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ABA — kwas abscysynowy (ang. Abscisic Acid)

ABF — czynniki wigzgce si¢ z ABRE (ang. ABRE-binding factor)

ABRE - element cis odpowiedzi na kwas abscysynowy (ang. ABA-responsive element)
APX — peroksydaza askorbinianowa (ang. Ascorbate Peroxidase)

APX-GSH - cykl askorbinianowo-glutationowy (ang. Ascorbate-Gluthatione Cycle)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. Adenosine Triphosphate)

BADH - dehydrogenaza aldehydu betainowego (ang. Betaine Aldehyde Dehydrogenase)
BiP — biatko wigzgce $wiatlta (wnetrza) retikulum endoplazmatycznego (ang. Luminal
Binding Protein)

CAM - kwasowy metabolizm wegla gruboszowatych (ang. Crassulacean Acid
Metabolism)

CBB - bigkit Coomassie (ang. Coomassie Briliant Blue)

CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja (ang. Collision Induced Dissociation)

COR - geny odpowiadajace na chtdd (ang. Cold Responsive)

Clp — kazeino-lityczna proteaza serynowa (ang. Caseino-lytic protease)

DHAR - reduktaza dehydroaskorbinianowa (ang. Dehydroascorbate Reductase)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid)

DRE/CRT - element cis odpowiedzi na odwodnienie (ang. Dehydration Responsive
Element/C-repeat)

DREB - czynnik wigzacy DRE (ang. Dehydration Responsive Element Binding)

ECD - rozpad z wychwytem elektronéw (ang. Electron Capture Dissociation)

elF-4A — eukariotyczny czynniki inicjacji 4A (ang. Eukaryotic Initiation Factor-4A)
ERD1 - gen wczesnej odpowiedzi na odwodnienie (ang. Early Responsive to
Dehydratation)

FAO — Organizacja Stanéw Zjednoczonychdo spraw Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization of the United Nations)

ESI — jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. Electrospray lonization)

ETD - rozpad z przeniesieniem elektronow (ang. Electron Transfer Dissociation)

FT-ICR — analizator cyklotronowego rezonansu jondéw z fourierowskg transformacija
wynikow (ang. Fourier Transform lon Cyclotron Resonance)

GB — betaina glicynowa (ang. Glycine Betaine),

GST - S-transferaza glutationowa (ang. Glutathione S-transferase),

GTP — guanozyno-5'-trifosforan (ang. Guanosine-5'-triphosphate)

HCA - dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne (ang. Hierarchical Clustering Analysis)
HSP — biatka szoku cieplnego (ang. Heat Shock Protein)

ICAT - znakowanie izotopami wigzacymi cysteine (ang. Isotope-Coded Affinity Tag)

IEF — izolektroogniskowanie (ang. Isoelectro Focusing)

IPGAM - mutaza bisfosfoglicerynianowa niezalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu (ang.
2,3-Bisphosphoglycerate-Independent Phosphoglycerate Mutase)

IT — putapka jonowa (ang. lon Trap)
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ITRAQ - znaczniki izobaryczne (ang. Isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantitation)

LC — chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography)

LEA — biatka poznej embriogenezy (ang. Late-embryogenesis Abundant Proteins)

MAB - hodowla wspomagana markerami genetycznymi (ang. Marker-Assisted Breeding)

MALDI - desorpcja/jonizacja wspomagana matrycg (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization)

MDAR - reduktaza monodehydroaskorbinianowa (ang. Monodehydroascorbate
Reductase)

MOWSE - algorytm oparty o wyszukiwanie na podstawie masy molekularnej (ang.
Molecular Weight Search)

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy (ang. Messenger Ribonucleic acid)

MS — spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

MS/MS — tandemowa spektrometria mas (ang. Tandem Mass Spectrometry)

MudPIT — wielowymiarowa technika identyfikacji biatek (ang. Multidimentional Protein
Identification Technology)

MQTL - loci cech ilosciowych zwigzane z metabolitami (ang. metabolic QTL)

NADPH - zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate)

NTP — trifosforany nukleozydow (ang. Nucleoside Triphosphate)

PAL — amoniakoliaza fenyloalaniny (ang. Phenylalanine Ammonia Lyase)

PCO — analiza wspotrzednych gtownych (ang. Principal Coordinates Analysis)

pl — punkt izoelektryczny (ang. Isoelectric Point)

PMF — peptydowy odcisk palca (ang. Peptide Mass Fingerprinting)

PQTL — loci cech ilosciowych zwigzane z biatkami (ang. protein QTL)

P5CDH - dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanum (ang. Delta-1-Pyrroline-5-
Carboxylate Dehydrogenase),

P5CS - syntetaza delta-1-pirolylo-5-karboksylanu (ang. Delta-1-Pyrroline-5-Carboxylate
Synthetase)

RAB — geny odpowiadajace na kwas abscysynowy (ang. Responsive to Abscisic Acid)

RD — geny odpowiadajace na dehydratacje (ang. Responsive to Dehydratation)

RIL — rekombinacyjne linie wsobne (ang. Recombinant Inbred Line)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. Ribonucleic Acid)

RuBisCO - karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (ang. Ribulose-1,5-
Bisphosphate Carboxylase/Oxygenase)

SDS-PAGE - celektroforeza w zelu poliakrylamidowym w obecnosci dodecylosiarczanu
sodu (ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SHSP — niskoczgsteczkowe biatko szoku cieplnego (ang. small Heat Shock Protein)
SILAC - znakowanie metaboliczne (ang. Stable Isotope Labelling by Amino Acids in
Culture)

SIMRs - odpowiedzi morfogenezy indukowane stresem (ang. Stress-Induced
Morphogenesis Responses)

SOD - manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide Dismutase)
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TOF — analizator czasu przelotu (ang. Time of Flight)

UPGMA - dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne wykonano metoda $rednich
odlegtosci pomiedzy obiektami w skupieniach (ang. Unweighted Paired Group Average
Linkage)

UPR — kaskada odpowiedzi na nieufaldowane biatka (ang. Unfolded Protein Response)
UPS - system ubikwityna-proteasom (ang. Ubiquitin-Proteasome System)

USP — uniwersalne biatka stresu (ang. Universal Stress Proteins)

Q — kwadrupol (ang. Quadrupole)

QTL — loci cech ilosciowych (ang. Quantitative Trait Locus)

2D-LC - dwuwymiarowa chromatografia cieczowa (ang. Two-dimensional Liquid
Chromatography)

5°’UTR - rejon sekwencji nieulegajacej translacji 5° (ang. 5 untranslated region)



WPROWADZENIE LITERATUROWE

1. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1. Jeczmien, charakterystyka gatunku

Jeczmien (Hordeum L.) jest jedng z najbardziej rozpowszechnionych ro$lin
zbozowych, uprawianych zaréwno przez wczesne cywilizacje, jak 1 w czasach
wspotczesnych. Badania archeologiczne dowodza, ze jest jednym z pierwszych zbo6z
udomowionych przez cztowieka. Przypuszcza sig, iz pierwotny proces udamawiania i
doskonalenia dzikich gatunkow jeczmienia (Hordeum spontaneum) zostal zakonczony
okolo 9-10 tys. lat temu w rejonie ,Zyznego Potksiezyca” (ang. Fertile Crescent),
obejmujacego iracki Kurdystan. Inne obserwacje archeologiczne sugeruja, ze pierwsze
$lady upraw jeczmienia pochodza z doliny Nilu w Egipcie i datowane sg na 15 tys. lat
(Nevo i in., 1986). Obecna systematyka botaniczna klasyfikuje jeczmien do rodziny
wiechlinowatych (Poaceae), do plemienia pszenicowatych (Triticeae), a podplemienia
jeczmieniowatych (Hordeinea). Rodzaj jeczmien dzieli si¢ na dwa typy: ssp. spontanea, to
formy dzikie o tamliwej osi klosa i o ziarnie oplewionym oraz ssp. cerealia, formy
uprawne, o osi ktosa nietamliwej, o ziarnie oplewionym lub nagim. Wyr6znia si¢ od 20 do
25 roznych gatunkow jeczmienia. Gatunkiem typowym jest jeczmien zwyczajny (Hodreum
vulgare L.) oraz jego dwa podgatunki: jeczmien czterorzedowy (Hordeum vulgare ssp.
tetrastichon) i szesciorzedowy (Hordeum vulgare ssp. hexastichon), ktore sg najszerzej
rozpowszechnionymi  gatunkami uprawnymi (Gasiorowski, 2010). Jeczmien jest
diploidalnym, samopylnym gatunkiem, posiadajagcym 7 par chromosomow (2n=2x=14), o
wielko$ci genomu réwnej 5.1 Gpz. Zakonczone w roku 2012 prace nad poznaniem
genomu jeczmienia pozwolity na uzyskanie jego kompletnej mapy genetycznej, fizycznej i
funkcjonalnej, okreslajacej bezposrednig lokalizacje gendéw i innych sekwencji w genomie
oraz odlegltosci genetycznej pomigdzy nimi (The International Barley Genome Sequencing
Consortium, 2012). Porownanie sekwencji genow jeczmienia z genami ryzu, sSorgo i
Brachypodium wykazuje okoto 77% poziom zgodnosci ich sekwencji, co moze sugerowac
o wysoce konserwatywnych ewolucyjnie sekwencjach nukleotydowych tych genomow
(Mayer i in., 2011). Ze wzgledu na krotki cykl Zyciowy (okoto 90 dni), fatwos¢ hodowli w

warunkach laboratoryjnych, stosunkowo duze zdolnos$ci adaptacyjne oraz dobrze poznane
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cechy morfologiczne, fizjologiczne oraz genetyczne jgczmien stanowi czesty obiekt

badawczy wsrod roslin zbozowych.

1.1.1. Produkcja jeczmienia i jego znaczenie gospodarcze

Niezwykle waznym surowcem w produkcji artykuléw spozywczych sa zboza,
ktorych wielko$¢ arealdow upraw systematycznie wzrasta. Jeczmien, ze wzgledu na
szerokie spektrum jego wykorzystania oraz stosunkowo niewielkie wymagania glebowe
zajmuje dominujacg pozycje¢ wsrod roslin  uprawnych. W zalezno$ci od cech
anatomicznych, morfologicznych i chemicznych ziarna, jeczmien znajduje odpowiednie
przeznaczenie przemystowe. Odmiany ozime wykorzystywane s3g przede wszystkim do
celow paszowych 1 spozywczych, a formy jare dodatkowo do wytwarzania stodu w
produkcji piwa i whisky. Najwazniejszym ilo$ciowo kierunkiem uzytkowania jgczmienia
jest produkcja pasz, stosowanych do skarmiania zwierzat (okoto 66% $wiatowych upraw
jeczmienia). W tym celu wykorzystywane sa gtownie odmiany pastewne, charakteryzujace
si¢ przede wszystkim wysoka zawarto$cig biatka w ziarniakach. Drugim waznym
kierunkiem uzytkowania jest przemyst browarniczy, gdzie ziarno wykorzystywane jest
jako surowiec do produkcji stodu jeczmiennego. Odmiany browarne muszg
charakteryzowac si¢ niskg zawartoscig biatka oraz bardzo wysokg zdolnoscig kietkowania.
Lacznie okoto 32% upraw wykorzystywanych jest w przemysle alkoholowym. Pozostate
2% to wyrdob produktow zywnosciowych, takich jak kasze, ptatki, czy maki (Baik i Urllich,
2008; Gasiorowski, 2010).

W wielkosci produkcji §wiatowej uprawy jeczmienia zajmujg czwarte miejsce, po
pszenicy, ryzu i kukurydzy. W roku 2012 uzyskano 132.4 miliona ton jgczmienia z
Swiatowego areatu upraw rownego 49.3 miliona hektaréw. Taki wynik stanowi 5.1 %
swiatowej produkcji zboz. Pod wzgledem wielko$ci areatow oraz produkcji dominuje
Europa, gdzie prowadzonych jest ponad 60% upraw jeczmienia. Gléwni producenci to
Rosja (16.9 miIn ton), Ukraina (9,1 min ton), Francja (8.8 min ton) i Niemcy (8.7 miIn ton).
Polska jest producentem 4.1 mln ton jeczmienia rocznie, co stanowi 3% S$wiatowe]
produkcji (http://faostat.foa.org). W skali krajowej jeczmien znajduje si¢ w pozycji
dominujacej, obok pszenicy 1 zyta. W roku 2010 wielkos$¢ produkeji stanowita 13% upraw

zbozowych, natomiast w roku 2012 wzrosta do 15.2 % 1 zajmowata pozycje druga, po
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pszenicy. W strukturze zasiewoéw formy jare zajmuja pozycje dominujaca w stosunku do

form ozimych (http.//stat.gov.pl).

1.2. Stresy abiotyczne

Stresy abiotyczne stanowig gléwne czynniki $rodowiskowe silnie ograniczajace
wzrost, rozw0j oraz produktywnos¢ roslin. Wplywaja na zmiang procesOw
morfologicznych, fizjologicznych, a takze biochemicznych i molekularnych zachodzacych
w komorkach ro$linnych. Przyczyniaja si¢ do zaburzenia podstawowych procesow
metabolicznych, co zwigzane jest z trwatymi uszkodzeniami komorek, tkanek i1 organdw,
prowadzacymi do zahamowania wzrostu rosliny oraz redukcji plonow (Farooq i in., 2009;
Athar i Ashraf, 2009; Barnabas i in., 2008). Szacuje sig, ze stresy abiotyczne sg przyczyna
spadkéw od 54 do 82% plondéw w zalezno$ci od strefy klimatycznej. Wedlug szacunkow
Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia 1 Rolnictwa (FAO), okolo
26% S$wiatowych obszaréw gleb narazonych jest na deficyt wody, natomiast okolo 20%
ziem na wysokie zasolenie. Stresy suszy, zasolenia oraz ekstremalnych temperatur
przyczyniaja si¢ do spadku okoto 50% plonéw uprawianych roslin zbozowych (Bray i in.,
2000; Rehman i in., 2005).

1.2.1. Reakcje roslin na stres abiotyczny

Rosliny w warunkach naturalnych narazone sg na dzialanie niekorzystnych
czynnikow Srodowiskowych. Czynnik stresowy okres§lany jest jako sita dziatajaca na
organizm, wywolujaca znaczace zmiany fizyczne oraz strukturalne, ktére prowadza do
zaburzenia lub zahamowania jego prawidtowego funkcjonowania. Czynnik stresowy
(stresor), charakteryzowany jest jako bodziec, natomiast reakcja stresowa lub stan stresowy
to odpowiedz na zadany bodziec, jak réwniez wynikajacy z niej stan dostosowania
organizmu (Jones, 1989; Mahajan i in., 2005). Przebieg reakcji ro$liny na dziatanie
czynnika stresowego mozna podzieli¢ na kilka nastepujacych po sobie faz, okreslanych
mianem syndromu reakcji stresowej. Pierwsza, charakteryzowana jako faza alarmu,
zwigzana jest z destabilizacjg strukturalng i funkcjonalng komorek, ktore uniemozliwiaja

prawidlowe funkcjonowania organizmu. Faze alarmu zapoczatkowuje reakcja na stres, w
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ktorej procesy kataboliczne przewazaja nad anabolicznymi, prowadzac do zaburzenia
procesOw metabolicznych, takich jak fotosynteza, czy oddychanie. Jezeli nat¢zenie bodzca
si¢ nie poglebia, a roslina wyposazona jest w alternatywne drogi metaboliczne, nastepuje
pobudzenie proceséw naprawczych i1 wejscie w faze odpornosci. W czasie tej fazy
nastepuje stabilizacja uktadu, dzigki czemu mozliwa jest normalizacja stanu w warunkach
dziatajacego stresu (hartowanie). Jezeli czynnik stresowy trwa zbyt dtugo lub zwigksza si¢
jego intensywnos¢, moze dojs¢ do fazy wyczerpania, podczas ktorej roslina podatna jest na
infekcje patogenami, co moze prowadzi¢ do nieodwracalnych uszkodzen komorkowych, a
w konsekwencji do smierci rosliny (Larcher, 2003). Zaburzenia spowodowane czynnikiem
stresowym moga by¢ odwracalne, jednak w przypadku jego duzej intensywnos$ci i/lub
dlugotrwatego dziatania mogg sta¢ si¢ nieodwracalnymi. Powstajace uszkodzenia majg
charakter bezposredni (strukturalny), przykladowo moga dotyczy¢ zmian struktury btony
komoérkowej, ktore moga by¢ przyczyna powstawania uszkodzen posrednich
(metabolicznych), zwigzanych z zaburzeniami metabolicznymi, generowanymi na skutek
zaktocen enzymow zlokalizowanych w blonie komoérkowej. OdpowiedZ rosliny moze by¢
lokalna, co zwigzane jest z reakcja okreslonych tkanek. Zaatakowana tkanka moze
przekazywa¢ sygnat do innych czesci rosliny, co wzmaga reakcje obronng i wowczas
méwimy o odpowiedzi systemicznej (Larcher, 2003). Rosliny w celu przetrwania
niekorzystnych warunkow S$rodowiskowych wykazuja zdolno$ci dostosowawcze, ktore
pomagaja im podtrzymywaé funkcje Zyciowe podczas dziatania stresu lub podjaé te
funkcje po jego ustgpieniu. Dostosowanie takie zachodzi w wyniku adaptacji lub
aklimatyzacji. Aklimatyzacja jest procesem polegajacym na modyfikacji struktury i funkcji
osobnika podczas jego rozwoju osobniczego, w odpowiedzi na dziatajacy stres, co pozwala
na lepsze jego dostosowanie do aktualnie panujacych warunkéw $rodowiskowych.
Adaptacja zwigzana jest ze zmianami zachodzacymi w genomie osobnika w toku ewolucji,
powstalymi na skutek zachodzacych mutacji. Jest dziedziczna 1 prowadzi do
zroznicowania roslin pod wzglgdem morfologicznym i metabolicznym (Chavez i in., 2003;
Wood, 2005).
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1.2.2. Stres suszy

Dziatanie stresu wodnego lezy u podioza ewolucji roslin ladowych. Susza
definiowana jest jako stan, w ktorym potencjat wody i turgor rosliny sg na tyle obnizone,
ze ograniczaja prawidtowe funkcjonowanie organizmu. Skutki dziatania stresu wodnego
uzaleznione sg od intensywno$ci i czasu jego dziatania, jak réwniez od stadium
rozwojowego oraz uwarunkowan genetycznych rosliny (Plaut, 2003; Farooq i in., 2009).
Na skutek niedoboru wody dochodzi do zmian zachodzacych na réznych poziomach
uorganizowania komorek, m.in. na poziomie morfologicznym i fizjologicznym. Zmiany na
poziomie morfologii okreslane s3a jako SIMRs (ang. Stress-Induced Morphogeness
Responses) i dotycza przede wszystkich zahamowania elongacji komorek, lokalnej
stymulacji komoérek i réoznicowania komorek. Kluczowymi elementami regulujagcymi te
zmiany sg zalezne od stresu stezenia reaktywnych form tlenu, antyoksydantow i roslinnych
hormonéw takich jak auksyny, czy etylen (Patakas, 2012). Niedobor wody prowadzi do
redukcji potencjalu wody, co zwigzane jest z obnizeniem aktywno$ci wody komodrkowe;,
dehydratacjg komorek i utratg turgoru. Nastepuje destabilizacja blony komodrkowe;j, utrata
jej integralnosci, selektywnos$ci, a takze zakldcenie kompartmentéw komoérkowych i
aktywnos$ci enzymow. Utrata turgoru wplywa na redukcje powierzchni lisci, ktora skutkuje
ich przedwczesnym starzeniem (Wahid 1 Rasul, 2005). Na skutek spadku potencjatu wody
w komorkach nastgpuje sygnalizowany przez kwas abscysynowy (ABA, ang. Abscisic
Acid) proces zamykania aparatow szparkowych, prowadzacy do ograniczonej transpiracji i
przeptywu dwutlenku wegla (Tezara 1 in., 1999), co w konsekwencji skutkuje obnizeniem
aktywnosci fotosyntetycznej. Zaburzenia sprawnie dziatajacego aparatu
fotosyntetyzujacego przyczyniaja si¢ do generowania wolnych rodnikéw, tworzacych
reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species) (Reddy i in., 2004). Tym
samym zaburzony =zostaje balans pomie¢dzy produkcja reaktywnych form tlenu, a
wydajnoscig sprawnie dziatajacego uktadu antyoksydacyjnego, co prowadzi do
akumulowania zwigkszonych ilo$ci ROS, indukujacych stres oksydacyjny komorek oraz
powodujacych peroksydacje biatek, lipidow i kwasow nukleinowych (Fu i Huang, 2001).
Czynnikiem silnie ograniczajgcym prawidtowy proces fotosyntezy jest takze dezaktywacja
kluczowych enzymow tego procesu (Bota i in., 2004). Na skutek odwodnienia komorek
dochodzi do wzrostu stezenia soli i jonow, ktore wptywajac na zwigkszenie lepkosci

cytoplazmy, przyczyniaja si¢ do tworzenia niekorzystnych warunkoéw dla prawidlowego
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funkcjonowania enzymoéw. Dochodzi¢ moze do ich niespecyficznych oddziatywan,
agregacji, czy nawet denaturacji (Hoekstra i in., 2001).

Zaburzenia powstajace na poziomie subkomoérkowym skutkuja zahamowaniem
proceséw podziatu i wzrostu komorek, tym samym przyczyniajg si¢ do redukcji wielkosci
uzyskiwanych plonéw (Nonami, 1998). Wielko$ci spadku plondw na skutek deficytu wody
raportowane dla wielu roslin zbozowych i zalezne sg zar6wno od sity dziatania stresu oraz
od stadium rozwojowego rosliny (Atteya i in., 2003; Monneveux i in., 2006; Lafitte i in.,
2007). I tak w przypadku ryzu w okresie wypetniania nasion, tagodny stres suszy
spowodowat spadek wielkosci plonu o 30-55%, natomiast drastyczny deficyt wody
przyczynit si¢ do redukcji plonéw o ponad 60% (Basnayake i in., 2006). U jeczmienia, w

fazie wypetniania ziarna, susza skutkowata spadkiem plonu o 49-57% (Samarah, 2005).

1.2.2.1. Mechanizmy obronne roslin w odpowiedzi na stres suszy

W odpowiedzi na zmiany zachodzace na skutek dziatania stresu, rosliny wyksztatcity
mechanizmy dostosowawcze, dzialajace na poziomie morfologicznym, fizjologicznym,
biochemicznym i molekularnym, ktére pozwalaja na minimalizowanie skutkow stresu i
utrzymanie stanu homeostazy (Amudha i Balasubramani, 2011). Wyr6znia si¢ trzy gtdéwne
strategie: ucieczki, unikania oraz tolerowania suszy. Mechanizm ucieczki polega na
unikaniu czynnika zagrazajacego poprzez wytworzenie barier, ktdre zapobiegaja jego
przenikaniu do wnetrza ro$liny. Barier¢ taka moze stanowi¢ odpowiednie dostosowanie
cyklu rozwojowego rosliny do sezonowych zmian warunkéw S$rodowiskowych.
Dostosowanie takie dotyczy gltownie skrocenia okresu wegetacyjnego ro$liny 1
zakonczenia fazy reprodukcji jeszcze przed wystapieniem dehydratacji komorek (Araus i
in., 2002). Strategia ta realizowana jest glownie przez rosliny pustynne, charakteryzujace
si¢ szybkim wzrostem 1 krotkim okresem wegetacji. Natomiast u roslin zbozowych
czestym zjawiskiem jest skrocenie okresu kwitnienia (Farooq 1 in., 2009). Strategia
unikania obejmuje procesy zapobiegajace utrate wody w komorce, ktore zwigzane sg z
kontrolg transpiracji jak réwniez mechanizmy maksymalizujace pobor wody do komorki,
zalezne od sprawnos$ci dzialania systemu korzeniowego (Kavar i in., 2007). Zapobieganie
dehydratacji komoérek zwigzane jest z kontrolowanym procesem transpiracji i opiera si¢ o
mechanizmy zamykania aparatow szparkowych kontrolowane przez ABA, zmniejszania
powierzchni lisci poprzez zwijanie blaszek liSciowych, ograniczenie ich rozmiaréw lub

15



WPROWADZENIE LITERATUROWE

redukcje, jak rowniez zwigkszenia grubosci warstw ochronnych lisci, takich jak kutikula,
czy kutner. Woskowy osad wystepujacy na lisSciach pomaga w utrzymaniu wysokiego
potencjatu wody tkankowej i uznawany jest za ceche charakterystyczng odpornosci na
stres suszy (Richards i in., 1986). Badania na liciach pszenicy wykazaly, ze te pokryte
woskiem w pordwnaniu z nagimi, wykazaty 0.7 °C nizsza temperatur¢ i charakteryzowaty
si¢ nizszym stopniem starzenia (Richards i in., 1986). Mechanizmy zwickszajace pobor
wody do komorek zalezg od cech systemu korzeniowego, zwlaszcza od jego masy,
gestosci, czy dlugosci 1 zdolnos$ci penetracji (Subbarao 1 in., 1995). Rozlegly i gleboki
system korzeniowy pozwala na wydobywanie wody z glebszych warstw gleby, co stanowi
wazny parametr wptywajacy na efektywno$¢ dziatania mechanizmu obronnego, ktéry w
konsekwencji wptywa na wielko$¢ uzyskiwanych plonéw (Kavar i in., 2007). Trzecia
strategia — tolerancji, dotyczy roslin, ktore zdolne sg do tolerowania desykacji protoplastu i
niwelowania negatywnych skutkow stresu. Zjawisko tolerancji opiera si¢ o zmiany
zachodzace zaréwno na poziomie fizjologicznym, biochemicznym jak i molekularnym
(Reddy i in.,, 2004). Nastgpuje uruchomienie fizjologicznych mechanizmow
osmoregulacyjnych, jak rowniez uaktywniony zostaje molekularny mechanizm odpowiedzi
komorkowej, ktory zwigzany jest z aktywacja szeregu gendéw indukowanych susza
(Shinozaki 1 in., 1999). Dochodzi do wzmozonej syntezy bialek i metabolitow
uczestniczacych w procesach obronnych, jak réwniez tych uczestniczacych w regulacji
ekspresji genow i $ciezek sygnalnych. Obok wzmozonej syntezy zwigzkéw ochronnych,
aktywacji ulegajag hormony roslinne. Dochodzi do transkrypcji gendw kodujacych synteze
ABA, fitohormonu stanowigcego sygnal do aktywacji wielu S$ciezek sygnalnych,
stanowigcego m.in., gtéwny czynnik regulujacy transdukcje sygnalu pomigdzy korzeniem
a pedem ros$liny (Leung i Giraudat, 1998; Finkelstein, 2002; Wilkinson i Davies, 2002).
Wzrost jego poziomu reguluje mechanizm zamykania aparatow szparkowych, dzigki
czemu kontroli podlega proces transpiracji. Badania na wielu gatunkach roslin wskazuja,
ze w przypadku mutacji w genach kodujacych enzymy z szlaku biosyntezy ABA, a tym
samym przy obnizonej syntezie tego fitohormonu, dochodzi do wczesnego wiednigcia
ro$lin 1 ich obumierania w warunkach deficytu wody (Koornneef i in., 1998; Liotenberg i
in.,, 1999). Dostosowanie gospodarki osmotycznej roslin, pomaga w utrzymaniu
rownowagi wodnej w komorkach, a synteza 1 akumulowanie substancji rozpuszczonych w
cytoplazmie minimalizuje uszkodzenia powstate na skutek deficytu wody. Dzigki temu,
mozliwe jest prawidlowe funkcjonowanie organelli komodrkowych, a tym samym

aktywno$¢ fotosyntetyczna i wzrost rosliny (De Leonardis i in., 2012; Subbaro i in., 2000).
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Ryc. 1.1. Mechanizmy obronne roslin w odpowiedzi na stres suszy (wedlug De Leonardis i
in., 2012).

1.2.2.2. Odpowiedz roslin na stres suszy na poziomie ekspresji genéw,
bialek i metabolitow

Na skutek dziatania stresu suszy dochodzi do zmian w poziomie ekspresji wielu
genow. Ze wzgledu na peklnione funkcje, geny reagujace na czynnik stresowy mozna
podzieli¢c na dwie grupy. Pierwsza grupa, to geny wczesnie indukowane (ang. Early
Genes), ktorych wzrost poziomu ekspresji jest szybki, lecz czgsto przejSciowy. Do grupy
tej zaliczane glownie geny kodujace biatka regulatorowe, uczestniczace w regulacji
ekspresji innych genéw 1 modulacji $ciezek sygnalnych (Mahajan 1 Tuteja, 2005). Wsrod
nich znajduja si¢ czynnik transkrypcyjne, kinazy, fosfatazy, enzymy metabolizmu
fosfolipidow 1 inne biatka zwigzane z przekazywaniem sygnatu, jak np. biatka wigzace
kalmoduling (Shinozaki 1 Yamaguchi-Shimozaki, 2007). Przykladem s3 czynniki
transkrypcyjne typu DREB (ang. Dehydration Responsive Element Binding), ktore reguluja
ekspresje wielu genéw indukowanych suszg. Czynniki DREB oddziatujg z elementami Cis
DRE/CRT (ang. Dehydration Responsive Element/C-Repeat), ktore obecne sa w obrebie
promotoréw wielu gendw odpowiadajacych na stres suszy. Ekspresja genéw zawierajacych
w promotorze sekwencje¢ DRE (A/GCCGAC) uruchamiana jest pod wplywem stresu
osmotycznego, jednakze nie jest zalezna od ABA (Narusaka i in., 2003). Druga wazng
grupa biatek regulujacych ekspresje gendw sa czynniki transkrypcyjne wiazace sekwencje
ABRE (ang. ABA-Responsive Element), ktorych indukcja zalezna jest od ABA. Geny te
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zawieraja w regionie promotorowym silnie konserwatywng sekwencje ABRE
(PyACGTGG/TC), ktora rozpoznawana jest przez czynniki transkrypcyjne AREB/ABF
(ang. ABRE-Binding Protein, ABRE-Binding Factor) (Huang i in., 2008). Gen rd29a jest
jednym z genow indukowanych suszg, posiadajacych w swojej sekwencji promotorowe;j
zarowno element DREB i ABRE, ktore funkcjonujg w dwdch réznych systemach regulacji
(Narusaka 1 in., 2003). Czynniki transkrypcyjne typu DREB czy ABRE zaangazowane s3
w regulacj¢ ekspresji gendw pozno indukowanych (ang. Late Genes). Geny te, ulegajg
ekspresji po godzinie od zadziatania czynnika stresowego, a nastepnie poziom akumulacji
korespondujacych czasteczek mRNA utrzymywany jest na statym poziomie. Zmiany w
ekspresji gendow poznych prowadza do syntezy, akumulowania i zwigkszonej aktywnos$ci
specyficznych biatek, chronigcych komoérki przed skutkami dzialania stresu (Mahajan 1
Tuteja, 2005). Do grupy tej zaliczane sa miedzy innymi geny odpowiadajace na
dehydratacj¢ (RD, ang. Responsive to Dehydratation), na kwas abscysynowy (RAB, ang.
Responsive to Abscisic Acid), czy na chtod (COR, ang. Cold Responsive), ktore koduja i
moduluja biatka obronne (Mahajan i Tuteja, 2005). Biatka bedace produktami gendow
p6éznych zaangazowane sa w mechanizmy obronne i1 naprawcze podczas dzialania
czynnika stresowego. Sa to biatka uczestniczace w transporcie wody i jonow, biatka
zaangazowane w stabilizacj¢ struktur komorkowych oraz ich ochron¢ przed szkodliwym
dziataniem reaktywnych form tlenu, a takze bialka uczestniczace w syntezie zwigzkow
osmotycznie czynnych. Do biatek uczestniczacych w transporcie wody i innych zwigzkéw
przez blony komoérkowe naleza akwaporyny. Te integralne biatka blonowe zapewniaja
utrzymanie wysokiego potencjatu wody w komorce w trakcie warunkow suszy, a takze
odgrywaja wazna role podczas rehydratacji po ustaniu stresu (Farooq i in. 2009). Biatka
szoku cieplnego (HSP, ang. Heat Shock Protein) to rodzina biatek, ktore zarowno w
warunkach fizjologicznych jak i w stresie odpowiedzialne sg za utrzymanie stanu
homeostazy komoérkowej. Ich opiekuncze dziatanie zwigzane jest z kontrolag procesu
faldowania 1 oligomeryzacji polipeptydow, zapobieganiem agregacji, czy degradacja
nicodwracanie uszkodzonych biatek (Timperio i in., 2008; Al-Whabi, 2011). Kolejna
grupa biatek to biatka poznej embriogenezy, ktdre nagromadzane sa w pdznej fazie
rozwoju zarodka, ale akumulowane sg takze w organach wegetatywnych w warunkach
stresu suszy. Ich funkcja obronna zwigzana jest ze stabilizacjg 1 utrzymaniem integralnos¢
bton komoérkowych i innych struktur komorkowych, zapobieganiem agregacji bialek, czy

petnieniem roli w ochronie antyoksydacyjnej (Kovacs, 2008).
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W usuwanie nadmiernych ilo$ci wolnych rodnikéw, generowanych podczas stresu
oksydacyjnego, zaangazowane sa dwa mechanizmy: enzymatyczny i nieenzymatyczny.
Nieenzymatyczny to obecno$s¢ w komorkach zwigzkow takich jak: tokoferole, kwas
askorbinowy czy glutation. Natomiast mechanizm enzymatyczny zwigzany jest z
obecnos$cig szeregu enzymow zaangazowanych w procesy zmiatania wolnych rodnikow.
Do enzyméw tych naleza: dysmutazy ponadtlenkowe, peroksydazy askorbinianowe,
katalazy, peroksydazy glutationowe, czy peroksyredoksyny (Reddy i in., 2004). Stres
osmotyczny skutkuje wieloma niekorzystnymi zmiana zachodzgcymi w roslinie. Na skutek
jego dzialania dochodzi do zwigkszenia w komorce stezenia zwigzkéw kompatybilnych
(osmolitow, osmoprotektantow), a mechanizm ten okreslany jest jako dostosowanie
osmotyczne. Nagromadzenie w komdrkach osmolitow, zwigzane jest z zwigkszong synteza
enzymow, ktore uczestniczg w kluczowych etapach szlakow ich syntezy. Jednym z
osmolitow syntetyzowanych w warunkach dehydratacji komorek jest betaina glicynowa
(GB, ang. Glycine Betaine), a kluczowym enzymem katalizujacym reakcj¢ utlenienia
aldehydu betainowego do betainy glicynowej jest dehydrogenaza aldehydu betainowego
(BADH, ang. Betaine Aldehyde Dehydrogenase) (Hanson i in., 1985; Chen i Murata, 2002,
2011). Betaina glicynowa zaangazowana jest w osmoregulacje, ponadto stabilizuje
struktury bton komoérkowych i biatek oraz chroni aparat fotosyntetyczny (Genard i in.,
1991, Giri, 2011). Drugim waznym osmoprotektantem, syntetyzowanym w odpowiedzi na
deficyt wody jest prolina. Prekursorem do syntezy proliny jest kwas glutaminowy, a
kluczowym enzymem zaangazowanym w ten proces jest syntetaza delta-1-pirolylo-5-
karboksylanu (P5CS, ang. Delta-1-Pyrroline-5-Carboxylate Synthetase) (Hu i in., 1992;
Delauney i Verma, 1993). Funkcje obronne proliny zwigzane sg z dziataniem aminokwasu
jako zmiatacza wolnych rodnikow, czaperonu stabilizujacego struktury komoérkowe, czy
regulatora potencjatu osmotycznego (Verbruggen i Hermans, 2008; Szabados i Savoure,
2010). Inng grupa metabolitow petnigcych funkcje osmoprotektantow sa poliaminy, wsrdéd
ktorych najpowszechniej wystepuja: spermidyna (triamina), spermina (tetramina) i
putrescyna (diamina). Poliaminom przypisuje si¢ funkcje, ktore zwigzane sa ze stabilizacja
1 ochrong bton biologicznych i kwaséw nukleinowych, a takze ze zmiataniem wolnych
rodnikéw. Ponadto zaangazowane s3 w programowang $mieré¢ komoérek oraz pelnig
funkcje¢ czasteczek sygnalnych w warunkach stresu (Kaur-Sawhney in., 2003; Gill i
Tuteja, 2010). W warunkach deficytu wody dochodzi do zmian w poziomie akumulacji
weglowodanéw 1 ich pochodnych. Naleza do nich monosacharydy, disacharydy,
oligosacharydy, alkohole polihydroksylowe. Na skutek dziatania stresu suszy nast¢puje
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uwalnianie cukréw prostych ze zgromadzonych wczesniej zapasow skrobi, czy fruktanow.
Akumulowane rozpuszczalne cukry dziataja stabilizujaco na btony komoérkowe i biatka, a
takze pomagajg roslinie w utrzymaniu turgoru (Sicher i in., 2012). Wyniki badan wskazuja,
ze mogg one dodatkowo pehi¢ funkcje czasteczek sygnalnych (Hanson i Smeekens,

2009).

BIALKA FUNKCYINE BIALKA REGULATOROWE

ENZYMY ZAANGAZOWANE W
SYNTEZE OSMOLITOW
(BADH, P5CS)

CZYNNIKI TRANSKRYPCYINE
—, (DREB2, AREB, MYC, MYB, bZIP,
~ NAC, HB)

BIALKA OCHRONNE
(LEA, HSP)

ENZYMY
ANTYOKSYDACYINE ¢ SUSZA > KINAZY, FOSFATAZY

(SOD, CAT, APX, GR, GPX)
~
/ S
.
j ™~ HORMONY

PROTEAZY (KWAS ABSCYSYNOWY)

TRANSPORTERY,
AKWAPORYNY

Ryc.1.2. Produkty genéw indukowanych stresem suszy. Biatka sklasyfikowano na dwie
grupy: biatka funkcyjne, zwigzane z odpornosciag roslin 1 bialka regulatorowe,
uczestniczace w regulacji ekspresji gendow 1 $ciezek sygnalnych (wedlug Shinozaki i
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

1.3. Proteomika ro$linna

Termin ,,proteom” po raz pierwszy uzyty zostat przez Marca Wilkinsa w 1994 roku

1 zdefiniowany zostat jako komplet bialek obecnych w komorkach, tkankach, czy
organizmie, kodowanych przez genom, w okreslonych warunkach zewnetrznych i
wewnetrznych oraz w okreslonym punkcie czasowym i rozwojowym organizmu (Wilkins i
in.,, 1996). W roku 1997 analogicznie do poj¢cia ,,genomika” wprowadzono termin
»proteomika”. Proteomika jest dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing nauki, zajmujaca si¢
globalng analizg skladu biatkowego komorki, tkanki, czy calego organizmu. Celem
proteomiki jest badanie proteomu, ktory, mimo iz determinowany jest przez statyczny
genom, jest niezwykle dynamiczny i1 zmienny w zalezno$ci od stanu rozwojowego
organizmu, czy warunkow srodowiskowych (Thelen, 2007; Liebler, 2002; Barbier-Brygoo
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1 Joyard, 2004). Proteomika definiowana jest rowniez jako dyscyplina, ktorej nadrzgdnym
celem jest identyfikacja bialek oraz poznanie zachodzacych pomigdzy nimi interakcji.
Ponadto pozwala na $ledzenie aktywnosci biatek w okre§lonych stadiach wzrostu i1
rozwoju organizmu oraz poznanie roli jaka peilnig w oddziatywaniu z $rodowiskiem
zewngetrznym.

Pierwsze pionierskie prace dotyczace podstawowych technik wykorzystywanych w
badaniach proteomicznych datowane sg na lata 1975 ubieglego wieku (O’Farell, 1975). W
latach 80 przeprowadzone zostatly badania dotyczgcych zmian w obrebie proteomu
ro$linnego pod wplywem dziatania czynnikdéw srodowiskowych. Hurkman i Tanaka (1987)
przeprowadzili ocen¢ zmian poziomu biatek jeczmienia pod wpltywem dziatania stresu
solnego. Pomimo, ze wigkszo$¢ biatek nie zostata wowczas zidentyfikowana, zbadano
wplyw stresu na syntez¢ biatek de novo i okre§lano zmiany zachodzace w poszczegolnych
frakcjach komoérkowych (Hurkman i Tanaka, 1987). Kilka lat p6zniej utworzono pierwsza
liste bialek zaangazowanych w odpowiedz roslin na czynniki stresowe (Costa i in., 1998).

Przetomowym dla proteomiki roslinnej okazalo si¢ wykorzystanie technik
spektrometrii mas do identyfikacji bialek. Pierwsze badania przeprowadzone zostaty na
korzeniach kukurydzy, w ktérych analizowano zmiany profili bialek w warunkach
ograniczonego dostepu tlenu (Chang 1 in., 2000). Ponadto rozwdj technik
sekwencjonowania DNA we wczesnych latach 90 oraz rosngca liczba
zsekwencjonowanych genomoéw przyczynity si¢ do tego, iz proteomika stata si¢
niezbednym narzedziem wykorzystywanym zarowno w biologii molekularnej jaki 1 w
biologii systemow (Patterson 1 Aebesold, 2003).

W zalezno$ci od stawianego celu badawczego, proteomik¢ mozna podzieli¢ na
kilka obszarow: proteomik¢ opisowa, poréwnawcza, modyfikacji potranslacyjnych,
funkcjonalng, czy proteomik¢ oddziatywan. Proteomika, obok genomiki, transkryptomiki 1
metabolomiki odgrywa istotng role w badaniach z zakresu biologii systemow. Poniewaz
biatka stanowig glowne nosniki aktywnosci biologicznej komorek, ich identyfikacja oraz
poznanie zmian jakim podlegaja pod wptywem okreslonych czynnikow srodowiskowych
jest niezwykle wazne dla poznania podloza i przebiegu zachodzacych procesow
molekularnych. Dane proteomiczne w polaczeniu z informacjami uzyskanymi na poziomie
genomu (DNA), transkryptomu (RNA), metabolomu (metabolity) oraz z charakterystyka
fenotypowa 1 fizjologiczng daja mozliwos$¢ lepszego poznania wzajemnych zalezno$ci,
zachodzacych na réznych poziomach molekularnych organizméw zywych (Van Wijk,
2001; Bolewell i in., 2004).
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1.3.1. Podejscie metodyczne stosowane w badaniach proteomow roslinnych

Ze wzgledu na duzg ilo$¢ bialek w organizmach zywych, ich zlozono$¢, zmienno$¢,
obecno$¢ modyfikacji potranslacyjnych oraz wysoce zroéznicowane wiasciwosci
fizykochemiczne, istnieje konieczno$¢ doboru odpowiedniej metodyki oraz strategii
analitycznej przed przystgpieniem do wlasciwego eksperymentu (Barbier-Brygoo i Joyard,
2004). Wiasciwe przygotowanie probki do badan zwigzane jest z uzyskaniem
jednorodnego oraz stabilnego materialu, pozbawionego wszelkich zanieczyszczen oraz
substancji niepozadanych. Niezwykle istotny wptyw na uzyskanie powtarzalnych wynikow
analiz jako$ciowych 1 ilosciowych, ma przestrzeganie tych samych warunkéw hodowli,
sposob pobierania materialu, jego przechowywania oraz metodyka izolacji, separacji i
detekcji bialek. W kazdym z etapow sktadajacych si¢ na proces przygotowania materiatu
do badan istnieje ryzyko zmian sktadu badz struktury proteomu, ktére uzasadnione jest
dynamika procesow metabolicznych zachodzacych w komoérce. Dla zachowania
stabilno$ci struktur komorkowych oraz zatrzymania aktywnos$ci enzymatycznej konieczny
jest odpowiedni sposéb oraz czas przechowywania materialu roslinnego. Tkanki roslinne
zawierajg caty wachlarz biatek réznigcych si¢ masami czasteczkowymi, wlasciwo$ciami
fizykochemicznymi, czy rozpuszczalno$cig, ktére wymagaja odpowiednich warunkow
procesu ekstrakcji oraz oczyszczania. Obecno$¢ $ciany komorkowej, zwigzkéw bedacych
produktami metabolizmu wtérnego oraz licznych proteaz moze w znaczacy sposob
zaktoca¢ proces ekstrakcji biatek, co zwigzane jest z utrudniong interpretacja
uzyskiwanych wynikow (Wang i in., 2008; Shewry i Fido, 1996).

Proteomika ro$linna moze dotyczy¢ analizy catych populacji biatek komorki,
tkanki, czy organizmu, jak rowniez konkretnych subpopulacji biatek pochodzacych z
okreslonych frakcji komodrkowych. Mozliwos¢ wyodrgbnienia biatek przedziatow
komorkowych, czy poszczegdlnych organelli moze znacznie zwigkszy¢é szanse
identyfikacji biatek oraz ulatwié interpretacje wynikow badan. Frakcjonowanie struktur
komoérkowych umozliwia oddzielenie okre§lonych organelli na podstawie rdéznic we
wlasciwosciach chemicznych, fizycznych, czy biologicznych. W tym celu stosowane sg
najczesciej okreslone techniki wirowania, skutkujace oddzieleniem frakcji komorkowych
w zalezno$ci od ich cigzaru i gestosci. Dalsze etapy izolacji biatek zarowno catych
proteomow jak i subproteomow opierajg sie¢ o okreslone techniki ekstrakcji, wytracania i

oczyszczania (Hurkman i Tanaka, 2007).
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Powszechnie stosowang procedurg izolacji bialek jest zastosowanie kwasu
trojchlorooctowego w polaczeniu z acetonem. Inng stosowang metoda jest fenoliza
wykorzystujgca wodny roztwor fenolu w polaczeniu z octanem amonu rozpuszczonym w
metanolu. Obie stosowane metody sg szybkie, eliminuja proteazy oraz inne klasy
zwigzkow niepozadanych, zapobiegajac w ten sposob interferencji zwigzkow, mogacych
zaburza¢ proces rozdzialu biatek. Metoda z zastosowaniem fenolu czesciej
wykorzystywana jest w przypadku probek, zawierajacych duze ilosci frakcji
membranowych. Wykazata tez zwigkszong wydajnos¢ w przypadku izolacji biatek
glikozylowanych (Thelen, 2007).

Wybdr metody separacji i identyfikacji bialek uzalezniony jest gtownie od struktury
oraz stopnia ztozono$ci probki. Jedng z najczg$ciej wykorzystywanych strategii jest
polaczenie dwukierunkowych rozdziatéw elektroforetycznych z identyfikacja bialek w
spektrometrze masowym typu MALDI-TOF (ang. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation Time of Flight) lub tandemowym spektrometrze ESI-MS/MS (ang.
Electrospray Tandem Mass Spectrometry) (Gorg i in., 2004).

1.3.2. Elektroforeza dwukierunkowa

Podstawowym narzedziem wykorzystywanym do separacji bialek w proteomice
jest dwukierunkowa elektroforeza w  zelach  poliakrylamidowych.  Pierwsze
dwukierunkowe rozdzialy elektroforetyczne datowane sg na rok 1975, kiedy to O’Farell
przeprowadzit ogniskowanie izoelektryczne biatek Escherichia coli (O’Farell, 1975).
Waznym momentem dla rozwoju tej techniki bylo wprowadzenie zelowych paskow z
unieruchomionym gradientem pH, ktéore w znaczacy sposdb poprawily powtarzalnosé
uzyskiwanych wynikéw. Jednakze przelomem byt rozwd;j technik spektrometrii mas, ktory
pozwolit na skuteczng i1 szybka identyfikacje bialek. Od tej pory metody oparte o
przeciwciala, czy poréwnywanie migracji biatek ze znanymi biatkami na obrazach
elektroforetycznych zostaty zastapione poprzez techniki spektrometryczne, umozliwiajace
poznanie mas peptydow, a nastgpnie ich pordwnanie z sekwencjami genowymi
okreslonych organizmoéw w bazach danych.

Elektroforeza dwukierunkowa biatek w zelu poliakrylamidowym sktada si¢ z
dwoch etapow rozdziatu. Pierwszy, to ogniskowanie izoelektryczne (IEF, ang. Isoelectro
Focusing), w ktorym biatka pod wptywem przylozonego pola elektrycznego migruja w
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gradiencie pH, tworzonym przez mieszaning amfolitow i rozdzielane sa na podstawie
posiadanego punktu izoelektrycznego (pl, ang. Isoelectric Point), odpowiadajacego takiej
wartosci pH, w ktorej wypadkowy tadunek biatka jest rowny 0. W drugim kierunku (SDS-
PAGE, ang. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), biatka
rozdzielane sa w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych, w obecnosci
dodecylosiarczanu sodu, ze wzglgdu na posiadang mas¢ czasteczkows. Przed
przystapieniem do rozdziatu mieszaniny bialek, konieczne jest wlasciwe przygotowanie
probki. W tym celu w buforach stosowane sg zwigzki chaotropowe, ktére destabilizujac
wigzania niekowalencyjne i jonowe pomiedzy resztami aminokwasowymi, ulatwiaja
rozdziat bialek w gradiencie tworzonym przez amfolity o okreslonym zakresie pH. Przed
separacja biatek w drugim wymiarze konieczne jest przeprowadzenie dwoch reakcji —
redukcji 1 alkilacji. Redukcja, prowadzona z zastosowaniem czynnikéw redukujacych,
m.in. ditiotreitolu prowadzi do redukowania mostkéw disiarczkowych, wystepujacych
pomiedzy resztami cysteiny sasiadujacych aminokwaséw, co prowadzi do niszczenia
struktury przestrzennej biatka. Reakcja alkilacji, przeprowadzana z uzyciem
jodoacetamidu, poprzez blokowanie grup tiolowych, zapobiega ponownemu odtwarzaniu
si¢ mostkow disiarczkowych (Smith, 2009). Po zakonczonym etapie rozdzialu, biatka
poddawane s3a utrwaleniu, a nast¢gpnie wybarwieniu. Proces wybarwiania biatek moze
odbywac si¢ w roznych etapach analizy: przed ogniskowaniem izoelektrycznym, pomiedzy
dwoma rozdziatami, a takze najczgsciej stosowany - po zakonczeniu dwodch etapow.
Proces barwienia odbywa si¢ przy uzyciu organicznych barwnikow, wigzacych si¢ na
zasadzie oddziatywan niekowalencyjnych. Do najczesciej stosowanych barwnikdéw nalezy
blekit Coomassie (CBB, ang. Coomassie Briliant Blue), charakteryzujacy si¢ duzym
powinowactwem do biatek, jednakze niskim poziomem detekcji. Znaczne zwigkszenie
czulo$ci i powtarzalno$ci detekcji uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie Coomassie w wersji
koloidalnej (limit detekcji ~100 ng). Barwienie srebrem zapewnia o wiele wyzsza czutos¢
detekcji (~1ng), jednakze jest to metoda najbardziej zlozona, mniej powtarzalna i
niekompatybilna z technikami spektrometrii mas. Bardzo wysoka czulos¢ (~2-10ng)
zapewniaja barwniki fluorescencyjne, jednakze sa drogie oraz wymagaja odrebnego
sprzetu do wizualizacji rozdzielonych biatek (Steinberg, 2009).

Wybarwione elektroforegramy w kolejnym kroku poddawane sa analizie
komputerowej, w celu okre$lenia zmian profili akumulacji poszczegdlnych biatek
pomiedzy danymi probkami, ktoéra polega na poréwnywaniu zmian w powierzchni i

intensywnosci uwidocznionych plamek biatkowych. Przyktadem tego typu programu jest
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Image Master Platinum 2D. W pierwszym etapie analizy elektroforegramow nastepuje
detekcja plamek biatkowych. W celu zwigkszenia poprawnosci dopasowania plamek (ang.
Spot Matching), a tym samym wykluczenia plamek bedacych artefaktami wynikajgcymi z
btedéw technicznych podczas rozdziatu biatek, nanoszone sg punkty orientacyjne (ang.
Landmark), reprezentujace te same biatka na wszystkich analizowanych Zelach. Dzigki
temu etap dopasowywania plamek jest dokladniejszy, jednakze nie mozna wykluczy¢
btednych potaczen plamek.

Ze wzgledu na wysoka czuto$¢ oraz duzg rozdzielczo$¢ analiz, elektroforeza
dwukierunkowa jest powszechnie stosowang technika separacji biatek. Pozwala na
uwidocznienie od 1000 do 5000 bialek, z mozliwoscig detekcji 1 ng materialu z
pojedynczej probki. Ponadto charakteryzuje si¢ mozliwos$cig rozdziatu biatek o szerokim
zakresie mas czgsteczkowych. Zaleta metody jest takze mozliwo$¢ uzyskania informacji
dotyczacych masy czasteczkowej i punktu izoelektrycznego biatka, a takze tatwosé
laczenia z innymi technikami np. z elektrotransferem. Duzym ograniczeniem metody moga
by¢ roznice w rozdziale oraz przesunigcia pozycji poszczegolnych bialek, bedace czgsto
efektem btedéw przy polimeryzowaniu zelu, czy rdéznic w nat¢zeniu pola elektrycznego.
Problemem jest takze niejednoznaczno$¢ identyfikacji wynikajaca z natozenia si¢ kilku
bialek w postaci jednej plamki biatkowej. Wadg metody jest takze trudno$¢ w rozdziale
bialek o matych i bardzo duzych masach czgsteczkowych. Stosunkowo niski poziom
detekcji stosowanych technik wybarwiania moze sprawi¢, ze podczas analizy pominigte
zostang subtelne r6znice w profilach akumulacji badanych biatek (Gorg i in., 2004; Lilley i
in., 2002).
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Ryc. 1.3. Schemat rozdzialu mieszaniny bialek metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
(wedhug Sikorska i Rodziewicz, 2011)
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1.3.3. Spektrometria mas jako narzedzie analityczne wykorzystywane w
proteomice

Przez dlugi czas identyfikacja biatek opierala si¢ o analiz¢ aminokwasow,
immunodetekcje, czy metode degradacji Edmanna (Towbin i in., 1979; Vandekerchove i
in., 1985; Eckerskorn i in., 1988). Przetomowymi dla identyfikacji biatek byty lata 80 XX
wieku, kiedy nastgpit gwattowny rozwoj technik miekkiej jonizacji w spektrometrii mas.
Poprzez wprowadzenie jonizacji przez desorpcj¢ laserem z matrycy (MALDI, ang. Matrix
Asissted Laser Desorption/lonization) oraz jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI,
ang. Electrospray lonization) spektrometria mas stata si¢ podstawowa metoda badawczg
wykorzystywang do identyfikacji biatek (Karas i Hillenkamp, 1988; Fenn i in., 1989).
Spektrometria mas pozwala na okreslenia masy czasteczkowej oraz skladu elementarnego
analizowanej substancji, na postawie stosunku masy (m) do tadunku elektrycznego (z),
powstajacych w zrédle jonéw molekularnych (M®) lub protonowanych badz
deprotonowanych czasteczek ([M+H]"/[M-H]"). Spektrometr masowy sktada sie z komory
jonizacyjnej, analizatora, ktéry mierzy stosunek masy do ladunku powstalych jonow i
detektora, rejestrujacego liczbe jonéw o okreslonej wartosci m/z. Ogolny schemat budowy
spektrometru mas przedstawiono na rycinie 1.4.

Technika MALDI wykazuje szeroki zakres zastosowan w proteomice, gdzie
wykorzystywana jest do analizy biatek, peptydow, czy oznaczania miejsc modyfikacji
potranslacyjnych, takich jak na przyktad glikozylacji, czy fosforylacji. W metodzie tej
probka poddawana analizie, krystalizowana jest z drobnoczasteczkowym zwigzkiem,
okre§lanym mianem matrycy, ktory absorbujac wigzki promieniowania lasera ulega
jonizacji, tym samym jonizujac czastki badanego zwigzku. Dobdr odpowiedniej matrycy,
zalezy od rodzaju badanego zwigzku, jego masy czasteczkowej, rodzaju analizy, czy
stosowanego lasera. Najcze$ciej stosowanymi matrycami s3: kwas a-Cyjano-4-
hyroksycynamonowy, kwas synapinowy, kwas ferulowy, czy kwas gentyzynowy.
Najczescie] wykorzystuje si¢ lasery dzialajace w ultrafiolecie, np. azotowy (337nm)
(O’Connor 1 Hillenkamp, 2007).

Kluczowymi parametrami analizatoréw stosowanych w spektrometrach masowych
sa czulos¢, rozdzielczos¢ 1 dokladno$¢ mierzonych mas. Do najpowszechniej
wykorzystywanych analizatorow w badaniach proteomicznych naleza: putapka jonowa
(IT, ang. lon Trap), analizator czasu przelotu (TOF, ang. Time of Flight), kwadrupol (Q,

ang. Quadrupole) oraz analizator cyklotronowego rezonansu jonowego z fourierowska
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transformacjg wynikow (FT-ICR, ang. Fourier Transform lon Cyclotron Resonance). Ze
wzgledu na impulsowy charakter zrodta jonow MALDI oraz prace w warunkach wysokiej
prézni, najczesciej wykorzystywany jest analizator typu TOF. Mechanizm jego dziatania
opiera si¢ na fakcie, ze wszystkie jony o tej samej krotnosci tadunku, ktore ulegaja
przyspieszeniu w polu elektrycznym, posiadajg taka sama energi¢ kinetyczng. W zwigzku
z tym predkos¢ jonu jest wprost proporcjonalna do jego masy. Jony o malej masie
docierajg do detektora znacznie szybciej, podczas gdy jony ci¢zsze poruszaja si¢ wolniej.
Mierzac czas przelotu jonow mozna okre§lic stosunek ich masy do tadunku (m/z)
(Knochenmuss i in., 2010). W celu zwigkszenia rozdzielczos$ci analiz, spektrometry
MALDI moga by¢ wyposazone w dwa analizatory typu TOF-TOF. Zastosowanie takiego
sprzezenia pozwala na przeprowadzenie fragmentacji poszczegdlnych jondw

macierzystych oraz na sekwencjonowanie peptydéw de novo (O’Connor i Hillenkamp,
2007).

PROZNIA

ZRODLO o ANALIZATOR  JONY DETEKTOR

PROBKA JONOW

KOMPUTER

Ryc. 1.4. Pogladowy schemat budowy spektrometru mas (wedtug Staszkéw 1 Swarcewicz,
2011).

1.3.3.1. Identyfikacja bialek metodami spektrometrii mas

Analiza biatek z zastosowaniem technik spektrometrii mas przeprowadzana jest za
pomoca trzech gltownych podejs¢: ,,bottom-up”, ,,shotgun” i ,top-down”. Strategia
,bottom-up” polega na poznaniu stosunku masy do fadunku (m/z) peptydow, uzyskanych
w wyniku enzymatycznego trawienia bialka, a nastgpnie identyfikacji tego bialka.
Pierwszym wymaganym etapem jest rozdzial mieszaniny bialek, w ktorym najczesciej
wykorzystywane s3  dwukierunkowe rozdzialty elektroforetyczne w  zZelach
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poliakrylamidowych. Rozdzielone biatka sa nastgpnie wycinane z zelu, oczyszczane oraz
poddawane reakcji redukcji i alkilacji, w celu zerwania mostkow disiarczkowych oraz
zapobiegania ponownego sieciowania si¢ peptydoéw. Tak przygotowane proby poddawane
sg trawieniu enzymatycznemu. Najcze$ciej uzywanym do tego celu enzymem jest
trypsyna, hydrolizujaca wigzania peptydowe wewnatrz tancucha polipeptydowego w
miejscach wystepowania argininy i lizyny, jezeli nie poprzedza jej prolina. Inng stosowang
endoproteinazg jest chymotrypsyna, ktéra rozcina tancuchy peptydowe po wystapieniu
hydrofobowych aminokwaséw takich jak tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina, leucyna czy
metionina (Matthiesen i Mutenda, 2007). Peptydy, uzyskane w wyniku enzymatycznego
trawienia pojedynczego bialtka, analizowane s3 metodami spektrometrii mas, a najczesciej
wykorzystywanym instrumentem jest spektrometr masowy typu MALDI-TOF. Metoda
odcisku palca mapy peptydowej (PMF, ang. Peptide Mass Fingerprinting) jest
najpowszechniej stosowang metoda identyfikacji biatek i1 zaktada, Zze wygenerowane,
unikatowe zestawy peptydow uzyskanych w wyniku enzymatycznego trawienia
okreslonego biatka stanowia podstawe do jego identyfikacji. Otrzymane widmo masowe,
w postaci mapy peptydowej wykorzystywane jest do przeszukiwania baz danych i
poréwnywania mas peptydow zmierzonych przez spektrometr z masami map peptydowych
uzyskanych w wyniku teoretycznego trawienia tym samym enzymem wszystkich
dostepnych sekwencji biatkowych, obecnych w bazach danych (Hjerng, 2007; Sommerer,
2007). Algorytmy za pomoca, ktorych przeszukiwane sg bazy danych biorg pod uwage
takie parametry jak: wielko$¢ i1 rodzaj bazy danych, taksonomig, spodziewane modyfikacje
biatek, zakres tolerancji mas peptydow oraz stosowany enzym proteolityczny (Scheler 1 in.,
1998). Przeszukiwanie baz danych opiera si¢ o sekwencje nukleotydowe badanego
organizmu. W przypadku, gdy badany gatunek nie posiada zsekwencjonowanego genomu,
identyfikacja biatek przeprowadzana jest na podstawie homologii z innymi
spokrewnionymi gatunkami. Zaleta metody PMF jest krotki czas analizy, wynik
identyfikacji mozna uzyska¢ w przeciagu kilku minut. Ponadto do analizy wymagana jest
niewielka ilo$¢ probki, istnieje takze mozliwos¢ jej przechowywania po analizie. Duzym
ograniczeniem metody jest natomiast brak identyfikacji lub nieprawidtowa identyfikacja,
ktore moga wynika¢ z np. stabej jonizacji niektorych peptydow, czy z obecnos$ci
zanieczyszczen. W przypadku analizy fragmentu zelu zawierajagcego wiecej niz jedno
biatko moze dochodzi¢ do pojawienia si¢ dodatkowych sygnatow na widmie, co skutkuje
niejednoznaczng identyfikacja biatka. W strategii ,bottom-up” mozliwe jest takze

wykorzystanie tandemowego spektrometru masowego, umozliwiajacego fragmentacje
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poszczegblnych peptydow, a uzyskane widma MS/MS pozwalaja na uzyskanie czgsciowe;j
sekwencji biatka. Przykladem moze by¢ spektrometr MALDI wyposazony w dwa
analizatory typu TOF (TOF/TOF), lub spektrometr ze zrodiem jonow typu ESI
wyposazony w dwa analizatory i sprz¢zony z chromatografia cieczowa (LC-MS/MS).
Pewnego rodzaju modyfikacja metodyki ,,bottom-up” jest strategia ,,shotgun”,
okre$lana réwniez jako wielowymiarowa metoda identyfikacji biatek (MudPIT, ang.
Multidimentional Protein Identification Technology). Mozliwo$¢ identyfikacji nawet kilku
tysiecy bialek podczas jednej analizy sprawia, ze metoda ta cieszy si¢ coraz wigkszg
popularno$cig w badaniach proteomicznych. W tym podej$ciu pomijane sg czasochtonne
rozdziaty elektroforetyczne biatek, a mieszanina biatek poddawana jest bezposredniemu
trawieniu enzymatycznemu. W wyniku proteolizy biatek uzyskiwana jest bardzo ztozona
mieszanina peptydoéw, ktora nastepnie poddawana jest frakcjonowaniu metodami
chromatograficznymi. W analizach tak skomplikowanych i zlozonych mieszanin
wykorzystanie jednego rodzaju mechanizmu separacji jest czesto niewystarczajace.
Dlatego konieczne jest zastosowanie przynajmniej dwoch wymiarow  rozdziatu
chromatograficznego, w ktérych do rozdzialu wykorzystywane sa roézne wilasciwosci
fizykochemiczne biatek. Przykladem moze by¢ m.in. sgczenie molekularne,
chromatografia jonowymienna, oddzialywan hydrofobowych, czy powinowactwa. Jednak
najczesciej stosowang technikg chromatografii wielowymiarowej jest dwuwymiarowa
chromatografia cieczowa (2D-LC, ang. Two-dimensional Liquid Chromatography),
wyposazona w kolumne jonowymienng, rozdzielajaca peptydy wzgledem ich tadunku —
rozdzial w pierwszym kierunku oraz kolumng¢ ze ztozem odwréconym (RP-18, RP-8, RP-
4), rozdzielajaca peptydy wzgledem ich hydrofobowos$ci i oddzialtywanie ze ztozem —
rozdziat w drugim kierunku (Yates i in., 2009). W strategii ,,shotgun” konieczne jest
wykorzystanie tandemowego spektrometru masowego, umozliwiajacego przeprowadzenie
selekcji okreslonych peptydéw, a nastgpnie ich fragmentacji. W komorze kolizyjnej
zjonizowany peptyd ulega indukowanej dysocjacji (CID, ang. Collision Induced
Dissociation), a w wyniku zderzen z czasteczkami gazu szlachetnego nastepuje rozerwanie
szkieletow weglowych peptydow. Powstajace jony fragmentacyjne tworza widmo MS/MS,
z ktorego mozliwe jest odczytanie sekwencji peptydu (Kelleher i in., 1999). Fragmentacja
moze rowniez zachodzi¢ z wykorzystaniem innych technik: poprzez rozpad z wychwytem
elektronow (ECD, ang. Electron Capture Dissociation) lub rozpad z przeniesieniem
elektronow (ETD, ang. Electron Transfer Dissociation), jednakze te metody umozliwiaja

fragmentacje wickszych peptydow oraz okreslenie ich modyfikacji potranslacyjnych
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(Creese 1 Cooper, 2007; Syka i in., 2004). Niewatpliwg zaleta metody ,,shotgun” jest
mozliwo$¢ jednoczesnej analizy ztozonych mieszanin biatkowych, ponadto powszechnie
stosowana jest do badania miejsc 1 rodzaju modyfikacji potranslacyjnych. Mozliwos¢
stosowania podczas analizy znacznikow izobarycznych iTRAQ (ang. Isobaric Tag for
Relative and Absolute Quantitation), znacznikow ICAT (ang. Isotope-Coded Affinity Tag),
czy SILAC (ang. Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Culture) pozwala na
wykorzystanic metody w proteomice poréwnawczej. Znaczacym ograniczeniem tej
metody jest brak mozliwosci identyfikacji roznych izoform biatek (Sommerer, 2007).
Trzecig strategia wykorzystywang w protomice jest podejscie ,,top-down”,
eliminujace etap trawienia enzymatycznego bialek. Analiza polega na fragmentacji catych
biatek w spektrometrze masowym, a uzyskane widmo masowe biatka oraz jego
fragmentow pozwala na ustalenie sekwencji aminokwasowej, a takze precyzyjne
okreslenie miejsc 1 rodzaju modyfikacji potranslacyjnych. W tym podejsciu
wykorzystywane sg Spektrometry masowe, charakteryzujace si¢ bardzo wysoka
doktadno$cig pomiaru, czulo$cig oraz rozdzielczo$cig. Najczegsciej wykorzystywanym
instrumentem jest spektrometr masowy z analizatorem cyklotronowego rezonansu jonow z
fourierowska transformacja wynikéow (FT-ICR), a takze spektrometr z hybrydowym
analizatorem putapka jonowa — Orbitrap® (LTQ-Orbitrap). W przypadku analizy ztozonej
mieszaniny biatek, konieczne jest przeprowadzenie procesu frakcjonowania. W tym celu
wykorzystywane sa metody chromatograficzne: chromatografia cieczowa, chromatografia
cieczowa z odwrocong faza, oddziatywan hydrofobowych, elektroforeza. Zaleta metody
,top-down” jest mozliwo$¢ uzyskania 100% pokrycia sekwencji badanego biatka, a takze
mozliwo$¢ analizy miejsc i rodzaju modyfikacji potranslacyjnych. Jednakze technika ta
wymaga duzej ilo$ci oczyszczonego biatka do analizy oraz ogranicza si¢ do bialek o
masach czasteczkowych nieprzekraczajacych 30 kDa. Duzym ograniczeniem jest takze

trudna interpretacja ztozonych widm fragmentacyjnych (Catherman i in., 2014).
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Ryc. 1.5. Porownanie trzech strategii identyfikacji biatek (wedtug Sikorska i Rodziewicz,

2011).

1.3.3.2.

Interpretacja wynikow i bazy danych

Kompleksowa analiza danych uzyskiwanych podczas analiz proteomicznych opiera

si¢ na narzedziach bioinformatycznych, na ktore sktadaja si¢ algorytmy i oprogramowania
wykorzystujace dane uzyskane w spektrometrze masowym. Metoda odcisku palca mapy
peptydowej (PMF, ang. Peptide Mass Fingerprinting), jest najpowszechniej stosowang
metodg identyfikacji biatek uzyskiwang na instrumencie MALDI-TOF (Thiede i in., 2005;
Henzel i Watanabe, 2003). Uzyskiwane widmo masowe w postaci mapy peptydowej
wykorzystywane jest do przeszukiwania baz danych i poréwnywania mas peptydow
zmierzonych przez spektrometr z masami map uzyskanych in silico wbazach danych
(Hjerng, 2007; Sommerer,2007).
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Do najpopularniejszych programéw umozliwiajacych przeszukanie baz danych
naleza SEQUEST, ProteinProspector oraz MASCOT. Algorytmy za pomoca ktérych
przeszukiwane sg bazy danych biorg pod uwage takie parametry jak wielko$¢ i rodzaj bazy
danych, przewidywane modyfikacje biatek, zakres tolerancji mas peptydoéw, stosowany
enzym do trawienia, czy taksonomi¢ (Scheler i in., 1998). Poczatkowo identyfikacja
opierata si¢ na ilosci trafien pomigdzy masami zmierzonych peptydow, a masami
peptydow obecnych w bazie danych. Ten sposob przeszukiwania dziatal dobrze dla danych
eksperymentalnych o wysokiej jako$ci, jednakze wada byto przypadkowe dopasowywanie
do map peptydowych duzych biatek, co zwigzane byto z uzyskiwaniem danych fatszywie
prawdziwych. Zastosowanie algorytmu MOWSE (ang. MOlecular Weight SEarch)
wyeliminowalo te wady, gdyz pod uwage brany jest fakt, ze wzglgedna intensywno$¢ jonow
poszczegblnych peptydow, o okreslonej dtugosci zalezy nie tylko od masy peptydu, ale i
od masy calego biatka, dzigki czemu przypadkowa identyfikacja wystepuje z znacznie
nizsza czestotliwoscia. Poprawna identyfikacja biatka opiera si¢ o nastgpujace parametry:
ilo§¢ przyznanych punktow przez algorytm MOWSE, warto$¢ p (p-value), procent
dopasowania sekwencji aminokwasowe] biatka, oraz réznica mas pomig¢dzy peptydami
zmierzonymi eksperymentalnie i teoretycznymi. Dodatkowo uwzgledniana jest teoretyczna
masa czasteczkowa oraz punkt izoelektryczny biatka, ktére powinny by¢ zgodne z danymi
eksperymentalnymi (Sommerer, 2007; Henzel i Watanabe, 2003).

W przypadku widm fragmentacyjnych, zawierajacych informacj¢ o sekwencji
aminokwasowe] biatka, mozliwe jest zastosowanie dwdch podejsé: rozszerzonej metody
odcisku palca mapy peptydowej zwigzanej] w przeszukiwaniem baz danych, badz
przeprowadzenie sekwencjonowania peptydow de novo. W pierwszym kroku metody PMF
nastgpuje wybranie okreslonego jonu, ktéry podlega fragmentacji. Nastgpnie w bazach
danych wyszukiwane s3 wszystkie sekwencje o takiej samej masie jak wybrany jon, po
czym podlegaja teoretycznej fragmentacji, a nastgpnie poréwnywane sg z rzeczywista
fragmentacja na widmie MS/MS. Do tego celu wykorzystywane sg programy MASCOT,
SEQUEST, czy X!Tandem (Hjerno i Jensen, 2007). W przypadku sekwencjonowania de
novo nie sa uzywane bazy danych, ale surowe dane, pochodzace z widm MS/MS. Technika
ta polega na otrzymaniu widma fragmentacyjnego charakteryzujacego si¢ dobrg jakoscia, a
nastepnie na jego manualnej analizie, polegajacej na przypisaniu sygnalom na widmie
odpowiednich sekwencji. Ze wzgledu na problemy wynikajace z dzialania algorytmow, a

takze koniecznos¢ uzyskiwania danych o bardzo wysokiej jakosci, metoda ta posiada wiele
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ograniczen i obecnie czg¢sto zastepowana jest metodami opierajacymi si¢ o bazy danych
(Seidler i in., 2010).

Do dwoch najwigkszych proteomicznych baz danych, umozliwiajgcych
identyfikacj¢ bialek naleza baza SwissProt (Boeckmann iin., 2003) oraz amerykanska
baza NCBI (ang. National Center for Biotechnology and Information). W przypadku kiedy
bazy proteomiczne nie sg wystarczajagce do identyfikacji poszukiwanego bialka,
wykorzystywane mogg by¢ takze bazy danych zawierajgce sekwencje nukleotydowe, czy
genomowe bazy danych. Istniejg takze bazy danych dedykowane konkretnym gatunkom,
zwlaszcza modelowym, a przyktad moga stanowi¢ bazy stworzone dla rzodkiewnika
pospolitego: AtProteome (Baerenfaller i in., 2008), ProMEX (Hummel i in., 2007) i ryzu:
OryzaPG-DB (Helmy i in., 2011). Sekwencje gendow jeczmienia, a takze innych roslin
zbozowych zdeponowano m.in. w bazie EnsemblPlants czy PlantGDB, wraz z
informacjami dotyczacymi locus na chromosomie oraz kodowanych biatek (Duvick i in.,

2008; Kersey i in., 2014).

EKSPERYMENT PROGRAM KOMPUTEROWY
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Ryc. 1.6. Identyfikacja biatek metoda odcisku palca mapy peptydowej (Peptide Mass
Fingerprinting) (wedtug Noga i Sucharski, 2010).

1.3.4. Wykorzystanie narzedzi proteomicznych do identyfikacji bialek
bioracych udzial w odpowiedzi na stres suszy

Na skutek dziatania czynnikéw stresowych, takich jak susza dochodzi do
zaburzenia procesOw komorkowych, bedacych efektem zmian w regulacji ekspresji wielu
gendw. Zmiany te prowadza do syntezy, akumulowania oraz zwigkszonej aktywnosci

specyficznych biatek, mogacych stanowi¢ biomarkery, bedace wskaznikiem procesow
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biologicznych, zachodzacych w komoérce pod wptywem stresu §rodowiskowego. Dzieki
wykorzystaniu narzedzi proteomicznych i technik spektrometrii mas mozliwe jest
sporzadzenie profili biatlkowych badanych roslin, pozwalajacych okresli¢ zr6znicowanie
poziomu akumulacji okre$lonych bialek. Poznanie biatek zaangazowanych w kluczowe
procesy odpowiedzi rosliny na stres pozwoli na identyfikacj¢ markeréw zwigzanych z
odpornoscig na deficyt wody, ktore wykorzystane moga by¢ do hodowli nowych odmian,
jako narzedzie do selekcji odpornych genotypow.

Analizy proteomiczne zmierzajace do wyselekcjonowania biatek odpowiadajacych
na stres srodowiskowy powinny by¢ prowadzone na roslinach posiadajacych kontrastujace
fenotypy, np. genotyp wykazujacy zwigkszona odpornos¢ na susz¢ i wrazliwy. Ponadto
czesto wybierane sg odmiany pochodzace z roéznych rejonéw $wiata, w celu
zidentyfikowania nie tylko bialek réznicujacych rosliny poddawane stresowi i kontrolne,
ale takze takie, ktore rdznicujg genotypy. Przeprowadzone do tej pory doswiadczenia
pozwolity na identyfikacj¢ wielu klas biatek zaangazowanych w odpowiedz roslin na stres
suszy, m.in.: biala zaangazowane w mechanizmy obronne, ekspresj¢ genow, czy
metabolizm pierwotny i wtorny. Réznego rodzaju podejécia proteomiczne wykorzystane
zostaly do poznania reakcji bialek na stres suszy u roznych gatunkow roslin (Rodziewicz i
in. 2014). Przyktad mogg stanowi¢ badania przeprowadzone na 15 réznych odmianach
jeczmienia, gdzie wykorzystujac podejscie typu ,,.bottom-up” wyodrebniono grupy biatek
réznicujacych genotypy wrazliwe od odpornych. I tak biatka petnigce funkcje obronne,
zwigzane z fotosynteza i metabolizmem pierwotnym wykazywaty zwiekszony poziom
akumulacji u odmian bardziej tolerancyjnych (Kausar i in., 2013). W analizie typu
,»shotgun” przeprowadzonej na dwoch skrajnie ré6znych odmianach grochu zwyczajnego
wykazano, ze zwigkszony poziom akumulacji biatek zaangazowanych w proces
fotosyntezy, enzymow antyoksydacyjnych i bialek zwigzanych z procesami syntezy i
fatldowania wykazywaty ros§liny o genotypie bardziej tolerancyjnym na deficyt wody
(Zadraznik 1 in., 2013). Badania przeprowadzone na pszenicy takze wykazaty znaczace
zmiany w poziomie akumulacji biatek pomigdzy odmiennymi genotypami. Odmiana
tolerancyjna charakteryzowala si¢ wigksza liczba biatek odpowiadajacych na deficyt wody
w porownaniu do odmiany wrazliwej, ponad 4 razy wiecej biatek wykazywato wzrost
poziomu akumulacji. Stosujgc znaczniki izobaryczne w polgczeniu z dwuwymiarowa
chromatografia cieczowa sprzezong ze spektrometrem mas zidentyfikowano klasy biatek
szoku cieplnego, bialek zwigzanych z przekazywaniem sygnatoéw i bialek zaangazowanych

w metabolizm wtorny flawonoidow, ktore w odpowiedzi na stres wykazywaty zwigkszony
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poziom akumulacji. Znaczace rdéznice obserwowane byly takze w profilu akumulacji
biatek zaangazowanych w synteze Sciany komodrkowej, co $wiadczy¢é moze o roznicach w
jej budowie u zréznicowanych genotypoéw roslin 1 jej znaczeniu w tolerowaniu suszy
(Alvarez i in., 2014). W innych badaniach dotyczacych pszenicy, wykorzystujac podejscie
»shotgun” wykazano, ze odmiany tolerancyjne charakteryzowaty si¢ najwigksza liczba
bialek odpowiadajacych na stres suszy, przy czym wzrost poziomu akumulacji
wykazywaty biatka obronne i enzymy antyoksydacyjne, natomiast spadek poziomu
akumulacji - biatka zaangazowane w proces fotosyntezy i cykl Calvina (Ford i in., 2011).
Charakterystyczne biatka, wykazujace duze zrdznicowanie akumulacji pomiedzy
genotypami tolerancyjnymi i wrazliwymi sg cz¢sto obiektem dalszych badan, zwykle na
poziomie inzynierii genetycznej. W tym wypadku kodujace je geny poddawane sa
nadekspresji lub wprowadzane sg do innych gatunkow, a uzyskane rosliny transgeniczne sa
testowane pod katem odpornosci na okreslony stres Srodowiskowy. W ten sposéb
testowane byty funkcje biatek obronnych, takich jak biatka szoku cieplnego (HSP, ang.
Heat Shock Proteins), biatka pdznej embriogenezy, zmiatacze wolnych rodnikow, czy
enzymy uczestniczace w syntezie zwigzkdw osmotycznie czynnych. Na przyktad, poziom
akumulacji biatka HSP70 w siewkach jgczmienia ulegl wzrostowi tylko u ro$lin o
genotypie tolerancyjnym na deficyt wody (Ashoub i in., 2013). Co wigcej, u roslin tytoniu
z nadekspresja genu kodujacego HSP70 zauwazono zwigkszong witalnos¢ w warunkach
suszy (Cho i Hong, 2006). Badania przeprowadzone na transgenicznym ryzu z
nadekspresja genu HVAL kodujgcego biatko z rodziny LEA, wykazaly zwigkszong
tolerancj¢ na deficyt wody w pordéwnaniu do roslin kontrolnych, co zwigzane byto z
szybszym wzrostem roslin oraz znacznie nizszym poziomem uszkodzen wynikajacych z
dziatania suszy (Xu i in., 1996). W doswiadczeniu prowadzonym na siewkach jak i
dojrzatych ro$linach jeczmienia o rdéznym stopniu odporno$ci na susze zauwazono
zwiekszong akumulacj¢ transkryptéw dwoch genoéw kodujacych dehydryny Dhn3 1 Dhn4
tylko u odmian tolerancyjnych, co korelowato takze z parametrami takimi jak wzgledna
zawarto$¢ wody oraz indeks pogodowy plonu (Park i in. 2006).

W warunkach stresu w ro$linach nastgpuje zmozona synteza zwigzkow
osmotycznie czynnych, takich jak prolina czy betaina glicynowa, ktore petnig kluczowa
role w tolerowaniu niekorzystnych warunkoéw $rodowiskowych. W przypadku
transgenicznego tytoniu z nadekspresja genu syntetazy delta-1-pirolylo-5-karboksylanu,
zauwazono 18-krotnie wzmozona syntez¢ proliny w stosunku do ro$lin kontrolnych.

Rosliny charakteryzowaly si¢ zwigkszonym potencjatem osmotycznym liSci oraz wzrostem
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biomasy korzeni, co moze wskazywa¢ na wyzsza odporno$¢ na stres osmotyczny,
wywolany deficytem wody (Kishor i in., 1995). Na skutek dziatania stresu suszy,
skutkujgcego stresem osmotycznym, dochodzi do generowania duzych iloSci wolnych
rodnikow. Badania na transgenicznych ro$linach wykazujg, ze nadekspresja gendéw
kodujacych enzymy antyoksydacyjne, zwigzana jest z poprawa wydajnosci dzialania
mechanizmow usuwania reaktywnych form tlenu, co moze przektadaé si¢ na uzyskiwanie
roslin o wyzszym plonie, a tym samym bardziej odpornych na stres suszy (Badawi i in.,
2004; Wang i in., 2006; Prashanth i in., 2008; Melchiorre i in., 2009). | tak w przypadku
tytoniu z nadekspresja genu kodujacego peroksydaze askorbinianowg, zauwazono poprawe
wydajno$ci uktadu fotosyntetyzujacego, charakteryzujacego sie¢ wigksza szybkoscia
asymilacji CO,, czy przewodnos$ciag szparkowa. W konsekwencji transgeniczne ro$liny
charakteryzowaty si¢ wyzszg masg nasion w stosunku do ro$lin kontrolnych (Yan i in.,
2003).

Stosujac réznorodne potaczenia metod separacji bialek i technik spektrometrii mas
mozliwe jest przeprowadzenia analizy poréwnawczej proteomu roslinnego, ujawniajacej
zmiany w poziomie ekspresji biatek, odpowiadajacych na okreSlony czynnik
srodowiskowy. Jednakze ze wzgledu na duzg zmienno$¢ i dynamizm proteomu,
uzyskiwane wyniki badan nie zawsze sa jednoznaczne. Na przyktad, problemem moze by¢
jednoznaczne stwierdzenie, ktore z odpowiadajacych bialek sg zwigzane z odpornoscia na
suszg, a ktore s3 tylko wskaznikiem niedoboru wody. Czgsto dodatkowa przyczyna
problemow w interpretacji wynikow jest zbyt mata ilos¢ genotypdw, na ktérej prowadzone
sg badania. Ponadto w wielu przypadkach eksperymenty wykonywane s3 w
kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Takie podej$cie nie odzwierciedla w petni
procesOw jakie zachodza w roslinie w warunkach polowych, a genotypy uznane za
tolerancyjne moga nie wykazywac¢ takich cech w naturalnym srodowisku. Innym rodzajem
ograniczenia jest niewielka liczba zsekwencjonowanych genoméw roslinnych. Najwiecej
badan prowadzonych jest na roslinach, ktorych genomy zostalty poznane, m.in.,
rzodkiewnik pospolity (The International Genome Initiative, 2000), kukurydza (Schnable i
in., 2009), sorgo (Bedell i in., 2005), soja (Schmutz i in., 2010), pomidor (International
Tomato Genome Sequencing Project, 2012), ryz (Goff 1 in., 2002), topola (Tuskan 1 in.,
2006), ziemniak (The Potato Genome Sequencing Consortium, 2011), czy jeczmien (The
International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012). Wzrost ilosci dostgpnych

sekwencji genomowych, zwlaszcza ro$lin o znaczeniu gospodarczym, ma kluczowe
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znaczenie dla poszerzenia obszaru prowadzonych badan i z pewnoS$cig przyczyni si¢ do

przyspieszenia postepu dokonujgcego si¢ w zakresie badan proteomdéw roslinnych.

1.4. Metody hodowli roslin o zwi¢kszonej tolerancji na stres suszy

Prognozy demograficzne przewiduja, ze w roku 2050 populacja ludzka wzrosnie do
poziomu 9 miliardow ludzi. Dlatego uwaza si¢, ze w Swiecie w ktorym przyrost naturalny
przewyzsza podaz zywnos$ci, produkcja roslinna musi zosta¢ dwukrotnie zwigkszona
(Bengtsson i in., 2006). W tym celu konieczne jest minimalizowanie strat upraw poprzez
lepsze poznanie mechanizmoéw lezacych u podstaw odpornos$ci roslin. Zapotrzebowanie na
opracowywanie metod uzyskiwania nowych odmian ro$lin ciggle wzrasta i pomimo
duzego postepu hodowlanego, jest nadal obiektem intensywnych prac genetyczno-
hodowlanych, zmierzajacych do racjonalnego udoskonalania roslin. Stresy abiotyczne, a
przede wszystkim stres suszy jest gtdwnym czynnikiem ograniczajgcym wzrost, rozwoj
oraz produktywnos$¢ roslin, co zwigzane jest z duzymi stratami ekonomicznymi. Ze
wzgledu na pogarszajace si¢ warunki wodno-klimatyczne, a takze zwigkszajace sig
zapotrzebowanie na zywnos$¢ konieczne jest stworzenie nowych odmian roslin, ktore
odporne beda na niesprzyjajace warunki srodowiskowe.

W celu uzyskiwania odmian ro$lin o okreslonych cechach, wyrdznia si¢ trzy
zasadnicze podejscia: hodowle klasyczng, hodowle =z wykorzystanie markerow
molekularnych oraz tworzenie nowych odmian ros$lin metodami inzynierii genetycznej.
Klasyczna metoda hodowli polega na krzyzowaniu roslin o okreslonych cechach i ma na
celu uzyskanie osobnikéw potomnych posiadajacych rézne kombinacje korzystnych cech
form rodzicielskich. Uzyskane linie genetyczne sa nastgpnie poddawane selekcji na
podstawie posiadanych cech fenotypowych. Poprzez tradycyjne krzyzowanie uzyskano
wiele nowych odmian ro$lin o zwiekszonej odpornosci na susze, m.in. ciecierzyce, fasole,
soje, orzecha ziemnego. Jednakze stosowanie tego podej$cia niesie za soba wiele
ograniczen. Jednym z nich sg trudnosci w selekcji genotypdéw, ktoére oprocz okreslonej,
korzystnej cechy moga posiada¢ cechy niepozadane. Ponadto uzyskanie nowych odmian,
charakteryzujacych si¢ ulepszonymi cechami wymaga przeprowadzania wielu cykli
rozmnazania i selekcji, a takze populacji roslin o duzej zmiennos$ci genetycznej (Ashraf,

2010; Tuberosa i Salvi, 2006).
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Zastgpienie tradycyjnych metod hodowli przez techniki biologii molekularnej
pozwala na skrécenie cyklu hodowlanego roslin oraz na selekcje w oparciu o cechy
genetyczne. Tolerancja na stresy abiotyczne, w tym stres suszy kontrolowana jest przez
wiele genoéw, ktore wspoldzialaja ze sobg w celu wytworzenia jednej cechy.
Wykorzystanie hodowli wspomaganej markerami (MAB, ang. Marker-Assisted Breeding)
pozwala na przeszukiwanie wielu tysigcy miejsc na chromosomach, ktorych zmienno$¢
moze by¢ powigzana z cechg ilosciowa, ktérej warto$¢ fenotypowa jest wypadkowa
wspotdziatania wielu genéw 1 czynnikéw Srodowiskowych. Regiony chromosoméow
warunkujace te cechy okreslane sg jako loci cech ilosciowych (QTL, ang. Quantitative
Trait Locus). Metoda QTL pozwala na okreslenie miejsca, liczby oraz wielkosci efektu
fenotypowego, a takze na analize cech warunkowanych wielogenowo. Mapowanie z
wykorzystaniem QTL opiera si¢ o krzyzowanie roslin o skrajnie roznych genotypach, a
nastgpnie o analize¢ potomstwa, u ktérego pozadana cecha ulegta segregacji. W badaniach
analizowane sg duze populacje, sktadajace si¢ z co najmniej 100 osobnikow. Populacja
mapujaca poddawana jest genotypowaniu i na tej podstawie tworzone sg mapy genetyczne,
pozwalajace na identyfikacje konkretnych loci kontrolujacych dang cechg (Ashraf, 2010;
Cattivielli i in. 2008). Mapowanie markerami QTL w kierunku tolerancji na stres suszy
przeprowadzone zostato dla wielu gatunkéw roslin, m.in. dla pszenicy (Teulat i in., 1997),
jeczmienia (Sari-Gorla i in., 1999), kukurydzy (Quarrie i in., 1994), bawelny (Saranga i in.,
2001), sorgo (Sanchez i in., 2002) i ryzu (Barnier i in., 2008). W analizie QTL wyrdznia
si¢ takze biatkowe loci cechy ilosciowej (PQLS, ang. Protein Quantity Loci) i mataboliczne
loci cechy ilosciowej (MQTL, ang. Metabolic Quanitity Loci). Biatkowe locus cechy
iloSciowej moze stanowi¢ wazne narzedzie wykorzystywane w poszukiwaniu genow
kandydatow do analizy QTL. Przyktad moze stanowi¢ praca, w ktérej badania proteomu
przyczynity si¢ do opracowania PQL, a tym samym znalezienia gendw potencjalnie
zwigzanych za odpowiedzig kukurydzy na stres suszy (de Vienne i in., 1999).

Trzecim podej$ciem zmierzajacym do uzyskiwania roslin o zwigkszonej odpornosci
na stres $rodowiskowy jest transformacja genetyczna, polegajaca na przenoszeniu
okreslonego genu do rosliny, z pominigciem etapu krzyzowania. Zaletg takiej metody jest
mozliwos¢ wprowadzenia pozadanych gendw. Transformacja prowadzona moze by¢ na
dwa sposoby. Pierwszy to podwyzszona lub obnizona ekspresja genéw kodujacych biata
petnigce funkcje obronne w stresie suszy (biatka poznej embriogenezy, zmiatacze wolnych
rodnikow, enzymy zaangazowane w synteze osmolitdéw), natomiast druga dotyczy genow

regulatorowych, np. czynnikéw transkrypcyjnych. Wykorzystanie takiej technologii
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przyczynito si¢ do uzyskania wielu linii poszczegdlnych gatunkéw roslin odpornych na
stres suszy. I tak transgeniczny ryz z nadekspresja genu HVA1 kodujacego biatko z rodziny
LEA pochodzacy z jeczmienia, wykazywal zwigkszong tolerancj¢ na deficyt wody,
objawiajgcg m.in. zwigkszong zawartoscig wody w li§ciach oraz mniejsza redukcja wzrostu
rosliny w porownaniu do kontroli (Babu i in., 2004). Nadekspresja genu kodujacego
peroksydaze askorbinianowa w tytoniu, skutkowata ponad 3-krotnym wzrostem
akumulacji enzymu, co zwigzane bylo z wyzszym poziomem aktywnosci fotosyntetycznej
oraz zredukowang iloscig wolnych rodnikéw (Badawi i1 in., 2004). Transformacja
genetyczna gendéw regulatorowych dotyczy w duzej mierze czynnikéw transkrypcyjnych
typu DREB, ktére odrywaja znaczaca role w regulacji ekspresji genow w warunkach
suszy. Wzmozona ekspresja czynnikow transkrypcyjnych DREB skutkowata zwigkszong
odporno$cig na niedobor wody u wielu gatunkoéw roslin, np. pszenicy (Pellegrineschi i in.,

2004), ryzu (Oh i in., 2009), czy kukurydzy (Qin i in., 2007).
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2. CEL PRACY

Nadrzednym celem niniejszej pracy doktorskiej byto wyselekcjonowanie biatek
korzenia zaangazowanych w molekularne mechanizmy odpowiedzi jgczmienia jarego na
warunki niedoboru wody. Analizy prowadzone byly na dwoch liniach rodzicielskich
jeczmienia, zréznicowanych pod wzgledem odpornosci na stres suszy: Maresi 1
Cam/B1/CI, dwoch odmianach referencyjnych: Sebastian i Stratus oraz na 89 liniach
populacji mapujacej, uzyskanych poprzez skrzyzowanie linii Maresi i Cam/B1/ClI.
Zastosowane techniki elektroforetyczne umozliwily sporzadzenie map proteomicznych
korzeni jeczmienia, pozwalajacych okresli¢ zainicjowane niedoborem wody zréznicowanie
akumulacji  poszczegélnych biatek. Wykorzystanie wysokorozdzielczych technik
spektrometrii mas przyczynito si¢ do identyfikacji szeregu specyficznych biatek,
reagujacych w warunkach stresowych zmiang profilu akumulacji.

Niniejsze badania stanowig czgs$¢ wielodyscyplinarnego projektu POLAPGEN-BD,
majacego na celu kompleksowe zbadanie mechanizméw tolerancji zbdz na niedobor wody.
Poznanie charakterystycznego wzoru zmian profili akumulacji biatek poszczegolnych
odmian 1 linii jeczmienia w polaczeniu z danymi uzyskanymi z innych zadan projektu,
umozliwi wyselekcjonowania potencjalnych biatek-markeréw, bedacych wskaznikami
procesOw biologicznych zachodzacych w komorce roslinnej w warunkach stresu suszy.
Biatka takie moga w przysztosci zosta¢ wykorzystane podczas uzyskiwania nowych
odmian ro$lin uprawnych, jako potencjalne markery odpornosci. Systemowe podejscie
projektu zaklada integracj¢ danych uzyskiwanych na r6znym poziomach molekularnych, w
potaczeniu z danymi anatomicznymi, morfologicznymi oraz dotyczacymi wlasciwosci

uzyskanego plonu.

40



MATERIALY I METODY BADAWCZE

3. MATERIALY | METODY BADAWCZE

3.1. Stosowane odczynniki

Odczynniki stosowane podczas ekstrakeii biatek:

- chlorek potasu: Bioshop, Kanada,

- sacharoza: Bioshop, Kanada,

-Tris: Bioshop, Kanada,

- kwas etylenodiamino-tetraoctowy (EDTA): Bioshop, Kanada,
- fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF): Bioshop, Kanada,

- etanol (czda): Polskie Odczynniki Chemiczna, Polska,

- fenol, Bioshop, Kanada,

- 8-hydroksychinolina, Sigma-Aldrich, Niemcy,

- protease Inhibitor mix, Sigma-Aldrich, Niemcy.

Odczynniki stosowane do stracania bialek:

- octan amonu: Bioshop, Kanada,
- metanol (czda): Polskie Odczynniki Chemiczna, Polska.

Odczynniki stosowane do oczyszczania bialek:

- octan amonu: Bioshop, Kanada
- metanol (czda): Polskie Odczynniki Chemiczna, Polska,

- poliwinylopirolidon: Sigma-Aldrich, Niemcy.

Odczynniki stosowane do rozdzialu bialek w pierwszym kierunku elektroforezy

dwukierunkowej:
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- mocznik: Bioshop, Kanada,
- tiomocznik: Bioshop, Kanada,

- CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammmonio]-1-propanesulfonate): Bioshop,
Kanada,

- zestaw do mierzenia stezenia biatka (2D Quant Kit): GE Healthcare Life Sciences, USA,
- ditiotreitol (DTT): Bioshop, Kanada,

- amfolit, zakres pH 4-7 (IPG Buffer): GE Healthcare Life Sciences, USA,

- bromofenol blue: Bioshop, Kanada,

- Tris: Bioshop, Kanada,

- glicyna: Biosohp, Kanada,

- dodecylosiarczan sodu (SDS): Bioshop, Kanada,

- paski zelowe, dlugo$¢ 1lcm, zakres pH 4-7, gradient liniowy (Immobiline DryStrip
Gels): GE Healthcare Life Sciences, USA,

- olej do pokrycia paskow zelowych Immobiline DryStrip Cover Fluid: GE Healthcare Life
Sciences, USA.

Odczynnik stosowane do rozdzialu bialek w drugim kierunku elektroforezy

dwukierunkowej:

- tris: Bioshop, Kanada,

- glicyna: Bioshop, Kanada,

- dodecylosiarczan sodu (SDS): Bioshop, Kanada,
- ditiotreitol (DTT): Biohop, Kanada,

- jodoacetamid (IAA): Bioshop, Kanada,

- mocznik: Bioshop, Kanada,

- glicerol, Bioshop, Kanada,
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- bromofenol blue: Bioshop, Kanada,

- akrylamid/bisakrylamid (Akrylamide/Bis-acrylamide premix powder 37,5:1): Bioshop,

Kanada,

- siarczan amonu (APS): Bioshop, Kanada,

- NN,N’,N’ — tetrametyloetylenodiamina (TEMED): Bioshop, Kanada,
- agaroza: Bioshop, Kanada,

- standard biatkowy: GE Healthcare Life Sciences, USA.

Odczynniki stosowane do utrwalania bialek:

- kwas octowy: Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska,
- etanol (czda): Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska.

Odczynniki stosowane do barwienia biatek:

- btekit Coomassie w wersji koloidalnej (BBB-G): Bioshop, Kanada,
- siarczan amonu: Bioshop, Kanada,

- kwas ortofosforowy: Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska,

- metanol (czda): Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska.

Odczynniki stosowane do trawienia enzymatycznego biatek:

- acetonitryl (czystos¢ LC/MS): Sigma-Aldrich, Niemcy,
- dwuweglan amonu: Sigma-Aldrich, Niemcy,
- trypsyna: Promega, Niemcy.

Odczynniki stosowane do analizy MALDI-TOF, MALDI-TOF/TOF:

- acetonitryl: Bruker Daltonics, Niemcy,

- kwas a-cyjano-4- hydroksycynamonowy: Bruker Daltonics, Niemcy,

- standardy mas peptydow w zakresie 700-3600Da (ang. Peptide Calibration Standards):

Bruker Daltonics, Niemcy.
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Do wszystkich stosowanych odczynnikow wykorzystywana byta woda dejonizowana w

systemie Mili-Q Plus (Milipore, USA).

3.2. Material roslinny i warunki hodowli

Rosliny wykorzystane w przeprowadzonych eksperymentach hodowane byly w
Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu w ramach projektu POLAPGEN-BD, przez

pracownikow z Zespotu Fenotypowania i Genotypowania Zbdz z Zaktadu Biotechnologii.

Badania prowadzone byly na korzeniach dwurzedowego jeczmienia jarego (Hordeum

vulgare L.):

- 2 odmiany rodzicielskie: Maresi (Niemcy), Cam/B1//C108887/C105761 (nazywany w
dalszej czgséci pracy Cam/B1/Cl) (Syria)

- 2 odmiany referencyjne: Sebastian (Dania), Stratus (Polska)

- 89 linii wsobnych (RIL, ang. Recombinant Inbred Line) 6smego pokolenia (Fg),
uzyskanych technika pojedynczego ziarna ze skrzyzowania genotypéw Maresi i

Cam/B1/ClI (populacja MCam).

Nasiona jeczmienia wysiewano do doniczek wypetionych 8 kg piasku gliniastego
pomieszanego z piaskiem suchym w stosunku wagowym 7:2. Zastosowanie takich
proporcji uzytej gleby zapewnito dobrg przewodnos¢ wody w doniczkach. W kazdej
doniczce wysiewano 25 ro$lin. Hodowla roslin prowadzona byta w szklarni, w czg¢§ciowo
kontrolowanych warunkach temperatury. Optymalna warto$¢ wilgotnosci gleby wynosita
w skali pF 2,2 (Krzywa pF - krzywa sorpcji wody - zalezno$¢ pomigdzy sita ssacg gleby, a
jej wilgotnoscia, wyrazona w centymetrach stupa wody). Po 3 tygodniach wzrostu roslin,
w stadium fazy trzech lisci (1.3 w skali Feeksa) zapoczatkowano stres suszy. Wilgotno$¢
gleby obnizona zostata do wartosci pF 3,2, co stanowi obszar wody trudno dostepnej dla
rosliny, ale nie przekracza poziomu punktu trwatego wigdnigcia, ktéry wynosi w skali pF
okoto 4,2. Stres utrzymywany byt przez okres 10 dni. Ro$liny kontrolne wzrastaty przy
optymalnej wilgotnosci gleby. Wilgotno$¢ gleby kontrolowana byta codziennie przy

pomocy miernika wilgotnosci gleby FOM/mts (ang. Field Operated Meter for
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determination of moisture temperature and salinity of soils), wykorzystujagcego metode
reflektometryczng (EastTest, Instytut Agrofizyki, PAN). Korzenie zbierano w dwodch
powtdrzeniach biologicznych. Na kazde powtoérzenie biologiczne sktadata si¢ pula 10
roslin wzrastajagcych w jednej doniczce. Zebrany materiat zamrazano w cieklym azocie, po

czym przechowywano go w temperaturze -80° C.

1 2 3 4 5 6 Z 8 9 10 10.1 10.5 11

Ryc. 3.1. Fazy rozwojowe zboz wedtug skali Feeksa. 1 — piorkowanie (faza 1-3 lisci), 2-4
—krzewienie, 5-10 — strzelanie w zdzbto, 10.1-10.4 — kloszenie, 10.5 — kwitnienie, 11-
dojrzewanie (wedhug Large, 1954).

3.3. Izolacja i oczyszczanie biatek

Ekstrakcja  biatek cytoplazmatycznych jeczmienia prowadzona byla z
zastosowaniem metody fenolowej (fenolizy), opracowanej przez Hurkmana i Tanake
(1986). W pierwszym etapie procedury zamrozone korzenie homogenizowano w ciektym
azocie przy pomocy miynka kulowego MM (model MM400, Retsch, Niemcy). Nastgpnie
odwazano 600 mg sproszkowanej tkanki i zawieszano w 750 pl buforu ekstrakcyjnego
(Tab. 3.1), zawierajacego inhibitory proteaz. Po 10 minutach inkubacji na lodzie, do prob
dodawano wodny roztwor fenolu z dodatkiem barwnika 8-hydroksychinoliny w stosunku
1:1, a nastgpnie wytrzagsano 10 minut w temperaturze pokojowej. Ekstrakt wirowano z
predkoscig 11,000 g (Universal, 320R Hettich, Niemcy), przez 10 minut, w temperaturze 4
°C. Gora faze fenolowg (supernatant) zbierano, po czym ponownie wytrzagsano z buforem
ekstrakcyjny w stosunku 1:1, w celu usunigcia zanieczyszczen. Po ponownym wirowaniu
(11,000 g, 10 min., 4 °C) warstwe fenolowa zbierano do nowych probowek, po czym
wytracano poprzez dodanie pigciu objetosci 0,1 M octanu amonu rozpuszczonego w

lodowatym metanolu. Prébki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze -20 °C.
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Wytracone biatka wirowano przez 5 minut z predkoscig 18,000g w temperaturze 4 °C.
Nastepnie osad biatkowy zbierano, przenoszono do nowej probdéwki i zawieszano w 1ml
0.1 M octanu amonu rozpuszczanego w metanolu. W celu usunigcia zwigzkow
fenolowych, bialka ponownie wirowano, zbierano i zawieszano w 1% roztworze
poliwinylopirolidonu (pvp) rozpuszczonego w roztworze 0.1 M octanu amonu/MeOH.
Zawieszony osad wirowano, zbierano i zawieszano w 0.1 M octanie amonu/MeOH. Tak

przygotowany osad doczyszczano poprzez przemycie 80% roztworem acetonu.

Tab. 3.1. Sktad buforu ekstrakcyjnego.

Sacharoza 700 mM
EDTA 50 mM

KCI 100 mM

-merkaptoetanol 2% (wiv)
PMSF 1 mM
Tris-HCI pH 8.0 500 mM

3.4. Dwukierunkowa elektroforeza bialek

Wyekstrahowane  biatka  cytoplazmatyczne  rozdzielane  byly  metoda
dwukierunkowej elektroforezy zelowej (2D-PAGE). W pierwszym kierunku biatka
rozdzielane byly na paskach zelowych na podstawie posiadanego punku izoelektrycznego
(pI) w gradiencie mieszaniny amfolitow. W drugim kierunku bialka rozdzielano w zelu
poliakrylamidowym, na podstawie posiadanej przez nie masy czasteczkowej. Dla kazdego
powtorzenia biologicznego roslin wzrastajacych w warunkach stresowych 1 kontrolnych,
przeprowadzono dwa powtorzenia techniczne. Dla jednej odmiany/linii jeczmienia
uzyskano 4 elektroforegramy dla roslin poddawanych stresowi suszy i 4 elektroforegramy

dla roslin rosngcych w warunkach kontrolnych.
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3.4.1. Rozdzial bialek w pierwszym kierunku

Oczyszczony osad biatkowy rozpuszczano w 300 pl buforu rehydratacyjnego (Tab.
3.2) 1 wytrzgsano 30 minut, do momentu uzyskania jednorodnego roztworu. Nastepnie
przeprowadzono pomiar stezenia biatka zawartego w probce, stosujgc komercyjnie
dostepny zestaw (2-D Quant Kit, GE Healthcare, Life Sciences, USA), ktéorego mechanizm
dziatania oparty jest o procedur¢ oznaczania st¢zenia bialek metoda Lowry’ego. Jako
standardu do sporzadzenia krzywej wzorcowej uzyto surowiczg albuming bydlecg (BSA),
w odpowiednio wzrastajacych stezeniach. Do pomiaru st¢zenia biatka uzywano po 2 pl
badanych probek. Warto$¢ absorbancji mierzono przy dlugosci fali rownej 480 nm na
spektrofotometrze DU-62 (Beckman, Niemcy).

Do rozdziatu elektroforetycznego pobierano po 300 pg biatka rozpuszczonego w
buforze rehydratacyjnym, 55 mM ditiotreitolu, 0,5% mieszaniny amfolitow o0 pH w
zakresie 4-7 oraz 0,25% barwnika biekitu bromofenolowego. Proby uzupetniano
odpowiednim buforem do objetosci koncowej 200 pl. Przygotowane proby wirowano 5
minut z predkoscig 11 000 g, po czym naktadano na ceramiczne rynienki o dlugosci 11 cm.
Na rozprowadzong po powierzchni rynienki probke naktadano paski zelowe z
unieruchomionym gradientem pH 4-7 o dlugosci 11 cm. W ostatnim etapie powierzchnig
paskow zelowych nawilzano olejem. Biatka ogniskowano w temp. 18 °C w aparacie Ettan
IPGphor II System (GE Healthcare Life Sciences, USA) przez 19 godzin ze wstepna,
trwajaca trzy godziny rehydratacja pasywna (Tab.3.3). Po rozdziale proby
przechowywano w temp. -80 °C lub bezposrednio wykonywano rozdzial w drugim

kierunku.

Tab. 3.2. Sktad buforu rehydratacyjnego.

Mocznik ™M
Tiomocznik 2M
Chaps 2% (wiv)
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Tab. 3.3. Parametry rozdziatu biatek w aparacie Ettan IPGPhor II.

StOISlC;VI\)/:;cli/atyp Napiecie (V) CZ?;oa dnza')lizy kVvh
- 0 3:00 0
Stale 50 9:00 0.45
Gradientowe 50-500 0:40 0.25
Stale 500 1:00 0.5
Gradientowe 500-1000 0:20 0.25
Gradientowe 1000-6000 2:30 8.8
Stale 6000 2:30 15
SUMA 19 24,8

3.4.2. Rozdzial bialek w drugim Kierunku

Paski zelowe z rozdzielonymi biatkami inkubowano dwukrotnie w buforze
wyrownujacym pH zelu (Tab. 3.4). W pierwszym etapie rOwnowazenia bufor zawierat
1,5% ditiotreitol, co umozliwilo przeprowadzenie reakcji redukcji mostkow
dwusiarczkowych rozdzielonych bialek. Po 15 minutach inkubacji zastosowano bufor
zawierajacy 3,5% jodoacetamid, ktory umozliwit przeprowadzenie alkilacji wolnych grup
tiolowych i zablokowania ponownego powstawania mostkow siarczkowych. Po inkubacji
paski zelowe przeptukiwano woda dejonizowana, po czym naktadano po dwa na 12% zel
poliakrylamidowy (Tab. 3.5). Zele poliakrylamidowe wykorzystywane do rozdziatu byty
wykonywane w urzadzeniu DALT Twelve Gel Caster (GE Healthcare Life Sciences,
USA), w ptytach o wymiarze 24 cm X 24 cm. Pomigdzy paskami zelowymi naktadano
marker wielkos$ci, sktadajacy si¢ z mieszaniny biatek o zakresie mas czgsteczkowych od 10
do 100 kDa. Paski zelowe unieruchamiano na zelu poprzez rozprowadzenie rozpuszczonej
1% agarozy. Po spolimeryzowaniu agarozy szyby elektroforetyczne z naniesionymi
probkami umieszczano w aparacie Ettan DALT twelve (GE Healthcare Life Sciences,
USA). Rozdziat biatek zachodzit w warunkach denaturujacych. Do rozdziatu
wykorzystano dwa bufory: bufor anodowy (Tab. 3.6) i katodowy (Tab. 3.7). Rozdziat
przebiegat w temperaturze 19 °C. Przez pierwsze pot godziny rozdzialu stosowano moc 2,5

W na ptyte, a po tym czasie zwigkszano ja do 15 W na ptyte. Czas rozdziatu wynosit ok. 3
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godziny 1 trwat do momentu rozwinigcia zelu na odlegtos¢ 11 cm. Po zakonczonym
rozdziale zele inkubowano przez 3 godziny w roztworze do utrwalania (Tab. 3.8). W celu
wizualizacji rozdzielonych biatek, Zele barwiono w naturalnym barwniku — blekicie
Coomassie w wersji koloidalnej (BBB-G). Zele inkubowano z lekkim wytrzasaniem przez
12 h w 100 ml roztworu Coomassie/metanol uzytego na jeden zel (Tab. 3.9). Po zwigzaniu
si¢ barwnika z biatkami, nadmiar barwnika byl zlewany, a tto Zeli odtpukiwane poprzez
inkubacj¢ w wodzie. Po catkowitym odipukaniu tla, zele skanowano na optycznym
skanerze Image Scanner III (GE Healthcare, Life Sciences), wykorzystujac program
LabScan (GE Healthcare, Life Sciences), stosujac rozdzielczos¢ 300 dpi i czerwony filtr.

Zele przechowywano w roztworze 2% kwasu fosforowego, w temperaturze 4 °C.

Tab. 3.4. Sktad buforu wyréwnujacego.

Mocznik 6 M
Glicerol 29,3% (v/v)
Tris-HCI pH 8.8 75 mM
SDS 2% (wWiv)
1% bromofenol blue stock 0,002% (w/v)

Tab. 3.5 Sktad zelu poliakrylamidowego.

Akrylamid/Bisakrylamid (40%) 12%
Tris-HCI, pH 8.8 (1.5M) 40 mM
SDS (10%) 0,01% (v/v)
APS (5%) 0,05% (V/v)
Temed 0,07% (v/v)
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Tab. 3.6 Sktad buforu anodowego.

Tris 25 mM

Tab. 3.7 Sktad buforu katodowego.

Tris 250 mM
Glicyna 200 mM
SDS 0,1% (w/v)

Tab. 3.8 Skifad roztworu utrwalajacego.

Kwas octowy (99%) 10% (v/v)

Etanol (96%) 50% (v/v)

Tab. 3.9. Sktad barwnika Coomassie w wersji koloidalnej.

Coomassie BBB-G 250 0,1% (w/v)
Siarczan amonu 10% (wiv)
Kwas ortofosforowy (85%) 2% (w/v)

3.5. Analiza statystyczna elektroforegramow

W celu wyselekcjonowania bialek wykazujacych zmiany profilu akumulacji w

suszy w badanych genotypach (Maresi, Cam/B1/Cl, Sebastian, Stratus) i w liniach

populacji mapujacej MCam wykorzystano program Image Master 2D Platinum 7.0 (GE

Healthcare Life Sciences, USA). Do komputerowej analizy wykorzystano 8 zeli kazdej

badanej odmiany/linii jeczmienia (4 elektroforegramy uzyskane z ro$lin wzrastajacych w
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warunkach stresu suszy i1 4 elektroforegramy z roslin wzrastajacych w warunkach
kontrolnych).

W  pierwszym etapie przeprowadzonej analizy nastgpowalo automatyczne
wykrywania plamek biatkowych, poprzez zastosowanie odpowiednich warto$ci
parametréw: wygladzenie plamek (ang. smooth) — 4, krzywizna plamek (ang. saliency) —
30-40, minimalna powierzchnia plamki (ang. minimal area) — 20. Nastepnie na kazdy zel
naniesiono po 4-5 znacznikow (ang. landmark) - charakterystycznych plamek biatkowych,
znajdujacych si¢ w tym samym miejscu na kazdym elektroforegramie, ktore w znacznym
stopniu poprawiaja dokltadno$¢ dopasowywania bialek. W kolejnym kroku nastgpowato
automatyczne dopasowanie plamek biatkowych (ang. matching), pomigdzy powtorzeniami
zeli uzyskanych dla roslin wzrastajacych w warunkach stresu suszy i w warunkach
kontrolnych, a takze pomigdzy warunkami eksperymentalnymi (susza vs kontrola). W celu
zwigkszenia doktadnosci analizy, a tym samym zwigkszenia trafno$ci dopasowania plamek
biatkowych, dokonano dodatkowej korekcji, polegajacej na usuwaniu lub dodawaniu
plamek i zestawow potaczen (ang. matchset), ktore nie zostaly lub zostaly btednie
uwzglednione przez algorytm. Parametrem na podstawie, ktérego oceniano wzgledny
poziom akumulacji biatek byt ,,procent objetosciowy” (ang. % of volume), uwzgledniajacy
powierzchni¢ oraz intensywnos$¢ wybarwienia plamki biatka w odniesieniu do catego zelu.
Parametr ten charakteryzuje si¢ tym, ze jest wzglednie niezalezny od zmiennos$ci poziomu
wybarwienia powtorzen zeli, ktére moga wynika¢ m.in. z btgdow powstalych podczas
procedury barwienia zeli. Analiza statystyczna rdznic pomigdzy poziomem akumulacji
biatek w suszy i kontroli byla przeprowadzana za pomocg testu t-Studenta. Roéznice w
poziomie akumulacji biatek byly uwazane za istotne gdy p-warto$¢ byla mniejsza badz
réwna 0,05 i stosunek pomigdzy najnizszg znormalizowang wartoscig jednej grupy zeli, w
ktorej akumulacja danego bialka byla wieksza 1 najwyzsza znormalizowang wartoscia
drugiej grupy, w ktorej to samo biatko charakteryzowato si¢ nizszym poziomem
akumulacji, wynosit przynajmniej 1,5 (ang. ratio), co w wigkszosci przypadkoéw
odpowiadato przynajmniej dwukrotnej zmianie w poziomie akumulacji w stosunku do

kontroli.
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3.5.1. Calosciowa analiza zmian profili akumulacji bialek

Przeprowadzenie catosciowej analizy zmian proteomu w celu uzyskania profili
akumulacji bialek w liniach hodowlanych populacji mapujacej 1 genotypach rodzicielskich
wymagato opracowania sposobu analizy danych proteomicznych oraz wykorzystania
dodatkowego oprogramowania. Podstawa do wykonania analiz w tym podejSciu byty
wczesniej opracowane elektroforegramy w analizach pojedynczych genotypoéw (kontrola X
susza).

Do analizy catosciowej zmian proteomu wybrano 91 zeli referencyjnych (po
jednym z kazdego genotypu), ktore posiadaty juz wykryte plamki biatkowe z nadang
numeracja i byly sktadnikami zestawu plamek obejmujacego profil akumulacji danego
biatka w poszczegodlnych analizach wykonanych w programie Image Master Platinum 2D
dla pojedynczych genotypow. Wykryte plamki reprezentujace rozdzielone biatka zostaty
dopasowane migdzy uzytymi obrazami zeli wszystkich linii populacji mapujacej i odmian
rodzicielskich (ang. matching). Poprawno$¢ utworzonych zestawOéw potaczen plamek
pomiegdzy elektroforegramami zostala nastgpnie zweryfikowana poprzez ich usuwanie lub
akceptacje. W analizie caloSciowej 91 genotypow wykorzystano fakt, ze kazda
dopasowana plamka pomigdzy okre$long liczbg genotypow (ang. matchset), posiada ten
sam numer porzadkowy na tym zelu, ktory byt wykorzystany w analizie danego genotypu
podczas identyfikacji réznic w akumulacji biatek wywolanych niedoborem wody. Na
podstawie zgodnosci w numeracji mozliwe bylo odszukanie odpowiedniego zestawu
plamek wraz z warto§ciami ,,% objgtosciowego” w poszczegdlnych genotypach i
utworzenie zbiorczego profilu akumulacji danego biatka dla populacji mapujacej 1 form
rodzicielskich (Ryc. 3.2).

Kolejnym etapem byto wyeksportowanie z programu Image Master Platinum 2D
projektu zawierajacego 91 zele (analiza niecelowana) i projektow, w ktérych analizowano
pojedynczo linie hodowlane populacji mapujacej oraz odmiany rodzicielskie 1 tabel
zawierajgcych numeracje zestawow polgczen pomiedzy plamkami (ang. matchset table)
oraz plamek (ang. spot tables).

Wyodrebnienie profili akumulacji biatek dla wszystkich genotypow oraz analizy
statystyczne zostaty przeprowadzone przez Prof. dr hab. Pawta Krajewskiego z Zaktadu
Biometrii z Instytutu Genetyki Roslin PAN z wykorzystaniem wlasnorgcznie

opracowanych skryptow i programu GenStat 17 (VSN International, 2013).
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Dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne (HCA, ang. Hierarchical Clustering
Analysis) zostato przeprowadzone w programie R (R Development Core Team, 2010) dla
efektu suszy wybranych biatek. Grupowanie wykonano metoda $rednich odleglosci
pomiedzy obiektami w skupieniach na podstawie odlegtosci euklidesowej. Sposrod grupy
bialek o statystycznie istotnej interakcji susza X genotyp, do analizy HCA wybrano 97,
ktore byly obserwowane w przynajmniej 50 liniach populacji mapujacej. Dla takiego
zbioru mozna bylo zastosowa¢ imputacje brakujacych obserwacji metoda bazujaca na

regresji wielorakiej (Beale i Little, 1975).

Analiza pojedynczego
genotypu

§ = = = = W Numer zestawu plamek - 245
. =
N & | Numerplamkiz |
Numer zestawu plamek — 102
Numer plamki {@§, 8, 32, 40 Globalna analiza zmian

9,15, 19, 54 proteomu w obrebie

populacji mapujacej

Ryc. 3.2. Schemat postgpowania w analizie niecelowanej zmian proteomu w obrgbie
populacji mapujacej jeczmienia. Kolorem czerwonym zaznaczono przyktadowy numer
plamki, dzieki ktorej mozliwe bylo odnalezienie odpowiedniego zestawu plamek w
pojedynczej analizie badanych genotypoéw 1 wyodrebnienie profili zmian biatek w
warunkach stresu i kontroli.

3.6. Trawienie enzymatyczne bialek

Uwidocznione na elektroforegramie plamki biatkowe, wykazujagce zmiany w
poziomie akumulacji wycigte zostaty z zelu przy pomocy skalpela, a nastepnie przetozone
do probowek. W celu przygotowania probek do enzymatycznego trawienia wykorzystano
protokot opracowany przez Shevchenke (Shevchenko i in., 1996). W pierwszym etapie
wycigte kawatki zelu przemywano 100 ul roztworu 50 mM diwgglanu amonu

rozpuszczonym w acetonitrylu. Po 15 min roztwdr byt usuwany, a biatka przemywano
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acetonitrylem. Nastepnie dodawano 100 ul 50 mM diweglanu amonu i inkubowano prze
15 min. Cato$¢ usuwano, a biatka przemywano dwukrotnie acetonitrylem, po czym
suszono przez 5 min na koncentratorze prézniowym (Eppendorf 5301 Concentrator
Centrifugal Evaporator, Niemcy). Do wysuszonych kawatkéw zelu dodawano 10 pl
trypsyny o stezeniu 20 ng/ul w 25 mM diweglanie amonu i inkubowano w temperaturze 37
°C przez noc. Po okresie inkubacji do prob dodawano po 1 pl acetonitrylu, po czym
wirowano 1 min z predkoscig 8,000 g (Eppendorf MiniSpin, Niemcy), a nast¢pnie proby

poddano dziataniu utradzwiekéw. Proby przechowywano w temperaturze -20 °C.

3.7. Analiza bialek metodami spektrometrii mas

Analize biatek przeprowadzono z wykorzystaniem systemu MALDI-TOF Autoflex
i MALDI-TOF/TOF Ultraflex Xtreme (Bruker Daltonics, Niemcy), przy uzyciu metody
odcisku palca peptydowego (ang. Peptide Mass Fingerprinting). Probki do pomiarow
spektrometrycznych nakladano metoda suchej kropli. Na ptytke Anchorchip (Bruker
Daltonics, Niemcy) naktadano 0,5 pl mieszaniny roztworu peptydow otrzymanych po
trawieniu enzymatycznym biatka, w potaczeniu z nasyconym roztworem matrycy w
stosunku 1:1 w celu ko-krystalizacji. Jako matryce zastosowano kwas a-Cyjano-4-
hydroksycynamonowy rozpuszczony w 50% acetonitrylu z dodatkiem 0,1% kwasu
trifluorooctowego. Przed pomiarami spektrometr byt kalibrowany przy uzyciu standardow
peptydowych (Peptide Calibration Standards 1, Bruker Daltonics, Niemcy) w zakresie
mas 700-3600 Da. Jonizacja nastgpowata w wyniku wzbudzenia probek promieniami
lasera azotowego w zakresie ultrafioletu o dlugosci fali 337 nm. Wszystkie analizy
przeprowadzono w dodatnim polu jonizujacym z uzyciem reflektronu, w celu zwigkszenia
rozdzielczosci analizy 1 optymalizacji trajektorii lotu promieni jondw. Dla kazdej probki
rejestrowano widma mas uzyskane w wyniku zsumowania przynajmniej 60 strzatdw
lasera. Widma masowe wykonywano w programie Flex Control 3.3 (Bruker Daltonics,
Niemcy), a nastepnie opracowywano w programie Flex Analysis 3.3 (Bruker Daltonics,
Niemcy), w ktérym m.in. dokonywano kalibracji wewnetrznej, wykorzystujac masy

peptydow pochodzacych od trypsyny i keratyny obecnych w préobcee.
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W celu poprawy rozdzielczosci analiz, biatka analizowano takze na instrumencie
typu MALDI-TOF/TOF. Wykorzystanie dwdoch wysokorozdzielczych analizatoréw czasu
przelotu jondéw, pozwolito zarowno na przeprowadzenie analizy typu PSD jak réwniez
fragmentacji MS/MS wybranych pikow, dzieki czemu poziom identyfikacji biatek byt

znacznie Wyzszy.

3.7.1. Identyfikacja bialek w bazach danych

Do identyfikacji biatek wykorzystywano oprogramowania BioTools 3.2 (Bruker
Daltonics, Niemcy) oraz Matrix Science MASCOT Server 2.3 (in-house)
(http://lwww.matrixscience.com), korzystajacych z biatkowych i nukleotydowych baz
danych, takich jak NCBI, czy SwissProt. Algorytm, za pomocg ktorego przeszukiwane
byly bazy danych uwzgledniat $cisle okreslone parametry wyszukiwania. Obszar
taksonomiczny zostal zawezony do roslin zielonych (Viridiplantae), okreslono enzym
uzyty do trawienia biatka. Jako modyfikacje stale ustalono karbamidometylacj¢ reszt
cysteiny, ajako modyfikacj¢ prawdopodobng oksydacj¢ metioniny. Okre$lono zakres
tolerancji mas peptydow rowny 0.2 Da, uwzgledniono dodatni tryb pracy jonéw oraz mase
monoizotopowa peptydow. W trybie analiz MS/MS analizowano pi¢¢ wybranych
peptydéw na kazda probke, a tolerancja pomiaru masy wynosila 0.5 Da. Wygenerowane
przez program wyniki uwzglednialy okreslone parametry, potwierdzajace stopien
dopasowania identyfikacji biatka. Glownym parametrem, ktory brano pod uwage, jako
okreslajacy identyfikacje¢ biatka byta liczba punktow przyznanych przez algorytm. Wyniki
z 95% poziomem ufnosci (p=95%) byty traktowane, jako prawidtowa identyfikacja biatka
lub identyfikacja biatka wykazujacego wysoki stopien homologii z wyszukanym w bazie
danych. Ponadto uwzgledniono stopien pokrycia sekwencji aminokwasowe]j, liczbe

zgodnych peptydow, warto$¢ masy czasteczkowej, czy punkt izoelektryczny.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza proteomiczna genotypow rodzicielskich i referencyjnych

Przeprowadzona na pierwszym etapic badan analiza zmian profilu akumulacji
bialek korzenia dotyczyta dwoéch linii rodzicielskich jeczmienia jarego: Maresi i
Cam/B1//C108887/C105761 (Cam/B1/CI) i dwoch odmian referencyjnych: Sebastian i
Stratus. Maresi jest niemiecka, dwurzedowa odmiang jeczmienia, posiadajaca gen pot-
kartowatosci denso, zapewniajacy podwyzszong odpornos¢ na wyleganie. Syryjska linia
hodowlana Cam/B1/CI, ze wzglgdu na miejsce pochodzenia, charakteryzuje si¢ dos¢
dobrym stopniem przystosowania do suchych warunkéw srodowiskowych. Cechuje ja
bujnie rozbudowany system korzeniowy, wykazujacy zwigkszong efektywnos¢
wykorzystania wody. Podczas badan porownawczych odmian rodzicielskich stwierdzono,
1z w warunkach deficytu wody, zarowno odmiana Maresi jak 1 Cam/B1/CI charakteryzuje
si¢ do$¢ wysokim indeksem odpornosci na susze. Jednakze odmiana syryjska cechuje si¢
efektywniejszym wspotczynnikiem wykorzystania wody oraz azotu i fosforu w
poréwnaniu do odmian europejskich. Ponadto wykazuje zwigkszona aktywnos¢
fotosyntetyczng (Gorny, 2001, 2008). Sebastian jest wysokoplonujacg odmiang browarng
pochodzenia dunskiego, a Stratus jest odmiang polska, wykorzystywang gléwnie na cele
paszowe. Obie odmiany referencyjne charakteryzujg si¢ przypuszczalnie niskg tolerancja
na deficyt wody (Lukowska i Jozefaciuk, 2013).

Zastosowane  warunki  stresu  suszy W  doswiadczeniu  szklarniowym
przeprowadzonym w Instytucie Genetyki Roslin na dwoch liniach rodzicielskich, w
wigkszym stopniu wpltynelty na zahamowanie wzrostu 1 redukcje biomasy w przypadku
odmiany Maresi. W przypadku linii syryjskiej Cam/B1/CI zauwazono znacznie mniejszy
poziom redukcji biomasy roslin wzrastajacych w warunkach deficytu wody w poréwnaniu
do kontrolnych. W korzeniach obu badanych genotypéw widoczne sg réznice anatomiczne
zwigzane z utratg gestosci w przypadku roslin wzrastajacych w warunkach suszy w
porowaniu do korzeni wzrastajach w warunkach kontrolnych. Nie odnotowano natomiast
istotnych réznic pomiedzy korzeniami kontrolnymi obu badanych linii (Ryc. 4.1; Ryec.
4.2).
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Ryc. 4.1. Odmiany rodzicielskie jeczmienia w warunkach kontrolnych i po 10 dniach
utrzymywania stanu suszy.

Maresi Cam/B1/Cl

Ryc. 4.2. Korzenie odmian rodzicielskich jeczmienia wzrastajace w warunkach
kontrolnych i po 10 dniach utrzymywania stanu suszy.

Zastosowanie dwukierunkowej elektroforezy zelowej potaczonej z barwieniem
biatek Dblekitem Coomassie pozwolito na wykrycie okoto 1000 plamek na
elektroforegramach ekstraktow biatkowych korzeni uzyskanych z ro$lin kontrolnych i
wzrastajacych w warunkach stresu suszy. W celu wyselekcjonowania biatek réznicujacych
ro$liny wzrastajgce w warunkach suszy od roslin kontrolnych analizie statystycznej
poddano intensywnosci wybarwienia plamek reprezentujacych rozdzielone na zelach
biatka. W ten sposob w korzeniach czterech odmian jeczmienia znaleziono 335 biatek
wykazujacych statystycznie istotne réznice w poziomie akumulacji. Wszystkie te biatka

analizowano metoda odcisku palca mapy peptydowej (PMF), metodykg MALDI-TOF i
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MALDI-TOF/TOF. Wykonane analizy pozwolity na identyfikacje okoto 50% biatek
réznicujacych. Biatka wykazujace zmiany poziomu akumulacji w warunkach deficytu
wody dla czterech badanych genotypéw jeczmienia przedstawiono na obrazach
elektroforetycznych (Ryc. 4.3) i w tabelach (Tab. 4.1 - 4.4) (rycina z obrazami

elektroforetycznymi i tabele w wigkszej rozdzielczo$ci umieszczone zostaty na ptycie CD).
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Ryc. 4.3. Elektroforegramy uzyskane podczas dwukierunkowego rozdziatu ekstraktow

biatkowych z korzeni

badanych linii jeczmienia.

Numeracja wskazuje plamki

reprezentujgce bialka, ktore wykazaty zmiany poziomu akumulacji w odpowiedzi na stres

suszy.
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Tab. 4.1. Bialka, ktore wykazaty zmiany poziomu akumulacji w odpowiedzi na stres suszy w korzeniach odmiany Maresi.

Zmiana

%

Mw

pl

Mw

WYNIKI

h::::r Nazwa biaka Organizm p-wartosé (" II_(.nnirn!a e .Suszva. | Susza/Kontrola profilu idx::rfnii::ji ::::;;_: pokrycia (1ereipylczny] (teoretyczna)|(eksperymen| (eksperyme iden?y:i::yjny Pozycja
o b akumulacji sekwencji Da talny) ntalna) Da
1|Niezidentyfikowane 1,04E-02 0,182 0,308 1,69 WZROST 4,59 13232
2|Niezidentyfikowane 3,84E-03 0,05 0,186 3,72 WZROST 6,3 14335 B2
3|Biafko szoku cieplnego 16.9 kDa Triticum aestivum 1,46E-05 0,047 0,487 10,36 WZROST | MALDI-TOF/TOF]| 106 15 58 16868 5,79 15498 HS16A_WHEAT K8
4|Niezidentyfikowane Hordeum vulgare 7,85E-06 0,027 0,403 14,93 WZROST 4,46 16395
5 ko szoku cieplnego 17.4 kDa Arabidopsis thaliona 5,31E-03 0,039 0,152 3,90 WZROST | MALDI-TOF/TOF]| 148 15 5,36 17593 537 16754 H517C_ARATH C1
6|Biafko szoku cieplnego 16.9 kDa Triticum aestivum 8,90E-08 0,052 0414 7,96 WZROST | MALDI-TOF/TOF| 92 11 5,83 16868 5,48 16718 HS516A_WHEAT
7|Biatko odpowiadajgce na stres chiodu Hordeum vulgare 2,39E-06 0,05 0,377 7,54 WZROST MALDI-TOF 120 79 4,93 17659 4,82 16863 2::gi[10799810 14
8|Oksydaza szczawianowa 1 Zea mays 2,61E-03 0,039 0,087 2,23 WZROST MALDI-TOF 68 24 8,72 40424 6,74 17610 2::gi| 226500726
9|Caynnik inicjacji translacji Dasypyrum breviaristatum 1,61E-03 0,162 0,283 1,75 WZROST MALDI-TOF 67 45 5,76 17599 6,14 19624 2::gi| 74049040
10[Reduktaza mononukleotydu flawinowego zalezna od NADP Hordeum vulgare 4,42E-03 0,024 0,062 2,58 WZROST MALDI-TOF 78 45 6,28 18829 6,58 21032 51| 326508766
11|Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1 Brachypodium distachyon 2,73E-03 0,021 0,046 2,19 WZROST MALDI-TOF 86 29 5,78 20173 6,36 23185 1357137226 B3
12[Niezidentyfikowane 8,84E-04 0,044 0,099 2,25 WZROST 5,08 24795
13(Niezidentyfikowane 4, 03 0,095 0,234 2,46 WZROST 6,54 27333 Al
14|Germina 8-5 Oryza sativa 7,77E-06 0,302 0,142 0,47 spadek | MALDI-TOF/TOF| 120 7 6,4 24400 6,73 28666 GL85_ORYSJ G1
15(Biatka rybosomalne wigigce domeneg S1 RNA Hordeum vulgare 8,72E-03 0,046 0,094 2,04 WZROST MALDI-TOF 158 65 5,95 25238 6,29 33770 2::gi| 326502466
Bialka z rodziny hydrolaz trifosfonukleozydéw zawierajgcych
16(petle P (P-loop) Hordeum vulgare 1,30E-05 0,031 0,163 5,26 WZROST MALDI-TOF 114 40 7,08 38699 6,08 36096 2::gi[326522022 12
17|Biatko z rodziny 14-3-3 [GF14-C) Oryza sativa 1,59E-04 0,056 0,107 1,91 WZROST | MALDI-TOF/TOF| 67 6 4,78 28979 4,71 36742 14333_ORYs)
Bialko z rodziny bialek zawierajacych motyw rozpoznajgcy RNA
18[(RRM) Hordeum vulgare 5,52E-05 0,069 0,037 0,54 spadek MALDI-TOF 73 30 5,82 41270 5,39 39976 2::gi|326487243
19|Esteraza Hordeum vulgare 1,96E-03 0,083 0,055 0,66 spadek MALDI-TOF 78 44 5,56 35629 5,66 40934 1218194204
20| Rycyna,podjednosta beta, domena wigigca weglowodany Hordeum vulgare 1,26E-03 0,098 0,24 2,45 WZROST MALDI-TOF 241 69 6,27 39056 6,95 40873 2::gi|326497973
21[Niezidentyfikowane 8,63E-03 0,29 1,265 4,36 WZROST 6,87 40632
22|Chaperon Hordeum vulgare 1,97E-02 0,058 0,131 2,26 WZROST MALDI-TOF 113 56 5,15 31518 517 41116 2:3gi| 326506152
23([Niezidentyfikowane 3,99E-04 0,108 0,072 0,67 spadek 6,13 42919
24|Peroksydaza chrzanowa Hordeum vulgare 1,53E-03 0,295 0,145 0,49 spadek MALDI-TOF 159 43 6,33 39594 6,78 44208 2::gi| 326499758
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednosta beta,
25|mitochondrialna Brachypodium distahyon 7,01E-05 0,14 0,568 4,06 WZROST MALDI-TOF 89 48 8,07 43666 6,08 44077 2::gi| 326506962
26|Fruktokinaza Hordeum vulgare 1,78E-03 0,788 0,444 0,56 spadek MALDI-TOF 163 62 5,06 35907 51 44339 2:gi| 326513418 H2
27|Niezidentyfikowane 1,50E-03 0,118 0,0573 0,49 spadek 6,14 44077
28[Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna Oryza sativa 1,49E-04 0,571 0,273 0,48 spadek | MALDI-TOF/TOF| 63 8 5,97 25432 5,56 45000 SODM3_MAIZE K7
29|Fruktokinaza Hordeum vulgare 4,47E-03 0,247 0,151 0,61 spadek MALDI-TOF 152 58 5,67 34933 5,77 44933 2::gi|326489677
30 Rycyna,podjednosta beta, domena wigigca weglowodany Hordeum vulgare 1,20E-02 0,096 0,039 0,41 spadek MALDI-TOF 113 38 5,71 35765 6,18 45591 2::gi| 326517467
31|Niezidentyfikowane 8,35E-03 0,012 0,041 342 WZROST 4,55 50063
32|Biatko poinej embriogenezy Hordeum vulgare 1,61E-02 0,062 0,114 1,84 WZROST MALDI-TOF 102 44 4,96 36225 49 49846 2::gi|326528557
33[Niezidentyfikowane 6,14E-04 0,038 0,018 0,47 spadek 4,76 51165
34 entyfikowane 1,03E-02 0,096 0,205 2,14 WZROST 6,25 50832
35|Niezidentyfikowane 7,17E-04 0,021 0,061 2,50 WZROST 4,75 61964 13
36[Niezidentyfikowane 1,10E-04 0,071 0,049 0,69 spadek 4,98 61964
37[Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna Hordeum vulgare 9,89E-03 0,122 0,079 0,65 spadek | MALDI-TOF/TOF 48 66 7.8 6430 5,29 69805 ATPSB_HORVU Ad
38[265 proteaza, podjednostka 4, homolog Hordeum vulgare 2,99E-03 0,181 0,078 0,43 spadek MALDI-TOF 112 38 591 49727 6,26 74735 1::PRS4_ORYS)
39|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 1,65E-02 0,033 0,097 2,94 WZROST MALDI-TOF 132 37 547 55276 5,84 80600 2:gi| 15147871 K6
40| Niezidentyfikowane 6,550E-07 0,043 0,261 6,07 WZROST 6,47 87137 A2
41|Mutaza bisfosfoglicerynianowa Hordeum vulgare 1,38E-06 0,013 0,195 15,00 WZROST | MALDI-TOF/TOF 61 24 5,39 61316 6,25 88852 PNGI_MESCR K3
42|Dehydrogenaza jablczanowa zaleina od NADP Oryzo sativa 1,54E-04 0,028 0,107 3,82 WZROST | MALDI-TOF/TOF 39 1 6,7 70278 6,32 89723 MAOC_ORYS) 11
44|Biatko szoku cieplnego 70 kDa Hordeum vulgare 1,59E-04 0,488 0,181 0,37 spadek MALDI-TOF 136 45 5,14 71371 5,13 92611 2::gi| 326519769 H3
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WYNIKI

45 identyfikowane 9,25E-04 0,078 0,037 0,47 spadek 6,35 97474
47 identyfikowane 8,38E-04 0,095 WZROST 5,47 13580
48|Niezidentyfikowane 4,75E-04 0,12 WZROST 5,88 14059
49|Niezidentyfikowane 2,31E-04 0,061 WZROST 4,68 14681
50|Niezidentyfikowane 3,51E-05 0,076 WZROST 5,44 15837
52|Uniwerslane biatko stresu 23267 Hordeum vulgare 5,63E-03 0,026 WZROST MALDI-TOF 61 52 6,3 17549 6,72 19079 2::gi| 283970966
54|Niezidentyfikowane 1,19E-04 0,081 WZROST 5,86 20715 K4
57|Biatko z rodziny hydrolaz laktonu Hordeum vulgare 2,21E-04 0,077 WZROST MALDI-TOF 70 34 5,06 25545 4,95 30855 2::gi]326491903
58|Niezidentyfikowane 1,40E-05 0,042 WZROST 6,61 32352
66|Niezidentyfikowane 9,81E-06 0,044 WZROST 6,4 37623
67|Esteraza Arabidopsis thaliana 2,43E-04 0,037 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 35 2 7,88 39563 6,27 38524 GDL62_ARATH
69| Niezidentyfikowane 1,28E-03 0,026 WZROST 6,52 40154
70|Niezidentyfikowane 4,65E-03 0,228 WZROST 6,77 41177 B1
71|Biatko zwigzane z dojrzewaniem nasion Hordeum vulgare 1,94E-03 0,098 WZROST MALDI-TOF 60 29 4,27 26900 4,03 40873 2::gi]326512936
73|Zaleina odATP helikaza RNA z motywem DEAD-box Oryza sativa Japonica 2,83E-04 0,105 WZROST MALDI-TOF 81 53 7,85 9299 6,49 46090
74|Beta-glukozydaza 25 Hordeum vulgare 1,18E-07 0,029 WZROST MALDI-TOF 163 46 571 35765 6,03 46392 2::gi| 326517467
75|Niezidentyfikowane 4,28E-04 0,102 WZROST 6,78 52978

Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednosta alfa,
76|mitochondrialna Brachypodium distachyon 7.72E-04 0,086 WZROST MALDI-TOF 89 48 8.07 43666 5,75 52748 326506962 A3
77|Peroksydaza chrzanowa Hordeum vulgare 5,87E-04 0,051 WZROST MALDI-TOF 86 29 6,31 36229 6,58 53093 2::gi| 326513264
80|Niezidentyfikowane 2,73E-08 0,088 WZROST 4,87 60104
81|Niezidentyfikowane 1,04E-05 0,055 WZROST 6,14 65144
82|Biatko bogate w powtdrzenia ankirynowe Hordeum vulgare 5,36E-07 0,053 WZROST MALDI-TOF 80 35 4,58 39943 4,48 65857 2::gi|326520599
84|Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu, cytoplazmatyczna Hordeum vulgare 8,10E-04 0,033 WZROST MALDI-TOF 76 27 6,27 58066 6,46 81191 2::gi| 259166850
85|Dekarboksylaza pirogronianowa, izoforma 1 Zea mays 1,91E-05 0,042 WZROST | MALDI-TOF/TOF 48 1 6,47 66355 6,16 83805 PDC1_MAIZE K2
86|Biatko szoku cieplnego 70 kDa Zea mays 7,99E-05 0,335 WZROST | MALDI-TOF/TOF 224 5 5,22 70871 5,16 94204 HSP70_MAIZE
89|Niezidentyfikowane 3,30E-02 0,028 0 spadek 5,65 15265
91|Niezidentyfikowane 1,59E-02 0,04 0 spadek 4,97 30312
92| Niezidentyfikowane 1,51E-06 0,04 0 spadek 5,4 34172
93| Niezidentyfikowane 7,80E-03 0,047 0 spadek 6,2 42101
94| Niezidentyfikowane 2,37E-05 0,125 0 spadek 4,82 47619
95| Niezidentyfikowane 1,37E-02 0,045 0 spadek 4,85 69635
96|Liaza laktoglutationowa Arabidopsis thaliana 1,15E-02 0,498 0,687 1,38 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 55 3 7,7 39427 5,31 40572 LGUC_ARATH K5
97|Biatko szoku chiodu [CSP) Hordeum vulgare 1,30E-02 0,125 0,168 134 WZROST MALDI-TOF 124 68 5,94 21903 64 25228 2::gi|326523669
98|Peroksydaza askorbinianowa 2, cytozolowa Oryza sativa 1,25E-02 0,647 0,476 0,74 spadek MALDI-TOF 117 52 5,1 27964 6,2 32457 2::gi| 15808779 H1i
99|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 8,68E-03 0,112 0,174 1,55 WZROST MALDI-TOF 123 33 5,82 55098 5,89 74589 2::gi|15147873
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Tab.4.2. Biatka, ktore wykazaty zmiany poziomu akumulacji w odpowiedzi na stres suszy W korzeniach linii hodowlanej Cam/B1/CI.

WYNIKI

Zmiana % Mw pl Mw
Numer . . L. Kontrola Susza N Metoda Punkty z . pl Numer .
) Nazwa biaka Organizm p-wartosé L. . Susza/Kontrola profilu ) . pokrycia (teoretyczna) [(eksperymen| (eksperyme | | . ; Pozycja
biaka (%6objetosciowy) | (%objetosciowy) akumulacji identyfikacji | MASCOT e —— (teretyczny) o~ talny) ntalna) Da identyfikacyjny
1|Niezidentyfikowane 3,94E-02 0,173 0,328 1,89 WZROST 4.39 13757
2|Niezidentyfikowane 2,00E-03 0,027 0,070 2,56 WZROST 4.64 14491
3|Biatko szoku cieplnego 17.6 kDa Arabidopsis thaliana 2,41E-02 0,041 0,095 2,34 WZROST |MALDI-TOF/TOF 148 15 5.36 17593 5.34 16502 HS517C_ARATH C1
4|Niezidentyfikowane 6,22E-02 0,038 0,108 2,89 WZROST 5.44 16754
5|Biatko odpowiadajgce na stres chtodu Hordeum vulgare 6,22E-03 0,124 0,243 1,95 WZROST MALDI-TOF 65 46 4.93 17659 4.79 16682 14
6/|Biatko z rodziny peroksyredoksyn Hordeum vulgare 5,34E-03 0,058 0,082 1,42 WZROST MALDI-TOF 111 54 9.04 24204 4.86 17121 2:gi]326497111
7|Niezidentyfikowane 1,55E-03 0,102 0,055 0,54 spadek 6.17 17383
8|Niezidentyfikowane 1,00E-02 0,010 0,071 7,36 WZROST 4.13 19038
9|Czynnik inicjacji translacji Secale cereale 1,58E-03 0,194 0,126 0,65 spadek MALDI-TOF 72 66 5.03 12618 5.74 19162 2::gi| 82754830
10|Niezidentyfikowane 8,25E-04 0,071 0,053 0,74 spadek 5.57 24054
11|Niezidentyfikowane 3,86E-02 0,040 0,078 1,96 WZROST 4.49 25669
12|Peroksydaza tioredoksynowa Hordeum vulgare 5,94E-03 0,062 0,082 1,33 WZROST MALDI-TOF 90 41 6.33 28441 4.76 25724 2::gi] 326496957
13|Niezidentyfikowane 3,32E-04 0,109 0,072 0,66 spadek 4.93 26805
14|Fosforybulotransferaza adeninowa Hordeum vulgare 6,61E-03 0,104 0,077 0,74 spadek MALDI-TOF 131 55 5.15 19777 4.97 28052 2::gi[9711921
15|Niezidentyfikowane 1,06E-02 0,055 0,033 0,60 spadek 4.49 27810
16|Oksydaza szczawianowa 1 Hordeum vulgare 1,55E-02 0,073 0,150 2,05 WZROST |MALDI-TOF/TOF 175 12 5.52 21304 6.16 27511 0X01_HORVU
17|Niezidentyfikowane 1,65E-02 0,094 0,063 0,67 spadek 5.20 30044
18|Niezidentyfikowane 2,50E-02 0,021 0,060 2,82 WZROST 5.16 30357
19|Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa Oryza sativa 1,71E-03 0,628 0,414 0,66 spadek MALDI-TOF 117 52 5.10 27964 5.03 31501 2::gi| 15808779 H1
Bialko zawierajgce domene wigzgcg NADP z pofatdowaniem
20|Rossmana Hordeum vulgare 1,99E-02 0,283 0,208 0,74 spadek MALDI-TOF 80 52 4.92 27313 4.92 31642 2:gi| 326494234
21|Niezidentyfikowane 3,14E-02 0,063 0,081 1,28 WZROST 5.58 33029 14
22|Niezidentyfikowane 2,56E-02 0,059 0,018 0,31 spadek 6.30 34375
23|lzomeraza izopentydifosforanowa Hordeum vulgare 1,23E-02 0,073 0,055 0,75 spadek MALDI-TOF 135 59 4.99 27252 4.92 35513 2::gi] 326508098
Biatka z rodziny hydrolaz trifosfonukleozydéw zawierajgcych
24|petle P (P-loop) Hordeum vulgare 3,97E-02 0,043 0,092 2,15 WZROST MALDI-TOF 114 40 7.08 38699 6.06 35356 :gi[ 326522022 12
25|Fitepsyna, podjednosta A Hordeum vulgare 1,31E-02 0,107 0,076 0,71 spadek MALDI-TOF 112 35 5.28 51932 4.97 36797 2::gi|5822248
26|Niezidentyfikowane 4,27E-02 0,046 0,098 2,13 WZROST 5.23 38581
27|0-metylotransferaza kwasu kawowego 1 Zea mays 3,15E-04 0,111 0,070 0,63 spadek |MALDI-TOF/TOF 49 3 5.14 29016 4.98 39638 CAMT1_MAIZE D6
28|Biatko z rodziny TRAPP | Hordeum vulgare 9,94E-04 0,068 0,055 0,81 spadek 74 4.92 32773 4.87 38983 2:gi|326502724
29|Liaza laktoglutationowa Arabidopsis thaliana 4,71E-02 0,487 0,567 1,16 WZROST |MALDI-TOF/TOF 55 3 7.7 39427 5.27 39858 LGUC_ARATH K5
30|Niezidentyfikowane 5,35E-03 0,416 0,857 2,06 WZROST 6.87 39976
31|Abhydrolaza 3 Hordeum vulgare 7,94E-03 0,153 0,101 0,66 spadek MALDI-TOF 105 41 5.46 36937 5.49 40213 1326502616
32|Aldo-keto reduktaza Hordeum vulgare 1,32E-02 0,127 0,083 0,65 spadek MALDI-TOF 80 21 6.19 37380 6.17 40392 26514718
33|Reduktaza izoflawonowa Hordeum vulgare 3,80E-02 0,085 0,066 0,78 spadek MALDI-TOF 103 40 6.16 36066 6.24 40392 1197709162 E4
34|Fruktokinaza Hordeum vulgare 3,67E-03 0,612 0,276 0,45 spadek MALDI-TOF 137 48 5.06 35907 5.07 43430 1326513418 H2
35| Rycyna, podjednosta beta, domena wigtgca weglowodany Hordeum vulgare 9,95E-06 0,187 0,336 1,79 WZROST MALDI-TOF 137 38 5.71 35765 6.16 42919 2:gi| 326517467
36|Niezidentyfikowane 1,56E-02 0,042 0,060 1,41 WZROST 6.40 43110
37| Rycyna, podjednosta beta, domena wigzgca weglowodany Hordeum vulgare 4,68E-02 0,066 0,132 2,00 WZROST MALDI-TOF 131 38 5.71 35765 6.07 43110 2::gi]|326517467
38|Niezidentyfikowane 7,64E-03 0,094 0,063 0,67 spadek 5.11 45295
39|Niezidentyfikowane 7,27E-05 0,318 0,150 0,47 spadek 5.68 45691
40|Dehydrogenaza jabiczanowa, cytozolowa Hordeum vulgare 7,46E-03 1,060 0,676 0,64 spadek MALDI-TOF 99 45 5.62 35920 5.82 45295 2::gi| 326490940
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednostak beta,
41| mitochondrialna Arabidopsis thaliana 1,37E-02 0,893 0,629 0,70 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 45 4 5.67 39436 4.92 46392 QDPB_ARATH
42|Niezidentyfikowane 3,62E-02 0,013 0,038 2,97 WZROST 4.51 47619
43|Niezidentyfikowane 3,86E-05 0,061 0,109 1,77 WZROST 5.23 51054
44|Syntaza S-adenozylometioninowa 2 Hordeum vulgare 4,44E-03 0,652 0,331 0,51 spadek |MALDI-TOF/TOF| 436 14 5.58 43257 5.91 55940 METK2_HORVU E1
45|Syntaza S-adenozylometioninowa 2 Hordeum vulgare 1,29€-02 1,198 0,639 0,53 spadek MALDI-TOF 126 45 5.51 43138 5.76 55455 1:METK3_HORVU 1
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WYNIKI

46|Niezidentyfikowane 7,07E-03 0,023 0,075 3,29 WZROST 5.27 58811
47|Niezidentyfikowane 1,06E-02 0,032 0,059 1,86 WZROST 4.70 59196 13
Niezidentyfikowane 2,13E-03 0,006 0,042 7,21 WZROST 6.01 60894
1,17E-02 0,059 0,108 1,84 WZROST 6.78 62642
50[Niezidentyfikowane 1,48E-03 0,242 0,098 0,40 spadek 5.04 63880 D5
51 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanu Hordeum vulgare 3,45E-02 0,546 0,401 0,73 spadek MALDI-TOF 151 45 5.20 51783 5.17 65286 1:UGPA_HORVU
52(265 proteaza, podjednostak 6A, homolog Oryza sativa 8,23E-04 0,097 0,062 0,64 spadek MALDI-TOF 88 48 5.51 21851 4.74 65428
53|26S proteaza, podjednostak 6A, homolog Brassica campestris 4,21E-04 0,088 0,032 0,36 spadek MALDI-TOF 176 38 4.97 48557 4.82 65286
54|Niezidentyfikowane 1,92E-03 0,468 2,984 6,40 WZROST 6.68 66465
55|Niezidentyfikowane 2,95E-03 0,250 0,955 3,82 WZROST 6.55 64720
56|Niezidentyfikowane 2,42E-03 0,154 0,450 2,92 WZROST 6.42 66000
57[Niezidentyfikowane 4,49E-03 0,077 0,040 0,52 spadek 4.87 69128
Niezidentyfikowane 7,57E-03 0,085 0,043 0,51 spadek 4.75 69128
6,74E-03 0,182 0,585 3,22 WZROST 6.47 66322
60|Niezidentyfikowane 9,46E-04 0,112 0,047 0,41 spadek 6.27 71179
61|Niezidentyfikowane 8,08E-03 0,159 0,222 1,39 WZROST 6.12 74010 D1
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-karboksylanu 12A1,
62|mitochondrialna Arabidopsis thaliana 1,10E-03 0,061 0,082 1,35 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 137 [ 6.26 62190 6.42 75283 AL121_ARATH 12
63|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 1,42E-02 0,087 0,133 1,53 WZROST MALDI-TOF 123 33 5.82 55098 6.20 74735 2::gi|15147873 Kb
64|Niezidentyfikowane 1,32E-02 0,067 0,090 1,33 WZROST 6.31 77140 D3
65|Dekarboksylaza pirogronianowa, izoforma 1 Zea mays 8,98E-04 0,003 0,026 7,77 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 48 1 6.47 66355 6.16 80208 PDC1_MAIZE K2
66|Mutaza bisfosfoglicerynianowa Zea mays 2,79E-03 0,031 0,088 3,15 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 61 24 5.39 61316 6.25 85454 PNGI_MESCR K3
67|Dehydrogenaza jablczanowa zaleina od NADP Hordeum vulgare 1,18E-02 0,047 0,116 2,47 WZROST MALDI-TOF 122 26 6.46 68655 5.99 85246 2::gi|326530055
68[Fosfoglukomutaza 1 Hordeum vulgare 6,90E-03 0,171 0,136 0,80 spadek MALDI-TOF 218 49 5.28 62954 5.49 87137 2::gi| 326504468 D7
69|V-typ ATPaza, podjednostak A Hordeum vulgare 5,32E-03 0,123 0,094 0,76 spadek MALDI-TOF 241 52 5.23 68752 5.30 87349 :gi|11527563 D4
70|Dehydrogenaza jablczanowa zaleina od NADP Oryza sativa 2,09E-02 0,024 0,058 2,35 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 39 1 6.7 70278 6.32 86292 MAOC_ORYSI I
71|Biatko szoku cieplnego 70 kDa Vigna radiata 8,97E-04 0,350 0,198 0,51 spadek MALDI-TOF 74 26 5.14 71583 5.09 88420 2:gi|45331283 H3
72|Niezidentyfikowane 1,33E-02 0,037 0,178 4,78 WZROST 6.15 93518
73|Niezidentyfikowane 5,54E-04 0,045 0,108 2,42 WZROST 5.95 90161
74|Niezidentyfikowane 3,22E-03 0,040 0,069 1,72 WZROST 5.63 92837
75|Amoniakoliaza fenyloalaniny Oryza sativa 2,55E-06 0,265 0,094 0,36 spadek MALDI-TOF 78 30 5.73 54553 6.25 93518 2::gi|1944573 13
76|Biatko szoku cieplnege 70 kDa Spinacia oleracea 8,96E-03 0,112 0,155 1,38 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 80 2 4.87 64918 4.60 94434 HSP7S_SPIOL
77|Amoniakoliaza fenyloalaniny Hordeum vulgare 6,23E-04 0,074 0,036 0,49 spadek MALDI-TOF 109 32 5.89 76199 6.36 9204 2::gi|326526355
78|Niezidentyfikowane 2,06E-03 0,026 0,084 3,25 WZROST 5.36 95592
79|Transketolaza Zea mays 2,62E-03 0,085 0,131 1,54 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 47 1 5.47 73347 5.49 95359 TKTC_MAIZE
80|Transketolaza Zea mays 1,62E-02 0,045 0,080 1,77 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 49 1 5.47 73347 5.42 95825 TKTC_MAIZE
82|Kazeino-lityczna proteaza serynowa Brachypodium distachyon 3,28E-03 0,043 0,063 1,46 WZROST MALDI-TOF 113 17 5.95 97689 5.59 103345 :gi 357149201
83|Lipoksygenaza Hordeum vulgare 3,96E-03 0,122 0,170 1,40 WZROST MALDI-TOF 91 17 5.73 96447 6.17 104104 1:LOX1_HORVU
84|Niezidentyfikowane 1,29E-04 0,171 0,757 4,42 WZROST 6.61 65002
85[Niezidentyfikowane 1,17E-02 0,514 0,319 0,62 spadek 5.03 87990
86[V-typ ATPaza Hordeum vulgare 1,84E-03 0,361 0,210 0,58 spadek MALDI-TOF 124 32 5.54 73034 6.03 99393 2::gi]326514246
87|Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Hordeumn vulgare 3,30E-02 0,164 0,570 347 WZROST MALDI-TOF 89 49 5.83 16917 5.77 15298 2:gi[326490111 K8
88|Niezidentyfikowane 5,30E-03 0,115 0,087 0,76 spadek 36960
89[Niezidentyfikowane 2,96E-02 0,096 0,067 0,70 spadek 27273
90|Transferaza S-glutationowa Hordeum vulgare 5,81E-03 0,071 0,032 0,45 spadek MALDI-TOF 80 29 5.41 25132 32018 2::gi]326501538
91[Amoniakoliaza fenyloalaniny Oryza sativa 9,64E-04 0,076 0,033 0,44 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 109 3 6.07 76021 .. 94665 PAL1_ORYS) E3
92|Biatko szoku cieplnege 70 kDa Hordeumn vulgare 1,94E-02 0,041 0,094 2,27 WZROST MALDI-TOF 113 34 5.14 71620 4.97 87900 2::gi|224098390
94|Niezidentyfikowane 2,65E-03 0,054 WZROST 5.83 20537 K4
95|Niezidentyfikowane 8,05E-06 0,080 WZROST 5.72 28358
96|Aldolaza 2-hydro-3-deoksyfosfoheptonowa Morinda citrifolia 1,24E-06 0,029 WZROST MALDI-TOF 73 35 7.28 59529 6.67 35251 2::gi|2546988
97|Niezidentyfikowane 3,83E-03 0,020 WZROST 6.41 36906 E2
99|Niezidentyfikowane 2,28E-03 0,048 WZROST 6.74 74917
100|Dehydrogenaza semialdehydu aminoadypinowego Hordeum vulgare 2,69E-06 0,024 WZROST MALDI-TOF 96 32 5.77 55081 6.09 77517 11326510533
101|Niezidentyfikowane 6,28E-03 0,049 WZROST 6.32 91267
102|Niezidentyfikowane 3,62E-04 0,049 0,00 spadek 5.69 15397
103|Niezidentyfikowane 2,34E-03 0,022 0,00 spadek 5.65 28978
104|0-metylotransferaza flawoncidowa Hordeumn vulgare 1,14E-04 0,030 0,00 spadek MALDI-TOF 116 34 5.64 38982 5.90 44933 2::gi|148337324
105|Niezidentyfikowane 1,53E-03 0,062 0,013 0,21 spadek 4.90 79623
106|Fruktokinaza Hordeum vulgare 1,61E-03 0,122 0,00 spadek MALDI-TOF 152 58 5.67 34933 5.57 81588 2::gi326489677
107|Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna Oryza sativa 2,56E-02 0,518 0,371 0,72 spadek |MALDI-TOF/TOF 57 8 5.97 25432 5.56 45689 SODM3_MAIZE K7
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Tab. 4.3. Bialka, ktore wykazaty zmiany poziomu akumulacji w odpowiedzi na stres suszy W korzeniach odmiany Stratus

WYNIKI

Zmiana % Mw pl Mw
Numer . B . Kontrola Susza . Metoda Punkty z R pl Numer B
el Nazwa biaka Organizm p-wartoéé (ssobjetoiciowy)|(objetoiciowy) Susza/Kontrola [ profilu identyfikacji | MASCOT pokrycia (teretyczny) (teoretyczna) | (eksperymen | (eksperymen identyfikacyiny Pozycja
akumulacji sekwencji Da talny) talna) Da

1|Niezidentyfikowane 7,49E-03 0,214 0,127 0,60 spadek 6.31 14120 F1

2|Niezidentyfikowane 3,88E-02 0,223 0,174 0,78 spadek 5.79 15498

3|Niezidentyfikowane 1,51E-02 0,339 0,412 1,21 WZROST 6.40 19867

4|Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Triticum aestivum 2,95E-02 0,109 0,532 4,88 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 106 15 5.80 16868 5.58 16927 HS16A_WHEAT K8

5|Niezidentyfikowane 1,69E-01 0,042 0,028 0,66 spadek 6.23 18792

6|Niezidentyfikowane 2,65E-02 0,083 0,026 0,32 spadek 5.30 21169

7|Niezidentyfikowane 1,12E-03 0,020 0,077 3,82 WZROST 5.64 21963 K4

8|Niezidentyfikowane 1,48E-04 0,046 0,00 spadek 4.42 31408

9|Niezidentyfikowane 2,44E-02 0,095 0,191 2,01 WZROST 6.39 29167 Al
10|Germina 8-5 Oryza sativa 9,97E-03 0,206 0,102 0,49 spadek |MALDI-TOF/TOF| 120 7 6.40 24400 6.56 29677 GL85_ORYS) G1
11|Niezidentyfikowane 3,50E-02 0,101 0,074 0,73 spadek 6.34 31455

12|Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa Oryza sativa 3,33E-02 0,505 0,397 0,78 spadek |MALDI-TOF/TOF 165 9 5.10 27215 5.01 33225 APX2_ORYSJ H1
13|Niezidentyfikowane 8,89E-03 0,018 0,051 2,79 WZROST 5.43 34122 F3
14|Niezidentyfikowane 1,72E-02 0,043 0,062 1,43 WZROST 5.49 34021 14
15|Niezidentyfikowane 1,23E-02 0,050 0,034 0,69 spadek 5.07 35565

16|Niezidentyfikowane 3,00E-05 0,044 0,00 spadek

17|Niezidentyfikowane 2,53E-02 0,040 0,059 1,46 WZROST 6.10 37511

18|Biatko z rodziny 14-3-3 (GF14-6) Zea mays 8,79E-03 0,097 0,064 0,66 spadek |MALDI-TOF/TOF 213 11 4.60 29758 4.54 38868 14331_MAIZE
19|Biatko z rodziny 14-3-3 (GF14-6) Zea mays 2,32E-02 0,154 0,126 0,82 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 215 11 4.60 29758 4.60 38753 14331_MAIZE
20|Biatko z rodziny 14-3-3 (GF14-6) Zea mays 3,29E-04 0,033 0,048 1,42 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 215 11 4.60 29758 5.66 37990 14331 MAIZE F4
21|Niezidentyfikowane 4,79E-03 0,039 0,018 0,47 spadek 5.22 38410

22|Niezidentyfikowane 3,14E-02 0,048 0,026 0,53 spadek 5.44 38297

23|0-metylotransferaza kwasu kawowego 1 Zea mays 1,08E-02 0,096 0,065 0,67 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 49 3 5.14 29016 4.98 40392 CAMT1_MAIZE D6
24|Liaza laktoglutationowa Arabidapsis thaliana 8,11E-02 0,405 0,537 1,33 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 55 3 7.7 39427 5.27 39858 LGUC_ARATH K5
25|Biatko wig#gce nukleotyd guaninowy Oryza sativa 1,04E-02 0,152 0,122 0,80 spadek |MALDI-TOF/TOF 85 3 6.0 36665 6.32 42476 GBLPA_ORYSJ
26|Fruktokinaza 2 Oryza sativa 2,90E-04 0,857 0,459 0,48 spadek  |MALDI-TOF/TOF 58 20 4.9 35883 5.08 44602 2:gi|326513418 H2
27|Fruktokinaza 2 Oryza sativa 4,45E-04 0,301 0,156 0,52 spadek |MALDI-TOF/TOF 74 8 4.9 35893 4.96 45393 SCRK2_ORYSI
28|Niezidentyfikowane 7,04E-02 0,195 0,397 2,04 WZROST 5.98 48456

29| Niezidentyfikowane 5,80E-04 0,136 0,057 0,42 spadek 5.20 45000

30|Niezidentyfikowane 6,70E-03 0,060 0,024 0,40 spadek 6.53 45990

31|Beta-glukozydaza Oryza sativa 1,01E-02 0,073 0,033 0,46 spadek |MALDI-TOF/TOF a7 2 5.5 57440 6.14 48773 BGI25_ORYSJ
32|Aldolaza fruktozo-bisfosforanu Zea mays 2,66E-02 0,208 0,145 0,70 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 87 3 8.6 39036 6.43 48667 ALF_MAIZE
33|Niezidentyfikowane 3,73E-03 0,182 0,093 0,51 spadek 5.42 47723

34|Niezidentyfikowane 1,64E-02 0,184 0,103 0,56 spadek 6.12 57500 F5
35|Niezidentyfikowane 1,66E-02 0,497 0,317 0,64 spadek 5.69 51165

1,42E-02 0,141 0,079 0,56 spadek 5.60 50173
37|Niezidentyfikowane 7,12E-03 0,068 0,087 1,27 WZROST 6.18 55697
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednosta beta,

38|mitochondrialna Brachypodium distahyon 3,38E-02 0,167 0,215 1,28 WZROST MALDI-TOF 8% 48 8.07 43666 5.68 56379 2::gi|326506962 A3
39|Dehydrogenaza mréwczanowa Hordeum vulgare 2,93E-02 0,083 0,148 1,78 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 90 29 7.1 41747 6.78 52862 FDH_HORVU F2
40|Niezidentyfikowane 9,46E-03 0,542 0,433 0,80 spadek 5.34 55334
41|Syntaza S-adenozylometioninowa 3 Hordeum vulgare 6,76E-03 0,746 0,483 0,65 spadek |MALDI-TOF/TOF| 102 33 5.4 43138 5.68 59843 METK3_HORVU J1
42|Niezidentyfikowane 5,53E-03 0,133 0,075 0,56 spadek 5.79 62778
43| Niezidentyfikowane 1,20E-02 0,077 0,038 0,49 spadek 5.54 65002
44| Niezidentyfikowane 1,02E-03 0,401 0,217 0,54 spadek 5.07 65571 D5
45|Syntaza ATP, podjednosta beta, mitochndrialna Hordeum vulgare 4,07E-02 0,082 0,056 0,67 spadek  |MALDI-TOF/TOF| A8 66 7.8 6430 5.27 67959 ATP5B_HORVU Ad
46| Niezidentyfikowane 2,70E-03 0,066 0,085 1,28 WZROST 5.77 69975
47 |Niezidentyfikowane 1,30E-02 0,095 0,039 0,41 spadek 6.23 75467
48| Niezidentyfikowane 1,06E-04 0,031 0,011 0,35 spadek 5.30 76392
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WYNIKI

49[Niezidentyfik 1 4,63E-03 0,185 0,220 1,19 WZROST 6.08 76578 D1
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu 12A1,

50|mitochondrialna Arabidopsis thaliana 4,95E-02 0,062 0,086 1,37 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 137 6 6.26 62190 6.39 78277 AL121 ARATH J2
51|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 1,19E-03 0,091 0,161 1,76 WZROST MALDI-TOF 123 33 5.82 55098 6.18 78086 2::gi[15147873 K6
52|Niezidentyfikowane 1,40E-02 0,088 0,123 1,39 WZROST 6.29 79430 D3
53|Dekarboksylaza pirogrnonianowa 1 Zea mays 2,34E-04 0,014 0,032 2,32 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 48 1 6.47 66355 6.12 82588 PDC1_MAIZE K2
54|Dehydrogenaza semialdehydu bursztynowego, mitochondrialna| A. thaliana 4,36E-02 0,113 0,123 1,09 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 70 2 5.8 70240 6.08 84214 DHSA1_ARATH
55|Niezidentyfikowane 2,19E-03 0,103 0,066 0,64 spadek 5.93 65039 F&
56|Niezidentyfikowane 2,05E-03 0,080 0,267 3,36 WZROST 6.46 85038 A2
57|Mutaza bisfosfogliceynianowa Zea mays 8,79E-04 0,025 0,136 5,45 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 61 24 5.39 61316 6.21 86082 PNGI_MESCR K3
58[Niezidentyfikowane 8,60E-03 0,076 0,054 0,71 spadek 5.43 87990

59|V-typ ATPaza, podjednostka A Hordeum vulgare 3,14E-02 0,094 0,077 0,82 spadek |MALDI-TOF/TOF 73 3 5.0 69111 5.35 88636 VATA_ARATH D4
60(V-typ ATPaza, podjednostka A Hordeum vulgare 1,85E-03 0,304 0,217 0,71 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 156 3 5.3 64400 5.31 88636 VATA_HORVU
61[Fosfoglukomutaza 1 Hordeum vulgare 7,65E-03 0,168 0,125 0,74 spadek MALDI-TOF 218 49 5.28 62954 5.51 87563 2::g1326504468 D7
62|Biatko szoku cieplnego 70 kDa Arabidopsis thaliana 2,92E-03 0,486 0,305 0,63 spadek |MALDI-TOF/TOF| 253 5 4.9 71712 5.14 91044 HSP70_ARATH H3
63[Niezidentyfikowane 1,11E-04 0,019 0,00 spadek 6.75 90602

64|Niezidentyfikowane 3,00E-02 0,083 0,039 0,47 spadek 6.52 89942

65[Niezidentyfikowane 9,12E-09 0,026 0,00 spadek 5.89 89287

66|Niezidentyfikowane 7,59E-02 0,024 0,033 1,33 WZROST 5.79 91489

67[Amoniakoliaza fenyloalaniny Oryza sativa 1,54E-02 0,259 0,097 0,37 spadek MALDI-TOF 78 30 5.73 54553 6.23 93063 2:gi| 1944573 13
68|Niezidentyfikowane 4,21E-03 0,082 0,066 0,81 spadek 5.31 96764

69[Niezidentyfikowane 4,30E-03 0,240 0,112 0,47 spadek 6.53 96293

70|Niezidentyfikowane 5,71E-03 0,141 0,053 0,37 spadek 6.87 102343

71[Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna Zea mays 4,23E-03 0,368 0,199 0,54 spadek |MALDI-TOF/TOF 57 8 5.97 25432 5.49 44933 SODM3_MAIZE K7
72|Niezidentyfikowane 6,54E-03 0,099 0,014 0,14 spadek 6.19 101597

73[Niezidentyfikowane 5,99E-04 0,224 0,109 0,49 spadek 6.40 43174

74|Niezidentyfikowane 2,89E-02 0,024 0,050 2,09 WZROST 5.62 93518

75[Niezidentyfikowane 6,32E-03 0,033 0,016 0,47 spadek 5.25 42539

76|Niezidentyfikowane 3,98E-03 0,019 0,053 2,78 WZROST 5.66 62099

77|Niezidentyfikowane 4,89E-03 0,084 WZROST 6.00 12346

79|Biatko szoku cieplnege 70 kDa Zea mays 2,64E-02 0,182 0,375 2,06 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 224 5 5.22 70871 5.67 67093 HSP70_MAIZE
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Tab. 4.4. Bialka, ktore wykazaty zmiany poziomu akumulacji w odpowiedzi na stres suszy W korzeniach odmiany Sebastian.

WYNIKI

Zmiana % Mw pl Mw
Numer B B L. Kontrola Susza N Metoda Punkty z B pl Numer B
biaka Nazwa biaka Organizm p-wartoéé (ssobjetotciowy)|(%objetotciowy) Susza/Kontrola | profilu identyfikacji | MASCOT pokrycia e (teoretyezna) | (eksperymen |(eksperymen identyfikacyjny Pozycja
akumulacji sekwencji Da talny) talna) Da
1[Syntaza kalozy Arabidopsis thaliona 4,65E-03 0,248 0,373 1,50 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 100 6 53 20060 5.08 13639 GRP1_ARATH
2|Niezidentyfikowane 3,31E-02 0,389 0,194 0,50 spadek 6.33 14460 F1
3[Niezidentyfikowane 7,64E-05 0,046 0,101 2,21 WZROST 6.11 15769 B2
4|Niezidentyfikowane 2,57E-02 0,388 0,310 0,80 spadek 5.14 16395
5[Niezidentyfikowane 4,09E-02 0,028 0,058 2,06 WZROST 5.28 18670
6[Niezidentyfikowane 7,15E-04 0,135 0,268 1,99 WZROST 5.92 20492
7[Niezidentyfikowane 1,37E-02 0,039 0,073 1,87 WZROST 5.65 22010 K4
8[Niezidentyfikowane 1,89E-04 0,050 0,122 2,44 WZROST 4.98 26747
9[Niezidentyfikowane 1,46E-02 0,567 0,802 1,41 WZROST 5.71 28916
14|Germina 8-5 Oryza sativa 7,77E-06 0,302 0,142 0,47 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 120 7 6.4 24400 6,73 28666 GL85_ORYSJ G1
11|Niezidentyfikowane 3,37E-02 0,046 0,059 1,30 WZROST 5.50 34223 14
12|Biatko z rodziny 14-3-3 Hordeum vulgare 8,40E-04 0,029 0,038 1,35 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 71 3 7.7 39427 5.69 37958 1433A_HORVU F4
13|Liaza laktoglutationowa Arabidopsis thaliana 3,13E-03 0,247 0,535 2,17 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 55 3 7.7 39427 5.27 39858 LGUC_ARATH K5
14|Niezidentyfikowane 8,47E-04 0,355 1,030 2,90 WZROST 6.77 40273
15|Niezidentyfikowane 3,32E-03 0,077 0,168 2,17 WZROST 6.63 41055 Bl
16|Niezidentyfikowane 1,04E-02 0,079 0,149 1,88 WZROST 6.51 41791
17|Reduktaza izoflawonowa Hordeum vulgare 1,33E-02 0,049 0,055 1,12 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 66 3 8.5 35860 6.14 43688 2::gi| 197709162 E4
18[Niezidentyfikowane 2,17€-03 0,031 0,019 0,62 spadek 6.11 44273
19|Dehydrogenaza jabiczanowa, mitochondrialna Brassica napus 1,52E-01 0,391 0,278 0,71 spadek MALDI-TOF 86 45 6.0 45673 6.65 43688
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednostka beta,
20[mitochondrialna Brachypodium distahyon 4,33E-04 0,148 0,427 2,89 WZROST MALDI-TOF 89 48 8.07 43666 5.98 48667 2::gi| 326506962
21[Niezidentyfikowane 3,73E-03 0,114 0,064 0,56 spadek 6.12 51500 F5
22|Niezidentyfikowane 5,31E-05 0,269 0,133 0,49 spadek 5.63 49955
23|Niezidentyfikowane 5,24E-02 0,233 0,187 0,80 spadek 5.58 51165
24|Niezidentyfikowane 3,60E-05 0,149 0,042 0,28 spadek 6.14 54498
25[Niezidentyfikowane 8,43E-03 0,033 0,017 0,53 spadek 6.76 51165
26|Niezidentyfikowane 9,30E-04 0,329 0,227 0,69 spadek 5.79 56184
27|Dehydrogenaza mréwczanowa, mitochondrialna Dauca carota 1,68E-02 0,095 0,147 1,55 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 115 4 7.2 52308 6.77 53209 CISY_DAUCA F2
28[Czynnik elongacyjny Tu, mitochondrialny Arabidopsis thaliana 1,61E-02 0,064 0,094 1,47 WZROST |MALDI-TOF/TOF]| 65 2 6.3 49607 5.97 57796 EFTM_ARATH
29(Syntaza S-adenozylometioninowa 1 Hordeum vulgare 1,52E-02 0,774 0,526 0,68 spadek |MALDI-TOF/TOF 98 9 5.6 43247 5.70 60235 METK3_HORVU 1
30[Syntaza S-adenozylometioninowa 2 Hordeum vulgare 1,62E-03 0,532 0,325 0,61 spadek |MALDI-TOF/TOF| 436 14 5.58 43257 5.83 61829 METK2_HORVU E1
31|Niezidentyfikowane 3,22E-06 0,067 0,166 2,49 WZROST 5.56 67959
Dehydrogenaza semialdehydu bursztynowego,
32|mitochondrialna Oryza sativa 2,00E-02 0,073 0,139 1,91 WZROST _|MALDI-TOF/TOF| 125 3 9.1 56457 6.16 71179 SSDH_ORYSJ
33[Niezidentyfikowane Hordeum vulgare 2,95E-03 0,117 0,057 0,49 spadek 6.21 75283 RBB_HORVU
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu,
34|mitochondrialna Arabidopsis thaliana 1,459E-02 0,055 0,089 1,62 WZROST |MALDI-TOF/TOF| 137 6 6.26 62190 6.38 78086 AL121 ARATH 12
35|Niezidentyfikowane 7,64E-05 0,118 0,059 0,50 spadek 5.92 85454 F6
36|Mutaza bisfosfoglicerynianowa Oryza sativa 2,03E-04 0,033 0,132 3,98 WZROST |MALDI-TOF/TOF]| 61 24 5.39 61316 6.19 86502 PNGI_MESCR K3
37|Niezidentyfikowane 8,41E-06 0,022 0,00 spadek 6.72 91044
38|Amoniakoliaza fenyloalaniny Oryza sativa 8,26E-04 0,329 0,121 0,37 spadek MALDI-TOF 78 30 5.73 54553 6.21 93063 2::gi1944573 13
— 35|Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna Zea mays 2,75E-05 0,310 0,149 0,48 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 57 5.97 25432 5.50 45295 SODM3_MAIZE K7
40|Niezidentyfikowane 1,68E-03 0,034 0,018 0,53 spadek 5.73 63742
4A1|Niezidentyfikowane 3,10E-02 0,027 0,041 1,53 WZROST 6.32 84419
42|Amoniakoliaza fenyloalaniny Oryza sativa 8,92E-04 0,060 0,020 0,34 spadek  |MALDI-TOF/TOF| 109 3 6.07 76021 6.10 93746 PAL1_ORYSJ E3
43|Niezidentyfikowane 4,09E-04 0,130 0,074 0,56 spadek 6.32 44012
44|Niezidentyfikowane 1,78E-03 0,021 0,057 2,68 WZROST 4.69 61964
45|Niezidentyfikowane 6,52E-04 0,023 0,047 2,08 WZROST 4.74 61695 13
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WYNIKI

46|Niezidentyfikowane 9,73E-04 0,058 0,102 1,75 WZROST 5.81 14745

47|Niezidentyfikowane 1,96E-03 0,011 0,050 4,52 WZROST 5.04 18549

48|Niezidentyfikowane 5,88E-04 0,060 0,173 2,88 WZROST 4.80 18833

49|Niezidentyfikowane 1,85E-04 0,040 0,197 4,91 WZROST 4.45 19203

50|Biatko regulowane stresem chlodu Hordeum vulgare 1,29E-04 0,034 0,159 4,66 WZROST MALDI-TOF 65 46 4.93 17659 4.62 18914 2::gi|10799810 14
51|Niezidentyfikowane 6,05E-03 0,067 0,186 2,94 WZROST 4.73 19752

52|Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1 Brachypodium distachyon 2,73E-03 0,021 0,047 7,72 WZROST MALDI-TOF 86 29 5.78 20173 6.18 23235 2::gi|357137226 B3
53 |Niezidentyfikowane 2,38E-04 0,013 0,035 2,66 WZROST 5.44 34122 F3

Biatka z rodziny hydrolaz trifosfonukleozydéw zawierajacych

54|petle P (P-loop) Hordeum vulgare 4,44E-06 0,011 0,185 16,34 WZROST MALDI-TOF 114 40 7.08 38699 5.98 38410 2::gi|326522022 12
55 |Niezidentyfikowane 5,83E-04 0,022 0,063 2,81 WZROST 5.80 48561

56|Niezidentyfikowane 7,55E-03 0,070 0,164 2,34 WZROST 6.27 72052

57|Dekarboksylaza pirogronianowa 1 Zea mays 1,29E-03 0,011 0,035 3,29 WZROST |MALDI-TOF/TOF 438 1 6.47 66355 6.11 82790 PDC1_MAIZE K2
58|Niezidentyfikowane 6,76E-03 0,023 0,035 1,51 WZROST 5.06 21032

59|Niezidentyfikowane 1,29E-06 0,108 WZROST 4.13 19624

60|Niezidentyfikowane 1,48E-04 0,096 WZROST 4.32 19539

61|Niezidentyfikowane 4,78E-03 0,186 WZROST 5.12 19038

62|Niezidentyfikowane 4,66E-04 0,044 WZROST 4.23 20448

63 |Niezidentyfikowane 1,15E-05 0,041 WZROST 5.58 32592

64|Niezidentyfikowane 1,16E-04 0,038 WZROST 6.28 39564 E2
65|Niezidentyfikowane 4,32E-06 0,107 WZROST 4.01 44273

66|Niezidentyfikowane 1,95E-05 0,114 WZROST 6.18 54735

67|Niezidentyfikowane 1,24E-04 0,061 WZROST 6.69 52748

68|Niezidentyfikowane 2,41E-07 0,055 WZROST 6.61 64020

69|Niezidentyfikowane 3,38E-06 0,028 WZROST 5.41 65857

70|Dehydrogenaza jabiczanowa zaleina od NADP Oryza sativa 1,15E-06 0,141 WZROST [MALDI-TOF/TOF 39 1 6.7 70278 6.29 86082 MAOC_ORYS) 11
71|Niezidentyfikowane 5,58E-06 0,069 0,00 spadek 6.03 45890

72|Niezidentyfikowane 2,70E-02 0,018 0,051 2,87 WZROST 6.98 46701

73|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 1,65E-01 0,103 0,165 1,60 WZROST MALDI-TOF 123 33 5.82 55098 5.78 76021 2::gi|15147873 K6
74|Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 2,57E-03 0,031 0,080 2,56 WZROST MALDI-TOF 132 37 5.47 55276 5.45 78065 115147871
75|Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Triticum aestivum 5,42E-03 0,037 0,145 3,88 WZROST |MALDI-TOF/TOF 106 15 5.80 16868 5.11 17092 HS16A_WHEAT K8
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Najwigksza liczbg biatek, ktorych poziom akumulacji zmienit si¢ w warunkach
stresu suszy, charakteryzowaty si¢ korzenie linii Cam/B1/Cl — 104 biatka roéznicujace. U
odmian Maresi i Stratus znaleziono po 78 takich biatek, natomiast u odmiany Sebastian
wykryto 75 biatek roznicujagcych. W korzeniach odmiany Maresi wykryto 24 biatka, ktore
ulegly ekspresji tylko w przypadku roslin wzrastajacych w warunkach suszy. Wsrod biatek
réznicujacych korzenie kontrolne od korzeni poddanych niedoborowi wody u odmian
Maresi i Sebastian znaczaca wigkszos¢ stanowity te, ktore w odpowiedzi na stres wykazaty
podwyzszony poziom akumulacji. U odmiany Stratus zaobserwowano odwrotng tendencje,
i przewazajaca liczba biatek réznicujgcych posiadata obnizony poziom akumulacji. Dla
linii hodowlanej Cam/B1/CI liczba biatek wykazujacych wzrost w profilu akumulacji w
niewielkim stopniu przewyzszata liczb¢ bialek o obnizonym poziomie ekspresji (Tab. 4.5;
Ryc. 4.4).

Tab. 4.5. Poréwnanie czterech badanych genotypdéw jeczmienia pod wzgledem liczby
biatek reagujacych zmiang poziomu akumulacji na niedobor wody.

Genotyp

MARESI CAM/B1/CI STRATUS SEBASTIAN

Biatka odpowiadajgce zmiana
poziomu akumulacji w odpowiedzi 78 104 78 75
na stres suszy

Biatka zidentyfikowane 45 61 31 26
Wzrost poziomu akumulacji 55 55 27 53
Spadek poziomu akumulacji 23 49 51 22
Biatka wykryte wytacznie w 24 v 1 12

korzeniach roslin poddanych suszy
Biatka wykryte wylacznie w 6 4 4 2

korzeniach roslin kontrolnych
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Wozrost poziomu 1
akumulacji biatek
(%)

70% 70% 52% 35%

MARESI (78)  SEBASTIAN (75) CAM (104) STRATUS (78)

Spadek poziomu

akumulacji biatek d d
(%) A l

Ryc. 4.4. Zréznicowanie badanych linii jeczmienia pod wzgledem procentowego udziatu
biatek wykazujacych wzrostu i spadek poziomu akumulacji w warunkach niedoboru wody
w porownaniu do warunkoéw kontrolnych.

Wszystkie zidentyfikowane biatka zostalty pogrupowane w zaleznosci od
pelnionych funkcji  biologicznych (Ryc. 4.5). Wsérdd zidentyfikowanych biatek
najliczniejsza grupe stanowity bialka petnigce funkcje obronne (43%) m.in. biatka szoku
cieplnego, biatka zwigzane z osmoregulacja oraz zaangazowane w usuwanie wolnych
rodnikow. Biatka te wykazaty najsilniejszy wzrost poziomu akumulacji w korzeniach
ros$lin wzrastajacych w warunkach niedoboru wody w poréwnaniu do roslin kontrolnych.
Podobny profil zmian akumulacji charakteryzowatl biatka, ktorych funkcje zwigzane sg z
metabolizmem wegla (28%). Z kolei biatka, ktorych poziom akumulacji spadat w
warunkach niedoboru wody byly zwigzane z metabolizmem wtérnym (6%) oraz
metabolizmem azotu (3%). Pozostate grupy funkcyjne: transport elektronéw (13%),
regulacja ekspresji gendw (3%), inne (4%) wykazaty podobny poziom wzrostu i1 spadku w
profilach akumulacji biatek (Ryc. 4.5; Tab. 4.6).

Metabolizm azotu

3%
Ekspresja genéw
3% A

Metabolizm wtérny .

6%

Mechanizmy obronne

43%
Transport elektronéw

13%

Metabolizm wegla
28%

Ryc. 4.5. Procentowy podziat biatek odpowiadajacych na stres suszy z uwzglgdnieniem
funkcji biologicznych pelnionych w komorkach roslinnych.
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Tab. 4.6. Liczba biatek zidentyfikowanych w korzeniach czterech genotypow jeczmienia, z
podzialem na funkcje biologiczne oraz uwzglednieniem wzrostu (1) i spadku (]) poziomu
akumulacji.

Genotyp
Funkcje biologiczne
MARESI CAM/B1/CI STRATUS SEBASTIAN
Mechanizmy obronne (71) 17t 7] 111 11} 61 7| 1t 1)
Metabolizm wegla (45) 71 3] 141 7| 41 5] 41 1)
Transport elektronow (21) 41 1] 31 4] 21 3] 31 1
Metabolizm azotu (5) - - - 2] - 1] - 2]
Metabolizm wtorny (11) - - - 6] - 2] 11 2]
Regulacja ekspresji genow (5) 21 - - 1] - 1] 11 -
Inne (6) 2y 1 11 2] - - - -
Razem (163) 321 12 291 32| 121 19] 191 8}

W grupie bialek pelnigcych funkcje obronne, ktorych poziom akumulacji ulegt
zmianie w warunkach suszy we wszystkich badanych odmianach jgczmienia
zidentyfikowano biatka szoku cieplnego. Biatko szoku cieplnego o masie 16.9 kDa
(sHSP16.9) charakteryzowalo si¢ wigkszym anizeli 3-krotnym, w stosunku do kontroli,
wzrostem poziomu akumulacji dla wszystkich analizowanych genotypow. U odmiany
Maresi (nr biatek wg Tab. 4.1: 3,5,6) zanotowano ponad 10-krotny, u odmiany Stratus (nr
biatka wg Tab. 4.3: 4) 5-krotny, natomiast linia hodowlana Cam/B1/CI (nr biatek wg Tab.
4.2: 3,87) i Sebastian (nr biatka wg Tab. 4.4: 75) wykazaty 4-krotny wzrost poziomu
akumulacji tego biatka (Ryc. 4.6 B). Inaczej zmieniata si¢ podczas odpowiedzi na susze
akumulacja biatka szoku cieplnego o masie 70 kDa (HSP70). Wérod badanych genotypoéw
najwicksze spadki w poziomie akumulacji tego biatka widoczne byty u linii Cam (71,92).

Natomiast w odmianie Stratus (62,79) i Maresi (44, 86) zmiany ilo§ciowe izoform tego
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biatka nie byly jednolite, dla jednej z nich zaobserwowano wzrost, a dla drugiej spadek
akumulacji. W odmianie Sebastian biatko to nie roznicowato roslin poddawanych stresowi
suszy od roslin kontrolnych. W klasie biatek szoku cieplnego o masie 100 kDa (HSP100)
zidentyfikowano biatko opiekuncze kazeino-litycznej proteazy serynowej (ClpC, ang.
Caseino-lytic Protease Chaperone), biorgce udzial w degradacji zle ufatdowanych biatek,
ktére wykazalo podwyzszony poziom akumulacji w linii hodowlanej Cam/B1/CI (82). W
korzeniach pozostatych genotypow jeczmienia nie zauwazono istotnych zmian iloSciowych
w profilu ekspresji tego biatka. Innym zidentyfikowanym biatkiem, réznicujgcym ro$liny
poddawane stresowi suszy od roslin kontrolnych jest biatko nalezace do rodziny biatek
odpowiadajacych na stres chtodu (COR, ang. Cold-Regulated Protein). Znaczacy wzrost
poziomu akumulacji tego bialka zaobserwowano dla trzech badanych genotypow: Maresi
(7), Cam/B1/CI (5) i Sebastian (50). W przypadku odmiany Stratus plamka reprezentujaca
to biatko na elektroforegramach nie wykazywata zmian ilosciowych pomiedzy probkami
kontrolnymi a ekstraktami z korzeni ros$lin poddanych stresowi suszy. Zidentyfikowano
takze biatka nalezace do rodziny uniwersalnych bialek stresowych (USP, ang. Universal
Stress Proteins), ktorych poziom akumulacji znaczaco wzr6st u odmiany Sebastian (52) i
Maresi (11,52), przy czym odmiana rodzicielska charakteryzowata si¢ obecnoscig tego
biatka tylko na elektroforegramach wykonanych dla roslin poddawanych deficytowi wody.
Ponadto u Maresi (32,71) znaleziono plamki reprezntujace biatka z rodziny biatek pozne;j
embriogenezy (LEA, ang. Late Embryogenesis Proteins), ktorych poziom akumulacji ulegt
znaczacemu podwyzszeniu w korzeniach roslin wzrastajacych w warunkach stresu. Dla
pozostalych genotypow nie zauwazono zmian w intensywnosci plamek reprezentujacych
biatka LEA. Odmiany Stratus (10) i Sebastian (10) charakteryzowaly si¢ spadkiem
poziomu akumulacji biatek z rodziny germin, ktére petnia wazne funkcje w procesach
embriogenezy jak i w odpowiedzi na stresy sSrodowiskowe.

Enzymy uczestniczagce w szlakach biosyntezy zwiazkow osmotycznie czynnych w
warunkach suszy charakteryzowaty si¢ znaczacymi zmianami ilosciowymi w poréwnaniu
do roslin kontrolnych. Dehydrogenaza aldehydu betainowego, enzym uczestniczacy w
syntezie kluczowego osmolitu - betainy glicynowej réznicowala wszystkie badane
genotypy jeczmienia: Maresi (39,99), CamB1/Cl (63), Stratus (51), Sebastian (73,74) i
wykazala znaczacy wzrost poziomu akumulacji w warunkach suszy. Najwigksze zmiany w
ekspresji tego enzymu widoczne byly u odmiany Maresi (Ryc. 4.6 A). Enzymem
zaangazowanym W katabolizm proliny jest dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-

karboksylanu, ktora wykazata podwyzszony poziom akumulacji w korzeniach linii
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Cam/B1/Cl (62), Stratus (50) i Sebastian (34), przy czym u Maresi nie zaobserwowano
ilo§ciowych zmian biatka w porownaniu do kontroli.

Biatka uczestniczace w procesach neutralizowania wolnych rodnikéw takze zostaty
zidentyfikowane jako rdéznicujgce korzenie roslin wzrastajagcych w warunkach deficytu
wody od kontrolnych. Wérdd nich duza grupa enzymow charakteryzowata si¢ obnizonym
poziomem akumulacji u ro$lin wzrastajacych w warunkach suszy. Przyktad moze stanowic¢
dysmutaza ponadtlenkowa zalezna od manganu, ktora w odpowiedzi na deficyt wody
wykazala obnizong akumulacj¢ w korzeniach wszystkich badanych genotypoéw: Maresi
(28), CamB1/ClI (107), Stratus (71), Sebastian (39), przy czym najwickszy spadek nastgpit
u linii hodowlanej Cam/B1/Cl. Plamka na zelu, ktora zidentyfikowana zostata jako
peroksydaza askorbinianowa, wykazywala istotny spadek intensywnosci dla odmian
Maresi (98), CamB1/CI (19) i Stratus (12). Enzymem bioragcym udzial w procesach
detoksykacji jest S-transferaza glutationowa, ktorej obnizony poziom akumulacji
obserwowano w korzeniach linii hodowlanej Cam/B1/CI (90) wzrastajacej w warunkach
suszy. W innych odmianach plamki reprezentujace to biatko na elektroforegramach nie
wykazywaly znaczacych roznic w intensywno$ci pomiedzy probkami uzyskanymi z
korzeni roslin hodowanych przy réznym dostgpie wody. Innym enzymem zaangazowanym
w usuwanie reaktywnych form tlenu jest liaza laktoglutationowa, ktorej stopien ekspresji
ulegl dwukrotnemu spadkowi w linii hodowlanej Cam/B1/CI (29), natomiast u odmian
Maresi (96), Stratus (24), i Sebastian (13) biatko to wykazato dwukrotny wzrost poziomu
akumulacji u roslin wzrastajacych w warunkach deficytu wody. Peroksydazg dwu-
cysteinowa, biorgcg udzial w usuwaniu nadtlenku wodoru, zidentyfikowano w linii
hodowlanej Cam/B1/CI (6), gdzie charakteryzowata si¢ podwyzszong akumulacja w
korzeniach roslin poddawanych stresowi suszy. Intensywno$¢ plamek reprezentujacych
peroksydaze¢ na elektroforegramach uzyskanych dla pozostatych badanych odmian nie
wykazata istotnych zmian poziomu ekspresji tego enzymu pod wptywem deficytu wody.

Wsrod biatek petnigeych funkcje zwigzane z przemianami metabolicznymi wegla
najwyzszym stopniem zmian akumulacji charakteryzowal si¢ enzym zaangazowany w
proces glikolizy - mutaza bisfosfoglicerynianowa, ktory u odmiany Maresi (41) wykazatl az
15-krotny wzrost poziomu akumulacji w korzeniach ro$lin wzrastajacych w warunkach
suszy. Korzenie pozostatych linii jeczmienia: CamB1/Cl (66), Stratus (57), Sebastian (36)
takze charakteryzowal wzgledny wzrost ilosci tego biatka ksztattujacy si¢ w granicach od 3
do 5-krotnie wyzszych w stosunku do roslin kontrolnych. Zblizony stopien reakcji na

deficyt wody wykazala dekarboksylaza pirogronianowa, ktorej poziom ekspresji dla
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badanych genotypow: Maresi (85), CamB1/Cl (65), Stratus (53), Sebastian (57) byt
podwyzszony W warunkach stresu. Najwyzszym wzglednym wzrostem poziomu
akumulacji (8-krotny) charakteryzowata si¢ linia Cam B1/Cl, natomiast u odmiany Maresi
biatko to wykryto tylko na elektroforegramach uzyskanych dla roslin wzrastajagcych w
warunkach deficytu wody. Dwie izoformy fruktokinazy zidentyfikowane zostaty w
korzeniach badanych linii jeczmienia. U trzech odmian, Maresi (26,29), Cam/B1/Cl
(34,106) i Stratus (26,27) akumulacja tego enzymu spadta w korzeniach narazonych na
susz¢, natomiast u odmiany Sebastian intensywno$¢ plamki reprezentujgcej na zelu to
biatko nie wykazywata istotnych roéznic pomi¢dzy probkami kontrolnymi a ekstraktami z
korzeni stresowanych roslin. Zmiany poziomu akumulacji aldolazy fruktozo-1,6-
bisfosforanu obserwowane byty tylko u odmiany Stratus (32), gdzie widoczny byt spadek
ilosci tego enzymu. Fosfoglukomutaza, enzym uczestniczacy w procesie glikogenogenezy,
zidentyfikowany zostal w przypadku odmian Stratus (61) i Cam/B1/CI (68), gdzie
zaobserwowano istotne obnizenie poziomu akumulacji tego biatka w korzeniach
wzrastajagcych w warunkach stresu.

Amoniakoliaza fenyloalaniny, kluczowe biatko szlaku fenylopropanoidowego, w
ktorym nastgpuje synteza wielu fenolowych metabolitow wtornych oraz monomerow
wykorzystywanych w biosyntezie lignin, wykazala obnizony poziomu akumulacji w
warunkach suszy dla trzech z badanych genotypow: Cam/B1/Cl (75,77,91), Stratus (67) i
Sebastian (38,42). Podobny charakter odpowiedzi na stres suszy stwierdzono dla O-
metylotransferazy kwasu kawowego roznicujacej warunki stresowe i kontrolne dla odmian
Cam/B1/Cl (27,104) i Stratus (23). Kolejnym zidentyfikowanym enzymem zwigzanym ze
szlakiem fenylopropanoidowym byta reduktaza izoflawonowa, ktorej spadek akumulacji
widoczny byt u linii hodowlanej Cam/B1/CI (33), natomiast wzrostem poziomu tego
enzymu w warunkach suszy charakteryzowata si¢ odmiana Sebastian (17). Co ciekawe, w
korzeniach odmiany Maresi zaden ze zidentyfikowanych enzymow metabolizmu wtdrnego
nie zmienit istotnie poziomu akumulacji w odpowiedzi na deficyt wody.

W grupie bialek zwigzanych z przemianami azotu zaledwie jedno biatko
odpowiadato wyrazng zmiang w profilu akumulacji na zadany stres Srodowiskowy.
Syntaza S-adenozylometioninowa i jej izoformy réznicowala trzy genotypy jeczmienia:
Cam/B1/CI (44,45), Stratus (41) i Sebastian (29,30). U odmian tych poziom akumulacji
tego enzymu ulegl znaczacemu spadkowi u roslin wzrastajacych w warunkach stresowych

w poréwnaniu do kontroli. Plamka reprezentujaca to biatko na elektroforegramach nie
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wykazywata istotnych zmian intensywno$ci dla probek uzyskanych z korzeni odmiany
Maresi.

U odmian Maresi (37) i Stratus (45) zidentyfikowano podjednostke enzymu
biorgcego udzial w syntezie wysokoenergetycznego zwigzku adenozyno-5'-trifosforanu—
syntaze ATP, ktorej poziom akumulacji u korzeniach obu linii ulegt obnizeniu w
odpowiedzi na niedobor wody. Natomiast u genotypéw Cam/B1/CI (69,86) i Stratus
(59,60) w warunkach suszy wykryto zmniejszona ilo$¢ adenozynotrifosfatazy (ATP-azy),
integralnego biatka blonowego, zdolnego do transportu protondw.

W odmianie Sebastian (1) zidentyfikowano enzym bioracy udziat w modyfikacji
scian komorkowych - syntaze kalozy, ktorej poziom akumulacji w warunkach stresu suszy
zostal znaczaco zwickszony w poréwnaniu do ro$lin wzrastajagcych w warunkach
kontrolnych. Dla genotypow Maresi (17), Stratus (18,19,20) i Sebastian (12) znaleziono
takze przedstawicieli bialek regulatorowych z rodziny 14-3-3, ktére w probkach
uzyskanych z korzeni wzrastajacych w warunkach deficytu wody wykazywaty zwigkszona
intensywno$¢ plamek na odpowiednich elektroforegramach w poréwnaniu do kontroli.
Odmiany Maresi (38) 1 Cam/B1/CI (52,53) charakteryzowaly si¢ obnizong ekspresja jednej
z podjednostek 26 proteazy, enzymu zaangazowanego w degradacje ubikwitynowanych
biatek.

W odpowiedzi na niedobér wody zmiany poziomu akumulacji wykazaty biatka
zwigzane z regulacja ekspresji genow, m.in. czynnik inicjujacy translacje u odmian Maresi
(9), Cam/B1/CI (9) oraz czynnik elongacji translacji u odmiany Sebastian (28).
Zwigkszony poziom czynnika inicjujacego i czynnika elongacji widoczny byt odpowiednio
w odmianach Maresi i Sebastian, natomiast lini¢ hodowlang Cam/B1/Cl charakteryzowat
spadek akumulacji czynnika inicjujacego W Kkorzeniach ro$lin poddanych stresowi w
poréownaniu do korzeni kontrolnych.

Analiza poréwnawcza czterech genotypdw jeczmienia pokazata, ze 24
zidentyfikowane biatka zmienity poziomu akumulacji w przypadku co najmniej dwoch
badanych odmian (Tab. 4.7). W przypadku 6 bialek zaobserwowano, ze stres suszy
wplynal na zmiang poziomu akumulacji, ktora widoczna byta we wszystkich czterech
genotypach. W grupie biatek niezidentyfikowanych, 19 bialek wykazato zmiany poziomu
akumulacji w co najmniej dwoch genotypach, a 2 z nich zmienity profil ekspresji w
czterech odmianach. Te obserwacje mogg sugerowaé pewien stopien konserwacji

odpowiedzi na stres suszy pomiedzy badanymi odmianami jgczmienia. Przyktadowy profil
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zmian poziomu akumulacji biatek dla czterech badanych genotypow przedstawiono na

rycinie 4.6.
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Ryc. 4.6. Zmiana profilu akumulacji wybranych biatek w warunkach deficytu wody dla
czterech badanych odmian jgczmienia. A — wzrost poziomu akumulacji dehydrogenazy
aldehydu betainowego, B — wzrost poziomu akumulacji biatka szoku cieplnego SHSP16.9.
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Tab. 4.7. Biatka, ktorych poziom akumulacji pod wptywem suszy ulegt zmianie w
przynajmniej dwoch odmianach jgczmienia. Skala kolorow wskazuje na stopien zmian
akumulacji bialek indukowanych suszg w stosunku do ro$lin kontrolnych. Symbol oo
oznacza obecnos$¢ biatka tylko na elektrofegramach roslin poddawanych stresowi suszy.
Pozycja odnosi si¢ do identyfikacji biatek w tabeli 4.1-4.4.

- = = ]

2l | E| 2| = =
- E|E |2 o o
Bialko ? E|E E E‘ =
= = | E = £

Fosfoglukomutaza 1

Fruktokinaza ?g
Dehydrogenaza pirogronianowa, podjednostka alfa ;
Dehydrogenaza jabfczanowa zaleina od NADP :E
Dekarboksylaza pirogronianowa 1 §
Mutaza bisfosfoglicerynianowa
Syntaza ATP, podjednostak beta, mitochondrialna Transport
\-typ ATPaza, podjednostka A BRI D4 | elektronaw
O-metylotransferaza kwasu kawowego 1 14 D6 -

B 2
Amoniakeliaza fenyloalaniny = g ‘E

b=

Reduktaza izoflawonowa -13 LI E4

o m Metabolizm
Syntaza S-adenozylometioninowa

Dehydrogenaza delta-1-pirolino-karboksylanu, mitochondrialna

Liaza laktoglutationowa

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitechondrialna

Peroksydaza L-askorbinianowa, cytoplazmatyczna )
Germina 8-5 E
[=]
Biatko z rodziny 14-3-3 B
Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1 2 1§ B3 %
Dehydrogenaza aldehydu betainowego . - 2 K6 E
Biatko odpowiadajace na stres chiodu 1 4
Biatko szoku cieplnego 70 kDa H3
23 €1
Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa
K2
Biatka z rodziny hydrolaz trifosfonukleozyddw zawierajgcych petle n Tne
P (P-loop)
Miezidentyfikowane 24 b Al
Niezidentyfikowane A2
Niezidentyfikowane 22 Bl
Niezidentyfikowane 2 B2
Niezidentyfikowane 14 12 D1
Niezidentyfikowane 13 14 D3
Niezidentyfikowane D3
Niezidentyfikowane E2
Niezidentyfikowane Fl
Niezidentyfikowane 15 1r  FI | Nieznane
Niezidentyfikowane TIN 6N F3
Miezidentyfikowane F5
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Niezidentyfikowane 25 | 19 L I3
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4.2. Analiza proteomiczna populacji mapujacej jeczmienia

Analiza profilu akumulacji bialek prowadzona byla na korzeniach populacji
mapujacej jeczmienia jarego, stanowigcej pokolenie Fg rekombinowanych linii wsobnych
uzyskanych technika pojedynczego ziarna, poprzez krzyzowanie genotypow rodzicielskich
Maresi 1 Cam/B1/CI. Zmiany na poziomie proteomu monitorowano za pomocs
jednowymiarowych i wielowymiarowych technik statystycznych, z wykorzystaniem kilku
podejs$¢ metodycznych.

W pierwszym podejsciu (analiza celowana) dla kazdej linii populacji mapujacej
MCam zmiany profilu akumulacji biatek poréwnywano pomiedzy korzeniami roslin
poddawanych dziataniu suszy a korzeniami roslin kontrolnych, dzigki czemu mozliwe byto
wyselekcjonowanie biatek roznicujgcych okreslony genotyp w warunkach niedoboru
wody. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie Image Master Platinum 7.0
uwzgledniajac rozktad testu t-Studenta i poziom istotnosci (p-wartos¢ < 0,05). W 89
liniach populacji mapujacej tacznie znaleziono 2344 biatek roznicujacych proteom
korzenia w warunkach niedoboru wody, dla ktorych stosunek najnizszej znormalizowanej
wartosci jednej grupy zeli, w ktorej akumulacja danego biatka byta wigksza, do najwyzszej
znormalizowanej wartosci drugiej grupy, w ktorej to samo biatko charakteryzowalo si¢
najnizszym poziomem akumulacji, wynosit przynajmniej 1,5 (ang. ratio), co odpowiadato
przynajmniej dwukrotnej zmianie w poziomie akumulacji w stosunku do kontroli. Sposrod
wszystkich badanych linii populacji mapujacej MCam dla 11 genotypoéw wykazano
stosunkowo niewielki wplyw suszy na proteom (1-10 biatek roznicujacych). Druga grupa
to 17 genotypow, dla ktorych stwierdzono réznice w akumulacji 11-20 biatek. Najwigksza
liczba linii (33) charakteryzowata si¢ zmiang akumulacji 21-31 bialek. W przypadku
kolejnych 17 genotypow réznice pomigdzy suszg i kontrolg stwierdzono dla akumulacji
31-40 biatek. Natomiast najwyzszy poziom zmiennosci proteomu (41-50 i 51-70 biatek)
charakteryzowatl odpowiednio 6 i 5 genotypow populacji mapujacej (Tab.4.8).
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Tab. 4.8. Liczba biatek roznicujgcych odpowiedz na susz¢ poszczegolnych linii populacji
mapujacej MCam.

'I‘)'l‘;ifl? 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-75
réznicujacy
Liczba linii 11 17 33 17 6 5
MCam_039 | MCam_021 | MCam_002 MCam_069 MCam_005 MCam_001 | MCam_043
MCam_091 | MCam_026 | MCam_004 MCam_070 MCam_007 MCam_006 | MCam_061
MCam_093 | MCam_042 | MCam_014 MCam_074 MCam_010 MCam_008 | MCam_076
MCam_097 | MCam 056 | MCam 019  MCam 075 | MCam 017 | MCam_009 mgim'(igi
MCam_101 | MCam_058 | MCam_024 MCam_078 MCam_027 MCam_048
MCam_113 | MCam_066 | MCam_028 MCam_079 MCam_035 MCam_122
E MCam_111 | MCam_068 | MCam_029 MCam_100 MCam_049
g MCam_118 | MCam_071 | MCam_041 MCam_109 MCam_050
§ MCam_128 | MCam_072 | MCam_044 MCam_110 MCam_053
E‘ MCam_130 | MCam_081 | MCam_045 MCam_112 MCam_060
S MCam_090 | MCam 046  MCam_114 | MCam 073
MCam_096 | MCam_052 MCam_116 MCam_092
MCam_102 | MCam_057 MCam_119 MCam_094
MCam_104 | MCam_059 MCam_120 MCam_099
MCam_105 | MCam_063 MCam_123 MCam_108
MCam_107 | MCam_065 MCam_127 MCam_115
MCam_125 | MCam 067 MCam_121

Wigkszo$¢ biatek roznicujacych, wyselekcjonowanych dla  wszystkich

linii

populacji mapujacej (2344 biatek) charakteryzowata si¢ wzrostem poziomu akumulacji w
odpowiedzi na stres suszy (Tab. 4.9). Stosunek liczby bialek wykazujacych wzrost
ekspresji do biatek 0 obnizonej akumulacji ksztattowat si¢ §rednio w granicach 2:1 dla
kazdej linii MCam. Odmienny charakter odpowiedzi wykazaty jedynie trzy linie
(MCam_014, MCam_056, MCam_113), u ktérych dominowaty biatka wykazujace spadki
w poziomie akumulacji. Wsrdéd wszystkich genotypoéw najmniejszy stopien zrdéznicowania
biatek (<4 biatka roznicujace) pomigdzy roslinami wzrastajgcymi w warunkach suszy a
kontrolg wykazywaty linie MCam_039, MCam_097, MCam_118 i MCam_130. Natomiast
linie, ktére charakteryzowaty si¢ najwicksza liczba biatek réznicujacych (=60 biatek

roznicujacych) to MCam_043, MCam_084, MCam_124.
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Tab. 4.9. Ogoblna tendencja zmian poziomu akumulacji biatek roznicujacych dla
wszystkich linii populacji mapujacej MCam.

Liczba biatek roznicujacych 2344
Wozrost poziomu akumulacji 1631 70%
Spadek poziomu akumulacji 715 30%

Do identyfikacji biatek roznicujacych wybrano linie reprezentujgce rozny poziom
zmiennos$ci proteomu, tgcznie 30 genotypow z populacji mapujacej. ldentyfikacji
metodami spektrometrii mas poddano okoto 500 biatek, przy czym zidentyfikowano okoto
50% z nich. Wickszos¢ zidentyfikowanych bialek (45%) zwigzanych bylo z
mechanizmami obronnymi. Dla wigkszosci biatek (70%) w tej grupie obserwowano wzrost
poziomu akumulacji w korzeniach wzrastajagcych w warunkach deficytu wody w
poréwnaniu do kontroli. Najliczniej reprezentowane podgrupy to enzymy antyoksydacyjne
(30%) i biatka szoku cieplnego (20%). Enzymy zaangazowane w metaboliczne przemiany
wegla stanowity 24% z wszystkich zidentyfikowanych biatek. Wigkszo$¢ z nich rowniez
wykazata wzrost poziomu akumulacji w warunkach suszy. Do najliczniej reprezentujacej
podgrupy nalezaty enzymy zwigzane z procesem glikolizy, ktorych wzgledna ilos¢
wzrastata w warunkach deficytu wody. Pozostale bialka zwigzane byly z regulacja
ekspresji genow (10%), transportem elektronéw (8%), metabolizmem azotu (8%),
metabolizmem wtornym (5%) oraz innymi funkcjami (2%). Rowniez w tych kategoriach
dominowalo zwigkszenie poziomu akumulacji bialek w warunkach niedoboru wody w

poréwnaniu do warunkéw kontrolnych (Ryc. 4.7).

5% I MIECHANIZMY OBRONNE
24% I  METABOLIZM WEGLA
10% B EXSPRESIA GENOW

8% I  TRANSPORT ELEKTRONOW
6% | [  METABOLIZM AZOTU
5% [  METABOLIZM WTORNY

2% (Ml inne SPADEK POZIOMU AKUMULACII
@ WZROSTPOZIOMU AKUMULACII

Ryc.4.7. Funkcjonalny podziat zidentyfikowanych biatek korzeni z uwzglednieniem zmian

w poziomie akumulacji w populacji mapujacej MCam. Przedstawione warto$ci procentowe
wskazuja na udziat kazdej kategorii w catej puli zidentyfikowanych biatkach.
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Podobnie jak w przypadku linii rodzicielskich, w grupie biatek obronnych
zidentyfikowano biatko szoku cieplnego o masie czasteczkowej 16.9 kDa, ktorego istotna
statystycznie zmiana poziomu akumulacji w odpowiedzi na niedobér wody obserwowana
byta we wszystkich liniach populacji mapujacej, wahajac sie¢ w granicach od 2 do 19 razy
w stosunku do roslin kontrolnych. W obrebie biatek zwigzanych z metabolicznymi
przemianami wegla, duzym poziomem zmiennos$ci charakteryzowal si¢ jeden z enzymow
szlaku glikolizy - mutaza bisfosfoglicerynianowa. Akumulacja tego enzymu réznicowata
90% badanych linii rekombinacyjnych, wykazujac poziom od 2 do 15-krotniec wyzszy W
korzeniach roslin wzrastajagcych w warunkach deficytu wody w poréwnaniu do warunkéw
kontrolnych. Wykres rozrzutu dla rdéznicy warto$ci procenta objetosciowego plamki w
ros§linach poddanych suszy i roslinach kontrolnych, czyli efektu suszy biatka szoku
cieplnego sHSP16.9 wzgledem mutazy bisfosfoglicerynianowej ujawnit umiarkowany
poziom korelacji (r=0,44) pomi¢dzy badanymi liniami, co moze wskazywaé na pewnego
rodzaju podobienstwo w reakcji na susz¢ tych dwoch biatek w obrgbie populacji mapujacej
(Ryc. 4.8; Ryc. 4.9).
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Ryc. 4.8. Profile akumulacji A - bialka szoku cieplnego SHSP16.9 i B - mutazy
bisfosfoglicerynianowej w liniach populacji mapujacej MCam i odmianach rodzicielskich
w warunkach suszy (kolor czerwony) i warunkach kontrolnych (kolor niebieski).
Obserwowane zmiany poziomu akumulacji biatek we wszystkich badanych genotypach
byty istotne statystycznie (p-warto$¢ < 0.05). Wartosci profili biatek uszeregowane zostaty
zgodnie ze wzrastajacym efektem suszy. Odmiany rodzicielskie zaznaczono kolorem
czerwonym.
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Zastosowana procedura analizy niecelowanej, bazujagca na elektroforgramach
referencyjnych pochodzacych z indywidualnej analizy odmian rodzicielskich i linii
populacji mapujacej MCam pozwolita na utworzenie 825 zestawoOw polaczen (zbiorow)
pomiedzy plamkami reprezentujgcym okreslone biatka na zelu elektroforetycznym. Ze
wzgledu na niedoskonatos$¢ dziatania algorytmow wykorzystywanych w programie Image
Master Platinum 7.0 i mozliwo$¢ powstawania nieprawidlowych potaczen plamek
konieczne bylo sprawdzenie poprawnosci tworzenia zbioréw, poprzez ich przejrzenie a
nastepnie ewentualng edycje lub usunig¢cie. Modyfikowanie btednie powstatych potaczen
pomiedzy plamkami (tgczenie/dzielenie plamek) bylo niemozliwe, ze wzgledu na
konieczno$¢ zachowania tej samej numeracji bialek w analizie globalnej jak i w
indywidualnej analizie pojedynczych genotypow. W rezultacie odrzucono 444
nieprawidlowo utworzonych zbioréw, bedacych efektem bledow dziatania programu jak
rowniez wynikajagcych z roéznic w umiejscowieniu poszczegdlnych biatek na
elektroforgramach, podczas przebiegu rozdziatu -elektroforetycznego. Niepoprawnie
tworzone zestawy potaczen powstawaly glownie na skutek 1aczenia artefaktow
wystepujacych na zelu elektroforetycznym, takich jak zanieczyszczenia w postaci smug,
niecatkowicie rozdzielonych biatek, czy czasteczek barwnika. Odrzucone zestawy
potaczen plamek obecne byly w niewielkiej liczbie linii populacji mapujacej,
nieprzekraczajacej 20. Pozostate zbiory — 381 polgczen biatkowych zastosowano jako
podstawe cato$ciowej analizy zmian proteomu w warunkach niedoboru wody dla odmian
rodzicielskich i linii potomnych populacji MCam. Wyselekcjonowane zbiory biatek
obserwowane byty dla 20-91 genotypow i wigkszos$¢ z nich charakteryzowaty sie¢ wysokim
(0,5 <r <£0,7) i bardzo wysokim (0,7 < r < 0,9) wspdtczynnikiem korelacji pomi¢dzy
powtdrzeniami technicznymi rozdziatow elektroforetycznych (wg. skali Stanisza) (Ryc.
4.7).

A

2
(o)

Liczba obserwowanych profili biatkowych
Liczba obserwowanych profili biatkowych

°

. ¥ &0 %N N 0 W 1w 02 03 04 05 08 07 08 09 1

Liczba genotypéw Wspéiczynnik korelacji

Ryc. 4.7. Charakterystyka obserwowanych profili biatkowych w odniesieniu do liczby
genotypow (A) 1 wspoOtczynnika korelacji pomigdzy powtdrzeniami technicznymi
rozdziatow elektroforetycznych (B).
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Analiza wariancji (p-warto$¢ <0,05 z poprawkag Bonferroniego) wykazata, ze 381
bialek poddanych analizie niecelowanej cechowaly istotne statystycznie roznice w
poziomie akumulacji w obrgbie wszystkich linii hodowlanych i genotypow rodzicielskich.
Biatka te poddano identyfikacji metodami spektrometrii mas. Zidentyfikowano 231 bialek,
ktore sklasyfikowano w grupy w zaleznosci od pelionych funkcji biologicznych.
Najwicksza grupe stanowily biatka, ktérych funkcje zwigzane s3 z mechanizmami
obronnymi (103 biatka). Druga liczna grupa to biatka zaangazowane w przemiany
metaboliczne wegla (50 biatek). Kolejne grupy tworzyly biatka zwigzane z regulacja
ekspresji genow (22 biatka), z transportem elektronow (19 biatek), z metabolizmem azotu
(17 biatek) i metabolizmem wtoérnym (10 biatek). Pozostate 10 biatek, ktore petnig funkcje
strukturalne i regulacyjne m.in. w regulacji cyklu komoérkowego, czy uczestnicza w
przekazywaniu sygnatow, sklasyfikowano w jedna grupe okreslona mianem ,,inne” (Ryc.
4.8).

Metabolizm wtérny
4%

. 5%
Metabolizm azotu

7%

Transport elektronow
8%

Mechanizmy obronne

L < 45%
Ekspresja genéw |

9% Metabolizm wegla
22%

Ryc. 4.8 Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek w liniach populacji mapujacej MCam.

Elektroforegram z zaznaczonymi 381 biatkami, wykazujagcymi zmiany w poziomie
akumulacji przedstawiono na rycinie 4.9 (rycina w wigkszej rozdzielczosci umieszczona
zostala na ptycie CD). Nazwy bialek zgodnie z numeracja przedstawiong na
elektroforegramie wraz ze srednimi warto$ciami akumulacji w warunkach suszy i kontroli

przedstawiono w tabeli 4.8.
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30 kDa

Ryc. 4.9. Elektroforegram z zaznaczonymi bialkami, wykazujacymi istotne ststystycznie
zmiany w poziomie akumulacji w obrebie linii populacji mapujacej i linii rodzicielskich.
Nazwy biatek przedstawiono w Tab. 4.8.
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Tab. 4.8. Bialka zidentyfikowane w korzeniach populacji mapujgcej MCam, ktore zmienity poziom akumulacji w odpowiedzi na susze. Kolorem

z0ttym oznaczono biatka, dla ktérych sredni efekt suszy byl istotny statystycznie, zielone — biatka, dla ktérych interakcja genotyp X susza byla
istotna statystycznie, czerwony — biatka, dla ktorych efekt suszy i interakcja genotyp X susza byty istotne statystycznie.

LICZba, Wspétezynnik . ., . Srednia wartoéé Srednia
. genotypow L ., p-wartosé dla p-wartosé p-wartoséé dla ., . .
Numeracja . . . korelacji pomigdzy| | B ) . plamki w wartoéé plamki
. wechodzacych Biatko Proces biclogiczny 2 .. |roinic pomigdzy | dla efektu interakeji . Efekt suszy
na zelu w skiad powtdrzeniami Fofert suszy genotyp x susza kontroli log2 w suszy log2
§ technicznymi (100 x % vol) (100 x % vol)
profilu
1 28 Biatko z rodziny 14-3-3 Inne 0,71 9o73c08 [N 3,30 3,80 0,49
2 51 Biatko z rodziny 14-3-3 Inne 0,53 3,38E-20 1,34E-03 7,99E-02 5,10 5,19 0,09
3 69 Biatko z rodziny 14-3-3 B Inne 0,68 1,41E-33 1,28E-01 1,71E-03 3,19 3,23 0,04
4 87 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne 0,60 2,38E-35 3,66E-27 4,04E-04 4,73 4,87 0,14
5 32 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne 0,60 3,26E-09 7,08E-13 4,54E-03 4,82 5,03 0,21
6 20 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne 0,69 1,19E-11 2,39E-02 1,65E-04 4,65 4,71 0,06
7 40 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-C Inne 0,53 0,00E+00 1,22E-04 7.80E-01 4,57 4,64 0,08
8 78 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,49 1,60E-23 1,76E-01 5,10E-01 5,91 5,94 0,03
9 73 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,86 7,56E-14 0,00E+00 3,86E-01 3,98 571 1,73
10 37 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,53 1,78E-10 1,02E-03 1,01E-01 3,75 3,83 0,09
11 77 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,78 0,00E+00 3,52 4,84 1,31
12 55 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,54 1,44E-17 3,98 4,12 0,13
13 88 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0,64 0,00E+00 4,03E-01 2,85E-04 6,09 6,12 0,03
14 91 Biatko szoku cieplnego 17.6 kDa Mechanizmy obronne 0,79 0,00E+00 9,72E-07 5,83E-04 6,31 6,99 0,68
15 89 Mutaza fosfoglicerynianowa zaleina od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla 0,67 0,00E+00 1,38E-01 1,47E-01 5,43 5,45 0,02
16 82 Mutaza fosfoglicerynianowa zalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla 0,86 8,79E-25 3,56 5,02 1,45
17 29 Mutaza fosfoglicerynianowa zaleina od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla 0,95 3,27E-23 2,48E-01 8,82E-03 3,77 3,74 -0,03
18 49 Aldolaza 2-hydro-3-deoksyfosfoheptonowa Metabolizm wegla 0,33 7,48E-06 4,85E-10 3,22E-02 3,79 3,49 -0,30
19 50 Proteasmom 26S, podjednostka 4, homolog Mechanizmy obronne 0,75 1,67E-15 0,00E+00 1,73E-04 4,98 4,19 -0,78
20 28 Proteasom 265, pedjednostka 6A, homolog Mechanizmy obronne 0,26 5,44E-08 6,89E-09 2,37E-02 4,97 4,68 -0,29
21 67 Proteasom 265 niezaleiny od ATP Mechanizmy obronne 0,42 3,26E-18 1,86E-01 5,39E-03 3,75 3,78 0,03
22 81 Proteasom 265 Mechanizmy obronne 0,87 0,00E+00 8,72E-05 7,36E-01 5,53 5,59 0,06
23 46 Biatko rybosmalne 58, fragment Ekspresja genow 0,33 9,12E-13 7,94E-06 2,78E-02 3,96 4,14 0,17
24 73 Biatko rybosomalne 305 54, mitochondrialne Ekspresja genow 0,60 2,76E-32 4,69 4,41 -0,27
25 53 Biatko rybosomalne 405 $4 Ekspresja gendw 0,52 1,36E-10 4,05 4,04 0,01
26 58 Biatko 60 kDa indukowane jasmonionami Mechanizmy obronne 0,67 2,82E-27 4,83 4,58 -0,25
27 64 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,54 1,64E-09 6,40 622 -0,19
28 67 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,47 1,08E-20 5,63 5,92 0,29
29 35 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,81 9,256-11 4,57 4,23 0,33
30 75 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,66 1,94E-21 6,22 6,06 -0,16
31 84 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,62 2,35E-33 5,57 5,49 -0,09
32 72 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,84 0,00E+00 4,99 5,23 0,23
33 60 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0,54 7,34E-17 0,00E+00 2,74E-02 5,90 6,39 0,49
34 20 Biatko szoku cieplnego 80 kDa Mechanizmy obronne 0,68 3,04E-04 9,23E-01 1,98E-01 4,28 4,27 -0,01
35 28 Biatko szoku cieplnego 80 kDa Mechanizmy obronne 0,68 2,90E-12 2,98E-01 2,04E-01 4,23 4,27 0,04
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WYNIKI

36
37
38
39
40
41
42
43

15
46
47
18
49
50
51
52
53
54
55
56
57
3
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
20
81
82
83
84
85
86

56
62
78
66
64
84
83
65
68
58
86
78
66
85
89
65
77
62
63
73
46
83
35
83
20
76
32
56
69
73
69
65
61
66
29
61
75
68
78
69
62
80
48
68
52
40
33
62
52
66
75

Biatko szoku cieplnego 80 kDa

Abhydrolaza 3

Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna
Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna
Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna
Aktyna 1

Aktyna 1

Fosforybulotransferaza adeninowa
Adenozylohomocysteina

Aldo-keto reduktaza

Aminotransferaza

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Peroksydaza askorbinianowa

Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna
Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna
Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna
Syntaza ATP, podjednostka beta

Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochendrialna
Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna
Syntaza ATP, podjednostka beta

Dehydrogenaza aldehydu betainowego
Dehydrogenaza aldehydu betainowego
Dehydrogenaza aldehydu betainowego
Dehydrogenaza aldehydu betainowego
1-3-betagalaktozylotransferaza
Beta-glukozydaza

O-metylotransferaza kwasu kawowego
O-metylotransferaza kwasu kawowego 1
O-metylotransferaza kwasu kawowego
O-metylotransferaza kwasu kawowego

Syntaza kalozy

Chaperon

Biatko szoku cieplnego 60 kDa, mitochondrialne
Biatko obronne indukowane chityng aktywujgce gibereliny
Chitynaza, prekursor

Kazeino-lityczna proteaza serynowa, protoplastowa
Biatko regulowane stresem chiodu

Biatko pdZnej embriogenezy

Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko regulowane stresem chiodu

Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko regulowane stresem chtodu

Profitepsyna

Syntaza cysteinowa, prekursor

Syntaza cysteinowa

Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla

Inne

Inne
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm wegla
Metabolizm azotu

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Transport elektrondw

Transport elektrondw

Transport elektrondw

Transport elektrondw

Transport elektronow

Transport elektrondw

Transport elektronow

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wiormy
Metabolizm wtdrny
Metabolizm wtdrny
Metabolizm wiormy

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Mechanizmy obronne

Inne
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu

0,75
0,79
0,76
0,81
0,71
0,73
0,72
0,66
0,81
0,68
0,59
0,53
0,68
0,63
0,76
0,52
0,43
0,62
0,61
0,79
0,92
0,49
0,57
0,82
0,87
0,65
0,60
0,73
0,72
0,68
0,76
0,77
0,64
0,60
0,68
0,92
0,68
0,82
0,74
0,73
0,54
0,48
0,70
0,81
0,70
0,51
0,53
0,74
0,61
0,93
0,72

1,22E-36
0,00E400
0,00E+00
0,00E400
3,59E-33
0,00E+00
3,20E-32
5,40E-29
4,88E-41
9,13E-34
8,12E-24
1,16E-26
0,00E400
4,33E-37
0,00E400
4,83E-38
1,77E-19
2,35E-25
2,30E-22
0,00E400
0,00E400
4,55E-28
1,52E-06
0,00E400
1,89E-21
1,51E-30
3,44E-12
6,34E-27
1,68E-36
2,72E-33
3,09E-38
1,35E-36
1,08E-23
1,19E-30
2,17E-16
0,00E400
8,95E-19
0,00E400
1,37E-38
5,14E-37
1,04E-19
4,03E-19
0,00E400
2,46E-23
1,11E-07
1,66E-15
4,36E-07
2,66E-36
4,55E-15
0,00E400
6,54E-33

3,12E-02
3,33E-09
1,22E-14
2,83E-18

1,74E-03
5,85E-03

1,23E-03
1,35E-01
8,14E-02
1,12E-10
6,81E-04
1,03E-24
5,99E-02
1,06E-01
4,80E-01
9,76E-01
4,16E-02
8,66E-09
4,07E-01
6,90E-14
1,28E-08

1,54E-04
8,33E-05
2,12E-03
0,00E400

2,10E-38
2,55E-04
4,67E-01
3,01E-07
1,14E-02
7,20E-06

7,25E-12
7,07E-17
4,196-01
1,04E-01
3,11E-14
7,81E-07
6,30E-01
0,00E400
4,77E-15
1,86E-01
1,10E-14
7,41E-06
3,44E-15
6,12E-02
1,57E-01

3,56E-01
5,36E-01
1,63€-02
1,26E-02

1,52E-05
6,59E-06
1,22E-01
3,13€-02
1,73£-03
7,48E-06
2,286-01
6,64E-05
4,11£-03
3,36E-03
1,54E-05
1,77€-01
1,57€-03
3,96E-03
2,39€-02
3,85E-01

2,90E-01
6,58E-01
9,25E-02
1,89E-01

1,59E-02
3,04€-02
1,56E-02
7,82E-04
5,89E-01
7,956-03

4,94E-01
1,32E-02
7,31E-07
1,63€-01
1,28E-01
7,10€-04
3,956-01
3,20E-04
1,27€-01
1,70E-01
2,56E-03
2,27€-02
4,50E-01
3,30E-03

2,00E-02

5,78
4,41
5,21
5,14
4,64
6,01
5,31
4,43
5,48
4,57
6,09
4,15
4,41
4,93
5,41
4,02
6,04
5,03
4,35
4,48
5,37
6,37
4,17
5,64
4,51
4,01
4,22
4,55
5,24
4,86
4,98
4,68
4,40
4,15
3,68
5,44
5,50
4,13
5,10
6,15
4,29
3,65
4,22
3,26
4,30
5,24
4,09
4,13
4,71
4,98
4,89

5,85
4,28
5,41
5,37
4,84
5,97
5,36
4,15
5,54
4,54
6,12
3,97
4,34
4,74
5,43
3,99
6,06
5,03
4,42
4,36
5,85
6,21
4,41
5,92
4,59
3,92
4,11
4,78
5,59
5,23
4,88
4,71
4,29
4,08
3,79
4,81
5,65
4,50
5,12
6,07
4,10
3,78
4,24
4,01
5,23
5,29
4,61
4,26
4,46
4,96
4,87

0,07
-0,12
0,20
0,24
0,20
-0,04
0,04
-0,28
0,07
-0,02
0,03
0,18
-0,06
-0,19
0,02
-0,03
0,02
0,00
0,08
-0,13
-0,02
-0,16
0,24
0,28
0,08
-0,08
0,12
0,23
0,34
0,37
-0,09
0,03
-0,12
-0,06
0,11
-0,63
0,15
0,37
0,01
-0,08
0,19
0,13
0,02
0,76
0,93
0,05
0,52
0,13
-0,24
-0,03
-0,02
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WYNIKI

87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

74
76
79
31
78
37
40
67
29
20
71
73
72
67
79
74
70
71
74
61
69
80
76
48
30
54
39
67
52
73
57
63
85
82
82
82
86
80
51
78
77
83
68
49

67
56
91
57
42
59

Syntaza cysteinowa, prekursor

Zaleina od ATP helikaza RNA z motywem DEAD-box
Reduktaza dehydroaskorbinianowa

Reduktaza dehydroaskorbinianowa

Reduktaza dehydroaskerbinianowa

Biatko z rodziny hydrolaz laktonowych

Biatko nalezzce do kompleksu replikacyjnego GINS
Biatko nalezgce do kompleksu replikacyjnego GINS
Zaleina od DNA polimeraza RNA Il, duza podjednostka
Zaleina od DNA polimeraza RNA 11, duza podjednostka
Ligaza ubikwityny E3

Czynnik elongacyjny Tu, mitochondrialny

Czynnik elongacyjny Tu, mitochondrialny

Enolaza

Enolaza

Esteraza

Czynnik inicjacji translacji 4A

Biatko z rodziny F-box

Biatko z rodziny F-box

Dehydrogenaza mréwczanowa, mitochondrialna
Biatka z rodziny formin

Fruktokinaza

Fruktokinaza

Aldolaza fruktozo-bisfosforanu, cytoplazmatyczna
Esteraza GDSL

Germina B-5

Germina 8-5

Germina 8-5

Ligaza glutaminianu amonowego 1-4, cytoplazmatyczna
Syntetaza glutaminowa G52b

Syntetaza glutaminowa G52b

Syntetaza glutaminowa GS2b, plastydowa
Syntetaza glutaminowa

Syntetaza glutaminowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Biatko wigigce nukleotydy guaninowe

ATP-aza, podjednosta alfa, mitochondrialna
ATP-aza, podjednosta alfa, mitochondrialna

Biatko szoku cieplnego

Biatko szoku cieplnego

Biatko kompleksu CRS51

Biatko kompleksu CRS1

Dehydrogenaza izocytrynianowa zaleina od NADP
Reduktaza izoflawonowa

lzomeraza izopentydifosforanowa
Reduktoizomeraza ketolokwasowa

Metabolizm azotu
Ekspresja gendw
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Ekspresja genow
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Ekspresja gendw
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Inne
Inne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Ekspresja gendw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Metabolizm wegla
Metabolizm wtdrny
Metabolizm wtdrny
Metabolizm azotu

0,82
0,87
0,62
0,42
0,81
0,81
0,64
0,67
0,67
0,55
0,72
0,44
0,73
0,58
0,61
0,79
0,64
0,77
0,55
0,64
0,66
0,74
0,87
0,69
0,47
0,56
0,58
0,75
0,80
0,67
0,57
0,46
0,86
0,57
0,76
0,71
0,79
0,57
0,67
0,48
0,79
0,76
0,67
0,66
0,56
0,67
0,72
0,84
0,35
0,81
0,47

0,00E+00
0,00E+00
1,29E-36
2,03E-05
1,38E-40
6,23E-15
0,00E+00
3,05E-22
1,97E-11
2,50E-07
4,59E-41
1,79E-12
1,44E-24
1,78E-20
9,39E-33
6,44E-21
5,12E-26
0,00E+00
2,46E-24
6,58E-18
8,55E-25
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,61E-14
9,06E-23
1,55E-15
8,05E-38
3,53E-17
1,65E-23
2,95E-16
1,42E-19
0,00E+00
9,09E-26
1,18E-38
1,45E-39
0,00E+00
4,12E-32
1,63E-32
6,39E-20
2,28E-31
0,00E+00
2,23E-28
8,39E-16
1,01E-14
3,32E-35
3,68E-20
0,00E+00
1,23E-25
5,55E-16
2,82E-22

2,47E-01
4,77E-29

1,08E-03
1,09E-03

6,79E-01 1,22E-01

2,27E-01 2,57E-05
4,32E-01 3,91E-01

7,196-11

4,82E-01

2,30E-29
4,30E-02
4,70E-01
8,07E-01
1,36E-10

8,14E-01 5,97E-02
9,10E-07 6,60E-01
8,11E-01 3,19E-03
4,736-04 1,56E-01

| 000E:00 | 915605 |
3,10E-11 2,93E-02
5,25E-03 9,04E-02
0,00E+00 3,37E-01
4,88E-15 2,04E-01
4,88E-02 3,83E-10

0,00E+00 7,39E-02
2,926-01 3,68E-02
1,85E-06 2,49E-04
4,67E-01 1,60E-05
1,47E-09 1,71E-03

| se7ea7 | asie0s |
1,48E-15 5,78E-02
1,23E-07 3,27E-02
4,42E-04 5,95E-04

1,09E-07 8,22E-03
2,83E-02 5,98E-03
4,98E-02 1,18E-01

| 68ag20 | 126E14 |
2,56E-01 3,85E-01
1,28E-09 4,19€-01
6,62E-06 1,01E-03

1,11E-01

2,79E-01

1,05E-01
9,24E-12
6,82E-03
3,57E-03
8,77E-01

5,42
6,02
3,93
3,44
6,28
1,16
4,20
4,56
4,73
4,10
5,16
4,61
3,95
5,79
4,84
5,90
4,50
517
1,98
4,60
5,13
6,45
5,45
6,00
3,35
3,66
1,87
5,59
3,67
4,65
4,17
4,65
7,11
5,81
4,45
4,71
5,83
4,34
4,04
4,76
1,96
5,36
4,57
1,26
4,71
5,65
4,75
6,01
4,27
4,10
3,77

5,44
6,22
4,12
3,46
6,59
4,12
4,22
4,97
4,74
3,91
5,16
4,73
4,40
5,94
4,90
6,40
4,23
5,13
4,84
5,08
5,59
5,92
5,16
5,97
3,46
3,63
5,16
5,02
3,47
4,76
4,07
4,63
7,34
5,65
5,12
4,98
6,03
4,30
4,05
4,75
4,77
5,46
4,70
4,00
4,48
5,67
4,70
5,36
4,30
3,86
3,92

0,02
0,20
0,20
-0,02
0,29
-0,04
0,02
0,41
0,01
-0,19
0,01
0,09
0,45
0,16
0,07
0,49
0,27
-0,04
-0,15
0,48
0,46
0,53
-0,28
-0,03
0,10
-0,03
0,29
0,57
0,20
0,11
0,10
-0,01
0,23
-0,16
0,67
0,27
0,23
0,03
0,01
0,01
-0,19
0,10
0,13
-0,26
-0,22
0,03
0,05
0,16
0,03
0,24
0,15
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138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
145
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

88
63
70
58
88
69
48
36
69
71

71
83
75
71
51
89
28
67
33
52
69
72
75
46
65
23
67
60
56
74
46
69
81
43
43
77
70
71
35
87
S0
48
62
91
68
73
67
61
56

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa

Peroksydaza L-askorbinianowa

Peroksydaza L-askorbinianowa

Liaza laktoglutationowa

Liaza laktoglutationowa

Lipoksygenaza

Aldolaza L-treoninowa 1

Biatko wigzgce Swiatlo ER 2

Dehydrogenaza jabiczanowa, cytoplazmatyczna

Syntaza metioninowa

Kinaza aktywowana mitogenami 6

Kinaza aktywowana mitogenami 15

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, peroksysomy
Reduktaza monodehydroaskorbinianowa

Reduktaza monodehydroaskorbinianowa

Dehydrogenaza semialdehydu aminoadypinowego zaleina od NAD
Dehydrogenaza jabiczanowa, cytoplazmatyczna
Dehydrogenaza jabiczanowa, cytoplazmatyczna
Dehydrogenaza jablczanowa, cytoplazmatyczna

Reduktaza mononukleotydu flawinowego zaleina od NADP
Kinazy receptorowe PRG-1 z motywem NBS-LRR

Kinaza difosfonukleozydowa 1

Fosfodiesteraza

Oksydaza szczawianowa 1

Biatko z rodziny hydrolaz trifosfonukleotyddw zawierajgcych motyw P-loop
Biatko z rodziny hydrolaz trifosfonukleotyddw zawierajgcych motyw P-loop
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu 12A1, mitochondrialna
Amoniakoliaza fenyloalaniny

Liaza laktoglutationowa

Amoniakoliaza fenyloalaniny

Amoniakoliaza fenyloalaniny

Amoniakeliaza fenyloalaniny

Peroksyredoksyna

Fosfoglukomutaza 1

Fosfoglukomutaza 1

Dehydrogenaza fosfoglukonianowa, cytoplazamtyczna
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa, cytoplazamtyczna
Mutaza fosfoglicerynianowa

Mutaza fosfoglicerynianowa, prekursor

Hydrataza fosfopirogronianowa

|lzomeraza disiarczkowa, prekursor

|zomeraza disiarczkowa

Biatko PAIR1

Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Transport elektrondw
Mechanizmy obronne
Transport elektrondw
Inne
Mechanizmy obronne
Inne
Inne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wtdrny
Mechanizmy obronne
Metabolizm wtdrny
Metabolizm wtdrny
Metabolizm wtorny
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Inne
Inne
Ekspresja gendw

0,76
0,38
0,53
0,75
0,74
0,65
0,33
0,33
0,73
0,65
0,35
0,49
0,32
0,35
0,33
0,49
0,69
0,47
0,39
0,91
0,91
0,71
0,68
0,92
0,39
0,56
0,50
0,66
0,38
0,65
0,84
0,52
0,76
0,58
0,38
0,57
0,83
0,71
0,60
0,34
0,55
0,70
0,69
0,90
0,30
0,95
0,67
0,71
0,64
0,42

0,00E+00
1,58E-18
3,36E-28
7,38E-32
0,00E+00
6,46E-38
0,00E+00
0,00E+00
5,95E-20
2,35E-40
3,49E-12
3,44E-38
0,00E+00
0,00E+00
5,39E-09
2,81E-17
7,44E-26
4,17E-08
0,00E+00
5,91E-34
0,00E+00
2,52E-16
2,85E-23
0,00E+00
2,89E-15
2,22E-25
6,72E-05
2,43E-21
4,46E-06
4,99E-19
1,23E-35
3,37E-09
2,48E-27
5,82E-32
1,46E-32
1,13E-12
1,57E-17
2,10E-33
1,93E-27
1,37E-13
5,22E-20
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,24E-32
8,44E-33
5,35E-20
2,73E-07
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5,01E-06 6,11E-01
1,55E-12 1,21E-01
4,95E-01 5,06E-01
2,A8E-15 1,06E-03
8,07E-02 4,46E-04

6,51E-06 4,90E-02

3,72E-01 4,06E-04

5,34E-05 2,75E-03
1,31E-13 1,49E-01
1,04E-05 1,06E-01

2E-04 2,50E-01
2,62E-01 1,35E-02
3,27E-03 1,29E-01
3,97E-12 3,38E-04
7,07E-17 1,22E-03
1,06E-05 9,82E-03
1,31E-05 7,47E-04
6,47E-01 2,31E-02
4,12E-12 5,91E-04
3,00E-01 3,47E-02
2,18E-01 9,20E-01
5,51E-24 3,55E-02
0,00E+00 3,93E-04

2,31E-40 6,45E-04
4,08E-01 1,68E-01

4,41E-01 6,77E-09
E-02 1,23E-01

8,89E-04 3,21E-03
1,29E-01 5,50E-06
5,50E-02 3,00E-02
1,47E-03 1,88E-02

5,80
6,11
5,20
4,16
4,58
5,83
4,32
4,16
4,44
4,79
4,50
6,00
6,89
6,94
3,91
4,81
4,74
4,24
6,06
4,40
4,77
3,74
3,57
4,02
3,70
3,48
4,89
4,71
3,33
4,14
3,19
3,07
4,34
4,34
4,89
3,63
5,79
4,24
4,97
4,05
4,13
4,95
4,24
6,06
6,40
4,23
4,41
5,87
5,57
5,04

5,89
6,00
5,01
4,14
4,70
5,79
3,79
3,84
4,26
4,98
4,53
6,29
6,80
6,77
4,18
4,92
5,16
4,29
5,48
4,58
4,82
3,93
4,16
4,25
4,93
3,92
5,11
4,45
3,35
4,40
4,65
3,04
4,39
4,55
4,39
3,77
5,00
3,67
4,95
4,44
4,25
4,94
4,18
5,89
6,53
5,08
4,50
5,91
5,51
5,16

0,09
0,11
-0,19
0,01
0,12
-0,04
-0,52
-0,33
-0,18
0,19
0,03
0,29
-0,09
0,17
0,27
0,11
0,42
0,04
-0,58
0,18
0,04
0,19
0,59
0,23
1,23
0,43
0,22
0,26
0,02
0,26
1,46
-0,03
0,05
0,20
-0,49
0,14
-0,79
-0,56
-0,02
0,39
0,13
0,01
-0,06
0,17
0,12
0,84
0,08
0,04
-0,06
0,12
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188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
praN
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238

87
68
71
69
25
66
64
82
74
62
73
68
65
48
53
78
65
53
55
90
72
65
88
61
50
76
35
75
68
47
60
54
25
86
26
67
66
69
55
76
57
55
20
70
54
62
47
61
82
74
72

Proteosom, podjednostka alfa (typ 2)
Proteosom, podjednostka alfa (typ 1)
Proteosom, podjednostka alfa (typ 1)
Dekarboksylaza pirogronianowa 1
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednosta beta, mitochondrialna
Biatko regulujgce kondensacje chromosomow
Syntaza S-adenozylometioninowa 2

Syntaza S-adenozylometioninowa

Syntaza S-adenozylometioninowa 2

Syntaza S-adenozylometioninowa 1

Syntaza S-adenozylometioninowa 1

Syntaza S-adenozylometioninowa 1
Dekarboksylaza S-adenozylometioninowa, proenzym
Syntaza S-adenozylometioninowa

Biatka szoku cieplnego 70 kDa
Dehydrogenaza semialdehydu bursztynowego, mitochondrialna
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa
Peroksydaza tioredoksynowa

Czynnik transkrypcyjny BIM1

Transketolaza

Transketolaza

Czynnik inicjacji translacji 5A

Czynnik inicjacji translacji

|lzomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
|lzomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
Izomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
|lzomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
|lzomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
Tubulina, podjednostaka alfa

Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu 1
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu
\V-typ ATPaza

V-typ ATPaza, podjednosta A

V-typ ATPaza

V-typ ATPaza, podjednosta A

V-typ ATPaza, podjednosta B

\/-typ ATPaza, podjednosta B

V-typ ATPaza, podjednosta B

V-typ ATPaza, podjednosta C

V-typ ATPaza

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Ekspresja gendw
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Ekspresja gendw
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Ekspresja gendw
Ekspresja gendw
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Inne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Transport elektrondw
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana

0,69
0,63
0,70
0,72
0,93
0,64
0,36
0,76
0,74
0,39
0,87
0,79
0,62
0,97
0,76
0,72
0,66
0,40
0,33
0,72
0,59
0,74
0,71
0,73
0,72
0,44
0,41
0,74
0,75
0,61
0,82
0,49
0,65
0,76
0,54
0,49
0,76
0,74
0,57
0,75
0,78
0,58
0,36
0,58
0,82
0,75
0,33
0,74
0,47
0,74
0,47

1,26E-39
3,56E-35
1,47E-12
2,15E-30
4,336-32
2,01E-27
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,07E-30
6,31E-36
0,00E+00
2,29E-30
4,37E-33
7,00E-26
7,96E-19
2,11E-11
0,00E+00
8,19E-41
4,16E-30
0,00E+00
7,84E-35
0,00E+00
7,03E-23
7,92E-05
4,92E-36
1,66E-14
2,21E-15
3,17E-34
7,79E-14
1,58E-03
0,00E+00
2,12E-04
5,61E-20
7,41E-25
0,00E+00
2,36E-16
2,71E-41
1,35E-26
7,39E-20
1,14E-19
1,21E-18
1,37E-25
2,08E-13
1,34E-31
4,43€-35
3,06E-29
1,50E-32
7,59E-25

3,88E-06
1,50€-04
3,11E-15
6,32E-18
5,87E-10
2,92E-01

1,65E-04 9,18E-12

7,26E-01 2,01E-06

4,42E-02
3,90E-01
5,81E-01
1,87€-02
1,02E-01
0,00E+00

8,88E-16
1,31E-03
3,54E-06
5,70E-19
1,836-31
2,89E-08
1,05E-02
3,376-11
5,89E-01
8,92€-01
5,95E-08
2,01E-02
0,00E+00
2,75E-18

6,71E-02
7,61E-02
9,00E-02
8,94€-04
5,97E-07

0,00E+00
0,00E+00
2,69E-02

1,40E-01

2,19E-08

1,74E-02
2,12E-07
1,19E-01
5,59E-01
1,36E-01
1,67E-01

3,50E-01
1,76E-04
1,03E-03
5,00E-03
2,51E-03
9,07E-03

1,68E-04
4,99E-02
8,14E-03
2,43E-02
8,37E-02
7,39E-01
5,14E-08
2,15E-03
3,00E-01
2,23E-08
1,48E-01
6,59E-04
2,13E-04
1,54E-01

3,37E-01
6,17E-02
1,10E-04
8,66E-02
2,09E-04

1,14E-01
1,58E-04
1,06E-02
1,84E-01

8,23E-01

4,62
4,39
3,15
4,32
4,90
3,35
6,25
6,77
4,92
4,80
2,77
3,89
3,83
4,89
4,80
5,10
4,22
3,95
3,97
4,90
4,40
4,51
4,81
4,48
2,67
4,28
3,30
4,61
5,69
3,17
3,45
3,40
4,59
5,38
4,75
4,44
5,94
6,22
4,12
5,93
5,15
5,43
4,12
4,74
4,25
3,83
4,33
5,25
4,05
4,30
3,81

4,70
4,32
3,67
4,54
4,78
3,39
5,95
6,50
4,82
4,95
4,88
4,89
3,67
4,90
4,92
5,57
4,18
3,92
3,95
4,94
4,43
4,88
4,65
4,59
4,23
4,21
3,52
4,45
5,14
3,41
3,54
3,62
4,55
5,38
4,37
4,39
6,75
6,00
4,39
5,91
5,11
5,40
4,20
4,63
4,71
4,65
4,58
5,29
4,02
3,81
3,94

0,08
-0,07
0,52
0,22
-0,12
0,04
-0,30
-0,28
-0,10
0,15
0,11
0,99
-0,16
0,01
0,12
0,47
-0,05
-0,02
-0,02
0,04
0,03
0,37
-0,16
0,11
-0,44
-0,07
0,23
-0,17
-0,55
0,24
0,09
0,22
-0,03
0,00
-0,38
-0,04
0,80
-0,22
0,27
-0,03
-0,05
-0,03
0,08
0,11
0,46
0,82
0,25
0,04
-0,03
-0,49
0,13
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239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
245
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289

85
41
69
73
80
34
62
80
81
80
77
49
66
70
75
37
72
60
42
31
26
67
51
71
69
56
80
33
70
48
77
64
64
28
66
22
72
70
42
79
67
60
25
48
43
30
32
47
52
77
31

Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane

Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana

0,69
0,78
0,71
0,48
0,39
0,41
0,72
0,72
0,67
0,46
0,26
0,64
0,53
0,39
0,74
0,48
0,49
0,55
0,54
0,62
0,78
0,58
0,78
0,49
0,71
0,90
0,60
0,73
0,45
0,73
0,75
0,57
0,75
0,39
0,55
0,65
0,81
0,77
0,41
0,79
0,83
0,55
0,32
0,52
0,31
0,63
0,78
0,65
0,60
0,75
0,63

1,30E-33
1,36E-22
2,45E-27
2,82E-29
2,10E-17
5,54E-07
4,93E-36
0,00E+00
1,66E-28
6,67E-16
1,20E-08
8,24E-19
7,45E-14
2,65E-13
0,00E+00
8,48E-12
8,46E-25
8,93E-13
8,64E-13
5,87E-10
0,00E+00
2,29E-24
2,05E-30
1,69E-16
1,46E-28
6,99E-40
3,01E-23
5,58E-11
7,27E-20
0,00E+00
0,00E+00
1,51E-23
0,00E+00
2,47E-16
1,32E-22
3,62E-08
0,00E400
1,50E-39
1,36E-12
5,61E-23
2,24E-40
2,61E-18
1,67E-15
2,82E-15
4,95E-20
9,25E-13
4,82E-25
1,36E-17
1,77E-16
4,19E-33
1,63E-15

4,07E-16
9,40E-02
1,18E-01
3,88E-05
5,69E-04
1,00E-08

1,32E-03
1,17E-15
1,71E-02
7,86E-09
4,49E-01
6,63E-11
3,62E-07
5,44E-16
1,55E-10
6,12E-02
2,95E-01
4,75E-01
5,17E-03
1,11E-01
6,00E-01
6,22E-01
1,18E-23
6,33E-35
2,12E-16
4,16E-29
1,69E-02
2,45E-13
8,03E-01
3,76E-35

9,09E-12

3,87E-04
5,36E-02
6,97E-02
5,79€-03
2,35E-01
1,52E-01

1,11E-10
7,63E-03
1,78E-02
3,04£-01
3,87E-06
3,20E-04
2,69€-02
1,47€-03
2,68E-03
9,60E-05
1,02E-01
6,52E-04
3,07E-02
3,86E-03
2,57E-06
6,05E-01
2,44E-03
4,20E-04
8,11€-03
2,65E-03
9,89E-02
2,49€-02
4,08E-02
1,10E-01
2,02€-02

4,64E-07 1,20E-02

2,27E-09 7,57€-02

1,63E-08
5,67E-02
2,68E-11
3,24E-01
1,50E-05
3,59E-02

1,73€-02
8,59E-05
5,66E-03
5,32€-02
2,18E-03
8,37€-01

7,91E-07 3,50E-01
2,23E-04 1,15€-03

2,96E-05

5,98E-02

4,62
4,08
4,48
4,14
4,00
3,57
4,04
4,97
4,30
4,40
3,39
3,34
3,36
4,28
5,29
4,22
3,70
3,42
3,56
3,46
3,62
3,98
6,68
4,17
4,12
3,75
3,43
3,34
3,78
4,05
5,32
5,09
4,80
4,70
3,84
3,55
4,91
5,40
4,58
4,40
4,40
4,03
4,62
4,00
4,36
3,52
4,64
4,20
4,38
4,66
3,98

4,80
2,04
4,44
4,24
4,10
3,93
4,22
4,92
4,46
4,34
3,23
3,32
3,15
4,43
5,05
3,89
3,65
3,38
3,58
3,36
3,58
3,99
6,65
4,45
3,65
3,44
3,87
3,25
3,59
4,04
4,86
4,89
4,68
2,40
3,62
3,81
5,09
5,47
4,86
5,10
4,51
2,07
4,49
3,96
4,17
3,58
4,36
4,07
2,27
5,03
4,07

0,17
-0,04
-0,04
0,11
0,10
0,36
0,17
-0,06
0,16
-0,06
0,16
-0,02
0,21
0,15
-0,24
0,33
-0,05
-0,04
0,03
-0,10
-0,04
0,02
-0,03
0,28
-0,47
-0,31
0,44
-0,09
-0,18
-0,01
-0,46
-0,20
0,12
-0,31
-0,22
0,25
0,18
0,07
0,28
0,70
0,11
0,04
0,12
-0,04
-0,19
0,05
-0,28
0,13
-0,11
0,37
0,08
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290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339

64
77
79
53
77
69
69
77
51
87
55
73
48
68
86
31
28
84
89
69
81
88
68
47
57
84
36
75
82
65
79
65
43
73
82
47
71
77
45
42

60
68
61
71
69
65
52
65
63

Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane

Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana

0,58
0,60
0,45
0,82
0,68
0,64
0,61
0,67
0,54
0,76
0,67
0,80
0,65
0,65
0,73
0,32
0,26
0,53
0,71
0,49
0,66
0,47
0,61
0,69
0,54
0,49
0,78
0,66
0,64
0,51
0,79
0,41
0,67
0,56
0,55
0,62
0,25
0,52
0,30
0,44
0,37
0,50
0,74
0,20
0,64
0,60
0,62
0,45
0,74
0,58

8,59E-17
2,15E-27
2,73E-16
2,95E-30
3,96E-35
2,86E-15
2,30E-33
1,03E-33
5,28E-20
0,00E+00
9,49E-13
1,03E-39
3,53E-17
9,44E-20
0,00E+00
5,01E-10
2,99E-10
2,35E-39
0,00E400
8,05E-30
0,00E+00
6,28E-32
2,84E-19
4,18E-32
6,34E-25
2,18E-35
4,18E-22
1,57E-13
6,54E-29
2,55E-35
0,00E+00
5,38E-15
5,95E-13
2,61E-35
5,92E-33
3,64E-26
1,52E-10
0,00E400
1,35E-10
9,93E-13
9,65E-12
7,04E-37
2,15E-39
1,75E-35
0,00E400
0,00E400
3,69E-22
2,09E-09
2,30E-25
1,28E-27

3,54E-12

7,90E-01 6,14E-06
1,55E-15 7,39E-01

3,39E-15
1,00E-01
2,41E-01
3,34E-03
7,16E-31
6,60E-02
3,69E-04
7,33E-01
2,66E-15

1,54E-04
3,05E-02
1,62E-01
1,35E-10
8,20E-01
9,73E-04
1,32E-03
7,07E-17
1,58E-03
2,81E-09

4,85E-33
1,48E-36
5,78E-02
4,41E-22
2,00E-04
4,35E-06
8,57E-01
1,00E-26
1,76E-13
3,62E-02

4,12E-07
1,17E-09
2,63E-05
9,64E-01
2,61E-19
6,66E-16
1,46E-01
9,08E-01
3,36E-03
3,66E-02

7,07E-17 1,63E-02

1,86E-03

2,01E-02
1,96E-04
8,85E-01
8,57E-02
1,31E-01
6,66E-03
3,03E-06
2,28E-09
6,18E-02

6,30E-03
4,59E-02
2,19E-03
3,51E-01
2,77E-05
4,06E-03
1,22E-01
2,11E-01
1,26E-08
1,33E-01

2,17E-04
3,63E-03
3,56E-01
9,48E-03
1,89E-01
6,87E-03
7,27E-03
5,95E-02
4,73E-03
4,47E-01

8,35E-03
6,75E-04
1,03E-01
3,97E-02
1,38E-04
2,94E-01
1,72E-07
1,29E-06
4,10E-04
3,95E-02

4,04
4,18
4,21
4,04
5,38
3,29
3,60
3,59
3,90
4,32
3,40
3,50
3,60
3,71
5,90
5,39
3,77
4,08
5,06
4,02
4,52
4,64
3,54
4,48
4,03
4,00
3,54
3,40
3,72
3,95
4,10
3,37
3,17
4,50
3,77
3,76
3,76
5,86
3,46
4,01
3,57
3,91
3,99
2,47
4,28
4,30
3,98
3,72
3,87
3,98

4,37
4,61
4,22
4,35
4,85
3,69
3,55
3,56
3,80
4,57
3,33
3,60
3,61
4,26
5,78
5,59
3,71
4,10
5,18
4,01
4,48
4,60
3,84
4,42
3,91
4,23
3,92
3,84
4,12
3,98
4,26
3,25
3,31
4,50
4,01
3,90
3,71
6,05
3,31
3,82
3,45
3,91
4,20
4,31
4,31
4,30
4,05
3,64
4,39
3,70

0,33
0,43
0,01
0,31

-0,53

0,41

-0,05
-0,03
-0,10

0,25

-0,07

0,10
0,01
0,55

-0,12

0,21

-0,05

0,02
0,12

-0,01
-0,05
-0,04

0,30

-0,06
-0,12

0,23
0,38
0,44
0,41
0,04
0,15

-0,12

0,13
0,00
0,24
0,14

-0,05

0,19

-0,15
-0,19
-0,13

0,00
0,21

-0,15

0,03
0,00
0,07

-0,08

0,53

-0,28
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340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381

36
26
46
68
75
56
72
60
64
56
71
61
63
71
69
36
67
53
74
60
60
53
36
25

70
73
35
78
77
84
69
69
36
71
54
34
64
78
77
61
55

Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane
Niezidentyfikowane

Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana

0,53
0,85
0,51
0,54
0,62
0,72
0,48
0,33
0,65
0,89
0,67
0,71
0,74
0,55
0,56
0,62
0,56
0,66
0,68
0,54
0,44
0,70
0,67
0,92
0,82
0,66
0,53
0,66
0,69
0,74
0,59
0,42
0,73
0,62
0,84
0,52
0,73
0,75
0,40
0,73
0,43
0,52

5,06E-11
3,53E-17
1,91E-14
2,15E-23
6,61E-35
2,24E-41
3,66E-23
4,54E-15
6,14E-24
0,00E+00
1,04E-37
2,19€-24
1,01E-29
5,51E-33
6,12E-11
2,21E-13
2,17E-16
1,76E-24
4,62E-33
1,01E-16
1,29E-14
5,48E-26
3,48E-12
2,99E-23
0,00E+00
6,32E-37
3,30E-21
3,07E-14
1,08E-37
0,00E+00
5,35E-41
1,97E-22
1,67E-38
0,00E+00
0,00E+00
2,70E-15
0,00E+00
4,67E-38
5,67E-22
2,95E-33
2,44E-19
2,67E-15

2,35E-11
7,79E-03
5,90E-01

3,28E-06
9,07E-01
2,29E-05
3,77E-10
7,85E-01
6,74E-01
3,40E-01
1,16E-02
5,67E-02
3,91E-05
0,00E+00
6,28E-06
6,23E-01
6,38E-13
4,22E-04
7,57E-02
2,05E-03
1,69E-03
2,58E-04

1,77E-07
2,63E-15
1,26E-09
9,91E-05
1,99E-02
2,62E-10
1,64E-02
5,01E-01
2,12E-04
9,03E-05
9,63E-02
2,43E-01
8,21E-04
8,06E-04

2,24E-13
6,25E-03

1,03E-02
1,85E-03
2,00E-01

1,99E-03
1,78E-03
1,11E-01
4,13€-03
1,37E-02
8,97E-03
1,62E-01
1,92E-02
2,70E-02
1,45E-01
8,50E-04
2,23E-01
9,11E-01
8,57E-04
6,88E-05
8,16E-01
3,03E-04
3,28E-03
5,33E-01

2,92E-01
6,13E-04
2,50E-03
2,01E-04
1,10E-02
1,04E-02
1,67E-02
1,57E-01
5,75E-04
1,44E-02
3,74E-02
5,65E-06
3,46E-02
1,08E-01

1,36E-02
3,37E-02

3,85
4,09
4,01
4,97
5,20
4,33
5,65
3,78
3,76
4,62
5,23
4,34
4,30
4,02
4,03
4,05
4,65
4,22
4,94
4,28
3,55
4,48
3,53
4,80
4,09
4,64
4,24
4,23
4,25
5,67
5,54
3,95
5,53
5,07
5,14
5,04
4,00
4,65
3,95
4,33
3,30
3,69

3,65
4,03
4,03
4,78
5,00
4,41
5,65
3,61
3,58
4,62
5,24
4,32
4,23
4,06
4,19
4,54
4,56
4,19
4,75
4,17
3,47
4,40
3,61
4,71
3,89
4,84
4,41
4,04
4,34
5,74
5,72
3,85
5,50
4,94
5,23
4,96
3,98
4,57
4,02
4,58
3,98
3,77

0,20
-0,06

0,02

-0,19
-0,20

0,07
0,00

0,17
-0,19
0,01

0,01

-0,02
-0,07

0,05
0,16
0,49

-0,09
-0,03
-0,20
0,11
-0,08
-0,08

0,08

-0,09
-0,20

0,20
0,17

-0,19

0,09
0,08
0,18

-0,09
-0,03
-0,13

0,09

-0,08
-0,02
-0,09

0,07
0,25
0,18
0,09
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Efekt suszy, czyli roznica pomig¢dzy warto$cig poziomu akumulacji biatka w
warunkach suszy a warto$cig w warunkach kontrolnych byt istotny statystycznie dla 225
biatek (p-wartos¢ <0,05 z poprawka Bonferroniego). Interakcje pomigdzy liniami populacji
mapujacej MCam a suszg byly istotne statystycznie dla 115 biatek (p-wartos¢ <0,05 z
poprawka Bonferroniego). Roéznice w akumulacji 82 bialek wykazaly istotno$¢
statystyczng zarowno dla efektu suszy jak i dla efektu interakcji pomiedzy genotypem a

suszg (p-wartos$¢ <0,05 z poprawka Bonferroniego) (Tab. 4.9).

Tab. 4.9. Klasyfikacja bialek w odniesieniu do istotno$ci zmian poziomu akumulacji
pomigdzy warunkami stresu suszy i kontrolg (efekt suszy) oraz oddzialywan pomig¢dzy
liniami populacji mapujacej MCam i suszg (interakcja genotyp x susza).

Interakcja genotyp X susza
Efekt suszy Nieistotny Istotny Suma
Nieistotny 123 33 156
Istotny 143 82 225
Suma 266 115 381

Sposrdéd 225 bialek, ktoérych zmiany poziomu akumulacji wykazaty istotnos$¢
statystyczng dla efektu suszy, 117 zwigkszylo poziom akumulacji w warunkach deficytu
wody, natomiast 90 charakteryzowato si¢ spadkiem w poziomie akumulacji (Tab. 4.10).
Najwyzszy dodatni efekt suszy (efekt suszy > 1.2) obserwowany byt dla dwoch izoform
biatka szoku cieplnego o masie 16.9 kDa (nr biatka wg Tab. 4.8: 9,11), bialka nalezacego
do rodziny hydrolaz trifosfonukleotydow zawierajacych motyw P-loop (P-loop NTP-aza)
(168), mutazy bisfosofoglicerynianowej (16) i dehydrogenazy jabtczanowej (162). Wysoki
dodatni efekt suszy (0.8 < efekt suszy < 1.0) charakteryzowat nastepujace biatka: syntaza
S-adenozylometioninowa (199), biatko odpowiadajace na stres chtodu (80) i ATP-aza
(224). Podwyzszony poziom akumulacji mutazy bisfosfoglicerynianowej charakteryzowat
90% badanych genotypow, a wzgledna ilo$¢ tego biatka zwigkszyta si¢ od 2 do 14-krotnie
w korzeniach roslin poddawanych stresowi suszy w stosunku do kontroli. Biatko szoku
cieplnego 16.9 kDa, ktore wyrozniat wzrost poziomu ekspresji dla wszystkich badanych
genotypow, zwiekszyto swoj profil akumulacji w granicach od 2 do 19-razy w stosunku do
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kontroli. Najwyzszym ujemnym efektem suszy (efekt suszy > -0.5) charakteryzowaly si¢
enzymy zwigzane z metabolizmem wtornym: dwie izoformy amoniakoliazy fenyloalaniny
(174,175) 1 O-metylotransferaza kwasu kawowego (71), oraz enzymy antyoskydacyjne:
peroksydaza askorbinianowa (144) i manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa (156).
Ujemny efekt suszy wykazywata tez fruktokinaza (108), proteasom 26S (19) i germina 8-5
(114). Amoniakoliaza fenyloalaniny wykazata najwyzszy ujemny efekt suszy dla 85%
badanych genotypow, a poziom jej akumulacji obnizony byl $rednio 2-3-krotnie w
poréwnaniu do korzeni roslin kontrolnych. Wsrod 115 biatek, ktorych zmiany profilu
akumulacji byly istotne statystycznie dla efektu genotyp x susza, 56 Dbiatek
charakteryzowato si¢ wzrostem poziomu akumulacji, natomiast 55 biatek cechowat spadek
akumulacji w warunkach deficytu wody. Najsilniejszy stopien korelacji obserwowano dla
biatek, ktorych zmiany ekspresji posiadaly najwyzszy dodatni/ujemny poziom efektu
suszy.

W celu sprawdzenia istotno$ci odchylen w proporcji pomiedzy ujemnym,
nieistotnym i dodatnim efektem suszy dla kategorii funkcyjnych od tej samej proporcji dla
wszystkich biatek (suma obserwacji), przeprowadzono test zgodnos$ci y2. Analiza
statystyczna zostala wykonana dla grup z podzialem na funkcje biologiczne, w ktorych
wyrézniono liczbe biatek wigksza niz 5. Proporcja pomiedzy ujemnym, nieistotnym i
dodatnim efektem suszy wynosita odpowiednio 90:174:117 (1:2:1,3). Na podstawie testu
zgodnosci y2 dla wszystkich przedstawionych kategorii funkcyjnych, stwierdzono, ze
najwickszym  odchyleniem od proporcji $rednich zmian (suma obserwacji)
charakteryzowala si¢ kategoria zwigzana z mechanizmami obronnymi (1:2:2). W grupie tej
obserwowano zwigkszong liczbe biatek, ktorych profil akumulacji ulegl wzrostowi w
warunkach suszy, w porowaniu do rozktadu proporcji sumy obserwacji. Dla pozostatych
kategorii nie stwierdzono zmian w ujemnych, nieistotnych i dodatnich efektach suszy w
odniesieniu do sumy obserwacji. Co oznacza, ze dla tych kategorii funkcyjnych nie
stwierdzono nadreprezentacji cech, ktore ulegly zmianie pod wptywem dziatania suszy

(Tab. 4.10).
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Tab.4.10. Wplyw suszy na zmiany poziomu akumulacji biatek reprezentujacych
poszczegolne kategorie klasyfikacji funkcyjnej w korzeniach linii populacji mapujace;j
MCam.

Efekt suszy
Funkcja biologiczna
Ujemny Nieistotny Dodatni Suma
Mechanizmy obronne 28 38 38 103
Metabolizm wegla 12 17 21 50
Ekspresja genow 6 10 6 22
Transport elektronow 5 7 7 19
Metabolizm azotu 6 7 4 17
Metabolizm wtorny 5 2 2 9
Inne 4 6 2 12
Nieznane 24 89 37 150
Suma 90 174 117 381

Test zgodnosci y2 przeprowadzono takze w przypadku interakcji genotyp x susza z
uwzglednieniem efektu suszy. Stosunek proporcji genotyp X susza nieistotnych do
istotnych statystycznie dla sumy obserwacji wynosit odpowiednio 1:2,5 (32:82 biatek). Na
podstawie testu zgodnosci dla kategorii funkcyjnych, w ktorych zawierato si¢ wigcej niz 5
biatek zauwazono, ze proporcje interakcji genotyp X Susza najbardziej odbiegaja w
przypadku Kkilku kategorii funkcyjnych. Najwiekszym odchyleniem od proporcji $rednich
zmian w suszy wszystkich bialek (suma obserwacji) charakteryzowala si¢ kategoria
zwigzana z metabolizmem wegla (1:5), co wskazuje na wigkszg w tej kategorii liczbe
bialek wykazujacych istotne statystycznie zmiany wynikajace z interakcji genotyp x susza
(Tab. 4.11).
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Tab. 4.11. Interakcja genotyp X susza z uwzgl¢dnieniem $rednich wielko$ci efektow suszy
w liniach populacji mapujacej MCam dla poszczegdlnych kategorii klasyfikacji funkcyjnej

biatek.

Interakcja genotyp x susza

Funkcja biologiczna Istotna
Nieistotna Efekt suszy Suma
Ujemny Dodatni
Mechanizmy obronne 10 9 15 34
Metabolizm wegla 3 3 12 18
Ekspresja genow 2 0 2 4
Transport elektronow 0 1 4 5
Metabolizm azotu 5 3 3 11
Metabolizm wtorny 2 0 0 2
Inne 0 3 2 5
Nieznane 10 13 12 35
Suma 32 82 115

Analiza genotypow rodzicielskich, odnoszaca si¢ do 381 bialek, ktorych zmiany

ekspresji byly istotne statystycznie dla populacji MCam pokazata, ze poziom akumulacji

bialek zarowno w warunkach suszy jak i w kontroli byl w wigkszej liczbie przypadkow

wyzszy u odmiany Maresi niz w linii Cam/B1/CI (Tab. 4.12).

Tab. 4.12. Porownanie poziomu akumulacji biatek w warunkach suszy i kontroli w

genotypach rodzicielskich.

Poziom akumulacji biatka Susza Kontrola
Wyzszy w Maresi 52
Réwny 279
Wyzszy w Cam/B1/CI 13
Calkowita liczba biatek 344
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Wsérod biatek reagujgcych na stres suszy, liczba biatek, ktore wykazaty
podwyzszony poziom akumulacji (dodatni efekt suszy) byta zblizona u odmian Maresi i
Cam/B1/Cl. Podobnie, ilo$¢ biatek charakteryzujacych si¢ obnizonym poziomem
akumulacji (ujemny efekt suszy) nie roéznicowata obu linii rodzicielskich. Ponadto
zaobserwowano, ze zarOwno u odmiany Maresi jak i Cam/B1/CI liczba biatek, ktore
wyrédzniat dodatni efekt suszy byta bardzo bliska ilosci biatek wykazujacych ujemny efekt
suszy. Liczba biatek o niezmienionym profilu akumulacji (nieistotny efekt suszy) byla
wyzsza W linii Cam/B1/CI (Tab. 4.13)

Tab. 4.13. Klasyfikacja bialek w odniesieniu do istotnosci zmian poziomu akumulacji w
warunkach stresu suszy i kontroli u genotypdéw rodzicielskich.

Efekt suszy Maresi Cam/B1/CI
Dodatni 33 34
Nieistotny 241 277
Ujemny 37 38
Suma 311 349

Odnoszac si¢ do poszczegodlnych kategorii funkcyjnych biatek, mozna zauwazy¢,
ze w wigkszosci przypadkéw oba genotypy rodzicielskie wykazuja zblizony liczbowy
rozktad biatek wykazujacych ujemny, nieistotny i dodatni efekt suszy. Na podstawie test
zgodnosci y2 dla kategorii zawierajacych wiecej niz pie¢ bialek (wszystkie kategorie)
zaobserwowano, ze biatka pelnigce funkcje obronne u linii CamB1/CI wykazuja pewne
odchylenie w stosunku do liczby biatek o ujemnym, nieistotnymi i dodatni efekcie suszy u
odmiany Maresi (Tab. 4.14). Wartosci akumulacji biatek dla odmian rodzicielskich sg

dostepne w materialach dodatkowych (Tab. S1).
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Tab. 4.14. Wplyw suszy na zmiany poziomu akumulacji bialek reprezentujacych
poszczegolne kategorie klasyfikacji funkcyjnej w korzeniach odmian rodzicielskich.

Efekt suszy

Funkcja biologiczna Maresi Cam/B1/CI

Ujemny  Nieistotny  Dodatni | Suma | Ujemny  Nieistotny  Dodatni | Suma
Mechanizmy 7 64 11 82 10 65 22 97
obronne
Metabolizm wegla 5 30 6 41 5 29 7 41
Ekspresja genow 2 12 3 17 3 14 2 19
Transport elektronow 1 12 2 15 1 13 2 16
Metabolizm azotu 7 7 2 16 2 15 0 17
Metabolizm wtorny 3 7 1 11 5 5 0 10
Inne 1 7 1 9 1 7 1 9
Nieznane 7 102 12 121 7 119 14 140
Suma 33 241 37 311 34 278 38 349

Z rozktadu efektow suszy, dla korzeni odmian rodzicielskich wynika, ze odmiang
Maresi cechuje obecnos¢ kilku biatek o silnie dodatnich efektach suszy, ktorych zmiany w
odpowiedzi na stres suszy nie byly obserwowane w linii Cam/B1/CIL. Do biatek tych nalezg
m.in.: syntaza S-adenozylometioninowa (199), biatko regulatorowe z rodziny 14-3-3 (1),
V-typ ATP-aza (224) (Ryc. 4.10; Tab. 4.8, Tab. S1).

i igfecger s o
oo 12

Cam/B1/Cl Maresi

Ryc.4.10. Rozktad efektu suszy dla profili biatkowych obserwowanych dla genotypow
rodzicielskich.
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Dla odmian rodzicielskich i linii populacji mapujacej przeprowadzona zostala
analiza wspotrzednych glownych (PCO, ang. Principal Coordinates Analysis). Analize
wykonano dla wszystkich badanych genotypéw jeczmienia w warunkach suszy i kontroli
(Ryc. 4.11), dla wszystkich kategorii funkcyjnych (Ryc. 4.12) oraz dla efektow suszy (Ryc.
4.13).

Analiza PCO przeprowadzona dla wszystkich biatek zidentyfikowanych w
badanych liniach populacji mapujacej i odmianach rodzicielskich wykazata, ze najsilniej
dodatnio skorelowane wzgledem pierwsze] wspotrzedne] s3a nastepujagce biatka:
amoniakoliaza fenyloalaniny (175) i zalezna od DNA polimeraza RNA II (96). Najwigksze
zrdznicowanie  genotypdbw w suszy 1 kontroli obserwowano dla mutazy
fosfoglicerynianowej (182), biatka szoku cieplnego 70 kDa (32), syntazy glutaminianowej
(119), mitochondrialnej podjednostki ATP-azy (128) i czynnika elongacyjnego Tu (99),
ktore stanowity biatka najsilniej skorelowane ujemnie z pierwsza wspotrzedng. Wzgledem
drugiej wspotrzednej ujemng korelacje wykazaty biatka: peroksydaza askorbinianowa (48),

biatko p6znej embriogenezy(79) i syntaza ATP (plamka nr 60).
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Ryc. 4.11. Analiza wspotrzednych gtownych. Genotypy rodzicielskie i linie populacji
mapujacej MCam przedstawione zostaly na ptaszczyznie dwoch wspotrzednych gléwnych
obliczonych dla poziomu akumulacji biatek w warunkach niedoboru wody 1 w warunkach
kontrolnych. Kolor czerwony przedstawia genotypy w warunkach suszy, kolor czarny
genotypy w warunkach kontrolnych. 1 - odmiany rodzicielskie w warunkach kontrolnych,
2 —odmiany rodzicielskie w warunkach suszy.
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Analiza wspoétrzednych gltéwnych w odniesieniu do profilu akumulacji biatek
nalezacych do okreslonych kategorii funkcyjnych, wykazata, ze badane genotypy cechuje
zrdznicowanie pomiedzy warunkami suszy i kontroli i réznig si¢ one zaréwno pod
wzgledem pierwszej i1 drugiej wspotrzednej gtownej. Istotne zroznicowanie zauwazono w
kategoriach: mechanizmy obronne, metabolizm wegla, ekspresja genow, metabolizm
wtorny 1 inne.

W kategorii mechanizmy obronne o r6znicach pomi¢dzy suszg i kontrolg badanych
genotypow pod wzgledem pierwszej wspotrzednej decydowaty nastepujgce biatka: biatka
szoku cieplnego o masach 16.9 kDa, 17.6 kDa i 70 kDa (9,14,32), reduktaza
dehydroaskorbinianowa (91), syntaza glutaminianowa (119) i dwie izoformy peroksydazy
askorbinianowej (138,142). Biatka te wyrdznialy si¢ silnie ujemng korelacja z pierwsza
wspotrzedng i charakteryzowaty si¢ zwigkszonym poziomem akumulacji w warunkach
deficytu wody. Plamka numer 9 reprezentujagca na elektroforegramach biatko szoku
cieplnego o masie 16.9 kDa wykazywala bardzo wysoki dodatni poziom efektu suszy,
rowny 1.73. Najwicksze zroznicowanie genotypow pod wzgledem drugiej wspdirzedne;,
wykazujace silnie ujemng korelacje obserwowano dla biatka p6znej embriogenezy (79) i
reduktazy dehydroaskorbinianowej (89).

Wsrod  biatek nalezacych do grupy funkcyjnej zwigzanej z przemianami
metabolicznym wegla najsilniej ujemnie skorelowanymi z pierwsza wspotrzedna byty:
fruktokinaza (108), dwie izoformy mutazy bisfosofoglicerynianowej (15,16) i
dehydrogenaza jabtczanowa (162). Natomiast najsilniej dodatnio skorelowanym biatkiem z
druga wspélrzgdng byta lipoksygenaza (147). Mutaza bisfosfoglicerynianowa i
dehydrogenaza jablczanowa charakteryzowaty si¢ wysokim dodatnim poziomem efektu
suszy, rownym odpowiednio 1.45 i1 1.23. W obrebie biatek zwigzanych z regulacja
ekspresji genéw dodatnig korelacjg z drugg wspotrzedng wyrdzniaty si¢ biatko wigzace
nukleotydy guaniniowe (127) i biatko nalezace do kompleksu biatek GINS (93). Natomiast
biatkiem roznicujgcym genotypy, ktore charakteryzowato si¢ silnie ujemng korelacjg z
pierwsza wspotrzedng byl czynnik inicjacji translacji 4A (103). W grupie bialek
zwigzanych z metabolizmem wtérnym najsilniejsza dodatnig korelacje wzgledem
pierwszej i drugiej wspolrzednej wykazywaty biatka: O-metylotransferaza kwasu
kawowego (71) i dwie izoformy amoniakoliazy fenyloalaniny (174,175).

W przypadku biatek, ktore sklasyfikowane zostaty do grupy funkcyjnej okreslanej
jako inne, najwyzszy dodatni poziom korelacji z pierwsza wspotrzedna rdéznicujaca badane

genotypy cechowat biatko z rodziny formin (42). Dla pozostatych grup funkcyjnych nie
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zaobserwowano znaczacych zmian w obrgbie badanych linii wzrastajagcych w warunkach

deficytu wody i w warunkach kontrolnych.
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Ryc. 4.12. Analiza wspotrzednych glownych dla sklasyfikowanych grup funkcyjnych,
ktore A - wykazywaty zréznicowanie pod wzgledem dwoch wspotrzednych, B - nie
wykazywaly zroznicowanie pod wzgledem dwoch wspotrzednych. Odmiany rodzicielskie i
linie populacji mapujacej MCam przedstawione zostaly na ptaszczyZznie dwoch pierwszych
wspotrzednych gltownych obliczonych dla poziomu akumulacji bialek w warunkach
niedoboru wody i warunkach kontrolnych. Kolor czerwony przedstawia genotypy w
warunkach suszy, kolor czarny przedstawia genotypy w warunkach kontrolnych. 1-
odmiany rodzicielskie w warunkach kontrolnych, 2 — odmiany rodzicielskie w warunkach

suszy.
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Analiza PCO dla efektu suszy pokazata, ze odleglosci pomigdzy genotypami
rodzicielskim we wszystkich kategoriach funkcyjnych sg niewielkie, co wskazuje na ich
niski poziom zréznicowania. W przypadku populacji mapujacej widoczny jest wigkszy
rozrzut linii, co moze $wiadczy¢ o wyzszym stopniu ich zréznicowania. W wigkszosci
kategorii funkcyjnych genotypy zréznicowane sg wzgledem obu wspotrzednych glownych.
Natomiast w kategorii metabolizm azotu zmienno$¢ widoczna jest wzgledem drugiej

wspotrzednej gtéwne;.
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Ryc. 4.13. Analiza wspotrzednych gtownych dla efektow suszy. Linie populacji mapujace;j
MCam i odmiany rodzicielskie przedstawione zostaly na ptaszczyznie dwoch pierwszych
wspotrzednych gtownych, obliczonych dla poziomu akumulacji biatka w warunkach stresu
suszy i kontroli.
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Grupowanie hierarchiczne jest jedng z wielowymiarowych metod statystycznych
wykorzystywanych w badaniach proteomicznych, ktéra pozwala na wizualizacj¢ duzej
ilosci uzyskiwanych danych. Dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne wykonano
metodg $rednich odlegtoéci pomiedzy obiektami w skupieniach (UPGMA, ang.
unweighted paired group average linkage) na podstawie odlegltosci euklidesowej. Z grupy
115 biatek o statystycznie istotnej interakcji genotyp x susza, do analizy skupien wybrano
97 biatek, ktore wystepowaty w przynajmniej 50 liniach badanej populacji mapujace;.
Uzyskane wyniki grupowania hierarchicznego przedstawiono w postaci mapy cieplnej oraz
dendrogramow, z uwzglednieniem kategorii klasyfikacji funkcjonalnej biatek (Ryc. 4.14,
Ryc. 4.15) (ryciny w wickszej rozdzielczosci umieszczono na ptycie CD). Biatka
pogrupowano zgodnie z ich poziomem akumulacji w kazdej badanej linii, dzigki czemu
mozliwe bylo znalezienie rdznic 1 podobienstw w profilu akumulacji pomiedzy grupami
biatek i1 jednocze$nie pomigdzy réznymi genotypami roslin.

W obrebie mapy cieplnej widoczny jest podziat biatek na trzy gtéwne grupy: biatka
o duzych ujemnych efektach suszy (kolor czerwony), biatka o ujemnych i dodatnich lecz
stabych efektach suszy (Srodkowa cze§¢ mapy) oraz biatka o duzych dodatnich efektach
suszy (kolor niebieski) (Ryc. 4.13). Do grupy bialek, wyroznionych przez najwyzszy
dodatni efekt suszy naleza: biatko szoku cieplnego 16.9 kDa (11), biatko nalezace do
rodziny hydrolaz trifosfonukleotydow zawierajagcych motyw P-loop (P-loop NTP-aza)
(168), mutaza bisfosfoglicerynianowa (16) i dehydrogenaza jabtczanowa (162) (efekt
suszy >1). Syntaza S-adenozylometionina (199), dwa biatka z rodziny COR (80,79), ATP-
aza (224) i transferaza S-glutationowa (121) takze charakteryzowaty si¢ wysokim efektem
suszy (efekt suszy>0.5). Wsrod biatek o najwyzszym ujemnym efekcie suszy znalazly sie:
enzymy antyoksydacyjne — manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa (156), peroksydaza
askorbinianowa (144), biatka zwigzane z metabolizmem wtornym - O-metylotransferaza
kwasu kawowego (71), dwie izoformy amoniakoliazy fenyloalaniny (174,175), biatka
obronne - biatko nalezace do rodziny germin (114), proteasom 26S (19) oraz kluczowy
enzym procesu glikolizy — fruktokinaza (108) (Tab. 4.8, Ryc. 4.13).

Wygenerowane dendrogramy wyraznie réznicujg zidentyfikowane biatka na dwie
zasadnicze grupy. W obrebie tych grup wyselekcjonowano podgrupy biatek, ktore reaguja
w taki sam sposob na zastosowany stres suszy (Ryc. 4.15). Wsrod wyznaczonych szeSciu
grup, grupy 1 i 5 zawierajg biatka, ktérych zmiany poziomu akumulacji cechuje ujemy
efekt suszy, natomiast zmiany akumulacji bialek reprezentujacych pozostate grupy

charakteryzuje dodatni efekt suszy. W grupie pierwszej znajduja si¢ cztery z osmiu bialek,
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ktore wykazuja najwyzszy ujemy efekt suszy (71,156,174,108) (Tab. 4.16). Dwa z nich —
amoniakoliaza fenyloalaniny i O-metylotransferaza kwasu kawowego naleza do kategorii
funkcyjnej zwigzanej z metabolizmem wtornym. Natomiast do grupy szostej naleza dwa z
czterech bialek wyrdznionych przez najwyzszy dodatni efekt suszy, biatko szoku cieplnego
sHSP16.9 (11) i mutaza bisfosfoglicerynianowa (16). W grupie pigtej wystepuja cztery
biatka, ktorych funkcje zwigzane sa z metabolizmem aminokwasdéw. Natomiast grupa
czwarta to dwie izoformy aktyny (Tab. 4.16).

Na dendrogramie grupujacym poszczegélne linie wedtug ich odpowiedzi na suszg,
takze mozna zaobserwowac podzial na dwie glowne grupy genotypoéw (Ryc.4.16).
Odmiany rodzicielskie znajduja si¢ w réznych grupach, wokot ktorych skupione sa
poszczegolne linie populacji mapujacej. Zastosowanie odpowiednich metod statystycznych
pozwolito na wyodrebnienie trzech podgrup linii, ktore w warunkach stresu cechuje
statystycznie taki sam charakter odpowiedzi. W jednej z tych grup znajduje si¢ odmiana
rodzicielska Maresi wraz z 6 liniami MCam. Zastosowana metoda analizy danych
wykazata indywidualny, w poréwnaniu do pozostatych linii, charakter odpowiedzi na stres
linii 84. Co ciekawe, linia ta charakteryzuje si¢ najwigksza liczba bialek wykazujacych
zmiany w poziomie akumulacji w odpowiedzi na susze w obrebie catej populacji
mapujacej MCam. Przeprowadzona analiza skupien pokazata, Zze rdznice pomigdzy
badanymi genotypami zwigzane sg przede wszystkim z réznicami w intensywnosci zmian
profilu akumulacji poszczegolnych bialek, a nie z kierunkiem tych zmian, co sugerowac

moze o bardzo konserwatywnej odpowiedzi proteomu korzenia na niedobdr wody.
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biatka zgodnie z wielkoscia efektu suszy, w wierszach przedstawione sg linie populacji mapujacej i genotypy rodzicielskie. Strzatkami wyr6zniono
odmiany rodzicielskie. Kolor czerwony — oznacza spadek poziomu akumulacji (ujemny efekt suszy), kolor niebieski — wzrost poziomu akumulacji
(dodatni efekt suszy).
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Ryc. 4.15. Dendrogram przedstawiajacy 97 biatek, wykazujacych istotne statystycznie zmiany poziomu akumulacji w obrebie linii populacji
mapujacej i genotypow rodzicielskich, ktore stanowig statystycznie odrebne grupy pod wzgledem reakcji na susze.
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Tab.4.16. Biatka sklasyfikowane w grupy, ktore wykazujg zblizony charakter odpowiedzi na stres suszy. Kolorem szarym zaznaczono biatka

nalezace do tych samych kategorii funkcyjnych.

GRUPA 1 GRUPA 4 GRUPA 5
156 Manganiowa dysmutaza ponadtlenkowa 41  Aktynal 22 Transferaza S-glutationowa
71 O-metylotransferaza kwasu kawowego 42  Aktyna2 24 Biatko rybosomalne 308
108  Fruktokinaza 273 Niezidentyfikowane
74 Amoniakoliza fenyloalaniny 26 Biatko 60kDa indukowane jasmonionami
GRUPA 6 43 Fosforybulotransferaza adeninowa
16  Mutaza bisfosfoglicerynianowa 359  Niezidentyfikowane
GRUPA 2 11  Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa 271  Niezidentyfikowane
196  Syntaza S-adenozylometioninowa 2 31 Biatko szoku cieplnego 70 kDa
32 Biatko szoku cieplnego 70 kDa 304  Niezidentyfikowane
119  Syntaza glutaminianowa 32 Bialko szoku cieplnego 80 kDa
182  Mutaza fosfoglicerynianowa 134  Dehydrogenaza cytrynianowa
129  ATP-aza. podjednosta alfa 343 Niezidentyfikowane
275  Niezidentyfikowane 194  Syntaza S-adenozylometioninowa
195  Syntaza S-adenozylometioninowa
151  Syntaza S-adenozylometioninowa
GRUPA_S - 200  Dekarboksylaza S-adenozylometioninowa
30 Peroksydaza askorbinianowa 181 Dehydrogenaza fosfoglukonianowa
. ydrog g
38 Hydrolaza akonitowa
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FROLWED A,

Ryc. 4.16. Dendrogram przedstawiajacy linie populacji mapujacej MCam i genotypy rodzicielskie, uszeregowane w grupy, wykazujace taki sam

charakter odpowiedzi na stres suszy.
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5. DYSKUSJA

Susza jest jednym ze stresow abiotycznych, ktory stanowi ogromne zagrozenie dla
bezpieczenstwa swiatowej gospodarki zywnosciowej. Prognozy klimatyczne na przyszie
lata wskazuja, ze problem niedoboru opadéw bedzie si¢ poglebiat, co skutkowaé bedzie
wzrostem zapotrzebowania na wode w rolnictwie. Z uwagi na to, ze woda jest zasobem
wyczerpywalnym, a klimat ulega ociepleniu istnieje koniczno$¢ rozwoju uprawy roslin w
kierunku odmian odpornych na susze. W celu wsparcia postgpu biotechnologicznego i
zaspokojenia potrzeb zywieniowych wcigz rosnacej populacji ludzkiej konieczne jest
poznanie molekularnych mechanizméw odpornosci roslin na susz¢ i rozwijanie nowych
strategii krzyzowania 1 selekcji ulepszonych odmian ro$lin uprawnych. Stosowane
dotychczas klasyczne metody selekcji, oparte na obserwacjach wizualno-morfologicznych
sa niewystarczajace do szybkiego uzyskiwania odmian dostosowanych do wzrostu w
niekorzystnych warunkach $rodowiska. Wzbogacenie tradycyjnego podejscia o nowe
metody doboru materialu wyjSciowego do krzyzowan i o techniki selekcji oparte na
wiedzy o genomie oraz determinantach jakosci i ilo$ci plonu przyczyni si¢ do uzyskiwania
wigkszej stabilnosci plonowania, niezaleznie od warunkow atmosferycznych, w znacznie
krotszym czasie. Przyklad moze stanowi¢ wykorzystanie hodowli wspomagane]
markerami genetycznymi (MAB, ang. Marker-Assisted Breeding). Uzupetnienie markeréw
genetycznych danymi uzyskanymi z innych pozioméw molekularnych m.in. proteomu, czy
metabolomu, moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy dotyczacej mechanizmoéw
odpowiedzi ros$lin na stres suszy 1 zidentyfikowania wigkszej liczby markerow zwigzanych
z deficytem wody.

Mechanizmy odpowiedzi ro$lin na stresy srodowiskowe nie sg jak dotad dobrze
poznane. Szczegdlnie problematyczny wydaj si¢ by¢ stres suszy, ktdry zwigzany jest z
pojawieniem si¢ innych czynnikéw stresowych, takich jak: wysokie temperatury,
podwyzszone zasolenie, czy promieniowanie ultrafioletowe. Ponadto u przypadku deficytu
wody wazny jest moment zaistnienia stresu, ktory w zaleznos$ci od stanu rozwojowego
ro$liny moze w rézny sposob wplywac na przebieg procesdw metabolicznych, tym samym
aktywujgc rozne mechanizmy odpornosci. W celu przetrwania niekorzystnych warunkow
srodowiskowych rosliny rozwinety mechanizmy odpowiedzi, ktére uruchamiane s3 na

réznych poziomach organizacji komoérki. Na poziomie molekularnym dochodzi m.in. do
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syntezy, akumulowania oraz zwickszonej aktywnos$ci specyficznych biatek, mogacych
pehi¢ roznorakie funkcje w komorkach roslinnych. Ze wzgledu na to, Ze biatka stanowig
glowne no$niki aktywnosci biologicznej poznanie zmian, ktorym podlegaja pod wplywem
dziatania stresu moze przyczyni¢ si¢ do poznania molekularnego podtoza odpornosci roslin
na niekorzystny czynnik $rodowiskowy. Wyselekcjonowanie biatek bedacych
potencjalnymi markerami odporno$ci na stres suszy jest zatem dla naukowcow i
hodowcow waznym wyzwaniem, ktore moze mie¢ ogromny wplyw na przysztosé
efektywniejszej hodowli roslin. Jednakze biorgc pod uwage duzg zmienno$¢ proteomu oraz
ograniczenia eksperymentalne nie nalezy ono do zadan tatwych. Ze wzgledu na
czasochtonno$¢ i ztozono$¢ metodyki stosowanej w analizach proteomicznych, wigkszos¢
badan prowadzonych jest zazwyczaj na zaledwie kilku genotypach ro$lin. Zbyt mata liczba
obiektéw uzytych w eksperymentach sprawia, ze wyniki nie odzwierciedlajg statystycznie
istotnych interakcji zachodzacych pomigdzy biatkami i genotypami. Badania na Kilku
kontrastujacych genotypach moga prowadzi¢ do identyfikacji biatek, ktéorych zmiany
profilu akumulacji wynikaja z réznic w pochodzeniu badanych odmian, a niekoniecznie
stanowig wskazniki odpowiedzi na zaistnialy czynnik stresowy. Przeprowadzone w ten
sposob doswiadczenia moga tez ujawni¢ pewna liczbg biatek, ktore sa jedynie
wskaznikami przemian metabolicznych 1 procesoOw degeneracyjnych zachodzacych na
skutek dzialania stresu. Znacznym ulatwieniem dla poszukiwania potencjalnych
biomarkeréw moze by¢ badanie duzej liczby blisko spokrewnionych osobnikéw, takich jak
populacje mapujace. Analiza proteomiczna genotypdéw rodzicielskich 1 osobnikéw
potomnych, bedacych mieszaning cech genetycznych daje mozliwos¢ globalnego, a
zarazem wiarygodnego spojrzenia na zmiany poziomu bialek w odniesieniu do duzej
populacji, a zastosowanie odpowiednich metod statystycznej oceny danych umozliwia
odrdznienie kandydatoéw markerow biatkowych od bialek, ktore nie wykazuja interakcji
pomigdzy genotypem a suszg. Nalezy pami¢tac o tym, ze efektywna hodowla zwigzana jest
z uzyskiwaniem roslin odpornych na stres, ktore beda charakteryzowaly si¢ stabilnoscig
plonowania w niekorzystnych warunkach atmosferycznych. Dlatego biatka, bedace
potencjonalnymi markerami suszy musza w nastgpnym kroku zosta¢ skorelowane ze
zmierzonymi cechami ilosciowymi, odnoszacymi si¢ do wielkosci i jako$ci plonu, oraz z
danymi uzyskanymi na innych poziomach molekularnych, w celu okreslenia cech, z
ktorymi zmiana akumulacji okreslonego biatka moglaby by¢ zwigzana.

Opublikowane do tej pory wyniki badan proteomu roslinnego podczas odpowiedzi

na stres abiotyczny, w tym susze, obejmuja zazwyczaj dane uzyskane jedynie dla kilku
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kontrastujacy genotypow. Brak jest wynikow projektow analizujacych proteomy wigkszej
liczby osobnikéw reprezentujacych populacje mapujace odpowiadajacych na stres
abiotyczny. Dodatkowo zdecydowana wigkszo$¢ opublikowanych do tej pory
eksperymentéw skupiata si¢ na analizie zmian proteomu liSci, natomiast znacznie mniej
uwagi poswiecono korzeniom. Tematyka niniejszej pracy doktorskiej dotyczy zmian
proteomu korzeni siewek populacji mapujacej jeczmienia w warunkach niedoboru wody,
co stanowi dotychczas nieporuszane zagadnienie badawcze. Eksperymenty prowadzone
byly na trzech odmianach europejskich jeczmienia (Maresi, Sebastian, Stratus), na
syryjskiej linii hodowlanej Cam/B1/CI i 89 liniach populacji mapujacej MCam. Analize
zmian proteomu wykonano z wykorzystaniem dwukierunkowej elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym, jako techniki separacji biatek. Identyfikacje biatek przeprowadzono z
wykorzystaniem spektrometru mas typu MALDI-TOF i MALDI-TOF/TOF. Warunki
suszy, ktore zainicjowano w stadium 3-go liScia wywolaly zmiany proteomu wszystkich
badanych genotypdw jeczmienia, co sugeruje, ze niedobor wody ma ogromny wptyw na
poziom akumulacji biatek, a tym samym na dalszy rozwo6j mtodych roslin. Modyfikacje
poziomu biatek w odpowiedzi na deficyt wody byty rézne dla poszczegdlnych odmian, co
widoczne jest w zestawieniu bialek wykazujacych zmiany profilu dla przynajmniej dwoch
z badanych genotypéw. Pomimo tego, ze profil akumulacji reagujacych biatek byt rozny,
to kierunek zmian w wigkszosci przypadkow byl podobny, z roznicami w intensywnosci
wzrostu czy spadku konkretnego bialka. Wszystkie zidentyfikowane bialka reagujace na
susze¢ sklasyfikowano w zalezno$ci od petnionych funkcji w nastgpujace grupy funkcyjne:
biatka zwigzane z mechanizmami obronnymi, zaangazowane w przemiany metaboliczne
wegla 1 azotu, zwigzane z regulacja ekspresji genoéw, transportem elektronéw/jondow, czy
metabolizmem wtornym. Analizy pojedynczych genotypdéw i1 poszukiwanie rdznic w
profilu biatek pomigdzy warunkami suszy i kontrolnymi przeprowadzono zgodnie ze
standardowg procedurg w programie Image Master. Jednakze wyselekcjonowanie biatek
roznicujacych warunki suszy 1 kontroli, oraz wykazujacych istotne roznice pomiedzy
liniami catej populacji mapujacej jest trudne i w zasadzie niemozliwe do przeprowadzenia
w tym programie. Przeanalizowanie wynikow uzyskanych dla tak duzej liczby genotypow
wymagalo wykorzystania odrgbnego podejscia — analizy niecelowanej i zastosowania
dodatkowego oprogramowania oraz metod analizy statystycznej. Przeprowadzona analiza
ujawnila, ze wigkszo§¢ biatek wykazywatla istotne statystycznie zmiany w poziomie
akumulacji ze wzgledu na przynajmniej jeden z badanych czynnikow, czyli wplywu

niedoboru wody, réznic genotypowych, badZ wspoétdziatania obu tych czynnikow.
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5.1. Bialka obronne

Najwicksza liczba zidentyfikowanych biatek o istotnych efektach suszy nalezy do
grupy zwigzanej z mechanizmami obronnymi, w ktorej znajduja si¢: biatka szoku
cieplnego, enzymy antyoksydacyjne, czy enzymy uczestniczgce w syntezie osmolitow.
Zidentyfikowane biatka reprezentujace ta kategori¢ funkcyjna stanowig prawie potowe z
wszystkich biatek reagujacych na zadany stres Srodowiskowy. W analizie celowanej w
zdecydowanej wigkszosci biatka te wykazywaty zwigkszony poziom akumulacji, a w
analizie niecelowanej az 64 z 103 bialek, wykazywato istotny statystycznie efekt suszy. O
uruchomieniu przez rosling mechanizméw obronnych $wiadczy fakt, ze proporcja w
liczbie biatek obronnych wykazujacych dodatni efekt suszy do biatek o efekcie ujemnym
jest wyzsza niz w przypadku innych kategorii funkcyjnych. Analiza wspotrzednych
glownych PCO dla bialek z tej kategorii wykazata znaczace rdéznice pomigdzy poziomem
akumulacji biatek w warunkach deficytu wody, a warunkach kontrolnych. Jednakze
wykres PCO dla efektu suszy nie ujawnia istotnego zrdéznicowania pomi¢dzy liniami
populacji mapujacej i genotypami rodzicielskimi, co wskazuje na wysoce konserwatywna
odpowiedz proteomu korzenia. Mozna jednak zauwazy¢, ze 25 bialek wykazuje istotne
statystycznie zmian zwigzane z wspoldziataniem dwoch czynnikow: niedoboru wody 1
réznic genotypowych.

W odpowiedzi na niedobor wody ro$liny rozwingly mechanizmy obronne,
zwigzane z synteza i akumulowaniem okreslonych biatek obronnych, pozwalajace na
utrzymanie stanu homeostazy pomimo dzialania stresu oraz niwelowania negatywnych
skutkow stresu. Biatka szoku cieplnego (HSP, ang. Heat Shock Proteins) stanowia grupe
molekul, ktére syntetyzowane i akumulowane sa3 w optymalnych stezeniach w warunkach
fizjologicznego wzrostu roslin. Poziom ich st¢zenia w komorce ulega znaczacym zmianom
na skutek dziatania réznorakich czynnikéw stresowych, m.in. deficytu wody (Wang i in.,
2004; Xu 1 in.,, 2011). Zaré6wno w warunkach fizjologicznych jak 1 stresowych
przypisywana jest im funkcja biatek utrzymujacych stan homeostazy komoérkowej. Pelnig
one funkcje molekularnych czaperonow, ktore poprzez stabilizacje struktur komorkowych,
pozwalaja na prawidlowe funkcjonowanie komorek. Ich opiekuncze dzialanie zwigzane
jest z kontrolg procesu faldowania biatek, ich oligomeryzacji, translokacji przez btony, czy
degradacji. Ponadto zapobiegajg agregacji biatek, modulujg aktywno$¢ receptoréw, petnig
funkcje obronne dla mRNA (Sule i in., 2004; Timperio i in., 2008; Al.-Whaibi, 2011). W

zalezno$ci od masy molekularnej, sekwencji aminokwasowej, a zarazem petnionych
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funkcji, biatka szoku cieplnego zostaly pogrupowane w pi¢¢ rodzin: HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60 oraz sHSP (ang. small HSP) (Kotak i in., 2007; Gupta i in., 2010).

Rodzina biatek HSP100 (ang. Heat Shock Protein 100 kDa), okreslana takze jako
kazeino-lityczne proteazy Clp (ang. Caseino-lytic protease), reprezentowana jest przez
szerokg grupe ATP-zaleznych biatek, ktorych funkcje zwigzane sg przed wszystkim z
dezagregacja lub degradacja zagregowanych, niefunkcjonalnych peptydéw. Ponadto
wydaje si¢, ze odgrywaja one istotng role¢ w przystosowaniu si¢ organizmu do warunkow
istniejgcych po ustgpieniu dziatania stresu (Wang i in., 2004). Domena regulatorowa
kompleksu kazeino-litycznej proteazy serynowej kodowana jest przez gen ERD1 (ang.
Early Responsive to Dehydratation), ktorego ekspresja zachodzi w warunkach starzenia sig¢
komoérek, a takze we wczesnych etapach dehydratacji tkanek. W badaniach na
rzodkiewniku wykazano, ze nadekspresja genu ERD1 indukowana jest deficytem wody,
wysokim zasoleniem gleby oraz dlugotrwala ekspozycja na $wiatlo (Nakashima i in.,
1997). Protoplastowa kazeino-lityczna proteza serynowa zidentyfikowana zostala w
niniejszej pracy u syryjskiej odmiany rodzicielskiej oraz w liniach populacji mapujacej
MCam, gdzie wykazywala podwyzszony profil akumulacji w ro$lin poddawanych
dziataniu stresu. W przypadku odmian europejskich biatko to nie wykazywato
statystycznie istotnej zmiany w profilu ekspresji. Dla poréwnania, w badaniach
prowadzonych na pszenicy wykryto zwiekszony poziom akumulacji proteazy Clp u
odmian tolerancyjnych na deficyt wody (Demirevska i in. 1998), natomiast w
doswiadczeniach prowadzonych na liSciach jeczmienia wykazano podwyzszong
akumulacje bialek HSP100 zar6wno u wrazliwych jak 1 odpornych genotypow (Ashoub 1
in., 2013). W wigkszosci prac dotyczacych lisci, zmiany poziomu biatek Clp zwigzane sg z
wplywem suszy na zmiany w aktywno$ci systemu fotosyntetyzujacego, glownie
aktywnos$ci enzymu RubisCo, jednakze sugeruje si¢, ze ich obecno$¢ w korzeniach moze
swiadczy¢ o potencjalnej roli w odpowiedzi na deficyt wody (Clark 1 in. 1999).

Podczas przeprowadzonych eksperymentow obserwowano w  korzeniach
indukowane susza zmiany w poziomie akumulacji biatek szoku cieplnego o masie 70 kDa
(HSP70), ktorych funkcje zwigzane sg z zapobieganiem agregacji nowo zSyntetyzowanych
biatek, kontrolg procesu ich faldowania, oraz translokacja do docelowych struktur
komoérkowych. Ponadto biatka te uczestniczg w kierowaniu nieprawidlowo sfatdowanych
biatek do lizosoméw, gdzie poddawane sg proteolitycznej degradacji (Hartl, 1996; Fink,
1999; Boston, 1996). Kierunek zmian wzglgdnej ilosci réznych izoform tego biatka dla

badanych genotypow jeczmienia nie byt jednoznaczny. W przypadku linii Cam/B1/CI
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obserwowano spadek poziomu dwoch izoform tego biatka, natomiast odmiany Maresi 1
Stratus wykazywaty odpowiednio wzrost i spadek poziomu akumulacji tych dwoch
izoform. W obrebie linii populacji mapujacej zidentyfikowano pi¢¢ izoform HSP70,
jednakze kierunek zmian ich akumulacji nie byt jednakowy. Wystepujace w najwigkszej
liczbie linii izoformy wykazujgce zmiany stezenia charakteryzowaty sie ujemnym efektem
suszy. Wigkszo$¢ z nich cechowaly istotne statystycznie zmiany wynikajace z interakcji
pomiedzy genotypem a suszag. W opublikowanych badaniach prowadzonych na lisciach
jeczmienia o réznych genotypach poddawanych suszy wykazano, ze spadkiem poziomu
tych bialek charakteryzowaty si¢ geotypy wrazliwe, natomiast wzrostem genotypy odporne
(Ashoub i in., 2013). Inne badania proteomiczne jeczmienia ujawnity podobne wyniki, co
moze wskazywaé na istotne znaczenie bialeck HSP70 w odpowiedzi na deficyt wody
(Kasuar i in., 2013). Eksperymenty przeprowadzone na tytoniu z nadekspresja genu
kodujacego HSP70 wykazaty, ze ro$liny transgeniczne charakteryzowaly si¢ zwigkszona
tolerancja na niedobor wody, zwigzang z utrzymaniem optymalnej zawartosci wody
komoérkowej w poroéwnaniu do roslin kontrolnych (Cho i in., 2005). Stres suszy
spowodowat takze zmiany w poziomie akumulacji innych bialek HSP70 w obrgbie
populacji mapujacej — zidentyfikowano izoforme biatka wigzacego $wiatla (wnetrza)
retikulum endoplazmatycznego (BiP, ang. Luminal Binding Protein), ktore podobnie jak
inne biatka szoku cieplnego peini funkcje w kontroli procesu fatldowania biatek w obrebie
tego organellum. W wyniku dzialania stresow abiotycznych, w tym suszy dochodzi do
zaburzenia prawidtowego funkcjonowania retikulum endoplazmatycznego, objawiajacego
si¢ zwigkszong iloscig nieufaldowanych lub nieprawidlowo ufaldowanych biatek. W
wyniku zaburzonej homeostazy tego organellum dochodzi do aktywowania kaskady
odpowiedzi na nieufaldowane biatka (UPR, ang. Unfolded Protein Response),
pozwalajacej na zachowanie rOwnowagi pomi¢dzy mozliwosciami faldowania biatek a ich
sekrecja. Nastgpuje zahamowania syntezy biatek, co zwigzane jest z zwigkszong
akumulacjg biatek opiekunczych, 1 ich zdolnoscig do przeprowadzenia procesu faldowania.
Uruchomienie kaskady reakcji UPR kontrolowane jest przez biatka BiP, ktore pelnia
funkcje sensordw nieprawidlowo ufaldowanych biatek (Malhotra i in., 2007). Izoforma
biatka wigzacego S$wiatta retikulum endoplazmatyczne zidentyfikowana zostala u
osobnikow rodzicielskich 1 w 70% badanych linii potomnych MCam, u ktorych
charakteryzowata si¢ wzrostem w poziomie akumulacji u roslin poddawanych dzialaniu
suszy. Prowadzone rownolegle badania na tym samym materiale ro$linnym, jednakze na

poziomie proteomu liscia, wykazaly, ze wzrost poziomu akumulacji dwoch izoform biatka
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BiP charakteryzowat niemal wszystkie badane linie populacji MCam. Ponadto biatka te
wykazywaty silng korelacj¢ wobec siebie i interakcje genotyp x susza (Rodziewicz, 2014).
Podobny kierunek zmian stgzen biatka wiazacego swiatla ER w obrebie liscia i korzenia w
duzej liczbie badanych osobnikéw, pomimo duzego zrdéznicowania wzglednej ilosci w
poszczegbdlnych liniach, moze korelowaé ze zblizonym poziomem tolerancji na susze
okreslonych linii wsobnych i odmian rodzicielskich badanej populacji. Badania na soi i
tytoniu z nadekspresja genu SOyBIiP wykazaty, ze w warunkach suszy transgeniczne rosliny
charakteryzowaly si¢ mniejszym spadkiem wzglednej zawartosci wody w liSciach w
porownaniu do roslin typu dzikiego. Ponadto w mniejszym stopniu nastgpowato
zamykanie aparatow szparkowych, co zwigzane byto z niewielkim stopniem ograniczenia
transpiracji 1 spadkiem aktywnos$ci fotosyntetycznej. Jednakze rosliny te nie wykazywaty
podwyzszonego poziomu akumulacji osmolitow, zwigkszonej masy korzeni i1 nie
charakteryzowaty si¢ wzrostem ekspresji kilku gendéw, ktore indukowane sg deficytem
wody w roslinach typu dzikiego (Valente i in., 2009). Rola biatek wigzacych Swiatta
retikulum endoplazmatycznego w tolerancji na stresy abiotyczne nie jest do konca
poznana. Sugeruje si¢, ze biatka te przyczyniaja si¢ do utrzymania prawidlowej
integralnos$ci retikulum endoplazmatycznego i1 zapewnienia §rodowiska do prawidtowego
faldowania biatek. Ponadto uwaza si¢, ze poprzez kontrole kaskady odpowiedzi UPR
przyczyniaja si¢, do kontrolowania poziomu akumulacji bialek syntetyzowanych w
warunkach dziatania stresu, m.in. biatek obronnych (Alvim i in., 2001).

W odpowiedzi na zaistnialy czynnik stresowy zmiany w profilu akumulacji
wykazaty tez biatka szoku cieplnego, ktérych masy czasteczkowe obejmujg zakres od 12
do 40 kDa (sHSP). Wsrod nich rozpoznawanych jest wiele klas bialek, kodowanych przez
sze$¢ grup genow jadrowych, ktérych ekspresja wyrazona jest w odpowiedzi na stres
srodowiskowy, taki jak susza, chtdd, ciepto, czy zasolenie (Sun i in., 2002, Waters i in.,
1996; Vierling, 1991). Ich funkcje obronne zwigzane sg ze zdolnoscig wigzania
zdenaturowanych biatek, stabilizacja ich struktury oraz zapobieganiem agregacji. Poprzez
ATP-zalezna zdolno$¢ oddziatywania z innymi biatkami HSP umozliwiaja kierowanie
bialek do ich ponownego procesu fatdowania (Lee i Vierling, 2000). Biatka sHSP o masie
czasteczkowej 16.6 kDa, wyizolowane z grochu zwyczajnego, wykazywaty zdolno$¢
wigzania zdenaturowanych bialek, a nastgpnie ich ponownego faldowania, poprzez
tworzenie kompleksu z HSP70 i HSP100 (Mogk i in., 2003). Inne badania wykazaty, ze
ekspresja mitochondrialnych sHSP u kukurydzy zwigzana byta z poprawa wydajnosci

mitochondrialnego transportu elektronéw w stresie oksydacyjnym, poprzez ochrong
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dehydrogenazy NADH (Hamilton i Heckathorn 2001). W przeprowadzonej pracy
doktorskiej w genotypach rodzicielskich, referencyjnych i liniach populacji mapujacej
zidentyfikowano kilka izofrom biatka szoku cieplnego o masie czasteczkowej 16.9 kDa,
ktorych wzgledna zawarto$¢ u roslin poddawanych stresowi suszy ulegta wzrostowi w
stosunku do kontroli. Wyniki analizy celowanej wykazaly, ze odmiana Maresi
charakteryzowata si¢ ponad 10-krotnym wzrostem poziomu akumulacji, a linia CamB1/Cl
1 odmiany referencyjne wykazywaly 3-krotny wzrost, przy czym poziom biatka u roslin
kontrolnych byt znacznie wyzszy u odmiany syryjskiej. Wykorzystane metody oceny
statystycznej w analizie niecelowanej pozwolily na znalezienie szesciu izoform biatka
sHSP 16.9 kDa, sposrdod ktorych dwie izoformy niemal we wszystkich liniach wykazywaty
wzrost poziomu akumulacji, silng korelacje wobec siebie, bardzo wysoki dodatni poziom
efektu suszy oraz silng interakcje genotyp X susza, ktora zwigzana byla z duzymi réznicami
w wielko$ci wzrostu poziomu tego biatka. Wzgledna zawarto$¢ biatka u roslin
poddawanych dziataniu suszy wykazywata od 2 do 19-krotny wzrost w poréwnaniu do
ro$lin kontrolnych. Ponadto u linii CamB1/CI i we wszystkich badanych liniach wsobnych
zaobserwowano zmian¢ poziomu akumulacji biatka szoku cieplnego o masie 17.6 kDa.
Linia rodzicielska 1 wigkszos$¢ linii potomnych wykazywaty podwyzszong ekspresje tego
biatka w warunkach deficytu wody. Zmiany poziomu akumulacji matych bialek szoku
cieplnego obserwowano w wielu gatunkach ro$lin uprawnych, podczas odpowiedzi na
rézne stresy abiotyczne. I tak, w przypadku analizy zmian proteomu dwoch roéznych
odmian jeczmienia w warunkach stresu ciepta zidentyfikowano siedem izoform biatka
sHSP 16.9 kDa 1 trzy izoformy biatka 17.6 kDa. Znaczacy wzrost profilu ekspresji tych
biatek widoczny byl u odmiany tolerancyjnej w pordwnaniu z odmiang wrazliwg na stres
(Sule i in., 2004). Badania przeprowadzone na rzodkiewniku z konstytutywna nadekspresja
genu sHSP17.8 wykazaly, Ze rosliny transgeniczne w stosunku do form dzikich posiadaty
zwiekszong tolerancj¢ na stres ciepta, zasolenia, deficyt wody 1 stres osmotyczny. Rosliny
porownywano wzgledem kilku parametréw: szybkosci wzrostu hipokotyli, testu
aktywnosci SOD oraz pomiaru wycieku elektrolitow z lisci. Zaobserwowano takze, ze w
warunkach stresu osmotycznego transformowane ro$liny wykazywaly zwigkszong
zawarto$¢ proliny i charakteryzowaty sie¢ relatywnie zwigkszong dtugoscia korzeni (Jiang i
in., 2009). Badania prowadzone na transgenicznym ryzu, z nadekspresja genu SHSP17.7,
ktory poddawany byt dzialaniu suszy, ujawnity, ze rosliny transgeniczne nie wykazywaty
znaczacych réznic w poziomie potencjatu wody w komodrkach w poréwnaniu do form

dzikich. Jednakze stwierdzono, Ze transformowane ro$liny charakteryzowaly si¢ szybszym
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1 wigkszym wzrostem po ponownym nawodnieniu (Sato 1 in., 2008). Dziatanie stresu suszy
w znaczacy sposob wplywa na zmiany wielkosci komorek, ktore skutkowaé moga
wickszym skupieniem sktadnikow cytoplazmatycznych, czy zwigkszong szansg na
interakcje pomiedzy molekutami, co prowadzi¢ moze do denaturacji wielu biatek, czy fuzji
bton komoérkowych. Poniewaz biatkom szoku cieplnego o matych masach czgsteczkowych
przypisywane si¢ funkcje zwigzane z asocjacja blon komodrkowych uwaza sig, ze w
znaczacy sposob moga wplywac na prawidlowe utrzymanie architektury tych struktur, co
zwigzane jest z zachowaniem wigksze] stabilno$ci 1 integralnosci organelli roslin
wzrastajagcych w warunkach deficytu wody (Sato i in. 2008). Indukcja biatek sHSP u soi,
wywolana stresem ciepla korelowata pozytywnie z utrzymaniem prawidtowej struktury
btony komorkowej, zmniejszeniem dezorganizacji struktur komorkowych oraz zwigkszong
intensywnoscig stopnia agregacji do bton biatek obronnych o masach 15 kDa (Lin i in.,
1985). Ze wzgledu na funkcje stabilizujace bialek sHSP, a takze ich obfito$¢ wystgpowania
w komorkach ro§linnych w warunkach réznych streséw abiotycznych uwaza si¢, ze moga
one stanowi¢ wazny element nabytej odpornosci roslin na stresy srodowiskowe (Waters i
in., 1996; Sun i in., 2002; Wang i in., 2004).

Degradacja biatek jest niezbednym elementem dla utrzymania biatkowe;j
homeostazy i prawidtowego funkcjonowania komorki. Proteasom to wieloenzymatyczny
kompleks, ktory w polgczeniu z ubikwityng tworzy system ubikwityna-proteasom (UPS,
ang. Ubiquitin-Proteasome System), pelnigcy wazng funkcje w procesie usuwania
nieprawidtowo ufatdowanych, czy zagregowanych biatek. Proces ubikwitynacji polega na
przytaczeniu tancuchdéw ubikwityny do degradowango biatka, a nastepnie jego kierowanie
do proteasomu 26S, w ktorym ulega ono hydrolizie z uwolnieniem czasteczki ubikwityny.
System UPS stanowi niezwykle wazny element w adaptacji i odpowiedzi ro$lin na stresy
srodowiskowe, takie jak zasolenie, susza, chidd, czy przy ograniczonym dostepnie
sktadnikow odzywczych. Wykazano, ze w znaczacy sposoéb wplywa na regulacje
transdukcji sygnatow indukowanych hormonami, m.in. kwasem abscysynowym. Uwaza
si¢, ze poprzez modulowanie czynnikdw transkrypcyjnych i innych bialek regulatorowych,
kompleks UPS moze w znaczacy sposob wplywaé na regulacje ekspresji wielu genow
zaangazowanych w odpowiedz na zaistnialy stres $rodowiskowy. Kluczowe znaczenie
odgrywa¢ moze ligaza E3, ktora rozpoznaje biatka kierowane do procesu degradacji
(Stone, 2014). Badania prowadzone na rzodkiewniku wykazaty, ze czynniki
transkrypcyjne DREB (ang. DRE-Binding Factors), regulujace ekspresje wielu genow

odpowiadajacych na suszg i zasolenie, modulowane sg przez kompleks UPS (Qin i in.,
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2008). W przeprowadzonych analizach proteomicznych jeczmienia zidentyfikowano rézne
podjednostki kompleksu preoteasomu 26S. Genotypy rodzicielskie charakteryzowaly si¢
zmiang poziomu akumulacji tych biatek - odmiana Maresi wykazywata spadek w ich
akumulacji, a linia hodowlana CamB1/CI wzrost, przy czym poziom biatka w odniesieniu
do roslin kontrolnych u odmiany syryjskiej byt o wiele wyzszy niz u odmiany niemieckie;j.
W obrgbie linii populacji mapujacej znaleziono sze$¢ izoform podjednostek proteasomu
26S, ktéore wykazaly statystycznie istotny efekt suszy. Jednakze jedna z nich
charakteryzowat wysoki dodatni efekt suszy w 30% linii, a inna izoforma wykazata wysoki
ujemny efekt suszy w 15% innych linii. DIla poréwnania, badania proteomiczne
przeprowadzone na kontrastujacych genotypach ryzu, ktéry poddany zostat dziataniu
stresu osmotycznego, wykazaty, ze podwyzszony poziom akumulacji dwéch podjednostek
proteasomu 26S charakteryzowat genotyp odporny. Ponadto poziom akumulacji tych
bialek w roslinach kontrolnych o genotypie odpornym byl wyzszy niz w ro$linach
stresowanych genotypu wrazliwego (Zang i Komatsu, 2007).

Analizujac odpowiedz jgczmienia na poziomie biatek zaangazowanych w
utrzymanie stanu homeostazy komorkowej, zwigzanej z procesem kontroli faldowania,
degradacji biatek, czy tez zapewnienia integralnosci blon komorkowych mozna zauwazyc,
ze odmiany rodzicielskie wykazywaty podobny kierunek reakcji, z réznicami w wielkosci
intensywnosci tej zmiany. Biorgc pod uwage iloSciowe roznice w profilach okreslonych
biatek zauwazono, ze odmiana Maresi wykazywata tendencje do silniejszego wzrostu w
warunkach deficytu wody, jednak patrzac na profile proteoméw w warunkach kontrolnych
dostrzec mozna, ze linia syryjska wykazuje zdolnosci do akumulowania tych samych
biatek w wyzszych stezeniach.

W obrgbie badanych odmian zidentyfikowano biatka kodowane przez geny z
rodziny Cor (ang. Cold regulated genes). W promotorach genow Cor zlokalizowane sa
elementy regulatorowe okreslane jako CRT/DRE (ang. C-Repeat/Dehydratation
Responsive Element), wigzane przez czynniki transkrypcyjne typu DREB, ktore
indukowane sa w warunkach suszy, stresu wodnego 1 niskich temperatur. Produktami
wigkszo$ci gendw Cor sa hydrofilowe, niewykazujace aktywnos$ci enzymatycznej biatka,
wsrod ktorych bardzo liczng grupe stanowig biatka poznej embriogenezy (LEA, ang. Late
Embryogenesis Abundant Proteins). Stanowig one rodzing molekul, ktére u roslin
wyzszych akumulowane sg w wysokich st¢zeniach w tkankach zarodkowych podczas
ostatnich faz dojrzewania nasion (Baker i in., 1989). Ich obecno$¢ zauwazono takze w

wegetatywnych czg$ciach ro$lin, gdzie akumulowane sa w duzych ilo$ciach na skutek
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dehydratacji tkanek, bedacej efektem suszy, zasolenia gleby, czy ekstremalnych temperatur
(Bray, 1993, 1997; Hundertmark i Hincha, 2008). Dehydryny stanowia dobrze
scharakteryzowanga, odrgbng biochemicznie grupe biatek LEA, ktora okreslana jest jako
grupa 2 LEA (Dure i1 in., 1989). Chociaz funkcje bialek LEA nie sg do konca poznane,
wydaje si¢, ze dehydryny odgrywajg kluczowg role ochronng w warunkach odwodnienia
komorek (Hanin i in., 2011). Mechanizm ich dziatania zwigzany jest z ochrong tkanek
przed dehydratacja poprzez tworzenie S$rodowiska korzystnego dla dzialania innych
molekut ochronnych, co zwigzane jest stabilizacja struktur komorkowych, czy ochrong
antyoksydacyjng (Goyal i in., 2005; Kovacs 1 in., 2008). Dzi¢ki wtasnej ultrastrukturze 1
hydrofilowym charakterze wykazuja odpornos¢ na agregacje i same petnig funkcje
antyagregacyjng dla innych biatek. Badania wskazuja, ze biatka LEA wykazuja zdolno$¢
stabilizacji 1 integracji blon komdrkowych, poprzez wigzanie fosfolipidow, dzigki czemu
utrzymana zostaje struktura dwu-warstwy lipidowej (Koag i in., 2003, 2009). Inng
przypisywana im funkcjg jest zdolno$¢ pochtaniania kationéw powstajacych na skutek
stresu oksydacyjnego komorek, ktére moga przyczyni¢ si¢ do generowania reaktywnych
form tlenu (Kovacs i in. 2008, Tunnacliffe i in., 2010). Badania na transgenicznym tytoniu
z nadekspresja dehydryny CuCOR19 wykazaty, ze w warunkach stresu chlodu uzyskane
ros§liny charakteryzowaly si¢ obnizonym poziomem rodnikoéw hydroksylowych, co
$wiadczy o antyoksydacyjnym dziataniu tych biatek (Hara i in., 2005). Przeprowadzone w
niniejszej pracy analizy proteomiczne jeczmienia wykazaly zmiany poziomu ekspresji
biatek kodowanych przez geny Cor w obregbie genotypoéw rodzicielskich i 40% linii
potomnych populacji MCam. Kierunek zmian we wszystkich przypadkach byt dodatni, a
linie potomne charakteryzowaty si¢ wysokim dodatnim efektem suszy. W celu poznania
funkcji pelnionych przez rodzing biatek LEA w stresie suszy, prowadzone byly badania na
wielu gatunkach ro$lin. Przyklad moga stanowi¢ doswiadczenia wykonane na trzech
kontrastujacych genotypach pszenicy poddane; dzialaniu suszy. Autorzy pracy
zidentyfikowali dehydryng COR410, ktéra wykazywala podwyzszony profil ekspresji we
wszystkich badanych genotypach, jednakze najwyzszy poziom wzrostu odnotowany zostat
w przypadku genotypu wrazliwego na deficyt wody (Ford i in., 2011). W innych badaniach
dotyczacych pszenicy poddanej dziataniu suszy, w trzech z siedmiu badanych odmian
wykryto dehydryne o masie czgsteczkowej 24 kDa, ktorej obecnos¢ skorelowano m.in. z
wickszym wzrostem pe¢dow, charakteryzujacym te genotypy (Lopez i in., 2003). W
przypadku transgenicznej pszenicy, z nadekspresja genu HVAL, kodujacego jedno z bialek
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LEA, zaobserwowano zwigkszong odporno$¢ na desykacje protoplastu, co skorelowane
byto takze zwigkszong biomasg rosliny (Sivamani i in., 2000).

W obrgbie badanych genotypoéw zidentyfikowano takze biatka okreslane jako
uniwersalne biatka stresu (USP, ang. Universal Stress Proteins) - mate, cytoplazmatyczne
molekuty, ktérych ekspresja indukowana jest w warunkach stresu wodnego, solnego,
wysokich temperatur i obecno$ci metali cigzkich. Rola tych bialek w komorkach
roslinnych nie jest dobrze poznana, jednak ze wzgledu na obecno$¢ konserwatywnych
domen poréwnywalnych do bakteryjnych, przypuszcza si¢, ze wigzg nukleotydy 1
uczestniczg w regulacji transdukcji sygnatow komorkowych (Isokpehi i in., 2011). U
bawetny zidentyfikowano geny GUSP1 i GUPS2 kodujace biatka z rodziny USP, ktorych
funkcje najprawdopodobniej zwigzane s3 z ochrong komoérek przed dehydratacja w
warunkach deficytu wody (Magboll i in., 2009). W pracach prowadzonych na jeczmieniu
zidentyfikowano 16 genow kodujacych bialka z rodziny USP, z ktorych 8 uleglo ekspresji
pod wplywem dziatania stresu solnego. Produkty tych gené6w — uniwersalne biatka stresu
akumulowane byly zaréwno w lisciach jak i korzeniach jgczmienia, jednakze znacznie
wiekszy poziom akumulacji obserwowany byt w genotypie wrazliwym na stres solny niz w
genotypie tolerancyjnym (Li i in., 2010). W przypadku analiz przeprowadzonym w
niniejszej pracy zaobserwowano wzrost poziomu akumulacji biatka nalezgcego do rodziny
USP w niemieckiej odmianie rodzicielskiej. Trzy izoformy tego biatka, charakteryzujace
si¢ dodatnim efektem suszy zidentyfikowano w 10% linii populacji mapujacej. U
syryjskiej odmiany rodzicielskiej nie zaobserwowano zmian w profilu akumulacji tego
biatka. Uwaza si¢, ze w trakcie dziatania stresu osmotycznego, zwigzanego zarOwno z
suszg jak 1 wysokim zasoleniem dochodzi do zuzywania duzych ilosci energii. Ze wzgledu
na to, ze biatka USP wykazuja aktywnos¢ ATP-azowa, sugeruje si¢, ze ich zwigkszona
ekspresja w genotypie wrazliwym zwigzana moze by¢ z wigkszym zapotrzebowanie
komorek na ATP (Li1in., 2010).

Reaktywne formy tlenu powstaja w komodrkach roslinnych podczas naturalnych,
biochemicznych proceséw metabolicznych, jako skutek kolejnych stopni redukcji
czasteczki tlenu (Gill 1 Tuteja, 2010a). Sa to produkty uboczne proceséw zachodzacych w
organellach charakteryzujacych si¢ wysoka aktywno$cia metaboliczng, takich jak
chloroplasty, mitochondria, czy peroksysomy (Rasmusson i in., 2004; del Rio i in., 2002).
W naturalnych stgzeniach reaktywne formy tlenu uczestniczg w regulacji Sciezek
sygnalnych, w aktywacji proceséw obronnych, a takze w aklimatyzacji do zmieniajacych

si¢ warunkow S$rodowiskowych (Dat i in.,, 2000). Na skutek dzialania stresu
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srodowiskowego, jakim jest min. susza, dochodzi do generowania ich nadmiernych ilosci,
ktore staja sie dla komorki toksyczne. Ograniczony dostgp dwutlenku wegla, bedacy
nastgpstwem mechanizmu zamykania aparatow szparkowych, skutkuje przenoszeniem
elektronow na tlen, ktéry staje si¢ zrodlem wolnych rodnikow. Powstajacy stres
oksydacyjny przyczynia si¢ do zaburzenia homeostazy komorkowej, poprzez zdolnosé
utleniania bialek, lipidow, czy kwasow nukleinowych, co w konsekwencji moze prowadzic¢
do $mierci komorki (Dat 2000; Polle 2001). W celu zachowania balansu pomig¢dzy ilo$cia
powstajacych, a usuwanych reaktywnych form tlenu (ROS ang, Reactive Oxygen Species)
rosliny rozwingty enzymatyczne 1 nie enzymatyczne mechanizmy obronne, czgsto
uczestniczace w tych samych szlakach metabolicznych (Faroog, 2009).

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. Superoxide Dismutase) jest
enzymem wystepujacym we wszystkich przedziatach komorkowych, gdzie generowane sa
reaktywne formy tlenu. Stanowi pierwsza lini¢ obrony przed toksycznymi czasteczkami,
katalizujac reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (O2") do tlenu i nadtlenku
wodoru. Szacuje si¢, ze katalizowana reakcja jest 100-krotnie szybsza, anizeli
spontaniczna reakcja dysmutacji (Mittler, 2002). Zmiany poziomu akumulacji tego biatka
obserwowane byly u odmiany rodzicielskiej Maresi i odmian referencyjnych, ktore
charakteryzowaty si¢ ponad dwukrotnie obnizonym st¢zeniem SOD w korzeniach ro$lin
wzrastajagcych w warunkach suszy. Podczas przeprowadzonych eksperymentow ekspresja
SOD u syryjskiej linii rodzicielskiej nie ulegta istotnej statystycznie zmianie w odpowiedzi
na zaistniaty stres. Natomiast w przypadku linii potomnych MCam zidentyfikowano trzy
izoformy tego enzymu, przy czym dwie z nich wykazywaly istotny statystycznie efekt
suszy 1 interakcje genotyp X susza. W przypadku mitochondrialnej formy tego bialka,
wystepujacej u  wszystkich linii wsobnych, zaobserwowano dodatni efekt suszy.
Odwrotnie, dla formy zlokalizowanej w peroksysomach, obecnej w 75% linii, wykazano
wysoki ujemny efekt suszy. Przypuszcza si¢, ze zwigkszona akumulacja enzymu w obrebie
mitochondriéw, moze §wiadczy¢ o sprawniejszym mechanizmie usuwania Oy, ktory ze
wzgledu na funkcje pelnione przez to organellum generowany jest w znacznie wigkszych
ilosciach. Do wzmozonej syntezy O, w obrebie mitochondriow dochodzi na skutek
wycieku elektronow z tancucha oddechowego, czego czesta przyczyna jest stres termiczny,
a nadmierna produkcja zachodzi w tkankach niefotosyntetyzujacych. W peroksysomach
zlokalizowanych w korzeniach, ilo$ci powstajacych Oy sg znacznie mniejsze (Rhoads 1 in.,
2006), co moze thumaczy¢ obnizony poziom akumulacji odpowiedniej izofromy SOD w

badanych liniach jeczmienia. Co ciekawe, wyniki licznych badan wskazujg na istotng role
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dusmutazy ponadtlenkowej w nabywaniu przez rosliny tolerancji na susze. Zwigkszonym
poziomem cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej charakteryzowaty si¢ liscie
siewek pszenicy zarowno odpornych jak i wrazliwych na deficyt wody, jednakze dla
odmian tolerancyjnych wzrost byt bardziej wyrazny (Ford i in., 2011). W innych
badaniach przeprowadzonych na liSciach tolerancyjnej i odpornej na susze odmiany
pszenicy wykazano, ze podwyzszony poziom akumulacji manganianowej dysmutazy
ponadtlenkowej charakteryzowal oba genotypy, jednak znacznie wyzsza akumulacjg
zaobserwowano u odmiany wrazliwej, zwlaszcza w fazie kwitnienia 1 napeiniania ziarna
(Simova-Stoilowa i in., 2009). W przypadku nadekspresji genu kodujacego MnSOD u
topoli, ro$liny wykazywaly wyzsza aktywno$¢ enzymu, ktéra zwigzana byla miedzy
innymi z 8-23 krotnie wyzsza masg nasion, uzyskiwanych w warunkach stresu
oksydacyjnego (Wang i in., 2010). Zwigkszona ekspresja genu MnSOD u pszenicy
poddawanej dzialaniu stresu oksydacyjnego zwigzana byla z obnizonym stopniem
uszkodzen oksydacyjnych, m.in. nizsza peroksydacja lipidéw w stosunku do roslin typu
dzikiego (Melchiorre i in., 2009). W innych badaniach z nadekspresja genu MnSOD
wykazano, ze transgeniczny rzodkiewnik wykazywal odporno$¢ na wysokie zasolenie
gleby (Wang i i., 2004), a ryz z nadekspresja genu Cu/ZnSOD byt tolerancyjny na stres
oksydacyjny, zasolenie i susz¢ (Prashanth i in., 2008).

Cykl askorbinianowo-glutationowy (APX-GSH, ang. Ascorbate-Gluthatione
Cycle), zwany tez cyklem Halliwella-Asady, stanowi mechanizm usuwania nadtlenku
wodoru z wykorzystaniem kwasu askorbinowego i glutationu (Jimenez, 1997; Fazeli i in.,
2007). Kluczowym enzymem cyklu jest peroksydaza askorbinianowa (APX, ang.
Ascorbate Peroxidase), ktora wykorzystujac czgsteczke askorbinianu redukuje H,O, do
wody, z jednoczesnym generowaniem monodehydroaskorbinianu, redukowanego do
dehydraskorbinianu, a reakcje te katalizowane sa przez dwa enzymy: reduktaze
monodehydroaskorbinianowa (MDAR ang. Monodehydroascorbate Reductase) i reduktaze
dehydroaskorbinianowg (DHAR ang. Dehydroascorbate Reductase). Przeprowadzona w
niniejszej pracy analiza proteomiczna ujawnila, Zze w liniach rodzicielskich 1 odmianie
Stratus cytoplazmatyczna peroksydaza askorbinianowa charakteryzowata si¢ spadkiem
poziomu akumulacji w warunkach deficytu wody, przy czym odmiany europejskie
wykazywaly silniejsze spadki w porownaniu do linii syryjskiej. W liniach populacji
mapujacej MCam zidentyfikowano dziesie¢ izoform tego enzymu, z ktérych szes¢ —
zlokalizowanych w cytoplazmie i peroksysomach wykazywatlo istotny statystycznie ujemy

efekt suszy. Pozostate enzymy szklaku: MDAR i DHAR w obrgbie linii wsobnych takze
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wykazywaly ujemny efekt suszy. W badaniach proteomu liscia uzyskanego z tego samego
materiatu roslinnego wykazano indukowany susza spadek akumulacji chloroplastowej
peroksydazy askorbinianowej u osobnikéw rodzicielskich i w wigkszo$ci linii potomnych
MCam (Rodziewicz, 2014). Dane literaturowe dotyczace zmian poziomu ekspresji genow i
ilosci transkryptow APX w r6znych tkankach (liSciach, pedach 1 korzeniach)
kontrastujacych genotypéw ziemniaka wskazuja, ze odmiany wrazliwe na wysokie
stezenia soli charakteryzowaly si¢ mniejsza iloScig transkryptow peroksydazy
askorbinianowej zlokalizowanej w chloroplastach i cytoplazmie w poréwnaniu do
odmiany odpornej (Lin i Pu, 2000). Analizy proteomu liSci odmian ciecierzycy,
wykazujacych rézny stopien odpornosci na dehydratacje, wykazaty, ze tylko genotypy
odporne charakteryzowaly si¢ zwigkszong akumulacja peroksydazy askorbinianowej
(Subba i in., 2013).

S-transferazy glutationowe (GST, ang. Glutathione S-transferase) sg obficie
wystepujacymi biatkami, ktore biorg udziat w detoksykacji produktow ubocznych stresu
oksydacyjnego, a ich aktywno$¢ w komodrkach regulowana jest przez H,O,. Katalizuja
reakcje sprzegania glutationu ze zwigzkami elektrofilowymi, w tym ksenobiotykami.
Roslinnym GST przypisywane sa funkcje detoksykacji herbicydow i1 nadtlenku wodoru,
ale takze regulacja homeostazy hormonalnej, apoptozy i odpowiedzi komorki na stres
srodowiskowy (Dixon 1 in., 2011). Podczas przeprowadzonych eksperymentow rdznice w
akumulacji GST obserwowane byly w korzeniach linii rodzicielskiej CamB1/CI, natomiast
odmiana Maresi nie wykazywata istotnej zmiany wzglednej ilosci tego biatka podczas
odpowiedzi na deficyt wody. W obrgbie linii potomnych zidentyfikowano cztery izoformy
tego enzymu, ktére charakteryzowaty si¢ wysokim dodatnim efektem suszy, a dwie z nich
dodatkowo wykazywatly interakcje genotyp X susza. Podobne wyniki uzyskano w analizie
zmian proteomu lisci kontrastujacych odmian jeczmienia poddawanego dziataniu
wysokich stezen soli — znacznie wyzszy poziom akumulacji GST obserwowano dla
genotypu tolerancyjnego na stres solny w porownaniu do genotypu wrazliwego (Witzel i
in., 2009). Nadekspresja genu kodujacego S-transferazg glutationu u tytoniu wplyneta na
zwigkszong akumulacje glutationu i kwasu askorbinowego, a takze enzyméw szlaku APX-
GSH, co skutkowato szybkim usuwaniem H;O, 1 niewielkim poziomem uszkodzen
wywotanych stresem oksydacyjnym w porownaniu do roslin typu dzikiego (Roxas 1 in.,
1997, 2000). W przypadku transgenicznego ryzu z nadekspresjg genu OsGSTU4 wykazano

mniejszg wrazliwo$¢ na hormony, m.in. na kwas abscysynowy, zwickszong aktywnos¢
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antyoksydacyjng, oraz podwyzszong ekspresje kilku gendéw odpowiadajacych na stres
oksydacyjny 1 wysokie zasolenie w poroéwnaniu do ro$lin kontrolnych (Sharma i in., 2014).

Peroksyredoksyny stanowig duzg rodzing bialek, ktorym przypisywane sg funkcje
zwigzane z neutralizowaniem H;0,, nadtlenkéw wodorowych i reaktywnych form azotu.
Ponadto uwaza si¢, ze uczestnicza w regulacji $Sciezek sygnalnych regulowanych przez
rodniki wodorowe i1 azotowe. Sugeruje si¢, ze peroksyredoksyny zlokalizowane w obrebie
mitochondriow zwigzane s3 z regulacj¢ wzrostu korzeni w warunkach stresow
abiotycznych (Dietz i in., 2006). Dla dwéch izoform peroksredoksyn obserwowano wzrost
poziomu akumulacji w warunkach stresu u linii hodowlanej CamB1/CI. Probki z drugiej
formy rodzicielskiej — Maresi, nie wykazywaly podczas -elektroforezy w Zelu
poliakrylamidowym obecno$ci plamki reprezentujacej to biatko. U linii potomnych
znaleziono dwie izoformy tego enzymu, ktore wykazywaty dodatni efekt suszy i interakcje
pomigdzy genotypem a suszg. Zwickszony poziom akumulacji peroksyredoksyny
obserwowano miedzy innymi u buraka cukrowego poddawanego dziataniu suszy
(Hajheidari i in., 2005), jak rowniez w liSciach i korzeniach tolerancyjnych odmian sorgo
(Sharma i in., 2003).

Liaza laktoglutationowa, zwana takze glioksylaza I, jest enzymem bioracym udziat
w detoksykacji metyloglioksalu, zwigzku bedacego produktem ubocznym metabolizmu
wegla 1 azotu. Szacuje sig, ze w warunkach stresu suszy, czy wysokiego zasolenia
dochodzi do ponad 6-krotnego wzrostu metyloglioksalu, ktory poprzez toksyczne
oddziatywanie prowadzi do zahamowania proliferacji komoérek, czy nieprawidtowych
oddzialywan pomiedzy biatkami 1 kwasami nukleinowymi, co w duzej mierze prowadzi do
procesu mutagenezy. W komorkach poddawanych dzialaniu stresu oksydacyjnego
dochodzi do =zwigkszonej aktywnosci liazy laktoglutatinowej, ktora katalizuje
przeksztatcenie metyloglioksalu do S-laktoiloglutationu, ktory nastgpnie hydrolizowany
jest do D-mleczanu, przez glioksylaze II (Yadav i in., 2005). Liaze laktoglutationowa
zidentyfikowano w genotypach rodzicielskich jeczmienia, a takze w odmianie
referencyjnej Sebastian. We wszystkich przypadkach nastgpowat wzrost akumulacji tego
biatka w warunkach deficytu wody, jednakze zauwazono, ze linia CamB1/CI na poziomie
kontroli wykazywata wzglednie wicksza ilos¢ biatka w porownaniu do odmian
europejskich. W liniach populacji mapujacej znaleziono trzy izoformy glioksylazy I,
wykazujace istotny statystycznie dodatni efekt suszy. Zwiekszony poziom transkryptu 1
akumulacji tego enzymu obserwowano takze w korzeniach ryzu, ktory poddany zostat

dziataniu stresu chtodu (Lee i1 in., 2009). Zwigkszonym poziomem glioksylazy |
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charakteryzowaly si¢ tez odporne na stres osmotyczny odmiany ryzu, natomiast odmiany
wrazliwe nie wykazywaty zmiany w poziomie akumulacji tego biatka (Zang i Komatsu,
2007). W przypadku korzeni jeczmienia poddawanych dzialaniu wysokiego zasolenia,
zaobserwowano wzrost wzglednej ilosci biatka zar6wno u odmiany wrazliwej jak 1
odpornej w porownaniu do kontroli, jednakze wzrost akumulacji u odmiany odpornej byt
kilkukrotnie wyzszy anizeli u wrazliwej (Witzel i in., 2009). Transgeniczny tyton,
charakteryzujacy sie zwigkszong ekspresja genu kodujacego liaze laktoglutationowa
wykazywal zwigkszong odpornos¢ na stres oksydacyjny (Singla-Perek i in., 2003),
jednakze dopiero nadekspresja obydwoch enzymoéw odpowiedzialnych za rozktad
metyloglioksalu w znaczacy sposdb wzmocnita ten efekt (Yadav i in., 2005).

W mechanizmach usuwania wolnych rodnikéw uczestniczg takze biatka nalezace
do rodziny germin. Germiny i biatka germino-podobne stanowia duza grupe bialek, ktore
w warunkach homeostazy akumulowane sa w ziarniakach podczas fazy kietkowania
wigkszosci zboz. Ze wzgledu na wysoka termostabilno$é, odpornos¢ na dziatanie proteaz
oraz aktywno$¢ oksydazy szczawianowej, germiny 1 biatka germino-podobne
zaangazowane s3 w reakcje obronne roslin (Lane, 2000). Aktywnos$¢ oksydazy
szczawianowej sprawia, ze germiny posiadaja zdolno$¢ rozkladania nadmiernych ilo$ci
nadtlenku wodoru powstajacego w warunkach stresu osmotycznego (Patnaik i in., 2001).
Dla blisko potowy badanych w tej pracy genotypow, w tym w niemieckiej odmianie
rodzicielskiej i referencyjnych Sebastian i Stratus zidentyfikowano kilka izoform biatka
nalezacego do rodziny germin. W wigkszosci przypadkow biatko to charakteryzowato si¢
ujemnym efektem suszy, w przypadku jednej z izoform widoczna byta silna interakcja
susza X genotyp. Podobne wyniki uzyskano w analizie proteomicznej jednej z odmian ryzu
wzrastajacego w warunkach niedoboru wody, ktora okres§lana byta jako odmiana wrazliwa
na zaistnialy stres $rodowiskowy (Ke 1 in., 2001). Analiza transkryptomu jeczmienia
wzrastajagcego w warunkach wysokiego zasolenia gleby ujawnita, ze poziom transkryptéw
germin zmieniata si¢ w zalezno$ci od dlugosci trwania stresu. W poczatkowych fazach
stresu poziom MRNA w odniesieniu do roslin kontrolnych i stresowanych nie ulegt
zmianie, natomiast dalsze utrzymywanie wysokiego stezenia soli wptyneto na wzrost
poziomu mMRNA germin (Hurkman i Tanaka, 1996).

Zdolno$¢ roslin do utrzymania prawidtowych proporcji pomiedzy iloscig akumulowanych
reaktywnych form tlenu a aktywnoscig sprawnie dziatajgcego systemu antyoksydacyjnego
ma kluczowe znaczenie dla przebiegu wielu proceséw fizjologicznych. Poniewaz w

wyniku obecno$ci nadmiernych ilosci ROS dochodzi do =zaburzenia homeostazy
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komorkowej, konieczne jest aktywowanie wielu genow, ktorych ekspresja prowadzi do
wzmozonej aktywacji enzymatycznych 1 nieenzymatycznych sktadnikow systemow
usuwania wolnych rodnikéw. Ich synteza, czy tempo powstawania moga by¢ waznymi
czynnikami determinujgcymi stopien odpornosci roslin na okreslony czynnik abiotyczny,
w tym susze (Ashraf, 2010; Ford i in., 2011; Gill i in., 2010).

W odpowiedzi na stres suszy w komorkach roslinnych dochodzi do akumulowania
niskoczasteczkowych, nietoksycznych, rozpuszczalnych zwiazkéw kompatybilnych,
okreslanych mianem osmoprotektantéw (Chen 1 Murata, 2002). Ich funkcje zwigzane sg z
kompleksowg ochrong komoérek poprzez regulacje osmotyczng, utrzymanie integralnosci
bton komoérkowych, stabilizacje enzymoéw, czy detoksykacje reaktywnych form tlenu
(Bohnert i Jensen, 1996; Giri, 2011). Jednym z osmolitow syntetyzowanych w warunkach
dehydratacji komorek jest betaina glicynowa (GB, ang. Glycine Betaine), czwartorzedowy
zwigzek amoniowy, wyizolowany po raz pierwszy z buraka cukrowego (Genard i in.,
1991; Giri, 2011). U ro$lin wyzszych syntetyzowana jest ona z choliny, ktéra
przeksztalcana jest do aldehydu betainowego, a kluczowym enzymem katalizujgcym
reakcje utlenienia aldehydu betainowego do betainy glicynowej jest dehydrogenaza
aldehydu betainowego (BADH, ang. Betaine Aldehyde Dehydrogenase). Podczas
przeprowadzonych doswiadczen wzrost w poziomie akumulacji tego enzymu
obserwowano u genotypow rodzicielskich 1 linii potomnych, jednakze wzgledny wzrost
ilosci biatka u odmiany Maresi dwukrotnie przewyzszat wzrost u linii CamB1/Cl. W
przypadku korzeni potowy linii potomnych znaleziono trzy izoformy tego biatka, ktore
wykazywaly statystycznie istotny dodatni efekt suszy. Wzrost poziomu akumulacji tego
enzymu moze $wiadczy¢ o wzmozonej syntezie osmolitu, ktorej podwyzszone ilosci
pojawiaja si¢ na skutek stresow wywolujacych dehydratacje komorek. Natomiast
dwukrotnie wyzszy poziom wzrostu enzymu w korzeniach odmiany niemieckiej, moze
sugerowa¢ o wiekszych potrzebach uruchomienia kaskady reakcji prowadzacych do
syntezy osmoprotektantow, co wskazywatoby na mniejsze przystosowanie tej odmiany do
deficytu wody. Opublikowane wyniki badan wskazuja, ze w warunkach stresowych
dochodzi do wzmozonej aktywnosci gendw kodujacych dehydrogenaze aldehydu
betainowego, syntezy biatka, a tym samym do akumulowania wysokich stezen metabolitu
u wielu gatunkdéw roslin, min., u trzciny cukrowej, jeczmienia, pszenicy, sorgo, czy
szpinaku (Rhodes i Hansen, 1993; Yang, 2003; Chen i Murata, 2011). Doswiadczenia
przeprowadzone na lisciach jeczmienia wykazaty, ze podwyzszony poziom akumulacji

BADH cechowat wrazliwe odmiany, ktore wzrastaly w warunkach deficytu wody (Ashoub
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i in., 2013). W przypadku ro$lin transgenicznych, podwyzszony poziom ekspresji genow
kodujacych enzymy szklaku biosyntezy betainy glicynowej przyczynia si¢ do zwigkszenia
tolerancji tych roslin do zaistniatych warunkow §rodowiskowych. Przyktad moze stanowié
tyton, u ktorego nadekspresja genu BADH zwigzana byla ze zwigkszong tolerancja stresu
osmotycznego, bedacego efektem wysokiego zasolenia gleby (Yang i in., 2008). Badania
na transgenicznej pszenicy, z nadekspresja genu kodujacego BADH, wykazaly zwigkszong
tolerancj¢ na stres suszy i ciepta, ktora korelowala ze wzmozong aktywnoscia
fotosyntetyczng i antyoksydacyjng w poréwnaniu do roslin kontrolnych (Wang 1 in., 2010).

Drugim waznym osmoprotektantem, syntetyzowanym w odpowiedzi na deficyt
wody jest prolina. W warunkach dziatania stresu, aminokwas ten akumulowany jest nawet
w stezeniu 100-krotnie wyzszym w stosunku do warunkéw fizjologicznych. Funkcje
obronne proliny zwigzane sa z jej dzialaniem jako zmiatacza wolnych rodnikow,
czaperonu stabilizujacego struktury komoérkowe, czy regulatora potencjatu osmotycznego
(Verbruggen i Hermans, 2008; Szabados i Savoure, 2010). Prekursorem do syntezy proliny
jest kwas glutaminowy, a kluczowym enzymem zaangazowanym w ten proces jest
syntetaza delta-1-pirolylo-5-karboksylanu (P5CS, ang. Delta-1-Pyrroline-5-Carboxylate
Synthetase) (Hu i in., 1992; Delauney i Verma, 1993). U wielu roslin enzym ten kodowany
jest przed dwa geny, a ich aktywno$¢ regulowana jest poprzez sprzezenie zwrotne,
zwigzane z zawartoscig proliny obecnej w tkankach, takich jak na przyklad korzenie.
Regulacja transkrypcji genow zalezna jest takze od $ciezki sygnalnej, regulowanej przez
kwas abscysynowy (Vebruggen, 2008). W przeprowadzonej w ramach tej pracy analizie
proteomicznej jeczmienia wykazano, ze zwigkszonym poziomem akumulacji enzymu
P5CS charakteryzowata si¢ odmiana Maresi. Dla drugiego genotypu rodzicielskiego nie
stwierdzono istotnych zmian w profilu akumulacji tego biatka. W obrebie populacji
mapujacej MCam syntetaza delta-1-pirolylo-5-karboksylanu  wykazywata istotny
statystycznie dodatni efekt suszy dla 40% linii potomnych. Badania przeprowadzone na
wielu gatunkach roslin wskazujg, ze podwyzszony poziom akumulacji proliny, przyczynia
si¢ do ich zwigkszonej adaptacji do istniejacych warunkow srodowiskowych. Przyktad
moze stanowi¢ transgeniczny tyton z nadekspresja genu P5CS, ktory wykazat 18-krotnie
wzmozong syntez¢ proliny w stosunku do roslin kontrolnych. Ro$liny charakteryzowaty
si¢ zwigkszonym potencjalem osmotycznym liSci oraz wzrostem biomasy korzeni, co
moze wskazywac na wyzsza odpornos¢ na stres osmotyczny, wywolany deficytem wody
(Kishor i in., 1995). Jednakze uwaza sig, ze zbyt wysoka zawarto$¢ proliny jest toksyczna i

moze prowadzi¢ do $mierci komorkowej. Aktywowane sag wowczas procesy kataboliczne
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proliny, a jednym z enzymoéw katalizujacych ten proces jest dehydrogenaza delta-1-
pirolino-5-karboksylanu (P5CDH ang. Delta-1-Pyrroline-5-Carboxylate Dehydrogenase)
(Hellmann i in., 2000). W analizie proteomicznej przeprowadzonej dla korzeni odmian
rodzicielskich i referencyjnych zaobserwowano zmiany poziomu akumulacji tego enzymu
u linii hodowlanej CamB1/CI. Odmiana niemiecka i referencyjne nie wykazywaly
istotnych zmian w profilu akumulacji tego biatka. Takze w przypadku linii potomnych
poziom akumulacji PSCDH nie ulegt statystycznie istotnym zmianom. Obserwowane
réznice w poziomie akumulacji syntetazy delta-1-pirolylo-5-karboksylanu i podwyzszony
poziom enzymu katabolizujgcego proling w warunkach suszy, moze wskazywa¢ na bardzo
wysoki poziom tego metabolitu w komoérkach odmiany syryjskiej, co moze korelowaé ze
zwigkszong tolerancja tej linii na deficyt wody. Byloby to réwniez zgodne z relatywnie
wyzszym, w porownaniu do innych genotypoéw, poziomem akumulacji syntetazy delta-1-
pirolylo-5-karboksylanu obserwowanym w roslinach kontrolnych CamB1/Cl. Duza
réznica pomigdzy poziomem akumulacji PSCS w roslinach kontrolnych i poddawanych
dziataniu stresu obserwowana w przypadku odmiany niemieckiej, moze wskazywaé na
wieksza wrazliwo$¢ tego genotypu na niedobor wody i wzmozong ekspresje biatek i
metabolitow obronnych, m.in. BADH 1 proliny. W opublikowanej przez Hanson i
wspotpracownikow (1997) pracy eksperymentalnej podjeto probe korelacji akumulacji
proliny z poziomem tolerancji na susz¢ dla dwdch kontrastujagcych genotypoéw jeczmienia.
Jednakze zalezno$¢ pomiedzy wynikami uzyskanymi dla poziomu akumulacji tego
metabolitu i wielkosci uzyskiwanych plonéw nie byta wystarczajaco jednoznaczna, zeby
uznac proling za potencjalny biomarker mogacy determinowa¢ odpowiedz badanych roslin
na stres suszy (Hanson 1 in., 1997). Inne badania przeprowadzone na pszenicy wykazaty,
ze wzgledny poziom stg¢zenia tego aminokwasu byl pordwnywalny u odmian o réZznym
stopniu tolerancji na deficyt wody, jednakze odmiany okreslane jako tolerancyjne
charakteryzowaly si¢ wigkszym tempem akumulowania 1 metabolizowania proliny.
Dlatego kluczowym dla mechanizméw tolerancji roslin na stres wydaje si¢ by¢ nie sam

poziom wzrostu metabolitu, ale jego wtasciwa regulacja (Nayyar i in., 2003).
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5.2. Bialka zaangazowane w metabolizm wegla

Susza w znaczacy sposob wplyneta na zmiane profilu akumulacji biatek
zwigzanych z metabolicznymi przemianami wegla. Do biatek tych nalezg gléwnie enzymy
bioragce udziat w procesie glikolizy, glukoneogenzy i cyklu kwaséw trikarboksylowych. W
obrebie genotypow rodzicielskich biatka wykazujace zmiany profilu akumulacji w
odpowiedzi na stres suszy stanowity 28%, a w obrebie linii potomnych 22% z wszystkich
biatek roznicujgcych. W przypadku obydwoch podejs¢ — analizy celowanej i niecelowanej
dominowaty bialka wykazujace podwyzszony poziom akumulacji. W obrebie linii
populacji mapujacej 33 biatka wykazywaly istotny statystycznie efekt suszy, a 18 bialek
wykazywato statystycznie istotne réznice bedace efektem roéznic genotypowych i wptywu
niedoboru wody. Analiza PCO przeprowadzona dla tej kategorii funkcyjnej takze
wykazata istotne zréznicowanie bialek wykazujacych zmiany profilu akumulacji w
warukach deficytu wody, od tych w warunkach kontrolnych.

Fruktokinaza jest enzymem katalizujacym przeksztalcenie fruktozy do fruktozo-6-
fosforanu — zwigzku stanowigcego substrat wykorzystywany w wielu procesach
metabolicznych, takich jak glikoliza, szlak pentozofosforanowy, czy w syntezie skrobi.
Cukry odgrywaja wazng rol¢ w regulowaniu poziomu wolnych rodnikow w komorkach
roslinnych, co jest szczegdlnie wazne w warunkach dzialania stresow. Z jednej strony
moga uczestniczy¢ w szlakach metabolicznych generujacych reaktywne formy tlenu, a
takze by¢ zaangazowane w szlaki produkujace NADPH 1 w ten sposob neutralizowaé
ROS. Sugeruje sig, ze fruktozo-6-fosforan charakteryzuje si¢ wieksza zdolno$cig zmiatania
wolnych rodnikéw, anizeli glukoza, czy fruktoza, dlatego fruktokinaza moze petni¢ wazng
role w syntezie osmolitow i/lub ochronie antyoksydacyjnej roslin w warunkach stresu
suszy (Fulda i in., 2011). Jednakze, ze wzgledu na to, ze zarowno wysoki jak i niski
poziom cukru moze jednocze$nie wzmagaé synteze¢ wolnych rodnikow w jednych
szlakach, a neutralizowa¢ w innych, zwigzek pomig¢dzy cukrami a reaktywnymi formami
tlenu nie jest do konca jasny. Ponadto cukry peknig rolg czasteczek sygnalnych, ktore w
znaczacy sposob moga wptywaé na regulacje ekspresji wielu genéw aktywowanych w
warunkach stresowych (Couee i in., 2006; Zorb i in., 2010). W odpowiedzi na deficyt
wody w jeczmieniu zidentyfikowano kilka izoform fruktokinazy. Podczas rozdziatu biatek
wyizolowanych z korzeni odmian rodzicielskich poddanych stresowi suszy plamki
reprezentujace izoformy tego enzymu wykazywaly wzgledny spadek poziomu akumulacji

w poroéwnaniu do kontroli. Co istotne, oba genotypy posiadaly poréwnywalny poziom
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enzymu w warunkach kontrolnych. Ponad 80% linii rekombinacyjnych cechowatl spadek
poziomu ekspresji dwoch izoform tego biatka, przy czym jedna z nich charakteryzowata
si¢ wysokim ujemnym efektem suszy i wykazywata interakcje genotyp X susza. W
przypadku opublikowanych doswiadczen prowadzonych na tolerancyjnej i wrazliwej
odmianie jeczmienia, ktoéry wzrastal w warunkach wysokiego zasolenia gleby, takze
zaobserwowano zmiany w poziomie akumulacji fruktokinazy. Obie badane odmiany
charakteryzowaty si¢ obnizonym profilem tego biatka, jednakze u genotypu wrazliwego
spadek byl wyrazniejszy (Witzel i in., 2009). Przypuszcza si¢, ze obnizony poziom
ekspresji fruktokinazy moze by¢ zwigzany z ograniczeniem procesu fotosyntezy i
zmniejszong synteza skrobi, przez co komodrki wykazuja zwigkszone zapotrzebowanie na
fruktoze. Odmienny charakter odpowiedzi zaobserwowano w korzeniach tolerancyjnej
odmiany ryzu wzrastajacej w warunkach stresu chtodu (Lee 1 in., 2009).

W badanych liniach jgczmienia zidentyfikowano kilka izoform izomerazy
trifosforanowej, kolejnego enzymu uczestniczacego w procesie glikolizy, ktory katalizuje
przeksztatcenie fosfodihydroacetonu do aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Dwie izoformy
tego biatka wykazywaly wzrost poziomu akumulacji w stosunku do kontroli, a dwie inne
charakteryzowaty si¢ ujemnym efektem suszy. Syryjska linia rodzicielska wykazywata
wzrost poziomu akumulacji tych biatek, natomiast dla odmiany niemieckiej na zelu nie
wykryto zadnej plamki odpowiadajaca temu biatku. Podwyzszony poziom izomerazy
trifosforanowej obserwowano u odpornej odmiany pszenicy poddawanej dziataniu suszy
(Budak i in., 2013), a takze u tolerancyjnej na wysokie zasolenie odmianie kukurydzy
(Zorb 1 in., 2010). Inne badania przeprowadzone na jeczmieniu wykazaty, ze odmiana
wrazliwa wykazywata spadek poziomu akumulacji izomerazy trifosforanowej, w
przeciwienstwie do odmiany tolerancyjnej, ktora odpowiadala wzrostem poziomu tego
biatka na deficyt wody (Wendelboe-Nelson i Morris, 2012).

Enolaza to przedostatni enzym szlaku glikolitycznego, ktorego ekspresja
kontrolowana jest przez czynnik DREBI1, regulujacy ekspresje wielu gendéw
zaangazowanych w odpowiedz ro§lin na stresy abiotyczne (Seki i in., 2002). Zmiany
poziomu akumulacji tego bialka charakteryzowaty linie potomne MCam, dla ktérych w
wigkszosci obserwowano wzrost poziomu akumulacji, jednakze dla cze$ci genotypow nie
stwierdzono istotnych statystycznie roéznic pomiedzy susza 1 kontrolg. Lini¢ CamB1/Cl1
cechowal wyzszy poziom akumulacji enolazy, w porownaniu do odmiany Maresi, ktora w
warunkach suszy nie wykazata istotnych zmian w profilu akumulacji tego biatka.

Prowadzone réwnolegle analizy proteomiczne na lisciach tego samego materialu
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roslinnego wykazaty, ze poziom akumulacji enolazy znacznie wzrastal podczas
odpowiedzi na susz¢ w linii hodowlanej Cam/B1/CI i cz¢$ci linii potomnych (Rodziewicz,
2014). Badania przeprowadzone na wystgpujacej w suchych obszarach afrykanskich
roslinie z gatunku przypotudnika wykazaty, ze roslina ta w warunkach suszy 1 wysokiego
zasolenia gleby zdolna jest do przeprowadzania fotosyntezy typu CAM (ang. Crassulacean
Acid Metabolism), co czyni ja odporng na istniejgce warunki Srodowiskowe. Wyniki
przedstawione przez Forsthoefela i wspotpracownikow (1995) wskazuja na zwigkszong
akumulacje¢ enolazy w korzeniach i lisciach tych roslin w warunkach duzego stezenia soli
oraz wzrost poziomu transkryptu tego biatka w stresie suszy i chtodu, co $§wiadczy o
waznej roli enolazy w procesach adaptacji do niekorzystnych warunkow srodowiskowych
(Forsthoefel i1 in., 1995). Biorac pod uwage opublikowane wyniki, a takze zwickszony
poziom akumulacji enolazy w korzeniach i lisciach linii Cam/B1/CI, moze sugerowac
lepsza adaptacje tej odmiany do warunkdéw ograniczonej dostgpnosci wody.

Mutaza bisfosfoglicerynianowa niezalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu (iPGAM
ang. 2,3-Bisphosphoglycerate-Independent Phosphoglycerate Mutase), jest glikolitycznym
enzymem katalizujacym konwersje¢ 3-fosfoglicerynianu do 2-fosfoglicerynianu. Regulacja
aktywnosci tego enzymu nie jest jak dotad dobrze poznana. Przypuszcza si¢, ze iPGAM
pelni wielorakie funkcje, poniewaz obecnos$¢ ubikwitynowanej formy tego biatka
zlokalizowano we wszystkich tkankach. Technologia z zastosowaniem antysensownych
oligonukleotydow, wykazata, ze ro$liny ziemniaka o obnizonej ekspresji iIPGAM
charakteryzowaty si¢ zmniejszong aktywnos$cig fotosyntetyczng i szybko$cia wzrostu,
jednakze zmiany te nie wplynety na zawarto$¢ skrobi w komorkach (Westram 1 in., 2002).
Ponadto uwaza si¢, ze enzymy glikolityczne, wiaczajac iPGAM, maja duzy wplyw na
ruchy aparatow szparkowych i produkcje biomasy. Powstajace na skutek dziatania stresow
zaburzenia komorkowe sa efektem zmian w aktywnosci procesu glikolizy, co zwigzane jest
z zmniejszong produkcja substratéw do dalszych przemian metabolicznych i produkcji
energii (Zhao i Assmann 2011). W przeprowadzonych w ramach tej pracy
do$wiadczeniach, poziom akumulacji iPGAM znaczaco zmieniat si¢ na skutek dziatania
stresu niedoboru wody. Genotypy rodzicielskie charakteryzowaty si¢ zwiekszong ilo$cig
tego enzymu w warunkach suszy, jednakze odmiana Maresi wykazywata pieciokrotnie
wyzszy wzrost niz linia CamB1/CI. W obrgbie 90% linii potomnych znaleziono dwie
izoformy enzymu, wykazujace bardzo wysoki dodatni efekt suszy. W mapowaniu
markerami PQTL majacym na celu poszukiwania cech ilosciowych zwiazanych z

odpornoscia  kukurydzy na stres suszy wyselekcjonowano wlasnie mutaze
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bisfosofoglicerynianowg jako potencjalny biomarker warunkujagcy odpornos$¢ roslin (de
Vienne i in., 1999). W kilku opublikowanych dotad pracach identyfikowano zmiany
poziomu akumulacji iPGAM u rdéznych gatunkéow roslin w odpowiedzi na stresy
abiotyczne. W przypadku dzikiego typu ryzu oraz transgenicznej linii z nadekspresja genu
kodujacego kinaze¢ SnRK2 regulujaca Sciezki sygnalne odpowiedzi roslin na stres solny,
zaobserwowano, ze zwigkszong akumulacja iPGAM charakteryzowata si¢ roslina typu
dzikiego (Nam i in., 2012). W badaniach przeprowadzonych na li§ciach soi poddawanej
dziataniu niedoborowi wody zauwazono znaczacy spadek poziomu akumulacji tego biatka
w stosunku do kontroli (Alam i in., 2010). Podobne wyniki uzyskano dla rzodkiewnika
wzrastajacego w warunkach stresu chtodu (Amme i in., 2006). Jednakze w obu
przypadkach badania prowadzone byly na lisciach, ponadto do$wiadczenia wykonywano
na zaledwie jednym genotypie, ktory nie byt scharakteryzowany pod katem tolerancji na
stres, dlatego na podstawie tych wynikéw trudno jest dyskutowac o potencjalnej roli tego
biatka w adaptacji do zaistniatych warunkoéw srodowiskowych. W opublikowanych do tej
pory pracach skupiajacych si¢ na proteomie korzenia w warunkach stresow abiotycznych,
nie przedstawiono iPGAM, jako biatka rdéznicujacego genotypy w odpowiedzi na
zaistniaty stres (Witzel i in., 2009; Sugimoto i1 Takeda, 2009; Lee i in., 2009).

Podczas przeprowadzonych doswiadczen, w korzeniach badanych odmian
zidentyfikowano kilka kluczowych enzymow zwigzanych z cyklem kwasow
trikarboksylowych — dehydrogenaze pirogronianowa, dehydrogenazg jabtczanowa i
akonitaz¢. Enzymy te katalizuja szereg reakcji utleniania pirogronianu do dwutlenku wegla
z wytworzeniem energii. Dehydrogenaza jabtaczanowa w obrebie linii potomnych
populacji MCam charakteryzowata si¢ wysokim dodatnim efektem suszy. Oba genotypy
rodzicielskie wykazywaty wzgledny wzrost ilosci biatka w poréwnaniu do kontroli, jednak
linia CamB1/CI na poziomie kontroli wykazywaty wyzszy poziom tego biatka niz odmiana
Maresi. Dla zdecydowanej wigkszo$ci badanych genotypow profil akumulacji
dehydrogenazy pirogronianowej 1 akonitazy pozostawat bez zmian, a tylko niewielka czgs§¢
populacji wykazywata efekty suszy. Dla poréwnania, w badaniach prowadzonych na
kontrastujacych genotypach jeczmienia poddawanego dziataniu suszy obserwowano
wzgledny wzrost poziomu akumulacji tego enzymu u odmian tolerancyjnych, natomiast
odmiany wrazliwe charakteryzowaty si¢ spadkiem lub brakiem znaczacej zmiany (Kausar 1
in.,, 2013; Ashoub i in., 2013). Zwigkszony poziom transkryptow dehydrogenazy

pirogronianowej 1 dehydrogenazy jabiczanowej odnotowano u dwoch tolerancyjnych
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odmian jeczmienia wzrastajgcego w warunkach deficytu wody, podczas gdy odmiana
wrazliwa nie wykazywala reakcji na poziomie ekspresji tych genéw (Guo i in., 2009).
Roéznice w akumulacji biatek uczestniczacych w metabolicznych przemianach
wegla, takich jak glikoliza, czy cykl Krebsa naleza do zmian czgsto obserwowanych
podczas reakcji ros$lin na rozne rodzaje stresOw abiotycznych. Jednakze przedstawiane
przez badaczy wyniki nie zawsze pokazujg takg samg odpowiedz na stres, a obserwowane
podczas poszczegdlnych dos§wiadczen zmiany w akumulacji tych enzymow sa czgsto
przeciwstawne. Jedng z przyczyn uzyskiwania sprzecznych rezultatdw moga by¢ roéznice
dotyczace zastosowanych warunkéw eksperymentalnych, co zwigzane jest z
intensywnos$cig, czy dlugoscia trwania stresu. Niezwykle waznym jest dobor
odpowiedniego materialu roslinnego, a dodatkowym czynnikiem wplywajacym na
niejednolity kierunek zmian proteomu moze by¢ faza rozwojowa rosliny, w ktorej
zainicjowany zostal stres. Interpretacja wynikOw na poziomie zmian profili biatek
uczestniczacych w przemianach metabolicznych komorek jest trudna. Z jednej strony
uwaza si¢, ze spadki poziomu akumulacji i aktywno$ci enzymdéw zaangazowanych w
proces glikolizy stanowig mechanizm zwigzany z akumulowaniem cukrow, stanowigcych
rezerwuar energii, ktora wykorzystana zostanie po zaprzestaniu dzialania stresu. Z drugie
jednak strony podwyzszona aktywnos$¢ glikolityczna moze zwigzana by¢ z wigkszym
zapotrzebowanie komorek na energie, ktora niezbedna jest do utrzymanie homeostazy
komorkowej 1 aktywacji mechanizméw obronnych zwigzanych z synteza osmolitow, czy

enzymow antyoksydacyjnych (Salekdeh i in., 2002; Kausar i in., 2013).

5.3. Bialka zwigzane z regulacja ekspresji genow

W odpowiedzi na zaistnialy stres suszy nastgpowaly istotne statystycznie zmiany
akumulacji biatek zaangazowanych w regulacje ekspresji genow. Analiza wspoirzgdnych
gléwnych PCO ujawnita wyrazne roznice w profilach takich bialek wyizolowanych z
korzeni poddanych dzialaniu suszy a kontrolnymi. Helikazy RNA to grupa biatek
pelniacych wielorakie funkcje zwigzane z regulacja ekspresji genow. Biatka te wykazuja
zdolno$¢ wigzanie RNA, a nastepnie katalizuja reakcje rozplatywania dupleksow RNA z

udziatem ATP. Uczestniczag w procesie dojrzewania RNA, biogenezie rybosoméw, w
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wptywaja na stabilno$¢ i strukture mRNA, co zwigzane jest z procesem biosyntezy biatka.
Uwaza si¢, ze helikazy RNA moga odgrywaé wazng rolg w regulacji ekspresji genow
odpowiadajacych na stres solny, chtodu i suszy (Owttrim, 2006). Nadekspresja genu MH1
kodujacego helikaze 1 u rzodkiewnika zwigzana byla z poprawg kietkowania nasion i
wzrostu roslin w warunkach stresu oksydacyjnego, suszy i zasolenia. Transgeniczne
ros$liny wykazywaty zwigkszong aktywno$¢ antyoksydacyjng i podwyzszony poziom
proliny, co wskazuje na znaczacg role helikazy w zdolnosci roslin do przeciwdziatania
reaktywnym formom tlenu i1 dostosowania osmotycznego do =zaistnialych warunkéw
srodowiska (Luo i in., 2009). Do rodziny helikaz RNA nalezy eukariotyczny czynniki
inicjacji 4A (elF-4A, ang. Eukaryotic Initiation Factor-4A), ktory odgrywa wazng role w
inicjacji procesu translacji. Na skutek dziatania stresu dochodzi do tworzenia
dwurzedowych struktur w rejonie S'UTR — nieulegajacej translacji sekwencji mRNA, co
skutkuje obnizeniem wydajno$ci procesu inicjacji translacji. elF-4A wykazuje zdolno$¢
wigzania powstatych struktur, a nastepnie ich rozplatania, co w znaczacy sposob utatwia
wigzanie si¢ rybosomu i inicjacj¢ biosyntezy biatka (Vashisht i Tuteja, 2005). U
transgenicznych roslin tytoniu z nadekspresja genu kodujacego helikaze PDH47 i PDH4,
wykazujacych znaczng homologi¢ w stosunku do czynnika eIF-4A, zaobserwowano
podwyzszony poziom tolerancji na stres solny, a uzyskane roslin potomne wzrastajace w
warunkach stresu wykazywaty wysoki plon. Wyniki do§wiadczen sugeruja, ze helikazy
dziataja jako ,,biatka opiekuncze”, ktore poprzez naprawg¢ struktur mRNA wplywaja na
wyzsza wydajnos¢ procesu translacji i biosyntezy biatka (Sanan-Mishra i in., 2005). W
warunkach stresu ciepla w korzeniach pszenicy zaobserwowano wzmozony proces
fosforylacji czynnika elF-4A. Proces fosforylacji indukowany byt w przypadku
dlugotrwatego dziatania stresu, co moze wskazywa¢ na wazng role w procesie inicjacji
biosyntezy bialek obronnych, a tym samym adaptacji do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych (Gallie 1 in., 1997). W przeprowadzonych doswiadczeniach czynnik elF-
4A 1 zalezna od ATP helikaza RNA z motywem DEAD-box ro6znicowaly genotypy
rodzicielskie i linie potomne populacji mapujacej. Oba biatka wykazywaty istotny
statystycznie wzrost profilu akumulacji u niemieckiej odmiany rodzicielskiej, natomiast
linia CamBI1/CI charakteryzowata si¢ wzglednym spadkiem poziomu eukariotycznego
czynnika inicjacji 4A. Swiadczyloby to o ograniczonej wydajno$ci procesu biosyntezy
biatek, np. biatek obronnych, u odmiany niemieckiej i konieczno$ci wzmozonej
akumulacji biatek regulatorowych — czynnika elF-4a i helikazy RNA pozwalajacych na

prawidlowy przebieg procesu translacji. Podobne wyniki uzyskano wczes$niej dla
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jeczmienia wzrastajgcego w warunkach wysokiego zasolenia, u ktérego wzrost profilu
akumulacji helikazy 1 charakteryzowat liscie 1 korzenie wrazliwego genotypu (Narita i in.,
2004).

Eukariotyczny czynnik elongacyjny Tu (ang. Elongation Factor-Tu) to biatko
zlokalizowane w plastydach, chloroplastach i mitochondriach, gdzie odpowiada za
wigzanie odpowiednich aminoacylo-tRNA podczas biosyntezy tancucha polipeptydowego.
Wykazano, ze prokariotyczny czynnik elongacyjny Tu speinia role biatka opiekunczego,
zapobiegajacego agregacji innych bialek 1 posiadajgcego zdolnos¢ fatdowania
zdenaturowanych bialek. Ze wzgledu na wysoki stopien homologii pomigdzy
prokariotycznym i eukariotycznym czynnikiem Tu uwaza sig¢, ze biatko to moze odgrywac
wazng role w odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne, takie jak ekstremalne temperatury,
susz¢ 1 zasolenie (Rao i in., 2004). W przypadku korzeni badanych odmian jeczmienia
wzrost poziomu akumulacji tego biatka dotyczyt syryjskiej linii rodzicielskiej i polowy
linii populacji mapujacej. Dla odmiany Maresi nie odnotowano istotnych zmian we
wzglednej ilosci tego biatka. Zmiany poziomu akumulacji biatka Tu obserwowano
wczesniej u roznych odmian kukurydzy poddawanej dziataniu stresu chtodu. Wzrost
poziomu transkryptu i bialka charakteryzowal odmiany odporne (Momciloyic i Ristic,
2007). Podwyzszony profil akumulacji czynnika Tu obserwowano takze w lisciach
tolerancyjnej odmiany jeczmienia (Ashoub i in., 2013) i ryzu (Salekdeh i1 in., 2002),
poddawanych dziataniu stresu suszy. W przypadku lisci ciecierzycy wykazujacej wysoki
poziom tolerancji na deficyt wody odnotowano az 15-krotny wzrost poziomu akumulacji
czynnika Tu (Jain 1 Chattopadhyay, 2010). Akumulowanie zwigkszonych ilo$ci tego biatka
u odmian odpornych w poréwnaniu do form wrazliwych moze by¢ zwigzane ze wzmozong
synteza innych biatek obronnych, ktére w znaczacy sposob niweluja negatywne skutki
dziatania stresu (Mohammadi i in., 2012). W przypadku transgenicznej pszenicy z
nadekspresja genu kodujacego plastydowy czynnik elongacyjny Tu zaobserwowano, ze w
warunkach wysokich temperatur rosliny charakteryzowaly si¢ mniejszym stopniem
uszkodzen bton tylakoidéw, nizszym poziomem zagregowanych biatek w obrgbie lisci i
wyzszym poziomem aktywnosci fotosyntetycznej po ustgpieniu dziatania stresu, W
poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego. Wykazano takze, Ze rosliny transgeniczne
charakteryzowaty si¢ wyzszym tempem regeneracji, co moze wskazywaé na istotne
powigzanie molekularne pomiedzy poziomem biatkka Tu a odpornoscia na stresy

abiotyczne (Fu i in., 2008).
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5.4. Bialka zwigzane z metabolizmem wtornym

Zastosowane warunki suszy wplynety na zmiang poziomu akumulacji biatek
zwigzanych z metabolizmem wtérnym — gléwnie amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL, ang.
Phenylalanine Ammonia Lyase), a takze reduktazy izoflawonowej i O-metylotransferazy
kwasu kawowego. Analiza PCO wujawnila istotne statystycznie zmiany w profilu
akumulacji pomi¢dzy warunkami suszy i kontrolg, ktérych kierunek w obrebie badanych
genotypow byt bardzo podobny. Genotypy rodzicielskie i odmiana referencyjna Stratus
wykazywaly znaczace spadki w poziomie akumulacji réznych izoform tych biatek,
jednakze charakter zmian u odmian europejskich byt znacznie bardziej wyrazny niz u
syryjskiej linii rodzicielskiej. Susza wptyneta na zmiany akumulacji badanych enzymow
metabolizmu wtdrnego w 85% linii wsobnych populacji MCam, a po jednej z izoform PAL
I O-metylotransferazy kwasu kawowego wykazywato bardzo wysokie ujemne efekt suszy i
silng interakcj¢ pomiedzy genotypem i stresem. PAL jest kluczowym enzymem szlaku
fenylopropanoidowego, w ktérym katalizuje reakcje przemiany fenyloalaniny do amoniaku
I kwasu trans-cynamonowego. O-metylotransferaza jest kolejnym enzymem szlaku, ktory
katalizuje przeksztatcenie kwasu kawowego do kwasu ferulowego. Produktami szlaku
fenylopropanoidowego sa roézne klasy fenolowych metabolitow wtornych, takie jak np.
flawonoidy, ligniny, czy fenylopropanoidy, ktore odgrywaja bardzo wazne role w
odpowiedzi roslin na dziatanie stresow Srodowiskowych (Dixon 1 Paiva, 1995). Poziom
akumulacji enzyméw tego szlaku moze stanowi¢ wskaznik biosyntezy zwigzkow
fenolowych, a tym samym okresla¢ stopien odpowiedzi rosliny na okres§lony stres. I tak
przyktadowo zmiana poziomu lignifikacji scian komorkowych stanowi wazny mechanizm
adaptacji roslin do niesprzyjajacych warunkéw Srodowiskowych. Odkladanie lignin
prowadzi do usztywnienia $cian komorkowych, a tym samym do ich wzmocnienia przed
szkodliwym dzialaniem suszy, czy wysokiego zasolenia gleby. Wzmozona synteza O-
metylotransferazy kwasu kawowego w korzeniach kukurydzy w warunkach stresu solnego
zwigzana byla ze zwigkszong syntezg lignin, a tym samym zwigkszong ochrong przed
procesem dehydratacji komorek (Degenhardt i in., 2000). Jednakze inne hipotezy sugeruja,
ze sztywnienie $cian komorkowych w strefie korzenia moze wptywaé na ograniczenie jego
wzrostu oraz na utrudniong penetracje gleby w warunkach stresu oksydacyjnego (Lee i in.,
2007). Podwodjne mutanty pall pal2 rzodkiewnika wzrastajace w warunkach wysokiego
stezenia soli nie wykazywaty Zadnych istotnych roznic fenotypowych w stosunku do roslin

typu dzikiego. W przypadku stresu suszy ro$liny charakteryzowaty si¢ zmniejszong
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zawarto$cig lignin o 30% w porownaniu do kontroli, jednakze ich wzrost nie zostat
zahamowany 1 przeciwnie do roslin typu dzikiego wykazywaty nieco zwigkszong
odpornos¢ na deficyt wody (Huang i in., 2010). Analiza zmian profilu akumulacji PAL u
kukurydzy poddawanej niedoborowi wody wykazata, ze podwyzszony poziom enzymu
charakteryzowal liscie, natomiast w korzeniach biatko to nie wykazywato istotnych
statystycznie zmian w profilu akumulacji (Ashraf, 2011). Ponadto uwaza si¢, ze produkty
szlaku fenylopropanoidowego moga odgrywaé wazng role¢ w usuwaniu nadmiernych ilosci
reaktywnych form tlenu, tym samym pelnigc rolg alternatywnego mechanizmu

przeciwutleniajgcego komorki (Grace i Logan, 2000).

5.5. Inne bialka

Analiza PCO dla wszystkich biatek nalezacych do kategorii funkcyjnych
zwigzanych z metabolizmem azotu i transportem elektrondw nie ujawnita znaczacych
statystycznie roznic pomi¢dzy warunkami suszy i kontroli. Jednakze biatko uczestniczace
w metabolicznych przemianach azotu — syntaza S-adenozylometioninowa wykazywata
istotny statystycznie wysoki dodatni efekt suszy oraz silng interakcje genotyp X susza w
znaczacej liczbie linii populacji mapujacej 1 u odmiany rodzicielskiej Maresi. S-
adenozylometionina powstaje w cyklu aktywnego metylu, gdzie konwertowana jest z
metioniny przy udziale syntazy S-adenozylometioniny. Zwigzek ten dostarcza grupy
metylowe do syntezy biatek, kwasow nukleinowych i metabolitow, m.in. lignin,
alkaloidow oraz zwigzkow osmotycznie czynnych — betainy, czy poliamin (Espartero i in.,
1994). Zmiany poziomu akumulacji innych enzymow uczestniczacych w syntezie i
przemianach metioniny — syntazy metioninowej i S-adenozylotransferazy metioninowej
odnotowano w liSciach tego samego materiatu roslinnego. Podobnie jak w przypadku
proteomu korzenia — odmiana rodzicielska Maresi 1 czg$¢ linii rekombinacyjnych
charakteryzowata si¢ wzrostem wzglednej ilosci tych biatek u roslin poddawanych
dziataniu suszy (Rodziewicz, 2014), co moze §wiadczy¢ o zwiekszonym zapotrzebowaniu
tych ros$lin na grupy metylowe, ktére w wyniku dalszych przemian wykorzystywane sa do
syntezy zwigzkow obronnych, migdzy innymi osmoprotektantow, odgrywajacych
kluczowg role w przezyciu niekorzystnych warunkéw srodowiskowych. Indukcje syntazy

S-adenozylometioniny obserwowano w korzeniach jeczmienia o dwoch kontrastujacych
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genotypach wzrastajagcego w warunkach wysokiego zasolenia gleby, jednakze znacznie
wyzszy poziom akumulacji tego enzymu cechowal odmian¢ wrazliwg (Witzel i in., 2009),
co w odniesieniu do wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy §wiadczytoby o mniejszej
tolerancji odmiany Maresi na deficyt wody. W przypadku nadekspresji genu kodujgcego
syntaze S-adenozylometioniny u rzodkiewnika zaobserwowano zwigkszong odpornosé¢
rosliny na stres suszy i zasolenia, ktéra zwigzana byty ze wzmozong transkrypcja genow
zaleznych od ABA, a takze zwigkszong synteza etylenu, co moze $wiadczy¢ o udziale tego
biatka w reakcjach roslin na stresy abiotyczne jak i biotyczne (Kim 1 in., 2015). Ponadto,
indukcje genu syntazy metioninowej odnotowano w lisciach jeczmienia poddawanego
dziataniu m.in. suszy, zasolenia i niskich temperatur, a w rezultacie zaobserwowano wzrost
akumulacji betainy glicynowej — powstajacej z choliny, ktorej synteza zwigzana jest z
dostarczeniem grup metylowych z cyklu aktywnego metylu. Takie obserwacje moga
$wiadczy¢ o wspdolnym mechanizmie regulacji przemian metioniny i syntezy betainy
glicynowej w warunkach streséw abiotycznych (Narita i in., 2004).

Bardzo wysokim dodatnim efektem suszy i interakcjg pomigdzy genotypem i susza
w obrebie populacji mapujacej 1 osobnikdw rodzicielskich charakteryzowato sie
niezidentyfikowane w pelni biatko, posiadajace domene hydrolazy trifosfonukleotydow z
motywem P-loop. Domena hydrolazy NTP jest jedng z najczesdciej wystepujacych
sekwencji biatkowych, znajdujacych si¢ w 5-10% produktow gendow w genomie
eukariotycznym i prokariotycznym. Jej funkcja zwigzana jest z hydroliza wigzania
fosforanowego w obrebie trifosfonukleotydéw, a w szczegdlnosci ATP i GTP. Energia
uzyskana z hydrolizy wigzania wykorzystywana jest do zmian konformacyjnych biatka, co
zwigzane jest z uzyskaniem jego pelnej aktywnosci. Sugeruje si¢, ze domeny te moga
odrywa¢ wazng rol¢ w procesie programowanej $mierci komorek, w regulacji Sciezek
sygnalnych i w odpowiedzi na stresy srodowiskowe roslin (Leipe i in., 2004). Jednakze jak
dotad nie ukazaty si¢ prace skupiajgce si¢ na potencjalnym zwigzku biatek z domeng
NTPazaowa, a odpowiedzig roslin na stresy abiotyczne. Jak wspomniano powyzej, w
niniejszej pracy nie udato si¢ w pelni zidentyfikowaé biatka zawierajacego domeng
NTPazowa z motywem P-loop reprezentujacego jedng z plamek na elektroforegramie,
ktora wykazywata istotng reakcje na susze. Ze wzgledu na silng odpowiedz tego biatka na
zastosowany stres w ponad potowie badanych genotypoéw, a takze interakcje genotyp X
susza nalezaloby ponowi¢ proby jego identyfikacji w dalszych badaniach prowadzonych

na jeczmieniu.
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W odpowiedzi na stres suszy zmian¢ poziomu akumulacji wykazaly podstawowe
biatka budujace cytoszkielet komoérkowy — tubulina, aktyna i1 formina. Zaréwno
mikrotubule budowane przez tubuliny i mikrofilamenty aktynowe sg strukturami
nadajagcymi mechaniczng wytrzymato§¢ komorce roslinnej, wspomagajg syntezg $ciany
komorkowej, uczestniczg w procesach mitozy i1 cytokinezy. Ponadto uwaza si¢, ze dzialaja
one jako sensory odbierajace sygnaty zwigzane z pojawiajacym si¢ stresem osmotycznym
(Nick, 2013). W przypadku badanych odmian jeczmienia zaobserwowano istotny spadek
poziomu akumulacji tych biatek u niemieckiej odmiany rodzicielskiej 1 cz¢$ci linii
rekombinacyjnych. Podobne wyniki uzyskano w przypadku wrazliwej odmiany rzepaku
(Mohammadi i in., 2012) i jeczmienia (Kausar i in., 2013), ktére wzrastaly w warunkach
niedoboru wody. Sugeruje si¢, ze obnizony poziom biatek cytoszkieletu moze przyczynié
si¢ zaburzenia tworzenia wrzeciona kariokinetycznego, ograniczenia procesu mitozy, co
prowadzi¢ moze do ograniczenia wzrostu rosliny (Mohammadi i in., 2012).

W obrebie badanych odmian wysokim dodatnim efektem suszy charakteryzowato
si¢ biatko regulatorowe z rodziny biatek 14-3-3. Bialka 14-3-3 to rodzina wysoko
zachowawczych molekut, ktore wykazuja zdolno$¢ wigzania fosforylowanych reszt
treoniny i/lub seryny, regulujac w ten sposéb S$ciezki sygnalne i metabolizm komorek.
Bialka te odgrywaja wazng role w regulacji odpowiedzi ros$lin na stresy srodowiskowe,
poprzez m.in. regulacje aktywnos$ci biatek sygnalnych, regulacje ekspresji genow
aktywowanych w warunkach stresu, czy modulacje czynnikow transkrypcyjnych (Chen i
in.,, 2006). W warunkach stresu osmotycznego zaobserwowano wzmozong synteze
blonowych biatek 14-3-3, ktore wigzac fosforylowane tancuchy V-ATPazy, tworza
komplesy V-ATPaza/l4-3-3, zwigkszajac aktywno$¢ pomp protonowych, pelnigcych
kluczowa role w mechanizmie adaptacji roslin do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych. Wakuolarne pompy protonowe (V-ATPazy) zaangazowane sa w
regulacje wewnatrzkomorkowego pH, w procesy regulowania turgoru, osmoregulacje 1
zalezng od Ca’ transdukcje sygnatu (Roberts i in., 2002). W badaniach transgenicznej
trzciny cukrowej z nadekspresja genow kodujacych biatka 14-3-3 w warunkach stresu
osmotycznego, obserwowano zwigkszong aktywno$¢ pomp protonowych, co zwigzane
bylo z lepszym utrzymaniem turgoru i mniejszym stopniem wiednigcia roslin w
porownaniu do form typu dzikiego (Babakov 1 in., 2000). W przypadku korzeni badanych
odmian jeczmienia wysokim dodatnim efektem suszy w obrgbie 30% populacji mapujacej
charakteryzowato si¢ zaréwno biatko regulatorowe 14-3-3 jak i podjednostka A

wakuolarnej ATP-azy. Wsrod genotypow rodzicielskich zmiany poziomu akumulacji tych

140



DYSKUSJA

biatek widoczne byly w korzeniach odmiany Maresi. Zmiany te $wiadczy¢ moga o
gorszym przystosowaniu tych linii do zaistniatych warunkow $rodowiskowych i
konieczno$ci uaktywniania mechanizmoéw obronnych pozwalajacych utrzymaé m.in.
odpowiedni potencjat wody w komorce. Sugeruje si¢, ze bialka z rodziny 14-3-3 w
znaczacym stopniu reguluja aktywno$¢ mitochondrialnej 1 chloroplastowej syntazy ATP w

warunkach niedotlenienia korzeni i braku substancji odzywczych (Bunney i in., 2001).

5.6. Zidentyfikowane bialka a potencjalne biomarkery suszy

Na skutek dziatania stresu suszy dochodzi do zaburzenia podstawowych procesow
prawidlowego funkcjonowania komoérek. Odpowiedz ro$lin na susze oraz mechanizm jej
tolerowania jest zlozonym procesem przebiegajacym na wielu poziomach organizacji
komorki, w ktore zaangazowanych jest wiele gendéw i mechanizmoéw biochemiczno-
molekularnych. Rozw6j nowoczesnych technik pozwala na identyfikacj¢ coraz wigkszej
liczby gendw, transkryptow, biatek czy metabolitow wykazujacych zmiany w odpowiedzi
na dzialajacy czynnik stresowy. Szeroko pojeta biologia systemdéw pozwala na korelacje
danych pochodzacych z roéznych poziomoéw molekularnych i poznanie ztozonych sieci
oddziatywan bioracych udzial w regulacji odpowiedzi ro$lin na stres. Zmiany zachodzace
na poziomie proteomu mogg stanowi¢ wazne narzedzie wykorzystywane w poszukiwaniu
potencjalnych biomarkerow zwigzanych z podwyzszong tolerancjg rosliny na okreslony
stres. Wyselekcjonowanie takich bialek, ktore moglyby stanowi¢ wskazniki poziomu
odporno$ci rosliny nie nalezy do zadan tatwych, m.in. ze wzglgdu na liczb¢ badanych
obiektow. Z punktu widzenia statystyki wytypowanie bialek-kandydatow jest mozliwe
tylko w przypadku analizy duzej liczby obiektow. Badania proteomiczne prowadzone na
niewielkiej liczbie genotypow pozwalaja tylko na wyrdznienie bialek reagujacych na
suszg, czyli tych, ktore wykazuja réznice pomiedzy rosling kontrolng a stresowana.
Jednakze wytypowanie bialek, ktorych zmiany profilu akumulacji w suszy mogtyby
wykazywac interakcje z potencjatem genetycznym odmiany mozliwe jest w przypadku
analiz prowadzonych na wigkszej liczbie osobnikow. Zastosowanie odpowiednich metod
oceny statystycznej pozwala na rozroznienie takich biatek, ktére wykazuja zmiany pod
wplywem dziatania suszy oraz tych, ktore dodatkowo roznicujg genotypy miedzy sobg i

moga by¢ zwigzane z genetycznymi uwarunkowaniami odpornosci rosliny na suszg.
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Nalezy takze podkresli¢ fakt, ze wigkszos¢ opublikowanych prac proteomicznych
w warunkach stresow abiotycznych odnosi si¢ do badan cze$ci nadziemnych roslin, a w
szczegdlnosci lisci. Z tego wzgledu wyniki uzyskane w niniejszej pracy w wielu
przypadkach porownywane sg z danymi literaturowymi z poziomu lisci jeczmienia i
innych roslin uprawnych. W wielu przypadkach kierunek zmian w poziomie akumulacji
poszczegolnych biatek obecnych w korzeniach i lisciach byl zblizony, co dotyczy m.in.
biatek szoku cieplnego. Jednakze odnoszac si¢ do zmian w profilach ekspresji enzymow
antyoksydacyjnych, m.in. dysmutazy ponadtlenkowej, czy peroksydazy askorbinianowej
mozna dostrzec zupetnie przeciwng odpowiedz w obrebie tych tkanek, a niezgodnosci te
moga wynika¢ z roznic w podstawowych funkcjach pelnionych przez te organy. Zmozona
aktywno$¢ dziatania systemu antyoksydacyjnego zwigzana jest z generowaniem
nadmiernych ilo$ci reaktywnych form tlenu powstajagcych m.in. na skutek aktywnosci
fotosyntetycznej lisci w warunkach stresu, co w przypadku korzenia mogloby ttumaczy¢
brak zmian lub spadki w poziomie akumulacji tych enzymow.

Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy proteomiczne korzeni jgczmienia
ujawnily, ze reakcje na susz¢ odmian rodzicielskich wykazywaty pewne istotne rdznice. W
wielu przypadkach obserwowaliSmy ten sam kierunek zmian, jednakze z réznym
poziomem intensywnosci tej zmiany, co sugeruje o silnie konserwatywnej odpowiedzi
proteomu korzenia na niedobdr wody. Dlatego tez wigkszos$¢ zidentyfikowanych w pracy
bialek nalezatoby traktowac jako wskazniki zaistnienia suszy. Liczba bialek wykazujacych
efekt suszy w obu odmianach byla podobna, aczkolwiek odnoszac si¢ do poszczegdlnych
biatek wykazujacych bardzo duze dodatnie/ujemne efekty suszy i interakcje pomiedzy
suszg a genotypem mozna dostrzec istotne roznice w reakcjach obu genotypow. Analizujac
zmiany poziomu akumulacji tych biatek mozna zauwazy¢, Zze odmiana Maresi wykazywala
tendencje do wyzszych wzrostow w warunkach suszy, przy czym czgsto linia CamB1/Cl
charakteryzowala si¢ wyzszym profilem akumulacji w odniesieniu do roslin kontrolnych.
Taki charakter zmian zauwazalny byt w przypadku grupy funkcyjnej obejmujgcej biatka
petnigce role obronne. Przyktad moze stanowi¢ biatko szoku cieplnego 16.9 kDa, ktérego
wzrost u odmiany Maresi w warunkach deficytu wody kilkukrotnie przewyzszat wzrost w
linii syryjskiej, jednakze poziom biatka u ro$lin kontrolnych wykazywal odwrotna
tendencj¢. Taki charakter odpowiedzi moze $wiadczy¢ o lepszym przystosowaniu si¢
odmiany syryjskiej do niekorzystnych warunkéw S$rodowiskowych 1 mniejszych
potrzebach uruchamiania mechanizméw obronnych w poréwnaniu do odmiany

niemieckiej, co wynika¢ moze z réznic w pochodzeniu geograficznym tych genotypow.
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Geny kodujace niektore biatka wykazujgce w niniejszej pracy interakcje pomigdzy susza a
genotypem bylty wczes$niej wykorzystywane przez inne zespoty badawcze do tworzenia
roslin genetycznie modyfikowanych, wykazujacych zwigkszong tolerancje na stres, m.in.
suszy, co $wiadczy o ogromnym potencjale tych biatek i ich udziale w mechanizmach
adaptacyjnych roslin. Jednakze ze wzgledu na zlozono§¢ mechanizmow odpowiedzi roslin
na stres, wyroznienie ws$rod zidentyfikowanych biatek takich, ktore moga by¢
potencjalnymi markerami wymaga korelacji danych uzyskiwanych na ré6znym poziomach
molekularnych. Systemowe podejscie, uwzgledniajace korelacj¢ danych z poziomu
genomu, transkryptomu, proteomu, metabolomu w polaczeniu z danymi fizjologiczno-
morfologicznymi i wlasciwo$ciami otrzymywanego plonu pozwoli na uzyskanie petlnego

obrazu zachodzacych zmian i identyfikacj¢ markerow zwigzanych z tym stresem.
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6. WNIOSKI

1. Zastosowane w doswiadczeniu warunki suszy pozwolily na analizg¢ reakcji
jeczmienia na poziomie proteomu korzenia, a uzyskane wyniki potwierdzity fakt,

ze niedobor wody ma duzy wplyw na zmiang profilu akumulacji biatek u roslin.

2. Dzigki wykorzystaniu dwukierunkowej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym 1
technik spektrometrii mas mozliwe bylo wyselekcjonowanie i zidentyfikowanie
znacznej cze$ci biatek wykazujacych zmiany w poziomie akumulacji w odpowiedzi

na susze.

3. Roznice pomiedzy reakcja proteomu linii CamB1/CI a zmianami obserwowanymi
w warunkach suszy dla proteomé6w odmian europejskich (Maresi, Sebastian,
Stratus) moga by¢ zwigzane z pochodzeniem geograficznym tej odmiany 1 wynikaé

z jej lepszego przystosowania do wzrostu w warunkach deficytu wody.

4. Ocena istotnosci zmian profili akumulacji biatek dla duzej liczby badanych
genotypoéw (populacji mapujacej) nie moze by¢ wykona za pomocg powszechnie
dostgpnego  oprogramowania  komputerowego 1 wymaga zastosowania
dodatkowych narzedzi bioinformatycznych oraz odpowiednich metod oceny

statystycznej.

5. Przeprowadzona ocena statystyczna wynikow uzyskanych dla linii populacji
mapujacej pozwolita podzieli¢ zidentyfikowane biatka na takie, ktére wykazuja
zmiany w profilu akumulacji pod wptywem dziatania suszy oraz takie, ktore
dodatkowo rdéznicuja genotypy miedzy sobg i moga by¢ zwigzane z genetycznymi
uwarunkowaniami odpornos$ci rosliny na susze. Tego typu doglebna analiza nie jest

mozliwa w przypadku wynikéw uzyskanych dla kilku genotypow.
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Obserwowane zmiany poziomu akumulacji biatek w odpowiedzi na niedobdér wody
(efekt suszy), jak i zmiany pomigdzy badanymi genotypami a suszg (interakcja
genotyp X susza), sugeruja o zlozonych mechanizmach aklimatyzacyjnych i

adaptacyjnych poszczegdlnych genotypdéw nalezacych do tego samego gatunku.

Biatka wykazujace istotne efekty interakcji genotyp X susza moga stanowic
potencjalne markery zwigzane z tolerancjg ro$lin na stres suszy. Nalezg do nich:
biatka obronne, regulujgce ekspresje genow, zaangazowane w metabolizm wegla,
czy metabolizm wtorny. Na szczegdlng uwage zastugujg biatka o bardzo silnych
efektach suszy, m.in. biatko szoku cieplnego 169 kDa 1 mutaza
bisfosfoglicerynianowa.

Analiza proteomu korzenia w pordéwnaniu z proteomem liScia wskazata pewne
réznice w kierunku zmian akumulacji biatek, co zwigzane moze by¢ z réoznicami w

podstawowych funkcjach petnionych przez te organy.

Podobny kierunek zmian biatek réznicujacych odmiany rodzicielskie, referencyjne
1 linie populacji mapujacej jeczmienia wskazuje na konserwatywng odpowiedz tego

gatunku na stres suszy.

Grupowanie hierarchiczne ujawnito, ze biorac pod uwage zmiany wywotane suszg
w proteomie korzenia, linie populacji mapujacej MCam mozna podzieli¢ na dwie
wyrazne grupy skupione wokot genotypoéw rodzicielskich, co zwigzane jest

prawdopodobnie z czestoscig wystepowania alleli po jednym lub drugim rodzicu.

Zmiany poziomu akumulacji bialek korzenia wykazujacych interakcje pomiedzy
suszg a genotypem powinny zosta¢ skorelowane z danymi uzyskanymi z innych
zadan projektu POLAPGEN-BD, m.in. danymi genetycznymi, metabolomicznymi,
morfologicznymi, a w szczegélnosci z danymi dotyczacymi plonu, w celu oceny

ich przydatnosci do selekcji odmian uprawnych odpornych na susze.
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7. STRESZCZENIE

Rosliny rosngce w warunkach naturalnych nieustannie narazone sg na dzialanie
réznego rodzaju czynnikdw zewngtrznych, zarowno biotycznych jak i abiotycznych. Susza
jest jednym ze streséw abiotycznych, ktéra znaczaco wptywa na wzrost i rozwoj roslin,
przez co ogranicza produkcje rolng i przyczynia si¢ do powaznych strat ekonomicznych.
Odpowiedz ro$lin na niekorzystne warunki srodowiska jest zjawiskiem angazujagcym wiele
mechanizméw biochemiczno-molekularnych, do ktérych nalezg zmiany poziomu ekspresji
genoéw, roznice w profilu akumulacji specyficznych biatek, czy metabolitow. Rozwdj
nowoczesnych technik separacji oraz identyfikacji duzej liczby biatek metodami
spektrometrii mas sprawil, zZe proteomika stala si¢ uzytecznym narzedziem
wykorzystywanym w poszukiwaniu potencjalnych biatek-markerow zwigzanych z
tolerancjg roslin uprawnych na stresy. Jednakze pomimo intensywnych badan,
mechanizmy lezace u podstaw tolerowania stresow abiotycznych przez rosliny nie sg jak
dotad dobrze poznane.

Nadrzgdnym celem przedlozonej pracy doktorskiej bylo wyselekcjonowanie biatek
korzenia zaangazowanych w molekularne mechanizmy odpowiedzi jeczmienia jarego na
warunki deficytu wody. Analizy prowadzono na dwoch genotypach rodzicielskich: Maresi
1 CamB1/CI, 89 rekombinacyjnych liniach wsobnych pochodzacych ze skrzyzowania
osobnikow rodzicielskich i dwoch odmianach referencyjnych: Sebastian i Stratus.
Wykorzystane narzgdzia proteomiczne i wysokorozdzielcze techniki spektrometrii mas
pozwolily na sporzadzenie map proteomicznych korzeni jeczmienia oraz identyfikacje
szeregu specyficznych biatek reagujacych zmiang poziomu akumulacji w warunkach
niedoboru wody.

Zastosowane w przeprowadzonych doswiadczeniach warunki suszy wptynelty w
znaczacy sposOb na zmiany proteomu korzenia dla wszystkich badanych genotypow
jeczmienia, co wskazuje, ze niedobdr wody ma ogromny wplyw na zmiany w poziomie
akumulacji biatek u ro$lin. Zastosowanie odpowiednich metod oceny statystycznej
pozwolito na wyselekcjonowanie zaro6wno bialek wykazujacych zmiany poziomu
akumulacji pod wpltywem suszy (efekt suszy), jak i1 biatek, ktorych zmiany w profilu

ekspresji sa efektem interakcji suszy i1 genotypu. Naleza do nich: biatka obronne,
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regulujace ekspresje gendw, zaangazowane w metabolizm wegla, czy metabolizm wtorny.
Biatka wykazujace istotne efekty interakcji suszy i genotypu mogg stanowié¢ potencjalne
biatkowe markery zwigzane z tolerancjg roslin na stres suszy. Uzyskane w tej pracy wyniki
na poziomie proteomu korzenia powinny zosta¢ skorelowane z rezultatami innych zadan
realizowanych w projekcie POLAPGEN-BD, m.in. z danymi genetycznymi,
metabolomicznymi, morfologicznymi, a w szczegélnosci z danymi dotyczacymi plonu w

celu oceny ich przydatnos$ci do selekcji odmian uprawnych odpornych na suszg.
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9. SUPLEMENT

SUPLEMENT

Tab. S1. Roznice w poziomie akumulacji bialek pomigdzy genotypami rodzicielskimi
(CamB1/Cl — Maresi) w warunkach kontroli i suszy; -1 — wyzszy poziom akumulacji
biatka w Maresi, 0- rowny poziom akumulacji, +1- wyzszy poziom akumulacji u
CamB1/ClI.

Réznica w poziomie | Réznica w poziomie
Numeracja R . . ji igd: ji Réznica pomigdzy | Réznica pomigdzy
na zelu Biatko Proces biologiczny CamB1/Cli Maresiw | pomigedzy CamB1/Cl | suszai kontrolaw | suszai kontrolaw
kontroli (CamB1/CI - i Maresi w suszy CamB1/Cl (susza - Maresi (susza -
Maresi) (CamB1/CI - Maresi) kontrola) kontrola)
1 Biatko z rodziny 14-3-3 Inne 0 0 -1 0
2 Biatko z rodziny 14-3-3 Inne 0 0 0 -1
3 Biatko z rodziny 14-3-3 B Inne 0 0 0 0
4 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne 0 [ 0 0
5 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne -1 -1 -1 0
6 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-6 Inne 0 0 0 0
7 Biatko z rodziny 14-3-3 GF14-C Inne 0 -1 0 1
8 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
9 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 1 -1 1 1
10 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
11 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0 -1 1 1
12 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
13 Biatko szoku cieplnego 16.9 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
14 Biatko szoku cieplnego 17.6 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
15 Mutaza fosfoglicerynianowa zalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla 0 0 0 -1
16 Mutaza fosfoglicerynianowa zalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla -1 -1 1 1
17 Mutaza fosfoglicerynianowa zalezna od 2,3-bisfosfoglicerynianu Metabolizm wegla 0
18 Aldolaza 2-hydro-3-deoksyfosfoheptonowa Metabolizm wegla 0 0
19 Proteasmom 265, podjednostka 4, homolog Mechanizmy obronne 0 -1 -1 -1
20 Proteasom 26S, podjednostka 6A, homolog Mechanizmy obronne 0 0 0 0
21 Proteasom 26S niezalezny od ATP Mechanizmy obronne 0 0 0 0
22 Proteasom 26S Mechanizmy obronne 0 0 0 0
23 Biatko rybosmalne S8, fragment Ekspresja genéw 0 0 0 1
24 Biatko rybosomalne 30S S4, mitochondrialne Ekspresja genow 0 0 -1 0
25 Biatko rybosomalne 40S S4 Ekspresja genéw 0 0
26 Biatko 60 kDa indukowane jasmonionami Mechanizmy obronne -1
27 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0
28 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0 0
29 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
30 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0 0 -1 -1
31 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne -1 0 0 0
32 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
33 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0
34 Biatko szoku cieplnego 80 kDa Mechanizmy obronne
35 Biatko szoku cieplnego 80 kDa Mechanizmy obronne 0 0
36 Biatko szoku cieplnego 80 kDa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
37 Abhydrolaza 3 Metabolizm wegla 1 0 -1 0
38 Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm wegla 0 0 0 0
39 Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm wegla -1 -1 0 0
40 Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm wegla 0 0 0 0
41 Aktyna 1 Inne 0 0 0 -1
42 Aktyna 1 Inne 0 0 0 0
43 Fosforybulotransferaza adeninowa Metabolizm azotu 0 0 0 0
44 Adenozylohomocysteina Metabolizm azotu 0 0 0 0
45 Aldo-keto reduktaza Metabolizm wegla 1 0 -1 0
46 Aminotransferaza Metabolizm azotu 0 0 0 -1
47 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
48 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
49 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
50 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 -1 0 0
51 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 -1 0
52 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
53 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
54 Peroksydaza askorbinianowa Mechanizmy obronne 0 0 0 0
55 Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna Transport elektronéw
56 Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna Transport elektronow 0 0 0 0
57 Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna Transport elektronow 0 0 0 0
58 Syntaza ATP, podjednostka beta Transport elektronow 0 0
59 Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna Transport elektronéw 0 0 0 0
60 Syntaza ATP, podjednostka beta, mitochondrialna Transport elektronéw
61 Syntaza ATP, podjednostka beta Transport elektronéw 0 0 0 -1
62 Dehydrogenaza aldehydu betainowego Mechanizmy obronne 0 0
63 Dehydrogenaza aldehydu betainowego Mechanizmy obronne 1 0 0 1
64 Dehydrogenaza aldehydu betainowego Mechanizmy obronne -1 -1 0 0
65 Dehydrogenaza aldehydu betainowego Mechanizmy obronne 0 0 1 1
66 1-3-betagalaktozylotransferaza Metabolizm wegla 1 0
67 Beta-glukozydaza Metabolizm wegla 0 0
68 O-metylotransferaza kwasu kawowego Metabolizm wtérny 0 0 -1 0
69 O-metylotransferaza kwasu kawowego 1 Metabolizm wtérny 0 0 0 0
70 O-metylotransferaza kwasu kawowego Metabolizm wtérny 0 0 0 0
71 O-metylotransferaza kwasu kawowego Metabolizm wtdrny 0 0 -1 -1
72 Syntaza kalozy Mechanizmy obronne 0
73 Chaperon Mechanizmy obronne 0 -1 0 1
74 Biatko szoku cieplnego 60 kDa, mitochondrialne Mechanizmy obronne 0 0 0 0
75 Biatko obronne indukowane chityng aktywujgce gibereliny Mechanizmy obronne -1 0 1 0
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141
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170

Chitynaza, prekursor

Kazeino-lityczna proteaza serynowa, protoplastowa
Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko pdznej embriogenezy

Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko regulowane stresem chtodu

Biatko regulowane stresem chtodu

Profitepsyna

Syntaza cysteinowa, prekursor

Syntaza cysteinowa

Syntaza cysteinowa, prekursor

Zalezna od ATP helikaza RNA z motywem DEAD-box
Reduktaza dehydroaskorbinianowa

Reduktaza dehydroaskorbinianowa

Reduktaza dehydroaskorbinianowa

Biatko z rodziny hydrolaz laktonowych

Biatko nalezgce do kompleksu replikacyjnego GINS
Biatko nalezace do kompleksu replikacyjnego GINS
Zalezna od DNA polimeraza RNA II, duza podjednostka
Zalezna od DNA polimeraza RNA |1, duza podjednostka
Ligaza ubikwityny E3

Czynnik elongacyjny Tu, mitochondrialny

Czynnik elongacyjny Tu, mitochondrialny

Enolaza

Enolaza

Esteraza

Czynnik inicjacji translacji 4A

Biatko z rodziny F-box

Biatko z rodziny F-box

Dehydrogenaza mréwczanowa, mitochondrialna
Biatka z rodziny formin

Fruktokinaza

Fruktokinaza

Aldolaza fruktozo-bisfosforanu, cytoplazmatyczna
Esteraza GDSL

Germina 8-5

Germina 8-5

Germina 8-5

Ligaza glutaminianu amonowego 1-4, cytoplazmatyczna
Syntetaza glutaminowa GS2b

Syntetaza glutaminowa GS2b

Syntetaza glutaminowa GS2b, plastydowa
Syntetaza glutaminowa

Syntetaza glutaminowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Transferaza S-glutationowa

Biatko wigzace nukleotydy guaninowe

ATP-aza, podjednosta alfa, mitochondrialna
ATP-aza, podjednosta alfa, mitochondrialna

Biatko szoku cieplnego

Biatko szoku cieplnego

Biatko kompleksu CRS1

Biatko kompleksu CRS1

Dehydrogenaza izocytrynianowa zalezna od NADP
Reduktaza izoflawonowa

Izomeraza izopentydifosforanowa
Reduktoizomeraza ketolokwasowa

Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa
Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa
Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa
Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa
Peroksydaza L-askorbinianowa 2, cytozolowa
Peroksydaza L-askorbinianowa

Peroksydaza L-askorbinianowa

Liaza laktoglutationowa

Liaza laktoglutationowa

Lipoksygenaza

Aldolaza L-treoninowa 1

Biatko wigzgce $wiatto ER 2

Dehydrogenaza jabtczanowa, cytoplazmatyczna
Syntaza metioninowa

Kinaza aktywowana mitogenami 6

Kinaza aktywowana mitogenami 15

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, peroksysomy
Reduktaza monodehydroaskorbinianowa

Reduktaza monodehydroaskorbinianowa
Dehydrogenaza semialdehydu aminoadypinowego zalezna od NAD
Dehydrogenaza jabtczanowa, cytoplazmatyczna
Dehydrogenaza jabtczanowa, cytoplazmatyczna
Dehydrogenaza jabtczanowa, cytoplazmatyczna
Reduktaza mononukleotydu flawinowego zalezna od NADP
Kinazy receptorowe PRG-1 z motywem NBS-LRR
Kinaza difosfonukleozydowa 1

Fosfodiesteraza

Oksydaza szczawianowa 1

Biatko z rodziny hydrolaz trifosfonukleotydéw zawierajgcych motyw P-loop
Biatko z rodziny hydrolaz trifosfonukleotydéw zawierajgcych motyw P-loop
Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu

Metabolizm wegla
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Inne

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Ekspresja gendw
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Metabolizm wegla

Ekspresja genow

Ekspresja gendw

Ekspresja gendw

Ekspresja genow

Ekspresja gendw

Ekspresja gendw

Ekspresja genow

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Ekspresja genow
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Inne
Inne

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu

Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Ekspresja gendw
Transport elektronow
Transport elektronéw
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Ekspresja genow

Ekspresja gendw

Metabolizm wegla

Metabolizm wtérny

Metabolizm wtérny

Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Metabolizm wegla

Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne

Metabolizm wegla

Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla

Metabolizm wegla
Transport elektronow
Mechanizmy obronne
Transport elektronéw

Inne
Mechanizmy obronne
Inne
Inne
Mechanizmy obronne
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172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

237
238
239
240
241
242
243
244
245
246

248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

Dehydrogenaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu 12A1, mitochondrialna
Amoniakoliaza fenyloalaniny

Liaza laktoglutationowa

Amoniakoliaza fenyloalaniny

Amoniakoliaza fenyloalaniny

Amoniakoliaza fenyloalaniny
Peroksyredoksyna

Fosfoglukomutaza 1

Fosfoglukomutaza 1

Dehydrogenaza fosfoglukonianowa, cytoplazamtyczna
Dehydrogenaza fosfoglukonianowa, cytoplazamtyczna
Mutaza fosfoglicerynianowa

Mutaza fosfoglicerynianowa, prekursor
Hydrataza fosfopirogronianowa

Izomeraza disiarczkowa, prekursor
Izomeraza disiarczkowa

Biatko PAIR1

Proteosom, podjednostka alfa (typ 2)
Proteosom, podjednostka alfa (typ 1)
Proteosom, podjednostka alfa (typ 1)
Dekarboksylaza pirogronianowa 1
Dehydrogenaza pirogronianowa E1, podjednosta beta, mitochondrialna
Biatko regulujace kondensacje chromosoméw
Syntaza S-adenozylometioninowa 2

Syntaza S-adenozylometioninowa

Syntaza S-adenozylometioninowa 2

Syntaza S-adenozylometioninowa 1

Syntaza S-adenozylometioninowa 1

Syntaza S-adenozylometioninowa 1
Dekarboksylaza S-adenozylometioninowa, proenzym
Syntaza S-adenozylometioninowa

Biatka szoku cieplnego 70 kDa
Dehydrogenaza semialdehydu bursztynowego, mitochondrialna
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa
Peroksydaza tioredoksynowa

Czynnik transkrypcyjny BIM1

Transketolaza

Transketolaza

Czynnik inicjacji translacji 5A

Czynnik inicjacji translacji

Izomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
Izomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
I1zomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
I1zomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
Izomeraza trifosforanowa, cytoplazmatyczna
Tubulina, podjednostaka alfa

Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Uniwersalne biatko stresu, izoforma 1
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu 1
Urydylotransferaza UTP-glukozo-1-fosforanu
V-typ ATPaza

V-typ ATPaza, podjednosta A

V-typ ATPaza

V-typ ATPaza, podjednosta A

V-typ ATPaza, podjednosta B

V-typ ATPaza, podjednosta B

V-typ ATPaza, podjednosta B

V-typ ATPaza, podjednosta C

V-typ ATPaza

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane
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