového transkripéniho faktoru
zakladni termotolerance, MBF1C, ktery funguje v draze nad DREB transkrip¢nimi
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aktivatory a n¢kterymi HSF mize byt pfimym ¢i nepfimym vysledkem aktivace CPDK
(Mittler et al., 2012).

Kalmodulin je dilezitym meziproduktem vapnikem zprostiedkovanych pienost
signali. V kukufici byla objevena specifickd vazebnd mista pro CaM v rdmci
cytoplasmatickych HSP70, na néz se CaM vazal v zavislosti na Ca?".
V piitomnosti rostouci hladiny cytosolického Ca®* se zvySovala i hladina mRNA CaM
a CaM spolu s Ca?* podporovali expresi HSP genti a syntézu HSP proteinil. V rostlinach
bylo objeveno nékolik riznych gent kddujicimi etné isoformy CaM, u Arabidopsis je
to 9 CaM gent (AtCaM1-9). Mnozstvi téchto izoforem napovidé, ze budou odpovidat
na rozdilné stimuly ¢&i regulovat rozdilné cilové proteiny v rozdilnych Ca?* signalnich
kaskadach. Pfi experimentech plsobeni teplotniho Soku (37°C, 20 minut) se vyrazné
exprimovaly geny AtCaM3 a AtCaM7, pficemZ prvni zminény se rapidné¢ akumuloval
jiz po prvnich 5 minutich teplotniho Soku a jeho hladina dosdhla maxima po
20 minutach, zatimco AtCaM7 se akumuloval vyrazné¢ az po 10 minutach stresu.
AtCaM3 je tedy pravdépodobné zapojen v brzkych signalech ovliviujicich expresi HSP
genu (Hong-Tao, 2005).

2.4.4 Proteiny teplotniho Soku

V P. patens vystavenému kontinualnimu teplotniho stresu se syntéza HSP induko-
vala pouze v prvnich hodinidch. A stejné jako v piipadé influxu Ca?*, byla navzdory
pretrvavajicim vysokym teplotam syntéza HSP de novo potlacena a bylo potieba 5 hod.
zotaveni za nestresujicich teplot, aby byla obnovena plné schopnost dalsi silné reakce na
teplotni Sok a syntéze HSP, navzdory jejich zvySenym hladinam. (Saidy, 2009). Toto
nam napovida, Ze chaperony hraji méné vyznamnou roli v brzkych udalostech
reagujicich na teplotni stres, neZ se plivodné predpokladalo. Odpovéd’ na teplotni Sok je
tedy pfechodna a postupna. Po bezprostfednim piilivu Ca?* nasleduje piechodna syntéza

mRNA, ktera poté vede k prechodné expresi proteint (Obr. 14).

Mnozstvi HSP, které je indukovano v P.patens teplotnim Sokem, nezavisi pouze na
indukéni teploté, ale také na zakladni rustové teploté. Pokud byly mechy aklimatizované
pfi 22°C vysteveny 1 h plsobeni teplot 34°C, tak vykdzaly ctyfikrat vySsi reakci na
teplotni Sok (HSR) v porovnani s mechy aklimatizovanymi pti 30°C. Toto koreluje
S podstatnym narGistem v saturaci membranovych lipidd pti 30°C oproti 22°C
(Horvath, 2012)
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Obr. 13: Schematické znazornéni postupnych udalosti objevujicich se v buiice
po soustavné expozici mirnému narustu teploty. Zvyseni teploty okamziteé spousti
rychlé a prechodné zvySeni cytosolické koncentrace Ca®*. Nisledné se vyskytne
prechodna syntéza mRNA riznych HSP a vyusti v prechodnou expresi proteinii trvajict
V Fadu hodin. (Horvath et al., 2012)

Genomy vyssich rostlin obsahuji okolo 300 gent kddujicich molekularni chaperony,
ko-chaperony a foldasy. Teplotni Sok muze v Arabidopsis nad-regulovat okolo 1300
genl, pouze 90 znich vSak patfi do vysoce konzervovanych rodin molekularnich
chaperonti. VSech pét reprezentativnich HSP je soucasti vysoce konzervovanych

ubikvitarné distribuovanych proteinovych rodin (Finka et al., 2011).

Proteiny teplotniho Soku zahrnuji Hspl100/ClpB, Hsp90/HtpG, Hsp70/Dnak,
Hsp60/GroEL a malé HSP (sHSP) proteiny. Rodiny téchto HSP genti jsou v rostlinach
velmi komplexni, a protoze je velké mnozstvi z nich esencialni pro normalni rast
avyvoj je tézké odhalit jejich role bchem stresi. Nejvice prostudovanymi jsou

Hsp100/ClpB a sHSP (Kotak, 2009).

HSP100/ClpB proteiny jsou cleny AAA+ rodiny ATPaz a jsou zapojeny do
rozpousténi proteinovych agregatl. Proteiny z této rodiny lokalizované v cytosolu jsou
u rostlin nezbytné pro toleranci k vysokym teplotam, jejich chloroplastové homology se

ukazaly byt potiebné pro spravny vyvoj chloroplasti (Kotak 2009).

sHSP patfi do rodiny chaperontl, kterd jsou definovana konzervovanou doménou
karboxy-konce okolo 90 aminokyselin, uvedenou jako a-krystalinova doména. Je dosud
nejkomplexnéj§i skupinou HSP v rostlinach a podili se na ochrané prakticky vSech
bunéénych kompartmentd. In vitro se sHSP vazou na ¢asteéné rozlozené proteiny na
ATP nezéavislym zpiisobem a tim zabrailuje jejich nevratné agregaci. Béhem teplotniho
Soku jsou dramaticky akumulovany transkripty vSech hlavnich sHSP, specifick¢ sHSP

jsou také exprimovany béhem vyvoje a také nékterych jinych stresi (Kotak, 2009).
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Nadexprese chloroplastovych sHSP (ch-sSHSP) v Arabidopsis a rajceti podala dikaz, ze
tyto sHSP chranili fotosystém II pfed oxidacnim stresem zplisobenym vysokymi
teplotami, coz napovida, ze by ch-sHSP mohly fungovat jako antioxidanty za podminek
oxida¢niho stresu vyuzivanim svych konzervovanych methionintt k vychytani

reaktivnich druhti kysliku (Horvath, 2012).

2.4.5 Dalsi mechanismy

V reakci zvySenou teplotu dochazi jesté k mnoha dal$im pochodtim. Jednim z nich
je teplotou indukovana, rychla a pfechodna stimulace produkce peroxidu vodiku H2Oo.
Podobny nértst peroxidu vodiku miize byt vyvolan fluidizaci membrany pomoci BA.
Tento vysokou teplotou indukovany H20: se ukazal byt nezbytnym pro efektivni
expresi HS gent v Arabidopsis. Je tedy ranym komponentem signalni drahy vnimani

tepla a rychle reaguje na zmény fluidity membrany (Konigshofer et al, 2008).

U Synechocystis byla paralelné s reorganizaci thylakoidnich mikrodomén v
zavislosti na teploté pozorovana také zvySena hladina vysoce nasyceného
monoglukosyldiacylglycerolu (MGIcDG). Ten mizeme povazovat za ,,lipid tepelného
Soku®, diky jeho schopnosti stabilizace membran v rannych fazich reakce na teplotu,
kterda je zajiSténa jeho fetézci vysoce nasycenych mastnych kyselin a unikatni
schopnosti selektivné interagovat (a tim padem ukotvovat) sHSP. MGlcDG syntaza je
asociovana v membrané a zvySuje svoji aktivitu po vzristu teploty, proto miZze byt
Vv kontextu proteinem vnimajicim vysoké teploty. Jeji aktivace kontrolovana fluiditou
membrany mize byt rychlejsim a efektivnéj$i odpovédi nez transkrip¢ni/translacni

nadregulace ¢i kovalentni modifikace (Balogi et al, 2005).

Studie Kumar a kolektivu (2012) ptedklada roli nukleozoml jako na teplotu
odpovidajicich regulatorti transkripce. Pfi zkoumani mutantt A.thalianna s naruSenym
vnimanim tepla byl identifikovan gen APRG6, ktery koduje podjednotku SWRI
komplexu, jez je nezbytny pro vlozeni alternativnich histoni H2A.Z do nukleozomu
namisto histond H2A. Nukleozomy obsahujici H2A.Z obaluji DNA pevnéji nez
kanonické H2A nukleozomy a maji také silngjsi intranukleosomalni interakce. Mutanti
bez genu ARP6 méli snizeny obsah H2A.Z vazanych v chromozomech. Transkriptom
arp6 mutant kultivovanych pii 12°C byl podobny standardnim (wild-type) rostlindm
pestovanym na 12°C a prenesenych na 27°C, coz naznacuje, zZe nukleozomy obsahujici

H2A.Z mohou modulovat transkripci v zavislosti na teploté. Za nizkych teplot jsou
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H2A.Z nukleozomy vice zastoupeny a mohou branit transkripci blokaci mista pro RNA
polymerazu nebo potlaceni aktivace transkripcnich faktori. U genli exprimovanych
specificky za nizké teploty mohou pak branit vazani represori nebo antagonizovat DNA
methylaci. Po zvySeni teploty dochazi k dramatickému snizeni mnozstvi H2A.Z
v nukleozomech, coz mize vést ke zvySené expresi teplotou indukovanych gent jako
HSP70. Snizeni exprese nékterych genii pak mize odpovidat uvolnéni mista pro vazbu

represoru po uvolnéni H2A.Z nukleosomu (Kumar a Wigge, 2010).

Hsp90
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Obr. 14 Signalni drahy aktivované v reakci na tepelny stres u rostlin. 7epelny
stres oviliviiuje stabilitu membrany a aktivuje vapnikové kandly, coz vyusti v pritok
vapniku (vlevo). Zmény v membranové stabilité také miize spustit lipidovou signalizaci
pres lipidy modifikujici enzymy PLD a PIPK. Vapnik vaze kalmodulin CaM3 a aktivuje
mnozstvi kinaz ci transkripcnich faktoru HSR, jako jsou HSF, MBF1c, WRKY a DREB.
ZvySend hladina cytosolického Ca®*' také aktivuje ROS produkujici enzym RBOHD
lokalizovany na plasmat. membrané (vlevo dole). ROS derivovany RBOHD
(pr. superoxid Oz, ktery je konvertovany na H>0z) muiZe pusobit depolarizaci
membrany ¢i vstoupit do membrany a spustit ROS/redox signalni drahu. Dvé UPR
drahy jsou znazornény v modelu, jedna v cytosolu (Cyt-UPR) a jedna v ER (RR-UPR).
Cyt-UPR funguje prostrednictvim HSF, kdezto ER-UPR vyuziva senzorovou molekulu
IRE1 a transkripcni faktory bZipl7,bZIP28 a bZIP60. V jadre teplo snizuje mnozstvi
H2A.Z na promotérech HSP (vpravo). (Mittler et al., 2012)
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2.5 Interakce mezi signalni drahou svétla a teploty

vvvvvv

které¢ mimo svého piimého energetického efektu také zajistuji okamzité¢ a prediktivni
podnéty pro zajisténi optimalniho rozvoje jak Casové tak prostorové. Oproti signalnim
drahdm svétla, které jsou jiz relativné dobtfe definovany, je molekularni charakterizace
vnimani teploty mnohem t€z8i. V soucasnosti roste mnozstvi predpokladi, ze teplota
a svétlo maji propojené signalni drahy a je zndmo mnozstvi uzll, kde se jednotlivé
drahy setkavaji.

Jednim z prikladi vzajemné interakce svétla a teploty je ne-fotochemicka nebo také
temna reverze fytochromu, z biologicky aktivniho Pfr na biologicky neaktivni Pr formu.
Temna reverze byla pozorovana v mnoha fytochromech mnoha druhti a PfrPr
heterodimery vykazovaly zna¢né rychlejsi reverzi jak PfrPfr homodimery. Tento proces
je siln€ zavisly na teploté a reverze rychleji probiha za vyssSich teplot. Temna reverze
PhyB zahrnuje cilenou fosforylaci specifického serinového zbytku na N-konci PHYB
proteinu (Franklin et al., 2014).

Teplota ristu také mize ovliviiovat relativni funkéni hierarchii jednotlivych
fytochromi. Heschel a kolegové pozorovali na mutantech Arabidospis deficientnich
v kombinacich fytochromt roli jednotlivych fytochromt na kliceni. Zjistili, Ze pii nizké
teploté (10°C) ptebira dominantni roli phyE, nésledovan phyB. Pii vysoké teploté
(28°C) byl hlavnim regulatorem phyB, nésledovan phyA a phyE, kdezto pfi primérné
teploté (19°C) neméla ztrata phyA, phyB a phyE téméf Zadny vliv na kliceni, coZ
podpofilo nové role phyC a/nebo phyD. TézZ se zda, ze se mize liSit temna reverze za
raznych teplot pro rizné rodin fytochromt (Heschel et al., 2007).

Teplota ovliviiuje téz kryptochom a fototropiny. Funkce kryptochromu v zavislosti
na teploté byla pozorovana pii regulaci ¢asu kveteni. U mechil bylo pozorovano, ze k
nizkou teplotou fizenému piresouvani chloroplastii z periklindlni na antiklinalni
bunécnou sténu je potieba fototropin pho2 (Franklin et al., 2014).

Signalni dradhy svétla a teploty se sbihaji v n€kolika sdilenych naslednych
regulatorech. Jednim znich je transkripéni regulator PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 4 (PIF4), ktery je spolecnym bodem signalnich drah
regulujicich reakci tniku ze stinu (tzv. ,,shade avoidance®) a aklimace k vysoké teploté.
PIF jsou podskupinou bazickych helix — smycka — helix (bHLH) transkripénich

faktrorti, které interaguji pfimo s fytochromem. Pii ptfechodu na zvySenou teplotu
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dochazi k prechodnému zvySeni hladiny transkriptu PIF4 a také se zvySuje fosforylace
PIF4, coz naznacuje, Ze zvySené post-translacni modifikace se podili na zvySené aktivité
PIF4 za téchto podminek (Stavang et al., 2009; Foreman et al. 2011). Dulezitou dualni
funkci limitujici PIF zprostfedkovany prodlouzeny rust v nizkém poméru R:FR
a vysokych deplotich ma LONG HYPOCOTYL IN FAR RED (HFRI1). Mutanti
deficientni v genu HFR1 méli pfehnany prodlouzeny rast, coz naznacuje, ze HFRI
funguje jako negativni reguldtor Uniku ze stinu. HFR1 véaze PIF4 a PIFS5, ¢imz omezuje
jejich DNA vazani a transkripcni aktivitu a vyrazné tak limituje aktivitu PIF4 v teplém
prostredi (Foreman et al. 2011; Franklin et al., 2014). Dalsim sdilenym transkripénim
faktorem je ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HYS), ktery hraje centrdlni roli
V podpote rostlinné fotomorfogeneze a navic moduluje signalizaci phyA negativni
regulaci transkriptu jeho jaderného transportniho proteinu. Mimo fotomorfogeneze hraje
také dulezitou roli v signalizaci nizké teploty. HYS5 reguluje asi 10% chladem
indukovanych genii a méné jak polovina znich byla také indukovand svétlem, coz
ukazuje, ze HYS reguluje jak odlisné tak ptrekryvajici se regulony. Hladina HYS se na
nizké teploté¢ zvySovala a HYS samotny se chova jako pozitivni reguldtor chladové

aklimace (Catala et al., 2011).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material a jeho kultivace

Pro studium interakci teplotniho Soku, sniZzené intenzity svétla a snizené hladiny
cytokininti v proteomu byly pouzity rostliny Arabidopsis thaliana (L.) nesouci transgen
CaMV355>GR>HVCKX2 na pozadi Col-0 s nadprodukci enzymu CKX z jeCmene
(HvCKX2), které je dosazeno dexamethasonem (DEX) indukovanou expresi
(Samalova et al., 2005) genu CKX2.

Semena Arabidopsis thaliana byla po povrchové sterilizaci (75% ethanol,
cca 5-7 min) vyseta v biohazard-boxu (Aura vertical S.D.4, Bioair instrument) na
sterilizované sitky v Petriho miskach (12,5 x 12,5 cm) na zivné 1x Murashige —
Skoogovo médium (Duchefa) s 1,2% agarem (Duchefa), jehoz pH bylo upraveno na 7,8
pomoci 1 M KOH a po sterilizaci byla média obohacena o 10 uM dimethylsulfoxid
(DMSO, Sigma). Misky s vysetymi semeny byly 3 dny ponechany v lednici pii 3-4°C
pro eliminaci dormance a synchronizaci liceni. Poté byly misky vertikdln¢ umistény do
kultiva¢niho boxu. Kli¢ni rostliny byly kultivovany po dobu 7 dni pfi dvou svételnych
podminkach: 1) nizké intenzité svétla 20 pmol.m™?.s™ a 2) standardni intenzité svétla

80 umol.m™2.s v rezimu dlouhého dne (16 hod./21 °C svétlo; 8 hod./19 °C tma).

3.2 Indukce teplotniho stresu

V 5. dnu kultivace byly rostliny pfeneseny na nové MS medium obsahujici
10 uM DEX ¢i opét DMSO (kontrola). Po uplynuti 48 hodin od aktivace pomoci DEX
byly rostliny podrobeny tepelnému stresu teplotou 35 °C po dobu 0, 15, 30 a 180 minut.
Dale byl proveden experiment pro sledovani zotaveni rostlin 120 min po tepelném
stresu 35 °C, 60 min. Rostliny byly nasledné ihned zmrazeny v tekutém dusiku a do

analyzy skladovany pii -80 °C.

3.3 Izolace celkového proteomu s odstranénim Rubisco

Vzorky o hmotnosti 150-180 mg byly homogenizovany za pomoci tekutého dusiku
a extrakce celkového proteomu byla provedena pomoci 0,5 ml pufru TBST
(10 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, pH 7,4) s pfidavkem 7-8 pl inhibitori proteaz
(SigmaAldrich) a PVPP (polyvinylpyrrolidon, Sigma-Aldrich). Centrifugaci byla

odstranéna nesolubilizovana ¢ast (Smin, 20 000 rpm, 4 °C) a extrakt byl pfenesen na
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kolonku Seppro IgY-Rubisco Spin Column (Sigma-Aldrich) a zpracovan podle
instrukci vyrobce. Ze vzorki po imunochemickém odstranéni Rubisco byl vysrazen

celkovy protein pomoci TCA/acetonové extrakce (Tab. 1; Damerval et al., 1986).

Roztok A 200 ml aceton

ke vzorku pfidano 8 ml, ptes noc pii -20°C 20 g TCA (kyselina trichloroctova)

140 pl 1,2-merkaptoetanol

centrifugace: (15 min, 25 000 g, 4 °C); resuspendace peletu v roztoku B

Roztok B 200 ml aceton,

ke vzorku pfidano 8 ml; 1 hod pii -20°C 20g TCA

140 pl 1,2-merkaptoetanol

149 mg EDTA

(ethylendiamintetraoctova kyselina)

centrifugace: (10 min, 25 000 g, 4 °C); resuspendace peletu v roztoku C

Roztok C 200 ml aceton

ke vzorku ptidano 8 ml 140 pl 1,2merkaptoetanol

centrifugace: (5 min, 25 000 g, 4 °C); odebrani supernatantu a odpateni na rotacni

vakuové odparce (SpeedVac System)

Solubilizace v SOL roztoku 7 M mocovina (0,40 g/ml)

ptidano 200 ml na 5 mg vzorku 2 M thiomocovina (0,16 g/ml)

2% CHAPS (0,02 g/ml)

90mM dithiothreitol (0,01 g/ml)

solubilizace proteinového extraktu, 2 hod pti 30°C

IPG 20 ml SOL
pridani IPG pufru v poméru 1:1 200 ml 1% smés amfolytt pH 3-10
k solubilizovanému vzorku 40 ml 0,2% bromfenolova modf

Tab. 1: Postup extrakce a solubilizace celkového proteomu Arabidopsis

3.4 Izoelektricka fokusace, SDS-PAGE a digitalizace obrazu

Rozpustény proteom byl rehydratovan na IPG stripy Vv mnozstvi 150 pg proteinu na
strip (7cm, nelinearni gradient pH 3-10, Bio-Rad, http://www.bio-rad.com/) po dobu 16

hodin. Poté byly vzorky podrobeny izoelektrické fokusaci na (22 °C; 150V 20 min, 300
V 20 min, 600 V 20 min, 1500 V 20 min, 3000 V 20 min a 4000 V stoupajici na
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12000 V za hodinu; PROTEAN IEF Cell Unit; Bio-Rad) a nasledné oSetfeny pufrem
obsahujicim iodacetamid a DDT (Sigma-Aldrich) kredukci a alkylaci proteint.
Celkovy proteom vzorka byl poté rozdélen pomoci SDS-PAGE (dodecylsiran sodny
v gradientovém 8-20% polyakrylamidovovém gelu; 100 V 10 min a 150 V 60 min;
Mini-PROTEAN 3 Dodeca Cell; Bio-Rad). Gely byly poté tfikrat promyty destilovanou
vodou a obarveny koloidni Bio-Safe Coomasie G-250 (Bio-Rad). Obarvené gely byly
promyty destilovanou vodou a naskenovany kalibrovanym Densitometrem GS-800
s rozliSenim 700dpi (Bio-Rad).

3.5 Analyza obrazu geli

Gely byly analyzovany Decodon Delta 2D softwarem (http://www.decodon.com/),

kde mira signifikance byla nastavena pti hodnoté T-testu > 95% na +/- 1,4 (hodnota
poméru relativniho objemu proteinovych spoti aktivovany:kontrolni vzorek).
Porovndvana byla sada 3 geli pro kazdy vzorek ve 2 technickych opakovanich.
Regulace byla povazovana za signifikantni, pokud se shodné projevila alesponn ve 2

biologickych opakovanich.

3.6 Digesce proteint v gelech

Signifikantn€ pozménéné spoty byly vyfezany vZdy minimaln€ z 10 gelti a promyty
destilovanou vodou. Nasledovalo promyti v 50% acetonitrilu (10 min) a 100%
acetonitrilu (10 min). Spoty byly vysuseny na vakuové odparce (SpeedVac)

a digestovany 0,1 pg modifikovanym trypsinem (http://www.promega.com/) v 10 pl

25 mM hydrogenuhli¢itanu amonného na jeden vzorek (pfes noc, pii 37 °C). Vysledné
peptidy byly extrahovany 15 minutovou sonikaci v 20 pl 0,1% TFA (kyselina
trifluoroctova), a nasledné opétovnou 15 minutovou sonikaci v 50 ul 60% acetonitrilu v

0,1% TFA a vysuSeny.

3.7 Identifikace proteinii pomoci hmotnostni spektrometrie

VysuSeny vzorek byl rozpustén v 20 ul smési 5% ACN a 0.08% TFA. Nasledné
byla smés peptidi analyzovana pomoci LC-MS (Thermo Scientific Dionex UltiMate
3000 RSLCnano, Bruker Daltonics) za aplikace 5 pl vzorku na analyzu na linearnim
gradientu 4-40% ACN (acetonitril) za 30 min na koloné Ascentis Express Peptide
ES-C18 (Supelco). Piedrozdélené peptidy byly ionizovany pomoci elektrospreje
a analyzovany na Bruker amaZon speed ETD ion trap. Ziskana hmotnostni spektra byla
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porovnana s databazi = TAIR 10  pomoci  softwaru Mascot  2.4.0.

(http://www.matrixscience.com/). Detailni nastaveni analyzy LC-MS/MS a porovnani

s databazi viz Pfiloha 1.

3.8 Vyhodnoceni dat

Pro vizualizaci proteinovych profilii, nalezeni trendii a koresponden¢ni analyzu bylo

vyuzito programu J-Express (http://jexpress.bioinfo.no/site/).

Informace o  funkci  proteint  byla  ziskana  z databazi = UniProt

(http://www.uniprot.org/), TAIR (http://www.arabidopsis.org/) a portalu iHOP
(http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/).

Informace o lokalizaci proteini byla uréena pomoci databaze UniProt a SUBA

(http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/ ).

Informace o vzdjemnych proteinovych interakci byla ziskdna pomoci programu

String 9.1 (http://string-db.org/ ).

Informace o zapojeni proteini do vyvojovych drah byla ziskdna pomoci databaze

KEGG: Kyoto Encyclopedia od Genes and Genomes (http://www.genome.jp/kega/).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo zjistit vliv snizené hladiny endogennich cytokinint
a rozdilné intenzity svétla na signalizaci rostlin modelové rostliny Arabidopsis thaliana
V odpovédi na abioticky stres na trovni proteomu. Doba piisobeni teplotniho stresu byla
zvolena tak, aby byly zaznameniny zmény v proteomu V kratkodobé odpovédi
(15a30 min.), coz je cCasovy interval se zménami nepostizitelnymi v mRNA, a
vV dlouhodobé odpovédi (180 min.), kdy jiz proteinova odpovéd’ na teplotni stres
vychazi z nové translace proteini. Dale byla provedena varianta sledujici zotaveni a

moznou aklimaci k teplotnimu stresu.

Signalni drahy pro svétlo a cytokininy jsou evidentné provazany, coZ potvrzovaly
i predchozi studie UMBR, kdy mezi proteiny v brzké odpovédi na cytokininy bylo
nalezeno mnozZstvi proteinii anotovanych svou funkci v reakci na svétlo a mnoZzstvi
fotosyntetickych pochodii se svétlem spojenych (Cerny et al., 2011). Propojeni
cytokininti a svétla je predpokladano jiz od samotného objeveni cytokinind, kdy byla
popséna podobnost mezi efekty CK a svétla na kliceni semen a expanzi listd u salatu
(Miller et al., 1956). Zmény objevujici se v etiolizovanych kli¢nich rostlinach v odpovédi
na svétlo, tzv. fotomorfogeneze, miizou byt Castecné napodobeny ristem klicnich rostlin za
pritomnosti exogennich cytokinini nebo zvySenim hladiny endogennich cytokinini
(Lochmanova et al, 2008). Bylo ukazano, ze tyto zmény zavisi na AHK2 a AHK3
receptorech (Riefler et al., 2006). Déle byl pozorovan efekt cytokinint na fytochromy, které
jsou medidtory mnoha svételnych reakci. Cytokininové regulatory typu A ARR4 stabilizuji
aktivni Pfr formu fytochromu PhyB a chovaji se tak jako pozitivni regulator PhyB
(Sweere et al, 2001). ARR4 tedy pravdépodobné funguji jako pifimy molekularni spinaé¢
integrujici signaly Cerveného svétla a cytokinint. Degradace cytokininii pomoci CKX je
spojena s odpovédi na zastinéni u Arabidopsis thaliana. Rostliny rostouci pod zastinénim
ziskavaji maly pomér Cerveného/dalece Cerveného svétla (red/far red — R/FR). Vystaveni
tomuto nizkému poméru R/FR vede k rapidnimu nartistu auxinové signalizace, ktera vede k
vzrustu exprese CKX (Arguesoetal., 2009). Zapojeni dvou riznych intenzit svétla
v experimentu spolu s rozdilnymi hladinami endogennich cytokinini ma tedy za tikol

sledovat jejich vzajemnou interakci v odpovédi na teplotni Sok u Arabidopsis.

V neposledni tadé je velmi vyznamnéd role cytokininti ve svétle pro funkci
chloroplastii, protoZe moduluji vykonnost fotosyntézy. Navic maji cytokininy vliv na

samotnou strukturu chloroplastd. Pti vyvoji chloroplastl z proplastidi béhem piechodu
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ze tmy na svétlo mohou cytokininy uspiSit diferenciaci prolamelarniho téliska do
typické lamelarni struktury a toto je doprovazeno zvysenou syntézou chlorofyli. Kli¢ni
rostlin rostouci bez cytokinini maji malé etioplasty a obsahuji jen prolamelarni télisko
oproti rostlindm rostoucich za pfitomnosti cytokinint, které mély prolamelarni téliska
vétsi, Cockovitého tvaru a sjiz vyvinutymi strukturami bi-thylakoidnich membran.
Cytokininy tedy podporuji formaci thylakoidnich membran. Mimo jiné taky pusobi
nadmérné kupeni gran a zvySeny obsah Skrobu. Rostliny obsahujici snizeny obsah
cytokininii obsahovali jen malo Skrobovych zrn a meéli redukované vrstveni gran.
Normalni hladina cytokinind je tedy potfebnd k vyvoji tadnych chloroplasti
(Cortleven a Schmiilling, 2015).

4.1 Proteomicka analyza

Pro sledovani uc¢inku teplotniho stresu a zmény intenzity svétla na molekularni Grovni
byla vyuzita proteomickd analyza. Efekt zvySené teploty byl sledovan v riznych
casovych intervalech na rostlinach s nezménénou a se snizenou hladinou cytokininti
ana dvou svételnych intenzitdich. Pro analyzu byla pouzita metoda s depleci
abundantnich proteind, konkrétné Rubisco (viz. Material a metody) (Obr. 15).

3 technicka opakovani

Pro kaidé biologické opakovani
7em IPG strip, pl 3 —10 NL, 150 pg proteinu na strip

I TEEEW COE R
I MEEEE DDhoEE
Anmnl | Jisml=]-1
I OEEEER TOoEmE

Obr. 15: Schéma 2D analyzy proteomu rostlin Arabidopsis thalianna za stresu
vysokou teplotou
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Celkové bylo nalezeno 416 proteinovych spotd. Porovnanim relativnich objemu
proteinovych spotii vzorek: kontrola (rostlina neoSetiena DEX, 0 min tepelnd Sok) bylo
nalezeno v proteomu rostlin péstovanych na standardni intenzité svétla 25 spoti se
signifikantné¢ zménénou abundanci. U rostlin péstovanych na nizké intenzité svétla bylo
nalezeno 40 spott se signifikantné zménénou abundanci. Spotl se zménou v abundanci
na obou svételnych intenzitach bylo nalezeno 10 (Obr. 16). Pfi porovnani s ptedchozim
experimentem skupiny Cerny etal. (2013) vyuZivajici stejnou transgenni linii
Arabidopsis se podafilo najit 12 proteinovych spotd, které m¢li zménénou abundanci

Vv obou studiich a mohou tedy slouzit k obohaceni vysledkd.
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Obr. 17: Porovnani vlivu teploty a intenzity svétla na proteom A.thalianna. Pocet
zjisténych proteinovych spotii Se signifikantné zménénou abundanci u rostlin se
standardni hladinou cytokininu (1) a s indukovanou snizenou hladinou cytokininu (2),
kde Zluté jsou oznaceny proteiny S pozitivni zménou abundance a cervené S negativni
zménou abundance na standardni intenzite svétla a obdobné zelené jsou oznaceny
proteiny s pozitivni zménou abundance a modre proteiny s negativai zménou abundance
na nizké intenzité svetla.

Pii porovnani proteinli se ukdzalo, Ze vé&t§Si mnoZstvi proteinli mad negativné
zménénou abundanci, coz znai pravdépodobnou degradaci oproti jejich nartstu
(tj. pozitivni zméné abundance)(Obr. 17). Rozdil mezi pozitivnimi a negativnimi
zménami abundance byl mnohem vy$$i na nizké intenzit¢ svétla, jak u rostlin
snormalni tak se snizenou hladinou cytokinini. Na standardni intenzité¢ svétla byl
U kontrolnich 1 aktivovanych rostlin pomér mezi pozitivné a negativné regulovanymi
proteiny podobny. Celkovy pocet nalezenych proteinti je na nizké intenzité svétla vyssi,
coz napovida, Ze odpovéd’ rostliny na teplotu je za tmy vyrazné vysSi nez za svétla

(Cerny et al., 2014).
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Obr. 16: Utinky teplotniho $oku na rostliny Arabidopsis thalianna. Ukdzkovd mapa
proteomu kontrolnich rostlin péstovanych na standardni intenzité (80 umol.m™?.s%)(1)
asnizené intenzité svétla (20 umol.m?2.s)(2). 2D mapy ziskané rozdélenim 150 ug
proteinu v rozsahu pl 3-10 a molekulové hmotnosti 10-250 kD vizualizované koloidni
Bio-Safe Coomasie G-250. Oznaceny jsou jednotlivé signifikantné regulované
proteinové spoty. S oznacenim S jsou oznaceny spoty doplnené na zakladeé porovnani
s analyzou Cerny et al. (2013).
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4.2 Shlukova analyza proteini se signifikantné zménénou abundanci

Vystup proteomickych experiment poskytuje velké mnozstvi dat, jejichz nasledné
vyhodnoceni a interpretace je casto komplikované. S vyuzitim modernich
bioinformatickych nastrojii 1ze docilit prvotniho pfiblizeni vysledki, nalézt zajimavé
spojeni ¢1 navrhnout kandidaty vhodné na dalsi sledovani. Pribéh odpovédi na teplotni
stres v ¢asech 15, 30 a 180 minut a varianty aklimace v ¢ase 60 minut (vzdy porovnano
proti kontrole - doba ptisobeni zvySenou teplotou 0 minut) je znazornén na teplotni
map¢ vygenerované pomoci programu J-Express (Obr. 18). Za statisticky vyznamnou
byla povazovdna zména abundance, kterd vykazovala zménu relativniho objemu
proteinového spotu + 1,3. Statistickd vyznamnost byla fizena T-testem na hladiné

spolehlivosti 95%.

Na standardni intenzité svétla bylo nalezeno 6 proteinovych spotl, u nichz se snizeni
hladiny cytokinind projevilo opa¢nou zménou abundance. Dalsi 4 proteiny byly
regulované jen v rostlinach se snizenou hladinou cytokinini a 2 proteiny pouze u rostlin

s nezménénou hladinou cytokinind.

Na nizké intenzité byly nalezeny 4 proteiny, které po sniZeni hladiny endogennich
cytokininli vykazovali opac¢nou regulaci nez rostliny neaktivované. Dalsi 4 proteiny

byly regulované jen u rostlin s nezménénou hladinou cytokinint.

Bylo nalezeno 10 proteinovych spotli se signifikantné zménénou abundanci
obsahujicich 11 proteint (1 smés), které se vyskytovaly jak na standardni tak na nizké
intenzité svétla. Byly nalezeny 4 proteiny, které mély na nizké intenzité svétla svij
objem regulovany opac¢né, nez tomu bylo na intenzité standardni. U 3 proteinti byla
zména intenzity svétla patrnd pouze u rostlin se sniZenou hladinou endogennich
cytokininl, kdy doSlo k opa¢né regulaci nez na intenzit¢ standardni. U zbylych

3 proteint se profily proteinii nezménily s intenzitou svétla.
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Obr. 18: Teplotni mapa proteomu rostlin kultivovanych na standardni (1) a na
nizké (2) intenzité svétla. U kazdého profilu je uvedeno oznaceni ¢asovych variant
(v pofadi neaktivované a aktivované rostliny) a AGI c¢islo identifikovaného proteinu
(viz Tabulka 2). Profily proteini v jednotlivych ¢asovych variantach jsou vztaZeny
k nultému bodu kontrolnich a aktivovanych rostlin. Oznacenim N/A jsou uvedeny
proteinové spoty, které se nepodaftilo identifikovat v ndsledujici MS analyze.
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Z teplotnich map byly pomoci téhoz programu vygenerovany pramérné profily pro
jednotlivé intenzity svétla a pro rostliny se standardni a zménénou hladinou cytokininti
(Ptiloha 4). Nejvice zastoupeny byly profily, kde abundance proteinu slabé vzristala
Vv jednotlivych aplikacich teplotniho stresu. Dale byly hojné¢ zastoupeny profily s vice ¢i

mén¢ vyraznou stfidavou tendenci a profily s pozdni odpovédi.

o150

A0 20 0.0 20 S0 20 10 0.0 L0 20

Obr. 19: Koresponden¢ni analyza. Analyza urcuje podobnost mezi jednotlivymi
variantami na standardni intenzité svétla (A) a na nizké intenzité svétla (B). Na
standardni intenzité svétla je patrna podobnost mezi kratkodobou odpovédi kontrolnich
rostlin a pak dlouhodobou odpovédi u kontrolnich i aktivovanych rostlin. Na nizké
intenzité svétla se odlisila kratkodobd odpovéd neaktivovanych a aktivovanych rostlin a
dlouhodoba odpoved’ rostlin.

Efekt teplotniho stresu, sniZené hladiny cytokininii a svétla byl dale zkoumén
pomoci korespondencni analyzy (Obr. 19). Ukdzalo se, ze v rostlinach se standardni
hladinou endogennich cytokininti je odpovéd’ proteomu na teplotni stres podobna bez
ohledu na pouzitou intenzitu svétla. Kratkodobé ptlisobeni teplotniho stresu je podobné
pro pusobeni stresu po dobu 15 i 30 min. Dlouhodobé plsobeni teplotniho stresu
(180 min) se podoba pokusu zamyslejicimu demonstrovat zotaveni po 60 min teplotniho
stresu. Z analyzy je ziejmé, ze velké mnozstvi proteinli vyrazné zmenilo abundanci az

po dlouhodobém plisobeni teplotniho Soku.

Manipulace s hladinou endogennich cytokinini se neprojevuje pifi pusobeni
dlouhodobého stresu (180 min.). Rozdil se vSak projevil ve stresu kratkodobém, kdy se
od sebe odliSovaly varianty na obou intenzitach svétla. Zatimco na standardni intenzité

svétla se vyrazné¢ odliSovalo jen kratkodobé plsobeni teplotniho Soku (15 min),
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sttednédobé (30 min) i dlouhodobé (180 min.) pasobeni se podobalo s pokusem
0 aklimatizaci (60 min). Na nizké intenzité¢ svétla se vSak kratkodobé a stfednédobé
pusobeni piiblizilo svym profilem pokusu o zotaveni z teplotniho stresu. Zde je tedy
patrny vyrazny efekt intenzity svétla, coz je pravdépodobné v souvislosti s propojenim

signalnich drah pro cytokininy a svétlo (Werner a Schmiilling, 2009).

4.3 Identifikace signifikantné regulovanych proteinii pomoci MS

Signifikantn¢ regulované proteinové spoty byly izolovany a identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie jak je uvedeno v kapitole Materidl a metodika. Z 55
izolovanych proteinovych spotll bylo identifikovano celkem 52 spoti, znichz bylo
identifikovano 39 unikatnich proteint, ztoho 35 enzymi. 5 proteinovych spotl je
identifikovano jako smés. A dalSich 6 proteini se vyskytovalo nékolikrat,
pravdépodobné tedy v riznych proteoforméach. DalSich 11 proteinti bylo do studie
dopInéno na zakladé porovnani z prechazejicich studii Cerny et al. 2013. Pehled viech

regulovanych proteint je uveden v Tabulce €. 2.

Na standardni intenzité svétla bylo nalezeno 32 proteinli (5 proteinovych spotil
obsahovalo vice jak jeden protein, jeden proteinovy spot nebyl identifikovan). Na nizké
intenzité svétla bylo ze 40 proteinovych spotl identifikovano 33 proteini (1 proteinovy
spot obsahoval 2 proteiny, 3 proteinové spoty se nepodafilo identifikovat). Pfestoze
byly pro analyzu spoty vzdy vyfezany z minimalné 10 gelli, zfejmé nebylo mnozstvi
proteinti dostate¢né pro citlivost MS. Z 10 proteinovych spotii regulovanych na obou
intenzitdch bylo identifikovano 11 proteinti, jedna proteinova skvrna totiz byla smési
dvou podjednotek stejného enzymu. Nekolik proteinti bylo nalezeno ve vice nez jedné
proteinové skvrné (Tabulka 2). Jeden protein byl nalezen ve 4 proteinovych spotech
s rozdilnymi MW/pl, pficemz 3 tyto proteinové spoty byly regulovany pouze na nizké
intenzité svétla. Dalsi 2 proteiny byly obsazeny duplicitné ve 4 proteinovych spotech
pouze na nizké intenzité svétla a jeden protein ve dvou spotech pouze na nizké intenzité
svétla. Vznik novych proteinového spotu téhoZ proteinii mizou zpiisobit post-translacni
modifikace proteinu, proteolyzu in vivo nebo degradaci proteinu in vitro
(Bocian et al., 2011).
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Tabulka ¢. 2: Identifikované proteiny modulované teplotou a intenzitou svétla; Tmavé cervené jsou vyznaceny proteiny regulované na obou
svetelnych intenzitach, zelenou barvou proteiny regulované jen na standardni intenzite svétla a modrou ty nalezené pouze na nizké intenzité

svetla.

No. AGI (TAIR) Name (UniProt) MW (theo/exp) pl (theo/exp) Score
1  AT2G26080.1 Glycine dehydrogenase [decarboxylating] 2, mitochondrial 113,7 /[ 105 6,2 / 58 880.3
2  AT2G05710.1 Aconitate hydratase 2, mitochondrial 108,1 / 100 6,8 / 6 1282.0

AT5G17920 1 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine 843 | 78 61 / 63 18841
methyltransferase
4 AT1G12900.3 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPAZ2, chloroplastic 376 / 37 8,8 [/ y 784.0
AT3G26650.1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPAL, chloroplastic 425 |/ 8,8 [/ 774.5
5  AT4G28520.2 12S seed storage protein CRC 43,7 | 30 6,1 / 68 427.6
6  AT3G01500.1 Beta carbonic anhydrase 1, chloroplastic 295 [/ 25 54 | 6,6 715.8
7  AT3G60820.1 Proteasome subunit beta type-1 24,6 | 24,9 7,7 | 65 719.3
8  AT3G62030.1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP20-3, chloroplastic 28,2 | 23 9,7 /| 53 827.1
Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37e
9  AT5G02500.1 (Heat shock 70kDa proteini) 71,3 [/ 70 49 | 5 1416.1
10 AT4G29060.1 Elongation factor Ts family protein 103,7 / 100 48 | 45 820.1
11  AT1G09340.1 Chloroplast stem-loop binding protein of 41 kDa b, chloroplastic 426 | 40 89 [ 7 912.3
12 AT3G04120.1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1, cytosolic 369 / 35 6,7 / 69 620.8
13 AT1G04410.1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 355 /[ 37 6,1 / 6,3 351.2
14  AT3G04120.1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1, cytosolic 36,9 / 40 6,7 / 6,3 473.9
15 AT1G04410.1 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 355 / 36 6,1 / 6,1 593.0
16  AT5G23540.1 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 343 [ 33 6,3 / 6,3 435.0
17  AT2G25280.1 Hypotetical protein | Extradiol_Dioxygenase 3B _like 326 [/ 32 6,4 /| 64 229.4
18 AT3G57610.1 Adenylosuccinate synthetase, chloroplastic 529 / 50 6,8 / 6,3 826.5
19 AT5G17920.1 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine 843 | 80 61 / 63 1660.5
methyltransferase
20 AT2G19900.1 NADP-dependent malic enzyme 1 64,2 |/ 65 6,3 / 6,6 510.4




No. AGI (TAIR) Name (UniProt) MW (theo/exp) pl (theo/exp) Score

21  AT3G09260.1 Beta-glucosidase 23 59,7 | 64 6,5 / 6,8 650.1
22  AT4G31990.1 Aspartate aminotransferase, chloroplastic 49,8 | 40 89 / 68 799.2
23  AT1G68010.1 Glycerate dehydrogenase HPR, peroxisomal 422 | 44 68 [/ 7 765.0
24  AT1G42970.1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic 476 | 45 6,4 / 59 601.8
25 AT1G03880.1 12S seed storage protein CRU3 505 / 29 66 / 7 400.6
26  AT2G30860.1 Glutathione S-transferase F9 241 | 24,8 6,2 / 69 368.6
27  AT3G01500.1 Carbonic anhydrase, chloroplastic 295 [/ 26 54 | 6,3 709.8
28 AT3G01500.3 Carbonic anhydrase, chloroplastic 36,1 / 26 53 / 58 777.2
29  AT4G25100.1 Superoxide dismutase [Fe] 1, chloroplastic 238 | 24 6,1 / 31 381.5
30 AT4G23680.1 Putative major latex protein (AT4923680/F9D16_150) 175 [ 20 59 / 6 224.9
31 AT1G16470.1 Proteasome subunit alpha type-2-A 25,7 | 26 54 | 54 568.9
32  AT3G01500.1 Carbonic anhydrase, chloroplastic 295 / 29 54 | 54 624.0
33  AT5G14740.2 Carbonic anhydrase 2, chloroplastic 283 /| 28 53 / 53 470.2
34  AT2G21330.2 Probable fructose-bisphosphate aldolase 1, chloroplastic 333 / 35 6,4 /| 54 321.5
35 AT2G31390.1 Probable fructokinase-1 353 / 35 52 / 51 522.8
36 AT4G26970.1 Aconitate hydratase 3, mitochondrial 108,4 / 100 6,8 / 58 1132.0
37 AT2G39730.1 Ribulose bi_sphosphate carboxylase/oxygenase activase, 519 / 49 58 / 5 1846.0
chloroplastic

38 ATCGO00480.1 ATP synthase subunit beta, chloroplastic 539 / 52 53 / 53 1595.3
39 AT5G04590.1 Sulfite reductase [ferredoxin], chloroplastic 71,9 / 70 92 [/ 76 468.0
40 AT4G37930.1 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial 57,4 | 55 88 |/ 74 1024.1
41  AT1G77510.1 Protein disulfide isomerase-like 1-2 56,3 / 56 48 | 48 795.0
42  AT4G24280.1 Heat shock 70 kDa protein 6, chloroplastic 76,5 /| 76 49 |/ 48 1028.2
43  AT3G60750.2 Transketolase-1, chloroplastic 798 [/ 75 6 / 55 1012.7
m AT2G15620.1 Ferredoxin--nitrite reductase, chloroplastic 66 / 65 6 / 58 835.4

AT5G17380.1 2-hydroxyacyl-CoA lyase 61,4 / 57 | 7 549.7

AT4G05180.1 Oxygen-evolving enhancer protein 3-2, chloroplastic 246 / 10,1 / 382.0
45  AT4G21280.1 Oxygen-evolving enhancer protein 3-1, chloroplastic 23,8 | 20 10 / 10 346.2

AT3G26060.1 Peroxiredoxin Q, chloroplastic (1.11.1.15) 23,7 / 10,1 / 294.9
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No. AGI (TAIR) Name (UniProt) MW (theo/exp) pl (theo/exp) Score
46  AT3G15950.2 TS1-like proteinl 80,7 / 100 45 | 43 952.5
47  AT3G09840.1 Cell division control protein 48 homolog A 89,3 / 90 5/ 51 1270.5

AT1G55490.1 Chaperonin 60 subunit beta 1, chloroplastic 63,8 / 6,2 / 1098.3
48 AT3G13470.1 Chaperonin 60 subunit beta 2, chloroplastic 63,3 / 50 55 / 59 1093.2

AT3G23990.1 Chaperonin CPN60, mitochondrial 61,2 / 55 [/ 7 922.3

AT3G53110.1 DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 38 55,3 / 5/ 797.0
49 ATCGO00120.1 ATP synthase subunit alpha, chloroplastic 553 / 55 5/ 51 685.0
50 AT3G17240.1 Dihydrolipoyl dehydrogenase 2, mitochondrial 54 | 54 6,6 / 6,2 1205.6
51  AT2G44350.1 Citrate synthase 4, mitochondrial 52,6 / 50 6,4 / 6 1107.2
50 AT2G43910.1 Thiocyanate methyltransferase 1 25,3 / o5 46 |/ 4 420.1

AT1G53850.1 Proteasome subunit alpha type-5-A 259 / 46 |/ 379.0
S01 At4g33010  Glycine dehydrogenase [decarboxylating] 2, mitochondrial 1129 / 100 6,51 / 6,1 62
S03 At3g48990  AMP-dependent synthetase and ligase family protein 555 / 60 6,08 / 6,4 272
S04 At1g79550  Phosphoglycerate kinase 42 | 42 549 |/ 55 138
S05 At2g43750  Cysteine synthase, chloroplastic/chromoplastic 416 / 35 8,14 | 5,6 357
S06 At2g38140  30S ribosomal protein S31, chloroplastic 13 / 20 10,17 / 35 58
S09 At2g16600  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-1 18,491 / 18 866 / 9 96
S18  Atl1g22530  Patellin-2 76,008 / 150 492 | 5 279
S26 At3g16410  Nitrile-specifier protein 4 67,604 / 50 499 / 54 215
S29 At2g13360  Serine--glyoxylate aminotransferase 442 | 40 769 / 8 626
S30 At3g04120  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 36,914 / 37 6,62 / 6,9 417
S31 At39g01480  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP38, chloroplastic 47,981 [ 37 506 / 45 389
S35 At3g01480  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP38, chloroplastic 48 | 20 506 / 6,9 613
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4.4 Lokalizace regulovanych proteinii

Dalsi ¢asti analyzy bylo dohledani informaci o lokalizace proteinti U vSech aplikaci
teplotniho stresu v kontrolnich rostlinach 1 v rostlinach se snizenou hladinou cytokinina

v podminkach standardni a nizké intenzity svétla. (Obr. 20)

(1) (2)
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30% endoplasmatické
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31% 29%

Obr. 20: Lokalizace identifikovanych proteini. Na grafech je zndzornéno
procentudlni zastoupeni proteinii u rostlin kultivovanych na standardni intenzité svetla
(1) a na nizké intenzité svétla (2).

Vice jak polovina regulovanych proteini ma urcenou lokalizaci v plasmatické
membrané a v plastidech. Mizeme tedy piedpokladat, ze hlavni odpovéd” na zvySenou
teplotu se odehrava pravé tady. Na nizké intenzité svétla byl dokonce pozorovan
zvySeny pocet proteini lokalizovanych v plastidech. Téméf u vSech proteint
lokalizovanych v plastidech doslo pfi snizeni hladiny endogennich cytokininli ke zméné
expresniho profilu oproti standardnim rostlindm, coz napovida, Ze cytokininy maji vliv

na proteiny v plastidech (Cortleven a Schmiilling, 2015).

4.5 Funkce lokalizovanych proteinii

Informace o funkci identifikovanych proteini byla dohledana z databazi Uniprot,
TAIR a portalu iIHOP byla sumarizovana v tabulce v Piiloze 2. Pro ziskani protein-
proteinovych interakci byl vyuzit program String 9.1. Pomoci funkce ,,Enrichment® zde
byly dohleddny a nasledné vizualizovany nckteré vyznamné skupiny proteinii podle
Gene Ontology terminti a Kegg metabolickych drah a byly zobrazeny na Obr. 20. Pro
zafazeni identifikovanych enzymi do metabolismu Arabidopsis bylo vyuzito nastroje

Kegg Pathway (Obr. 21).



A —

Odpovédna -
teplo ;

HOL1
@ A
AT4G23680 =
@ Oxidativni

fosforylace

Obr. 21: Schematické znazornéni protein-proteinovych interakci. Mapa protein-
proteinovych interakci vygenerovana programem String 9.1 v modu ,,Evidence view “.
Seznam a charakteristika zkratek zobrazenych proteinii je uveden v Priloze 5.

Vétsina proteinli byla propojena ve vzajemnych interakcich a pomoci GO kategorii
(Gene Ontology) bylo zjisténo, Ze vétSina patiila do pochodii primarniho metabolismu
rostliny. Jednou skupinou proteinti byly proteiny zapojené do procest fotosyntézy c¢i
oxidacni fosforylace. Dalsi skupina byla spojena fixaci uhliku a jeho metabolismem
s n€kolika enzymy Krebsova cyklu. Bylo téZ nalezeno n&kolik proteint jiz diive

objevenych v teplotni odpovédi a proteiny, jeZ jsou soucdsti proteazomu.
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4.6 Vybrané regulované proteiny primarniho metabolismu

Jednim z proteinii regulovanych na obou svételnych intenzitach, které méli na nizké
intenzité svétla opacnou regulaci nez na intenzit¢ normalni, byla mitochondrialni
akonitat hydrataza 2 (ACO2; AT2G05710, 2), ktera katalyzuje isomerizaci citratu na
isocitrat pres cis-akonitdzovy intermediat. TO naznacuje, ze se podili na Krebsové cyklu
a dalSich drahdch primarniho metabolismu. Ovliviiuje také transkripéni hladinu
superoxid dismutdzy a mtize tak hrat roli v oxidacnim stresu. Pravdépodobné se
vyskytuje v mitochondriich a cytosolu. U rostlin kultivovanych na nizké intenzité byl
jejich obsah snizovan, zatimco na intenzité standardni byl protein nadregulovan. Snizeni

hladiny cytokinini nemélo na hladinu ACO2 vliv.

Mezi regulovanymi proteiny byly i dal$i zapojené do citratového cyklu nebo s nim
souvisejici (Obr. 23). Patfi mezi né¢ napf. mitochondridlni citrat syntaza 4
(AT2G44350, 51), ktera je prvnim enzymem Krebsova cyklu katalyzujicim kondenzaci
acetylkoenzymu A a oxalacetatu, cytosolickd malat dehydrogenaza (AT1G04410,
13 a 15) ¢i dihydrolipoyl dehydrogenaza 2 (AT3G17240, 50).

Dihydrolipoyl dehydrogenase 2 AT3G17240 EC1.8.1.4
Citrate synthase 4 AT2G44350 EC2.3.3.1
I CITRATE CYCLE (TCA CYCLE)l Aconitate hydratase 2 AT2G05710 EC.4.2.1.3
Malate dehydrogenase AT1G04410 EC1.1.1.37
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Obr. 23: Citratovy (TCA) cyklus s vyzna¢enymi regulovanymi proteiny



Spole¢né s citratovym cyklem bylo regulovdno mnozstvi proteinii spojenych
s fotosyntézou, fixaci a metabolismem uhliku. Zajimavé byla regulovéna napf.
podjednotka 2 chloroplastové glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy A (GAPAZ2;
AT1G12900, 4), ktera je zapojena do Calvin-Bensonova cyklu a katalyzuje redukci
1,3-difosfoglyceratu pomoci NADPH aktivity. Na nizké intenzité svétla byla GAPA2
podregulovana, ovSem po snizeni hladiny cytokininti doSlo k jeji pozivitni regulaci.
Oproti tomu na nizké intenzité svéla hladina proteinu rostla ve vSech aplikacich. Dal§im
enzymem pravdépodobné spojenym s Calcinovym cyklem je chloroplasticka
transketolaza 1 (AT3G60750, 43), ktera ziejmé katalyzuje reverzni transfer
dvouuhlikaté ketolové skupiny na glyceraldehyd-3-fosfat a miize se chovat jako senzor
zahrnuty v adaptacnim procesu. Déle byly mezi regulovanymi proteiny podjednotky A
(ATCGO00120, 49) a podjednotka B ATP syntazy (ATCGO00480, 38), coz je enzym
zapojeny do oxidac¢ni forsforylace a podili se na tvorbé ATP z ADP a fosfatu. Mnozstvi
proteinti zapojeném v primarnim metabolismu rostliny a jeho pravdépodobné ovlivnéni

teplotnim $okem bylo popsano téz ve studii Cerny et al., 2014.

4.7 Vybrané regulované proteiny zapojeny do jinych pochodi

Dalsi skupinou proteinti bylo nékolik molekularnich chaperonit s nejvyrazngji
modulovanym zastupcem Pravdépodobnym medidtorem transkripcni podjednotky 37c
RNA Polymerazy II (AT5G02500, 9), ktery je soucasti chaperonové rodiny HSP70. Je
soucasti mediatorového komplexu, ktery je zahrnut v aktivaci téméef vSech RNA Pol 11
genll. Ve spolupraci s dalsimi chaperony Hsp70 stabilizuje proteiny proti agregaci,
zprostifedkovava skladani novych proteinli a je pravdépodobné zahrnuty v odpovédi na
stres. Hladina tohoto proteinu na standardni intenzité€ klesala po dlouhodobém vystaveni
teplotnimu stresu, k jeho nadregulaci doSlo pouze po snizeni hladiny cytokinint
v 15 min teplotniho stresu, poté zacal jeho obsah opét klesat. Oproti tomu na nizké
intenzité¢ svétla byl nadregulovan ve vSech aplikacich. Do stejné rodiny chaperonti
patfil 1 dalSi regulovany protein chloroplasticky Heat shock 70kDa protein 6
(AT4G24280, 42). Ten se spolupodili na cileni prekurzori do chloroplasti a spolu
s HSP70-7 se podili na termotoleranci v kli¢icich semenech. V experimentu byl
regulovan pouze na standardni intenzit¢ svétla a po sniZeni hladiny endogennich
cytokininti doslo k jeho nad-expresi oproti neaktivovanym rostlinam, kde jeho hladina
klesala. Role HSP jako chaperonti v odpovédi na abioticky stres je kliCova, protoze

obnovuji normalni proteinové konformace a tim bunéénou homeostazu a také mohou
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interagovat s mnoha stresovymi signalnich mechanismy (Wang et al., 2004). DalSim
proteinem s chaperonovou funkci je TSA1-like protein (NAI2, AT3G15950 , 46), ktery
je odpovédny za formaci ER téliska (tzv. ,,.ER body®), coz je od endoplasmatického
retikula derivovany utvar, ktery je obklopen ribozomy. Jeho funkce zatim nebyly
objasnény, ale zda se, Ze jeho ¢innost je spojena s aktivitou B-glukosidazy, ktera se
muze podilet na produkei ptirodnich pesticidd, aktivaci glykosylovanych fytohormont

nebo na degradaci bunééné stény (Matsushima et al., 2003).

Byla nalezena také skupina proteind zastupujicich rizné podjednotky proteazomu,
multikatalytického proteinazového komplexu, ktery je charakterizovan schopnosti vazat
peptidy s Arg, Phe, Tyr, Leu, a Glu sousedici s od$tépovanou skupinou za neutralniho
nebo slabé bazického pH a ma ATP dependentni proteolytickou aktivitu. Slo
0 podjednotku proteazomu beta typu 1 (AT3G60820, 7), homolog 26S proteazomalni
ne-ATPazové regulacni podjednotky 14 (AT5G23540, 16), podjednotku proteazo-
mu typu 2-A (AT1G16470, 31) a podjednotku proteazomu alfa typu 5-A (AT1G53850,
52). Rostliny obsahuji smés 26S a 20S proteazomu, které zprostfedkovavaji na
ubiquitinu zavislou ¢i nezavislou proteolyzu teplotnim Sokem ¢i jinymi stresy
poskozenych proteinli. SniZzend biogeneze 26S proteazomu zpusobuje u rostlin
Arabidopsis hypersenzitivitu na teplotni Sok a zarovenn vede ke zvySené biogenezi
proteasomu 208, ktery zvysuje kapacitu bunky degradovat oxidované proteiny, coz ve
vysledku vede ke zvySené odolnosti k oxidacnimu stresu. Pomér aktivit 26S a 20S
proteazomli tedy muze hrat roli ve vyvoji a stresovych reakcich rostlin

(Kurepa et al., 2009).
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5 ZAVER

Z environmentalnich faktorti pusobicich na rostlinu ma velky vyznam teplota.
Prestoze do soucasné doby nebyl nalezen zadny piimy receptor teploty, je popsano
nekolik mechanismt, jakymi je teplota rostlinami vnimana. Navic mnozstvi studii
propojeni vnimani teploty a svétla. Moznosti objasnéni této problematiky za vyuziti
proteomickych metod se zabyvala i tato diplomova prace. Experiment mél za cil
sledovani kratkodobé a dlouhodobé odpovédi proteomu rostlin na plsobeni zvysené
teploty a vlivu snizené hladiny endogennich cytokinind na vnimani teplotniho stresu.
Z celkové 67 nalezenych proteinovych spoti bylo analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie identifikovano 63 proteind, z nichz né€kolik bylo piitomno ve vice
proteoformach nebo s pravdépodobnymi post-transla¢nimi modifikacemi.

Zvysena teplota se ukazala jako vyznamny stimul pro signifikantni zménu profilu u
velkého mnoZstvi proteinii pfitomnych ve vSech typech organel rostlinné buiky. Vice
jak polovina proteini ma predikovanou lokalizaci v plasmatické membrané a plastidech,
coz potvrzuje hypotézu vnimani teplotniho stimulu pravé v téchto mistech. Cytokininy
pak mély velky vliv na expresni profily regulovanych proteind, proto Ize ocekévat, ze
hraji velkou roli pii vnimani teplotniho stresu.

Velké mnozstvi proteini regulovanych v odpovédi na teplotni stres bylo soucasti
primarniho metabolismu rostliny. Je tedy ziejmé, Zze zmény v toku metabolitl
jednotlivymi drahami jsou dtlezité pro mobilizaci energetickych zdrojii pro syntézu
obrannych latek a zapojeni obrannych mechanismi rostliny vici stresu. Poznani téchto
zmén a samotného mechanismu odpovedi na stres je dalezité pro hodnoceni a vybér
zemedelsky vyuzivanych rostlin a jednotlivych kultivarQ pro péstovani za stresovych
podminek.

Udaje ziskané v diplomové praci mohou slouzit jako vychozi bod pro dalsi vyzkum
S moznyma navazujicimi kroky jako je stanoveni aktivity nalezenych enzymd, stanoveni
metaboliti pro detailngjsi sledovani zmén v primarnim metabolismu, sledovani
dynamiky transkriptd v brzkych odpovédi na teplotni stres ¢i konecné pouZiti
mutantnich a transgennich rostlin pro dal$i pochopeni molekularnich mechanismt
odpovédi na teplotu a mozné role cytokininil a svétla v téchto procesech.

Tato prace vznikla s podporou projektu CEITEC (CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z
Evropského fondu regionalniho rozvoje (ERDF).
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ABA kyselina abscisova

ADP adenosindifosfat

AHK histidonova kinaza

AHP His-obsahujici protein

AMP adenosinmonofosfat

ARR regulator odpovédi

Asp kyselina asparagova

ATP adenosintrifostat

BA benzylalkohol

CaM kalmodulin

CDPK na vapniku zavisla proteinova kindza
CKX cytokininoxidaza/dehydrogenaza
CRF C-opakujici

cZ cis-zeatin

DEX dexamethason

DMAPP dimethylallyl difosfat

DRE element odpovédi na dehydrataci
DZ dihydrozeatin

ESI ionizace pomoci elektrospreje

FAO Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi
His histidin

HSF transkripéni faktory tepelného Soku
HSP proteiny tepelného Soku

HSR odpovéd’ na tepelny Sok

iP N6 — (A2-izopentyl)-adenin

IP3 myo-inositol-1,4,5-trisphosphate
IPT isopentyladenin transferaza

IT iontova past
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LC kapalinova chromatografie

LEA akumulované v pozdni fazi embryogeneze
MALDI ionizace laserem za piitomnosti matrice
MAPK mitogenem aktivovana protein kinaza
MEP methylerythritolfosfatova cesta
MGIlcDG monoglukosyldiacylglycerolu

MVA mevalonova cesta

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
PA kyselina fosfatidova

PAGE polyakrylamidové gelova elektoforéza
phy fytochrom

PIP; fosfatidylinositol-(4,5)-bisfosfat

PIPK fosfatidylinositol-fosfat kinaza

PLD fosfolipaza D

PTM posttransla¢ni modifikace

RLK receptoru podobna kindza

ROS reaktivni formy kysliku

SDS sodium dodecyl sulfat

SOS Salt-Overly-Sensitive

TF transkrip¢ni faktor

TOF ,» L1me off flight* analyzator

tRNA transferova ribonukleova kyseliny

tZ trans-zeatin
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11 PRILOHY

Ptiloha 1: Nastaveni LC-MS/MS a parametry pro vyhledavani v Mascot

positive mode, AutoMSMS (2)

CID “smart fragmentation*

3 precursors

active exclusion

MS scan mode

400-1400 m/z Enhanced Resolution 8,100 m/z/sec
ICC 200000 50 ms max accu time
5 averages

MS/MS scan mode

Xtreme 52,000 m/z/sec 100 m/z — 2xprecursor m/z
ICC 200000 100 ms max accu time
2 averages

Mascot 2.4.0 - TAIR 10 database search parameters:

Trypsin max 2 missed cleavages
peptide tol. 0.3 Da MS/MS tol. 0.3 Da
charge 2+, 3+, 4+; monoisotopic

13C 1

variable modifcatins — Acetyl (N-term), carbamidomethyl (C), pyro-Glu, oxidation
(M), phosphorylation (S, T, Y)
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Ptiloha 2: Tabulka identifikovanych proteint s jejich lokalizaci a funkci

Abbreviation

Localization (SUBA)

Function (TAIR,

No. AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GFP UniProt, Swiss-prot)
Glycine dehydrogenase ; . . :
1 AT2G26080 [decarboxylating] 2 GLDP2 1442 mitochondrion N/A degradation of glycine
mitochondrion, mitochondrion, isomerization citrate -
2  AT2G05710 Aconitate hydratase 2 ACO2 4213 plasma membrane, - S
plastid plastid isocitrate (TCA cycle)
5- cytosol, plasma
3  AT5G17920 methyltetrahydropteroyltriglutamate- MS1 2.1.1.14 membrane, plastid, cytosol Met biosynthesis
homocysteine methyltransferase peroxizome
Glyceraldehyde-3-phosphate . carbohydrate biosynthesis;
4 AT1G12900 dehydrogenase GAPAZ2, chloroplastic GAPAZ 12113 plastid N/A Calvin cycle.
Glyceraldehyde-3-phosphate . carbohydrate biosynthesis;
AT3G26650 dehydrogenase GAPAL, chloroplastic GAPAL 1.2.1.13 plastid N/A Calvin cycle.
5  AT4G28520 12S seed storage protein CRC CRC (CRU3) _ nuc#]ilﬁb?;zzma N/A seed storage protein
6 ATICOIS00(1) L Cabomic annydrase 1 BCAL 4211 plastid (chloroplast)  plastid  "cversible hydration of carbon
chloroplastic dioxide
7  AT3G60820 Proteasome subunit beta type-1 PBF1 3.4.25.1 cytosol N/A proteolysis
. . . . protein folding, regulation of
8  AT3G62030 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP20-3 5.2.1.8 plastid (chloroplast N/A Cys biosynthesis in response
CYP20-3, chloroplastic stroma)
to stress
Probable mediator of RNA cytosol, plasma transcription regulation
9  AT5G02500 polymerase Il transcription subunit HSC70-1 _ m m’bp n N/A (mediator complex),stress
37e (Heat shock 70kDa proteinl) embrane responce
10 AT4G29060 Elongation factor Ts family protein _ plastid N/A protein biosynthesis
- . rRNA processing,
11  AT1G09340 Chioroplast stem-loop binding CRB _ plastid plastid carbohydrate metabolism,

protein of 41 kDa b

(chloroplast)

regulation of circadian system




Abbreviation Localization (SUBA) Function
No.  AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GEP  (TAIR, UniProt)
cytosol,
Glyceraldehyde-3-phosphate plasma membrane, .
12 AT3G04120 dehydrogenase 1, cytosolic GAPC1 1.2.1.12 mitochondrion cytoskeletqn, glycolysis, stress response
mitochondrion
plasma membrane
13 AT1G04410 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 1.1.1.37 plastid, nucleus, N/A TCA cycle
vacuole
cytosol
Glyceraldehyde-3-phosphate cytosol, ’ .
14  AT3G04120 dehydrogenase 1, cytosolic GAPC1 1.2.1.12 mitochondrion cytoskeleto_n, glycolysis, stress response
mitochondrion
plasma membrane,
15 AT1G04410 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 1.1.1.37 plastid, nucleus, N/A TCA cycle
vacuole
degradation of ubiquitinated
16 AT5G23540 26S proteasome non-ATPase regulatory 3419.- cytosol, plasma N/A oroteins (Ubl conjugation
subunit 14 homolog membrane
pathway)
Hypotetical protein |
17  AT2G25280 Extradiol Dioxygenase 3B_like _ plasma membrane N/A N/A
Adenylosuccinate synthetase, . purine nucleotide biosynthesis,
18 AT3G57610 chloroplastic ADSS 6.3.4.4 plastid (chloroplast) AMP biosynthesis
5- cytosol, plasma cytosol
19 AT5G17920 methyltetrahydropteroyltriglutamate-- MS1 2.1.1.14 membrane, plastid, ) Met biosynthesis
homocysteine methyltransferase peroxizome peroxizome
20 AT2G19900 NADP-dependent malic enzyme 1 NADP-ME1 1.1.1.40 N/A N/A Malate m_etabolls_m,
anaplerotic reactions
endoplasmic endoblasmic carbohydrate metabolic
21  AT3G09260 Beta-glucosidase 23 BGLU-23 3.21.21 reticulum,vacuole, reticF:)ulum process, defence response,
nucleus response to stress
metabolism of AMC and
29 ATAG31990 Aspartate aminotransferase, ASP5 2611 plastid plastid Krebs-cycle related organic

chloroplastic

(chloroplast)

acids, nitrogen metabolism,
carbon and energy metabolism




Abbreviation

Localization (SUBA)

No. AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GEP Function (TAIR, UniProt)

Glycerate dehydrogenase HPR, peroxisome, plasma glycolate pathway,
23  AT1G68010 peroxisomal HPR 1.1.1.29 membrane, plastid N/A photorespiration

Glyceraldehyde-3-phosphate . .
24  AT1G42970 dehydrogenase B (GAPB), GAPB 1.2.1.13 chloroplast N/A cCarIb(_)rkllydralte biosynthesis,

chloroplastic alvin cycle

. nucleus, plasma .

25 AT1G03880 12S seed storage protein CRB CRB _ membrane N/A seed storage protein
26  AT2G30860 Glutathione S-transferase F9 GSTF9 2.5.1.18 plgfg;énir;tlgg;e, cytosol detoxification, stress response

Beta carbonic anhydrase 1, . plastid reversible hydration of carbon
27  AT3G01500 (.1) chloroplastic BCAl 4211 plastid (chloroplast) (chloroplast)  dioxide

Beta carbonic anhydrase 1, . plastid reversible hydration of carbon
28  AT3G01500 (.3) chloroplastic BCAl 4211 plastid (chloroplast) (chloroplast) dioxide

o plastid, plasma . . .

Superoxide dismutase [Fe] 1, plastid destruction od superoxide

29 AT4G25100 chloroplastic FSD1 11511 membrane, (chloroplast)  radicals
mitochondrion

Putative major latex protein
30 AT4G23680 (AT4g23680/F9D16, 150) _ N/A N/A N/A
31 AT1G16470 Proteasome subunit alpha type-2-A PAB1 3.4.25.1 cytosol, plasma N/A proteolysis

membrane, nucleus

Beta carbonic anhydrase 1, . plastid reversible hydration of carbon
32  AT3G01500 (.1) chloroplastic BCAl 4211 plastid (chloroplast) (chloroplast) dioxide

Beta carbonic anhydrase 2, . reversible hydration of carbon
33  AT5G14740 chloroplastic CA2 4211 plastid N/A dioxide

Probable fructose-bisphosphate . . carbohydrate degradation,
34 AT2G21330 aldolase 1, chloroplastic FBAL 41.2.13 plastid plastid glycolysis

cvtosol. plasma glycan biosynthesis, starch
35 AT2G31390 Probable fructokinase-1 2714 ytosol, p N/A biosynthesis, carbohydrate
membrane .
metabolism

36 AT4G26970 Aconitate hydratase 3, mitochondrial ACO3 4213 mitochondrion, mitochondrion, - carbohydrate metabolism,

plasma membrane

plastid

TCA cycle)
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Abbreviation Localization (SUBA) Function
No. AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GFP (TAIR, UniProt)
Ribulose bisphosphate
37 AT2G39730 carboxylase/oxygenase activase, RCA _ plastid (chloroplast) N/A activation of RuBisCO
chloroplastic
ATP synthase subunit beta, plastid, plasma -
38 ATCG00480 chloroplastic ATPB 3.6.3.14 membrane N/A ATP synthesis, ion transport
Sulfite reductase [ferredoxin], . sulfate reduction pathway,
39  AT5G04590 chloroplastic SIR 18.7.1 plastid (chloroplast) N/A stress response
mitochondrion . . .
Serine hydroxymethyltransferase, ’ mitochondrion, photorespiratory pathway,
40 AT4G37030 mitochondrial SHM1 2121 p'asmzlg’tngrane’ cytosol  abiotic stress response
endoplasmic
41 AT1G77510 Protein disulfide isomerase-like 1-2 PDIL1-2 534.1 reticulum, plasma N/A protein folding catalyst
membrane
Heat shock 70 kDa protein 6, ) . stress responces, chaperone
42 AT4G24280 chloroplastic HSP70-6 - plastid N/A reactions, transport
) : i plastid, plasma carbohydrate biosynthesis,
43  AT3G60750 Transketolase-1, chloroplastic TKL-1 2211 membrane N/A Calvin cycle, stress response
AT2G15620 Ferredoxin--nitrite reductase NIR1 1.7.7.1 plastid (chloroplast) N/A elec_:tn_)n transport, nitrate
m assimilation
carbon-carbon cleavage
AT5G17380 2-hydroxyacyl-CoA lyase HACL 4.1.-.- cytosol N/A reaction catalyst
AT4G05180 gxyge“'e\’o'v'ng enhancer protein 3- PSBQ-2 _ plastid N/A photosynthesis
45 AT4G21280 ?Xyge“'e\’o'vmg enhancer protein 3- PSBQA _ plastid N/A photosynthesis
AT3G26060 Peroxiredoxin Q, chloroplastic PRXQ 1.11.1.15 plastid N/A hydrogen peroxide reduction
46  AT3G15950 TS1-like proteinl NAI2 peroxisome, plasma N/A N/A
= membrane
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Abbreviation Localization (SUBA) Function
No. AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GFP (TAIR, UniProt)
L . . cytosol, L
47 AT3G09840 ﬁgrlrlgllt\)/lsx)n control protein 48 CDC48 B Icy;[:])S?:], ?;])ll)gr]l,n nucleus, plasma Cflltd_lr\]/[[ilonn, Cer![I cycle,
g plasma membrane membrane protein transpo
Chaperonin 60 subunit beta 1, plastid, plasma . .
AT1G55490 chloroplastic CPN 60B _ membrane N/A protein folding
. . mitochondrion,
AT3G13470 Chaperonin 60 subunit beta 2, CPN60B2 _ plastid, plasma N/A protein folding
chloroplastic
48 membrane
AT3G23990 Chaperonin CPN60, mitochondrial CPNG60 mitochondrion, mitochondrion protelr_1 Import, protein
- plasma membrane refolding, stress response
DEAD-box ATP-dependent RNA mRNA transport, CBF/DREB
AT3G53110 helicase 38 RH38 3.6.4.13 plasma membrane N/A regulation
ATP synthase subunit alpha, plastid (chloroplast), .
49  ATCG00120 chloroplastic ATPA 3.6.3.14 plasma membrane nucleus ATP synthesis, ion transport
Dihydrolipoyl dehydrogenase 2 cell redox homeostasis,
50 AT3G17240 mitgchongrigl ydrog ’ LPD2 1.8.1.4 mitochondrion N/A multienzyme 2-oxo-acid
dehydrogenase complexes
51 AT2G44350 Citrate synthase 4, mitochondrial CSY4 2.3.3.1 mltochor)drlon N/A carbohydrate metabolism,
matrix TCA cycle
AT2G43910 Thiocyanate methyltransferase 1 HOL1 2.1.1.n4 plasma membrane cytosol glucosinolate metabolism,
52 defense response
AT1G53850 Proteasome subunit alpha type-5-A PAE1 3.4.25.1 cytosol, plasma N/A proteolysis

membrane
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Piiloha 3: Tabulka proteinti doplnénych ze studie Cerny et al. (2013)

Abbreviation Localization (SUBA) Function

No. AGI Name (Uniprot) EC MS/MS GFP (TAIR, UniProt)

Glycine dehydrogenase mitochondrion, . .
S01  At4g33010 [decarboxylating] 1, mitochondrial GLDP1 14.4.2 plastid N/A degradation of glycine

cytosol,

S03  At3g48990 AMP-dependent synthetase and 6.21- plasma membrane, peroxisome, defence response, response to

ligase family protein plastid : Cd

plastid

S04  Atlg79550 Phosphoglycerate kinase 2.7.2.3 plasma membrane N/A glycolysis

Cysteine synthase, . . .
S05  At2g43750 chloroplastic/chromoplastic OASB 2.5.1.47 plastid plastid Cys synthesis

30S ribosomal protein S31, . part of the 30S ribosomal
S06  At2g38140 chloroplastic RPS31 _ plastid, nucleus nucleus subunit, chloroplast formation

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase ) plasma membrane, . .
S09  At2g16600 CYP19-1 CYP19-1 52.1.8 cytosol cytosol protein folding
S18  At1g22530 patellin-2 PATL? plasma_t membrane, N/A cell cycle, cell division,

- plastid, nucleus transport
extracelular. olasma glucosinolate catabolic
S26  At3g16410 Nitrile-specifier protein 4 NSP4 _ P N/A process, nitrile biosynthetic
membrane
process

S29 At2g13360 Serine--glyoxylate aminotransferase AGT1 2.6.1.45 peroxisome, plastid N/A photorespiration

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase . protein folding, assembling of
S31 At3g01480 CYP38, chloroplastic CYP38 5.2.1.8 plastid N/A PS||
S35  At3g01480 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP3s 5218 plastid N/A protein folding, assembling of

CYP38, chloroplastic

PSlII
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Ptiloha 4: Nejcastéji zastoupené expresni profily; cisla v pravém hornim rohu ukazuji pocet proteinovych spotii s danym profilem

(a) Standardni intenzita svétla, normalni hladina cytokinint (b) Standardni intenzita svétla, snizend hladina cytokinint
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c¢) Nizka intenzita svétla, normalni hladina cytokinint (d) Nizk4 intenzita svétla, snizend hladina cytokinint
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Ptiloha 5: Vystup programu String

CRU2
c-NAD-
MDH1
CRB

GAPA-2

F309.27

PATL2

NIR1
ROC3

NADP-ME1
FBA1
AT2G25280
GLDP2

GSTF9

cruciferin 2; Seed storage protein (455 aa)

malate dehydrogenase (332 aa)

RNA binding protein; Binds and cleaves RNA, particularly in stem-loops.
Associates with pre-ribosomal particles in chloroplasts, and participates in
chloroplast ribosomal RNA metabolism, probably during the final steps of 23S
rRNA maturation. May enhance transcription by the plastid-encoded polymerase
and translation in plastid via the stabilization of ribosome assembly intermediates.
Required for chloroplast integrity. Involved in the regulation of the circadian
system. Involved in the regulation of heteroglycans and monosaccharide
mobilization (378 aa)

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2; Involved in the
photosynthetic reductive pentose phosphate pathway (Calvin-Benson cycle).
Catalyzes the reduction of 1,3-diphophoglycerate by NADPH (By similarity)

(399 aa)

proteasome subunit PAB1; The proteasome is a multicatalytic proteinase complex
which is characterized by its ability to cleave peptides with Arg, Phe, Tyr, Leu, and
Glu adjacent to the leaving group at neutral or slightly basic pH. The proteasome
has an ATP-dependent proteolytic activity (235 aa)

PATELLIN 2; Carrier protein that may be involved in membrane- trafficking events
associated with cell plate formation during cytokinesis. Binds to some hydrophobic
molecules such as phosphoinositides and promotes their transfer between the
different cellular sites (By similarity) (683 aa)

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B; Involved in the photosynthetic
reductive pentose phosphate pathway (Calvin-Benson cycle). Catalyzes the
reduction of 1,3-diphophoglycerate by NADPH (By similarity) (447 aa)

20S proteasome alpha subunit E1; The proteasome is a multicatalytic proteinase
complex which is characterized by its ability to cleave peptides with Arg, Phe, Tyr,
Leu, and Glu adjacent to the leaving group at neutral or slightly basic pH. The
proteasome has an ATP-dependent proteolytic activity (237 aa)

chaperonin 60 beta; Binds RuBisCO small and large subunits and is implicated in
the assembly of the enzyme oligomer. Involved in protein assisted folding.
Required for proper plastid division (600 aa)

hydroxypyruvate reductase; Catalyzes the NADH-dependent reduction of
hydroxypyruvate into glycerate in the photorespiratory core cycle. Mediates fatty
acid beta-oxidation in germinating seeds when malate dehydrogenase is absent
(387 aa)

PDI-like 1-2; Acts as a protein-folding catalyst that interacts with nascent
polypeptides to catalyze the formation, isomerization, and reduction or oxidation
of disulfide bonds (By similarity) (508 aa)

phosphoglycerate kinase (401 aa)

aconitase 3; Catalyzes the isomerization of citrate to isocitrate via cis-aconitate
(By similarity) (990 aa)

alanine-glyoxylate aminotransferase; Photorespiratory enzyme that catalyzes
transamination reactions with multiple substrates (401 aa)

nitrite reductase 1; Catalyzes the six-electron reduction of nitrite to ammonium
(586 aa)

rotamase CYP 3; PPlases accelerate the folding of proteins. It catalyzes the cis-
trans isomerization of proline imidic peptide bonds in oligopeptides (By similarity)
(173 aa)

NADP-malic enzyme 1 (581 aa)

fructose-bisphosphate aldolase 1 (399 aa)

uncharacterized protein (291 aa)

glycine decarboxylase P-protein 2; The glycine decarboxylase (GDC) or glycine
cleavage system catalyzes the degradation of glycine. The P protein binds the
alpha-amino group of glycine through its pyridoxal phosphate cofactor; CO(2) is
released and the remaining methylamine moiety is then transferred to the
lipoamide cofactor of the H protein (By similarity) (1044 aa)

glutathione S-transferase; In vitro, possesses glutathione S-transferase activity
toward 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and benzyl isothiocyanate (BITC), and
glutathione peroxidase activity toward cumene hydroperoxide and linoleic acid-13-
hydroperoxide. May be involved in the conjugation of reduced glutathione to a
wide number of exogenous and endogenous hydrophobic electrophiles and have a
detoxification role against certain herbicides (215 aa)
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AT2G31390

PSRP4
RCA

OASB
HOL1

ATCS
CYP38

CAl
GAPC1

PYK10

CDC48

Cpn60beta2
NAI2

NSP4

mtLPD2

PRXQ

GAPA

AAE3
LOS4

ADSS

AT3G60750

fructokinase; May play an important role in maintaining the flux of carbon towards
starch formation (By similarity) (325 aa)

30S ribosomal protein S31 (118 aa)

rubisco activase; Activation of RuBisCO (ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase; EC 4.1.1.39) involves the ATP-dependent carboxylation
of the epsilon-amino group of lysine leading to a carbamate structure (474 aa)

cysteine synthase (392 aa)

HARMLESS TO OZONE LAYER 1; S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase. Involved in glucosinolate metabolism and defense against
phytopathogens. Highly reactive to thiocyanate (NCS(-)) derived from
myrosinase-mediated hydrolysis of glucosinolates upon tissue damage (246 aa)

citrate synthase 4 (474 aa)

cyclophilin 38; PPlases accelerate the folding of proteins. It catalyzes the cis-trans
isomerization of proline imidic peptide bonds in oligopeptides. Required for the
assembly and stabilization of PSII (437 aa)

carbonic anhydrase 1; Reversible hydration of carbon dioxide (347 aa)

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic; Key enzyme in glycolysis
that catalyzes the first step of the pathway by converting D-glyceraldehyde 3-
phosphate (G3P) into 3-phospho-D-glyceroyl phosphate. Essential for the
maintenance of cellular ATP levels and carbohydrate metabolism. Involved in
response to oxidative stress by mediating plant responses to abscisic acid (ABA)
and water deficits through the activation of PLDDELTA and production of
phosphatidic acid (PA), a multifunctional stress signaling lipid in plants. Required
for full fertility. Binds DNA in vitro (338 aa)

beta-glucosidase 23; May possess beta-D-glucosidase and beta-D-fucosidase
activity. Required for the beneficial interaction with the endophytic fungus
P.indica. May participate in the control of root colonization by P.indica by
repressing defense responses and modulating other responses required for a
mutualistic interaction (524 aa)

cell division cycle 48; Probably functions in cell division and growth processes.
Interacts with certain SNAREs as part of specialized membrane fusion events
where vesicles from the same organelle fuse (homotypic fusion) (By similarity)
(809 aa)

chaperonin-60beta2; Involved in protein assisted folding (596 aa)
DNA topoisomerase-like protein (772 aa)

Nitrile-specifier protein 4; Promotes simple nitriles, but not epithionitrile or
thiocyanate formation. Converts allylglucosinolate and benzylglucosinolate to their
corresponding simple nitriles in the presence of myrosinase (619 aa)

lipoamide dehydrogenase 2; Lipoamide dehydrogenase is a component of the
glycine decarboxylase (GDC) or glycine cleavage system as well as of the alpha-
ketoacid dehydrogenase complexes. LPD1 is probably the protein most often
associated with the glycine decarboxylase complex while LPD2 is probably
incorporated into alpha-ketoacid dehydrogenase complexes (507 aa)

chaperonin CPN60; Implicated in mitochondrial protein import and
macromolecular assembly. May facilitate the correct folding of imported proteins.
May also prevent misfolding and promote the refolding and proper assembly of
unfolded polypeptides generated under stress conditions in the mitochondrial
matrix (577 aa)

peroxiredoxin Q; Reduces hydrogen peroxide with reducing equivalents provided
through the thioredoxin system. Could be involved in the photosystem II
protection against hydrogen peroxide (217 aa)

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A; Involved in the photosynthetic
reductive pentose phosphate pathway (Calvin-Benson cycle). Catalyzes the
reduction of 1,3-diphophoglycerate by NADPH (By similarity) (396 aa)

ACYL-ACTIVATING ENZYME 3 (514 aa)

DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 38; ATP-dependent RNA helicase essential
for mRNA export from the nucleus. Plays an important role in the positive
regulation of CBF/DREB transcription factors (496 aa)

adenylosuccinate synthase; Plays an important role in the de novo pathway and in
the salvage pathway of purine nucleotide biosynthesis. Catalyzes the first
commited step in the biosynthesis of AMP from IMP (By similarity) (490 aa)
Transketolase; Catalyzes the reversible transfer of a two-carbon ketol group from
fructose-6-phosphate or sedoheptulose-7-phosphate to glyceraldehyde-3-
phosphate to yield xylulose-5-phosphate and erythrose-4-phosphate or ribose-5-
phosphate, respectively (By similarity). Could act as a stress sensor involved in
adaptation process (741 aa)
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ROC4
PSBQ-2
PSBQA

AT4G23680
cpHsc70-1

FSD1

At4g26970

CRU3
emb2726

ASP5

2]
o

CA2
AT5G17380

ATMS1

AT5G23540

ATPA

proteasome subunit beta type-1; The proteasome is a multicatalytic proteinase
complex which is characterized by its ability to cleave peptides with Arg, Phe, Tyr,
Leu, and Glu adjacent to the leaving group at neutral or slightly basic pH. The
proteasome has an ATP-dependent proteolytic activity (By similarity) (223 aa)
rotamase CYP 4; PPlases accelerate the folding of proteins. It catalyzes the cis-
trans isomerization of proline imidic peptide bonds in oligopeptides (313 aa)
photosystem II subunit Q-2; Required for photosystem II assembly/stability and
photoautotrophic growth under low light conditions (230 aa)

photosystem II subunit QA; Required for photosystem II assembly/stability and
photoautotrophic growth under low light conditions (224 aa)

SRPBCC ligand-binding domain-containing protein (151 aa)

chloroplast heat shock protein 70-1; Acts redundantly with HSP70-7 in the
thermotolerance of germinating seeds. Plays an important role in the protein
precursor import into chloroplasts (718 aa)

Fe superoxide dismutase 1; Destroys superoxide anion radicals which are
normally produced within the cells and which are toxic to biological systems
(212 aa)

aconitase 2; Catalyzes the isomerization of citrate to isocitrate via cis-aconitate
(By similarity) (995 aa)

cruciferin 3; Seed storage protein (524 aa)

embryo defective 2726; Associates with the EF-Tu.GDP complex and induces the
exchange of GDP to GTP. It remains bound to the aminoacyl-tRNA.EF- Tu.GTP
complex up to the GTP hydrolysis stage on the ribosome (By similarity) (953 aa)
aspartate aminotransferase; Important for the metabolism of amino acids and
Krebs- cycle related organic acids. In plants, it is involved in nitrogen metabolism
and in aspects of carbon and energy metabolism (462 aa)

glycine decarboxylase P-protein 1; The glycine decarboxylase (GDC) or glycine
cleavage system catalyzes the degradation of glycine. The P protein binds the
alpha-amino group of glycine through its pyridoxal phosphate cofactor; CO(2) is
released and the remaining methylamine moiety is then transferred to the
lipoamide cofactor of the H protein (By similarity) (1037 aa)

glycine hydroxymethyltransferase; Functions in the photorespiratory pathway in
catalyzing the interconversion of serine and glycine. Involved in controlling cell
damage caused by abiotic stress, such as high light and salt and the
hypersensitive defense response of plants (517 aa)

heat shock 70kDa protein 1/8; Component of the Mediator complex, a coactivator
involved in the regulated transcription of nearly all RNA polymerase II-dependent
genes. Mediator functions as a bridge to convey information from gene-specific
regulatory proteins to the basal RNA polymerase II transcription machinery. The
Mediator complex, having a compact conformation in its free form, is recruited to
promoters by direct interactions with regulatory proteins and serves for the
assembly of a functional preinitiation complex with RNA polymerase II and the
general transcription factors (By s [...] (651 aa)

sulfite reductase; Essential protein with sulfite reductase activity required in
assimilatory sulfate reduction pathway during both primary and secondary
metabolism and thus involved in development and growth (642 aa)

carbonic anhydrase 2; Reversible hydration of carbon dioxide. This isoform
ensures the supply of bicarbonate for pep carboxylase (331 aa)
2-hydroxyacyl-CoA lyase; Catalyzes a carbon-carbon cleavage reaction; cleaves a
2-hydroxy-3-methylacyl-CoA into formyl-CoA and a 2-methyl-branched fatty
aldehyde (By similarity) (572 aa)

methionine synthesis 1; Catalyzes the transfer of a methyl group from 5-
methyltetrahydrofolate to homocysteine resulting in methionine formation

(765 aa)

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14; Metalloprotease component of
the 26S proteasome that specifically cleaves 'Lys-63'-linked polyubiquitin chains.
The 26S proteasome is involved in the ATP-dependent degradation of
ubiquitinated proteins. The function of the 'Lys-63'-specific deubiquitination of the
proteasome is unclear (By similarity) (308 aa)

ATP synthase subunit alpha; Produces ATP from ADP in the presence of a proton
gradient across the membrane. The alpha chain is a regulatory subunit (By
similarity) (507 aa)

ATP synthase subunit beta; Produces ATP from ADP in the presence of a proton
gradient across the membrane. The catalytic sites are hosted primarily by the
beta subunits (By similarity) (498 aa)

(Arabidopsis thaliana)
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