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Mikroskopické pozorovani mikrotubuld in vivo po vlivu oryzalinu
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pomoci 1D a 2D imunoblotovani



1 UvoD
Vsechny rostliny obsahuji ve svych bunkach v cytoplasmé sit’ proteinovych vlaken —

cytoskelet, jehoz funkce jsou pro rostliny zasadni a lze je rozd¢lit na statické
a dynamické. Mezi statické funkce cytoskeletu patii jeho vliv na bunéény tvar a vnitini
strukturu bunky. Diky své dynamické povaze je cytoskelet také zapojen do procestu
spojenych s pohybem, jako je napiiklad bunééné déleni, zména tvaru bunky nebo reakce
na zmény v okoli (Alberts et al., 2008). Rostlinny cytoskelet obsahuje dvé zakladni
¢asti — mikrotubuly a aktinova filamenta.

Mikrotubuly slozené z dimert o/f-tubulinu a aktinova vldkna tvofend z monomerd
aktinu mohou byt ovlivnény vazbou cytoskeletalnich inhibitord, které reguluji jejich
strukturu a dynamiku (Baluska et al., 2001; Nakamura et al., 2004). Uzitim téchto
inhibitori, které ovliviuji cytoskeletalni slozky, je umoznéno studium funkci
cytoskeletu porovnanim rostlin oSetfenych inhibitory s kontrolnimi rostlinami inhibitory
nedotéenymi. Kazdy cytoskletalni inhibitor ma svlij molekuldrni cil, na ktery se vaze
a nasledné ovliviuje cytoskelet. V této praci pouzity oryzalin se specificky vaze na
a-podjednotku tubulinu, ¢imz ovliviiuje stabilitu a dynamiku mikrotubult, a tudiz
i jejich subcelularni efekty (Hughdahl a Morejohn, 1993). Latrunkulin B (latB)
a cytochalasin D (cytD) jsou ihibitory regulujici aktinova filamenta (Katelaar et al.,
2003). Charakterizace specifity uc¢inku cytoskeletalnich inhibitord je proto dulezité téma
pro vyzkum. Pro studium vlastnosti cytoskeletadlnich inhibitord a jejich G¢inkl na
cytoskelet Ize pouzit proteomické metody. Bezgelovym a gelovym proteomickym
pristupem je mimo jiné mozné identifikovat nové proteiny, které reguluji dynamiku
cytoskeletu (Takac et al., 2011) nebo zkoumat zmény proteomu rostlin po ovlivnéni
inhibitory ve srovnani s inhibitorem neovlivnénymi kontrolnimi rostlinami (Takac¢ et
al., 2013).

Aktiny i tubuliny se mohou vyskytovat v riznych isoformach, které se lisi
isoelektrickym bodem a nepatrné molekulovou hmotnosti vV ramci jednoho kDa
(www.tair.org). Diky svym odliSnostem mezi sebou maji vysokou variabilitu G¢inkd,
ktera maze byt jeSté navySena o jejich posttranslacni modifikace (Jovanovi¢ et al.,
2010). Pro separaci tubulinovych a aktinovych isoforem a také detekci posttransla¢nich

modifikaci miZe byt pouzita metoda 2D imunoblotovani.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinny cytoskelet
Cytoskelet je povazovan za vnitini leSeni buiiky. Dava buiice tvar, fyzickou pevnost

a spravnou vnitini strukturu. Cytoskelet je dynamicky utvar, ktery zajistuje bunce jeji
rust, pohyb, déleni a vnitrobunéény transport. Je slozen ze tii typu vlaken: stiednich
filament, mikrotubul a aktinovych filament.

Stiedni filamenta jsou charakteristickd jen pro zivocisné bunky a jsou slozena
Z proteind, které vytvareji vlakna. Stfedni filamenta lze najit jako jadernou laminu nebo
mohou vést pies cytoplasmu do desmosomu a davat tim buiice pevnost. Mikrotubuly
zajist'uji vnitini uspotadani bunky, vnitrobuné¢ny transport, vytvareji délici vieténko pfi
bunééném déleni a zajist'uji tvorbu polarity buiky (Alberts et al., 2008; Blume et al.,
2010). Mikrotubuly ovliviiuji stavbu bunééné stény a déleni bunék prostfednictvim
n¢kolika typti mikrotubult specifickych pro rostlinné systémy. Mezi tyto skupiny patii
kortikalni mikrotubuly, mitotické mikrotubuly a endoplasmatické mikrotubuly.
Kortikalni mikrotubuly jsou vysoce dynamické, ovliviiuji hlavné morfologii bunky
a jsou zapojeny naptiklad do uréovani orientace celulosovych mikrofibril. Mitotické
mikrotubuly se podili na tvorbé preprofazniho svazku vymezujiciho rovinu nasledného
déleni bunék, a fragmoplastu, ktery se podili na tvorbé nové bunééné stény (Ludwig et
al., 1987). Endoplasmatické mikrotubuly spojuji jadra Kk vrcholové oblasti kofenovych
vlasku (Lloyd et al., 1987) a ovliviiuji jejich vrcholovy rist a orientaci (Bibikova et al.,
1999). Aktinova vlakna tvoii bunécny kortex, ktery dava buiice pevnost, umoziuje
zménu tvaru a pohyb. DalSimi funkcemi aktinovych vldken jsou: déleni, puceni,

endocytosa, transport, ptenos signali (Komis et al., 2011).

2.1.1 Tubulin
Tubulin je protein o molekulové hmotnosti pfiblizné¢ 50 kDa, ma dilezitou roli

V procesu bunétného déleni, chromosomové separace, kontroly bunécéné symetrie
a polarity rastu, ukladani celulosy a vnitrobunécného ptenosu. Tubulin ve formach
a, B a y se vyskytuje ve vSech eukaryotich. a, B a y-tubuliny jsou zékladni stavebni
jednotky mikrotubul. Dalsi formy tubulinu 9, €, {, 1, které ovSem nevytvaii polymerni
struktury, byly nalezeny v prvocich, ale nikoliv v suchozemskych rostlinach a houbach
(Breviario et al., 2013).
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Rostlinny o-tubulin vykazuje vysoky stupenn homologie k a-tubulinim prvoki
a zivoCichli, coz naznacuje, Ze strukturdlni protein je vysoce konzervovany bchem
evoluce. U Arabidopsis thaliana byla dokazana existence celkem 15 tubulinovych gent.
Do a-tubulinové genové rodiny patii 6 ¢lent, pficemz koduji pouze 4 odlisné isoformy
a-tubulinu. a-tubulin 2 (TUAZ2) a a-tubulin 4 (TUA4) kéduji jednu isoformu, stejné jako
a-tubulin 3 (TUA3) a a-tubulin 5 (TUA5). V genové rodin¢ B-tubulinu se nachazi
9 gent (Kopczak et al., 1992; Snustad et al. 1992). Isoformy tubulinu jsou lokalizovany
na specializované bunky, ale tkan¢ exprimuji vétSinou vice isoforem, a proto mohou byt
mikrotubuly tvofeny riznymi kombinacemi a/p-heterodimert tubulinu (Miller et al.,

2010).

2.1.1.1 Struktura tubulinu

a a B-tubuliny maji 40% aminokyselinovou sekvenéni identitu (Nogales et al., 1998).
Nasyntetizované a a P-tubulinové proteiny podstupuji proces skladani za pomoci
chaperoninti a kofaktorti jak v piipadé monomeru tak dimeru (Lewis a Cowan, 2002;
Steinborn et al., 2002). V roce 1998 byl ptedstaven atomovy model o/p-dimeru tubulinu
na zaklad¢ denzitni mapy s rozliSenim 3,7 A ziskané pomoci elektronové krystalografie
zinkem indukovanych tubulinovych listi. Denzitni mapy a a B-tubulinu se nepatrné lisi
Vv délce a konformaci nékterych smycek a v lehkych posunech nékterych sekundéarnich
strukturnich element. Na Obr. 1. je paskovy model o/f-dimeru tubulinu. Struktury
a a B-tubulinu jsou si velmi podobné. Jadro kazdého monomeru obsahuje dvé Casti se
strukturou B-listd, ¢tyfvlaknovou a Sestivlaknovou, které jsou obklopeny 12 a-hélixy
(Nogales et al., 1998). Tubulin obsahuje ve své struktuie 3 hlavni domény: N-koncovou
nukleotid (GTP/GDP) véazajici doménu, stfedni doménu vazajici taxol a C-koncovou
ligand (proteinové motory, mikrotubuly-asociované proteiny MAP) vazajici doménu
(Freedman et al., 2011). Kazdy tubulinovy monomer vaze guaninovy nukleotid, ktery je
nevyménitelny, pokud je navazan na o-podjednotku tubulinu nebo N stranu,
a zaménitelny v ptipadé vazby na B-podjednotku tubulinu nebo E stranu (Nogales et al.,
1998).
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Obr. 1: Celni pohled struktury dimeru o/B-tubulinu. a-tubulin (nahote) s navazanym GTP
(zeleng) a B-tubulin (dole) s navazanym GDP (zelené) a taxoterem (zelené). Taxoter je analog
taxolu, kde C-10 acetyl je nahrazen hydroxylem a C-3° a benzamid nahrazen N-t-BOC
skupinou. B-listy jsou zobrazeny modie, a-hélixy ¢ervend. Sipka ukazuje smér protofilamanta
a osu mikrotubulu. Polarita s minus koncem nahoie na a-podjednotce a plus koncem dole na
B-podjednotce je oznacena. Upraveno dle Nogales et al. (1998).

2.1.1.2 Polymerizace a depolymerizace tubulinu, stavba mikrotubula
Mista zacatku rastu mikrotubul u rostlin, nukleaéni mista, se nachazi na

mikrotubulovych centrech, ktera jsou difuzni a mobilni, a ktera v zavislosti na stadiu
buné&¢ného cyklu a vyvoji méni tvar a lokaci (Brown and Lemmon, 2007). Nuklea¢ni
mista jsou tvotfena y-tubuliny a proteiny y-tubulinového komplexu (GCP). Jednotkou
nuklea¢niho jadra je maly komplex y-tubulinu obsahujici jednu molekulu y-tubulinu
asociovanou s jednou molekulou GCP2 a jednou molekulou GCP3 (Seltzer et al., 2007).
U vyssich rostlin 1ze najit také vétsi komplex y-tubulinu s dalsimi ptislusnymi GCP
proteiny, které jsou homologni s GCP proteiny obsazenymi v komplexu y-tubulinového
kruhu u zivoc¢icha (Erhardt et al., 2002). U Arabidopsis byly nalezeny GCP3 proteiny,
GIP1 a GIP2, které jsou soucasti y-tubulinového komplexu. Tyto proteiny urcuji
lokalizaci proteinl y-tubulinového komplexu, integritu vieténka, stabilitu a oddélovani
chromosomii (Janski et al., 2012).

Mikrotubuly jsou slozeny z tubulini a a B, ktery vytvafi dimer. o/p-tubulinové

dimery jsou 8 nm dlouhé a obsahuji variabilni C-koncovou doménu, ktera dosahuje vné
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mikrotubult. Dimery tubulinu reaguji pfi¢né¢ i podéln¢ za tvorby protofilamentt
(Nogales et al., 1999). Postranni vazby tubulini jsou podstatn¢ slabsi nez podélné vazby
v ramci protofilamentt (Sept et al., 2003). Nasledné uspoiadanim protofilamenti do
cylindrové struktury vznikne mikrotubulus. Mikrotubulus, ktery je obvykle tvofen 13
protofilamenty, ma tvar trubice o priméru ~25 nm s polarnimi konci, coz hraje roli pfi
tvorbé a funkci mikrotubull a také pii sméru transportu (Downing a Nogales, 1998;
Nogales et al., 1999; Obr. 2). Kazdy volny dimer tubulinu obsahuje ve svém nukleotid
vazajicim misté navazané GTP, které je po vazbé dimeru na mikrotubulus
hydrolyzovano na GDP, ¢imz se zméni konformace a tudiz i pevnost vazby. V zavislosti
na rychlosti rustu a hydrolyzy GTP dochazi k polymerizaci nebo depolymerizaci
mikrotubulii. Pokud ma navazovani o/f-tubulinu s navazanym GTP vyssi rychlost nez
je rychlost hydrolyzy GTP na GDP, dochazi k tvorbé GTP-Cepicky a rlstu mikrotubulu.
V opacném piipadé nastava rychld degradace mikrotubulu, kdy se uvolnéné tubuliny
s navazanym GDP vraci zpét do cytosolu, ve kterém probé¢hne vyména GDP za GTP

(Obr. 3; Alberts et al., 2008).

heterodimer tubulinu=
B-tubulin podjednotka mikrotubulu

B 77 + konec

o-tubulin il mikrotubulus

Obr. 2: Tvorba mikrotubul z dimert tubulinu. Dimer o/B-tubulinu (vlevo) s navazanym GTP
(Cervené) je zakladni podjednotkou mikrotubulu. Mnoho sousednich podjednotek se stejnou
orientaci tvori protofilamentum s polarnimi konci. Mikrotubulus je tuha duta trubice vytvorena
z 13 paralelné setazenych mikrofilament. Upraveno dle Alberts et al. (2008).
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Obr. 3: Rast a rozpad mikrotubuli. V neporuSenych mikrotubulech, mikrofilamenta tvofena
GDP-tubulinovymi podjednotkami jsou tlacena do linearni konformace pomoci postrannich
vazeb v ramci mikrotubulové stény. Stabilni mikrotubuly obsahuji na plus konci GTP-¢epicku
tvofenou GTP-tubulinovymi podjednotkami (Eerveng). Ztratou GTP Cepice dochazi k relaxaci
GDP-vazajicich protofilament do zakfivené konformace, coz vede k progresivnimu naruseni
mikrotubuli. Upraveno dle Alberts et al. (2008).

a, B a y-tubuliny jsou rozdéleny do riznych strukturalnich rodin, ale i v ramci kazdé
skupiny se objevuji odlisnosti ve fyzikalnich vlastnostech, jako v sitovych elektrickych
nabojich, dipdlovych momentech a orientacich dipoélového vektoru. Tyto rozdily mohou
ovlivnit stabilitu a skladdni mikrotubulG v disledku jejich pasobeni na protein-
proteinové interakce. C-konce o a [-tubulinu, které se navzajem -elektrostaticky
odpuzuji, existuji neyjméné¢ ve dvou stabilnich konfiguracich. Bud’ vy¢nivaji od
tubulinového/mikrotubulového povrchu, kdy dochazi k tvorbé urcité vzdalenosti mezi
jednotlivymi tubuliny/mikrotubuly, nebo jsou zhrouceny na povrchu mikrotubul
v zavislosti na fyziologickych podminkach, biochemickych interakcich a uspotadani

tubulinovych isoforem (Tuszynski et al., 2006).

2.1.1.3 Posttransla¢ni modifikace rostlinného tubulinu
Posttranslacni modifikace (PTM) zna¢né zvySuji diversitu proteini. Mohou byt

pfechodné nebo trvalé. Jsou nasledkem cilenych enzymatickych reakci nebo
spontannich chemickych reakci v buiice. Modifikace postrannich fetézcii jsou znamé
u vSech proteinogenich aminokyselin kromé alaninu a pyridinu, a podstupuji zesitovani
a/nebo modifikace na N nebo C-konci (Cerny et al., 2013). Rostlinny tubulin
podstupuje rozmanité PTM, jako je acetylace, cyklicka tyrosinace/detyrosinace,

nitrotyrosinace, fosforylace ¢i glutamylace (Hammond et al., 2008). PTM jsou
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povazovany za mechanismy pro definovani funkéné odliSnych subpopulaci jednoho
proteinu, aniz by se musely pfislusné proteiny syntetizovat de novo (Jovanovi¢ et al.,
2010). PTM tubulinu jsou evoluéné konservovany. Obecné maji vliv na rizné skupiny
mikrotubulti. Reguluji stabilitu mikrotubuldi, vazbu motorovych proteint, inhibitord
a mikrotubuly-asociovanych proteintt (Rosenbaum, 2000). Smertenko et al. (1997)
uvadi, ze jedna isoforma tubulinu (a6, 09 a all) Nicotiana tabacum muize nést az 3
PTM (polyglutamylace, acetylace a tyrosinace). PTM se podileji na tvorbé vysokého
stupné heterogenity naboje tubulinu v N. tabacum. Urc¢ité typy PTM rostlinného
a-tubulinu se pfrednostné vyskytuji ve specifickych tkanich, na zaklad¢ tkanove-
specifického zpisobu (Wang et al., 2004).

Mezi PTM, které rostlinny tubulin podstupuje, patii acetylace lysinu 40
v aminokyselinové sekvenci a-tubulinu (Gardiner et al., 2007). Lysin 40 rostlinného
a-tubulinu ma rozhodujici vliv na udrzeni stability mikrotubuli a strukturalni vyznam
V procesu bunééného déleni a rustu (Xiong et al., 2013). Acetylace e-aminoskupiny
lysinu na N-konci proteinu odstrafiuje pozitivni naboj na strané fetézce, a tudiz p¥imo
ovliviiuje elektrostaticky stav modifikovaného proteinu (Glozak et al., 2005). Acetylaci
lysinu dochazi také ke zvySeni molekulové hmotnosti o 42 Da (Xie et al., 2007).
Nedavna studie uvadi zavislost faze ristu na zméné hladiny acetylovaného a-tubulinu
v Arabidopsis. Acetylovany a-tubulin se vyskytuje v mnoha krytosemennych rostlinach,
ale mize se lisit hladinou mezi rliznymi organy a vyvojovymi stadii. Acetylace
a-tubulinu u krytosemennych rostlin je regulovana spoleénym mechanismem, organ-
specifickym  zpisobem (Nakagawa et al., 2013). Bylo zjisténo, Ze
jednoaminokyselinova substituce lysinu 40 za arginin, ktery ma podobnou chemickou
strukturu s vyjimkou nemoznosti jeho acetylace, téméf neovliviiuje fenotyp Arabidopsis
(Xiong et al., 2013). Z toho vyplyva, ze acetylace lysinu 40 neni zasadni pro funkci
mikrotubul, ale mize byt pouzivana pro doladéni jejich funkce. Rostlinné bunky
mohou ovliviiovat stabilitu kortikalnich mikrotubulti regulaci acetylace a-tubulinu.
Fyziologickd funkce acetylovaného o-tubulinu je zna¢né odliSnd mezi rostlinnymi
a zivo¢isnymi bunkami (L"Hernault a Rosenbaum, 1983; Nakagawa et al., 2013).

Vsechny eukaryotické a-tubuliny obsahuji C-termindlni tyrosin, ktery mtize byt
reverzibiln¢ katalyticky odstranén specifickou tubulin-tyrosin karboxypeptidasou nebo
znovu napojen specifickou tubulin-tyrosin ligasou (Jovanovi¢ et al., 2010). Jedna se
o modifika¢ni cyklus tyrosinace a detyrosinace C-terminalnich konct a-tubulinu.

Tyronisovany tubulin byl detekovan ve vSech skupinach mikrotubult N. tabacum
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(Smertenko et al., 1997). Stupenn tubulinové detyrosinace souvisi se stabilitou
mikrotubul. Se zvySujicim stupném detyrosinace se zvySuje stabilita mikrotubuld,
proto lze detyrosinaci povazovat za signal pro zvySenou Zzivotnost mikrotubula
(Jovanovi¢ et al., 2010). Kinesinové motory, které maji zhruba 2,8 krat vyssi afinitu
k detyrosinovanym mikrotubuliim nez k jejich tyrosinovanym formam, mohou byt cile
detyrosinové modifikace (Liao a Gundersen, 1998). Detyrosinace byla také prokazana
ve stonkach hrachu, kde zpusobila spolu skyselinou giberelovou reorientaci
mikrotubuld a buné¢nou polarizaci (Ducket a Lloyd, 1994).

Castou PTM rostlinného a-tubulinu je nitrotyrosinace, ktera je zarovei jednim
z charakteristickych znakd zvySené dynamiky mikrotubuld. Nitrotyrosinace reguluje
organizaci mikrotubul v rostlinnych buiikach. Tyrosinova nitrace probiha piimou
signalni transdukci oxidem dusnatym (NO), jehoZ vnitrobunééné signalni cile jsou
rostlinné mikrotubuly, 3-nitrotyrosin vyvolava reverzibilni inhibici ristu primarniho
kotenu Arabidopsis, zptusobuje zmény morfologie kofenovych vlaskid a organizace
mikrotubulti v kofenovych bunkach. Bylo zjisténo, Ze se 3-nitrotyrosin vyskytuje ve
vysoce dynamickych mikrotubularnich strukturach, jako jsou preprofazni svazky,
mitoticka vieténka ¢i fragmoplasty v suspenzni kultue N. tabacum Bright Yellow-2 za
fyziologickych podminek (Blume et al., 2013). Nevratné nitrotyrosinovy tubulin
negativné ovliviluje mikrotubuly spojené s bunéénym délenim a skladbou bunécné
stény (Jovanovic¢ et al., 2010).

Glutamylace C-terminalnich koncti o i PB-tubulinti byla detekovana v buikach
N. tabacum (Smertenko et al., 1997). Polyglutamylace ovliviiuje interakce mikrotubuly-
asociovanych proteinti (Boucher et al. 1994), proto je mozné, ze polyglutamylace je
dilezitda v modulaci procesu, pii némZ se vazou dalsi proteiny na rostlinny tubulin.
Polyglutamylace TUA3 isoforem byla také dokazana v kotenech, prasnicich a pylu
kukufice (Zea mays).

Dalsi PTM v rostlinach, byla detekovana fosforylace. Proteinové kinasy a fosfatasy
pisobi hlavné na serinové, threoninové a tyrosinové zbytky za vzniku fosfomonoesteri
stabilnich v kyselém prostiedi (Cerny et al., 2013). Fosforylované tyrosiny lze najit
v kortikalnich mikrotubulech Arabidopsis, které byly detekovany imunofluorescenci.
Tyrosiny umisténé v C-termindlni oblasti B-tubulinovych isotopii mohou byt jednim
z cilt pro tyrosin kinasy (Blume et al., 2010). Fosforylace o-tubulinu s naslednou
depolymerizaci mikrotubull je odpovédi na hyperosmoticky stres v ryzi a Arabidopsis.

Threonin 349 a-tubulinu ve volném tubulinovém dimeru je identifikovan jako misto
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fosforylace, proto zaclenéni fosforylovaného dimeru do kortikalnich mikrotubult bylo
inhibovano. Fosforylaci a-tubulinu, doslo k posunu isoelektrického bodu (pI) smérem
do kyselejsi oblasti na hodnotu 5,5. Po odstranéni stresu doslo k defosforylaci (Ban et
al., 2013).

2.1.2 Aktin

Aktin je nejhojnéjsi protein ve vétSiné eukaryotickych bunék. Molekulova hmotnost
aktinu je ptiblizn¢ 43 kDa. Mezi procesy, které aktin ovliviiuje, patii determinace
bunééné polarity, stanoveni roviny déleni umisténim preprofazniho svazku (Staehelin a
Hepler, 1996) tvorba a skladba bunééné stény, prodluzovani bunky (Thimann et al.,
1992), vrcholovy rast v pylovych lackach (Pierson a Cresti, 1992) a kofenovych
vlascich (Miller et al., 1997), transmembranovy transport a lokalizace receptort,
transport mRNA v ramci bunky (Bouget et al., 1996), cytoplasmaticky proud nebo
orientace chloroplastti v zavislosti na svétle (Krzeszowiec et al., 2007).

Rostlinné aktinové formy jsou vysoce evoluéné konservované. Obsahuji 376-377
aminokyselinovych zbytku, které jsou z 83-88 % identické s aktiny organismil jinych
Fi8i - zelenych fas, prvoku, hub a Zivocichi (Meagher et al., 1999).

U Arabidopsis byla dokazana existence celkem 10 aktinovych gent, které byly
klonovany, sekvenovany a charakterizovany (McDowell et al., 1996). Osm z nich je
exprimovano v detekovatelnych hladinach. Exprese téchto gend se casto piekryva.
Koexprese proteinovych isoforem ve stejnych buiikach zvySuje dynamické chovani
téchto proteinli. Dochazi k ¢etnym nekonservativnim aminokyselinovym substitucim na
aktinovych proteinech. Aktinové podtiidy Arabidopsis vykazuji 7 substituci nabitych
aminokyselinovych zbytki a 2 substituce a-aminokyseliny s iminokyselinou prolinem,
meénici peptidovy fetézec, v celkem 11 pozicich. Pouze 2 z 9 pozic, kde byla provedena
substituce nabitych aminokyselin, jsou konservovany. K vétsiné aminokyselinovych
obsahuji stejné aminokyselinové zbytky (Meagher et al., 1991; McDowell et al., 1996).
Tyto substituce mohou ovlivnit aktin-aktinové nebo aktin-aktin vazajici proteinové
interakce, jako je napfiklad polymerizace aktinu nebo vazba myosinu na aktin (Bertrand
et al., 1989; Sheterlin a Sparrow, 1994). Rozdily v isoelektrickych bodech jednotlivych
isoforem aktinu kolisaji v rozsahu 0,7 pH jednotky (Meagher and McLean, 1990).
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2.1.2.1 Struktura aktinu

Polypeptidovy fetézec, dlouhy 375 aminokyselin, je slozen do dvou hlavnich o/p-
domén. a-doména je umisténa na vnéjsi strané aktinovych vlaken, a proto se také nékdy
nazyva vnéjsi, zatimco B-doména vnitini (Dominguez a Holmes, 2011). Kazdou
doménu Ize jesté rozdélit na 2 subdomény. Subdoména I a III jsou strukturné podobné
a pravdépodobné vznikly duplikaci stejného genu (Kabsch et al., 1990). Subdomény II
a IV jsou velké inserty vlozené do subdomén I a IIl v pfislusném potadi. Aktinovy
monomer ma tvar pravothlého hranolu o rozmérech 55 Ax55Ax35A (Dominguez
a Holmes, 2011). Subdomény I, II a IV obsahuji ve své struktufe hydrofobni jadra
a funguji jako pevné nezavislé jednotky na konformacni zméné globularniho G-aktinu
na filamentarni F-aktin (Fujii et al., 2010). Subdoména II obsahuje ve své struktuie
DNasu-vazajici smycku, kterda méd konformaci o, pokud je aktin ve volné ADP formé.
V ptipad€ aktinu ve form¢ komplexu, ktery ho stabilizuje, ma DNasa-vézajici smycka
konformaci B nebo neusporadanou. Tyto zmény konformace mohou ovliviiovat ATP-
dependentni dynamiku aktinovych mikrofilament (Otterbein et al., 2001). Subomény
I, 1 a I, IV jsou v G-aktinu zkrouceny, zatimco ve formé F-aktinu maji plochou
konformaci (Fujii et al., 2010).

Mezi doménami aktinu jsou 2 $tépy. Horni $tép umistény mezi subdoménami Il a IV,
také nazyvany nukleotid vazajici §t&p, vaze nukleotid a dvojmocny kationt (Mg”").
Dolni $t€p obsahuje aminokyselinové zbytky, které jsou ptevazné hydrofobni. Dolni
$tép, mezi subdoménou I a III (Dominguez, 2004), zprosttedkovava dulezité podélné
kontakty mezi aktinovymi podjednotkami vlaken (Oda et al., 2009; Fujii et al., 2010)
a predstavuje hlavni vazebné misto pro aktin-véazajici proteiny, proto je nazyvan Stép
vazajici cilové proteiny nebo také hydrofobni §tép. Tento §tép pfednostné vaze hélix
proteint, které maji konservované hydrofobni fetézce (Obr. 4; Dominguez, 2004).

Hydrofobni kapsa v subdoméné 1, kterda se nachazi u vstupu hydrofobniho §tépu,
zustava dostupna pro vazbu aktin-vazajicich proteint i ve formé F-aktinu (Obr. 5). To
znamena, Ze tato kapsa predstavuje primarni cil nejen pro G-aktin vazajici-proteiny, ale

také pro F-aktin-vazajici proteiny, jako je naptiklad myosin (Dominguez, 2004).
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Obr. 4: Struktura monomeru aktinu. Aktin je slozen z 2 hlavnich domén, které lze rozd¢lit na 4
subdomény (l-modfe, II-zelené, III-Zluté, IV-Cervené). V subdoméné II se nachazi DNasu-
vazajici smycka v konformaci a. Aktin ve své struktufe obsahuje 2 $§tépy. Nukleotidovy §tép
mezi subdoménami IT a IV vaze nukleotid spolené s Ca®* iontem. Hydrofobni nebo také cilovy
protein-vazajici $t€p mezi subdoménami I a III vaze aktin-vazajici proteiny. Upraveno dle
Otterbein (2001).

Obr. 5: Umisténi hydrofobni kapsy ve vstupu hydrofobniho $tépu molekuly aktinu. Kapsa
(Zlute) je umisténa v prednim konci hydrofobniho §tépu (modie). Kapsa je ptistupna jak pro G-
aktinové, tak F-aktinové formy. Upraveno dle Dominguez (2004).
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2.1.2.2 Polymerizace a depolymerizace aktinu, stavba aktinovych

mikrofilament
Aktin se v bunkach vyskytuje ve dvou stavech, monomerickém (globularni, G-aktin)

a polymerickém (filamentarni, F-aktin). Polymerizaci G-aktinu vznika F-aktin.
Rovnovaha mezi formou G a F-aktinu je uré¢ena hydrolyzou nukleotidi, ionty a velkym
mnozstvim aktin-vazajicich proteinl. Interakce mezi aktinovymi podjednotkami jsou
vétsinou elektrostatické nebo hydrofilni (Fujii et al.,, 2010). G-aktin neaktivuje
ATPasovou aktivitu na rozdil od F-aktinu. Zména G-aktinu na F-aktin v procesu
polymerizace aktivuje Stépeni y-fosfatu nukleotidu. Subdoména II, hlavné DNAsu-
vazajici smycka, hraje kliCovou roli v podélnych kontaktech mezi aktinovymi
podjednotkami vldken. Strukturni zmény ve smycce zpisobi zménu konformace
subdomény II, které ovlivni stav nukleotidu a naslednym uvolnénim fosfatu z ATP
dojde ke snizeni stability aktinovych vlaken ve stavu ADP oslabenim propojeni mezi
doménami (Graceffa a Dominguez, 2003).

Podobn¢ jako u mikrotubuld, pokud je hydrolyza ATP rychlejsi nez pridavani
aktinovych monomerti, dochazi k rozpadu aktinového vldkna. V opacném piipade
aktinové vldkno roste. Hydrolyza ATP ale neni jedinym faktorem ovliviiujicim
polymerizaci ¢i depolymerizaci aktini. Vyznamnou roli regulace riistu nebo rozpadu
aktinovych mikrofilament maji aktin-vazajici proteiny (AVP). Mezi typy AVP patii:
1) protein oddé€lujici monomery, ktery se vaZze na monomery aktinu, a tim blokuje
zatfazeni monomeru do vldkna; 2) nukleaéni protein; 3) odstfihujici protein, ktery
rozstfithava aktinova vlakna na malé fragmenty, ¢imz zvySuje tekutost aktinového gelu;
4) prokiizujici protein nachdzejici se v bunééném kortexu, ktery kiizi vlakna aktinu za
tvorby husté sité a konzistence gelu; 5) svazky tvofici protein spojujici paralelni vlakna;
6) capkujici (konce blokujici) protein; 7) protein vazany ze strany; 8) motorovy protein
(Alberts et al., 2008).

F-aktinové elementy jsou distribuovany nejen podél mikrotubulti, ale také néktera
AF propojuji sousedni mikrotubuly (Kakimoto a Shibaoka, 1988). Dynamicka aktivita
aktinové sit¢ je vyznamnym faktorem, ktery pfispiva k viskoelasticité¢ bunék.
Viskoelasticitou se povazuje schopnost bunc¢k navratit se do plvodniho tvaru po
uvolnéni aplikované deformacni sily (Ingber et al., 1994). Proto viskoelasticita prispiva
k dynamické odezvé bunék. Po deformaci cytoskeletu vnéjsi mechanickou silou dochazi

K pfenosu signalu informujicim o kvalité a kvantité sily do bunécné informacni drahy
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(Wang et al., 1993). Zmény v rovnovaze monomertt a polymert aktinu koreluji se

zménami bunécného tvaru, pohybu a polarity (Dantan-Gonzales et al., 2001).

2.1.2.3 Posttransla¢ni modifikace rostlinného aktinu
PTM aktinu patii mezi kovalentni zpiisob jeho modifikace, ktery nastava enzymatickou

nebo neenzymatickou cestou. Mezi nasledky PTM aktinu patii regulace rovnovahy
monomeri a polymert aktinu, organizace aktinu a ovliviiovani fyziologickych
1 patologickych procest (Terman a Kashina, 2013). V rostlinach jsou PTM aktinu stale
velmi mélo prozkoumany.

Tyrosinova fosforylace rostlinného aktinu souvisi s ohybanim ftapikli rostlin.
V kontakt-citlivé rostliné Mimosa pudica je siln¢ fosforylovan tyrosin. Zmény urovné
fosforylace tohoto tyrosinu odpovidaji stupni ohybani rostlinnych tapikd. Ohnuti fapiku
je zpasobeno rychlym smr$ténim spodni strany hlavniho pulvinusu, ve kterém
tyrosinovd fosforylace klesla a aktinovéa filamenta Sse po ohybu stala vice periferni
(Kameyama et al., 2000). Dynamicky uspofadany aktin ve svéracich buitkach mize byt
fosforylovan pii jejich otevirani a zavirani (Eun a Lee, 1997). Signaliza¢ni cesta
zavirani praducht ve Vicia faba je zprostfedkovana protein tyrosin fosfatasou (Shi et
al., 2005).

Transglutamylasa je vapnik-dependentni enzym, ktery katalyzuje interakce mezi
acylovymi akceptory glutamylovych zbytki a amino donort, popfipadé vytvaii
zesitovani mezi nimi. U&innost pylové transglutamylasy Malus domestica byla
zkoumana na aktin, kdy doslo k tvorbé agregatu aktinu o vysoké molekuldrni hmotnosti.
Pylova transglutamylasa mize kontrolovat rizné vlastnosti cytoskeletu pylovych lacek,
jako je naptiklad seskupovani aktinu nebo jeho interakce s motorovym proteinem
myosinem, kdy se schopnost aktinovych filament véazat myosin po oSetfeni
transglutamylasou zna¢né snizila, a nasledné regulovat rozvoj pylovych lacek (Del
Duca et al., 2009).

Dalsi PTM modifikaci, kterou rostlinny aktin podstupuje, je monoubikvitinace.
Pomoci enzymu ubikvitin ligasy dochazi ke kovalentnimu pfipojeni ubikvitinu na
cilovy protein. K aktinové monoubikvitinaci dochazi v rostlinach jako odpovédi na
pfitomnost patogenu nebo symbionta. Monoubikvitinované aktiny byly poprvé nalezeny
v kofenovych nodulech fazole (Phaseolus vulgaris). Tato modifikace je ptfechodna
béhem vyvoje noduli (Dantan-Gonzalez et al., 2001). Stejna modifikace aktinu byla

nalezena ve vsech pletivech dalSich lusténin a rostlin infikovanych mykorhizou nebo
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rostlinnymi patogeny patficimi do rodu Pseudomonas and Phytophthora (Dantan-
Gonzalez et al., 2001). Monoubikvitinace zvysuje stabilitu aktinovych mikrofilament
vaci proteolytické degradaci a vyskytuje se v castech, kde je aktinovy cytoskelet
napojen na membrany. Monoubikvitinace je povazovdna za mechanismus obecné

odpovédi rostlin na pfitomnost mikrobi (Dantan-Gonzalez et al., 2001).

2.1.3 Propojeni aktinové a mikrotubulové rostlinné cytoskeletarni sité
Aktinové a mikrotubulové cytoskeletarni sit¢ jsou dynamické utvary zajistujici

vnitrobunééné procesy. Aktinova filamenta (AF) a mikrotubuly (MT) jsou esencidlni
pro rostlinny rust, morfogenezi, buné¢né déleni a vezikularni transport (Sampathkumar
et al.,, 2011). Ve fixovanych tkanich rostlin jsou jemna pficnd AF organizovana do
sefazena podobné jako pfién€¢ usporadané MT. Ke ztraté piiéné orientovanych
kortikalnich AF po depolymerizaci MT doslo v bunikach Arabidopsis (Collings
a Wasteneys, 2005).

V Arabidopsis byly prozkoumany interakce a kooperace AF a MT in vivo. Kortikalni
AF a MT cytoskelety interfaznich bunék spolu dynamicky interaguji. AF jsou zavisla na
pozicich a orientacich kortikalnich mikrotubuli. Po depolymerizaci AF vyvolané
inhibitorem a jeho nasledného vymyti doslo k reorganizaci a znovuseskupeni AF
v zavislosti na MT, kde kratka AF nejprve kolokalizovala s MT a pohybovala se podél
nich. Znovuseskupeni AF je tedy iniciovano v mistech shodnych s kortikalnimi MT. Za
absence MT k tomuto obnoveni AF nedoslo (Sampathkumar et al., 2011). AF-vazajici
proteiny, formin 4 a formin 14, kolokalizovaly s MT pites MT-vazajici doménu
v Arabidopsis, ¢imz urCovaly aktinova nukleacni mista (Deeks et al., 2010; Li et al.,
2010). V opac¢ném piipad€, znovuseskupeni MT je také zavislé na pritomnosti AF, ale
mechanismus je nejasny. Stabilita a aktivita nuklea¢nich MT komplexi nebyla
ovlivnéna po depolymerizaci AF zpisobené aplikaci 1 pmol-I" latB na etiolizované
hypokotylové bunky Arabidopsis (Nakamura et al., 2010). Po pusobeni a vymyti
oryzalinu nebyl ziskan fyzikalni dikaz o zavislosti MT na AF. Jedno z moznych
vysvétleni je nedostatecné vymyti oryzalinu v disledku nefunk¢éniho aktinového
cytoplasmatického proudu. Obecné lze fici, Zze znovuseskupeni AF nebo MT po
depolymerizaci je zavislé na piitomnosti druhého cytoskeletarniho komponentu
(Sampathkumar et al., 2011). Naruseni AF cytD ovlivnilo organizaci MT ve vyvoji
cévnich bun¢k Zinnia elegans (Kobayashi et al., 1988).
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Husté aktinové oblasti mohou uré¢it misto zahajeni vrcholového ristu a udrzovat jej
béhem morfogeneze. Nahrazuji kortikalni mikrotubuly, kdy je kortex upraven pro
polarizovany rust. V téchto rozsdhlych doménéach kortikalniho aktinu dochazi
k zachyceni nebo tvorbé orientovanych aktinovych svazki, které umist'uji a prenasi
organely do kortikdlnich domén v mistech bunéné expanze, napiiklad bchem
vrcholového ritu kofenovych vlaskd. Vrcholovy rust kofenového vlasku je tudiz aktin-

dependentni proces (Baluska et al., 2000; Ringli et al., 2002).

2.2 Inhibitory
Cytoskeletalni inhibitory jsou G¢inné nastroje pro studium cytoskeletu. Po aplikaci

inhibitori 1ze pozorovat naptiklad zmény organizace, tvorby, seskupovani, orientace
nebo dynamiky cytoskeletalnich struktur, MT a AF. Princip puisobeni inhibitorti spoc¢iva
vV umoznéni nebo zabranéni polymerizace ¢i depolymerizace zakladnich jednotek
cytoskeletalnich struktur.

Mezi inhibitory ovliviiujici MT patii naptiklad oryzalin, taxol, propyzamid (Mathur
et al., 1999), kolchicin a nodazol (Nogales, 2000). Oryzalin se vaze na a-podjednotku
tubulinového dimeru za tvorby komplexu, ¢imz znemozni polymerizaci tubulinu do
mikrotubulu. Inhibitory ovliviiujici AF jsou mimo jiné latB, cytD, Phalloidin
a jasplakinolid (Mathur et al., 1999). Latrunkulin se vaze na aktinové monomery
a naslednou zménou aktinové konformace dojde k zabranéni jejich polymerizace do AF
(Morton et al., 2000). Cytochalasin také ovliviiuje AF, ale mechanismus ptsobeni
cytochalasinu je odliSny. Na rozdil od latrunkulinu, cytochalasiny maji komplexni
ucinek na AF. Ovliviiyji dynamické procesy na volnych koncich AF spolu s dal$imi
aktin-vazajicimi proteiny (Ayscough, 1998). LatA je Gc¢innéjsi nez latB, a oba jsou 10-
100 krat u¢inngjsi nez cytochalasiny (Wakatsuki et al., 2000; Spector et al., 2009).

Subcelularni efekty cytoskeletalnich inhibitori na rostlinné buiiky jsou ovliviiovany
jejich koncentraci, dobou piisobeni, typem, velikosti a bunéénym stddiem rostlinné

buiiky. Ve vétsSing ptipadli po vymyti inhibitoru dochazi k obnoveni AF nebo MT.

2.2.1 Oryzalin

Dinitroanilinové herbicidy jsou pouzivany pro regulaci pleveli v obilovinach,
olejovitych a zeleninovych plodinach. Olejoviny a luSténiny jsou méné nachylné
K dinitroanilinim nez obiloviny a proso (Upadhyaya a Nooden, 1987). Oryzalin je
preemergentni dinitroanilinovy herbicid, ktery se pouziva k regulaci plevell v pidé,

ovocnych sadech, vinicich a okolo okrasnych rostlin. V U.S. Enviromental protection
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agency (EPA) je oryzalin klasifikovan jako mozny lidsky karcinogen. Chemicka
struktura oryzalinu, (3,5-dinitro-N* N*-dipropylsulfanylamid), je zobrazena na Obr.
6 (Cox, 2001).

Oryzalin je chemicka slou¢enina, ktera se vaze na rostlinny tubulin, ¢imZ zabranuje
jeho polymerizaci. Naproti jinym mikrotubuly-depolymerizujicim ¢inidlim (kolchicin,
nodazol), které se vazou na B-podjednotky tubulinu (Nogales, 2000), oryzalin se vaze na
tubulinové a-podjednotky (Anthony et al., 1999). Toxicita vici zivo¢ichim a houbam je
nizka. Tato nizka toxicita spo¢iva v neschopnosti vazby oryzalinu na a-podjednotku
zivoc¢i$ného a houbového tubulinu (Langhans et al., 2009).

Interakce oryzalinu s rostlinnym tubulinem a mikrotubuly byla zkoumana v roztoku
neobsahujim sacharosu, ktera omezuje interakce zvySenim viskozity roztoku (Bokros et
al.,, 1993), v kultivovanych bunkach Zea mays (Hugdahl et al., 1993). Interakce
oryzalinu jsou rychlé, pH-dependentni (Morejohn et al., 1987), reverzibilni a vysoce
afinitni Vv nepfitomnosti sacharosy (Hugdahl a Morejohn, 1993). Nepolymerizovany
tubulinovy dimer ma mnohem vys$$i oryzalin-vazajici kapacitu nez polymerizovany
tubulin (Hugdahl a Morejohn, 1993). Primarnim ucinkem oryzalinu je vazba na
tubulinovy dimer za tvorby tubulin-oryzalinového (TO) komplexu, ktery ma velmi
nizkou zdanlivou disocia¢ni konstantu (Strachan a Hess, 1983). Interakce oryzalinu
s polymery kukuficného tubulinu (Hugdahl a Morejohn., 1993) probihaji
substechiometrickym podélnym vazebnym mechanismem, ktery inhibuje dalsi
tubulinovou polymerizaci. Navazanim TO komplexu na konce mikrotubuli dochéazi ke
zpomaleni nebo inhibici nasledného pifidani dimeru, ¢imz se narusi proces polymerizace

tubulinu (Strachan a Hess, 1983).

CH;CH,CHy« | -CH,CH,CH;

NO, NO,

3o

NH,

Obr. 6: Chemické struktura oryzalinu: 3,5-dinitro-N*,N*-dipropylsulfanylamid. Upraveno dle
Cox (2001).
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2.2.1.1 Subcelularni efekty oryzalinu

VétsSina funkci rostlinnych mikrotubulit byla odvozena od pozorovani konkrétnich
procesi po kratkodobém plsobeni chemickych sloucenin na rostlinné bunky
zpusobujicich ztratu mikrotubulti (Hugdahl a Morejohn, 1993; Baluska et al., 2000).
Cenné informace byly ziskdny také pouzitim mutantl s postizenou skladbou
tubulinovych isoforem jako naptiklad lefty 1 a lefty 2 (Abe et al., 2004). Oryzalin
zpusobuje rychlou depolymerizaci mikrotubuli bunék koienovych Spicek
U jednodéloznych rostlin, v pfipadé¢ dvoudéloznych rostlin je pro stejny u¢inek
vyzadovana delsi doba puisobeni. V piipadé mutace threoninu 239 ve vazebném misté
pro oryzalin, kterd mulize nastat spontanné nebo nadmérnou expresi isoforem a-tubulinu,
se stavaji tyto rostliny oryzalin-resistentni (Langhans et al., 2009). Oryzalin-senzitivni
a oryzalin-resistentni rostliny maji odlisny mechanismus absorpce a akumulace
herbicidu a tubulin-vazajici afinitu pro oryzalin (Upadhyaya a Nooden, 1987; Hugdahl
a Morejohn, 1993).

Jednim z efektl oryzalinu jsou zmény tvaru a slozeni bunécéné stény, které byly
pozorovany napiiklad u jednobunéénych zelenych fas Penium margaritaceum
(Domozych et al., 2013) a tabaku (Cai et al. 2011). U P. margaritaceum doslo k tvorbé
vyrazného otoku bunééné stény na mistech, kde je sekretovan a zaclefiovan
homogalakturonan (HG) do buné¢né stény a kde dochazi k syntéze celulosovych
mikrofibril a propojeni pektinu a celulosy. Paralelni svazky kortikalnich mikrotubuli
kolmé k podélné ose buiiky jsou umistény pravé v této zongé. Plsobenim oryzalinu na
mikrotubuly doslo kjejich rozptyleni v cytoplasmé. NaruSenim mikrotubulové sité
doslo ke zmén¢ pohybu komplexi celulosovych synthas a tudiz i produkce celulosy,
hlavni slozky bunééné stény zajist'ujici jeji pevnost, a nasledné tvorbé otoku. Vytvoteni
otoku vede K naruseni cytoplasmatického proudu a rozsahlé periferni sité¢ aktinovych
mikrofilament zajiStujici vezikularni transport komponent bunécné stény (Domozych et
al., 2013). Zvysena abundance HG, organizovaného do miizky vn&jsi vrstvy bunécné
stény usilujici o zachovani jeji integrity (Burton et al., 2000), a naopak snizeni
zastoupeni pektinového rhamnogalakturonanu I, jehoZ neutrdlni cukerné postranni
fetézce mohou byt pfimo navazany na celulosu (Zykwinska et al., 2007),
a arabinogalaktanovych proteinli byly zjiStény v bunkéch oSetfenych oryzalinem
(Domozych et al., 2013).

Oryzalin brani bunéénému déleni a elongaci, coz vede k atypickému tvaru kofent

(tumour-like), které obsahuji bunky s pfevazné isodiametrickym tvarem u Arabidopsis
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(Baskin et al., 2004). Bunky dé¢livé zony kotfene byly vice senzitivni nez elongacni
buiiky. Na snimcich z imunofluorescen¢ni mikroskopie byla pozorovana dezorientace
kortikalnich mikrotubulti, které byly c¢asto fragmentované po pusobeni oryzalinu.

cv w7

Srostouci koncentraci se ucCinek oryzalinu zvySuje. Nejniz$i nezpochybnitelna

koncentrace je 170 nmol-l-l (Baskin et al., 1994). V kontrolnich rostlinach Arabidopsis
byly fluorescenci vizualizovany mikrotubuly paralelné k podélné ose kotfenového
vlasku (Traas et al., 1995; Bibikova et al., 1999), zatimco po pusobeni oryzalinu
kofenové vlasky vykazovaly difuzni zabarveni po celé cytoplasmé, coz je typickou
vlastnosti i dalSich rostlinnych bunék (Baskin et al., 1994; Baluska et al., 1996).

Oryzalin ovlivituje vrcholovy rust kofenovych vlaski v Arabidopsis. Narusuje
mechanismus rovného ristu vlasku a méni thel rastu kofenového vlasku od povrchu
kofene. Po aplikaci oryzalinu o koncentraci 5 pmol-I"* na kotenové vlasky Arabidopsis
doslo ke ztrat¢ jejich sméru ristu a zméné morfologie projevujici se zvinénim
kofenového vlasku. Po aplikaci 1 umol-I" a 10 pmol-I™* oryzalinu na kofenové vlasky
nebyly pozorovany zna¢né rozdily v rychlosti rastu, ale pouze vétsi zvinéni vlasku. Pri
vyssich koncentracich (2,5-10 pmol-I™") oryzalin zptisobuje vétveni kofenovych vlaski
vyust'ujici v tvorbu dvou nebo vice vrcholu (Bibikova et al., 1999).

Puisobenim oryzalinu 0 koncentraci 0,1 pmol-I™ doslo k depolymerizaci mikrotubulii
a zabranéni polymerizace novych mikrotubulti ve vSech stadiich mitotického cyklu
v burikach endospermu u Haemanthus katherinae Bak (Morejohn et al., 1994). Tyto
zmény polymerizace mikrotubulli vedou ke zméné orientace nebo kolapsu déliciho
vieténka béhem bunécného déleni (Komaki et al., 2010). Nizké mikromolarni
koncentrace oryzalinu inhibuji taxolem indukovanou polymerizaci tubulinu izolovaného
Z bunécnych kultur rize. U Zivo€isnych bun¢k tento efekt nenastal, protoZe oryzalin ma
farmakologické ucinky pouze na tubulin vysSich rostlin, respektive ovliviinuje
rostlinnou dynamiku mikrotubulii (Morejohn et al, 1987).

Langhans et al., (2009) uvadi, ze oryzalin ovlivituje svou vazbou nejen mikrotubuly,
ale také se vaze na membrany. Pisobenim oryzalinu dochazi k morfologickym zménam
endoplasmatického retikula (ER) a Golgiho aparatu (GA) Vv kofenovych buikach
reverzibilni po vymyti herbicidu. Po aplikaci oryzalinu doSlo k navySeni poctu cisteren
GA, ale sniz$im praimérem. Mobilita ER byla omezena, ale nezabranila shlukovani

stohli GA po plsobeni latB, a velmi malo byl ovlivnén ER export a pfenos proteint.
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Tento mechanismus zmén v endomembranach je specificky pro oryzalin, protoze jiné
mikrotubuly depolymerizujici herbicidy nezplsobily tyto efekty (Langhans et al.,
2009). Mathur et al. (2003) publikovali, ze po 30 min piisobeni 2 pmol-1™* oryzalinu
doslo ktvorbé pohyblivych shluki ER Vv epidermalnich bunkach semenacka
Arabidopsis. Po vymyti oryzalinu se morfologie ER vratila do pivodniho stavu.

2.2.2 Latrunkulin B
Latrunkuliny jsou bunééné-permeabilni makrolidy obsahujici ve své struktuie

2-thiazolidinovy cyklicky fetézec, ktery je slozen z 16 ¢lent u latrunkulinu A (latA)
a 14 ¢lenu v ptipadé latB (Obr. 7; Morton et al., 2000). Latrunkuliny jsou vysoce
specifické toxiny, které depolymerizuji AF ve vSech eukaryotickych bunkach (Baluska
et al., 2001). LatA ma déle trvajici ucinek, az tyden po oSetfeni, nez latB, u kterého
efekt probiha v ramci nékolika min az h (Spector et al., 2009). LatB byl poprvé objeven
Vv toxickém extraktu z hub Rudého moie Negombata magnifica, diive Latrunculia
magnifica (Kashman et al., 1980). Ob¢ slouceniny, latA i latB, se vazou stejnym
zpuisobem, ale pouze na monomerni formy aktinu. Vazba latrunkulinu na monomer
aktinu probiha za tvorby komplexu latrunkulin-aktin, kde latrunkulin mé funkci klinu
zabranujiciho ota¢eni aktinovych subdomén Il a IV, které je nezbytné pro polymerizaci.
Konforma¢ni zmény aktinu po vazbé latrunkulinu nastavaji spiSe v konkrétnich

oblastech nez v celkové aktinové struktuie (Morton et al., 2000).

2.2.2.1 Subcelulirni efekty latrunkulinu B
LatB zpisobuje rychlou depolymerizaci F-aktinu. V kukuficnych pylovych zrnech

a pylovych lackach po aplikaci latB dosSlo k celkové pfeméné F-aktinu na G-aktin
(Gibbon et al, 1999). Aplikace 10 pmolI* latB zpiisobila rychlou tplnou
depolymerizaci F-aktinu u kukuti¢nych kofenovych vrcholu.

CH, CH,

|
0
( VCH,
0

Latrunkulin A Latrunkulin B

Obr. 7: Struktura latA vlevo a latB vpravo (Morton et al., 2000).
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Po aplikaci 1 pmol-I™* (Baluska et al., 2001) a 2 umol-I™* (Sheahan et al., 2004) latB
na semenacky Arabidopsis doslo k depolymerizaci téméi veskerého F-aktinu ve vSech
typech bunék. Po aplikaci latB na hypokotylové buiiky Arabidopsis tplné vymizel
aktinovy cytoskelet, ale vymytim inhibitoru doslo k tvorbé kratkych AF v bunécném

kortexu v mistech shodnych s MT (Sampathkumar et al., 2011). Depolymerizace AF

nasledovala po pusobeni 1-3 nmol-l-l koncentrace latB v pylovych lackach Lilium
longiflorum, kde vétsi ucinek byl pozorovan v ovlivnéni rustu pylové lacky
nez cytoplasmatického proudu (Vidali et al., 2001). V listech N. tabacum byl pouzit 25
umol-I" l1atB pro F-aktinovou depolymerizaci (Brandizzi et al., 2002). Kompletni
depolymerizace AF v protoplastech N. tabacum nastala pisobenim 1 pmol-I™* latB ve
vétsiné bunek (Sheahan et al., 2004). Fluorescenéni mikroskopii byl pozorovan difuzni
obraz indikujici rozpadla aktinova filamenta v protoplastu Arabidopsis osetfeném 10
umol-I"! latB (Kim et al., 2005). Narueni struktury AF a inhibice elongace trichomi
v listech Arabidopsis bez ovlivnéni vétveni bylo pozorovano po osetfeni 1-2 pmol-I*
latB. Po 6 h pisobeni latB trichomové bunky vykazovaly difuzni distribuci aktinu,
zatimco po 48 h byly rozpoznatelné kratké aktinové svazky (Mathur et al., 1999).

LatB ovliviiuje elongaci rostlinnych bun¢k, ktera je zavisla na F-aktinu.
Prodluzovani kukutfi¢nych kotfenovych vrcholi osetfenych latB je zavislé na jeho
(Baluska et al., 2001). Rychlost ristu kofenovych vlaskt Arabidopsis je inhibovana
aktinovym antagonistou latB se vzristajici zavislosti na jeho koncentraci. Po aplikaci
0,5 pmol-I"* nebo vyssi koncentrace 1atB na kofenové vlasky byla pozorovana uplna
inhibice vrcholového ristu, ale zména sméru rastu byla vyjime¢na (Bibikova et al.,
1999). Kromé¢ snizeni rychlosti elongace a nasledného zkraceni AF po oSetieni
1 pmol-I"* latB v rostoucich epidermélnich buiikach Arabidopsis pozorovali Staiger et
al. (2009) stoceni vlaken, coz naznacuje zavislost stoceni aktinovych vlaken na jejich
délce. Inhibice ristu kofent a hypokotylti Arabidopsis byla zpisobena 1 umol-I™ latB
(Baluska et al, 2001).

LatB zpusobuje zakrnélost rostlin. Dlouhodoba depolymerizace F-aktinu zptisobena
latB vede k zakrnéni Arabidopsis a zitnych semenacku v disledku nemoznosti bunééné
elongace. Rostlinny vyvoj a morfogeneze nebyly ovlivnény absenci F-aktinu.
Dlouhodobé (2 tydny) pusobeni latB na semenacky Arabidopsis béhem jejich celého

postembryonalniho vyvoje zpusobilo vyrazné zakrnéni, ale morfologicky nedoslo
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k vaznym zménam (Baluska et al., 2001), coz naznacuje, ze vzory bunécné¢ho déleni
a rustové polarity nastavené v prib&hu embryogeneze nebyly ovlivnény latB (Jiirgens et
al., 1997).

LatB v 10 umol-I" koncentraci ovlivnil pfenos proteini z GA do centralni vakuoly
v protoplastech Arabidopsis. Narusenim AF inhiboval transport dvou vakuolarnich
reportérovych proteind, sporaminu a Arabidopsis aleurainu, z GA do centralni vakuoly.
Také Arabidopsis vakuolarni tfidici receptor VSR-At, ktery je lokalizovany hlavné
Vv prevakuolarnim prostoru, se hahromadil v GA za pfitomnosti 1atB (Kim et al., 2005).
Podobné vysledky latB ptisobeni byly ziskdny v dalSich pracich se sporaminem
z Ipomoea batatas a aleurainu z je¢menu (Hordeum vulgare) (Jin et al., 2001; Kim et
al., 2001).

2.2.3 Cytochalasin D

Cytochalasiny jsou metabolity hub o nizké molekulové hmotnosti kolem 0,5 kDa, které
se vazou na rostouci ,,plus® konce aktinovych vlaken, ¢imz inhibuji asociaci a disociaci
jednotlivych monomert aktinu. Efekty zptisobené cytochalasiny jsou zavislé jak na typu
a hustoté bungk, tak na koncentraci a typu cytochalasinu (Wodnicka et al., 1992; Wells
etal., 1998).

CytD je toxin pochazejici z houby Zygosporium mansonii (Wells et al., 1998), ktery
se uziva pro cytologické a polymerizani studie aktinu. Struktura cytD je
charakterizovana vysoce substituovanym hydrogenovanym isoindolovym cyklickym
fetézcem, ktery je  skondenzovan s makrocyklickym  fetézcem  (Obr.
8; http://www.scbt.com/datasheet-201442-cytochalasin-d.html). Vazba cytD na AF je
Mg®" dependentni a probiha v poméru 1:1 za tvorby dimeru cytD-aktin s navazanym
ATP, ktery se po hydrolyze ATP pfeméni na monomer cytD-aktin s navazanym ADP
(Goddette a Frieden, 1986).

00 'e)

>:o OH

Obr. 8: Struktura cytochalasinu D (pfevzato dle http://www.iris-biotech.de/media/catalog/
product/cache/2/image/9df78eab33525d08d6e5fb8d27136e95/1/s/1s-1025_125.jpQg)
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2.2.3.1 Subcelularni efekty cytochalasinu D

CytD naruSuje organizaci aktinové sité, zvySuje pocet volnych konci AF a vede
k tvorb¢ filamentarnich agregatli nebo lozisek slozenych z aktinovych vlaken (Schliwa,
1982). Je znamo, Ze cytD snizuje celkové mnozstvi polymerizovaného aktinu v ramci
buniky. CytD inhibuje spiSe polymerizaci novych AF nez aktivaci depolymerizace
existujicich AF, protoze se vaze na volné konce AF. Plisobenim cytD na rozdil od LatB
nedoslo k ovlivnéni kliceni a prodluzovani pylové lacky kukuficnych bunék s riznou
citlivosti, coz naznacuje, Ze tyto dva procesy maji odlisSné mechanismy se zéavislosti
koncentrace F-aktinu na zachovani vrcholového rustu (Gibbon et al., 1999).
V pritomnosti cytD zustala mikrofilamenta zachovana nebo doslo k jejich reorganizaci
(Collings et al., 1995).

CytD ovliviiyje aktinovou strukturu také v kotenovych vlascich (Miller et al., 1999),
pficemz aktinova filamenta vrcholu kofenového vlasku jsou vice senzitivni v porovnani
s bazi. Pisobenim 1 pmol-I" cytD koncentracich F-aktiny ve vrcholech kofenovych
vlaskd zcela vymizely a byl zastaven rist, zatimco aktinové svazky v nizSich polohach
vlaskl v€etné cytoplasmatického proudu zistaly zachovany (Miller et al., 1999). Po
aplikaci 0,1 pmol-I" cytD na kofenové vlasky Arabidopsis doslo k rozsifeni vrcholt
rostoucich kotenovych vlaskd, neboli zvyseni plochy bunétné expanze, a tim podpory
exocytosy. Po odstranéni cytD smér riustu zdstal nezménén (Ketelaar et al., 2003).
Pasobenim cytD v koncentracich vysgich nez 50 pmol-I" doslo k zastaveni
cytoplasmatického proudu ve vSech kofenovych vlascich a inhibici rstu vlaski
v disledku kompletni depolymerizace aktinovych filament v bunikach kukufice
(Baluska et al., 2000) a dalSich bunkach (Baluska et al., 2001). K zastaveni vrcholového
ristu kofenovych vlaskl a uplné depolymerizaci AF v epidermdlnich bunkach kotfene
(kromé& silnych aktinovych struktur v jadru) a kofenovych vlascich doslo plisobenim
5-10 umol-I™ cytD u Zea mays, Lepidium sativum a Arabidopsis (Braun et al., 1999).

Pomoci  fluorescenéné  znaCeného cytD byla vizualizovana  distribuce
mikrofilamentovych volnych ,,plus konci ve vrcholovych oblastech rostoucich
kotenovych vlaskt, diky ¢emuz byla potvrzena spojitost mezi vrcholovou oblasti
rostoucich kofenovych vlasku luSténinovych bunék s nodula¢nimi faktory Rhizobium
(Zepeda et al., 2014), stejné jako Ze aktinova polymerizace tidi polarni rist v bunikach
kofenovych vlaskt Arabidopsis. Nejintenzivngjsi signal mikrofilamentovych volnych
»plus® konct byl pozorovan v tésné blizkosti plasmatické membrany ve vrcholové

oblasti kofenového vlasku (Vazquez et al., 2014).
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Kromé kofenovych vlaskt, cytD také narusuje morfologii trichomt v listech
Arabidopsis bez vlivu na vétveni. Kratké aktinové svazky byly viditelné po oSetieni
1-5 umol-1™* cytD (Mathur et al., 1999).

CytD zpisobil v Zinnia elegans zménu organizace MT v rozvijejicich se cévnich
bunkach, coz naznacuje aktivni propojeni aktinového a mikrotubulového cytoskeletu
(Kobayashi et al., 1988).

CytD ovlivituje prostfednictvim plsobeni na AF pohyb a distribuci bunécnych
komponent. Pohyb jader v kofenech Arabidopsis byl zastaven po osetfeni 100 pmol-I™
cytD zpusobujicim inhibici polymerizace AF (Chytilova et al., 2000). CytD ovliviuje
distribuci regulatoru aktinové dynamiky, profilinu (Staiger et al., 2010). Profilin je
G-aktin vazajici protein, ktery byl kolokalizovan s aktinem ve vrcholech kotenovych
vlasku (Braun et al., 1999; Baluska et al., 2000). Po ptsobeni 5-10 pmol-l'l cytD signal
vymizel, doslo k zastaveni vrcholového kofenového ristu, coz naznacuje vliv profilin-
aktin interakci na nakladani a lokalizaci exocytosovych sekre¢nich vezikul (Braun et al.,

1999).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material
Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0)

Transgenni Arabidopsis thaliana s fuznim konstruktem o-tubulinu 6 s GFP (TUAG-
GFP; Abe a Hashimoto, 2005)

3.2 Chemikalie
Sigma Aldrich:

BioRad:

Bruker Daltonics:

Santa Cruz

Biotechnology:

hydroxid  draselny (KOH), chlorid draselny (KCI),
dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, hovézi sérovy albumin
(BSA), hydroxid sodny (NaOH), chlorid sodny (NaCl), phytagel,
sacharosa, Tween-20, ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)
tetraoctova kyselina (EGTA), deoxycholat sodny (Ca4H3sNaOy),
Triton X-100, diisopropylamid litny ([(CH3)2CH]2NLi), primarni
protilatka monoklonalni anti-aktin (plant) (mouse 1gG2b isotyp),
(Kat.c. A 0480), sulfat amonny ((NH4),SO,), dithiothreitol
(DTT), amid kyseliny jodoctové (IAA), dodecyl sulfat sodny
(SDS), bromfenolova modf, tetramethylethylendiamin (TEMED),
cytochalasin D (C8273), latrunkulin B (L5288), oryzalin (36182),
2-merkaptoethanol, EDTA, amfolyty, Trisem-pufrovany fenol
(pH 8,8), hovézi sérovy albumin (BSA), octan amonny
(CH3COONH4), CHAPS, trisaminomethan hydrochlorid (Tris
HCI), kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), methanol
(CH30H), moc¢ovina (CO(NHy),), ¢inidlo Bradfordové, kyselina
octova (HCOOH), acetonitril (CH3CN), agarosa, glycin,
hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO,), 2-propanol,
peroxodisiran amonny  (NH4),S;0g, fosforeCnan amonny
(NH4H2POy), Ponceau S

akrylamid, ClarityECL substrat

kyselina  a-kyano-4-hydroxyskoticové =~ (CHCA),  Peptide
Calibration Standard 11, trypsin

sekundarni protilatka anti-mouse (rabbit) IgG-HRP (Kat. ¢.
358914)
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sekundarni protilatka anti-mouse (goat) IlgG-HRP (Kat. ¢. 2031)

Ostatni: Murashige & Skoog medium (MO221.0050), Duchefa
Biochemie; hovézi hemoglobin A (HBA; UniProtKB: P01966),
(Waters); hovézi hemoglobin B (HBB; UniProtKB: P02081),
(Waters); PhosStop (Roche); EDTA free Complet (Roche);
Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva); Kkyselina fosfore¢na
(H3PO,), (Lachner); kyselina trifluoroctova (Merck Millipore),
odtuénéné mléko (Laktino); Imerzni olej 518F (Zeiss); Primarni

protilatka anti-a-tubulin (rat), (Serotec);

3.3 Pristroje
Laboratorni piedvazky S1502, BEL (Italie); analytické vahy XA110/2X, Radwag

(Polsko); pH metr Cyberscan 310, Eurotech Instruments (Singapur); vortex, Labnet
(USA); vykyvna tiepacka MR-12, Biosan (LotySsko); elektromagnetickd michacka
MSH-420, Boeco (Némecko); tiepacka s nastavitelnou teplotou inkubace ES-20, Biosan
(Lotyssko); fytotronova komora, Weiss Gallenkamp (Némecko); Chemidoc MP
dokumentaéni systém, BioRad (USA); binokuldrni lupa M165FC, Leica (Némecko)
s CCD kamerou, Leica Microsystem (Némecko); konfokalni laserovy skenovaci
mikroskop LSM 710, Zeiss (Némecko); (oba mikroskopy s analytickymi programy
Zeiss built-in Zen 2012 Blue a Black software); kolona SEP PAK light C18, Waters
(UK); nanoAcquity ultra vykonnd kapalinova chromatografie (UPLC) spojena
hybridnim hmotnostnim spektrometrem obsahujicim kombinaci kvadrupdlu a ¢asového
letového detektoru Premier (QTOF), Waters (UK); nanoAcquity UPLC kolona BEH
130 C18, 75 umx150 mm, 1.7 um velikost ¢astice, Waters (UK); PicoTip emitory (New
Objective, USA); Image Scanner Ill, GE Healthcare (UK); MALDI-TOF-TOF
hmotnostni spektrometr, Ultraflex II, Bruker Daltonics (Némecko); SE 600 Ruby
Standard Dual Cooled Vertical Unit, GE Healthcare (UK); MINI-Protean II cell systém,
BioRad (Némecko); IPG stripy (pH 5-8) 17 cm a (pH 5-6,3) 7 cm, BioRad (USA),
polyvinyliden difluoridova membrana, GE Healthcare (UK); nadrzka, BioRad (USA)
Chemidoc MP dokumentacni systém, BioRad (USA); centrifuga, Scan Speed 1730 MR,
Scala Scientific (Nizozemi); Ettan IPGphor 3, GE Healthcare (UK); spektrofotometr,
Backman Coulter (USA), GelPicker, Staffmark (USA); vakuova odstiedivka SpeedVac,
Savant (USA); pipetové Spicky Zip Tip, Merck Millipore (Germany); kotvici Cipova
MALDI plotnicka, Bruker (Némecko)
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3.4 Programy
Zeiss ZEN software, databaze UniProt, Swiss-Prot, NCBI, Microsoft Excel, Power

Point, PD-Quest, Bruker software (Flex analysis a BioTools), Mascot, MMASS, ImageJ

software

3.5 Metody

3.5.1 Priprava rostlinného homogenatu
Semena Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0) byla povrchové sterilizovana

pomoci ethanolu (EtOH). Sterilizace probihala ve tfech krocich. 1) tfepani 5 min v 70%
EtOH, 2) 5 min ve 100% EtOH, 3) 3 x 5 min v destilované vodé¢ (DV). Mezi kazdym
krokem byl roztok odpipetovan a napipetovan novy. Vysterilizovana semena byla
nanesena na sterilni filtracni papir. Semena byla sazena na povrch pevného 2 MS média
(Murashige a Skoog, 1962) obsahujicim 2,15 g MS, 10 g sacharosy a 8 g phytagelu na
11 DV, o pH 5,8 upraveného pomoci 0,1 mol.I* KOH. Cely proces probihal ve
sterilnim laminarnim boxu. Vysazena semena byla inkubovana 2 d ve vodorovné poloze
pii 4°C pro stratifikaci a poté umisténa do fytotronu, kde byla kultivovana ve vertikalni
poloze za standardnich podminek pii 22°C, 71% vlhkosti a dennim rezimu 16/8 h.

Ze semen Arabidopsis vertikalné rostoucich na povrchu pevného 2 MS média
Vv Petriho miskach po dobu 14 d byly ziskany rostliny. Na tyto rostliny bylo aplikovano
tekuté Y2 MS médium s roztoky inhibitorti rozpusténymi v dimethylsulfoxidu (DMSO)
0,5 umol-l'l latB, 2 ;,Lmol-l'1 oryzalin, 0,5 umol-l'1 cytochalasin). Pro srovnani bylo
aplikovano tekuté %2 MS médium s odpovidajicim objemem DMSO na rostliny, které
poté slouzily jako kontroly. Pro zabranéni hypoxie byly Petriho misky s rostlinami
tiepany pii nizké rychlosti. Po 2 h byly kofeny Arabidopsis rychle odebrany
a zhomogenizovany Vv tekutém dusiku pfi -198°C v tfeci misce. Homogenat byl
skladovan pfi -80°C aZ do dalsiho zpracovani. Takto pfipraveny homogenat byl pouzit

pro proteomickou analyzu, 1D a 2D imunoblotovani.

3.5.1.1 Fenolova extrakce proteini
Piipravené zhomogenizované koteny Arabidopsis byly extrahovany pomoci fenolu

a precipitovany acetatem amonnym VvV methanolu podle Hurkmann and Tanaka, (1986)
a Takac et al., (2011).
K homogenatu bylo pfidano 0,5 ml vychlazeného extrakéniho pufru (0,1 M Tris HCI

-1 -1
o pH 8,8; 10 mmol-1 EDTA; 0,4% 2-merkaptoethanol; 0,9 mol-1 sacharosa; 100
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mm01~1_1 KCI). Po zvortexovani a inkubaci 5 min pfi PT a potom 10 min pii 4°C bylo
dale ptipipetovano 0,5 ml Trisem-pufrovaného fenolu o pH 8,8 a inkubovano 30 min pii
4°C. Nasledné byla smés centrifugovana pii 6000 g a 4°C po dobu 5 min. Horni
fenolova vrstva byla sesbirana do Eppendorf zkumavky, spodni vodné faze s mensSim
podilem proteinli byla reextrahovana pifidanim 0,5 ml Trisem-pufrovaného fenolu

a centrifugovana. Horni fenolova faze byla sloucena s prvni oddélenou fenolovou fazi.

3.5.1.2 Precipitace extrahovanych proteini

Proteiny byly precipitovany pfidanim pétindsobného objemu 0,1 mol‘l-1 octanu
amonného ve 100% methanolu do fenolové faze a ulozeny na -20°C pfes noc. Po
centrifugaci pti 12000 g 4°C po 20 min byl supernatant odstranén a pelet promyt
v octanu amonném ve 100% methanolu, dvakrat v 80% acetonu, jednou v 75% ethanolu
a jednou v 80% acetonu. Veskeré pouzité roztoky byly vychlazeny na -20°C. Mezi
jednotlivymi kroky byl pelet vzdy mechanicky narusen vortexovanim, inkubovan pfi -
20°C po dobu 15 min a nasledné centrifugovan pii 12000 g 4°C po 10 min. Nakonec byl
pelet vysusen na vzduchu po 10 min pii PT. Koncentrace proteini byly méfeny

metodou Bradfordové (1976).

3.5.2 Mikroskopické pozorovani Zivych bunék pomoci konfokalni

laserové skenovaci mikroskopie
Pro pozorovani mikrotubulii pomoci konfokalniho laserovyho skenovaciho mikroskopu

(KLSM) byly pouzity transgenni rostliny Arabidopsis thaliana s fuznim konstruktem
a-tubulinu 6 s GFP (TUA6-GFP; Abe a Hashimoto, 2005) exprimovanym pod 35S
promotorem rostouci ve tmé vertikalné na povrchu 2 MS média po dobu 5 d ve
standardnich podminkach pii 22°C, 71% vlhkosti. Poté byly intaktné pfeneseny do %
tekutého MS média na podlozni skli¢ko a byly ptikryty krycim sklickem. Mezera mezi
podloznim a krycim sklickem byla vytvofena oboustrannou lepici paskou. Rostliny
odetiené inhibitory byly piipraveny infiltraci roztoku 2pmol-1* oryzalinu nebo
0,5 pmol-1* latB v tekutém % MS médiu do komirek pomoci perfuze a potom
inkubovany po 2 h. U kontrolnich vzorka byly pouzity roztoky tekutého 2 MS média se
stejnym objemem DMSO. Vizualizace byla provedena v bunkach hypokotylu pomoci
KLSM s nastavenymi parametry pro detekci GFP s excitaci pifi 488 nm v emisnim
spektru 500-535 nm. VSechny snimky byly pofizeny uzitim 63x objektivu. Dalsi
zpracovani fotek z mikroskopu bylo provedeno pomoci Zeiss ZEN softwaru a Power

Pointu.
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3.5.3 LC MS (ESI) analyza (bezgelova proteomicka analyza)

Pro identifikaci proteini hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem byly
extrahované a precipitované proteiny rozpustény v roztoku s 6,6 mol-1-1 mocoviny
(6,6 mol‘1-1 mocovina ve 125 mmol-1™* Tris pufru). Koncentrace proteini byla méfena
metodou Bradfordové (1976). Pro redukei, alkylaci a §tépeni trypsinem bylo pouzito

100 pg proteini z kazdého vzorku. Priprava vzorkd probihala ve 4 fazich: redukce
1
disulfidovych vazeb piidanim dithiothreitolu (DTT) (10 ul 50 mmol-1 DTT) po 1 h pii

-1
PT, alkylace pomoci amidu kyseliny jodoctové (IAA) (11 ul 100 mmol-1 1AA) po

1 h pii PT, pfi¢emz nezreagovany IAA byl spotfebovan reakci s nové ptidanym DTT
-1
(10 ul 50 mmol-1 DTT) pro zabranéni vzniku disulfidovych vazeb. Po nafedéni vzorku

s DV pro ziskani koncentrace mocoviny mensi nez 1 rnol-l-1 bylo provedeno stépeni
proteinti pomoci roztoku trypsinu (1 pg trypsinu na 50 pg proteinti). Inkubace probihala
pies noc pii 37 °C. Pfidanim kyseliny octové pro snizeni pH pod hodnotu 4 bylo
zastaveno enzymové §tépeni. Po centrifugaci byl supernatant odsolen a zakoncentrovan
na kolon¢ SEP PAK light C18 podle pokynt vyrobce. Vzorky byly vakuové vysusSeny
ve vakuové odstiedivce SpeedVac pii PT na pelety a uloZzeny na -80°C.

Takto pfipravené vzorky byly poslany na analyzu do Virologického ustavu
Slovenské akademie véd. Analyza byla provedena podle Uvackova et al., (2013). Pted
analyzou byly vzorky rozpusStény na objem 100 pl v 0,1% kyseliny octové a 5%
acetonitrilu (ACN). Jak u kontrolnich vzorku, tak vzorki oSetfenych inhibitory, byl
béhem samotné analyzy v Trap koloné pfimichan interni standard 0 stejné koncentraci
1 pmol na 5 ul nastiik pro kazdy vzorek ptedstépeného (pfipraveno Stépenim HBA
a HBB) hovéziho hemoglobinu. Vzorky sinternim standardem byly pak spole¢né
analyzovany pomoci nanoAcquity ultra vykonné kapalinové chromatografie (UPLC)
spojené hybridnim hmotnostnim spektrometrem obsahujicim kombinaci kvadrupolu
a Casového letového detektoru Premier (Quadrupole-time-of-flight, QTOF). Peptidova
smés byla nastiiknuta na reverzni-fazovou kolonu (nanoAcquity UPLC kolona BEH
130 C18, 75 pmx150 mm, 1.7 pm velikost ¢astice). Pomoci acetonitrilového gradientu
(10-45% acetonitril obsahujici 0,1% kyselinou mravenc¢i po 40 min) pii prutokové
rychlosti 350 nL-min™ doslo k postupné eluci peptidi na QTOF analyzatoru. Kolona
byla napojena na PicoTip emitory. Pro ionizaci bylo pouzito nano-elektrosprejové
napéti 3.4 kV, teplota byla nastavena na 70°C. Spektralni akvizi¢ni skenovaci rychlost

byla 1 s, kde meziskenovaci zpozdéni bylo 0,05 s. MS data byla sbirana ve stfidavém,
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nizkoenergetickém (MS) a zvyseném energetickém (MSF) rezimu, a uZita k identifikaci

protein. Identifikace proteini byla provedena pomoci databaze UniProt pro

Arabidopsis. Kvantifikace proteinti byla provedena na zakladé srovnani s 1 pmol-l-1
internim standardem hovézim hemoglobinem, podjednotky o. Pro identifikaci
statisticky  vyznamnych odliSnosti v abundacich proteini  (vzorky oSetfené
oryzalinem/latB versus kontrolni vzorky) byla provedena One-way ANOVA statisticka
analyza pomoci programu Microsoft Excel. V uvahu byly brany skvrny lisici se
abundanci s hodnotou pravdépodobnosti P < 0,05. Vzdy byly srovnavany 3 repliky

vzorkd.

3.5.4 Proteomicka analyza pomoci 2D elektroforézy (gelova
proteomicka analyza)
Metoda 2D elektroforéza slouzi k separaci proteind, které je dosaZzeno pomoci

isoelektrické fokusace (IEF; d€leni proteinii v rozsahu pH na ziklad¢ rozdilného
isoelektrického bodu) v prvnim kroku a nasledné polyakrylamidové elektroforéze
(PAGE) v druhém rozméru (dé€leni proteini podle molekulové velikosti). Separované
proteiny v gelu byly obarveny koloidalni coomassie. Vzdy byly srovnavany 3 repliky
vzorkd.

Pii IEF byly pouzity 17 cm dlouhé gelové IPG stripy s rozsahem pH 5-8. Nejdiive
byly stripy rehydratovany pies noc za PT Vv rehydrataénim pufru (RP; sloZeni RP:

8 mol -1 mocovina, 2 mol1  thiomoZovina, 2% (wiv) CHAPS, 2% (vv) Triton X-100)
obsahujicim 50 mmol-1* DTT a 0,5% (v/v) amfolyty. Pied isoelektrickou fokusaci byl
vzorek, o stejném mnozstvi proteinu pro ovlivnéné vzorky i pro kontroly, aplikovan na
strip bud’ metodou poharku (tzv. cup loading) v mnozstvi 380 ug proteinu v RP
(v pripadé vzorkd ovlivnénych oryzalinem), nebo metodou papirového mostu (tzv.
paper bridge) v mnozstvi 450 ug proteinu v RP (v piipadé vzorkt ovlivnénych latB).
IEF probihala 1h pti 200 V, 1h pti 500 V, 1h pti 1000. V dal§im kroku bylo nastaveno
10000 V po dosazeni 95000 Vh. Celkovée bylo dosazeno 116000 Vh. Prvni rozmér byl
provadén na pfistroji Ettan IPGphor 3.

Pied denaturujici polyakrylamidovou elektroforézou (SDS-PAGE) byly IPG stripy

-1
s rozdélenymi proteiny ekvilibrovany v ekvilibraénim roztoku (6 mol-1 mocovina; 50

-1
mmol-1 Tris HCI o pH 8,8; 30% (v/v) glycerol; 2% (w/v) dodecyl sulfat sodny (SDS);

0,002% bromfenolova modi) s 1% (w/v) DTT po 15 min, a nasledn¢ v ekvilibra¢nim
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roztoku s2,5% (w/v) IAA. Potom byly stripy aplikovany na 10% rozliSovaci
polyakrylamidové SDS gely a upevnény roztokem agarosy (0,5% (w/v) agarosa,

-1
0,002% (w/v) bromfenolova modi v Tris-glycin-SDS pufru (25 mmol-1 Tris; 192

mmol-l-1 glycin; 0,1% (w/v) SDS). Proteiny byly v druhém rozméru separovany
(pomoci SE 600 Ruby Standard Dual Cooled Vertical Unit) v Tris-Glycin-SDS pufru za
nasledujicich parametrd: pii 15 mA/gel po 30 min a nasledné elektroforéza probihala
5 h pti 30 mA/gel.

3.5.4.1 Barveni geli pomoci koloidalni coomassie blue a kvantifikace

denzity skvrn
Proteiny v gelu byly obarveny pomoci koloidalni coomassie blue, ktera byla pfipravena

z 0,08% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB G250); 1,6% (v/v) ortho-
fosfore¢né kyseliny; 8% (w/v) sulfatu amonného a 20% (v/v) methanolu. Barvici roztok
se pripravuje V n€kolika krocich. Nejdiive se smicha roztok A (2% ortho-fosfore¢na
kyselina; 10% sulfat amonny), s roztokem B (5% CBB G250, dikladné promichany) za
vzniku roztoku C (vmichani roztoku B do roztoku A v poméru 1:50). Do barviciho
roztoku byl vmichan methanol do finalni 20% (v/v) koncentrace. Takto piipraveny
roztok byl pouzit na obarveni gelt pifimo po SDS-PAGE pfes noc. Nakonec byl gel
nékolikrat promyvan DV, dokud nedoslo k odbarveni pozadi. VSechny kroky byly
provadény za tiepani pii PT (Neuhoff et al., 1985, upraveno A. Posh).

Gely byly skenovany pomoci Image Scanner Il a nasledné byla provedena
softwarova analyza v programu PD-Quest. Kroky pro vyhodnocovani gelti byly
provadény podle Takac et al., (2013). Skvrny byly normalizovany na zakladé celkové
denzity na gelu. Skvrny byly automaticky detekovany a propojeny v ramci replik.
Nespravné pfifazené skvrny byly manudlné upraveny pro zajisténi spravného zatfazeni.
Byla provedena One-way ANOVA statisticka analyza s 95% hladinou vyznamnosti pro
stanoveni odliSnych abundanci proteinti (vzorky oSetiené oryzalinem/latB versus
kontrolni vzorky). V uvahu byly brany skvrny liSici se abundanci s hodnotou
pravdépodobnosti P < 0,05. Pro dalsi analyzu byly manualné vybrany skvrny pro traveni

a identifikaci.

3.5.4.2 Stépeni proteint v gelu a MALDI TOF-TOF analyza
Statisticky vyznamné proteiny (skvrny) ziskané z2D geli byly identifikovany

hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci/ionizaci pomoci matrice. Pfed samotnou

MS analyzou bylo nutné vybrané skvrny vyfezat z gelu, nastépit na peptidy, extrahovat
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z gelu, purifikovat a nanést na mikrodesticku. Vsechny kroky byly provadény s roztoky
o HPLC cistoté a za PT.

Vybrané skvrny byly vyfezany pomoci specialni pinzety GelPicker a ukladany do
jamek mikrodesticky, ve kterych bylo napipetovano 50 pl DV. Mezi kazdym vytezem
skvrny byla pinzeta promyta EtOH a DV. Vyfezané proteiny byly tfepany v 50% (v/v)
ACN (v DV) po dobu 5 min. Dale byly skvrny inkubovany 30 min v 50% (v/v) ACN

-1
(ve 100 mmol-1 hydrogenuhli¢itanu amonném NH4HCO3), 15 min 100% (v/v) ACN,

dokud se nezbarvily do bila. Pokud nedoslo ke zb¢lani, byly skvrny inkubovany 15 min

-1 -1

v 100 mmol-1 NH4HCO;3 (v DV), 30 min ve 100 mmol-1 NH4HCO;3 (v 50% (v/v)
ACN) a 15 min v 100% (v/v) ACN. Kazda inkubace probihala za tfepani pii PT
a nakonec byl roztok odsan pipetou. Nakonec byly skvrny 15 min suseny v laminarnim

boxu. Nachystané skvrny byly $tépeny v gelu ptidanim trypsinového roztoku (10 ng/ul

-1
v 10 mmol-l NH4HCO3 obsahujicim 10% (v/v) ACN), ktery byl pfipraven podle
navodu vyrobce, pii 4°C po dobu 120 min. Po té byly skvrny umistény do vzduch-
cirkulacniho termostatu nastaveného na 37°C a nechdny pifes noc. Druhy den byla

desticka se skvrny vyndana z termostatu, nechana zchladnout a ulozena na -20°C.

Pro extrakci peptidi byl do kazdé jamky mikrodesticky napipetovan 25 mmol-l-1
NH;HCOs. V kazdém kroku byl skvrna s piislusnym roztokem inkubovana pii 37°C po
15 min za souasného tfepani. Dale byl pfidan ACN (dvojnasobny objem gelové
skvrny) a nasledné sesbiran supernatant. V dal§im kroku byla napipetovana do jamek
5% (v/v) kyselina mraven¢i (HCOOH), nasledné ACN (dvojnasobny objem gelové
skvrny). Po té byl opét sesbiran supernatant a skompletovan sjiz sesbiranym
odpovidajicim supernatantem. Nakonec byly extrakty vysuSeny ve vakuové centrifuze.
Purifikace extrahovanych proteinti byla provedena pomoci pipetovych Spicek Zip Tip
dle navodu vyrobce.

Piiprava a nanaseni vzorku na MALDI desti¢ku bylo provedeno podle Bruker
Daltonics. Byl pfipraven piesyceny roztok matrice (CHCA-roztok) rozpusténim
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoficové (CHCA) v rozpousStécim roztoku (85% (v/v)

-1
ACN, 15% DV, 0,1% (v/v) kyselina trifluoroctovd TFA a 1 mmol-1 fosfore¢nan
amonny NH4H,PQO,). Dale byl pfipraven roztok matrice pro standard i vzorek (STD-
VZ-roztok) na celkovy objem 800 pl (748 pl TA95 (pomér ACN:0,1% (v/v)

1
TFA= 95:5), 36 ul CHCA-roztok, 8 ul 10% TFA a 8 pl 100 mmol-1 NH4H,PO,).
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Peptide Calibration Standard II (PCSTDII) byl rozpustén ve 125 pul TA 30 (pomér
ACN:0,1% (v/v) TFA = 30:70). Finalni roztok pro kalibranty (KAL) byl pfipraven
napipetovanim 1 pl PCSTDII do 200 pl STD-VZ-roztoku. VysuSené vzorky byly
rozpu$tény v 0,1% (v/v) TFA. NanaSeni kapi¢ek bylo provadéno na kotvici ¢ipové
MALDI plotni¢ce. Na pozice pro standardy bylo napipetovano 1 ul FRKS. Na pozice
pro vzorky bylo napipetovano 0,5 ul rozpusténé vzorky a piekryto 0,5 ul STD-VZ-
roztoku. Po zaschnuti byla provedena analyza na MALDI-TOF-TOF hmotnostnim
spektrometru. Akvizice v MS-rezimu Vv rozmezi 700-3500 Da. Prvni zpracovani dat
bylo provedeno uzitim Bruker softwaru (Flex analysis a BioTools). Vyhledavani
pomoci programu Mascot a nasledné také MMASS bylo provedeno s uzitim MS
tolerance 50 ppm. Povolen byl jeden $tép. Jako hlavni modifikace byla vybrana
karbamidomethylace a vedlejsi modifikace oxidace kovu. Data byla porovnavana
Vv ramci taxonomie genu Arabidopsis s databazi Swiss-Prot a NCBI. Jako vysledné
parametry byla zvolena standardni vyhodnoceni a prdh vyznamnosti P<0,05 pro

proteinovou/peptidovou identifikaci.

3.5.5 Imunoblotovani
Pro imunoblotovani byly pouzity dvé metody separace proteind, a to v jednom nebo

dvou rozmérech.

3.5.5.1 1D imunoblotovani

Po homogenizaci vzorkl v tekutém dusiku byl homogenat rozpustén v roztoku RIPA
(50 mmol-1 Tris/HCI, pH 7,4; 150 mmol- KCI, 5 mmol- EGTA, 0.5% deoxycholat
sodny, 0,1% Triton X-100, 0,1% SDS, fosfatasové a proteasové inhibitory (PhosStop
a EDTAfree Complete) a nechan ikubovan po 30 min pii 4°C. Nasledné byly vzorky
centrifugovany pti 13000 g po dobu 15 min. Koncentrace proteinti v supernatantu byla
méfena metodou Bradfordové (1976). Dale byly proteiny z extraktu precipitovany
(stejné mnozstvi proteinu pro vSechny vzorky) ve vychlazeném na -20°C pétinasobném
mnozstvi 100% acetonu po 10 min pfti -80°C , po té pies noc pii -20°C. Druhy den byly
vzorky centrifugovany pii 13000 g po dobu 15 min. Pelet byl rozpustén v 20 pl
Laemmliho roztoku (Laemmli pufr (70 mmol-l_1 Tris-HCI o pH 6.8; 1% (w/v) SDS,
11% (v/v) glycerol; 0,005% (w/v) bromofenolova modf), 12,5 mmol-1* Tris-HCI o pH
6,8; 1% (v/v) merkaptoethanol). Vzorky byly povafeny 5 min pii 95°C a potom
centrifugovany pti 13000 g po dobu 15 min. Takto pfipravené vzorky byly pouzity na
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elektroforézu s 10% rozliSovacimi a 4% zaostiovacimi polyakrylamidovymi gely na
MINI-Protean Il cell systétmu. Na 1 jamku bylo davkovano 15 ug proteinu.
Elektroforéza byla provadéna v Tris-glycin-SDS pufru pti 180 V po 1 h pii 4°C.

3.5.5.2 2D imunoblotovani
Separace proteini byla provedena metodou 2D elektroforézy podobnym zplisobem jako

je uvedeno v ¢asti kapitoly 3.5.4. Pro prvni rozmér, isoelektrickou fokusaci, byly
pouzity IPG stripy o rozsahu pH 5-6,3 o délce 7 cm. Kazdy jeden strip byl rehydratovan
ptes noc pii laboratorni teploté roztokem RP spolu s 50 pg proteinu. Parametry IEF byly
nasledujici: 200 Vh pii 300 V, 300 Vh pti 1000 V, 4500 Vh pii 5000 V, 7000 Vh pii
5000 V. Celkové bylo dosazeno 12000 Vh. V druhém rozméru byly pouzity 10%
rozliSovaci polyakrylamidové gely s SDS (bez zaostfovacich gel). Experiment byl
spustén pii nasledujicich parametrech: 15 min pti 60 V, 15 min pii 80 V, 2 h pii 100 V
a po 2 h pii 120 V. Separace proteinii byla ovéfena pomoci barveni gelu koloidalni

coomassie blue.

3.5.5.3 Prenos proteinii z gelu na membranu
Z gelu byly proteiny pieneseny na polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membranu

v mokré nadrzce pti 100 V po dobu 1,5 h pii 4°C wvzitim transferového pufru (25

-1 -1
mmol-1 Tris, 192 mmol-1 glycin, 10% (v/v) methanol, pH 8,3). Membrany byly
obarveny pomoci ponceau S (0,1% (w/v) Ponceua S, 5% (v/v) kyselina octova) pro
ovéteni odpovidajiciho davkovani proteinti a nasledné promyty DV. Po dobu jedné h

byly membrany inkubovany v blokovacim Trisem-pufrovaném solném roztoku (TBST,;

100 mmol1 Tris-HCI: 1,5 mmol1 NaCl: pH 7.4: 1% (viv) Tween-20), ktery
obsahoval 4% (w/v) hovézi sérovy albumin (BSA) a 4% (w/v) mléko, aby doslo
k zablokovani nespecifickych mist na povrchu membrany. Pro imunoblotovani byly
pouzity primarni protilatky fedéné v roztoku s 1% (w/v) BSA v TBST: anti-a-tubulin
(1:5000) nebo anti-aktin (1:5000), které byly aplikovany po 1,5 h pii PT. Po promyti
membrany 5 x 10 min v TBST, jako sekundarni protilatka byla pouzita protilatka anti-
mouse (rabbit) snavazanou peroxidasou Vroztoku s1% (w/v) BSA v TBST
v koncentracich: pro anti-a-tubulin (1:5000), pro anti-aktin (1:7500) po 1,5 h pii PT.
Potom byla membrana 5x promyta v TBST po dobu 50 min. Chemiluminiscen¢ni signal

byl vyvijen pomoci ClarityECL substrat na Chemidoc MP dokumenta¢nim systému
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(BioRad). Kvantifikace past odpovidajicich antigenu byla vyhodnocena

denzitometricky pomoci ImagelJ softwaru (http://imagej.nih.gov/ij/).

3.5.5.4 Charakteristika pouzitych primarnich protilatek
3.5.5.4.1Rat anti Tubulin alpha antibody, clone YL1/2

Immunogenem pro piipravu této protilatky byl tubulin z kvasinek. Jde o protilatku ve
form¢ purifikovaného imunoglobulinu pfipraveného afinitni chromatografii.
Rozpoznava alfa podjednotku tubulinu, specificky se vaze na tyrosylovany tubulin
(Wehland et al., 1983). Epitopem je linearni sekvence s aromatickym zbytkem na
C konci, pticemz dvé sousedici aminiokyseliny jsou zaporné nabité (Glu-Glu-Tyr v alfa
tubulinu). Dodavatelem je Sigma Aldrich (T7451).

3.5.5.4.2Monoclonal Anti-Actin (plant) Clone 10-B3 (MabGPa)
Imunogenem je protein ACT8 (Kandasamy et al., 1999). V Arabidopsis tato protilatka

rozpoznava vsech 8§ aktinovych isoforem (ACTI, 2, 3, 4, 7, 8, 11, a 12). Pfesny epitop,
na ktery se tato protilatka vaze, neni zndm. Protilatka je ve form¢ purifikovaného

imunoglobulinu. Dodavatelem je Sigma Aldrich (A0480).
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4 VYSLEDKY

4.1 Mikroskopické pozorovani mikrotubuli in vivo v hypokotylech

Arabidopsis po vlivu oryzalinu a latrunkulinu B
Za ucelem sledovani ucinkd oryzalinu a latB na mikrotubuly bylo provedeno

mikroskopické pozorovani pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu.
Pro vizualizaci mikrotubulti in vivo byly pouzity stabilné transformované rostliny
Arabidopsis s fuznim konstruktem TUAG6-GFP. Byly srovnany rostliny oSetifené
2 umol-1" oryzalinem nebo 05 pmol-1* latB rozpusténymi v DMSO po dobu
2 h s kontrolnimi rostlinami V odpovidajici koncentraci DMSO. Vizualizace
mikrotubuld byla provedena v etiolizovanych buiikach hypokotylu.

Na Obr. 9 jsou vysledky mikroskopického pozorovani plsobeni oryzalinu na
mikrotubuly v hypokotylech Arabidopsis. V kontrolnich rostlinach po 120 min ptsobeni
DMSO byla vizualizovana sit' kortikalnich mikrotubuld (Obr. 9A). Po 120 min
pusobeni oryzalinu doSlo ke znacnému snizeni signadlu TUAG-GFP zpiisobenému
rozpadem vétSiny mikrotubull a piesunem signalu do cytoplasmy (Obr. 9B).
Mikrotubuly v bunikach oSetfenych oryzalinem po dobu 180 min zcela vymizely
a cytoplasmaticky signal TUAG-GFP se zvysil (Obr. 9C). K piesunu signalu TUAG-
GFP do cytoplasmy mohlo dojit v disledku depolymerizace mikrotubull, kterou
oryzalin zpusobuje. Oryzalin vazbou na tubulin (vizualizovany TUAG6-GFP) zabranil
polymerizaci tubulini do mikrotubula (Strachan a Hess, 1983; Hugdahl a Morejohn.,
1993). Piedpoklada se, ze depolymerizaci mikrotubult se zvysil pocet volnych tubulind
(vizualizované TUAG-GFP) v cytoplasmé a tudiz i cytoplasmaticky signal TUAG-GFP.

Na Obr. 10 jsou vysledky mikroskopického pozorovani pisobeni latB na
mikrotubuly v hypokotylech Arabidopsis. Mikrotubuly jsou vizualizovany za
kontrolnich podminek po 120 min pusobeni DMSO (Obr. 10A) a po pusobeni latB
rozpusténym v odpovidajici koncentraci DMSO po dobu 120 min, kde doslo
k akumulaci signalu TUA6-GFP v shlukovitych utvarech Vv cytoplasmé a v blizkosti
plasmatické membrany (Obr. 10B). Tento naakumulovany signal TUA6-GFP
V cytoplasmé a na plasmatické membrané by mohl byt zptsoben rozpadem mikrotubula
na dimery tubulinu (vizualizované TUAG6-GFP) v cytoplasmé, ktery je spojen
s rozpadem AF na monomery aktinu v cytoplasmé ovlivnéné vazbou latB. Propojeni

MT a AF jiz bylo hlaseno v praci (Sampathkumar et al., 2011), ale pfesny mechanismus
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zavislosti MT na AF jesté neni znam. Shlukovité utvary by také mohly byt radidlné

uspotadané svazky MT, které vznikly pisobenim latB (Aspengren et al., 2006).

Obr. 9: Vizualizace mikrotubult v etiolizovanych bunikach hypokotylu transgenni Arabidopsis
s konstruktem TUA6-GFP za A) kontrolnich podminek po 120 min vlivu DMSO, B) po 120
min pasobeni 2pmol-1" oryzalinu a C) 180 min ptisobeni 2 pmol-I* oryzalinu v odpovidajici
koncentraci DMSO.

Obr. 10: Vizualizace mikrotubuli v etiolizovanych bunkach hypokotylu transgenni Arabidopsis
s fuznim konstruktem TUA6-GFP za A) kontrolnich podminek po 120 min vlivu DMSO, B) po
120 min paisobeni 0,5 pmol-I™ latB v odpovidajici koncentraci DMSO.
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4.2 Proteomické analyzy
Pomoci dvou riznych ptistupi (bezgelovy a gelovy) proteomickych analyz byly

zkoumany zmény proteomu kofent Arabidopsis, které doprovazeji zmény polymerizace
aktinu a mikrotubuli po oSetieni cytoskeletalnimi inhibitory. Vzdy byly srovnavany
rostliny ovlivnéné cytoskeletalnimi inhibitory, oryzalinem (2 pmol-I') a latB
(0,5 pmol-I"") s kontrolnimi rostlinami. V obou metodach byly porovnavany 3 repliky.
V celkovém pichledu (Tab 1.) jsou souhrnné uvedeny vystupy z obou pfistupt: celkové
pocty skvrn na gelu, statisticky vyznamné zménéné, analyzované a identifikované
skvrny metodou MALDI TOF-TOF a pocty identifikovanych proteini a proteini se
statisticky vyznamné zménénou abundanci ziskané bezgelovou analyzou s identifikaci
pomoci LC MS (ESI). Obéma ptistupy identifikovano 34 proteind s odliSnou abundanci
ve vzorcich oSetfenych oryzalinem a 44 identifikovanych proteinti s odlisnou abundanci

ve vzorcich oSetfenych latB.

4.2.1 Bezgelova proteomicka analyza
Metodou bezgelové proteomické analyzy byly detekovany zmény abundanci proteinii

ve vzorcich ziskanych z kofend Arabidopsis oSetfenych 2 pmol-I" oryzalinem
20,5 pmol-I™ latB s kontrolnimi vzorky. Identifikace proteini byla provedena metodou
LC MSF (ESI). Celkem bylo identifikovdno v priméru 762 proteinti ze vzorkl po
aplikaci oryzalinu a 684 proteinti po aplikaci latB (Tab. 1).

Celkem bylo identifikovano 30 proteint se statisticky prukazné (P<0,05) zménénou

abundanci po aplikaci oryzalinu a klasifikovano do funkénich kategorii (Tab. 2a, b).

Tab. 1: Pocty skvrn na gelu, statisticky vyznamné zménéné, analyzované a identifikované
skvrny metodou 2D ELFO + MALDI TOF-TOF a pocet identifikovanych proteinti a proteind se
statisticky vyznamné zménénou abundanci ziskané pomoci bezgelové analyzy s MS (ESI)
identifikaci. Uvedeno pro vzorky ziskané zkotenii Arabidopsis oSetfenych oryzalinem
a latrunkulinem B

Inhibitor Oryzalin Latrunkulin B
2D ELFO + MALDI TOF-TOF

Celkovy pocet skvrn na gelu 332 902

Pocet statisticky vyznamné zménénych skvrn na gelu 25 81

Pocet skvrn analyzovanych v MS (MALDI) 4 11

Pocet skvrn identifikovanych v MS (MALDI) 4 6

LC MS (ESI)

Pocet identifikovanych proteint 762 684

Pocet proteind se statisticky vyznamné zménénou 30 33

abundanci
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Z toho Ctyfi proteiny byly identifikovany pouze v oryzalinem osetfenych vzorcich
a tfi proteiny jenom v kontrolnich vzorcich. ldentifikace proteinu jenom v jednom
vzorku neznamena, Ze se protein v druhém vzorku nenachazi. Jeho vyskyt je ziejmé pod
hladinou citlivosti detekce. MuzZe to indikovat zvySeni nebo sniZzeni abundance v daném
experimentu. Nejvice zvySenou abundanci po vlivu oryzalinu mél enzym NADP
dependent malic enzyme 3 (Q9XGZO; 11,73 krat zvySena abundance) a nejvice
snizenou adenosine kinase 2 (Q9LZGO; 2,98 krat snizena abundance). Vice informaci
o identifikovanych proteinech je v piiloze (Tab. 2Pa, b, c).

V Tab. 3a, b jsou uvedeny proteiny se zménénou abundanci po aplikaci latB. Celkem
33 proteint bylo zafazeno do funkénich skupin. Tfi proteiny se zménénou abundanci
byly identifikovany pouze v kontrolnich vzorcich. Jedinym proteinem se zvySenou
abundanci byla S adenosylmethionin synthase 1 (P23686; 5,17 krat zvySena
abundance). Nejvice sniZzena abundance byla detekovana u Heat shock 70 kDa proteinu
5 (Q9S9N1; 8,68 krat snizena abundance) patfici do funkéni skupiny skladani proteini.

Vice informaci o identifikovanych proteinech je v ptilozené piiloze (Tab. 3Pa, b, c).

Tab. 2a: Detaily identifikace a kvantifikace proteini se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Nazev Metoda Mr pl PLGS Pokryti Nastépené
¢islo detekce teor/exp teor/exp skére (%) peptidy
(kPa)  (pH)
Signalizace
14 3 3 like protein ESI-LC-
FAKGV2 GF14 lambda MS 27,70 4,61 688,78 33,33 6
14 3 3 like protein ESI-LC-
F411C1  GF14 epsilon MS 28,55 4,66 400,47 21,51 5
Stres spojené proteiny
Nucleoside ESI-LC-
P39207  diphosphate kinase 1 MS 16,49 6,36  1482,79 57,05 6
Glutathione S ESI-LC-
080852 transferase F9 MS 24,13 6,18 19895,06 46,51 7
ESI-LC-
B9DFK6  Catalase MS 54,99 6,35 152,10 24,47 7

Skladani proteini
Probable mediator of

RNA polymerase Il
transcription subunit  ESI-LC-

Q8H1B3 37b MS 75,10 4,76 467,85 12,44 7
Peptidyl prolyl cis
trans isomerase ESI-LC-

Q42406 CYP184 MS 18,37 8,99  3934,32 43,02 4
Heat shock 70 kDa  ESI-LC-

Q9C7X7  protein 18 MS 68,31 5,03  3656,29 32,90 14
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Tab. 2a: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zméné€nou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Databazové Nazev Metoda Mr pl PLGS Pokryti Nastépené
¢islo detekce teor/exp teor/exp skoére (%) peptidy
(kDa)  (pH)
Metabolismus
Fructose
bisphosphate ESI-LC-
Q9SJQ9  aldolase MS 38,36 7,17  4026,09 26,82 6
Phosphoglycerate ESI-LC-
Q8LFV7  kinase putative MS 42,12 5,33  1584,71 47,38 11
ESI-LC-
Q9C525  Beta glucosidase 21  MS 59,63 6,58 714,61 28,24 10
ESI-LC-
Q9C8Y9  Betaglucosidase 22  MS 59,74 6,79 484,47 14,50 7
ESI-LC-
Q9SR37  Betaglucosidase 23  MS 59,68 6,46 14312,36 50,38 16
Nitrile specifier ESI-LC-
004318  protein 3 MS 51,20 4,86 373,90 15,63 5
UDP
arabinopyranose ESI-LC-
Q9SRT9  mutase 1 MS 40,60 5,51 354,35 22,69 6
ESI-LC-
A8MRO07  Pyruvate kinase MS 51,86 6,24 330,58 20,46 5
Caffeoyl CoA O ESI-LC-
049499  methyltransferase 1 ~ MS 29,14 496 211457 52,90 7
MALDI
TOF- 29,13/ 4,96 /
TOF 33,00 5,30 123,00 60,00 16
ESI-LC-
Q9LZGO  Adenosine kinase2 ~ MS 37,82 4,97  1404,18 33,62 7
S
adenosylmethionine  ESI-LC-
QI9LUT2  synthase 4 MS 42,77 542  1389,28 38,17 8
Gamma
aminobutyrate
transaminase POP2  ESI-LC-
Q94CE5  mitochondrial MS 55,15 7,91 624,38 31,75 7
Aconitate hydratase 3 ESI-LC-
Q94A28  mitochondrial MS 108,41 6,73 379,48 17,39 10
NADP dependent ESI-LC-
Q9XGZ0 malic enzyme 3 MS 64,57 6,57 682,17 23,30 8
Regulace cirkadianniho rytmu
ESI-LC-
C0z387  AT2G21660 protein ~ MS 10,84 4,00 1473,79 41,41 4
Regulace bunééného déleni
Translationally
controlled tumor ESI-LC-
P31265  protein homolog MS 18,90 4,32 143750 41,67 5
Cytoskeletalni proteiny
ESI-LC-
Q42449  Profilin 1 MS 14,26 450  3798,22 41,22 3
ESI-LC-
P53492  Actin7 MS 41,71 5,16 950,53 36,87 9

47



Tab. 3a: Detaily identifikace a kvantifikace proteini se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

Databazové Nazev Metoda Mr pl PLGS  Pokryti
Cislo detekce teor/exp teor/exp  skore (%)
(kDa)  (pH)
Vezikularni transport
ESI-LC-
Q56212  Patellin 2 MS 75,96 4,72 497,75 27,53 13

Proteolyza
26S protease
regulatory subunit 6B ESI-LC-

QI9SEI4  homolog MS 45,72 5,26 582,10 19,12 6
Nucleosomové skladani
ESI-LC-
P59226  Histone H3 2 MS 15,26 11,71 804,50 33,82 3
ESI-LC-
Q9Lz45  Histone H2B 9 MS 14,54 10,52 794,90 26,52 4
Metabolismus aminokyselin
5-
methyltetrahydropter
oyltriglutamate-- MALDI
homocysteine TOF- 6,09/
Q93ZK3  methyltransferase 1 ~ TOF 84,6 /80 6,9 88 36 22
Serine MALDI
hydroxymethyltransf TOF-
Q9FPJ3  erase 4 TOF 52,1/55 6,8/77 80 34 15

Neznama funkce
Myrosinase-binding  MALDI
protein-like TOF- 5,15/
080950  At2g39310 TOF 50,6 / 55 55 89 42 13

Tab. 2b: Detaily identifikace a kvantifikace proteini se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Modifi- Mnozstvi K primér O primér Zména Hodnota Zvyseni/ Cislo
¢islo kované  (ngramy) abundance abundance abundance P snizeni spotu
peptidy (ngramy)  (ngramy) abundance
Signalizace
FAKGV2 0 2,60 3,86 6,05 1,57 0,04  zvySeni
F411C1 0 8,59 5,61 9,86 1,76 0,04  zvySeni
Stres spojené proteiny
P39207 0 7,27 29,27 0,00 pouze K sniZeni
080852 1 71,91 50,60 33,75 0,67 0,05  snizeni
BIDFK6 1 5,18 0,00 3,52 pouze O zvySeni
Skladani proteint
Q8H1B3 0 12,67 1,21 0,73 0,60 0,05  snizeni
Q42406 0 14,70 0,00 54,64 pouze O zvyseni
QIC7X7 1 8,99 27,89 5,04 0,18 0,05  snizeni
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Tab. 2b: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

Databazové Modifi- Mnozstvi K primér O primér Zména Hodnota Zvyseni/ Cislo
Cislo kované  (ngramy) abundance abundance abundance P sniZeni spotu
peptidy (ngramy) (ngramy) abundance
Metabolismus
Q9SJQ9 0 0,13 1,58 0,00 pouze K snizeni
Q8LFV7 1 15,64 0,00 9,86 pouze O zvySeni
Q9C525 0 21,94 37,00 29,73 0,80 0,03  snizeni
Q9C8Y9 1 5,57 17,66 11,78 0,67 0,03  snizeni
QISR37 1 315,50 0,00 89,66 pouze O zvyseni
004318 1 1,11 1,00 0,44 0,44 0,04  snizeni
QI9SRT9 0 4,92 8,19 10,90 1,33 0,02  zvyseni
ABMRO7 0 10,34 8,91 0,00 pouze K snizeni
049499 0 13,29 12,10 4,81 0,40 0,01  snizeni
snizeni 1
Q9LZGO 0 13,97 13,93 4,68 0,34 0,01  snizeni
QILUT2 0 18,73 19,38 12,17 0,63 0,04  snizeni
Q94CE5 0 12,01 22,31 13,72 0,61 0,02  snizeni
Q94A28 2 20,86 22,56 8,96 0,40 0,02  snizeni
Q9XGZ0 0 21,11 1,58 18,50 11,73 0,02  zvyseni
Regulace cirkadianniho rytmu
C0z387 0 4,43 2,10 3,87 1,85 0,04  zvyseni
Regulace bunééného déleni
P31265 0 11,19 18,06 13,37 0,74 0,00  snizeni
Cytoskeletalni proteiny
Q42449 0 6,88 6,83 512 0,75 0,01  snizeni
P53492 0 49,47 30,06 46,97 1,56 0,03  zvyseni
Vezikularni transport
Q56712 1 26,79 41,88 18,91 0,45 0,03  snizeni
QO9SEI4 1 8,34 7,84 4,31 0,55 0,02  snizeni
Nucleosomové skladani
P59226 0 2,34 3,77 5,13 1,36 0,05 zvyseni
Q9L z45 1 6,52 10,23 6,40 0,63 0,03  snizeni
Metabolismus aminokyselin
Q93ZK3 snizeni 3
Q9FPJ3 snizeni 2
Neznama funkce
080950 zvyseni 4
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Tab. 3a: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latB ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Nazev Metoda  Mr pl PLGS  Pokryti Nastépené
¢islo teor/exp teor/exp skoére (%) peptidy
(kDa)  (pH)
Cytoskeletalni proteiny
ESI-LC-
Q42449  Profilin 1 MS 14257 4,50 1551,90 40,46 3
ESI-LC-
Q8RYC2  Putative actin 5 MS 42090 5,02 549,75 33,33 7
ESI-LC-
P53492 Actin 7 MS 41708 5,16 1670,52 41,91 9
Proteiny stresové odpovédi
Uncharacterized ESI-LC-
ABMSA4  protein At4g08390 MS 37771 8,13 334,92 15,85 4
ESI-LC-
C0z387  AT2G21660 protein MS 10844 4,00 1646,65 41,41 4
ESI-LC-
Q9C525  Beta glucosidase 21 MS 59625 6,58 827,18 30,53 11
Jasmonate inducible  ESI-LC-
004314  protein isolog MS 32138 5,36 3657,03 49,33 7
Germin like protein
subfamily 2 ESI-LC-
P94014  member 1 MS 22853 8,85 1634,62 30,59 2
ESI-LC-
P42763  Dehydrin ERD14 MS 20773 5,24 1749,01 32,97 4
Skladani proteint
Luminal binding ESI-LC-
F4K007  protein 2 MS 67358 4,99 2262,37 24,80 13
Heat shock 70 kDa  ESI-LC-
Q9S9N1  protein 5 MS 70870 5,12 1322,63 11,92 6

Probable mediator
of RNA polymerase

Il transcription MALDI 6,03/

Q9LZ52  subunit 37e TOF-TOF 71,7/72 6,2 74,00 46,00 29
Signalizace
14 3 3 like protein ESI-LC-

F411C1  GF14 epsilon MS 28550 4,66 1671,74 25,50 5
14 3 3 like protein ESI-LC-

Q96300  GFl14nu MS 29805 4,55 1054,90 26,79 6
Proteinova syntéza
60S acidic
ribosomal protein ESI-LC-

P51407 P21 MS 11444 4,34 4962,90 77,39 5
40S ribosomal ESI-LC-

Q9SJ36 protein S17 MS 15941 10,47 797,17 15,71 2

Metabolismus
Ferredoxin nitrite

reductase ESI-LC-

Q39161  chloroplastic MS 65463 5,88 382,09 15,53 7
Triosephosphate ESI-LC-

P48491 isomerase cytosolic MS 27152 5,22 577351 66,54 9
GDSL esterase ESI-LC-

Q1H583  lipase MS 43166 6,72 1961,81 30,69 8
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Tab. 3a: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latB ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Databazové Nazev Metoda  Mr pl PLGS  Pokryti Nastépené
Cislo teor/exp teor/exp skoére (%) peptidy
(kDa)  (pH)
23
bisphosphoglycerate
independent
phosphoglycerate ESI-LC-
004499  mutase 1 MS 60541 5,17 1293,09 39,32 10
Probable ESI-LC-
QILNE3  fructokinase 2 MS 35870 4,72 390,60 28,88 9
Argininosuccinate
synthase ESI-LC-
Q9SzX3  chloroplastic MS 53811 6,24 155,11 21,46 6
Thiocyanate ESI-LC-
QOWP12  methyltransferase 1 MS 27390 4,38 2335,90 42,68 6
Isocitrate
dehydrogenase
NAD regulatory
subunit 3 ESI-LC-
081796  mitochondrial MS 39931 7,20 135,37 19,84 4
ATP synthase
subunit d, MALDI 5,09/
Q9FT52  mitochondrial TOF-TOF 19,6/75 55 9600 57,00 15
Probable MALDI 6,76/
Q9LY82  glucuronokinase2  TOF-TOF 41,2/85 6,3 57,00 28,00 13
Metabolismus aminokyselin
S
adenosylmethionine  ESI-LC-
P23686  synthase 1 MS 43130 541 718,04 35,11 8
5
methyltetrahydropte
royltriglutamate
homocysteine ESI-LC-
050008  methyltransferase MS 84303 6,06 3143,68 39,35 20
Metabolism bunécné stény
Pectinesterase
pectinesterase ESI-LC-
Q1JPL7  inhibitor 18 MS 61648 8,97 312,95 12,03 5
Vezikularni transport
Mitochondrial outer
membrane protein ESI-LC-
Q9SMX3  porin 3 MS 29193 8,77 967,31 29,93 5
V type proton ESI-LC-
Q39258  ATPase subunit E1 MS 26043 5,99 1061,90 39,57 8
sec23/sec24-like MALDI
NP_193152 transport protein TOF-TOF 86,2/83 5,6/6,3 117,00 31,00 24
Putative cysteine-
rich receptor-like MALDI 5,57/
QI9SYS7  protein kinase 39 TOF-TOF 74,3/75 6,3 47,00 21,00 15
Nucleosomové skladani
ESI-LC-
P59226  Histone H3 2 MS 15258 11,71 1661,07 28,68 2
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Tab. 3a: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latB ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Databazové Nazev Metoda Mr pl PLGS  Pokryti NaStépe Databazov
Cislo teor/exp  teor/exp skére (%) né é Cislo

(kDa) (pH) peptidy

Neznama funkce
Pentatricopeptide
repeat-containing MALDI
Q9C977  protein TOF-TOF 67,6/70 7,5/6,3 53 27 15

Tab. 3b: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latB ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Modifi- Mnozstvi Kontrola  LatB Zména Hodnota Zvyseni/  Cislo
dislo kované (ngramy) pramér pramér abundance P snizeni skvrny
peptidy abundance abundance abundance

(ngramy) (ngramy)

Cytoskeletalni proteiny

Q42449 0 6,83 7,61 4,86 0,64 0,01  sniZeni
Q8RYC2 3 4,44 5,28 1,98 0,37 0,05  sniZeni
P53492 2 47,96 45,27 30,29 0,67 0,24  snizeni
Proteiny stresové odpovédi
A8MSA4 0 12,01 11,32 7,48 0,66 0,05  sniZeni
C0z387 0 2,30 9,57 3,47 0,36 0,05  sniZeni
Q9C525 1 4,61 20,32 6,12 0,30 0,02  snizeni
004314 0 51,99 83,40 46,40 0,56 0,03  sniZeni
P94014 0 4,33 5,13 1,99 0,39 0,05  sniZeni
P42763 1 9,67 19,44 12,83 0,66 0,05  sniZeni
Skladani proteinti
F4K007 0 30,57 54,83 26,53 0,48 0,02  snizeni
QI9S9ON1 0 2,81 6,86 0,79 0,12 0,00  snizeni
Q9LZ52 zvySeni 8
Signalizace
F411C1 0 5,38 10,52 5,03 0,48 0,05  snizeni
Q96300 0 5,98 12,66 6,84 0,54 0,07  snizeni
Proteinova syntéza
P51407 0 7,85 8,35 4,67 0,56 0,00  sniZeni
Q9SJ36 0 5,73 9,00 5,14 0,57 0,01  snizeni
Metabolismus
Q39161 0 15,81 16,84 9,78 0,58 0,02  snizeni
P48491 0 24,35 30,82 19,67 0,64 0,03  sniZeni
Q1H583 0 20,13 34,87 21,08 0,60 0,03  snizeni
004499 0 22,61 32,93 21,55 0,65 0,04  sniZeni
QILNE3 1 5,27 4,24 0 pouze K snizeni
Q9SzX3 0 7,76 17,81 4,66 0,26 0,05  snizeni
QOWP12 0 14,58 14,94 10,68 0,71 0,05  snizeni
081796 1 2,12 2,12 0 pouze K snizeni
QIFT52 sniZeni 5
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Tab. 3b: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latB ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

Databazové Modifi- Mnozstvi Kontrola  LatB Zména Hodnota Zvyseni/  Cislo

Cislo kované (ngramy) priamér pramér abundance P snizeni skvrny
peptidy abundance abundance abundance

(ngramy)  (ngramy)

QILY82 zvySeni 9
Metabolismus aminokyselin

P23686 0 6,19 1,31 6,77 5,17 0,05  zvySeni

050008 1 155,14 176,84 106,46 0,60 0,05  sniZeni
Metabolismus bunééné stény

Q1JPL7 0 20,07 19,31 10,62 0,55 0,03  sniZeni
Vezikuldrni transport

Q9SMX3 0 17,09 17,15 12,79 0,75 0,01  sniZeni

Q39258 0 7,96 12,66 7,61 0,60 0,03  sniZeni

NP_193152 snizeni 10

QISYS7 zvySeni 6

Nucleosomové skladani

P59226 0 3,25 3,25 0 pouze K snizeni

Neznama funkce

Q9Ca77 zvySeni 7

4.2.2 Gelova proteomicka analyza
Metodou gelové proteomické analyzy byly detekovany zmény abundance proteint ve

vzorcich ziskanych z kofeni Arabidopsis ofetfenych 2 pmol-I* oryzalinem
20,5 pmol-I™ latB s kontrolnimi vzorky. Identifikace proteini byla provedena metodou
MALDI TOF-TOF ve spolupraci s Oddéleni biochemie proteinti a proteomiky Centra
regionu Hana.

V Tab. 1 je uveden celkovy pocet skvrn (332) na gelu ziskaném ze vzorki
ovlivnénych oryzalinem a aplikovanych na strip metodou poharku. Z nich bylo
nalezeno 25 statisticky vyznamnych skvrn, 4 nejvyznamnéjsi (P<0,01) byly vybrany pro
analyzu a nasledné identifikovany (Obr. 11A, B; Tab. 2). Zvétsené vyiezy z 2D-gelt
ukazujici skvrny proteinti se zménénou abundanci zjisténé 2D ELFO jsou uvedeny
(Obr. 11C). Snizenou abundanci vykazovala skvrna ¢. 1 (Caffeoyl CoA
O-methyltransferase 1) a ¢. 2 (Serine hydroxymethyltransferase 4). ZvySena abundance
byla zaznamenana u skvrn ¢. 3 (5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine
methyltransferase 1) a ¢. 4 (Myrosinase-binding protein-like At2g39310). Pocty
proteinovych skvrn se sniZzenou nebo zvySenou abundanci jsou uvedeny v Tab.
4 ajejich grafické vyjadieni na Obr. 12A.

V Tab. 1 je uveden celkovy pocet skvrn (902) na gelu ziskaném ze skvrn

ovlivnénych latB a aplikovanych na strip metodou papirového mostu. Odlisna metoda
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aplikace v pfipadé oryzalinem a latB ovlivnénych vzorcich ovlivnila celkovy pocet
skvrn na gelu. Aplikace vzorkii metodou papirového mostu poskytla vyrazné vyssi
pocet skvrn na gelu. Pocet statisticky vyznamnych skvrn byl 81, ztoho
11 nejvyznamnéjSich (P<0,01) bylo analyzovano a 6 z nich identifikovano (Obr. 13A,
B; Tab. 3). Zvétsené vyrezy z 2D-gelt ukazujici skvrny proteinii se zménénou
abundanci zjisténé 2D ELFO jsou uvedeny (Obr. 13C). Snizena abundance byla zjisténa
u skvrny ¢. 5 (ATP synthase subunit d, mitochondrial). Ke zvySeni abundance doslo
u skvrn ¢ 6 (Putative cysteine-rich receptor-like protein kinase 39),

. 7 (Pentatricopeptide repeat-containing protein), ¢. 8 (Probable mediator of RNA

(@]

%

polymerase Il transcription subunit 37e), ¢. 9 (Probable glucuronokinase 2)
a ¢. 10 (sec23/sec24-like transport protein). Pocty proteinovych skvrn se snizenou nebo
zvySenou abundanci jsou uvedeny v Tab. 4 a jejich grafické vyjadfeni na Obr. 12B.
Uspé&snost identifikace proteinti ze spott byla nizka. Metoda identifikace proteinovych
skvrn z 2D ELFO by se méla optimalizovat napiiklad zvolenim dal§i metody piecisténi
vyfezanych vzorkd, pouzitim specidlnich zkumavek pro ptipravu na identifikaci pomoci

MALDI TOF-TOF a chromatograficka separace pted MALDI TOF-TOF analyzou.
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Obr. 11: Reprezentativni 2-D gely proteinovych extraktli z kontrolnich (A) a oryzalinem
oSetfenych (B) kofend Arabidopsis a detaily individualnich skvrn (C). Proteiny s odlisnou
abundanci jsou oznaceny Sipkami. Cisla odkazuji na proteiny v tabulce 1.
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Tab. 4: Pocty skvrn rozdélenych podle rozdilné abundance proteinti ovlivnénych oryzalinem

nebo latB v kofenech Arabidopsis.

Metoda Trend Nasobek zmény Inhibitor Pocet proteinii
abundance
2D ELFO Zvyseni > 3 krat oryzalin 21
+ MALDI latB 15
TOF-TOF Od 1,5 do 3 krat oryzalin 42
latB 118
Od 1 do 1,5 krat oryzalin 72
latB 588
Snizeni Od 1 do 1,5 krat oryzalin 87
latB 341
Od 1,5 do 3 krat oryzalin 91
latB 116
> 3 krat oryzalin 35
latB 4

Obr. 12: Grafické vyjadieni zmény abundanci skvrn ziskanych z kofent Arabidopsis osetfenych
oryzalinem (A) a latB (B) ve srovnani s kontrolami. Skvrny nad pfimkou (a) maji 3 krat
zvySenou abundanci, pod pfimkou (c) snizenou abundanci 3 krat. Pfimka (b) znaci linedrni

regresi.
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Obr. 13: Reprezentativni 2-D gely proteinovych extraktti z kontrolnich (A) a latB oSetfenych
(B) korenti Arabidopsis a detaily individualnich skvrn (C). Proteiny s odlisnou abundanci jsou
oznacéeny Sipkami. Cisla odkazuji na proteiny v tabulce 2.

4.2.3 Charakterizace zmén proteomu koieni Arabidopsis po ovlivnéni
oryzalinem
Vsechny statisticky vyznamné proteiny ziskané z kofent Arabidopsis ovlivnénych

2 umol-I"* oryzalinem identifikované bezgelovymi a gelovymi proteomickymi piistupy
byly klasifikovany do 12 funkénich kategorii (Obr. 13). Nejvice ovlivnéné byly
metabolické proteiny (42 %) z celkového poctu proteinti se zménénou abundanci
zpiisobenou oryzalinem. Dal$i nejvice ovlivnéné funkéni skupiny byly proteiny stresové
odpovédi (9 %) a proteiny podilejici se na sklddani proteint (9 %). Oryzalin ovlivnil
cytoskeletalni proteiny (6 %) profilin 1 (Q42449; 1,33 krat snizena abundance) a aktin
7 (P53492; 1,56 krat zvySena abundance). Dalsi skupiny ovlivnéné oryzalinem byly
siganlizace (6 %), metabolismus aminokyselin (6 %), nukleosomové skladani (6 %),
proteolyza (3 %), regulace bunééného déleni (3 %), regulace cirkadianniho rytmu (3 %),

vezikularni transport (3 %) a proteiny s neznamou funkci (3 %).
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Obr. 13: Klasifikace proteinii se zménénou abundanci v kofenech Arabidopsis oSetfenych
oryzalinem do funkénich kategorii. VyseCovy graf zobrazuje procentualni rozdéleni proteint
podle funkénich tiid.

4.2.4 Charakterizace zmén proteomu koi‘ent Arabidopsis po ovlivnéni

latrunkulinem B
Na Obr. 14 je procentualni zastoupeni Statisticky vyznamnych proteind ziskanych

z kotenti Arabidopsis ovlivnénych 0,5 pmol-1™ 1atB a identifikovanych bezgelovymi
a gelovymi proteomickymi ptistupy. Metabolické proteiny byly nejvice ovlivnénou
%). Dale proteiny zapojené do vezikularniho transportu (12 %), skladani proteind (9 %).
Jako latB ovlivnéné cytoskeletalni proteiny (6 %) byly identifikovany profilin 1 (1,57
krat snizena abundance) a aktin 5 (2,67 krat snizena abundance). Nasleduji proteinové
funkéni skupiny metabolismu aminokyselin (6 %), syntéza proteini (6 %), signalizace
(3 %), metabolismus bunééné stény (3 %), nukleosomové skladani (3 %) a proteiny

s neznamou funkci (3 %).
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Obr. 14: Klasifikace proteinii se zménénou abundanci v kofenech Arabidopsis oSetfenych
latrunkulinem B do funk¢nich kategorii. Vyseovy graf zobrazuje procentualni rozdéleni
proteind podle funk¢nich tid.

we

4.2.5 Porovnani ucinki oryzalinu a latrunkulinu B na proteomické

urovni
Spojenim dvou nezavislych proteomickych analyz (bezgelové a gelové) lze srovnat vliv

dvou riiznych cytoskeletalnich inhibitort, oryzalinu (2 pmol-I™*) a latB (0,5 pmol-1™), na
zmény abundance proteini v kofenech Arabidopsis oSetfenych témito inhibitory.
Porovnani jejich vlivu vzhledem k funkéim skupinam proteint je uvedeno (Obr. 15).
Celkovy pocet funkénich skupin pro proteiny ovlivnéné oryzalinem byl 12, zatimco
v piipadé latB byly ovlivnéné proteiny rozdéleny do 11 funk¢nich skupin. Jak
u oryzalinu, tak u latB byly nejvice ovlivnény metabolické proteiny. Druhou nejvice
ovlivnénou skupinou byly u obou inhibitori proteiny stresové odpovédi. Tieti
proteinli, zatimco u latB jsou to proteiny podilejici se na vezikularnim transportu.
Cytoskeletalni proteiny meély stejné procentudlni zastoupeni u oryzalinu 1 latB.
Z vysledkt vyplyva, Ze jak oryzalin tak latB vyrazné ovliviiuji metabolické proteiny.
Zastoupeni ostatnich skupin je u proteini ovlivnénych oryzalinem témét vyrovnané,
zatimco u proteint ovlivnénych latB jsou nejvice zastoupeny skupiny proteinti stresové
odpovédi, proteinii vezikularniho transportu a syntézy proteinii. Z ¢ehoz lze vyvodit, ze

pusobeni latB na proteiny je vice specifické nez ptisobeni oryzalinu.
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Obr. 15: Porovnani procentualniho zastoupeni funkénich skupin proteini se zménénou
abundanci vlivem oryzalinu (celistva vypln) a latB (Srafovang).

Celkem 4 spoleéné proteiny, patfici do ruznych funkénich t¥id, byly statisticky
vyznamné ovlivnény jak oryzalinem tak latB v porovnani s kontrolnimi vzorky
s odpovidajicim objemem DMSO (Tab. 5). Ztoho pouze 2 proteiny, profilin
1 (Q42449) a 5-methyltetranydropteroyltriglutamate homocysteine methyltransferase

(050008), byly ovlivnény stejnym zptisobem, snizenim nebo zvySenim abundance.

Tab. 5: Prehled proteind se zménénou abundanci vlivem oryzalinu anebo latB

Funk¢ni tiida  Databazové  Nazev Zména abundance
Cislo oryzalin latB

Cytoskeletalni Q42449 Profilin 1 sniZeni snizeni
proteiny

Metabolismus 050008 5- sniZeni sniZeni
AMK methyltetrahydropteroyltriglutamate

homocysteine methyltransferase

Nukleosomové P59226 Histone H2B 9 zvySeni sniZeni
skladani

Signalizace F4l1C1 14 3 3 like protein GF14 epsilon zvyseni snizeni
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4.2.6 Funkce vybranych proteint se zménénou abundanci
NADP dependentni jableény enzym 3 (Q9XGZ0), ktery se nachazi v cytoplasme, mél

nejvyse zvySenou abundanci po aplikaci oryzalinu. Jeho funkci je oxidoredukéni
katalyza pfemény malatu na oxalacetat v citratovém cyklu (Wheeler et al., 2005).
Nejvice snizenou abundanci po ptisobeni oryzalinu méla adenosin kinasa 2 (Q9LZGO0)
lokalizovana v cytosolu a plasmatické membrané. Katalyzuje ATP-dependentni
fosforylaci adenosinu nebo jiného nukleosidu na monofosfatové derivaty. Je nezbytna
pro udrzeni methylové recyklace (Pereira et al., 2007). Ke snizeni abundance po
aplikaci latB doslo u cytoplasmatického Heat shock 70 kDa proteinu 5 (Q9S9N1), jehoz
funkci je ucast na obrannych reakcich a procesu skladani proteinti. Ve spolupraci
s dalsimi chaperony stabilizuje jiz existujici proteiny proti agregaci a zprostiedkovava
skladani posttranslacné vzniklych polypeptida jak v cytosolu, tak v organelach (Wang
et al, 2014). Protein snejvice zvySenou abundanci po pusobeni latB,
S-adenosylmethionine synthasa 1 (P23686), katalyzuje tvorbu S-adenosylmethioninu
z methioninu a  ATP.  Lokalizace tohoto  proteinu je v cytoplasmé
(http://hamap.expasy.org/unirule/MF_00086).

Kaffeoyl-CoA O-methyltransferasa 1 (049499; skvrna ¢. 1), ktera methyluje
kaffeoyl-CoA na feruloyl-CoA, vykazovala snizenou abundanci po aplikaci oryzalinu.
Ma velmi nizkou aktivitu s kyselinou kavovou a eskuletinem. Podili se na biosyntéze
skopoletinu v kotfenech a je lokalizovan v cytosolu (Do et al.,, 2007). Serine
hydroxymethyltransferasa 4 (Q9FPJ3; skvrna ¢. 2) katalyzuje interkonverzi serinu
a glycinu. Nachazi se v cytoplasmé (http://hamap.expasy.org/unirule/MF_00051). Po
aplikaci oryzalinu byla jeji abundance snizena. Ke zvySeni abundance po aplikaci
oryzalinu doslo u cytoplasmatické 5-methyltetrahydropteroyltriglutamat—homocystein
methyltransferasy 1 (Q93ZK3; skvrna ¢. 3), ktera katalyzuje ptenos methylové skupiny
z 5-methyltetrahydrofolatu na homocystein za tvorby methioninu (Ravanel et al., 2004).

Ke snizeni abundance cytoskeletalniho proteinu profilinu 1 (Q42449) doslo po
aplikaci jak oryzalinu tak latB. Profilin 1 je protein lokalizovany v cytoplasmé
a cytoskeletu. VaZe se na monomerni aktin za tvorby komplexu v poméru 1:1, ¢imz
ovlivituje strukturu cytoskeletu. Ptfi vysokych koncentracich zabrafiuje polymerizaci
aktinu.  Inhibuje tvorbu inositol-trisfosfatu  a  diacylglycerolu vazbou na
fosfatidylinositol-4,5-bisifosfat (Staiger et al., 2010). ZvySena abundance pusobenim
oryzalinu byla nalezena u cytoskeletalniho aktinu 7 (P53492), ktery je povazovan za

jeden z vegetativnich aktind podilejici se na regulaci hormonaln¢ indukované rostlinné
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bunééné proliferace a tvorby kalusu (Kandasamy et al., 2001). Pisobenim latB byla
abundance cytoskeletalniho proteinu putativniho aktinu 5 (Q8RYC2) snizena. Je
lokalizovan v cytoplasmé a cytoskeletu. Piesna funkce této formy aktinu neni znama
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q8RYC2).

Podjednotka d mitochondrialni ATP synthasy (Q9FT52; skvrna ¢. 5), vykazujici
snizenou abundanci po aplikaci latB, se nachazi ve vnitini mitochondridlni membrané.
Podili se na pfenosu protonti pfes membranu za tvorby ATP (Alavian et al., 2014).
Abundance cystein-bohatého receptoru like protein kinasa 39 (Q9SYS7; skvrna ¢. 6)
byla zvySena po aplikaci latB. Tento protein ma kinasovou aktivitu, podili se na
fosforylaci AMK a je lokalizovan v endomembranovém systému (http://www.string-
db.org/newstring_cgi/show_network_section.pl). Vlivem latB zvySenou abundaci m¢l
pentatrikopeptid repetice-obsahujici protein (Q9C977; skvrna ¢&. 7) vyskytujici se
vV mitochondrionu, kde se vaze na DNA (Aphasizheva et al., 2011). Ke zvyseni
abundance po aplikaci latB doslo u Heat shock 70 kDa proteinu 1 neboli transkripéni
podjednotky mediatoru RNA polymerasy II (Q9LZ52; skvrna ¢. 8), ktery se nachazi
v cytoplasmé a jadie. Podili se na obrannych reakcich a hraje roli v tfidéni proteini
(Sung a Guy, 2003). Glukoronokinasa 2 (Q9LY82; skvrna ¢. 9), coz je cukr-1-kinasa se
substratovou specifitou pro D-glukoronovou kyselinu a ATP, méla zvysenou abundanci
po aplikaci latB. Je zahrnuta v biosyntéze UDP-glukoronové kyseliny poskytujici
nukleotidové cukry pro polymery bunééné stény a lokalizovana v cytoplasmé (Gangl et
al., 2014). Ke zvysSeni abundance po aplikaci latB doslo u sec23/sec24-like
transportniho proteinu (NP_193152.2; AT4G14160; skvrna ¢. 10), ktery se podili mimo
jiné na vezikularnim transportu z ER do GA, vnitrobunééném proteinovém transportu,
organizaci a vezikuldrnim transportu GA, bunééného rstu a morfogenezi. Vyskytuje se

v cytoplasmé (Lord et al., 2011).

4.3 Analyza abundance o-tubulinu a aktinu po ovlivnéni inhibitory

pomoci imunoblotovani
Metodou 2D imunoblotovani lze separovat a detekovat isoformy a také posttranslac¢ni

modifikace proteint Vv pfipad¢, Ze tyto rizné formy proteintt maji rizny isoelektricky
bod nebo molekulovou hmotnost. Nejdiive bylo nutné tuto metodu optimalizovat. Pro
detekci o-tubulinu byly nejprve zvoleny gelové stripy s pH rozsahem 4-5,3. Detekce
byla umoznéna pomoci protilatky anti-o-tubulinu, ktera je specificka na oa-tubulin

(instrukce vyrobce). Na immunoblotu (Obr. 16) se v oblasti 55 kDa odpovidajici

61



a-tubulinu ukazaly 3 skvrny v riizné oblasti pH. Skvrna ¢. 3, ktera méla nejintenzivné;si
denzitu, migrovala do oblasti pH piiblizn¢ 5,1. Je pravdépodobné, ze skvrna
migrovala do oblastipH 0 malo mensi nez skvrna ¢. 3. Posun mezi skvrnou
¢. 3 a 2 predstavuje posun pH 0,8 do kyselé¢ oblasti. Pifedpokladame, ze skvrna
¢. 2 muze byt posttranslacni modifikaci a-tubulinu zptsobend fosforylaci. Tuto
hypotézu je nutné potvrdit nezavislymi metodami, jako je napiiklad aplikace fosfatasy
do extraktu na zabranéni fosforylace. Pokud na imunoblotu z takto oSetfeného extraktu
podobny posun v migraci skvrny nenastane, mizeme pokladat detekovanou PTM jako
(4,8) a také niz8i molekulovou hmotnost. Identitu této skvrny je nutné zjistit
experimentdlné. Hypoteticky mize jit o posttranslaéni modifikaci, nebo vice
posttranslacnich modifikaci o-tubulinu najednou, coz vyzaduje dalsi dokazovani.
Ostatni skvrny jsou pravdépodobné nespecifické z divodu velkého rozdilu molekulové
hmotnosti. Navic tyto skvrny nemaji ekvivalentni pas na imunoblotech zhotovenych 1D
imunoblotovanim (naptiklad Obr. 17D, Obr. 19C a Obr. 21D). Z divodu nedostate¢né
separace a-tubulinu jsme rozsah pH gelového stripu upravili na na 5-6,3. Bylo dosazeno
vhodné migrace o-tubulinu na 2D imunoblotu (Obr. 17A). Ukazalo se, Ze dany rozsah
pH byl vhodny pro separaci a-tubulinovych i aktinovych isoforem (Obr. 17- Obr. 22).

pH 4 pH 5,3

\ 4

250

150

100 —

Mr (kDa)

55 —
50 —

A

Obr. 16: 2D imunoblotova detekce a-tubulinu (pomoci protilatky anti-a-tubulinu, rozsah pH na
gelu 4 az 5,3) v kotenech Arabidopsis ovlivnénych 0,126% (v/v) DMSO.
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4.3.1 2D imunoblotova analyza a-tubulinu a aktinu v KkoFenech

Arabidopsis ovlivnénych oryzalinem
V experimentu, ve kterém byly rostliny Arabidopsis ovliviiovany oryzalinem, byly 2D

imunoblotovanim detekovany 4 skvrny s molekulovou hmotnosti odpovidajici
a-tubulinu (Obr. 17A, B). Skvrny ¢. 1 a 2 maji pI 5,2 a 5,3 a skvrna ¢. 4 m¢la naméfen
pl 5,9. Migrace skvrny ¢. 3 byla zménéna vlivem oryzalinu z 5,6 (maximum denzity
skvrny) na 5,4. Detail skvrny ¢. 3 (Obr. 17B) ukazuje, ze oryzalin kromé posunu pl
zpusobil separaci dal$iho spotu s nepatrné¢ mensim pl. Vysledky z 2D imunobloti
koresponduji s tvrzenim, Ze oryzalin zpusobuje PTM a-tubulinu. Doslo k migraci
skvrny €. 3 predstavujici pravdépodobné a-tubulinovou isoformu, smérem do kyselé
oblasti v pH poli, coz naznacuje a-tubulinovou fosforylaci udavajici proteinu zaporny
naboj (Obr. 17A, B). Denzitometrickym méfenim intenzity signalu jednotlivych skvrn
z 2D imunoblotu byla zjiSténa zvySend abundance u skvrn €. 1, 2 a 3, zatimco snizenou
abundanci méla skvrna ¢. 4 (Obr. 17C). Tyto vysledky pozitivné korelovaly s vysledky
1D imunoblotovani (Obr. 17D), coz bylo potvrzeno denzitometrii (Obr. 17F).
Predpokladame, Ze zvySeni abundance je zplsobeno rozpadem mikrotubulid vlivem
oryzalinu na dimery o/B-tubulinu, které jsou pfistupnéjsi pro vazbu a-tubulin specifické
protilatky anti-a-tubulinu. Pro kontrolu davkovani proteinti na gel byla membrana
S proteiny obarvena po transferu pomoci Ponceau S (Obr. 17E).

Dvourozmérnym imunoblotovanim pomoci protilatky anti-aktin jsme detekovali
6 skvrn s molekulovou hmotnosti odpovidajici aktinu v experimentu s oryzalinem.
Skvrny ¢. 1-6 mély hodnoty pl postupné 5,22; 5,4; 5,44; 5,49; 5,55 a 5,85 (Obr. 18A,
B). Tyto skvrny mizou predstavovat isoformy aktinu, které maji rozliéné databazové
(teoretické) hodnoty isoelektrického bodu (Databaze TAIR, www.arabidopsis.org).
Nebyly zjistény zmény v migraci aktinu v pH poli. Z denzitometrického meéteni
intenzity signalu (Obr. 18C) na 2D imunoblotu je zjisténo ve vSech skvrnach, kromé
skvrny ¢. 6, zvySeni abundance aktinu po pusobeni oryzalinu. Neoznacené skvrny
sniz8§i molekulovou hmotnosti nez 43 kDa jsou pravdépodobné nespecifické
a domnivame se, Ze to nejsou degradacni produkty aktinovych isoforem, protoze jejich
pl lezi mimo hodnoty pl detekovanych isoforem. NavySeni abundance aktinu
po pusobeni oryzalinu bylo pozorovano 1D imunoblotovanim (Obr. 18D). Pro kontrolu
davkovani proteinti na gel byla membrdna s proteiny obarvena po transferu pomoci
Ponceau S (Obr. 18E). Denzitometrické hodnoty intenzity signalu (Obr. 18F) naméfené

z 1D imunoblotd (Obr. 18D) ukazuji zvySenou abundanci aktinu V oryzalinem
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osetfenych vzorcich s0,126% (v/iv) DMSO. Zvyseni abundance aktinu muze byt
spojeno s rozpadem mikrotubulll vlivem oryzalinu a naslednym narusenim AF za
vzniku monomeru aktinu, které jsou 1épe ptistupné pro specifickou protilatku pro aktin.
Toto dokazuje propojeni mikrotubularniho a aktinového cytoskeletu. Nespecifické pasy

v 1D imunoblotu mtizou byt zpisobeny pouzitim nevhodného extrakéniho puftru.
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Obr. 17: Imunoblotova detekce a-tubulinu (pomoci protilatky anti-o-tubulinu) v kofenech
Arabidopsis ovlivnénych oryzalinem. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) o-
tubulinu v kontrolnich kofenech (A) a v kofenech Arabidopsis oSetfenych oryzalinem (B). (C)
Odpovidajici denzita izoforem alfa-tubulinu, kde ¢isla grafii jsou shodna s ¢islami u Sipek v 2D
imunoblotu za kontrolnich podminek (O-) a oSetfenych oryzalinem (O+). (D,E,F) 1D
imunobloty tubulinu (D) a odpovidajici Ponceau S barveni proteini na membrané (E)
a odpovidajici denzita méfena v pasech 1D imunoblotu (F).
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Obr. 18: Imunoblotova detekce aktinu (pomoci protilatky anti-aktin) v kofenech Arabidopsis
ovlivnénych oryzalinem. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) aktinu
v kontrolnich kofenech (A) a Vv kofenech Arabidopsis oSetfenych oryzalinem (B). (C)
Odpovidajici denzita isoforem aktinu, kde ¢isla grafii jsou shodna s ¢islami u Sipek v 2D
imunoblotu za kontrolnich podminek (O-) a po oSetfeni oryzalinem (O+). (D, E, F) 1D
imunobloty aktinu (D) a odpovidajici Ponceau S barveni proteini na membrané (E)
a odpovidajici denzita méfena v pasech 1D imunoblotu (F).

65




4.3.2 Analyza abundance a-tubulinu a aktinu v kofenech Arabidopsis

po pusobeni cytochalasinu D
V experimentu, ve kterém byly kofeny Arabidopsis ovliviiovany cytD, byly metodou

2D imunoblotovani detekovany 3 isoformy a-tubulinu. Separace o-tubulinu byla
podobna, jako tomu bylo v experimentu s oryzalinem, krom¢ skvrny s pl 5,4, ktera
v experimentu s cytD nebyla detekovana. To naznacuje, ze separace v prvnim rozméru
Vv pribehu 2D elektroforézy je klicova pro spravné vyhodnoceni zmén abundance, resp.
PTM daného proteinu. Skvrna ¢. 1 méla pl 5,2. U skvrny ¢. 2 doslo k vyraznému
zvétSeni denzity v cytD oSetfenych vzorcich (Obr. 19A, B). Isoelektricky bod skvrny
¢. 2 v kontrolnich vzorcich byl v mist¢é maximalni denzity 5,56, zatimco u vzorkl
osetfenych latB byly zjisteny 2 denzitni maxima, a to 5,56 a 5,7 — 5,8. pl pro skvrnu
¢. 3 je 6,0 v obou vzorcich. Denzity jednotlivych skvrn jsou zobrazeny na Obr. 19C, kde
u skvrny ¢. 2 doslo k vyraznému navySeni abundance, zatimco u skvrny ¢. 3 byla
abundance zna¢n¢€ snizena u vzorkt oSetfenych latB ve srovnéani s kontrolnimi vzorky.
Tyto zmény mohou indikovat PTM o-tubulinu zplsobujici zménu pl u skvrn.
Z denzitometrickych méfeni intenzity signalu past (Obr. 19E) 1D imunoblotti (Obr.
19D) je ziejmé zvySeni abundance v cytD oSetfenych vzorcich s 0,126% (v/v) DMSO,
coz je v pozitivni korelaci s 2D imunoblotem.

Pouzitim protilatky anti-aktin jsme detekovali 5 skvrn s molekulovou hmotnosti
odpovidajici aktinu. Distribuce spoti byla casteéné podobna s distribuci
v piedchazejicim ptipadé (Obr. 18 A, B), coz opét zvyraziuje dilezitost separace podle
pl. Hodnoty pl jednotlivych skvrn byly 5,17 pro skvrnu €. 1; 5,5 pro skvrnu ¢. 2; 5,55
pro skvrnu ¢. 3; 5,61 pro skvrnu €. 4 a 5,88 pro skvrnu ¢. 5 (Obr. 20A, B). V porovnani
s Obr. 18 A, B, byly detekovany i 2 skvrny (¢. 6 a 7) s Mr o 5 kDa vys$si nez skvrny
aktinu a s pI shodnym se skvrnami ¢. 3 a 4. Navic, tyto vykazovaly velkou dynamiku
ve smyslu zmény denzity po ovlivnéni cytD. V cytD ovlivnénych vzorcich doslo
k zesileni abundance skvrny ¢. 6 s pl 5,6 a k navySeni o skvrnu ¢. 7 naproti kontrolnim
vzorkiim. Neoznacené skvrny o odlisné molekulové hmotnosti nez aktinové skvrny na
2D imunoblotech jsou podobné, jako tomu bylo u Obr. 18, pravdépodobné nespecifické.
Z denzitometrickych méfeni intenzity signalu skvrn v 2D imunoblotu (Obr. 20C)
vyplyva, ze dochazi ke snizeni abundance isoforem aktinu kromé skvrn ¢. 1, 5 a 6, ve
kterych byla abundance zvySena. Z 1D imunoblotil je patrné zvySeni abundance aktinu
Vv cytD ovlivnénych vzorcich s 0,125% (v/v) DMSO (Obr. 20D). Pasy nizsi nez 43 kDa

jsou nespecifické. Pro optimalizaci detekce je potieba optimalizovat extrakci proteint.
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Denzitometrické hodnoty intenzity signalu naméfené z 1D imunoblotd (Obr. 20E)
vykazuji zvySenou abundanci ve vzorcich oSetfenych cytD, kterd miize byt zptisobena
rozpadem AF na monomery aktinu vlivem cytD a nasledn¢ vazbou specifické protilatky

anti-aktinu na volné a 1épe piistupné aktinové monomery.
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Obr. 19: Imunoblotova detekce a-tubulinu (pomoci protilatky anti-o-tubulin) v kotfenech
Arabidopsis ovlivnénych cytD. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) a-tubulinu
v kontrolnich kofenech (A) a v kofenech Arabidopsis osetienych cytD (B). (C) Odpovidajici
denzita isoforem alfa-tubulinu, kde ¢isla grafii jsou shodna s ¢islami u Sipek v 2D imunoblotu za
kontrolnich podminek (C-) a osetfenych cytochalasinem D (C+). (D, E) 1D imunobloty
a-tubulinu (D) a odpovidajici denzita méfena v pasech 1D imunoblotu (E).
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Obr. 20: Imunoblotova detekce aktinu (pomoci protilatky anti-aktin) v kofenech Arabidopsis
ovlivnénych cytD. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) aktinu
v kontrolnich kofenech (A) a v kofenech Arabidopsis osettenych cytD (B). (C) Odpovidajici
denzita isoforem aktinu, kde ¢isla grafii jsou shodna s ¢islami u Sipek v 2D imunoblotu za
kontrolnich podminek (C-) a po oSetteni cytD (C+). (D, E) 1D imunobloty aktinu (D)

a odpovidajici denzita mé&fena v pasech 1D imunoblotu (E).

68




4.3.3 Analyza abundance alfa-tubulinu a aktinu v Kkofenech

Arabidopsis po piusobeni latrunkulinu B
Separace a-tubulinu v dalsim experimentu, ve kterém byly rostliny Arabidopsis

ovlivilovany latB, nebyla dostacujici, a proto je interpretace nemozna. Experiment
z ¢asovych diavodi nebylo mozné zopakovat. Byla detekovana jedna skvrna a-tubulinu
s pl 5,3 (Obr. 21A, B). Z denzitometrického méfeni intenzity signalu (Obr. 21E) na 2D
imunoblotu je patrné snizeni abundace a-tubulinu v latB s0,126% (v/v) DMSO,
osetfeném (L+) vzorku. Nebyly zjistény zmény v migraci a-tubulinu v pH poli.
Nespecifické skvrny mohou byt zplGsobeny nedostatecnym blokovanim membrany.
Denzitometrické méfeni intenzity signalu v 1D imunoblotu (Obr. 21E) ukazalo, ze
abundance o-tubulinu v kontrolnich, po 2 hod ptsobeni 0,126% (v/v) DMSO (L-)
a latB, rozpusténym v 0,126% (v/v) DMSO, osetienych (L+) vzorcich se nepatrné
zvysila (Obr. 21F). Pro kontrolu davkovani proteinti na gel byla membrana s proteiny
obarvena po transferu pomoci Ponceau S (Obr. 21D).

Ve shodé s Obr. 20 a 18 jsme detekovali celkem 5 skvrn s Mr aktinu metodou 2D
imunoblotovani v experimentu, ve kterém byly kofeny Arabidopsis ovlivnény latB
(Obr. 22A, B). Hodnoty pl isoforem aktinu byly 5,17 pro skvrnu ¢. 1; 5,5 pro skvrnu
¢. 2; 5,55 pro skvrnu ¢. 3; 5,61 pro skvrnu ¢. 4; 5,88 pro skvrnu ¢. 5. Opét byly
detekovany dvé skvrny svyssi Mr (. 6 a 7), ale se stejnou pl jakou maji skvrny
3 a 4. Ve vzorcich oSetienych latB s0,126% DMSO, doslo k vymizeni skvrny
€. 6 a 7 u skvrny ¢. 1 kmalému posunu smérem do kyselé oblasti ve srovnani
s kontrolnimi vzorky oSetifenymi 0,126% (v/v) DMSO. Z denzitometrickych hodnot
skvrn (Obr. 22C) naméfenych z 2D imunoblotd je vidét snizeni abundance u skvrn
¢. 1,2 a7 azvySeni abundance u skvrn €. 3 a 4. Pro kontrolu davkovani proteinii na gel
byla membrana s proteiny obarvena pomoci Ponceau S (Obr. 22E). Denzity aktinovych
past k prislusnym 1D imunoblotam (Obr. 22D) jsou uvedeny na Obr. 22F, kdy doslo ke
zvysSeni abundance v latB oSetfenych vzorcich, coz muze byt zpisobeno rozpadem AF
vlivem latB na monomery aktinu, které jsou lépe ptistupné pro vazbu protilatky anti-

a-tubulinu.
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Obr. 21: Imunoblotova detekce a-tubulinu (pomoci protilatky anti-a-tubulin) v kofenech
Arabidopsis ovlivnénych latB. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) a-tubulinu
v kontrolnich kofenech (A) a v kofenech Arabidopsis osetienych lat B (B). (E) Odpovidajici
denzita isoforem a-tubulinu v 2D imunoblotu za kontrolnich podminek (L-) a oSetfenych latB
(L+). (C, D, F) 1D imunobloty tubulinu (C) a odpovidajici Ponceau S barveni proteini na
membrané (D) a odpovidajici denzita méfena v pasech 1D imunoblotu (F).
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Obr. 22: Imunoblotova detekce aktinu (pomoci protilatky anti-aktin) v kofenech Arabidopsis
ovlivnénych latB. (A, B) 2D imunobloty (rozsah pH na gelu 5 az 6,3) aktinu v kontrolnich
kofenech oSetfenych 2 h 0,126% (v/v) DMSO (A) a v kofenech Arabidopsis oSetfenych latB
(B). (C) Odpovidajici denzita isoforem aktinu, kde ¢isla grafi jsou shodnd s cislami u Sipek
v 2D imunoblotu za kontrolnich podminek po 2 h pusobeni 0,126% (v/v) DMSO (L-) a po
osetfeni latB (L+). (D, E, F) 1D imunobloty aktinu (D) a odpovidajici Ponceau S barveni

proteinti na membrané (E) a odpovidajici denzita métena v pasech 1D imunoblotu (F).
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5 DISKUSE
Cytoskeletalni inhibitory oryzalin, latB a cytD se pouzivaji k modifikaci cytoskeletu,

ktery je dulezity pro vnitini strukturu buniky a zastava vyznamné funkce v mnoha
bunécnych procesech. Vyuzivaji se v bunécné biologii a fyziologii. Kazdy z nich ma
jiny molekularni cil, a tudiz i odliSné subcelularni efekty. Pro lepsi vyuziti téchto
inhibitort je pozadovana vysoka specifita u¢inku. Uzitim proteomickych analyz
v kombinaci s biochemickymi a buné¢né biologickymi metodami a farmakologickym
oSetienim Ize detekovat nové proteiny vyznamné pro fyziologii bunky (Takac et al.,
2013). Fyziologické ucinky rostlinnych inhibitori byly pozorovany s pomoci
proteomickych metod v pfedchozich pracich (Chen et al., 2006; Takac¢ et al., 2011;
Taka¢ et al., 2012; Takac et al., 2013). V této praci jsou prezentovany proteomické
zmény v kofenech Arabidopsis ovlivnénych oryzalinem a latB, analyza abundance
a-tubulinu a aktinu po ovlivnéni inhibitory pomoci imunoblotovani a mikroskopické
pozorovani MT in vivo po vlivu oryzalinu a latB.

Mikroskopickym pozorovanim MT in vivo po vlivu oryzalinu a latB byly
pozorovany ucinky na MT stabilné transformované rostliny Arabidopsis
s fuznim konstruktem TUAG6-GFP. K rozpadu vétsiny MT v kofenech Arabidopsis
indikovaném snizenim signalu TUA6-GFP v MT doslo po 120 min pusobeni oryzalinu,
zatimco po 180 min doslo kuplnému rozpadu mikrotubuld. Navyseni
cytoplasmatického signalu TUAG-GFP bylo zptusobeno vyssi koncentraci TUAG6-GFP
v cytoplasmé  vzniklého rozpadem mikrotubul. Dezorientace a fragmentace
kortikalnich mikrotubulti po pisobeni oryzalinu na kofeny Arabidopsis byla hlasena
v praci Baskin et al., (1994). Difuzni signal tubulinu v cytoplasmé kotenti Arabidopsis
oSetfenych oryzalinem byl zjistén v dalSich pracich (Baskin et al., 1994; Baluska et al.,
1996). Nase vysledky mikroskopického pozorovani slouzi K potvrzeni pozitivniho
ucinku dané koncentrace oryzalinu na a-tubulin v nasich laboratornich podminkach.
Stejnd koncentrace a Cas plsobeni byly pouZity pro proteomickou analyzu
a imunoblotovani.

Je zajimavé, Ze distribuce a-tubulinu byla postizena i v Kofenech Arabidopsis
oSetfenych latB. Je znamo, ze latB zptsobuje rozpad AF a difuzni distribuci aktinu
(Kim et al., 2006). Pozorovali jsme svazkovani a zesileni signalu MT a akumulaci
signalu TUA6-GFP ve shlukovitych utvarech v cytoplasmé a v blizkosti plasmatické

membrany. V podobném experimentu latB o koncentraci 0,1 pmol-I* ovlivnil

72



organizaci MT a snizil jejich hustotu (pocetnost) v stabiln¢ transformovanych rostlinach
Arabidopsis nesoucich konstrukt GFP-MAP4 (Rosero et al., 2013). Shlukovité Gtvary
nebyly pozorovany, coz je pravdépodobné zplisobeno jinymi experimentalnimi
podminkami (koncentrace latB, 72h na pevném MS médiu), anebo odliSnym
markrovym konstruktem, ktery byl pouzit pro vizualizaci MT. Shlukovité utvary jsou
pravdépodobné akumulované monomery a-tubulinu.

Metabolické a fyziologické procesy, které doprovazeji subcelularni efekty inhibitorti,
jsou Casto podcenovanym jevem. Proto jsme zvolili proteomickou analyzu na objasnéni
zmén vyvolanych cytoskeletalnimi inhibitory na proteinové urovni. Pomoci dvou
proteomickych analyz, bezgelovym a gelovym pfistupem, byly analyzovany zmény
abundance proteini po ovlivnéni kofenti Arabidopsis oryzalinem nebo latB v porovnani
s kontrolnimi vzorky. V 2D gelové elektroforéze byl ziskan vyrazné odlisny pocet skvrn
na gelu, pro oryzalin oSetiené vzorky 332 a pro latB oSetfené vzorky 902, coz bylo
zpuisobeno riznou metodou pouzitou pti davkovani proteinu na strip. Z toho vyplyva, ze
vyhodnéjsi metoda davkovani proteinu na gelovy strip je metoda papirového mostu
(tzv. paper bridge). Pii identifikaci statisticky vyznamnych skvrn (P<0,01) metodou
MALDI TOF-TOF bylo uspésné identifikovano 67 % proteinti. Pro optimalizaci metody
je navrzeno naptiklad dal§i pfecisténi vzorkd nebo separace pomoci chromatografie
pfed samotnou analyzou.

Zatazenim identifikovanych proteinti ziskanych z kofentt Arabidopsis ovlivnénych
oryzalinem nebo latB do funkénich skupin bylo umoznéno srovnani ucinka téchto
inhibitori z hlediska specifi¢nosti. Z vysledkii vyplyva, Ze latB postihuje mensi pocet
funkénich tfid proteind neZ oryzalin. Stejné proteomické metody pouZité k roztfazeni
proteini byly aplikovany v diivéjsich pracich, ve kterych byly kofeny Arabidopsis
ovlivnény brefeldinem A (Takac et al., 2011), wortmanninem (Takac et al., 2012)
a LY294002 (Taka¢ et al., 2013). Srovnani pusobeni jednotlivych farmak podle
funkénich skupin ovlivnénych proteint je na Obr. 23. Obecné jsou nejvice ovlivnéné
skupiny metabolické proteiny, proteiny stresové odpovédi, vezikuldrni transport,

syntéza proteint a skladani proteind.
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Obr. 23: Grafické porovnani ucinkd v [%] zleva latB, oryzalinem, LY294002, brefeldinem
A a wortmanninem ovlivnéné koteny Arabidopsis podle funk¢nich tiid proteini se Statisticky
vyznamnou zménénou abundanci (Takac¢ et al., 2011; Takac et al., 2012; Takac et al., 2013).

Celkem 4 proteiny byly statisticky vyznamné (krom¢ aktinu 7 ve vzorku oSetfenym
latB; P=0,24) ovlivnény jak oryzalinem, tak latB (Tab. 5). Ale pouze dva z nich, profilin
1 (Q42449) a 5-methyltetranydropteroyltriglutamate homocysteine methyltransferase
(O50008), byly ovlivnény stejnym trendem zmény abundance, snizenim nebo
zvysenim. Profilin je aktin-vazajici protein, ktery reguluje rychlosti polymerizace
a dynamiku aktinového cytoskeletu (Staiger et al., 2010). Pomoci gelovych
a bezgelovych proteomickych pristupti aplikovanych na kotfeny Arabidopsis
ovlivnénych Brefeldinem A bylo objeveno, ze profilin 2 je zahrnut v propojeni
vezikularniho transportu a aktinového cytoskeletu (Taka¢ et al., 2011). Aktin
7 (P53492), ktery neni statisticky prukazny ve vzorku oSetfenym latB, vykazoval
odliSny trend zmény abundance mezi vzorkami ovlivnénymi oryzalinem nebo latB
50,126% (v/v) DMSO vzhledem ke kontrolnim vzorkiim s 0,126% (v/v) DMSO.
Odlisnd zména abundance aktinu 7 je pravdépodobné zpiisobena nestejnymi
molekulovymi cili inhibitord, o-tubulin v tubulinovém dimeru pro oryzalin (Strachan
a Hess, 1983) a monomerni aktin pro latB (Morton et al., 2000).

Metodou imunoblotovani byla provedena analyza abundance a-tubulinu a aktinu po
ovlivnéni inhibitory oryzalinu, latB a cytD. Pomoci 2D imunoblotovani bylo dosazeno

detekce isoforem o-tubulinu a aktinu a jejich PTM v piipadé rtznych pl bodu
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a molekulovych hmotnosti. Pro Gispé$nou analyzu pomoci metody imunoblotovani je
dulezité splnit 3 zakladni body: 1) dokonalou separaci isoforem proteinu v prvnim
rozméru, 2) pouziti specifické protilatky pro detekci proteinu a 3) zamezeni
nespecificity optimalizaci extrak¢niho pufru, které plati pro 2D imunoblotovani a pro
1D imunoblotovani krom¢ bodu 1. Dokonald separace v prvnim rozméru muze byt
dosazena optimalizovanim parametra pti isoelektrické fokusaci. Pouzitim monoklonalni
protilatky s pfesn¢ definovanymi vlastnostmi a vysokou specificitou k substratu lze
dosahnout piesn¢j$i detekce proteinu. Pii zmrazovani a rozmrazovani protilatky je
doporuceno provést pred aplikaci mikrocentrifugace pro vylou¢eni mozného vyskytu
precipitatu. Vhodnou volbou extrak¢éniho pufru lze piispét k odstranéni nespecifickych
skvin nebo past. V zavislosti na pouzité protilatce, zda rozpozna ¢i nerozpozna
i denaturované formy proteinu, se zvoli extrakéni pufr obsahujici nebo neobsahujici
detergenty.

Metodou 2D imunoblotovani byly PTM proteinti detekovany na zakladé rozdilného
pl a/nebo molekulové hmotnosti proteinu. K identifikaci PTM proteinu je nutné
napiiklad pouzit protilatku specifickou pro predpokladanou formu PTM (Guan et al.,
2010) a uzit MS analyzu (Ban et al., 2013; Xie et al., 2007) nebo imunofluorescencni
mikroskopii (Blume et al., 2010).
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6  ZAVER

V teoretické Casti byly shrnuty dosud znamé informace o rostlinném cytoskeletu se
zamé&fenim na tubulin a aktin z hlediska jejich vyskytu, struktury, polymerizace a PTM.
Dale byla feSena problematika pouzitych cytoskeletalnich inhibitorti oryzalinu, latB
a cytD, jejich struktura, zptisob vazby na molekulovy cil a subcelularni u¢inky u rostlin.

V praktické ¢asti byla provedena proteomicka analyza regulace cytoskeletu
v kofenech Arabidopsis pomoci cytoskeletalnich inhibitort. Nejdiive bylo provedeno
mikroskopické pozorovani pomoci konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu
za ucelem sledovani U¢inkl oryzalinu a latB na mikrotubuly. Oryzalin zpiisobuje
dezintegraci MT a zvySeni cytoplasmatického signalu. LatB neovlivituje vyrazné
strukturu mikrotubul, ale zptisobuje akumulaci signalu ve shlucich pti PM.

Pomoci dvou rGznych proteomickych pfistupli, gelového a bezgelového, byly
sledovany zmény proteomu kofent Arabidopsis, které doprovazeji zmény polymerizace
aktinu a mikrotubuld po oSetfeni cytoskeletalnimi inhibitory oryzalinem a latB. Proteiny
se statisticky vyznamné zménénou abundanci byly rozd€leny podle procentualniho
zastoupeni do funk¢nich skupin. Z porovnani téchto tidaji bylo vyvozeno, ze latB je
vice specificky z hlediska ovlivnéni proteinti riznych funkénich skupin nez oryzalin.

Metoda 2D imunoblotovani je vhodna pro rozdéleni isoforem aktinu a sledovani
posttranslaénich modifikaci na zakladé zmény pl u a-tubulinu, pficemz je nezbytné pro
spravnou identifikaci isoforem a PTM pouzit dal§i metody, jako je hmotnostni

spektrometrie anebo aplikaci inhibitord PTM.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN
AF
AMK
BSA
CBB G250
CHCA
cytD

d
DMSO
DTT
DV
EGTA
ER

ESI
EtOH
F-aktin
FRKS
GA
G-aktin
GIP
GCP
GFP

h

HG
HPLC
IAA
IEF
IPG
KLSM
latA
latB
LC
MALDI
MAP
min
MS
MS médium
MT

pl

P
PCSTDII
PM

PT
PTM
QTOF
RP
SDS
STD

STD-VZ-roztok

TBST
TFA
TO komplex

acetonitril

aktinova filamenta

aminokyselina

hovézi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue G250
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova
cytochalasin D

den

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

destilovana voda
ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctova kyselina
endoplasmatické retikulum

ionizace elektrosprejem

ethanol

filamentarni aktin

finalni roztok pro kalibra¢ni skvrny
Golgiho aparat

globularni aktin

GCP interaktivni protein

proteiny y-tubulinového komplexu
zeleny fluorescencni protein

hodina

homogalakturonan

vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie
amid kyseliny jodoctové

isoelekticka fokusace

isoelektricky fokusacni gradient
konfokalni skenovaci laserovy mikroskop
latrunkulin A

latrunkulin B

kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie S laserovou desorpci/ionizaci pomoci matrice
mikrotubuly asociované proteiny
minuta

hmotnostni spektrometrie

Murashige & Skoog médium
mikrotubulus

isoelektricky bod

hodnota pravdépodobnosti

Peptide Calibration Standard I1
plasmaticka membrana

pokojova teplota

posttransla¢ni modifikace
kvadrupdlovy Casovy letovy detektor
rehydratacni pufr

dodecyl sulfat sodny

standard

roztok matrice pro standard i vzorek
Trisem-pufrovany solny roztok
trifluorooctova kyselina
tubulin-oryzalinovy komplex
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TUA
TUAG-GFP
UPLC

Vh

1D

2D

tubulin o

fuzni konstrukt a-tubulinu 6 s GFP

ultra vykonnd kapalinové chromatografie
Volthodina

jednodimenziondlni

dvoudimenzionalni
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9 PRILOHY

Tab. 2Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteini se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Vstup Mr pl PLGS
Cislo (Entry) Nazev (Da) (pH) skore

A8MRO7 ARATH Pyruvate kinase OS
A8MRO07 AB8MRO07  Arabidopsis thaliana GN At3g52990 PE2 SV 1 51857 6,2417 522,2767

AB8MRO7 ARATH Pyruvate kinase OS
ABMRO07 A8BMRO7  Arabidopsis thaliana GN At3g52990 PE2 SV 1 51857 6,2417 330,5766

A8MRO7 ARATH Pyruvate kinase OS
ABMRO07 A8BMRO7  Arabidopsis thaliana GN At3g52990 PE2 SV 1 51857 6,2417 320,0915

BIDFK6 ARATH Catalase OS Arabidopsis

BIDFK6 BIDFK6 thaliana GN AT4G35090 PE2 SV 1 54990 6,3549 140,5582
BI9DFK6 ARATH Catalase OS Arabidopsis

BI9DFK6 BI9DFK6 thaliana GN AT4G35090 PE2 SV 1 54990 6,3549 203,1918
BIDFK6 ARATH Catalase OS Arabidopsis

BIDFK6 BIDFK6 thaliana GN AT4G35090 PE 2 SV 1 54990 6,3549 152,1007

C0Z387 ARATH AT2G21660 protein OS
Arabidopsis thaliana GN AT2G21660 PE 4 SV

C0z387 C0z387 1 10844 4,0038 1473,793
C0z387 ARATH AT2G21660 protein OS
Arabidopsis thaliana GN AT2G21660 PE 4 SV

C0z387 C0z387 1 10844 4,0038 515,3077
C0z387 ARATH AT2G21660 protein OS
Arabidopsis thaliana GN AT2G21660 PE 4 SV

C0z387 C0z387 1 10844 4,0038 593,4064
C0Z387 ARATH AT2G21660 protein OS
Arabidopsis thaliana GN AT2G21660 PE 4 SV

C0z387 Cc0z387 1 10844 4,0038 756,9942
C0Z387 ARATH AT2G21660 protein OS
Arabidopsis thaliana GN AT2G21660 PE 4 SV

C0z387 C0z387 1 10844 4,0038 808,3845
FA411C1 ARATH 14 3 3 like protein GF14
epsilon OS Arabidopsis thaliana GN GRF10 PE

F411C1 F411C1 3sv1 28550 4,6575 1581,181
FA411C1 ARATH 14 3 3 like protein GF14
epsilon OS Arabidopsis thaliana GN GRF10 PE

F411C1 F411C1 3sv1 28550 4,6575 608,0549
F411C1 ARATH 14 3 3 like protein GF14
epsilon OS Arabidopsis thaliana GN GRF10 PE

F411C1 F411C1 3sv1 28550 4,6575 969,986
F411C1 ARATH 14 3 3 like protein GF14
epsilon OS Arabidopsis thaliana GN GRF10 PE

F411C1 F411C1 3sv1 28550 4,6575 455,5733
FAKGV2 ARATH 14 3 3 like protein GF14
lambda OS Arabidopsis thaliana GN GRF6 PE

FAKGV2 FAKGV2 3SV1 27700 4,611 444,2444
FAKGV2 ARATH 14 3 3 like protein GF14
lambda OS Arabidopsis thaliana GN GRF6 PE

FAKGV2 FAKGV2 3SV1 27700 4,611 901,6109
FAKGV2 ARATH 14 3 3 like protein GF14
lambda OS Arabidopsis thaliana GN GRF6 PE

FAKGV2 FAKGV2 3SV1 27700 4,611 1056,772
FAKGV2 ARATH 14 3 3 like protein GF14
lambda OS Arabidopsis thaliana GN GRF6 PE

FAKGV2 FAKGV2 3SV1 27700 4,611 747,0464
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Tab. 2Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

NSP3 ARATH Nitrile specifier protein 3 OS

004318 004318  Arabidopsis thaliana GN NSP3 PE 2 SV 1 51200 4,862 459,969
NSP3 ARATH Nitrile specifier protein 3 OS

004318 004318  Arabidopsis thaliana GN NSP3 PE 2 SV 1 51200 4,862 363,3598
NSP3 ARATH Nitrile specifier protein 3 OS

004318 004318  Arabidopsis thaliana GN NSP3 PE 2 SV 1 51200 4,862 561,0212
NSP3 ARATH Nitrile specifier protein 3 OS

004318 004318  Arabidopsis thaliana GN NSP3 PE2 SV 1 51200 4,862 373,9044

CAMT4 ARATH Caffeoyl CoA O
methyltransferase 1 OS Arabidopsis thaliana
049499 049499 GN CCOAOMTL1PE1SV1 29136 4,96 1438,271

CAMT4 ARATH Caffeoyl CoA O
methyltransferase 1 OS Arabidopsis thaliana
049499 049499 GN CCOAOMT1PE1SV1 29136 4,96 422,5737

CAMT4 ARATH Caffeoyl CoA O
methyltransferase 1 OS Arabidopsis thaliana
049499 049499 GN CCOAOMT1PE1SV1 29136 4,96 2268,122

CAMT4 ARATH Caffeoyl CoA O
methyltransferase 1 OS Arabidopsis thaliana
049499 049499 GN CCOAOMT1PE1SV1 29136 496 2114571

CAMT4 ARATH Caffeoyl CoA O
methyltransferase 1 OS Arabidopsis thaliana

049499 049499 GN CCOAOMT1PE1SV1 29136 4,96 2226,371
GSTF9 ARATH Glutathione S transferase F9

080852 080852  OS Arabidopsis thaliana GN GSTFOPE1SV 1 24130 6,1827 20742,8
GSTF9 ARATH Glutathione S transferase F9

080852 080852  OS Arabidopsis thaliana GN GSTFOPE1SV 1 24130 6,1827 14571,45
GSTF9 ARATH Glutathione S transferase F9

080852 080852 OS Arabidopsis thaliana GN GSTFOPE 1SV 1 24130 6,1827 19003,65
GSTF9 ARATH Glutathione S transferase F9

080852 080852  OS Arabidopsis thaliana GN GSTFOPE 1SV 1 24130 6,1827 28194,27
GSTF9 ARATH Glutathione S transferase F9

080852 080852  OS Arabidopsis thaliana GN GSTFOPE 1SV 1 24130 6,1827 26489,2

TCTP ARATH Translationally controlled tumor
protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN
P31265 P31265 TCTPPE 1SV 18898 4,3156 2936,595

TCTP ARATH Translationally controlled tumor
protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN

P31265 P31265 TCTPPE 1SV 18898 4,3156 2224,531
TCTP ARATH Translationally controlled tumor

protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN
P31265 P31265 TCTPPE 1SV 18898 4,3156 2167,532

TCTP ARATH Translationally controlled tumor
protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN
P31265 P31265 TCTPPE1SV 18898 4,3156 1870,759

TCTP ARATH Translationally controlled tumor
protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN
P31265 P31265 TCTPPE 1SV 18898 4,3156 1437,498
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TCTP ARATH Translationally controlled tumor
protein homolog OS Arabidopsis thaliana GN

P31265 P31265 TCTPPE1SV 18898 4,3156 1630,517
NDK1 ARATH Nucleoside diphosphate kinase
1 OS Arabidopsis thaliana GN NDPK1 PE 1 SV

P39207 P39207 1 16489 6,3636 459,4626
NDK21 ARATH Nucleoside diphosphate kinase
1 OS Arabidopsis thaliana GN NDPK1 PE 1 SV

P39207 P39207 1 16489 6,3636 1482,79
NDK1 ARATH Nucleoside diphosphate kinase
1 OS Arabidopsis thaliana GN NDPK1 PE 1 SV

P39207 P39207 1 16489 6,3636 647,7607
ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

P53492 P53492 thaliana GN ACT7PE 1SV 1 41708 5,1583 950,5334
ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

P53492 P53492 thaliana GN ACT7 PE1SV 1 41708 5,1583 1353,779
ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

P53492 P53492 thaliana GN ACT7 PE1SV 1 41708 5,1583 2777,769
ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

P53492 P53492 thaliana GN ACT7PE 1SV 1 41708 5,1583 2115,72
H32 ARATH Histone H3 2 OS Arabidopsis

P59226 P59226 thaliana GN HTR2 PE 1 SV 2 15258 11,707 655,2028
H32 ARATH Histone H3 2 OS Arabidopsis

P59226 P59226 thaliana GN HTR2 PE 1 SV 2 15258 11,707 2316,028
H32 ARATH Histone H3 2 OS Arabidopsis

P59226 P59226 thaliana GN HTR2 PE 1 SV 2 15258 11,707 1152,581
H32 ARATH Histone H3 2 OS Arabidopsis

P59226 P59226 thaliana GN HTR2 PE 1 SV 2 15258 11,707 804,4991

CP18D ARATH Peptidyl prolyl cis trans
isomerase CYP18 4 OS Arabidopsis thaliana
Q42406 Q42406 GNCYP184PE1SV1 18366 8,9852 3934,317

CP18D ARATH Peptidyl prolyl cis trans
isomerase CYP18 4 OS Arabidopsis thaliana
Q42406 Q42406 GNCYP184PE1SV1 18366 8,9852 2863,138

CP18D ARATH Peptidyl prolyl cis trans
isomerase CYP18 4 OS Arabidopsis thaliana

Q42406 Q42406 GNCYP184PE1SV1 18366 8,9852 2183,722
PROF1 ARATH Profilin 1 OS Arabidopsis

Q42449 Q42449 thaliana GN PRO1 PE 1SV 1 14257 4,5044 4773,629
PROF1 ARATH Profilin 1 OS Arabidopsis

Q42449 Q42449 thaliana GN PRO1 PE 1SV 1 14257 4,5044 2736,399
PROF1 ARATH Profilin 1 OS Arabidopsis

Q42449 Q42449  thaliana GN PRO1PE 1SV 1 14257 4,5044 2277,329
PROF1 ARATH Profilin 1 OS Arabidopsis

Q42449 Q42449 thaliana GN PRO1 PE 1SV 1 14257 4,5044 3798,222
PROF1 ARATH Profilin 1 OS Arabidopsis

Q42449 Q42449 thaliana GN PRO1 PE 1SV 1 14257 4,5044 3912,407
PATL2 ARATH Patellin 2 OS Arabidopsis

Q56712 Q56Z12  thaliana GN PATL2 PE 1SV 2 75961 4,7232 217,7559
PATL2 ARATH Patellin 2 OS Arabidopsis

Q56712 Q56Z12  thaliana GN PATL2 PE 1SV 2 75961 4,7232 281,1385
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Tab. 2Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

PATL2 ARATH Patellin 2 OS Arabidopsis

Q56ZI12 Q56Z12  thaliana GN PATL2 PE 1SV 2 75961 4,7232 458,739
PATL2 ARATH Patellin 2 OS Arabidopsis
Q56212 Q56212  thaliana GN PATL2 PE1SV 2 75961 4,7232 497,7518

MD37B ARATH Probable mediator of RNA
polymerase Il transcription subunit 37b OS
Q8H1B3 Q8H1B3 Arabidopsis thaliana 75102 4,7562 384,1945
MD37B ARATH Probable mediator of RNA
polymerase Il transcription subunit 37b OS
Q8H1B3 Q8H1B3  Arabidopsis thaliana 75102 4,7562 439,1141

MD37B ARATH Probable mediator of RNA
polymerase Il transcription subunit 37b OS
Q8H1B3 Q8H1B3  Arabidopsis thaliana 75102 4,7562 539,7977
MD37B ARATH Probable mediator of RNA
polymerase Il transcription subunit 37b OS

Q8H1B3 Q8H1B3 Arabidopsis thaliana 75102 4,7562 467,8472
QB8LFN7 ARATH Quinone oxidoreductase like

Q8LFN7 Q8LFN7  protein OS Arabidopsis thaliana PE 2 SV 1 38496 8,0601 163,9854
Q8LFV7 ARATH Phosphoglycerate kinase

Q8LFV7 Q8LFV7  putative OS Arabidopsis thaliana PE 2 SV 1 42121 5,3348 1120,027
Q8LFV7 ARATH Phosphoglycerate kinase

Q8LFV7 Q8LFV7 putative OS Arabidopsis thaliana PE 2 SV 1 42121 5,3348 1584,713

ACO3M ARATH Aconitate hydratase 3
mitochondrial OS Arabidopsis thaliana GN
Q94A28 Q94A28 ACO3PE1SV3 1E+05 6,7258 416,815

ACO3M ARATH Aconitate hydratase 3
mitochondrial OS Arabidopsis thaliana GN
Q94A28 Q94A28 ACO3PE1SV3 1E+05 6,7258 202,5419

ACO3M ARATH Aconitate hydratase 3
mitochondrial OS Arabidopsis thaliana GN
Q94A28 Q94A28 ACO3PE1SV3 1E+05 6,7258 257,0436

ACO3M ARATH Aconitate hydratase 3
mitochondrial OS Arabidopsis thaliana GN
Q94A28 Q94A28 ACO3PE1SV3 1E+05 6,7258 379,4774

ACO3M ARATH Aconitate hydratase 3
mitochondrial OS Arabidopsis thaliana GN
Q94A28 Q94A28 ACO3PE1SV3 1E+05 6,7258 192,7222

GATP ARATH Gamma aminobutyrate
transaminase POP2 mitochondrial OS
Q94CE5 Q94CE5  Arabidopsis thaliana GN POP2 PE 1 55152 7,9094 595,0137

GATP ARATH Gamma aminobutyrate
transaminase POP2 mitochondrial OS
Q94CE5 Q94CE5  Arabidopsis thaliana GN POP2 PE 1 55152 7,9094 245,4632

GATP ARATH Gamma aminobutyrate
transaminase POP2 mitochondrial OS
Q94CE5 Q94CE5  Arabidopsis thaliana GN POP2 PE 1 55152 7,9094 624,3783

GATP ARATH Gamma aminobutyrate
transaminase POP2 mitochondrial OS
Q94CE5 Q94CE5  Arabidopsis thaliana GN POP2 PE 1 55152 7,9094 319,6163
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Tab. 2Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteini se zmén¢nou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF
(pokracovani)

GATP ARATH Gamma aminobutyrate
transaminase POP2 mitochondrial OS

Q94CE5 Q94CE5  Arabidopsis thaliana GN POP2 PE 1 55152 7,9094 510,8372
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 602,2482
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 361,0053
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 1126,879
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 1201,013
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 930,0093
BGL21 ARATH Beta glucosidase 21 OS

Q9C525 Q9C525  Arabidopsis thaliana GN BGLU21 PE2 SV 1 59625 6,5768 714,6137

HSP7N ARATH Heat shock 70 kDa protein 18
OS Arabidopsis thaliana GN HSP70 18 PE 1

Q9C7X7 QIC7X7 SVv1 68313 5,0349 3656,29
HSP7N ARATH Heat shock 70 kDa protein 18
OS Arabidopsis thaliana GN HSP70 18 PE 1

Q9C7X7 QI9C7X7 SV1 68313 5,0349 3535,434
HSP7N ARATH Heat shock 70 kDa protein 18
OS Arabidopsis thaliana GN HSP70 18 PE 1

QIC7X7 QI9C7X7 SV1 68313 5,0349 2977,645
HSP7N ARATH Heat shock 70 kDa protein 18
OS Arabidopsis thaliana GN HSP70 18 PE 1

QI9C7X7 QIC7X7 SVv1 68313 5,0349 1633,657
HSP7N ARATH Heat shock 70 kDa protein 18
OS Arabidopsis thaliana GN HSP70 18 PE 1

QIC7X7 QIC7X7 SVv1 68313 5,0349 2348,319

BGL22 ARATH Beta glucosidase 22 OS
Q9C8Y9 Q9C8Y9  Arabidopsis thaliana GN BGLU22 PE2 SV 1 59743 6,7892 484,4732

BGL22 ARATH Beta glucosidase 22 OS
Q9C8Y9 Q9C8Y9  Arabidopsis thaliana GN BGLU22 PE2 SV 1 59743 6,7892 763,1373

BGL22 ARATH Beta glucosidase 22 OS
Q9C8Y9 Q9C8Y9  Arabidopsis thaliana GN BGLU22 PE2 SV 1 59743 6,7892 1220,636

BGL22 ARATH Beta glucosidase 22 OS

Q9C8Y9 Q9C8Y9  Arabidopsis thaliana GN BGLU22 PE2 SV 1 59743 6,7892 882,9164
METK4 ARATH S adenosylmethionine
synthase 4 OS Arabidopsis thaliana GN

QILUT2 QI9LUT2 METK4PE1SV1 42768 5,4153 671,2178
METK4 ARATH S adenosylmethionine
synthase 4 OS Arabidopsis thaliana GN

QILUT2 QILUT2 METK4PE1SV1 42768 5,4153 610,3694
METK4 ARATH S adenosylmethionine
synthase 4 OS Arabidopsis thaliana GN

QILUT2 QILUT2 METK4PE1SV1 42768 5,4153 972,0342
METK4 ARATH S adenosylmethionine
synthase 4 OS Arabidopsis thaliana GN

QILUT2 QILUT2 METK4PE1SV1 42768 5,4153 1039,677
H2B9 ARATH Histone H2B 9 OS Arabidopsis
Q9Lz45 Q9Lz45  thaliana GN At5g02570 PE 1SV 3 14535 10,519 3219,835
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H2B9 ARATH Histone H2B 9 OS Arabidopsis

Q9LZz45 Q9LZ45  thaliana GN At5g02570 PE 1SV 3 14535 10,519 794,9014
H2B9 ARATH Histone H2B 9 OS Arabidopsis

Q9L Zz45 Q9LZz45  thaliana GN At5g02570 PE 1 SV 3 14535 10,519 3994,614
H2B9 ARATH Histone H2B 9 OS Arabidopsis

Q9LZz45 Q9LZ45  thaliana GN At5g02570 PE 1 SV 3 14535 10,519 1981,939
ADK?2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO  Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE1 SV 1 37821 4,9651 1580,889
ADK?2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO  Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE1 SV 1 37821 4,9651 1648,881
ADK?2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO  Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE1 SV 1 37821 4,9651 656,7752
ADK?2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO  Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE 1 SV 1 37821 4,9651 1370,748
ADK2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO0  Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE1 SV 1 37821 4,9651 1404,175
ADK?2 ARATH Adenosine kinase 2 OS

Q9LZGO Q9LZGO Arabidopsis thaliana GN ADK2 PE1 SV 1 37821 4,9651 1333,634

PRS6B ARATH 26S protease regulatory
subunit 6B homolog OS Arabidopsis thaliana
QISEI4 Q9SElI4 GNRPT3PE1SV1 45722 5,2621 189,6681
PRS6B ARATH 26S protease regulatory
subunit 6B homolog OS Arabidopsis thaliana
Q9SEI4 Q9SEI4 GNRPT3PE1SV1 45722 5,2621 145,9355

PRS6B ARATH 26S protease regulatory
subunit 6B homolog OS Arabidopsis thaliana
Q9SEI4 Q9SEI4 GNRPT3PE1SV1 45722 5,2621 285,0326

PRS6B ARATH 26S protease regulatory
subunit 6B homolog OS Arabidopsis thaliana

Q9SEI4 Q9SElI4 GNRPT3PE1SV1 45722 5,2621 582,0975
Q9SJQ0 ARATH Pyruvate kinase OS

Q9SJQ0 Q9SJQ0  Arabidopsis thaliana GN At2g36580 PE 1 SV 2 57472 5,9161 290,4774
Q9SJQ0 ARATH Pyruvate kinase OS

Q9SJQ0 Q9SJQ0  Arabidopsis thaliana GN At29g36580 PE 1 SV 2 57472 59161 234,7177

Q9SJQ9 ARATH Fructose bisphosphate
aldolase OS Arabidopsis thaliana GN

Q9SJQ9 Q9SJQ9  At2g36460 PE 1SV 1 38362 7,1711 4026,092
BGL23 ARATH Beta glucosidase 23 OS

Q9SR37 Q9SR37  Arabidopsis thaliana GN BGLU23 PE1 SV 1 59682 6,4605 14336,43
BGL23 ARATH Beta glucosidase 23 OS

Q9SR37 Q9SR37  Arabidopsis thaliana GN BGLU23 PE1 SV 1 59682 6,4605 10916,56
BGL23 ARATH Beta glucosidase 23 OS

Q9SR37 Q9SR37  Arabidopsis thaliana GN BGLU23 PE 1SV 1 59682 6,4605 14312,36
RGP1 ARATH UDP arabinopyranose mutase 1

Q9SRT9 QI9SRT9  OS Arabidopsis thaliana GN RGP1PE1SV 1 40602 5,5095 354,3497
RGP1 ARATH UDP arabinopyranose mutase 1

QI9SRT9 Q9SRT9  OS Arabidopsis thaliana GN RGPLPE1SV1 40602 5,5095 201,3953
RGP1 ARATH UDP arabinopyranose mutase 1

QI9SRT9 Q9SRT9  OS Arabidopsis thaliana GN RGP1PE 1SV 1 40602 55095 177,9464
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QISRT9 QISRT9
Q9XGZ0 Q9XGZ0
QIXGZ0 QIXGZ0
QIXGZ0 QIXGZ0
Q9XGZz0 Q9XGZz0

RGP1 ARATH UDP arabinopyranose mutase 1
OS Arabidopsis thaliana GN RGP1 PE 1 SV 1
MAOP3 ARATH NADP dependent malic
enzyme 3 OS Arabidopsis thaliana GN NADP
ME3PE1SV1

MAOP3 ARATH NADP dependent malic
enzyme 3 OS Arabidopsis thaliana GN NADP
ME3PE1SV1

MAOP3 ARATH NADP dependent malic
enzyme 3 OS Arabidopsis thaliana GN NADP
ME3PE1SV1

MAOP3 ARATH NADP dependent malic
enzyme 3 OS Arabidopsis thaliana GN NADP
ME3PE1SV1

40602 5,5095

64569 6,5684

64569 6,5684

64569 6,5684

64569 6,5684

311,7459

1839,911

682,1676

1135,31

1041,682

Tab. 2Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinli se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

Databazové Peptidy Teore- Pokryti Prekurso Produkty Nastépené Modifi- Produkty
¢islo tické (%) r RMS peptidy kované RMS Mass

Peptidy Mass peptidy chyba (ppm)

chyba
(ppm)

A8MRO07 4 30 10,3376 3,0361 14 2 0 18,214
A8MRO07 8 30 20,4641 6,6907 34 5 0 23,4159
A8MRO07 3 30 10,3376 8,7579 15 2 0 16,4233
BI9DFKG6 3 35 9,9156 7,2924 10 3 0 16,3764
BI9DFK6 4 35 12,8692 6,9863 15 4 0 23,2497
BI9DFK6 8 35 24,4726 6,5587 29 7 1 20,2658
C0z387 7 10 41,4141 5,8762 31 4 0 16,3256
C0z387 5 10 44,4444 8,7572 23 4 0 28,4895
C0z387 5 10 27,2727 7,2092 21 3 0 16,4349
C0z387 4 10 27,2727 6,7243 21 3 0 16,4865
C0z387 8 10 44,4444 7,7514 31 4 0 11,1542
F411C1 11 26 20,7171 6,0134 42 4 0 17,5733
F411C1 8 26 27,0916 10,3301 33 5 0 21,1824
F411C1 13 26 26,6932 7,9022 54 5 0 19,4144
F4l1C1 10 26 17,5299 7,5407 22 3 0 19,4268
FAKGV2 11 22 20,7317 7,2795 35 4 0 15,8617
FAKGV2 8 22 18,6992 6,5738 31 4 0 12,9144
FAKGV2 7 22 16,6667 7,3927 28 3 0 11,4288
FAKGV2 14 22 22,7642 7,0444 35 5 0 13,6893
004318 6 35 8,7794 7,2798 26 3 0 12,0558
004318 5 35 16,7024 7,2689 22 5 0 19,4302
004318 4 35 7,4946 3,5714 22 3 0 8,7269
004318 6 35 15,6317 8,4494 23 5 1 17,3051
049499 5 29 31,2741 11,5935 27 4 0 14,6503
049499 3 29 23,9382 4,8934 15 3 0 20,5819
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Tab. 2Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
049499 8
049499 8
049499 5
080852 12
080852 15
080852 19
080852 13
080852 14
P31265 8
P31265 6
P31265 7
P31265 10
P31265 10
P31265 8
P39207 5
P39207 8
P39207 9
P53492 13
P53492 14
P53492 10
P53492 13
P59226 3
P59226 3
P59226 2
P59226 4
Q42406 4
Q42406 4
Q42406 4
Q42449 2
Q42449 2
Q42449 3
Q42449 3
Q42449 3
Q56712 11
Q56712 8
Q56212 10
Q56212 15
Q8H1B3 4
Q8H1B3 7
Q8H1B3 5
Q8H1B3 9
Q8LFN7 4
Q8LFV7 15
Q8LFV7 14

29
29
29
13
13
13
13
13
18
18
18
18
18
18
13
13
13
35
35
35
35
12
12
12
12
13
13
13
11
11
11
11
11
84
84
84
84
61
61
61
61
33
29
29

40,5405
52,8958
28,1853
41,3953
39,0698
33,0233
39,0698
39,0698
33,9286
27,381
33,9286
38,0952
41,6667
41,6667
16,7785
57,047
22,8188
36,87
34,4828
36,87
33,1565
28,6765
28,6765
28,6765
33,8235
43,0233
43,0233
32,5581
22,1374
22,1374
32,8244
41,2214
41,2214
15,3734
14,6413
22,1083
27,5256
8,5926
13,1852
10,963
12,4444
20,1133
41,6459
47,3815

7,7852
6,7317
3,6371
8,7614
7,0719
8,1143
4,6319
7,2091
5,6733
4,8856
5,985
6,2325
6,6106
4,8778
6,4372
6,0932
7,0885
7,8117
10,4587
8,9856
9,2125
5,0119
3,5463
1,0802
6,9253
4,7436
9,8865
9,0579
2,4156
7,1417
59
6,9135
5,7504
8,6456
9,7741
8,8861
8,3775
11,0724
9,0138
10,5794
6,3929
12,2311
8,9589
9,006
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18,538

17,707
16,0739
12,3714
10,7217

9,5732

9,6533
11,9194
12,7146

13,339
13,6403
11,1714
13,3298
15,2631

14,732
19,9239
13,3598
16,3194
18,1977
16,2529
13,2088
22,3242

10,333
17,6996
20,3839
14,5311
17,9444
18,9813
14,4457
14,2069
16,8214
15,9776

16,518
19,4433
20,0576
17,6841
21,5694
17,2904
18,6945

21,393
22,0804
26,0646
15,5312
17,7092



Tab. 2Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Q94A28 8
Q94A28 4
Q94A28 9
Q94A28 10
Q94A28 6
Q94CE5 2
Q94CE5 7
Q94CE5 7
Q94CE5 2
Q94CE5 2
Q9C525 17
Q9C525 16
Q9C525 14
Q9C525 18
Q9C525 16
Q9C525 23
QIC7X7 20
Q9C7X7 14
QI9CT7X7 22
QIoC7X7 21
QIC7X7 21
Q9C8Y9 16
Q9C8Y9 13
Q9C8Y9 14
Q9Cs8Y9 13
QILUT2 16
QI9LUT2 8
QI9LUT2 13
QI9LUT2 13
Q9LZ45 5
Q9LZ45 6
Q9LZ45 4
Q9LZz45 4
Q9LZGO 4
Q9LZGO 7
Q9LZGO 5
Q9LZGO 7
Q9LZGO 8
Q9LZGO 5
QO9SEI4 6
QO9SEI4 5
QOSEl4 6
Q9SEIl4 7
Q9sJQ0 7
Q9SJQ0 5

68
68
68
68
68
34
34
34
34
34
43
43
43
43
43
43
49
49
49
49
49
42
42
42
42
35
35
35
35
13
13
13
13
27
27
27
27
27
27
35
35
35
35
38
38

12,9648
7,5377
14,1709
17,3869
9,1457
11,1111
25,5952
31,746
11,5079
11,5079
15,8397
24,2366
20,229
22,5191
21,9466
28,2443
32,9011
17,9903
25,9319
24,7974
22,3663
14,5038
21,1832
15,0763
15,2672
20,1018
21,883
31,5522
17,3028
18,1818
26,5152
26,5152
27,2727
18,2609
30,4348
24,058
32,4638
33,6232
24,3478
15,1961
25
22,0588
19,1176
13,852
12,9032

7,0062
3,6836
9,0064
10,0307
9,9009
6,5449
9,5527
8,8264
4,1627
2,9275
6,6564
10,0117
8,8502
7,5801
7,1736
7,9795
8,7685
9,2906
9,4068
7,4471
7,8347
6,3013
9,1787
7,562
8,0949
8,7978
9,9005
10,0688
6,5797
3,9757
8,5797
3,8838
7,4211
4,5196
7,4462
7,029
6,8892
8,6178
4,1653
10,5454
57171
4,1142
9,2169
8,2634
7,6698

95

43
15
43
51
26
10
33
34
15
15
80
71
67
73
77
88
138
124
150
129
144
79
56
59
64
83
37
70
66
37
33
31
20
27
43
27
39
49
31
27
19
29
26
31
19
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16,4791
17,9531
19,2191
17,5377
22,3705

13,263
21,8296
19,3768
14,7521
13,8035
15,9464
19,8237
18,4173
15,3953
20,0344
15,9086
15,7809
18,9121
19,3193
17,4453
17,5221

17,945
20,0097
14,5066
18,2219
16,8404
23,0036
17,1549
14,7491
10,6729
17,8348
15,4109
22,5623
22,8686
21,5955
18,6458
17,2243
20,1874
17,7018
23,8745
19,1241
19,7434
18,5617
19,8649
21,9174



Tab. 2Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Q9SJQ9 9
QISR37 47
QISR37 40
QISR37 42
QI9SRT9 6
QI9SRT9 3
Q9SRT9 4
QI9SRT9 4
Q9XGZ0 9
Q9XGZ0 10
Q9XGZ0 11
Q9XGz0 4

28
35
35
35
35
35
35
35
46
46
46
46

26,8156
42,3664
43,3206
50,3817
22,6891

10,084
15,6863
15,6863
20,4082
23,2993
21,0884
17,0068

7,3359
6,9698
8,785
7,3026
10,4252
7,3709
6,1282
3,3776
7,2087
7,6557
9,442
5,55

85
417
377
434

26

13

23

23

44

48

49

25

A N OO D OWO

O PP OO OO 0O Frr OmFr o

15,7089

14,832
14,6657
14,9676
17,9694
21,3173
25,4667
19,0749
19,9351
19,8582
18,7216
17,8794

Tab. 2Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteind se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
Produkty

Databazové RMSRT Mnozstvi Mnozstvi Protein Hodnota
dislo Error (min)  (fmol) (ngram) Vzorek OC oT P
A8BMRO07 0,0208183 144,1369 7,4792 19250 OC_1 8,9107 0
A8BMRO07 0,024073 199,31 10,3421 19250 OC_2
A8MRO07 0,0197679 53,3283 2,7672 19250 OC_3
BIDFK6 0,014454 33,5998 1,8488 31932 OT_1 0 3,5156
BI9DFK6 0,0177234 390,1215 21,4665 31932 OT_2
BIDFK6 0,0218457 94,1797 5,1823 31932 OT_3
C0z387 0,0224648 407,8017 4,425 32070 OT_1 2,0957 3,8683 0,04309
C0z387 0,0253661 305,1801 3,3115 32070 OT_3
C0z387 0,020178 150,944 1,6379 32070 OC_1
C0z387 0,0218191 198,8435 2,1576 32070 OC_2
C0z387 0,0188626 229,6196 2,4916 32070 OC_3
F4l1C1 0,0168346 376,0677 10,7436 32835 OT_2 5,6078 9,8588 0,04335
F411C1 0,020352 314,1204 8,9739 32835 OT_3
F4l1C1 0,0187986 188,1267 5,3745 32835 OC_1
F411C1 0,0240811 204,4565 5,841 32835 OC_3
FAKGV2 0,0144453 217,7843 6,0367 40069 OT_2 3,8562 6,0487 0,04107
FAKGV2 0,0183047 218,6521 6,0607 40069 OT_3
FAKGV?2 0,016108 173,6978 4,3146 40069 OC_2
FAKGV2 0,0205857 122,5773 3,3977 40069 OC_3
004318 0,0213543 8,5649 0,4388 6768 OT_1
004318 0,0205452 8,7143 0,4465 6768 OT_2
004318 0,0133876 17,3399 0,8884 6768 OC_1
004318 0,023461 21,5699 1,1051 6768 OC_3 0,9968 0,4427 0,03622
049499 0,0169696 152,8931 4,4576 1677 OT_1
049499 0,0268097 176,9142 5,158 1677 OT_3
049499 0,0234378 343,4376 10,013 1677 OC_ 1

96



Tab. 2Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)

049499
049499
080852
080852
080852
080852
080852
P31265
P31265
P31265
P31265
P31265
P31265
P39207
P39207
P39207
P53492
P53492
P53492
P53492
P59226
P59226
P59226
P59226
Q42406
Q42406
Q42406
Q42449
Q42449
Q42449
Q42449
Q42449
Q56212
Q56212
Q56212
Q56212
Q8H1B3
Q8H1B3
Q8H1B3
Q8H1B3
Q8LFN7
Q8LFV7
Q8LFV7
Q94A28
Q94A28

0,0214489
0,0182772
0,0179312
0,0177499
0,0182312
0,0155391
0,0194375
0,0142597
0,0154209
0,0136174
0,0147699
0,0176741
0,0197532
0,0187177
0,0211806
0,0193874

0,018517
0,0187158
0,0206559
0,0170419
0,0218805
0,0185616
0,0142733
0,0174117
0,0225069
0,0212067
0,0208116

0,018144
0,0177097
0,0190444
0,0177811
0,0193213
0,0242704
0,0163553
0,0222492
0,0208553
0,0207732

0,014846
0,0162033
0,0177579
0,0213636
0,0213816
0,0193203
0,0164562
0,0231697

455,6661
446,1839
1230,793
1564,392
1834,185
2357,541
2094,602
311,5552
674,8616
469,9149
501,4603
591,5601
631,5171
369,9458
440,4908
383,5762
1185,274
1065,507
689,3164
903,546
138,45
355,6573
161,3433
153,0755
799,8969
1949,351
1543,145
333,8432
383,6928
462,3924
482,4925
491,3156
84,0471
305,4762
292,3575
352,4524
8,6147
10,7902
14,8767
168,6376
121,8169
409,3155
370,9987
110,3559
54,8076

13,2851
13,0086
29,7186
37,7737
44,2881
56,925
50,5761
13,465896
12,7619
13,887927
17,833811
17,52605
18,819948
6,1041
7,2681
6,329
49,4685
44,4699
28,7693
37,7103
4,831321
5,4301
3,8594095
3,6830818
14,7006
35,8253
28,3601
4,7627
5,4739
6,5966
6,8834
7,0092
14,601158
23,2187
41,790823
41,970648
0,6474
0,8109
1,118
1,26731
4,6925
17,2518
15,6368
11,9715
5,9456

97

1677
1677
4983
4983
4983
4983
4983
10238
10238
10238
10238
10238
10238
6569
6569
6569
317
317
317
317
5126
5126
5126
5126
2247
2247
2247
8224
8224
8224
8224
8224
7094
7094
7094
7094
6155
6155
6155
6155
36508
34761
34761
295
295

oc 2
ocC 3
oT 1
OT 3
oc_1
oc 2
ocC 3
oT 1
OT 2
OT 3
oc_1
oc 2
oC 3
oc_ 1
oc_ 2
oC_3
oT 2
OT 3
oc_ 1
oC 3
oT 1
oT 2
oc_ 2
oC 3
oT 1
oT 2
OT 3
oT 1
OT 3
oc_ 1
oc 2
oC 3
oT 1
OT 2
oc_1
oc 2
oT 2
OT 3
oc_ 2
oC_3
OT 2
oT 2
OT 3
oT 1
OT 3

12,102 4,8078

50,596 33,746

18,06 13,372

6,567 0

30,064 46,969

3,7712 5,1307
0 26,295

6,8297 5,1183

41,881 18,91

1,2124 0,7292

0 16,444

0,01314

0,05489

0,00078

0,02662

0,04887

0,01154

0,03344

0,05408



Tab. 2Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)

Q94A28
Q94A28
Q94A28
Q4CE5
Q4CE5
Q94CE5
Q94CE5
Q94CE5
Q9C525
Q9C525
Q9C525
Q9C525
Q9C525
Q9C525
QICTX7
QICTX7
QICTX7
QIC7X7
QIC7X7
Q9C8Y9
Q9C8Y9
Q9C8Y9
Q9C8Y9
QILUT2
QILUT2
QILUT2
QILUT2
Q9LZ45
Q9LZ45
Q9LZ45
Q9LZ45
QILZGO
QILZGO
QILZGO
QILZGO
QILZGO
QILZGO
QOSEI4

QOSEl4

QOSEl4

QOSEl4

Q95JQ0
Q95JQ0
Q95JQ9
QISR37

0,0201785
0,022373
0,0196011
0,010303
0,0211896
0,0247942
0,0141103
0,0203288
0,017752
0,0210046
0,0144924
0,0218396
0,0209779
0,0244824
0,014102
0,0171612
0,017824
0,0173988
0,0171943
0,01784
0,0162641
0,0223914
0,0205954
0,0181137
0,0164672
0,0175349
0,0174397
0,018327
0,0176124
0,0202166
0,0233448
0,0169525
0,0195478
0,0192954
0,0218702
0,0193096
0,0212388
0,0211895
0,0206585
0,0176597
0,0179689
0,0241067
0,0239696
0,0177893
0,0167406

199,7725
192,2517
231,8619
90,0883
186,3631
217,5448
268,4909
243,0784
214,1916
481,3389
335,1718
316,687
437,4633
367,6759
131,4548
62,8508
27,0919
564,3979
251,716
93,1493
115,99
152,559
193,9686
248,9868
204,6919
241,591
286,4888
431,9363
448,0609
750,4021
587,7448
135,8274
354,5217
111,4987
415,415
369,0079
319,8885
98,6809
89,604
160,417
182,3146
32,2953
150,9277
3,468
2705,3

21,6716
20,8557
25,1527
11,363593
16,073725
22,578686
23,214425
21,140805
29,208945
28,7185
31,253188
35,534283
40,891975
34,570792
8,9858
4,2963
1,8519
38,5805
17,2065
12,727416
10,836781
17,151699
18,16683
10,6556
13,690383
19,44421
19,321563
6,2821
6,5167
10,914
9,5482
5,1406
13,4173
4,2198
15,7219
13,9656
12,1066
4,5148
4,0995
7,3393
8,3411
1,8573
8,6796
0,1331
161,5624

98

295
295
295
4547
4547
4547
4547
4547
1229
1229
1229
1229
1229
1229
5350
5350
5350
5350
5350
1230
1230
1230
1230
6233
6233
6233
6233
5125
5125
5125
5125
342
342
342
342
342
342
8243
8243
8243
8243
17738
17738
16801
1231

oc 1
oc 2
oc_3
oT 1
OT 3
oc 1
oc 2
ocC 3
oT 1
OT 2
OT 3
oc_ 1
oc 2
ocC 3
oT 1
oT 2
OT 3
oc_ 1
oC 3
oT 1
OT 3
oc_1
oc_ 2
OT 2
OT 3
oc 1
oC_3
oT 1
OT 3
oc_ 1
oc 2
oT 1
OT 2
OT 3
oc_1
oc 2
oC 3
oT 1
OT 3
oc_1
oC_3
oc 2
oC_3
oc_ 1
oT 1

22,56

22,311

36,999

27,894

17,659

19,383

10,231

13,931

7,8402

0,9952

8,9586

13,719

29,727

5,0447

11,782

12,173

6,3994

4,6802

4,3072

0,01694

0,02096

0,02629

0,05477

0,03175

0,04162

0,03118

0,00692

0,02275



Tab. 2Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni oryzalinem ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-TOF

(pokracovani)
QISR37 0,0166453 5916,144 353,3162 1231
QISR37 0,0150101 5282,935 315,5006 1231
QI9SRT9 0,0213539 121,1011 11,245655 8903
QI9SRT9 0,0194804 166,1792 10,551874 8903
QI9SRT9 0,0239737 128,1373 8,1563984 8903
QISRT9 0,0213859 128,5712 8,2321315 8903
Q9XGZ0 0,0174745 183,8372 15,8778 6079
Q9XGZ0 0,0211039 326,7677 21,1126 6079
Q9XGZ0 0,0192839 28,1528 1,819 6079
Q9XGZ0 0,0216236 20,6351 1,3332 6079

OT 2
OT 3
oT 1
OT 3
oc_ 2
ocC 3
OT 2
OT 3
oc_1
oc_3

0 33441

8,1943 10,899 0,01624

1,5761 18,495 0,0233

Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteind se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané¢ pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-

TOF

Databazové
¢islo

Vstup
(Entry)

Nazev

Mr
(Da)

pl (pH)

PLGS skore Peptidy

ABMSA4

ABMSA4

ABMSA4

ABMSA4

C0z387

C0Z387

C0z387

C0z387

F4l1C1

F4l1C1

F4l1C1

ABMSA4

ABMSA4

ABMSA4

ABMSA4

C0z387

C0z387

C0z387

C0z387

F411C1

F411C1

F411C1

ABMSA4 ARATH Uncharacterized
protein At4g08390 3 OS Arabidopsis
thaliana GN At4g08390 PE 3 SV 1
ABMSA4 ARATH Uncharacterized
protein At4g08390 3 OS Arabidopsis
thaliana GN At4g08390 PE 3 SV 1
ABMSA4 ARATH Uncharacterized
protein At4g08390 3 OS Arabidopsis
thaliana GN At4g08390 PE 3 SV 1
ABMSA4 ARATH Uncharacterized
protein At4g08390 3 OS Arabidopsis
thaliana GN At4g08390 PE 3 SV 1
C0Z387 ARATH AT2G21660 protein
OS Arabidopsis thaliana GN
AT2G21660 PE4 SV 1

C0Z387 ARATH AT2G21660 protein
OS Arabidopsis thaliana GN
AT2G21660PE4 SV 1

C0Z387 ARATH AT2G21660 protein
OS Arabidopsis thaliana GN
AT2G21660 PE4 SV 1

C0Z387 ARATH AT2G21660 protein
OS Arabidopsis thaliana GN
AT2G21660 PE4 SV 1

FA411C1 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 epsilon OS Arabidopsis thaliana
GN GRF1I0PE3SV1

F411C1 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 epsilon OS Arabidopsis thaliana
GN GRF1I0PE3SV1

F411C1 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 epsilon OS Arabidopsis thaliana
GN GRF10PE3SV1

99

37771

37771

37771

37771

10844

10844

10844

10844

28550

28550

28550

8,1268

8,1268

8,1268

8,1268

4,0038

4,0038

4,0038

4,0038

4,6575

4,6575

4,6575

334,9229 4

471,6593 2

145,0634 4

670,4619 4

718,6415 6

624,1317 3

1096,0000 4

1646,6540 8

1028,4010 6

1643,0080 7

1671,7370 9



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-

TOF (pokracovani)

F4l1C1

F4l1C1

F4K007

F4K007

FAKO007

F4K007

004314

004314

004314

004314

004499

004499

004499

004499

004499

004499

F411C1

F411C1

F4KO007

F4KO007

F4K007

F4K007

004314

004314

004314

004314

004499

004499

004499

004499

004499

004499

F411C1 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 epsilon OS Arabidopsis thaliana
GN GRF1I0PE3SV1

F411C1 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 epsilon OS Arabidopsis thaliana
GN GRF1I0PE3SV1

F4K007 ARATH Luminal binding
protein 2 OS Arabidopsis thaliana GN
BIP2PE3SV 1

F4K007 ARATH Luminal binding
protein 2 OS Arabidopsis thaliana GN
BIP2PE3SV 1

F4K007 ARATH Luminal binding
protein 2 OS Arabidopsis thaliana GN
BIP2PE3SV 1

FAK007 ARATH Luminal binding
protein 2 OS Arabidopsis thaliana GN
BIP2ZPE3SV 1

004314 ARATH Jasmonate inducible
protein isolog OS Arabidopsis thaliana
GN T02004 8PE2SV 1

004314 ARATH Jasmonate inducible
protein isolog OS Arabidopsis thaliana
GN T020048PE2SV 1

004314 ARATH Jasmonate inducible
protein isolog OS Arabidopsis thaliana
GN T020048PE2SV 1

004314 ARATH Jasmonate inducible
protein isolog OS Arabidopsis thaliana
GN T02004 8PE2SV 1

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

PMG1 ARATH 23
bisphosphoglycerate independent
phosphoglycerate mutase 1 OS
Arabidopsis thaliana GN

100

28550

28550

67358

67358

67358

67358

32138

32138

32138

32138

60541

60541

60541

60541

60541

60541

4,6575

4,6575

4,9924

4,9924

4,9924

4,9924

5,3608

5,3608

5,3608

5,3608

5,1687

5,1687

5,1687

5,1687

5,1687

5,1687

1132,9980

882,0416

3206,8780

2262,2250

2262,3740

1834,6250

11008,6600

7980,7520

3657,0330

5776,2370

1216,2200

583,2095

427,9761

1293,0890

1448,5520

1335,8640

17

18

18

16

12

11

10

13

14



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  3552,7270 37
METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  3143,6820 38
METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  2549,1500 37
METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  2865,2800 24
METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  3048,4820 38
METE ARATH 5
methyltetrahydropteroyltriglutamate
homocysteine methyltransferase OS

050008 050008  Arabidopsis thal 84303 6,0601  1768,0680 32
IDH3 ARATH Isocitrate
dehydrogenase NAD regulatory subunit

081796 081796 3 mitochondrial OS Arabidopsis thalian 39931  7,1999 408,8896 3
IDH3 ARATH Isocitrate
dehydrogenase NAD regulatory subunit

081796 081796 3 mitochondrial OS Arabidopsis thalian 39931  7,1999 135,3716 4
IDH3 ARATH Isocitrate
dehydrogenase NAD regulatory subunit

081796 081796 3 mitochondrial OS Arabidopsis thalian 39931  7,1999 96,3167 4
METK1 ARATH S adenosylmethionine
synthase 1 OS Arabidopsis thaliana GN

P23686 P23686 SAM1PE1SV?2 43130 5,4095 375,6068 12
METK1 ARATH S adenosylmethionine
synthase 1 OS Arabidopsis thaliana GN

P23686 P23686 SAM1PE1SV?2 43130 5,4095 831,2859 10
METK1 ARATH S adenosylmethionine
synthase 1 OS Arabidopsis thaliana GN

P23686 P23686 SAM1PE1SV2 43130  5,4095 718,0434 16
METK1 ARATH S adenosylmethionine
synthase 1 OS Arabidopsis thaliana GN

P23686 P23686 SAM1PE1SV2 43130 5,4095  1309,1560 13
METK1 ARATH S adenosylmethionine
synthase 1 OS Arabidopsis thaliana GN

P23686 P23686 SAM1PE1SV?2 43130 54095  1224,6380 14
ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1

P42763 P42763 SV1 20773  5,2414  3045,7220 11
ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1

P42763 P42763 SV1 20773 5,2414  3438,2940 10

101



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-

TOF (pokracovani)

P42763

P42763

P42763

P42763

P48491

P48491

P48491

P48491

P48491

P48491

P51407

P51407

P51407

P51407

P51407

P51407

P53492

P53492

P53492

P53492

P42763

P42763

P42763

P42763

P48491

P48491

P48491

P48491

P48491

P48491

P51407

P51407

P51407

P51407

P51407

P51407

P53492

P53492

P53492

P53492

ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1
Sv1

ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1
Sv1

ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1
sv1

ERD14 ARATH Dehydrin ERD14 OS
Arabidopsis thaliana GN ERD14 PE 1
sv1

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1 SV 2

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1SV 2

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1SV 2

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1 SV 2

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1 SV 2

TPIS ARATH Triosephosphate
isomerase cytosolic OS Arabidopsis
thaliana GN CTIMC PE 1SV 2
RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE2SV 2

RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE 2 SV 2

RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE 2 SV 2

RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE2SV 2

RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE2SV 2

RLA21 ARATH 60S acidic ribosomal
protein P2 1 OS Arabidopsis thaliana
GN RPP2APE 2SV 2

ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

thaliana GN ACT7PE1SV 1

ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

thaliana GN ACT7PE1SV 1

ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

thaliana GN ACT7PE1SV 1

ACT7 ARATH Actin 7 OS Arabidopsis

thaliana GN ACT7PE1SV 1
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20773

20773

20773

20773

27152

27152

27152

27152

27152

27152

11444

11444

11444

11444

11444

11444

41708

41708

41708

41708

5,2414

5,2414

5,2414

5,2414

5,2224

5,2224

5,2224

5,2224

5,2224

5,2224

4,3427

4,3427

4,3427

4,3427

4,3427

4,3427
5,1583
5,1583
5,1583

5,1583

1542,2830

3476,2630

2732,4180

1749,0090

2029,6840

3389,9420

2032,7400

3445,8020

5773,5100

2904,9270

2993,1850

4962,9030

2243,0700

3688,6320

3389,0230

2887,9470
1670,5170
1818,0990

964,6306

891,2047

13

11

15

12

12

13

19

13

15

12

10

11



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-

TOF (pokracovani)

P59226

P59226

P59226

P94014
P94014

P94014

P94014

QOWP12

QOWP12

QOWP12

QOWP12

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1IPL7

Q1IPL7

P59226

P59226

P59226

P94014
P94014

P94014

P94014

QOWP12

QOWP12

QOWP12

QOWP12

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1H583

Q1IPL7

QLIPL7

H32 ARATH Histone H3 2 OS
Arabidopsis thaliana GN HTR2 PE 1
Sv2

H32 ARATH Histone H3 2 OS
Arabidopsis thaliana GN HTR2 PE 1
Sv2

H32 ARATH Histone H3 2 OS
Arabidopsis thaliana GN HTR2 PE 1
Sv?2

GL21 ARATH Germin like protein
subfamily 2 member 1 OS Arabidopsis
thaliana GN GLP4 PE 2 SV 2

GL21 ARATH Germin like protein
subfamily 2 member 1 OS Arabidopsis
thaliana GN GLP4 PE 2 SV 2

GL21 ARATH Germin like protein
subfamily 2 member 1 OS Arabidopsis
thaliana GN GLP4 PE 2 SV 2

HOL1 ARATH Thiocyanate
methyltransferase 1 OS Arabidopsis
thaliana GN HOL1 PE 1SV 1

HOL1 ARATH Thiocyanate
methyltransferase 1 OS Arabidopsis
thaliana GN HOL1PE 1SV 1

HOL1 ARATH Thiocyanate
methyltransferase 1 OS Arabidopsis
thaliana GN HOL1PE 1SV 1

HOL1 ARATH Thiocyanate
methyltransferase 1 OS Arabidopsis
thaliana GN HOL1 PE 1SV 1

GDL18 ARATH GDSL esterase lipase
At1g54000 OS Arabidopsis thaliana
GN At1g54000 PE2 SV 1

GDL18 ARATH GDSL esterase lipase
At1g54000 OS Arabidopsis thaliana
GN At1g54000 PE2 SV 1

GDL18 ARATH GDSL esterase lipase
At1g54000 OS Arabidopsis thaliana
GN At1g54000 PE2 SV 1

GDL18 ARATH GDSL esterase lipase
At1g54000 OS Arabidopsis thaliana
GN At1g54000 PE2 SV 1

GDL18 ARATH GDSL esterase lipase
At1g54000 OS Arabidopsis thaliana
GN At1g54000 PE2 SV 1

PME18 ARATH Pectinesterase
pectinesterase inhibitor 18 OS
Arabidopsis thaliana GN PME18 PE 1
SV3

PME18 ARATH Pectinesterase
pectinesterase inhibitor 18 OS
Arabidopsis thaliana GN PME18 PE 1
SVv3
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15258

15258

15258

22853
22853

22853

22853

27390

27390

27390

27390

43166

43166

43166

43166

43166

61648

61648

11,7072

11,7072

11,7072

8,8458
8,8458

8,8458

8,8458

4,3810

4,3810

4,3810

4,3810

6,7158

6,7158

6,7158

6,7158

6,7158

8,9724

8,9724

1112,0190

416,5550

1661,0700

1301,8670
1634,6230

435,5176

647,3560

631,9817

2335,8950

2797,4080

2317,8360

1740,1510

1732,2050

2239,0370

2262,9470

1961,8130

401,7847

312,9544

10



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

PME18 ARATH Pectinesterase
pectinesterase inhibitor 18 OS
Arabidopsis thaliana GN PME18 PE 1

Q1JPL7 QLIPL7 SV3 61648 8,9724 402,9427 6
PME18 ARATH Pectinesterase
pectinesterase inhibitor 18 OS
Arabidopsis thaliana GN PME18 PE 1

Q1JPL7 QLIPL7 SV3 61648 8,9724 519,7398 4
NIR ARATH Ferredoxin nitrite
reductase chloroplastic OS Arabidopsis

Q39161 Q39161  thaliana GN NIR1IPE 1SV 1 65463 5,8784 230,4573 6
NIR ARATH Ferredoxin nitrite
reductase chloroplastic OS Arabidopsis

Q39161 Q39161  thaliana GN NIR1IPE1SV 1 65463 5,8784 382,0851 9
NIR ARATH Ferredoxin nitrite
reductase chloroplastic OS Arabidopsis

Q39161 Q39161 thaliana GN NIR1PE1SV 1 65463 5,8784 392,6242 5
NIR ARATH Ferredoxin nitrite
reductase chloroplastic OS Arabidopsis

Q39161 Q39161 thaliana GN NIRLIPE 1SV 1 65463 5,8784 528,3947 5
VATE1 ARATH V type proton ATPase
subunit E1 OS Arabidopsis thaliana GN

Q39258 Q39258 VHAELPE1SV?2 26043  5,9945 222,8102 9
VATEL ARATH V type proton ATPase
subunit E1 OS Arabidopsis thaliana GN

Q39258 Q39258 VHAELPE1SV?2 26043  5,9945 505,8206 10
VATEL ARATH V type proton ATPase
subunit E1 OS Arabidopsis thaliana GN

Q39258 Q39258 VHAELPE1SV?2 26043  5,9945 892,2733 19
VATE1 ARATH V type proton ATPase
subunit E1 OS Arabidopsis thaliana GN

Q39258 Q39258 VHAELPE1SV?2 26043  5,9945 667,3644 10
VATE1 ARATH V type proton ATPase
subunit E1 OS Arabidopsis thaliana GN

Q39258 Q39258 VHAELPE1SV?2 26043 5,9945  1061,9000 21
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257  4,5044  3606,1920 2
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257  4,5044 4666,8110 2
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257 45044  1551,8980 3
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257 45044  2792,8510 2
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257  4,5044  1800,5600 3
PROF1 ARATH Profilin 1 OS
Arabidopsis thaliana GN PRO1 PE 1

Q42449 Q42449 SV1 14257  4,5044 1718,2080 3
Q56XI15 ARATH Cysteine proteinase
RD21A OS Arabidopsis thaliana GN

Q56X15 Q56XI5  Atlg47128 PE2SV 1 47803  4,7891 924,2776 8
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Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

Q56XI15

Q56XI15

Q56X15

Q8RYC2

Q8RYC2

Q8RYC2

Q8RYC2

Q96300

Q96300

Q96300

Q96300

Q9C525

Q9C525

Q9C525

Q9C525

QILNE3

QILNE3

QILNE3

Q56XI15

Q56XI15

Q56X15

Q8RYC2

Q8RYC2

Q8RYC2

Q8RYC2

Q96300

Q96300

Q96300

Q96300

Q9C525

Q9C525

Q9C525

Q9C525

QILNE3

QILNE3

QILNE3

Q56XI15 ARATH Cysteine proteinase
RD21A OS Arabidopsis thaliana GN
Atlg47128 PE2 SV 1

Q56XI15 ARATH Cysteine proteinase
RD21A OS Arabidopsis thaliana GN
Atlg47128 PE2 SV 1

Q56X15 ARATH Cysteine proteinase
RD21A OS Arabidopsis thaliana GN
Atlgd7128 PE2 SV 1

ACT5 ARATH Putative actin 5 OS
Arabidopsis thaliana GN ACT5 PE 5
Sv1

ACT5 ARATH Putative actin 5 OS
Arabidopsis thaliana GN ACT5 PE 5
Sv1

ACT5 ARATH Putative actin 5 OS
Arabidopsis thaliana GN ACT5 PE 5
Sv1

ACT5 ARATH Putative actin 5 OS
Arabidopsis thaliana GN ACT5 PE 5
Sv1

14337 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 nu OS Arabidopsis thaliana GN
GRF7TPE1SV1

14337 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 nu OS Arabidopsis thaliana GN
GRF7TPE1SV1

14337 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 nu OS Arabidopsis thaliana GN
GRF7PE1SV1

14337 ARATH 14 3 3 like protein
GF14 nu OS Arabidopsis thaliana GN
GRF7PE1SV1

BGL21 ARATH Beta glucosidase 21
OS Arabidopsis thaliana GN BGLU21
PE2SV1

BGL21 ARATH Beta glucosidase 21
OS Arabidopsis thaliana GN BGLU21
PE2SV1

BGL21 ARATH Beta glucosidase 21
OS Arabidopsis thaliana GN BGLU21
PE2SV1

BGL21 ARATH Beta glucosidase 21
OS Arabidopsis thaliana GN BGLU21
PE2SV1

SCRK2 ARATH Probable fructokinase
2 OS Arabidopsis thaliana GN
At1g06030 PE2 SV 1

SCRK2 ARATH Probable fructokinase
2 OS Arabidopsis thaliana GN
At1g06030 PE2 SV 1

SCRK2 ARATH Probable fructokinase
2 OS Arabidopsis thaliana GN
Atlg06030 PE2 SV 1
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47803

47803

47803

42090

42090

42090

42090

29805

29805

29805

29805

59625

59625

59625

59625

35870

35870

35870

4,7891

4,7891

4,7891

5,0193

5,0193

5,0193

5,0193

4,5460

4,5460

4,5460

4,5460

6,5768

6,5768

6,5768

6,5768

4,7168

4,7168

4,7168

334,1629

1591,4130

1373,4770

549,7455

1008,6970

194,1662

86,8157

1074,2880

856,6605

1054,9040

1161,0260

1028,5630

897,2000

827,1835

520,7436

390,6048

384,8897

285,4737

11

14

19

19

23

13

13



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

Q9SON1

Q9SON1

QI9SON1

Q9SON1

Q9SIN1

Q9S1J8

Q9S1J8

Q9SIJ8

Q9SIJ8

Q9S1J8

Q9SJ36

Q95J36

Q95J36

Q9SJ36

Q9SJ36

QISMX3

QISMX3

Q9SON1

Q9SON1

Q9SON1

Q9SON1

Q9SIN1

Q9S1J8

Q9S1J8

Q9SIJ8

Q9SIJ8

Q9S1J8

Q9SJ36

Q9SJ36

Q9SJ36

Q9SJ36

Q9SJ36

QISMX3

QISMX3

HSP7E ARATH Heat shock 70 kDa
protein 5 OS Arabidopsis thaliana GN
HSP705PE2SV 1

HSP7E ARATH Heat shock 70 kDa
protein 5 OS Arabidopsis thaliana GN
HSP705PE2SV 1

HSP7E ARATH Heat shock 70 kDa
protein 5 OS Arabidopsis thaliana GN
HSP705PE2SV 1

HSP7E ARATH Heat shock 70 kDa
protein 5 OS Arabidopsis thaliana GN
HSP705PE2SV 1

HSP7E ARATH Heat shock 70 kDa
protein 5 OS Arabidopsis thaliana GN
HSP705PE2SV 1

Q9S1J8 ARATH Adenine nucleotide
alpha hydrolases like protein OS
Arabidopsis thaliana GN RD2 PE 2 SV
Q9S1J8 ARATH Adenine nucleotide
alpha hydrolases like protein OS
Arabidopsis thaliana GN RD2 PE 2 SV
Q9S1J8 ARATH Adenine nucleotide
alpha hydrolases like protein OS
Arabidopsis thaliana GN RD2 PE 2 SV
Q9S1J8 ARATH Adenine nucleotide
alpha hydrolases like protein OS
Arabidopsis thaliana GN RD2 PE 2 SV
Q9S1J8 ARATH Adenine nucleotide
alpha hydrolases like protein OS
Arabidopsis thaliana GN RD2 PE 2 SV
RS172 ARATH 40S ribosomal protein
S17 2 OS Arabidopsis thaliana GN
RPS17B PE2 SV 3

RS172 ARATH 40S ribosomal protein
S17 2 OS Arabidopsis thaliana GN
RPS17BPE 2 SV 3

RS172 ARATH 40S ribosomal protein
S17 2 OS Arabidopsis thaliana GN
RPS17BPE2 SV 3

RS172 ARATH 40S ribosomal protein
S17 2 OS Arabidopsis thaliana GN
RPS17B PE2 SV 3

RS172 ARATH 40S ribosomal protein
S17 2 OS Arabidopsis thaliana GN
RPS17B PE 2 SV 3

VDAC3 ARATH Mitochondrial outer
membrane protein porin 3 OS
Arabidopsis thaliana GN VDAC3 PE 1
SV 3

VDAC3 ARATH Mitochondrial outer
membrane protein porin 3 OS
Arabidopsis thaliana GN VDAC3 PE 1
SV3
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70870

70870

70870

70870

70870

20574

20574

20574

20574

20574

15941

15941

15941

15941

15941

29193

29193

5,1178

5,1178

5,1178

5,1178

5,1178

5,2978

5,2978

5,2978

5,2978

5,2978

10,4681

10,4681

10,4681

10,4681

10,4681

8,7700

8,7700

2535,7130

1821,6010

1473,3390

1285,7940

1297,1260

1335,7830

1591,1110

2272,4060

611,3289

693,0344

991,4548

348,2204

873,4359

797,1688

486,8546

967,3066

1268,0820

11

11

12

12



Tab. 3Pa: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

QISMX3

QISMX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9T082

QIXFTO

QIXFTO

Q9ZU25

Q9ZU25

Q9zU25

Q9ZU25

QISMX3

QISMX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9SZX3

Q9T082

QIXFTO

QIXFTO

Q9ZU25

Q9ZU25

Q9ZU25

Q9ZU25

VDAC3 ARATH Mitochondrial outer
membrane protein porin 3 OS
Arabidopsis thaliana GN VDAC3 PE 1
SVv3

VDAC3 ARATH Mitochondrial outer
membrane protein porin 3 OS
Arabidopsis thaliana GN VDAC3 PE 1
SV3

ASSY ARATH Argininosuccinate
synthase chloroplastic OS Arabidopsis
thaliana GN At4g24830 PE 2 SV 3
ASSY ARATH Argininosuccinate
synthase chloroplastic OS Arabidopsis
thaliana GN At4g24830 PE 2 SV 3
ASSY ARATH Argininosuccinate
synthase chloroplastic OS Arabidopsis
thaliana GN At4g24830 PE 2 SV 3
ASSY ARATH Argininosuccinate
synthase chloroplastic OS Arabidopsis
thaliana GN At4g24830 PE 2 SV 3
Q9T082 ARATH Putative
uncharacterized protein AT4g27580 OS
Arabidopsis thaliana GN AT4g27580
PE2 SV

Q9XFT0 ARATH Cytosolic
phosphoglucomutase Fragment OS
Arabidopsis thaliana GN PGMc PE 2
SV 2

Q9XFTO ARATH Cytosolic
phosphoglucomutase Fragment OS
Arabidopsis thaliana GN PGMc PE 2
SV 2

MPPA1 ARATH Probable
mitochondrial processing peptidase
subunit alpha 1 OS Arabidopsis thaliana
GN A

MPPA1 ARATH Probable
mitochondrial processing peptidase
subunit alpha 1 OS Arabidopsis thaliana
GN A

MPPA1 ARATH Probable
mitochondrial processing peptidase
subunit alpha 1 OS Arabidopsis thaliana
GNA

MPPA1 ARATH Probable
mitochondrial processing peptidase
subunit alpha 1 OS Arabidopsis thaliana
GN A
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29193

29193

53811

53811

53811

53811

55888

55723

55723

54367

54367

54367

54367

8,7700

8,7700

6,2357

6,2357

6,2357

6,2357

4,9860

5,5248

5,5248

5,8951

5,8951

5,8951

5,8951

972,1107

624,3065

155,1096

195,5126

219,1756

169,2235

81,2311

342,6883

158,6592

597,0562

859,5228

1838,6080

927,3823

10



Tab. 3Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-

TOF

Prekurzor

RMS Produkty

Mass Modifi- RMS Mass
Databazové Teoretické Pokryti chyba Nastépené kované chyba
Cislo peptidy (%) (ppm) Produkty peptidy peptidy  (ppm)
ABMSA4 35 15,8501 10,5897 21 4 0 19,4313
ABMSA4 35 10,0865 2,6278 13 2 0 16,3339
ABMSA4 35 17,8674 4,5973 15 4 1 18,1511
A8MSA4 35 19,5965 6,8357 24 4 1 13,5445
C0z387 10 44,4444 9,5741 23 4 0 22,1168
C0z387 10 44,4444 11,2256 15 3 0 25,4228
C0z387 10 41,4141 7,1701 20 4 0 18,2093
C0z387 10 41,4141 6,4347 38 4 0 16,1907
F411C1 26 25,4980 6,0478 30 5 0 17,6994
F4l11C1 26 13,5458 7,4344 36 2 0 14,7345
F411C1 26 25,4980 7,1825 36 5 0 18,6193
F411C1 26 16,7331 6,3600 36 3 0 12,8161
F411C1 26 23,5060 11,4029 24 4 0 22,9825
F4KO007 58 24,4698 5,9254 118 11 0 14,0964
F4K007 58 25,2855 6,8691 145 12 0 18,5792
F4K007 58 24,7961 6,9562 126 13 0 15,3278
FAKO007 58 17,7814 5,6076 113 11 0 15,4537
004314 19 39,9329 7,6554 95 5 0 10,8499
004314 19 45,9732 5,5258 54 6 0 11,6542
004314 19 49,3289 9,9166 87 7 0 14,8886
004314 19 49,3289 7,6098 68 7 0 14,0378
004499 43 32,1364 5,9145 59 8 0 19,4974
004499 43 27,2890 6,2014 44 7 1 22,0891
004499 43 42,1903 8,2366 55 10 0 22,7313
004499 43 39,3178 6,6453 74 10 0 15,5752
004499 43 40,7540 6,9587 51 9 0 17,0422
004499 43 36,8043 6,0108 69 10 0 18,4482
050008 54 41,4379 6,4755 238 22 2 14,1883
050008 54 39,3464 6,8909 236 20 1 14,4397
050008 54 39,0850 7,6909 198 20 2 15,2942
050008 54 33,9869 4,5614 166 16 1 14,7194
050008 54 46,5359 6,4149 202 24 0 16,0884
050008 54 36,9935 4,9697 160 20 0 18,3595
081796 24 13,8587 5,0802 25 3 0 18,9991
081796 24 19,8370 11,7597 17 4 1 21,4264
081796 24 13,3152 5,2713 14 3 0 18,7025
P23686 34 20,8651 6,3860 47 5 0 13,8747
P23686 34 20,8651 8,4647 66 5 0 13,1363
P23686 34 35,1145 8,5076 86 8 0 18,4026
P23686 34 23,6641 7,1643 86 6 0 15,1386
P23686 34 26,7176 7,7621 101 6 0 15,4542
P42763 19 26,4865 7,1294 58 4 0 9,6056
P42763 19 31,8919 4,7307 66 4 0 9,1551
P42763 19 31,8919 8,0891 50 4 0 14,1608
P42763 19 31,8919 6,2686 77 4 0 11,5924
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Tab. 3Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

P42763 19 31,8919 7,4350 55 4 0 11,6796
P42763 19 32,9730 6,3090 75 4 1 12,8612
P48491 20 40,9449 6,1592 63 7 0 17,3713
P48491 20 48,8189 5,7413 73 8 0 14,2286
P48491 20 45,2756 6,8839 68 7 0 15,1847
P48491 20 42,5197 5,1419 90 7 0 13,5873
P48491 20 66,5354 7,1160 123 9 0 12,9538
P48491 20 61,4173 5,0830 98 9 0 15,6101
P51407 15 65,2174 6,2327 27 4 0 12,0067
P51407 15 77,3913 5,1070 44 5 0 12,8342
P51407 15 46,9565 4,6396 26 4 0 15,6227
P51407 15 48,6957 4,0895 36 4 0 16,9118
P51407 15 64,3478 5,1058 27 3 0 12,7730
P51407 15 78,2609 4,3807 33 5 0 20,5878
P53492 35 41,9098 6,2988 73 9 2 16,7979
P53492 35 35,8090 7,8894 72 10 0 16,6133
P53492 35 31,8302 7,9635 57 7 1 14,1002
P53492 35 34,2175 5,6277 49 9 1 17,2214
P59226 12 23,5294 2,7026 13 1 0 18,1026
P59226 12 28,6765 5,8366 7 2 0 13,6774
P59226 12 28,6765 6,2354 19 2 0 11,8295
P94014 12 23,2877 5,9222 11 1 0 12,4999
P94014 12 30,5936 4,7792 19 2 0 12,4789
P94014 12 26,9406 9,0749 13 2 0 17,2611
P94014 12 23,2877 9,1071 7 1 0 14,9456
QOWP12 20 25,6098 5,8343 25 3 0 15,6033
QOWP12 20 42,6829 5,7335 31 6 0 18,9986
QOWP12 20 39,4309 6,3677 41 5 0 20,2127
QOWP12 20 33,7398 6,3716 31 4 0 16,1145
Q1H583 24 22,2506 5,8789 42 5 0 14,9447
Q1H583 24 24,8082 5,5187 57 7 1 14,1664
Q1H583 24 26,5985 9,1994 55 7 0 13,7694
Q1H583 24 26,5985 4,8343 53 7 0 15,0128
Q1H583 24 30,6905 6,7497 54 8 0 15,3252
Q1JPLY 43 2,8725 8,7656 10 1 0 10,5405
Q1JPLY7 43 12,0287 10,0859 34 5 0 20,1357
Q1JPLY7 43 12,2083 8,2383 35 5 1 18,3930
Q1JPLY7 43 13,4650 8,2169 25 4 0 18,8050
Q39161 56 15,1877 5,3187 27 4 0 19,0931
Q39161 56 15,5290 6,5461 41 7 0 20,2985
Q39161 56 15,8703 7,6097 26 4 0 17,7367
Q39161 56 12,2867 7,5181 21 4 0 22,0171
Q39258 29 33,4783 7,6043 27 6 0 19,8389
Q39258 29 31,7391 6,6116 26 5 0 19,0320
Q39258 29 39,1304 6,0503 57 10 0 14,9599
Q39258 29 26,5217 7,8294 35 5 0 22,6931
Q39258 29 39,5652 7,1142 54 8 0 12,8000
Q42449 11 22,1374 4,1075 19 2 0 11,6715
Q42449 11 22,1374 5,6038 20 2 0 16,9865
Q42449 11 40,4580 8,6327 15 3 0 22,2031
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Tab. 3Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

Q42449 11 33,5878 4,3817 18 2 0 16,3141
Q42449 11 41,2214 5,2544 27 3 0 16,6006
Q42449 11 41,2214 12,2450 19 3 0 16,3323
Q56XI15 27 10,6236 9,5003 38 3 0 14,5889
Q56XI15 27 8,3141 6,4307 17 2 0 8,9831
Q56XI15 27 11,3164 7,0992 53 4 0 12,3652
Q56X15 27 11,3164 6,8379 50 4 0 14,0502
Q8RYC2 35 33,3333 5,5815 37 7 3 22,6024
Q8RYC2 35 19,8413 9,1196 24 4 0 19,7870
Q8RYC2 35 16,9312 4,0651 14 3 0 20,9376
Q8RYC2 35 11,6402 3,3125 11 2 0 26,0627
Q96300 27 21,8868 7,3877 25 4 0 8,7296
Q96300 27 35,4717 6,3072 42 7 0 18,4265
Q96300 27 26,7925 6,3746 41 6 0 15,3379
Q96300 27 24,9057 6,0685 37 5 0 14,5150
Q9C525 43 25,7634 6,2993 88 10 1 16,0543
Q9C525 43 20,6107 8,5939 79 9 0 16,9216
Q9C525 43 30,5344 8,2641 76 11 1 19,1660
Q9C525 43 12,7863 7,9270 42 6 1 14,5976
QILNE3 26 28,8754 8,2392 46 9 1 22,0268
QILNE3 26 19,4529 6,9648 23 6 0 20,1204
QILNE3 26 21,2766 7,1097 20 5 0 19,1879
Q9SON1 50 9,1331 5,4876 84 5 0 13,6033
Q9SON1 50 11,3003 6,6042 73 6 0 16,3503
Q9SON1 50 6,6563 6,3151 59 3 0 13,9695
QISON1 50 11,1455 6,3569 87 5 0 13,3019
QISON1 50 15,9443 7,2395 83 7 0 18,0242
Q9S1J8 19 21,9251 5,0369 18 3 0 18,3956
Q9S1J8 19 17,6471 12,3882 20 3 0 15,7234
Q9S1J8 19 9,6257 1,6289 9 1 0 13,9081
Q9S1J8 19 9,6257 6,5822 11 1 0 18,2125
Q9S1J8 19 16,5775 13,2263 14 2 0 18,2458
Q9SJ36 10 8,5714 3,7166 14 1 0 16,4334
Q9SJ36 10 8,5714 6,2276 7 1 0 13,2041
Q9SJ36 10 8,5714 4,4713 11 1 0 6,1273
Q9SJ36 10 15,7143 3,1519 18 2 0 18,6732
Q9SJ36 10 8,5714 1,2364 12 1 0 11,9569
QISMX3 20 29,9270 3,9640 35 5 0 16,0131
QISMX3 20 14,5985 3,6073 14 2 0 14,2624
QISMX3 20 32,4818 3,7908 30 5 0 13,6711
QISMX3 20 27,7372 79177 26 4 0 13,8301
Q9SZX3 53 21,4575 7,8808 30 6 0 23,1691
Q9SZX3 53 13,9676 6,2780 25 6 0 18,7587
Q9SZX3 53 16,8016 8,1766 31 5 0 21,2614
Q9SZX3 53 14,7773 4,0576 25 5 0 23,9746
Q9T082 50 16,6990 9,3609 21 5 0 21,4396
QI9XFTO 46 20,2729 8,5929 25 4 1 21,0700
QIOXFTO 46 13,2554 9,2655 20 4 0 20,5538
Q9ZU25 38 32,8032 5,6270 46 8 1 16,3142
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Tab. 3Pb: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

Q9ZU25 38 27,2366 7,7930 35 6 0 18,2651
Q9ZU25 38 30,4175 3,9134 65 7 1 15,1776
Q9ZU25 38 23,2604 5,4868 41 6 0 17,8231

Tab. 3Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF

Produkty Pramér
RMS RT mnoZstvi Pramér
Databazové chyba Mnoizstvi MnoZstvi Protein (ngram)  mnoZtsvi Hodnota
Cislo (min) (fmol) (ngram) 1D Vzorek kontrola (ngram)latB P
ABMSA4 0,0174 317,8569 12,0132 53664 LC1 11,3172 7,4825 0,0597
ABMSA4 0,0230 281,0256 10,6212 53664 LC2
ABMSA4 0,0224  179,6557 6,7900 53664 LT2
A8MSA4 0,0241 216,2991 8,1749 53664 LT3
C0z387 0,0226 947,5886 10,2822 32070 LC1
C0z387 0,0188 815,5939 8,8499 32070 LC3
C0z387 0,0209 426,4309 4,6272 32070 LT1
C0z387 0,0210 212,4133 2,3049 32070 LT3 9,5661 3,4661 0,0466
F4l1C1 0,0192 324,9044 9,2820 32835 LC2
F4l1C1 0,0149 4115769 11,7581 32835 LC3
F411C1 0,0167 188,4437 5,3835 32835 LT1 10,5201 5,0273 0,0464
F411C1 0,0126 234,4144 6,6968 32835 LT2
F411C1 0,0157 105,0624 3,0015 32835 LT3
FAK007 0,0200 800,5561 53,9579 51671 LC1
FAKO007 0,0219 826,5731 55,7114 51671 LC3
FAKO007 0,0164 453,6246 30,5745 51671 LT1 54,8347 26,5260 0,0207
F4K007 0,0151 333,4915 22,4775 51671 LT3
004314 0,0181 2727,2330 87,7027 12558 LC1
004314 0,0225 2459,8690 79,1047 12558 LC3
004314 0,0198 2145,4620 51,9940 12558 LT2 83,4037 46,3984 0,0345
004314 0,0219 1268,8150 40,8027 12558 LT3
004499 0,0257 571,7300 34,6352 7582 LC1
004499 0,0153 442,1244 26,7838 7582 LC2
004499 0,0220 617,0952 37,3834 7582 LC3
004499 0,0214 373,2406 22,6108 7582 LT1 32,9341 21,5466 0,0395
004499 0,0167 403,5374 24,4462 7582 LT2
004499 0,0243 290,2421 17,5828 7582 LT3
050008 0,0217 2296,4270 193,7193 6229 LC1
050008 0,0226 1839,1400 155,1440 6229 LC2 176,8382 106,4594 0,0555
050008 0,0204 2153,3670 181,6512 6229 LC3
050008 0,0175 1266,8730 106,8694 6229 LT1
050008 0,0202 1746,4520 147,3252 6229 LT2
050008 0,0177 772,7133 65,1836 6229 LT3
081796 0,0185 29,9663 1,1974 5423 LC1
081796 0,0198 53,0098 2,1181 5423 LC2 1,2717 0,0000
081796 0,0257 12,4997 0,4995 5423 LC3
P23686 0,0161 31,0844 1,3415 6230 LC1
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Tab. 3Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
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P23686
P23686
P23686
P23686
P42763
P42763
P42763
P42763
P42763
P42763
P48491
P48491
P48491
P48491
P48491
P48491
P51407
P51407
P51407
P51407
P51407
P51407
P53492
P53492
P53492
P53492
P59226
P59226
P59226
P94014
P94014
P94014
P94014
QOWP12
QOWP12
QOWP12
QOWP12
Q1H583
Q1H583
Q1H583
Q1H583
Q1H583
Q1IPL7
Q1IPL7
Q1IPL7
QLIPL7
Q39161
Q39161
Q39161
Q39161

0,0219
0,0157
0,0207
0,0167
0,0146
0,0118
0,0160
0,0146
0,0171
0,0170
0,0240
0,0230
0,0172
0,0223
0,0184
0,0204
0,0209
0,0209
0,0256
0,0174
0,0195
0,0172
0,0151
0,0189
0,0220
0,0217
0,0154
0,0245
0,0163
0,0176
0,0224
0,0148
0,0102
0,0149
0,0194
0,0192
0,0188
0,0181
0,0167
0,0165
0,0189
0,0150
0,0117
0,0195
0,0197
0,0192
0,0176
0,0203
0,0194
0,0153

29,6040
143,5021
107,3067
219,6719
751,5857
889,2526
981,4583
727,3557
658,3298
465,3810

1051,4750
1111,8750
1240,2510
737,2602
896,1967
538,1157
737,6061
685,1716
765,8740
405,0512
649,0425
410,9368
1149,0740
1020,4800
934,9634
516,5975
162,3957
237,4086
212,8623
346,6635
189,3671

95,9624

78,4541
558,2121
531,8392
355,0789
424,2325
692,3199
846,6204
882,8499
510,3004
465,9773
300,8616
325,3434
204,4944
195,1782
272,7865
241,3564
144,8946
153,6206

1,2777
6,1933
4,6312
9,4806
15,6228
18,4844
20,4010
15,1191
13,6843
9,6736
28,5677
30,2087
33,6965
20,0307
24,3489
14,6201
8,4469
7,8465
8,7707
4,6386
7,4327
4,7060
47,9577
42,5907
39,0216
21,5607
2,4794
3,6247
3,2500
5,9276
4,3305
2,1945
1,7941
15,2996
14,5768
9,7321
11,6275
29,9042
36,5690
38,1339
22,0420
20,1275
18,5594
20,0696
12,6148
12,0401
17,8689
15,8101
9,4913
10,0629

6230
6230
6230
6230
3389
3389
3389
3389
3389
3389
10396
10396
10396
10396
10396
10396
9144
9144
9144
9144
9144
9144
317
317
317
317
5126
5126
5126
4765
4765
4765
4765
5292
5292
5292
5292
4596
4596
4596
4596
4596
7523
7523
7523
7523
6679
6679
6679
6679
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LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC3
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC3
LT1
LT2
LC1
LC2
LC3
LT1
LT3
LC2
LC3
LT1
LT2
LC1
LC2
LT1
LT2

1,3096

19,4427

30,8243

8,3547

45,2742

3,1180

512901

14,9382

34,8690

19,3145

16,8395

6,7684

12,8257

19,6666

4,6723

30,2912

0,0000

1,9943

10,6798

21,0848

10,6227

9,7771

0,0596

0,0587

0,0251

0,0018

0,2426

0,0626

0,0523

0,0257

0,0318

0,0221



Tab. 3Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
TOF (pokracovani)

Q39258
Q39258
Q39258
Q39258
Q39258
Q42449
Q42449
Q42449
Q42449
Q42449
Q42449
Q56XI5
Q56XI5
Q56XI5
Q56XI5
Q8RYC2
Q8RYC2
Q8RYC2
Q8RYC2
Q96300
Q96300
Q96300
Q96300
Q9C525
Q9C525
Q9C525
Q9C525
QILNE3
QILNE3
QILNE3
QI9SIN1
QI9SIN1
QI9SIN1
QI9SIN1
QI9SIN1
Q9SIJ8
Q9SIJ8
Q9SIJ8
Q9SIJ8
Q9SI1J8
Q95J36
Q95J36
Q9SJ36
Q95J36
Q95J36
QISMX3
QISMX3
QISMX3
QISMX3
Q9SZX3

0,0174
0,0195
0,0196
0,0148
0,0173
0,0208
0,0224
0,0205
0,0174
0,0224
0,0184
0,0172
0,0163
0,0204
0,0148
0,0152
0,0214
0,0158
0,0287
0,0168
0,0195
0,0171
0,0236
0,0154
0,0211
0,0225
0,0219
0,0204
0,0235
0,0169
0,0143
0,0170
0,0129
0,0182
0,0163
0,0154
0,0201
0,0054
0,0165
0,0191
0,0089
0,0178
0,0109
0,0118
0,0124
0,0259
0,0296
0,0193
0,0229
0,0209

452,8721
518,6396
278,4456
381,3112
305,4427
573,4636
546,9586
478,8355
365,8515
386,9969
269,4112
1346,5660
918,7234
513,3018
583,3980
105,3674
145,5037
52,9951
40,8737
480,0544
368,6673
200,6388
257,7371
355,7935
325,4274
77,2738
127,8322
146,7431
5,2031
89,7211
102,8534
90,5662
12,3392
14,5139
6,7223
244,4380
256,8604
183,4193
199,1865
132,6407
569,6082
559,1235
335,1829
359,3327
272,1005
585,0886
588,8669
420,5086
455,3482
144,0920

11,8019
13,5158
7,2563
7,9370
7,9599
8,1812
7,8031
6,8312
5,2193
5,5210
3,8435
64,4129
43,9471
24,5538
27,9068
4,4378
6,1282
2,2320
1,7215
14,3174
10,9953
5,9839
7,6869
21,2280
19,4162
4,6104
7,6270
5,2670
0,1868
3,2203
7,2938
6,4225
0,8750
1,0292
0,4767
5,0324
5,2881
3,7762
4,1008
2,7307
9,0862
8,9189
5,3467
5,7319
4,3404
17,0909
17,2013
12,2834
13,3011
7,7587

10873
10873
10873
10873
10873
8224
8224
8224
8224
8224
8224
53392
53392
53392
53392
316
316
316
316
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LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LT1
LT3
LC1
LC3
LT2
LT3
LC1
LC2
LT1
LT2
LC1
LC2
LT2
LT3
LC1
LC2
LC3
LC1
LC2
LT1
LT2
LT3
LC1
LC2
LT1
LT2
LT3
LC2
LC3
LT1
LT2
LT3
LC1
LC3
LT1
LT2
LC2

12,6589

7,6052

54,1800

5,2830

12,6564

20,3221

4,2437

6,8582

5,1603

9,0026

17,1461

9,3104

7,6081

4,8613

26,2303

1,9768

6,8354

6,1187

0,0000

0,7936

3,5359

5,1397

12,7923

4,6641

0,0320

0,0138

0,1145

0,0645

0,0893

0,0150

0,0006

0,0578

0,0056

0,0135

0,0963



Tab. 3Pc: Detaily identifikace a kvantifikace proteinii se zménénou abundanciv kofenech
Arabidopsis po ovlivnéni latrunkulinem B ziskané pomoci metod ESI-LC-MS a MALDI TOF-
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Q9SZX3
Q9SZX3
Q9SZX3
Q9T082
QIXFTO
QIXFTO
Q9ZU25
Q9ZU25
Q9ZU25
Q9ZU25

0,0193
0,0195
0,0186
0,0262
0,0220
0,0216
0,0194
0,0231
0,0180
0,0183

223,8897
84,2367
51,8574

104,4225
72,4731
61,1645

468,8145

435,9876

325,5141

368,2435

0,0000
4,5358
4,7923
5,8396
4,0410
3,4104
25,5045
23,7187
17,7087
20,0332

904
904
904
27539
36085
36085
6335
6335
6335
6335
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LC3
LT1
LT3
LC3
LC1
LC2
LC1
LC3
LT1
LT2

24,6116

18,8710 0,0594



