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2D-DIGE — dwukierunkowa elektroforeza roznicowa (ang. two dimensional differential gel
electrophoresis)

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

ABA — kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

ABRE - element cis odpowiedzi na kwas abscysynowy (ang. ABA-responsive element)

ADP — adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine diphosphate)

ANOVA — analiza wariancji (ang. analysis of variance)

AREB - biatka wigzace si¢ z ABRE (ang. ABRE-binding protein)

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

ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

bZIP — biatko z posiadajace motyw zamka leucynowego (ang. basic domain leucine zipper)
CAM - kwasowy metabolizm wegla gruboszowatych (ang. crassulacean acid metabolism)
CDNA — DNA komplementarny do mRNA (ang. complementary DNA)

CDPK - kinaza zalezna od wapnia (ang. calcium-dependent protein kinase)

CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja (ang. collision induced dissociation)

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

ClpC - biatko opiekuncze kazeino-litycznej proteazy (ang. caseino-lytic protease chaperone)
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)

erdl — gen wczesnej odpowiedzi na odwodnienie (ang. early responsive to dehydration)

ESI — jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. electrospray ionization)

EST — krotkie sekwencje kodujace (ang. expressed sequence tags)

ETD - rozpad z przeniesieniem elektronéw (ang. electron transfer dissociation)

FT-ICR — analizator cyklotronowego rezonansu jonow z fourierowska transformacja
wynikéw (ang. Fourier transform ion cyclotron resonance)

HCA — grupowanie hierarchiczne (ang. hierarchical clustering analysis)

HK — kinaza histydynowa (ang. histidine kinase)

HSF — czynnik transkrypcyjny biatek szoku cieplnego (ang. heat-shock transcription factor)
HSP — biatko szoku cieplnego (ang. heat-shock protein)

ICA — analiza sktadowych niezaleznych (ang. independent component analysis)

ICAT — znakowanie izotopami wigzacymi cysteing (ang. isotope-coded affinity tag)

IEF — izolektroogniskowanie (ang. isoelectrofocusing)

IT — putapka jonowa (ang. ion trap)

ITRAQ — znaczniki izobaryczne (ang. isobaric tag for relative and absolute quantitation)
KATL1 — kanat kationowy (potasowy) (ang. cation channel)

LEA — biatko p6znej embriogenezy (ang. late-embryogenesis abundant proteins)

MAB — hodowla wspomagana markerami genetycznymi (ang. marker-assisted breeding)
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MALDI - desorpcja/jonizacja wspomagana matryca (ang. matrix-assisted laser
desorption/ionization)

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated protein kinase)

MOWSE - algorytm oparty o wyszukiwanie na podstawie masy molekularnej (ang.
molecular weight search)

MRNA — matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

MudPIT — wiclowymiarowa technika identyfikacji biatek (ang. multidimensional protein
identification technology)

NAC - rodzina czynnikow transkrypcyjnych NAM/ATAF/CUC (ang. transcription factor
family NAM/ATAF/CUC)

NADPH — zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

PCA — analiza stadowych gtéwnych (ang. principal component analysis)

PCO - analiza wspotrzgdnych glownych (ang. principal coordinates analysis)

pl — punkt izoelektryczny (ang. isoelectric point)

PMF — peptydowy odcisk palca (ang. peptide mass fingerprinting)

PP2C — fosfataza typu 2C (ang. phosphatase type 2C)

PYR/PYL/RCARs — biatko odpornosci na pyrabaktin/biatko podobne do biatka odpornosci
na pyrabaktin/sktadnik regulatorowy receptora ABA (ang. pyracbactin resistance/pyracbactin
resistance-like/regulatory component of ABA receptor)

Q — kwadrupol (ang. quadrupole)

QTL — locus locus cechy ilosciowej (ang. quantitative trait locus)

RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RIL — rekombinacyjne linie wsobne (ang. recombinant inbred line)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RuBisCO - karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (ang. ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase)

RuBP - rybulozo-1,5-bisfosforan (ang. ribulose-1,5-bisphosphate)

SDS-PAGE - elektroforeza 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)
SLACL - kanat anionowy (ang. slow anion channel)

TOF — analizator czasu przelotu (ang. time of flight)

UPGMA — metodg $rednich odleglo$ci miedzy obiektami w skupieniach (ang. unweighted
paired group average linkage)

UPR - kaskada odpowiedzi na nieufaldowane biatka (ang. unfolded protein response)
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1. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1. Jeczmien — roslina uprawna i modelowa

Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) zaliczany jest do rodziny wiechlinowatych
(Poaceae), do plemienia pszenicowatych (Triticeae) i podplemienia jeczmieniowatych
(Hordeinae). W rodzaju Hordeum wystepuje 36 gatunkow, ktore dzieli si¢ na jgczmiona
dzikie (ssp. spontanea) i jeczmiona uprawne (Ssp. cerealia). W zaleznos$ci od liczby kloskow
wsrod jeczmieni uprawnych wyroéznia si¢ jeczmien wielorzedowy, czterorzedowy, do ktorego
nalezy wigkszos$¢ odmian uprawianych w Europie i dwurzedowy (Gasiorowski i Brzezinski,
1997).

Jeczmien uprawny (Hordeum vulgare ssp. vulgare) jest jedng z najwcze$niej
udomowionych roélin zbozowych. Slady archeologiczne (pozostatoici nasion) znalezione na
roznych obszarach Zyznego Polksiezyca, zwlaszcza Izraela i Jordanii, wskazuja, ze
uprawiano go juz okoto 10 000 lat p.n.e. (Badr i in., 2000; Jakob i in., 2014).

Pod wzgledem powierzchni upraw, jak i wielkosci produkcji, jeczmien zwyczajny
stanowi czwarte, po kukurydzy, ryzu i pszenicy, najpowszechniej uprawiane zboze na
swiecie. W 2012 roku powierzchnia upraw tego zboza na $wiecie wynosita 49,5 min
hektarow, natomiast produkcja 133 milionow ton. Wsréd zbdz podstawowych w Polsce
jeczmien zwyczajny zajmuje drugie miejsce po pszenicy pod wzgledem powierzchni upraw
oraz wielkosci produkcji, ktore w 2012 roku wyniosty odpowiednio 1161 tys. hektaréw
1 4180 tys. ton (GUS, 2012). W strukturze zasiewOw jeczmienia dominuje forma jara (87%
powierzchni zasiewoéw) nad formg ozimg (13%), ma ona rowniez najwigksze znaczenie
posrod zboz jarych w polskim rolnictwie. Okoto 55%-60% $wiatowej produkcji jeczmienia
jest uprawiane z przeznaczeniem na pasz¢ dla zwierzat, 30%-40% stanowi surowiec do
produkcji stodu dla przemystu browarniczego oraz gorzelniczego, 2%-3% wykorzystuje si¢
jako zywnos¢, np. w postaci kaszy, a okoto 5% przeznacza si¢ na materiat siewny. Jeczmien
jest jednym z najlepiej dostosowanych zbdéz do wzrostu w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych. Cechuje go stosunkowo wysoka odpornos$¢ na stresy abiotyczne takie jak
susza, zasolenie czy zimno. Glownie uprawiany jest w klimacie umiarkowanym oraz
subtropikalnym potsuchym. Nie toleruje natomiast cieptych klimatéw 0 wysokiej wilgotno$ci

(Gagsiorowski H. i Brzezinski W., 1997).
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Dzigki posiadanym przez siebie cechom, oprocz ogromnego znaczenia dla gospodarki,
jeczmien zwyczajny stanowi takze rosling modelowa wykorzystywang w badaniach nad
biologig roslin zbozowych. Posiada diploidalny genom liczacy 5.3 Gpz 0 podstawowej liczbie
chromosomow n=7 (2n=14; numerowanych od 1H do 7H), co znacznie ulatwia analize
genetyczng (Mayer i in., 2011, 2012). Baza krotkich sekwencji kodujacych (EST, ang.
expressed sequence tags) umozliwita utworzenie mikromacierzy (Close i in., 2004) oraz map
genetycznych (Potokina i in., 2008; Stein i in., 2007), co z kolei pozwolito na badania
funkcjonalne genomu i analizy porownawcze z genomami innych zb6z (Bolot i in., 2009;
Thiel i in., 2009). W 2012 roku zostata opublikowana fizyczna, genetyczna i funkcjonalna
mapa genomu jgczmienia (Mayer i in., 2012). Jeczmien cechuje si¢ takze krotkim cyklem
zyciowym (ok. 90 dni) i fatwoscig uprawy w warunkach laboratoryjnych. Ponadto jest rosling
samopylng, co ulatwia tworzenie i selekcje mutantow oraz budowanie map genetycznych.
Jego dziko rosnacy przodek (Hordeum vulgare ssp. spontaneum) jest wykorzystywany jako
zrodlo zmienno$ci genetycznej w hodowli nowych odmian lepiej dostosowanych do

zmieniajacych si¢ warunkow klimatycznych (Ellis, 2000).

1.2. Stresy abiotyczne i ich wplyw na rozwoj, wzrost i produktywnos¢ roslin

uprawnych

Rosliny jako organizmy osiadle s3 nieustannie narazone na niekorzystne dzialanie
czynnikéw $rodowiskowych, zar6wno biotycznych (infekcja organizmu patogennego) jak
i abiotycznych (susza, zasolenie, nadmiar/niedobor $wiatla, wysokie/niskie temperatury,
promieniowanie ultrafioletowe czy metale ci¢zkie), ktore W znacznym stopniu ograniczajg ich
wzrost i rozw6j (Hirayama i Shinozaki, 2010). Aby przetrwa¢ muszg nieustannie reagowac na
zmieniajace si¢ warunki srodowiska.

Stresy abiotyczne stanowig powazne zagrozenie dla rolnictwa i bezpieczenstwa
zywnos$ciowego catego Swiata. Uwaza si¢ je za gtowne zrodlo ograniczania produktywnosci
roslin uprawnych (Reynolds i Tuberosa, 2008; Vinocur i Altman, 2005). Wedlug danych
Organizacji Narodéw Zjednoczonych do Spraw Wyzywienia i Rolnictwa ponad 90%
obszarow rolniczych na calym $wiecie jest W rdéznym stopniu poddana dzialaniu

niekorzystnych czynnikow abiotycznych w okresie wegetacji roslin (Cramer i in., 2011).

10
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Susza, zasolenie i wysokie temperatury maja najwickszy wplyw na obnizanie plonow.
Szacuje si¢, ze W zaleznosci od intensywnosci, czasu trwania i stadium rozwoju rosliny,
w ktorym stres wystapit, spadek produktywnosci upraw moze sigga¢ nawet 50%. Obecnie na
okoto 6% pol uprawnych i 30% terené6w nawadnianych na catym $wiecie wystepuje problem
znacznego zasolenia ziemi, a okoto 20% dotyka problem suszy. Prognozuje si¢, ze
W przeciggu 40 lat wzrastajacy poziom zasolenia pol uprawnych spowoduje zmniejszenie
areatu upraw 0 50% (Bray i in., 2000).

Produkcja zywno$ci wymaga znacznych naktadow wody, np. wyprodukowanie 1 kg
kukurydzy wymaga ok. 900 litrow wody, dla tej samej ilosci pszenicy i ryzu konieczne jest
1300 litrow. Obecnie 70% dostgpnych zasobdéw przeznacza si¢ na produkcje rolnicza.
Przewidywane niekorzystne zmiany klimatyczne takie jak wzrost $rednich temperatur, fale
upatow oraz zmniejszenie ilosci opadéw spowodujg wzrost powierzchni obszaréw suchych
I potsuchych na $wiecie, co wraz zZ postepujgcym zasoleniem doprowadzi do zwigkszenia
wykorzystania wody na cele rolnicze. Dodatkowo, aby zaspokoi¢ wymagania zywieniowe
rosnacej populacji ludzi, ktora, wedtug roznych kalkulacji, ma wynosi¢ 9 mld do roku 2050,
produkcja zywnosci bedzie musiata wzrosnaé niemalze dwukrotnie (Ray, i in., 2013). Uwaza
si¢, ze wzrost produkcji bedzie musiat pochodzi¢ z lepszego plonowania roslin uprawnych na
obecnie uprawianych ziemiach, ze wzgledu na niewielki potencjal rozszerzania upraw na
kolejne tereny. Aby sprosta¢ temu problemowi konieczne jest tworzenie nowych odmian
ro$lin charakteryzujacych si¢ wyzszym plonem, stabilnym podczas dziatania streséw
abiotycznych i lepiej wykorzystujacych dostepne zasoby wodne (Cominelli i in., 2013).

Odpowiedz roslin na niekorzystne czynniki abiotyczne jest zjawiskiem bardzo
ztozonym, W ktore zaangazowanych jest wiele gendéw i mechanizméw biochemiczno-
molekularnych (ryc. 1.1.) (Wang i in., 2000). Obserwowane zmiany dotycza m.in.
transkryptomu (Ozturk i in., 2002; Talame i in., 2006), metabolomu (Kaplan i in., 2004)
I proteomu (Ford i in., 2011).

11
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Stres abiotyczny ,
susza, zasolenie, - Wtorny stres oksydacyjny

wysokie /niskie temperatury

Percepcja stresu i
transdukcja sygnatu
osmosensory, fosfolipaza, wtérne
przekazniki (Ca2*, RFT), kinazy

Aktywacja czynnikéw
transkrypcyjnych
Ekspresja genéow

|

Biatka szoku
cieplnego

Przywrécenie
homeostazy

Nabycie odpornosci
na stres

Zaburzenie homeostazy
jonowej i osmotycznej rosliny

Aktywacja nechanizmow
odpowiedzi na stres

Systemy usuwania
wolnych rodnikéw

‘ Synteza osmolitow

Ryc.1.1. Schemat odpowiedzi roslin na stresy abiotyczne (wedlug: Wang i in., 2003).

Dzigki rozwojowi technik identyfikacji poszczegolnych klas zwigzkoéw, coraz wigksza
liczba genow, transkryptow, biatek | metabolitéw zaangazowanych w percepcj¢ i odpowiedz
ro$liny jest identyfikowana. Zastosowanie holistycznego podejscia badawczego, jakim jest
biologia systeméw, umozliwia korelacj¢ danych z poszczegoélnych pozioméw molekularnych
I poznanie zlozonych sieci odzialywan pomigdzy wszystkimi poziomami molekularnymi,
bioragcymi udziat w regulacji odpowiedzi ro$lin na stresy abiotyczne (Moreno-Risueno i in.,
2010; Urano i in., 2010). Wsrod gendéw, ktore biorg udziat w reakcji roslin na stresy
abiotyczne mozna wyrdézni¢ te zaangazowane W przekazywanie sygnaldw podczas stresu
i kontrole transkrypcji oraz te bezposrednio uczestniczace W odpowiedz na stres. Do
pierwszej grupy zalicza si¢ m.in. kinazy aktywowane mitogenami (MAPK, ang. mitogen
activated protein kinase), kinazy zalezne od wapnia (CDPK, ang. calcium dependent protein
kinase), fosfolipazy oraz rodziny czynnikéw transkrypcyjnych takich jak czynniki
transkrypcyjne biatek szoku cieplnego (HSF, ang. heat-shock transcription factor), czynniki
DREB (ang. dehydration responsive element binding) oraz AREB (ang. ABA-responsive
element binding factor). Produkty drugiej grupy genow sa bezposrednio zaangazowane
w reakcje rosliny na stres abiotyczny. Ich funkcja polega m.in. na stabilizacji struktur
komorkowych, a takze zapobieganiu degradacji biatek, lipidow i kwasow nukleinowych.

W tej grupie wyrdznia si¢ m.in. biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock proteins),

12
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opiekuncze, poéznej embriogenezy (LEA, ang. late-embryogenesis abundant proteins), a takze
bialka zaangazowane W Syntez¢ metabolitow np. 0 charakterze zwiazkéw o0smotycznie
czynnych czy wchodzacych w sktad systemu neutralizowania wolnych rodnikow (Wang i in.,
2003).

1.2.1. Oddzialywania pomiedzy stresami abiotycznymi

W warunkach naturalnych rosliny zwykle s3 narazone na dziatanie kilku
niekorzystnych czynnikow jednocze$nie. Susza, zasolenie i wysokie temperatury bardzo
czesto sg ze sobg powigzane i indukujg powstanie podobnych uszkodzen. Zaréwno susza jak
I zasolenie prowadza do dehydratacji komorek i powoduja powstanie stresu osmotycznego, co
z kolei przektada si¢ na zaburzenie homeostazy 1 zakldocen w dystrybucji jondw. Stresy
abiotyczne powoduja powstanie wtdrnego stresu oksydacyjnego, ktory charakteryzuje sig
podwyzszong produkcja reaktywnych form tlenu i azotu oraz zaburzeniami w procesach ich
usuwania.

W wielu przypadkach rozne czynniki abiotyczne powoduja aktywacje podobnych
mechanizméw odpowiedzi, do ktérych naleza zmiany w profilu ekspresji genoéw, synteza
biatek zwigzanych ze stresem, wzrost akumulacji zwigzkéw 0 charakterze przeciwutleniaczy
I osmolitow. Aktywowane mechanizmy czesto dzielg wspdlne Sciezki sygnatowe, aczkolwiek
istnieje rowniez specyficznos¢ poszczegdlnych czynnikow stresowych i wynikajace z tego
roéznice W odpowiedzi roslin (Knight i Knight, 2006). Analizy transkryptomu ro$liny
modelowej — rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana L.) poddanego dziataniu suszy,
zasolenia, chtodu i traktowaniu kwasem abscysynowym (ABA, ang. abscisic acid) wykazaty
wiele podobienstw W indukowaniu ekspresji genow (Seki i in., 2001; Stein i in., 2007).
Z kolei w badaniach jeczmienia poddanego dziataniu stresu osmotycznego i solnego analiza
mikromacierzy cDNA (ang. complementary DNA) wykazata, ze w przypadku obu streséw
jedynie 18 genow wykazywato wzrost ekspresji, a 16 spadek. Natomiast 92 geny ulegaty
zmienionej ekspresji jedynie w stresie indukowanym solg, a 18 byto charakterystycznych
wylacznie dla stresu osmotycznego wywolanego poli(tlenkiem etylu) (Ueda i in., 2004).
W badaniach proteomicznych nad pszenica poddang dziataniu streso6w abiotycznych rowniez

obserwowano podobienstwa 1 réznice W reakcji na poszczegolne stresy. OdpowiedZ na
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zasolenie spowodowata zmiang W profilu akumulacji wigkszej ilosci biatek niz w przypadku
suszy, jednoczesnie wigkszo§¢ biatek 0 zmienionej akumulacji w suszy byla réwniez
indukowana zasoleniem. Wsrod roznic W reakcji roslin na poszczegdlne stresy znaleziono
biatka zaangazowane W percepcje stresu i przekazywanie sygnalow, natomiast podobienstwa
dotyczyly gtdéwnie mechanizméw zwigzanych z usuwaniem toksycznych produktéw takich
jak wolne rodniki oraz adaptacjg szlakow metabolicznych (Peng i in., 2009).

Pomimo istnienia wielu podobienstw W reakcji roslin na stresy abiotyczne, wyniki
badan, w ktorych poddawano rosliny kombinacji réznych stresdéw np. suszy i wysokich
temperatur, wskazuja, ze reakcja na dwa lub wiecej niekorzystnych czynnikow
srodowiskowych jest unikalna i nie stanowi sumy reakcji na dane stresy aplikowane osobno
(Rizhsky i in., 2004). Dziatanie kilku niekorzystnych czynnikow jednocze$nie moze
wykazywa¢ pozytywne interakcje (tzn. uruchamia¢ podobne mechanizmy molekularne), ale
moze takze wymagac antagonistycznej odpowiedzi (Mittler, 2006) (ryc. 1.2.). Przyktadowo,
dziatanie wysokich temperatur wymusza na ros$linach otwarcie aparatow szparkowych
| wzmozenie transpiracji, dzieki ktorej sa W stanie obnizy¢ temperaturg liSci. Jednakze, gdy
wysokim temperaturom towarzyszy susza, aparaty szparkowe pozostaja zamknigte ze
wzgledu na ograniczanie transpiracji. W efekcie doprowadzi to do zwigkszenia temperatury
lisci (Rizhsky i in., 2002a). Z kolei w przypadku kombinacji wysokich temperatur i zasolenia
wzmozona transpiracja spowodowataby zwickszone pobieranie soli i zaburzenie rownowagi
jonowej. O tym, ze odpowiedZ ro$lin na rownoczesne dziatanie kilku czynnikow stresowych
stanowi nowy wzér odpowiedzi, §wiadczg rowniez niepowodzenia W testowaniu niektorych
ro$lin transgenicznych 0 zwigkszonej tolerancji na konkretny stres w warunkach polowych,
gdzie byly narazone na réwnoczesne dziatanie wielu niekorzystnych czynnikow (Mittler,
2006).

Wysokie temperatury
Niskie temperatury
Infekcja patogena
Niedobér sktadnikéw

Promieniowanie UV
odzywczych

Zasolenie

1
N
0
3
o

Ozon

Susza

Potencjalne negatywne oddzialywanie

Zasolenie

Potencjalne pozytywne oddziatywanie
Wysokie o pozrty Y
temperatury

Nieznane oddzialywanie

MNiskie
temperatury

Brak oddzialywania

[

Ozon

Infekeja pategena

Promieniowanie UV

Niedobér sktadnikéw odzywezych

Ryc.1.2. Potencjalne oddziatywania pomigdzy réoznymi stresami srodowiskowymi (wedtug:
Mittler, 2006).
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1.3. Susza

Woda stanowi ok. 80-90% biomasy roslin i jest zaangazowana we wszystkie procesy
fizjologiczne, ktére W nich zachodza; zapewnia odpowiednie §rodowisko, W ktorym m.in.
zachodzi transport substancji odzywczych i metabolitow. Pomimo tego, ze woda zajmuje ok.
2/3 powierzchni Ziemi, susza wystepuje na coraz wigkszej iloSci obszarow i jest czynnikiem
decydujacym 0 wysoko$ci plonow. Wedlug definicji susza okreslana jest jako dlugotrwaty
okres bez opadow atmosferycznych. W cyklu rozwojowym suszy wyrdznia si¢ suszg
atmosferyczng — brak opadow przez 20 dni, susz¢ glebowa — niedobor wody dostepnej dla
ro$lin i susz¢ hydrologiczng — zmniejszenie zasobéw wod powierzchniowych i podziemnych
(Nowicka, 2005). Susza, jako stres abiotyczny, pojawia si¢ gdy dostepnos¢ wody w glebie
spada, a warunki atmosferyczne powoduja dalsza jej utrate w wyniku ewapotranspiracji
(Khajeh-Hosseini i in., 2003).

Oddziatywanie suszy na ro$liny jest zjawiskiem zlozonym w sSwojej naturze
i powoduje ich reakcje na wszystkich poziomach organizacji, od molekularnego do
morfologicznego. Niedobor wody stanowi jeden z gtéwnych czynnikow ograniczajacych
wzrost i rozwoj roslin, a takze produktywnos¢ w przypadku upraw (Farooq i in., 2009;
Rampino i in., 2006; Reddy i in., 2004). Na poziomie fizjologicznym obserwowane zmiany
dotyczg zamykania aparatow szparkowych, ograniczenia transpiracji, co prowadzi do
zmniejszenia wymiany gazowej i stezenia CO, wewnatrz komoérek migkiszu asymilacyjnego.
W efekcie zostaje obnizona aktywnos$¢ fotosyntetyczna roslin. Ciggly niedobor wody wptywa
na obnizenie zdolnosci kietkowania nasion oraz zahamowanie wzrostu siewek (Dornbos i in.,
1989). Susza w roslinach powoduje takze obnizenie potencjatu wodnego komorek i utrate
turgoru, co z kolei prowadzi do wzrostu stezenia metabolitow w cytoplazmie i zmian
W elastycznosci $cian komoérkowych. Na poziomie biochemicznym w roslinach nastgpuje
akumulacja kwasu abscysynowego, ktory odgrywa m.in. role w przekazywaniu sygnatow,
regulacja otwierania aparatow szparkowych i indukcja okreslonych (zaleznych od siebie)
gendw. Pomimo tego, Ze aparat fotosyntetyczny posiada mechanizmy umozliwiajace
rozproszenie docierajacej energii, w trakcie suszy, w warunkach obnizonej sprawno$ci
fotosyntetycznej, dochodzi do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow (stres oksydacyjny).
Obserwowane sg takze zmiany w syntezie i akumulacji metabolitow, m.in. zwigzkow
osmotycznie czynnych takich jak prolina, betaina glicynowa, poliaminy czy fruktany, dzigki
ktorym roslina moze dostosowaé swoj potencjal osmotyczny. Osmoprotektanty sg takze

zaangazowane W neutralizowanie wolnych rodnikéw oraz zabezpieczajg btony komorkowe

15



WPROWADZENIE LITERATUROWE

przed uszkodzeniami, a takze zapobiegaja niewlasciwemu fatdowaniu si¢ bialek (Hoekstra
I in., 2001). Na poziomie molekularnym odpowiedzi roslin na susz¢ obserwowane zmiany
dotycza m.in. indukcji okreSlonych genow, zaangazowanych w reakcj¢ na stres,
uczestniczgcych w syntezie ABA i gendow zaleznych od ABA, a takze bialek np. pdznej
embriogenezy, szoku cieplnego, zaangazowanych w usuwanie wolnych rodnikoéw czy

uczestniczacych W syntezie zwigzkéw osmotycznie czynnych (Farooq i in., 2009).

1.3.1. Strategie odpowiedzi na susze

W celu przystosowania si¢ i przetrwania suszy rosliny wyksztalcity szereg
mechanizméw morfologicznych, biochemicznych i fizjologicznych. Prawie we wszystkich
ros$linach obserwuje si¢ zjawisko tolerancji na suszg, ktorej zakres W zaleznos$ci od gatunku,
anawet odmiany czy linii hodowlanej, jest rozny. Tolerancja suszy przez rosliny jest
definiowana jako zdolno$¢ do wzrostu, kwitnienia i plonowania w warunkach niedostatecznej
ilosci wody 1 wigze si¢ ze zmianami na poziomie molekularnym i przystosowaniami
anatomicznymi catego organizmu. Wsrod mechanizméw morfologiczno-fizjologicznych
odpowiedzi na susz¢ wyrdznia si¢ unikanie, ucieczke oraz tolerowanie (Farooq i in., 2009).

Strategia unikania suszy polega na utrzymywaniu wysokiego potencjatu wody
w komorkach podczas stresu poprzez zatrzymywanie wody w komorkach lub/i ciagle jej
dostarczanie do tkanek, np. poprzez rozlegly system korzeniowy, ktory jest w stanie dotrzeé¢
do wody zachowanej w glebszych warstwach gleby. Innym przystosowaniem do suszy jest
ograniczenie transpiracji poprzez zmniejszenie powierzchni lisci, ich ksztattu, a takze redukcji
liczby, rozmiaru i otwarcia aparatow szparkowych, co jednak powoduje pogorszenie
warunkow Wymiany gazowe] pomiedzy rosling a srodowiskiem. Rosliny, ktére prowadza
szczegblnie oszczgdng gospodarke wodng i s3a nieustannie narazone na deficyt wody
wyksztatcity fotosynteze typu CAM (ang. Crassulacean acid metabolism) oraz C4, dzigki
czemu sg W stanie utrzymaé¢ wysokg aktywnos$¢ fotosyntetyczng w warunkach ograniczonej
dostepnosci wody (Troughton i Card, 1975).

Strategia ucieczki przed suszag ma miejsce wowczas, gdy wegetacja ro$liny jest
dopasowana do okresu, w ktérym wystepuje dostgpnos¢ wody w glebie, a cykl zyciowy,

tacznie z reprodukcja, zostaje ukonczony przed wystagpieniem niedoboru wody. Ta strategia
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jest realizowana przez rosliny pustynne, ktore cechuje szybki wzrost i krotki okres wegetacji
(Araus i in., 2002).

Trzecig strategia jest tolerowanie suszy. Ten mechanizm polega na utrzymywaniu
normalnych funkcji zyciowych w warunkach stresu i obnizonego potencjalu wodnego
w komorkach. Ta strategia jest realizowana m.in. poprzez indukcje ekspresji specyficznych
gendw oraz akumulacje okreslonych biatek 1 metabolitoéw. Produkty tych genéw uczestnicza

m.in. w ochronie komorek przed dehydratacjg i przekazywaniu sygnatow (Reddy i in., 2004).

1.3.2. Przekazywanie sygnaléw w suszy

Aby przetrwa¢ niekorzystne warunki $rodowiskowe, rosliny wyksztatcity zltozone
mechanizmy umozliwiajace wytworzenie optymalnej odpowiedzi do okreslonych,
niekorzystnych warunkow otoczenia. Pierwszym etapem uruchomienia mechanizmow
molekularnych odpowiedzi jest odbior sygnatow srodowiskowych i przekazanie informacji
0 nich poprzez szlaki sygnatowe. Przyktadowo, w wyniku zmiany potencjatu osmotycznego
wywotanego deficytem wody nastgpi zamknigcie aparatow szparkowych, zmniejszenie
transpiracji, zahamowanie fotosyntezy i akumulacja zwigzkow kompatybilnych.

Szlaki sygnatowe biorgce udziat w odpowiedzi na stresy abiotyczne mogg byc¢
aktywowane przez kilka roznych stresow i/lub posiada¢ wspdlne elementy, stanowigce
miejsca wzajemnych oddziatywan pomiedzy roéznymi $ciezkami sygnatowymi, nawet
w réznych organach. Wiedza na temat przekazywania sygnatdéw w roslinach nieustannie si¢
powigksza i juz obecnie wiadomo, ze pojedyncze szlaki, ktore dotychczas byly badane,
stanowig jedynie cz¢$¢ zlozonej sieci sygnatowej, w ktorej wystepuje duza liczba rozgalezien
I wzajemnych oddziatywan, 0 czym m.in. moze $wiadczy¢ indukowanie tych samych gendéw
przez rozne czynniki $rodowiskowe (Seki i in., 2001). Istnieja roéwniez takie szlaki
sygnatowe, ktore sa charakterystyczne dla konkretnego czynnika stresowego i prowadza do
postania specyficznej odpowiedzi na konkretny stres (Knight i Knight, 2006).

Zarowno W organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycznych, fosforylacja
uwazana jest za glowny mechanizm przekazywania sygnatow w komorkach. Kinazy
biatkowe, ktore katalizuja te reakcje, wykorzystujac adenozynotrifosforan (ATP, ang.

adenosine triphosphate ) jako donor fosforu, moga podlega¢ auto-fosforylacji lub katalizowaé
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fosforylacje innych biatek (Tran i in., 2007). Fitohormony jak kwas salicylowy, etylen, kwas
abscysynowy, kwas jasmonowy rowniez sg zaangazowane W przekazywanie sygnalow jako
element odpowiedzi na roéznego rodzaju stresy srodowiskowe. Ich dzialanie moze mieé
zarowno charakter synergistyczny jak i antagonistyczny. Wolne rodniki, b¢dace efektem
wtornego stresu oksydacyjnego takze petnig kluczowe funkcje sygnatowe w komorce.
W odpowiedzi roslin na susz¢ ogromne znaczenie dla odczuwania i przekazywania sygnatow
pelnig komorki szparkowe, ktore obecnie staty sie modelem wykorzystywanym w badaniach

nad przekazywaniem sygnatow i ich wzajemnych interakcji (Schroeder i in., 2001).

1.3.2.1. Osmosensory

O ile duza liczba genéw, transkryptow, bialek i metabolitow uczestniczacych
W odpowiedzi na susze zostata juz poznana, wcigz niewiele jest wiadomo na temat tego jak
roslina odbiera sygnat o niedoborze wody. W bakteriach rolg molekut odbierajacych sygnaty
srodowiskowe i przekazujacych je do wnetrza komorki petnig gtéwnie btonowe kinazy
histydynowe, ktére oprocz zmian osmotycznych wykrywaja takze kierunkowe bodzce
chemiczne czy niedobor sktadnikow pokarmowych.

Kinaza histydynowa sktada si¢ z domeny sensorycznej zakotwiczonej w blonie
I czeSci transmisyjnej znajdujacej si¢ W cytoplazmie zbudowanej z domeny o aktywnoS$ci
kinazy i wiazacej ATP (Cai i Inouye, 2002). Bardziej ztozony system wystepuje U drozdzy
(Posas i in., 1996) i roslin (Hwang i in., 2002; Tran i in., 2007; Urao i in., 2001). Roslinne
Kinazy histydynowe zostaty zidentyfikowane m.in. w rzodkiewniku (Hwang i in., 2002),
kukurydzy (Yonekura-Sakakibara i in., 2004), ryzu (Pareek i in., 2006), soi (Le i in., 2011)
i topoli (Singh i Kumar, 2012). Roslinne kinazy histydynowe podzielono na dwie kategorie —
bedace lub nie bedace receptorami etylenu. Biora one udzial w odbieraniu sygnatow
indukowanych hormonami, zmianami $rodowiskowymi czy zwigzanych z rozwojem (Tran
i in., 2007; Urao i in., 2001).

Wykazano, ze kinaza histydynowa HK1 z Arabidopsis thaliana posiada podobienstwo
strukturalne do drozdzowego osmosensora SLN1. Z kolei mutanty drozdzowe nie posiadajace
dwoch osmosensoréow (slnlA sholA) nie przezywaja w warunkach wysokiego cisnienia

osmotycznego. Komplementacja mutantow genem athkl spowodowata, ze komorki
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przezywaty w warunkach dehydratacji, a takze zasolenia i niskich temperatur, a sam gen
ulegatl znacznej ekspresji (Urao i in., 1999). W badaniach nad ro$linami transgenicznymi
udowodniono, ze HK1 jest pozytywnym regulatorem suszy, stresu solnego, a takze
odpowiedzi na ABA, podczas gdy HK2 i HK3 stanowig negatywne regulatory. Analiza
transkryptomu wykazata takze, ze HK1 jest pozytywnym regulatorem genéw zwigzanych

z odpowiedzig na stres zaro6wno tych zaleznych od ABA jak i niezaleznych (Tran i in., 2007).

1.3.2.2. Rola kwasu abscysynowego

Kwas abscysynowy jest fitohormonem, ktory petni wiele funkcji zwigzanych ze
wzrostem i rozwojem roslin. Odgrywa role gtownego regulatora odpowiedzi roslin na stresy
srodowiskowe takie jak susza, zasolenie czy niskie temperatury. Opowiada za zamykanie
aparatOw szparkowych i W ten sposob wplywa na ograniczenie transpiracji. Kwas
abscysynowy jest rowniez zaangazowany W przekazywanie sygnatu indukowanego zmianami
osmotycznymi, m.in. niedoborem wody. Na wczesnych etapach wystgpienia stresu
przekazywanie sygnatu odbywa si¢ przez modul, na ktory skladaja si¢ trzy klasy biatek:

- biatko odpornosci na pyrabaktin/biatko podobne do biatka odpornosci na
pyrabaktin/sktadnik regulatorowy receptora ABA (PYR/PYL/RCARS, ang. pyrachactin
resistance/pyracbactin resistance-like/regulatory component of ABA receptor), ktore stanowia
receptory kwasu abscysynowego,

- fosfatatazy typu 2C (PP2C,ang. phosphatase type 2C), bedace negatywnymi regulatorami
przekazywania sygnatow,

- kinazy SNF-1 (ang. sucrose non-fermenting-1 protein kinases), ktore sa pozytywnymi
regulatorami przekazywania sygnatow (Nishimura i in., 2010; Park i in., 2009).

Fosfatazy 2C s3a kluczowym regulatorem przekazywania sygnatu indukowanego
kwasem abscysynowym. W przypadku braku kwasu abscysynowego fosfataza 2C inaktywuje
(defosforyluje) kinaze¢ SNF-1. Nieufosforylowana kinaza nie jest w stanie przekaza¢ sygnatu
do czynnikoéw transkrypcyjnych, kanatéw anionowych i oksydaz dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADPH, ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate),
aby zainicjowa¢ odpowiedz. Zwigzanie si¢ kwasu abscysynowego do receptorow

PYR/PYL/RCARs wywotuje w nich zmiany konformacyjne umozliwiajace inaktywacje
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fosfatazy 2C. Aktywna kinaza SNF-1 fosforyluje docelowe biatka i indukuje wtasciwa
odpowiedz (Danquah i in., 2014). Uruchomienie kaskady sygnatowej kwasu abscysynowego
prowadzi do zmian w ekspresji genéw. Kinazy SNF oddziatujg na czynniki AREB/ABF (ang.
ABA responsive element binding protein/ABA binding factor) bezpo$rednio w jadrze. Procesy
fosforylacji 1 defosforylacji odgrywaja kluczowg role¢ W przekazywaniu sygnatu
indukowanego kwasem abscysynowym i sa niezbedne do aktywacji biatek AREB/ABF.
Niektore czynniki jak ABF1 i ABF4 moga by¢ rowniez fosforylowane przez kinazy zalezne
od wapnia — CDPK4 i CDPK11 (ang. calcium dependent protein kinase) (Zhu i in., 2007).

Komorki szparkowe stanowig dobry model do badan nad odpowiedzig roslin na kwas
abscysynowy i duza cze$¢ dostepnej wiedzy na temat przekazywania sygnaléw pochodzi
wlasnie z badan nad nimi (Sirichandra i in., 2009). Sciezki sygnatowe kwasu abscysynowego
kontrolujace kanaly jonowe W aparatach szparkowych sg krétkie. Aktywowana kwasem
abscysynowym kinaza OST1, bedaca homologiem kinaz SNF (nazwa pochodzi od fenotypu
OPEN STOMATA - mutantdéw 2z supresjg genu O0Stl) jest pozytywnym regulatorem
zamykania aparatow szparkowych. Na drodze fosforylacji kinaza OST1 powoduje aktywacje
kanatu anionowego SLACI1 (Geiger i in., 2009) i inhibicje kanatu kationowego KAT1 (Sato
i in., 2009). Kinaza OST1 aktywuje rowniez btonowg oksydaz¢ NADPH, generujacag H,0,.
Zkolei H,0, prawdopodobnie uczestniczy w inaktywacji koreceptorow kwasu
abscysynowego powodujacego inhibicje kanatu SLAC1 (Meinhard i in., 2002). Zwigkszone
stezenie nadtlenku wodoru moze réwniez powodowa¢ zwigkszenie puli aktywnej kinazy
OST1 na drodze dodatniego sprz¢zenia zwrotnego. Zamykanie si¢ aparatow szparkowych jest
wynikiem depolaryzacji komoérek szparkowych spowodowanej uwolnieniem aniondw przez
kanat SLACI. Utrata jonow powoduje utrat¢ turgoru i zamkniecie aparatu (Vahisalu i in.,
2008).

1.3.2.3. Kinazy aktywowane mitogenami (MAPK)

Kaskady kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK, ang. mitogen activated protein
kinases) stanowig uniwersalne moduly przewodzace sygnaty w komoérkach we wszystkich
organizmach eukariotycznych. Przekazywanie i wzmacnianie odebranego sygnatu

srodowiskowego odbywa si¢ na zasadzie fosforylacji kolejnych kinaz biatkowych i w efekcie

20



WPROWADZENIE LITERATUROWE

prowadzi do powstania odpowiedzi biochemicznej i fizjologicznej na dany bodziec.
Podstawowa kaskada kinaz MAP sktada si¢ z trzech modutow, ktore sa kolejno aktywowane
przez fosforylacj¢ (Jonak, 2002):

- kinazy kinazy kinazy MAP (MAPKKK lub MKKK),

- kinazy kinazy MAP (MAPKK lub MKK)

- kinazy MAP (MAPK lub MPK),

Roslinne kaskady kinaz MAP sa zwigzane z wieloma aspektami odpowiedzi na stresy
biotyczne i abiotyczne. U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano dotychczas 20 kinaz MAPK,
10 kinaz MAPKK i 60 kinaz MAPKKK (Ichimura i in., 2002). Analiza poréwnawcza
sekwencji i charakterystycznych motywow obecnych w kinazach MAP pomigdzy
Arabidopsis i innymi gatunkami pozwolita na wyodrg¢bnienie klas i podklas okreslonych
kinaz MAP, jednakze w wielu przypadkach jednoznacznie okreslenie ortologéw w innych
gatunkach nie jest mozliwe (Jonak, 2002).

U Arabidopsis thaliana kinaza MKK1 jest aktywowana w odpowiedzi na susze,
a takze zasolenie, niskie temperatury oraz zranienie (Matsuoka i in., 2002). Aktywna kinaza
MKKI1 fosforyluje kinazg MPK4, chociaz, co ciekawe, w mutantach mpk4 nie wykryto zmian
w ekspresji genow W odpowiedzi na stresy abiotyczne w poréwnaniu do roslin kontrolnych
(Petersen i in., 2000). W innych badaniach wykazano, ze aktywacja kinaz MPK4 oraz
ATMPKG6 w wyniku dziatania stresu osmotycznego jest zwigzana z fosforylacja tyrozyn, a nie
z podwyzszong iloscig mRNA lub biatka (Ichimura i in., 2000). Z kolei stres oksydacyjny
powodowat u Arabidopsis thaliana aktywacje kinaz MPK1, MPK2 (Ortiz-Masia i in., 2007),
a takze MPK3, MPK6 (Kovtun i in., 2000) oraz MPK4 (Nakagami i in., 2006) i MPK7 (Déczi
i in., 2007). Mutanty dsml ryzu (ang. drought-hypersensitive mutantl) kinazy MAPKKK
charakteryzowatly si¢ szybsza utrata wody W trakcie suszy niz ro§liny kontrolne. Analiza
mikromacierzy wykazata rowniez obnizony poziom dwoch peroksydaz w roslinach z mutacja,
co wigzato si¢ ze zwigkszong podatnos$cig na uszkodzenia begdace skutkiem dziatalnosci
wolnych rodnikow. Wykazano rowniez, ze gen dsml ulega indukcji podczas suszy, zasolenia
oraz traktowaniu kwasem abscysynowym, a jego nadekspresja spowodowata zwigkszenie
tolerancji na susz¢ W Siewkach ryzu, co moze $swiadczy¢ 0 zaangazowaniu kinazy we wczesng
odpowiedz na susze poprzez regulowanie metabolizmu wolnych rodnikow (Ning i in., 2010).

Kaskady kinaz MAP sg takze zaangazowane W niektore reakcje indukowane kwasem
abscysynowym, np. mechanizmy obronne, neutralizowanie wolnych rodnikow (Xing i in.,

2008), przekazywanie sygnatu w komorkach szparkowych (Jammes i in., 2009), jednakze
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funkcje dla wigkszosci kinaz MAP indukowanych kwasem abscysynowym nie zostaty

dotychczas wyjasnione.

1.3.2.4. Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu (RFT) stanowig produkty cze$ciowej redukcji tlenu.
W przeciwienstwie do tlenu atmosferycznego maja zdolno$¢ utleniania biopolimeréw oraz
struktur komoérkowych. Do produkcji RFT dochodzi nie tylko podczas stresu, ale takze
w optymalnych warunkach $rodowiskowych. Ilos¢ RFT w komorkach jest kontrolowana
wylacznie przez stosunek ich produkcj¢ do mozliwosci usuwania (Gill i Tuteja, 2010). RFT
powstaja gtownie w chloroplastach w czasie fazy jasnej fotosyntezy, w peroksysomach
w procesie fotorespiracji i B-oksydacji, a takze w mitochondriach w trakcie transportu
elektronéw w tancuchu oddechowym. U roslin dominujacymi formami RFT sa tlen
singletowy, rodnik nadtlenkowy, nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy.

Wsrod systemOw  bioragcych udziat w usuwani RFT wyrdznia si¢ sktadniki
nieenzymatyczne, np. kwas askorbinowy, glutation i tokoferole oraz enzymy, np. dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza askorbinianowa, katalaza, peroksydaza glutationowa,
peroksyredoksyny (Mittler, 2002). Co ciekawe, analiza mutantow rzodkiewnika pospolitego
oraz tytoniu (Nicotiana tabacum L.) posiadajacych jednoczesnie uszkodzone geny kodujace
peroksydaze askorbinianowg i katalazg wykazata, ze w wigkszym stopniu tolerowaty one
rozne stresy S$rodowiskowe. Jednoczesny brak obu tych enzymoéw spowodowat nowa,
unikalng sygnatur¢ RFT w komorkach, ktéra uruchomita mechanizmy zwigzane z kontrola
cyklu komorkowego oraz naprawg DNA. W przypadku mutantow z uszkodzonym tylko
jednym genem kodujacym peroksydazg lub katalaze nie zaobserwowano podobnej
odpowiedzi (Rizhsky i in., 2002b; Vanderauwera i in., 2011).

Podczas suszy, w wyniku zamknigcia aparatow szparkowych nastgpuje ograniczenie
wewnatrzkomorkowego stezenia CO, W komorkach migkiszu asymilacyjnego. Docierajace do
rosliny promieniowanie stoneczne powoduje przeniesienie elektronéw na tlen molekularny
i utworzenie rodnika nadtlenkowego w fotosystemie | w wyniku reakcji Mehler'a. Tlen
singletowy jest generowany w fotosystemie Il w wyniku wzbudzenia chlorofilu w centrum
reakcji P680 oraz w kompleksie przechwytujacych $wiatto (Asada, 2006). Obecna w btonie

chloroplastu, w poblizu fotosystemu I, miedziowo/cynkowa dysmutaza ponadtlenkowa
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przeksztatca rodnik nadtlenkowy do nadtlenku wodoru, ktory jest nastgpnie przeksztatcany do
wody przez membranowg peroksydazg askorbinianowag (Asada, 1999). Zmniejszona
dostepno$¢ wody i stosunek stezenia CO, do O, w komoérkach mezofilu prowadzi do
intensyfikacji fotooddychania i produkcji glikolanu w chloroplastach. Utlenianie glikolanu
W peroksysomach powoduje powstawanie duzych ilosci nadtlenku wodoru. Jest on takze
generowany w procesie neutralizowania rodnika tlenowego. Wystepujace W peroksysomach
katalazy sg gtownymi enzymami neutralizujgcymi nadtlenek wodoru (Meller, 2001). RFT sa
rébwniez generowane W mitochondriach, gldéwnie w kompleksie | i Il podczas transportu
elektrondow. W suszy w wyniku zaburzenia transportu elektronéw oraz zwigkszonego
oddychania nastgpuje wzrost produkcji REFT w mitochondriach. Zmieniony poziom RFT w
mitochondriach prawdopodobnie zapoczatkowuje przekazywanie sygnalu. Mitochondrialna
alternatywna oksydaza oraz manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa biorg udziat
w regulowaniu tej $ciezki sygnatowej (Rhoads i Subbaiah, 2007).

W S$wietle ostatnich badan reaktywnym formom tlenu przypisuje si¢ udziat
W przekazywaniu sygnatow zwigzanych z odpowiedzig na stresy Srodowiskowe, a takze
programowang $miercig komorki i procesami rozwojowymi (Torres i Dangl, 2005). Susza,
a takze inne stresy abiotyczne, powodujg zaburzenic homeostazy w roslinach i zwigkszong
produkcje RFT. Rozpoznanie zaburzonego poziomu RFT przez receptory i enzymy moze
wptywaé na uruchamianie mechanizméw obronnych. Rola RFT w przekazywaniu sygnatow
jest sScisle powigzana ze $ciezkami sygnalowymi kwasu abscysynowego, jonami wapnia
i cukrow (Cruz de Carvalho, 2008). Receptory, dzigki ktorym rosliny odbieraja informacje
0 RFT nie zostaly dotychczas poznane, jednakze postuluje si¢ istnienie co najmniej trzech
réznych mechanizméw, W ktérych uczestnicza: receptory biatkowe, czynniki transkrypcyjne
wrazliwe na zmiany potencjatu redoks oraz bezposrednia inhibicja fosfataz przez RFT (Apel
i Hirt, 2004; Mittler, 2002; Neill i in., 2002).

W pordéwnaniu z innymi RFT nadtlenek wodoru jest bardzo stabilny (czas pottrwania
wynosi ok. 1 ms), posiada takze dobre Wtasciwos$ci dyfuzyjne, dzigki czemu moze migrowaé
z organelli, w ktorych zostal wytworzony do cytozolu. Ponadto jest tatwo metabolizowany
przez systemy przeciwutleniaczy. Obecnie, uwaza si¢, ze jest on kluczowym elementem
biorgcym udzial w regulowaniu odpowiedzi roslin na susze i spetnia funkcje wtornego
przekaznika sygnatu w odpowiedzi na stres. Nadtlenek wodoru jest rowniez regulatorem
potencjalu redoks w komodrkach, natomiast przeciwutleniacze stanowia modulatory
generowanego przez niego sygnatu (Foyer i Noctor, 2005). Ten zwigzek bierze udziat

w mobilizacji jonéw wapnia m.in. W komorkach aparatu szparkowego, fosforylacji biatek
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I ekspresji genow (Neill i in., 2002), a takze aktywuje niektore kinazy MAP (Desikan i in.,
1999). Wykazano, ze wptywa na akumulacj¢ zwiazkéw 0 charakterze ochronnym, ktore sa
W zaangazowane W regulacje potencjatu redoks w komorce. Pod wptywem H,O, indukowane
sg bialka zwigzane z mechanizmami naprawczymi i ochronnymi m.in. bialka podznej
embriogenezy, bialko naprawcze DNA oraz zaangazowane W przekazywanie sygnatow
(Desikan i in., 2000). Badania transkryptomiczne nad Arabidopsis thaliana wykazaty, ze az
175 genow podlega regulacji przez nadtlenek wodoru, z czego 113 podlegato zwigkszonej
ekspresji. W badaniach wykazano roéwniez, ze wiele z tych gendéw jest indukowanych
w przypadku niedoboru wody, a w ekspresji niektorych z nich uczestniczy H,0,, np.
kalmoduliny, kinazy MAP, czynnik transkrypcyjny DREB2A (ang. dehydration responsive
element binding) (Desikan i in., 2001; Rentel i in., 2004).

RFT uczestnicza takze w $ciezkach sygnatowych zaleznych od kwasu
abscysynowego, jednakze molekularne mechanizmy posredniczgce w produkcji RFT podczas
sygnalizacji ABA nie zostaly wciaz poznane. W komorkach szparkowych synteza H,O, przez
membranowa oksydaze NADPH jest aktywowana przez kwas abscysynowy i uczestniczy
w ich zamykaniu. Mutanty Arabidopsis thaliana posiadajace uszkodzone geny atrbohD
i atrbohF, kodujace dwie domeny katalityczne oksydazy NADPH charakteryzowaly si¢
zaburzeniami w indukowanym ABA zamykaniu aparatow szparkowych, produkcji RFT oraz
mobilizacji jonéw wapnia i aktywacji kanalow wapniowych. Dostarczenie H,O; z zewnatrz
spowodowato, Ze aparat szparkowy funkcjonowat jak w roslinach kontrolnych, co §wiadczy
o tym, ze RFT moga stanowi¢ wtorne przekazniki bioragce udziat w przekazywaniu sygnatu
zaleznego od ABA (Kwak, 2003).

Cukry, jak glukoza, fruktoza czy sacharoza odgrywaja dwojaka rol¢ w regulowaniu
poziomu RFT. Moga by¢ zwigzane ze szlakami metabolicznymi, ktore generuja powstawanie
RFT oraz uczestnicza W szlakach produkujacych NADPH, np. szlaku pentozofosforanowym
I W ten sposOb bra¢ udziat w neutralizowaniu RFT. Cukry sa zaangazowane W regulacje
ekspresji niektorych genow zwigzanych z fotosynteza oraz usuwaniem RFT. Zwigzek
pomigdzy cukrami a RFT jest skomplikowany poniewaz zaréwno Wysoki jak i niski poziom
cukru moze jednocze$nie wzmaga¢ produkcje RFT w jednych szlakach, a w innych

powodowa¢ zmniejszenie ich generowania (Couée i in., 2006).
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1.3.3. Geny zaangazowane W odpowiedz roslin na susze

Uzyskanie sekwencji catych genomow dla wielu roslin modelowych, a takze
uprawnych znacznie przyspieszyto proces identyfikacji gendw I czynnikéw transkrypcyjnych,
biorgcych udziat w odpowiedzi roslin na susz¢ i inne stresy (Bolger i in., 2014). Technologia
mikromacierzy wykorzystujagcych komplementarne cDNA lub syntetyczne oligonukleotydy
stala si¢ poteznym narzedziem W analizie profili ekspresji genow roslin poddanych dziataniu
réznych niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych (Kreps i in., 2002; Seki i in., 2001).

Analizy molekularne i genetyczne wykazaly, ze ekspresja gendw zwigzanych
z odpowiedzig na stresy abiotyczne zarzadza kilka réznych systemow regulacji transkrypcji,
wérod ktorych zidentyfikowano zaréwno czynniki cis i trans. Czes¢ nich jest kontrolowana
przez kwas abscysynowy, a inne dziataja w sposob od niego niezalezny (‘Yamaguchi-
Shinozaki i Shinozaki, 2005).

1.3.3.1. Regulacja ekspresji genow niezaleznych od kwasu abscysynowego

Czynniki transkrypcyjne DREB (ang. dehydration responsive element binding)
reguluja ekspresje wielu genow indukowanych stresami abiotycznymi, przewaznie W sposob
niezalezny od kwasu abscysynowego. U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano sze$¢ genow
DREBL1 oraz osiem DREB2. Czynniki DREB oddziatuja z elementami cis DRE/CRT (ang.
dehydration responsive element/C-repeat) obecnymi w rejonie promotora gendéw
indukowanych stresem. Ten element jest niezbedny do indukcji ekspresji genu rd29a m.in.
w suszy (‘YYamaguchi-Shinozaki, 1994). Promotor tego genu, oprocz elementu DRE/CRT
posiada w swojej strukturze element ABRE (ang. ABA-responsive element) przez co ulega
ekspresji w sposob zalezny i niezalezny od kwasu abscysynowego (Yamaguchi-Shinozaki
I Shinozaki, 2005).

Podrodzina biatek DREB2 jest indukowana przez susze¢ oraz wysokie zasolenie,
natomiast nie jest aktywowana niskimi temperaturami i prowadzi do aktywacji wielu genow
na wczesnych etapach stresu osmotycznego. Uwaza sie, ze czynniki DREB2A oraz DREB2B
odgrywaja kluczowe role w indukcji genéw w suszy (Liu i in., 1998; Nakashima i in., 2000).

Czynniki nalezace do rodziny CBF/DREBI sg gléwnie indukowane przez niskie temperatury

25



WPROWADZENIE LITERATUROWE

(Gilmour i in., 1998), jednakze ich nadekspresja spowodowata m.in. wzrost tolerancji na
susze (Kasuga i in., 1999). Z kolei nadekspresja genu dreb2a, pozbawionego negatywnej
domeny regulatorowej spowodowata zwigkszenie tolerancji na susze¢ oraz indukcje genow
zwigzanych z odpowiedzig na ten stres (Sakuma i in., 2006). Ros$liny ryzu z nadekspresja
genu drebl lub jego homologa z Arabidopsis thaliana charakteryzowaty si¢ podwyzszong
tolerancjag na suszg¢ 1 niskie temperatury. Posiadaly takze zwigkszone ilosci zwigzkow
kompatybilnych, m.in. proliny. Takie wyniki wskazuja na to, ze te czynniki transkrypcyjne
spelniajg  podobne funkcje w odpowiedzi na stresy abiotyczne w ro$linach jedno
I dwuli$ciennych oraz moga by¢ wykorzystane do polepszania cech roslin uzytkowych (Ito
i in., 2006).

Gen erdl (ang. early responsive to dehydration) kodujacy domeng regulatorowsg
proteazy Clp (ang. caseino-lytic protease) reguluje odpowiedZ na susz¢ W sposob niezalezny
od kwasu abscysynowego i jest takze indukowany starzeniem si¢ rosliny (Nakashima i in.,
1997). W wyniku analizy promotora genu erdl zidentyfikowano dwa nowe elementy cis
zaangazowane W odpowiedz ro$lin na niedobor wody (Simpson i in., 2003). Biatka
oddziatujace z tymi elementami zostaty rozpoznane jako czynniki transkrypcyjne z rodziny
NAC ( NAM, ang. No Apical Meristem; ATAF, ang. Arabidopsis transcription activation
factor, CUC, ang. cup-shaped cotyledon ) (Tran i in., 2004).

1.3.3.2. Regulacja ekspresji genéw zaleznych od kwasu abscysynowego

Wigkszos¢ gendw, ktore sg indukowane pod wptywem suszy ulega takze aktywacji
pod wptywem kwasu abscysynowego (Huang i in., 2008). Element regulatorowy ABRE jest
glownym elementem Cis promotora genow ulegajgcych ekspresji W sposéb zalezny od kwasu
abscysynowego.

Analiza rejonu promotora genu rd29B (ang. responsive to dehydration) reagujacego na
susze, wykazata, ze dwa elementy ABRE s3 wymagane do ekspresji tego genu. Czynniki
transkrypcyjne AREB/ABF kontrolujg ekspresje genow indukowanych przez kwas
abscysynowy poprzez wigzanie si¢ do elementow cis ABRE w rejonie promotora. Czynniki
AREB/ABF stanowia glownie bialka posiadajagce motyw zamka leucynowego (bZIP, ang.
basic domain leucine zipper). W mutantach niewrazliwych na kwas abscysynowy abil oraz

z niedoborem kwasu abscysynowego aba2 czynniki transkrypcyjne AREB/ABF posiadaty
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zmniejszong aktywno$¢, W przeciwienstwie do mutantdow z nadwrazliwo$cia na kwas
abscysynowy (Uno i in., 2000). Nadekspresja ufosforylowanej, aktywnej formy czynnika
AREB1 spowodowata aktywacje gendéw zaleznych od kwasu abscysynowego nawet
w przypadku jego braku oraz podwyzszenie tolerancji na susze¢ (Furihata i in., 2006). Wyniki
te wskazuja, ze do aktywacji czynnikow AREB/ABF konieczny jest sygnal zalezny od kwasu
abscysynowego, ktorym jest prawdopodobnie fosforylacja.

Indukcja genu rd22 reagujacego na susze jest zalezna od kwasu abscysynowego oraz
wymaga obecnosci dwoch czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MYB (ang. myeloblastosis
oncogene) oraz MYC (ang. myelocytomastosis oncogene), ktore ulegajg ekspresji dopiero po
nagromadzeniu si¢ W komorkach kwasu abscysynowego, co $wiadczy o ich roli
W pdzniejszych etapach suszy. Nadekspresja tych czynnikéw doprowadzita do podwyzszenia
zwigkszenie na stresy osmotyczne oraz nadwrazliwosci na kwas abscysynowy.

Ekspresja genu rd26 kodujacego czynnik transkrypcyjny NAC jest indukowana suszg,
zasoleniem oraz kwasem abscysynowym. W mutantach z nadprodukcja tego czynnika
obserwowano nadwrazliwo$¢ na kwas abscysynowy oraz wzrost ekspresji gendéw
indukowanych susza oraz kwasem abscysynowym, podczas gdy rosliny z represja tego genu
byty niewrazliwe na kwas abscysynowy (Fujita i in., 2004).

Wiele genéw reagujacych na suszg posiada zaréwno elementy DRE/CRT jak i ABRE
W rejonie promotora, ktore funkcjonuja w dwoéch roéznych systemach regulacji ekspres;ji.
Analiza elementéw cis genu rd29A ujawniata, ze oba rodzaje elementéw moga oddziatywac
na siebie podczas ekspresji gendéw zaleznych od kwasu abscysynowego (DRE/CRT jest
elementem sprzegajacym ABRE), co swiadczy 0 interakcji pomigdzy réznymi $ciezkami
regulatorowymi (Narusaka i in., 2003). Indukowany suszg gen cbf4, kontrolowany przez kwas
abscysynowy, umozliwia oddziatywanie pomi¢dzy czynnikiem DREB2 oraz CBF/DREBI,
ktory ulega ekspresji w niskich temperaturach, co rowniez wskazuje na to, Ze istnieja
interakcje pomigdzy $ciezkami zaleznymi i niezaleznymi od kwasu abscysynowego (Haake,
2002).
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1.34. Wplyw suszy na przebieg fotosyntezy

Jednym z gléwnych skutkow jakie powoduje niedobor wody u ro$lin jest redukcja
intensywnosci fotosyntezy (Lawlor i Cornic, 2002). Zamykanie aparatow szparkowych oraz
W pozniejszych etapach stresu, uszkodzenie aparatu fotosyntetycznego stanowig gltowne
czynniki ograniczajgce przebieg fotosyntezy.

Aparaty szparkowe sg zamykane W celu ograniczenia ewapotranspiracji, co prowadzi
do zmniejszenia dyfuzji CO, przez aparat szparkowy i komorki mezofilu. Sygnatem
chemicznym, ktory powoduje indukowane susza zamykanie aparatow szparkowych jest kwas
abscysynowy, a sam sygnat jest generowany W korzeniach (Socias i in., 1997). Ustalono, ze
wraz z postepujacym brakiem wody nastepuje intensyfikacja procesu zamykania si¢ aparatow
szparkowych, jednakze ich przewodnictwo nie jest wytacznie kontrolowane przez dostepnosé
wody w glebie. Na zamykanie si¢ aparatow szparkowych majg rowniez wptyw wlasciwosci
hydrauliczne i pH soku ksylemu (Jia i Davies, 2007), aktywno$¢ transferazy farnezylowej
(Pei, 1998), fosforylacja fotosyntetyczna (Meyer i Genty, 1999), regeneracja rybulozo-1,5-
bisfosforanu  (RuBP, ang. ribulose-1,5-bisphosphate), synteza ATP i aktywnos$¢
karboksylazy/oksygenazy  rybulozo-1,5-bisfosforanu  (RuBisCO, ang. ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase) (Lawlor, 2002).

Uszkodzenie metabolizmu aparatu fotosyntetycznego jest procesem bardziegj
ztozonym, ktory ogranicza fotosynteze, niz zamykanie aparatow szparkowych. Niedobor
wody powoduje m.in. zmiany w sktadzie barwnikow fotosyntetycznych, uszkadza aparat
fotosyntetyczny, zmniejsza aktywno$¢ enzymow biorgcych udziat w cyklu Calvina, a takze
prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego i uszkodzen biopolimeréw (Reddy i in., 2004).

W warunkach zmniejszonego wigzania CO, przez RuBisCO, zwlaszcza gdy suszy
towarzyszy duze nastonecznienie i wysokie temperatury, szybko$¢ wytwarzania sity
redukcyjnej znacznie przewyzsza mozliwo$¢ jej wykorzystania w cyklu Calvina.
Nagromadzenie si¢ nadmiaru energii moze spowodowa¢ uszkodzenia W aparacie
fotosyntetycznym. Kluczowym mechanizmem pozwalajacym na jej rozproszenie W postaci
ciepta jest cykl ksantofilowy obecny w kompleksach przechwytujacych swiatto (Demmig-
Adams i Adams, 1996). Aktywno$¢ RuBisCO jest modulowana przez CO; i Mg®* oraz
inhibitory (np. ufosforylowane cukry). W roslinach tytoniu poddanych dziataniu suszy
stwierdzono spadek aktywnosci tego enzymu, wynikajacy ze zmniejszenia aktywnosci

katalitycznej enzymu, a nie samej jego aktywacji. Zwigzanie si¢ takich inhibitorow jak 2-
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karboksy-D-arabinitol-1-fosforan w miejscu katalitycznym RuBisCO powoduje obnizenie
jego zdolnosci do przytaczania CO;, ale jednocze$nie moze zabezpieczaé enzym przed
proteoliza (Parry i in., 2002).

W warunkach silnego niedoboru wody spadek wydajnosci karboksylacji przez
RuBIisCO jest jeszcze wigkszy ze wzgledu na intensyfikacje fotooddychania, a sam enzym
dziata bardziej jako oksygenaza (Noctor i in., 2002). Zaburzenia w fotofosforylacji prowadza
do zmniejszenia szybkosci syntezy ATP i NADPH, co z kolei powoduje niewystarczajacg
regeneracje RuBP (Lawlor, 2002; Tezara i in., 1999). Ponadto spadek wzglednej zawarto$ci
wody (RWC, ang. relative water content) w roslinie powoduje zmniejszenie aktywnoS$ci
enzymow biorgcych udziat w cyklu Calvina (Fock, 2002). Wszystkie te aspekty konsekwencji
przyczyniaja si¢ do ograniczenia intensywnosci fotosyntezy.

Podczas trwania suszy moze rOwniez nastgpi¢ wzrost stezenia cukrow
rozpuszczalnych i jednoczesny spadek ilosci skrobi (Chaves, 1991). Cukry rozpuszczalne,
ktérych poziom zmienia si¢ pod wptywem suszy biorg udziat w ekspresji genéw z wigzanych
z fotosynteza (Chaves i Oliveira, 2004). Ponadto zmiana stosunku produktow koncowych
fotosyntezy sacharozy i skrobi prowadzi do zaburzen w transporcie nieorganicznego fosforu

wzdhuz blony chloroplastow i wptywa na zahamowanie syntezy ATP (Tezara i in., 1999).

1.4. Proteomika

Termin ,,proteom” zostal po raz pierwszy uzyty przez Marca Wilkinsa w 1995 roku
jako okreslenie wszystkich biatek kodowanych przez genom obecnych w komorce, tkance czy
organizmie w konkretnych warunkach zewnetrznych i wewnetrznych, w okreslonym punkcie
czasowym i rozwojowym organizmu (Wilkins i in., 1996). Analogicznie do pojgcia
»genomika” wprowadzono pojecie proteomiki.

Proteomika jest dyscypling naukowa, ktorej nadrzegdnym celem jest szybka
identyfikacja wszystkich bialek znajdujacych si¢ w komorce, tkance czy organizmie oraz
poznanie zachodzgcych pomiedzy nimi, a takze migdzy biatkami i innymi molekutami
interakcji. Ponadto umozliwia $ledzenie aktywnoS$ci biatek w okreslonych stadiach wzrostu
I rozwoju organizmu i poznaniu roli jaka w nim pelniag w oddziatywaniu ze $rodowiskiem

zewnetrznym.
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Dynamika i zmiennos$¢ proteomu sg wynikiem roéznic W aktywnos$ci genow, ktorych
ekspresja jest zalezna od wielu czynnikéw zewnetrznych i wewngtrznych. W przeciwienstwie
do genomu, ktory jest relatywnie staty i niemalze identyczny dla wszystkich komorek danego
organizmu, okreslony zestaw bialek moze by¢ réozny w poszczegdlnych komoérkach czy
tkankach, co znacznie utrudnia ich analizg.

Liczba gendéw kodujacych biatka sigga od kilkuset w bakteriach do dziesiatek tysigcy
u ssakow, natomiast liczba biatek w organizmie moze by¢ znacznie wigksza (Thelen, 2007).
Biatka sg zbudowane z 20 réznych aminokwaséw potgczonych wigzaniami peptydowymi,
przez co sg polimerami bardzo heterogennymi pod wzgledem masy, sekwencji | wlasciwosci
fizyko-chemicznych. Szacuje sig, ze liczba biatek kodowanych w ludzkim genomie moze by¢
nawet 100-krotnie wigksza niz liczba kodujacych je genéw m.in. z powodu alternatywnej
obrobki mRNA (ang. messenger RNA) oraz modyfikacji potranslacyjnych (Neverova i Eyk,
2005).

Wraz z rosnaca liczba zsekwencjonowanych genomow, ktorych liczba sigga juz ponad
6000 (GOLD Database; http://www.genomesonline.org/) oraz rozwojem metod rozdziatu
i identyfikacji biatek, zwlaszcza spektrometrii mas, proteomika stata si¢ niezbednym
narzedziem wykorzystywanym w biologii molekularnej oraz biologii systemow (Aebersold
i Mann, 2003). W zalezno$ci od stawianych celéw, badania proteomiczne mozna podzieli¢ na
rézne obszary: proteomike opisowa, poréwnawcza, modyfikacji potranslacyjnych,
funkcjonalng czy oddziatywan. Powszechna jest takze analiza subproteomow poszczegolnych
frakcji komorkowych i organelli w celu uproszenia zlozonosci proteomu i zwigkszenia
czutos$ci I specyficznosci analiz (Stasyk i Huber, 2004).

Najstarszg technologia umozliwiajacg realizacje¢ celow proteomiki stanowig
dwukierunkowe rozdzialy elektroforetyczne potaczone z identyfikacja w spektrometrze
masowym MALDI-TOF (ang. matrix assisted laser desorption/ionisation time of flight) lub
tandemowym spektrometrze ESI-MS/MS (ang. electrospray tandem mass spectrometry)
(Gorg i in., 2004). Wykorzystanie chromatografii cieczowej potaczonej z tandemows
spektrometrig mas pozwolito na przezwycig¢zenie ograniczen elektroforezy dwukierunkowej,
a rozwiniecie technik znakowania i metod wolnych od znakowania pozwolito na doktadng

analize iloSciows (Patel i in., 2009).
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1.4.1. Elektroforeza dwukierunkowa

Dwukierunkowe rozdzialy elektroforetyczne zostaty zapoczatkowane prze O’Farella
w 1975 roku i bardzo szybko metoda ta zostata zaadaptowana przez $rodowisko naukowe,
gdyz umozliwiata analiz¢ zlozonych mieszanin biatkowych i wysoka czulo$¢ detekcji
(O’Farrell, 1975). Przetomem w dwukierunkowych rozdzialach elektroforetycznych byto
pojawienie si¢ paskow zelowych z unieruchomionym gradientem pH, co znacznie poprawito
powtarzalnos¢ uzyskiwanych wynikéw. Duzym problem pozostawata wcigz identyfikacja
biatek. Dostepne byty jedynie metody oparte o przeciwciala albo porownywanie migracji ze
znanymi biatkami. W latach 90-tych XX wieku pojawily si¢ pierwsze bazy danych
zawierajagce obrazy zeli po dwukierunkowym rozdziale elektroforetycznym wraz
z adnotacjami do zidentyfikowanych biatek, jednakze nie zyskaty one na duzej popularnosci
ze wzgledu na réznice W pozycji danego biatka na zelach pochodzacych z ro6znych
laboratoriow (Rabilloud i in., 2010). Przelomem w identyfikacji bialek byt rozwoj
spektrometrii mas, ktora umozliwita poznanie mas peptydow i porownanie ich do sekwencji
genowych okre§lonych organizméw. Obecnie techniki spektrometryczne sg wlasciwie jedyna
technikg dzieki ktorej mozna w szybki sposob zidentyfikowac duza liczbe biatek (Cottrell,
2011).

Elektroforeza dwukierunkowa biatek w zelu poliakrylamidowym sktada si¢ z dwoch
etapéw rozdziatu (ryc. 1.3.). Pierwszym z nich jest izoelektroogniskowanie (IEF, ang.
isoelectrofocusing), w ktorym pod wptywem przytozonego pola elektrycznego biatka migruja
w gradiencie pH, utworzonym przez mieszaning amfolitbw W obecno$ci mocznika
| detergentéw, az do momentu osiagniecia swojego punktu izoelektrycznego (pl), ktory
odpowiada takiej warto$ci pH, w ktorej wypadkowy tadunek danego bialka begdzie rowny O.
W drugim etapie biatka sg rozdzielane w warunkach denaturujacych w obecno$ci
dodecylosiarczanu sodu w zelu poliakrylamidowym ze wzgledu na swojg mase czgsteczkowa
(SDS-PAGE, ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) (Sarma i in.,
2008).
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Ryc. 1.3. Schemat zasady rozdziatu biatek w elektroforezie dwukierunkowej (Sikorska i
Rodziewicz, 2011).

Rozdzielczos¢ elektroforezy dwukierunkowej w duzej mierze zalezy od zakresu stosowanego
pH i rozmiaru paskow Zelowych stosowanych w pierwszym kierunku i zwykle pozwala na
uwidocznienie od 1000 do 5000 biatek (Gorg i in., 2004).

Biatka mogg by¢ znakowane W roznych ~momentach analizy: przed
izoelektroogniskowaniem, za pomoca radioizotopoéw lub barwnikow cyjanidowych, ktore nie
zmieniaja pl biatka, pomigdzy rozdziatami, ale najczgsciej biatka sg wybarwiane po
zakonczeniu dwoch rozdziatow. Jedna z najpopularniejszych i zarazem najprostszych metod
detekcji biatek jest barwienie roztworem koloidalnym bickitu Coomassie (ang. Coomassie
Brillant Blue), ktory jednak charakteryzuje si¢ do$¢ umiarkowang czuto$cig detekcji (~100nQ)
I dlugim czasem wybarwiania (Neuhoff i in., 1985). Barwienie srebrem zapewnia o wiele
wyzszg czuto$¢ detekcji (~1ng), jednakze posiada waskg rozpigto$§¢ tonalng, jest
wieloetapowe oraz cechuje si¢ niskg powtarzalnoscig (Chevallet i in., 2006). Wysoka czutosé¢
(~2-10ng) i szeroka rozpigto$¢ tonalng zapewniaja natomiast barwniki fluorescencyjne,
jednakze sg drogie | wymagajg dodatkowego sprzetu do wizualizacji rozdzielonych biatek
(Steinberg i in., 1996).

Wilasciwe  przygotowanie zeli oraz  wysoka  powtarzalno$¢  pomiedzy
elektroforegramami jest konieczna do wykonania poprawnej analizy. Roznice w rozdziale
elektroforetycznym spowodowane bledami technicznymi mogg maskowac faktyczne zmiany
ilosciowe wystepujace W obrebie badanych probek. Na wariacje pomiedzy poszczegdlnymi
powtorzeniami wplywaja takie parametry jak: rézny stopien absorbcji prob biatkowych na

paskach zelowych, réznice w gradiencie pH, bledy podczas przenoszenia paskéw zelowych
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na zel poliakrylamidowy, Zle uformowany zel poliakrylamidowy czy réznice W natgzeniu
pola elektrycznego (Rabilloud i in., 2009).

Dwukierunkowa elektroforeza roznicowa (2D-DIGE, ang. two dimensional
differential gel electrophoresis) pozwala na rozdzial wiclu probek na jednym zelu, w tym
samym czasie, co eliminuje problem braku powtarzalnosci pomigdzy poszczegdlnymi
rozdziatami. W tej technice, przed izoelektroogniskowaniem, dwie probki oraz standard
wewnetrzny (mieszanina prob badanych) sg znakowane barwinkami fluorescencyjnymi, ktore
ulegajg wzbudzeniu przy roéznych dtugosciach fali. Probki sg nast¢pnie taczone i rozdzielane
na tym samym zelu. Barwniki sg tak skonstruowane, ze nie powoduja réoznic w rozdziale
w obu wymiarach, dzigki czemu to samo biatko pochodzace z réznych prob bedzie migrowato
do jednej pozycji ma zelu. Po zakonczeniu elektroforezy zel jest skanowany przy dtugosciach
fali wzbudzenia uzytych barwnikéw, dzieki czemu uwidaczniane sg rozdziaty poszczegolnych
probek (Marouga i in., 2005).

Analiza profili akumulacji poszczegdlnych biatek na zelach dwoch lub wigcej probek
odbywa si¢ W zazwyczaj w programie komputerowym poprzez poréwnanie intensywnosci
I powierzchni uwidocznionych wczesniej plamek. Pierwsze programy do analizy zeli po
rozdziale dwukierunkowym pojawily si¢ w latach 80 ubieglego wieku 1 wymagaty
specjalistycznego sprzetu. Dostgpne obecnie oprogramowanie mozna podzieli¢ na dwie
kategorie.

W pierwszej grupie programow, do ktorych nalezy m.in. Image Master Platinum 2D,
pierwszym etapem analizy jest detekcja plamek, ktora odbywa si¢ na podstawie ich geometrii,
intensywno$ci i powierzchni. W celu zwigkszenia poprawnosci dopasowania plamek
pomiedzy zelami (ang. spot matching) nalezy wczesniej wskaza¢ punkty orientacyjne (ang.
landmarks) reprezentujacych te same biatka na poszczegdlnych zelach i nastepnie
przeprowadzi¢ etap dopasowywania wybranych zeli pomigdzy soba. Wada tego rodzaju
programéw jest ich duza wrazliwo$¢ na przesunigcia pozycji biatek na zelach, co
w konsekwencji prowadzi do wielu btedow w 1gczeniu plamek. Druga generacja
oprogramowania znacznie redukuje problem réznic W migracji bialek na Zelach. W tym
podejsciu elektroforegramy sa najpierw dopasowane migdzy sobg (ang. image warping),
a nastepnie jest tworzony syntetyczny obraz zelu ( ang. fusion image). Dopiero po tym
procesie nastepuje proces wykrywania plamek.

W bezposrednim poréwnaniu obu typoéw programow, analiza z wykorzystaniem
programu drugiej generacji (Delta 2D, Decodon) pozwolita na utworzenie wigkszej ilo$ci

poprawnie potgczonych plamek pomiedzy zelami oraz wykrycie wigkszej liczby plamek

33



WPROWADZENIE LITERATUROWE

réznicujacych niz analiza w programie | generacji (Proteomweaver, Bio-Rad). Oba
oprogramowania wymagaly recznej interwencji: proteomewiever — po etapie wykrywania
plamek, delta 2D — na etapie tworzenia syntetycznego zelu. Jednakze, gdy korekcja przy
tworzeniu syntetycznego obrazu w programie delta 2D byta zrobiona doktadnie, poziom
btednie potagczonych plamek byt bliski zeru. Najwigkszym problemem obu programéw byty
przypadki, w ktorych plamki nie byly wystarczajaco rozdzielone, np. mata plamka
W otoczeniu duzej plamki byla traktowana na jednym zelu jako jedna, a na innym jako dwie
(Eravci i in., 2007).

Wsrod zalet elektroforezy dwukierunkowej nalezy wymieni¢ wysoka rozdzielczos¢.
Rozdziat elektroforetyczny daje roéwniez informacje na temat masy oraz pl bialka.
Zastosowanie selektywnego barwienia umozliwia badanie modyfikacji potranslacyjnych jak
fosforylacja i glikozylacja (Berth i in., 2007). Zaleta jest réwniez to, ze oba etapy
elektroforezy dwukierunkowej sg rozdzielone w czasie i przestrzeni, a sam sprzet jest
relatywnie tani. Technik¢ t¢ mozna taczyé takze z innymi wykorzystywanymi w biologii
molekularnej, np. z elektrotransferem i detekcja przeciwciatami. Z drugiej strony, znacznymi
ograniczeniami tej metody jest brak mozliwosci analizy catego proteomu, ze wzgledu na
trudnosci W rozdziale biatek 0 matych i duzych masach czasteczkowych oraz hydrofobowych.
Najpopularniejsze metody detekcji charakteryzujg si¢ dosy¢ niskg rozpigtoscig tonalng, a to
uniemozliwia wykrycie subtelnych roéznic w profilach akumulacji. Staboscia metody sa takze
réznice W stopniu rozdziatu poszczegdlnych biatek i przesunigcia ich pozycji, co dodatkowo
utrudnia pdzniejszg analize statystyczng. W przypadku biatek 0 malej intensywnosci
identyfikacja metodami MS moze okaza¢ si¢ nieskuteczna. Czgsto pojawia si¢
niejednoznaczno$¢ identyfikacji spowodowana obecnoscig kilku biatek pod postacig jednej
plamki. Istnieje takze tzw. problem ,deja wvu" tzn. w wielu roéznych pracach
eksperymentalnych identyfikowane sg wcigz te same biatka odpowiadajace przewaznie za
metabolizm centralny. Jest to w duzej mierze spowodowane tym, ze na zelach po rozdziale
obserwuje si¢ przede wszystkim biatka, ktore wystepuja W duzych ilosciach w komorce.
Natomiast biatka zaangazowane W przekazywanie sygnatow, biatka regulatorowe, czynniki
transkrypcyjne, ktore wystepuja W relatywnie niskiej ilosci w komorce, bardzo czgsto nie
ujawniajg si¢ na zelach z powodu stosowania niewystarczajaco czutych metod detekcji.
Pomimo szeregu swoich wad elektroforeza dwukierunkowa wcigz pozostaje technikg szeroko

wykorzystywang W badaniach proteomicznych (Rabilloud i in., 2009).
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1.4.2. Rola spektrometrii mas w badaniach proteomicznych

Przetomem w identyfikacji bialek byt rozwo6j] miekkich metod jonizacji
w spektrometrii mas w latach 80-tych XX wieku. Dwie metody: jonizacja przez
elektrorozpraszanie (ESI, ang. electrospray ionization) (Fenn i in.,, 1989) oraz
desorpcja/jonizacja laserem wspomagana matrycag (MALDI, ang. matrix-assisted laser
desorption/ionization) (Karas i Hillenkamp, 1988; Tanaka i in., 1987) umozliwity wydajng
jonizacje biatek i peptydow.

Spektrometr masowy sktada si¢ ze komory jonizacyjnej, analizatora, ktory mierzy
stosunek masy do tadunku (m/z) powstatych jonéw oraz detektora, rejestrujacego liczbe
jonoéw 0 okreslonej wartosci m/z. Pomiar w spektrometrze masowym odbywa si¢ w fazie
gazowej. Technika MALDI polega na desorpcji probki ze studzienek na powierzchni phytki
analitycznej po naswietleniu promieniami lasera. W celu zapewnienia prawidlowego
przebiegu jonizacji przed analizg badany zwigzek musi zosta¢ zmieszany zZ wlasciwg matrycg.
Podczas analiz bialek najpowszechniej stosowanymi matrycami sg: kwas a-Cyjano-4-
hyroksycynamonowy, kwas gentyzynowy, kwas synapinowy i kwas ferulowy. W technice
MALDI wykorzystuje si¢ zwykle lasery dziatajace w ultrafiolecie, np. azotowy (337nm),
neodymowy Nd:YAG (355nm lub 266nm). Lasery emitujace $wiatto w zakresie podczerwieni
réwniez znajduja zastosowanie W tej technice, ze wzgledu na tagodniejszy przebieg jonizacji.

Proces jonizacji w technice MALDI jest dwustopniowy. Pierwszym etapem jest
powstanie jonéw W trakcie lub krotko po naswietleniu probki wigzkami lasera.
Zaabsorbowana energia wywotuje jonizacje czgsteczek matrycy, a W reakcji wtornej
nastepuje jonizacja czasteczek analizowanego zwigzku, np. biatka. Zjonizowane czasteczki
matrycy uczestniczg W jonizacji analitu poprzez transfer protonu. W trybie jonow dodatnich
najczesciej obserwowanymi na widmie sg protonowane czasteczki badanego zwigzku, tzn.
sktadajace si¢ obojetnej czasteczki analitu i przytaczonego protonu [M+H]", ale spotykane sa
réwniez jony Z przytaczonymi atomami sodu [M+Na]" lub potasu [M+K]". Powstajace jony
sg najczesciej pojedynczo natadowane, cho¢ W zalezno$ci od rodzaju zastosowanej matrycy
| energii lasera mogg si¢ rowniez tworzy¢ jony wielokrotnie natadowane (Jurinke i in., 2004).

Kluczowymi parametrami analizatoréw stosowanych w spektrometrach masowych sa
czutosc, rozdzielczosé¢, doktadno$¢ mierzonych mas. Do najpowszechniej wykorzystywanych
analizator6w w badaniach proteomicznych nalezg: putapka jonowa (IT, ang. ion trap), czasu
przelotu (TOF, ang. time of flight), kwadrupol (Q, ang. quadrupole) oraz analizator
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cyklotronowego rezonansu jonowego z fourierowska transformacjg wynikow (FT-ICR, ang.
Fourier transform ion cyclotron resonance). Analizator w spektrometrze moze by¢
pojedynczy lub wystepowa¢ w tandemie z innymi. Zarowno kwadrupol jak i putapka jonowa
nalezg do analizatorow niskorozdzielczych. Natomiast analizatorami wysokorozdzielczymi,
ktore zapewniaja doktadny pomiar masy sa TOF (rozdzielczos¢ do 100 000), FT-ICR (5 000
000) oraz OrbiTrap (600 000), bedacy udoskonaleniem putapki jonowej (Makarov i in.,
2009). Analizatorem wykorzystywanym w MALDI jest najczesciej TOF. W analizatorze TOF
stosunek m/z jondw jest okreslany poprzez pomiar czasu, jaki jest potrzebny jonom na
pokonanie odcinka o znanej dlugosci w celu dotarcia do detektora. Predkos$¢ jonow jest
zalezna od stosunku m/z danego jonu. Wykorzystanie w technice MALDI dwodch
analizatorow TOF (MALDI-TOF/TOF) lub hybrydy kwadrupola i TOF (MALDI-qTOF)
rozdzielonych komorg kolizyjna pozwala na wykonywanie fragmentacji wybranych jonow, co
w przypadku analiz bialek pozwala na sekwencjonowanie peptydow ,,de novo” (Krutchinsky
iin., 2001; Yergey i in., 2002). Instrumenty te charakteryzuja si¢ wysoka czuloscia,
rozdzielczosécig i doktadnoscig pomiaru masy. Potgczenie kwadrupola i analizatora czasu

przelotu jest czesto spotykane W spektrometrach ze zrodtem jonizacji typu ESI.

1.4.2.1. Strategie identyfikacji bialek

Badania proteomu z wykorzystaniem spektrometrii mas jako techniki identyfikacji
przeprowadzane sg gtdéwnie za pomoca trzech podejs¢: strategii ,,bottom-up”, ,,shotgun” oraz

»top-down” (ryc. 1.4).
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Ryc. 1.4. Poro6wnanie trzech gtownych strategii identyfikacji biatek (Sikorska i Rodziewicz,
2011).

Strategia "bottom-up" polega na analizie peptydow uzyskanych po trawieniu
enzymatycznym na spektrometrze masowym i uzyskaniu identyfikacji danego biatka. W tym
podejsciu do rozdziatu mieszaniny biatkowej najczesciej wykorzystuje si¢ dwukierunkowsg
elektroforeze W zelu poliakrylamidowym. Rozdzielone elektroforetycznie biatka sg nastgpnie
wycinane z zelu, oczyszczane z barwnika i poddawane reakcjom redukcji i alkilacji w celu
zerwania wystepujacych mostkow siarczkowych i zabezpieczenia przed ich powstawaniem
i sieciowaniem si¢ peptydow. Nastgpnie probke poddaje si¢ trawieniu enzymatycznemu.
Najczgséciej wykorzystywang proteaza jest trypsyna, ktora trawi specyficznie wigzania
peptydowe po C-koncowej stronie lizyny i argininy, chyba, ze nastgpnym aminokwasem
w sekwencji jest prolina, wowczas trawienie nie zachodzi. Innymi wykorzystywanymi
enzymami s3 chymotrypsyna, ktéra rozcina wigzania peptydowe po wystgpieniu
hydrofobowych aminokwasow, a takze endoproteinazy Lys-C czy Arg-C. Mozliwe jest
roOwniez zastosowanie bromocyjanu, ktory rozcina wigzania peptydowe po stronie
karboksylowej metioniny (Matthiesen i Mutenda, 2007). Uzyskana mieszanina peptydow jest
nastgpnie analizowana metodami spektrometrii mas, najczesciej za pomoca aparatu MALDI-

TOF (Hirano i in., 2004). W technice peptydowego odcisku palca (PMF, ang. peptide mass
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fingerprinting) zakltada si¢, ze kazde biatko poddane trawieniu wygeneruje unikalny zestaw
peptydéw, ktorych zmierzone masy pozwola na identyfikacje biatka. Mapa peptydowa stuzy
do przeszukiwania baz danych i poréwnywania ich z teoretycznymi masami uzyskanymi
przez trawienie in silico (Hjerng, 2007). Algorytmy za pomocg ktorych przeszukiwane sg
bazy danych biorg pod uwagg rdézne parametry, m.in. typ i rozmiar bazy danych, taksonomig,
enzym wykorzystany do trawienia biatka, wprowadzone i opcjonalne modyfikacje
W sekwencji aminokwasowej, tolerancje btedu zmierzonych mas (Sadygov i in., 2004).
W strategii ,,bottom-up” mozliwe jest rowniez wykorzystanie tandemowego spektrometru
masowego, ktory umozliwia fragmentacj¢ pojedynczych peptydéw. Uzyskane widma MS/MS
pozwalajag na odczytanie czg$ciowej sekwencji analizowanego biatka i jego identyfikacje
w bazach danych. Przyktadem takich spektrometrow jest MALDI-TOF/TOF lub sprze¢zony
z chromatografiag cieczowg aparat pracujacy ze zrodlem ESI posiadajacy analizator
tandemowy sktadajagcy si¢ np. z kwadrupola i analizatora czasu przelotu. W drugim
przypadku mieszanina peptydow zostaje najpierw poddana rozdzialowi na kolumnie
chromatograficznej (Stapels i Barofsky, 2004). Identyfikacja biatek na spektrometrze
MALDI-TOF jest najszybsza i najtansza metodg identyfikacji biatek. Zaleta PMF jest
niewielka ilo§¢ probki wymaga do pomiaru, a takze mozliwos$¢ jej przechowywania po
analizie. Metoda ma rowniez kilka ograniczen. Jednym z nich jest staba jonizacja niektorych
peptydow, przez co nie sg widoczne na widmie. Ponadto jezeli trawieniu zostal poddany
fragment Zelu zawierajacy wigcej niz jedno biatko lub gdy wystepuja dodatkowe sygnaty
pochodzace od peptydow posiadajagcych modyfikacje lub/i zanieczyszczen moze to
spowodowac nieprawidtowa lub brakiem identyfikacji biatka (Cramer, 2009). Bazy danych
wykorzystywane w proteomice opieraja si¢ na sekwencjach nukleotydowych. Gdy badany
gatunek nie posiada zsekwencjonowanego genomu identyfikacja biatek jest utrudniona i musi
zosta¢ przeprowadzona na podstawie homologii z innymi spokrewnionymi gatunkami.
W przypadku posiadania danych MS/MS mozliwe jest przeszukanie baz zawierajacych
sekwencje ekspresyjne EST (Cottrell, 2011).

Proteomika typu ,,shotgun” obecnie zyskuje na popularnosci jako narzedzie wydajnej
identyfikacji zlozonych mieszanin biatkowych. Termin ten zostal zapozyczony
z sekwencjonowania ,,shotgun” genomowego DNA, gdzie dlugie sekwencje sa sktadane
z krotkich odczytow. W tym podejsciu biatka sg identyfikowane na podstawie widm
fragmentacyjnych peptydow (Yates, 2004). Typowa procedura eksperymentalna obejmuje
przygotowanie probek, wielowymiarowa chromatografi¢ cieczowa, analiz¢ spektrometryczng

I Identyfikacjg w bazach danych. Wyizolowana mieszanina biatek jest poddawana
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redukcji/alkilacji. W celu uproszczenia zlozonosci probki biatkka moga podlegac
frakcjonowaniu technikami elektroforetycznymi lub chromatograficznymi (Rigaut i in., 1999)
lub przez chemiczne znakowanie (Gygi i in., 1999). Kolejnym etapem jest enzymatyczne
badz chemiczne trawienie przygotowanych probek. Proteoliza mieszaniny biatek znacznie
podwyzsza ztozono$¢ probki i z tego powodu, aby przeprowadzi¢ wydajny rozdziat
powstatych peptydow konieczne jest zastosowanie przynajmniej dwoch wymiardéw rozdziatu
chromatograficznego. Wielowymiarowa identyfikacja biatek MudPIT (ang. multidimensional
protein identification technology) jest podej$ciem analitycznym w chromatografii, w ktorym
stosuje sie dwie lub wigcej faz stacjonarnych wykorzystujacych rozne wlasciwosci fizyko-
chemiczne biatek do ich rozdzialu. Mozliwe jest zastosowanie saczenia molekularnego,
chromatografii jonowymiennej, powinowactwa czy oddziatywan hydrofobowych. Najczesciej
stosuje si¢ jednak chromatograf wyposazony w kolumne jonowymienng, ktora rozdziela
peptydy zgodnie z ich fadunkiem (pierwszy kierunek) oraz kolumng¢ ze ztozem odwroéconym
(RP-18, RP-4, ang. reverse phase) rozdzielajaca peptydy pod wzglgdem ich hydrofobowosci
i oddziatywan ze ztozem (drugi kierunek) (Swanson i Washburn, 2005). Strategia ,,shotgun”
wymaga stosowania spektrometréw umozliwiajacych fragmentacj¢ rozdzielonych peptydow.
Najczesciej stosowanymi analizatorami sg potrojne kwadrupole (QqQ), pulapki jonowe,
tandemowe czasu przelotu (TOF/TOF), a takze hybrydy kwadrupola i czasu przelotu (QTOF)
(Yates, 2004). Zaleta tandemowej spektrometrii mas (MS/MS) jest mozliwos¢ selekcji jonow
0 okreslonym stosunku m/z i poddania ich procesowi fragmentacji. W komorze kolizyjnej
zjonizowany peptyd ulega indukowanej dysocjacji (CID, and. collision induced dissociation).
W wyniku zderzen z czasteczkami gazu szlachetnego nastgpuje zerwanie wigzan pomigdzy
aminokwasami i generowanie losowych, krotszych fragmentow. Suma wszystkich
fragmentow sktada si¢ na widmo MS/MS, z ktorego mozliwe jest odczytanie sekwencji
peptydu. Zerwanie wigzan pomigedzy aminokwasami moze nastgpi¢ W réznych miejscach po
stronie aminowej lub karboksylowej i prowadzi do powstania serii jonow okreslanych jako
abc, jezeli tadunek pozostaje na koncu aminowym oraz Xyz, jezeli jest on koncu
karboksylowym (Roepstorff i Fohlman, 1984). Fragmentacja moze réwniez zachodzi¢
z wykorzystaniem innych technik: poprzez rozpad z wychwytem elektronow (ECD, ang.
electron capture dissociation) lub rozpad z przeniesieniem elektronéw (ETD, ang. electron
transfer dissociation). Te metody umozliwiaja fragmentacj¢ wigkszych peptydow oraz
okreslenie ich modyfikacji potranslacyjnych (Creese i Cooper, 2007; Syka i in., 2004).
Standardowa analiza typu ,,shotgun” generuje od 10 000 do 100 000 widm MS/MS. Jednym

z najbardziej obiecujacych obszarow wykorzystania tej strategii jest analiza wielkoskalowa
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modyfikacji potranslacyjnych, ktore za wyjatkiem glikozylacji, sa trudne w obserwacji
I dodatkowo zmienig mas¢ fragmentow peptydowych, co znacznie komplikuje proces
identyfikacji. Przyktadowo, wykorzystanie tej strategii pozwolito na identyfikacje 1000
fosfopeptydow i1 okre$lenie 383 miejsc fosforylacji w drozdzach piekarniczych
(Saccharomyces cerevisie) (Ficarro i in., 2002), a w korzeniu Medicago truncatula ponad
3000 ufosforylowanych peptydow (Grimsrud i in., 2010). W proteomice poréwnawczej
strategia ,,shotgun” umozliwia wykorzystanie znakowania probek. Do najpopularniejszych
sposobow znakowania nalezg znaczniki izobaryczne iTRAQ (ang. isobaric tag for relative
and absolute quantitation), ktore umozliwiajg znakowanie i jednoczesny rozdzial nawet 8
roéznych probek (Phanstiel i in., 2009), znaczniki ICAT (ang. isotope-coded affinity tag) (Gyagi
i in., 1999), ktére znakuja tylko peptydy zawierajace cysteing oraz metoda SILAC (ang. stable
isotope labelling by amino acids in culture), znajdujaca zastosowanie W hodowlach
komorkowych (Ong, 2002). Mozliwa jest takze analiza pordéwnawcza bez znakowania, ktora
jest realizowana poprzez monitorowanie zmian powierzchni pod pikiem chromatograficznym
lub zliczanie widm MS/MS (zZhu i in., 2010).

Strategia ‘top-down” polega na fragmentacji catych biatek na spektrometrze
masowym, bez wczesniejszej obrobki enzymatycznej. Uzyskane widma masowe biatka i jego
fragmentow pozwalaja na odczytanie sekwencji aminokwasowej, okreslenie rodzaju i miejsc
identyfikacji potranslacyjnych. W proteomice ,,top-down” wykorzystuje si¢ spektrometr
masowy z analizatorem cyklotronowego rezonansu jonow z fourierowska transformacja
wynikow (FT-ICR), a takze spektrometr z hybrydowym analizatorem putapka jonowa —
Orbitrap® (LTQ-Orbitrap). Wsrod zalet tych spektrometrow nalezy wymienié¢ bardzo wysoka
doktadno$¢ pomiaru mas, czuto$¢ i rozdzielczos¢, ktore pozwalajg na okreslenie sktadow
elementarnych poszczegdlnych jondow dla biatek 0 masach siggajacych 70 kDa i rozréznienie
np. mostkow siarczkowych (Am=2 Da), deaminacji (A=1 Da) czy trimetylacji i acetylacji
(Am=36 mDa). W przypadku analizowania mieszaniny bialkowe] konieczne jest jej
wczesniejsze frakcjonowanie. Rozdziat biatek moze by¢ przeprowadzony w polaczeniu ze
spektrometrem mas (on-line) lub tez niezaleznie on niego (off-line). Metodami
wykorzystywanymi do rozdziatu sa chromatografia cieczowa, chromatografia cieczowa
Z odwrocong faza, oddziatywan hydrofobowych, elektroforeza, ogniskowanie izoelektryczne
(Catherman i in., 2014). Strategia ,top-down” pozwala na 100% pokrycie sekwencji
I identyfikacje wariantow biatek wynikajacych z ze zmiennos$ci genetycznej, alternatywnego
»splicingu” 1 modyfikacji potranslacyjnych. Wada tej techniki jest trudna interpretacja

ztozonych widm fragmentacyjnych (Smith i in., 2013).
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14.3. Narzedzia bioinformatyczne i interpretacja wynikow

Kluczowym aspektem badan proteomicznych jest identyfikacja biatek i przypisanie im
konkretnej funkcji biologicznej. Ten wymog W duzej mierze spowodowat rozwo6j nowych
instrumentow badawczych, proteomicznych baz danych oraz narzgdzi bioinformatycznych
pozwalajacych na identyfikacje bialek, ustalanie sekwencji aminokwasowej, modyfikacji
potranslacyjnych oraz analize ilo$ciowa.

Do najpopularniejszych programéw pozwalajgcych na identyfikacje biatek w bazach
danych za pomoca map peptydowych oraz widm MS/MS nalezg m.in. MASCOT (Perkins
i in., 1999), ProFound (Zhang i Chait, 2000) czy SEQUEST (Eng i in., 1994). Lista duzej
ilosci programéw komputerowych shuzacego do identyfikacji bialek zostala opracowana
w artykule przegladowym autorstwa Birona i wspotpracownikow (Biron i in., 2006).
Oprogramowanie umozliwia poréwnanie 1 dopasowanie mas pikdw zmierzonych
eksperymentalnie z masami teoretycznymi w bazach danych. Oprogramowanie pozwala takze
na wprowadzenie dodatkowych parametréw wyszukiwania potencjalnych biatek w bazach
danych. Oprocz wymaganej w odpowiednim formacie listy pikow, mozliwe jest okreslenie
enzymu uzytego do proteolizy, jego specyficznosci, przewidywanych modyfikacji, masy
molekularnej, punktu izoelektrycznego, badanego organizmu, zakresu tolerancji mas, baz
danych oraz typu uzytego spektrometru do wygenerowania widma.

Kazdy z programéw posiada inny algorytm identyfikacji biatek (Sadygov i in., 2004).
Algorytmy wykorzystywane do identyfikacji biatek poczatkowo opieraty si¢ jedynie na
liczbie trafien pomiedzy pikami eksperymentalnymi i teoretycznymi, ale dziataty prawidtowo
tylko dla dobrych jakosciowo danych, a takze dodatkowo lepiej ,,punktowaty” wigksze biatka.
W podzniejszych algorytmach wzigto takze pod uwage dodatkowe informacje, jak masa
czasteczkowa biatka.

Jednym z bardziej zaawansowanych algorytmow stuzacych identyfikacji biatek jest
MOWSE (ang. molecular weight search), zaimplementowany m.in. w silniku MASCOT.
W tym algorytmie wzigto pod uwage wzgledng intensywno$¢ jondéw poszczegdlnych
peptydow na widmie, dzigki czemu przypadkowe dopasowania do wigkszych biatek
wystepuja z nizsza czgstotliwoscig (Pappin i in., 1993). W silniku wyszukiwania MASCOT
wykorzystano takze inny algorytm, w ktorym obliczane jest prawdopodobiefstwo, ze
dopasowanie danych eksperymentalnych do teoretycznych stanowi zdarzenie losowe. Biatka
sa nastepnie ustawiane w kolejnosci zgodnie ze wzrastajgcym prawdopodobienstwem

przypadkowej identyfikacji (Perkins i in., 1999). Wynikiem przeszukiwania baz danych
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w przypadku korzystania z silnika wyszukiwania MASCOT jest ilo$¢ przyznanych punktow
przez algorytm MOWSE, warto$¢ p (ang. p-value), procent pokrycia dopasowanej sekwencji
oraz roznica mas pomiedzy peptydami zmierzonymi eksperymentalnie i teoretycznymi
(Appm). Wartosci tych parametréw okreslajg pewnos¢ z jaka mozna stwierdzi¢ czy dane
biatko zostalo zidentyfikowane prawidlowo czy nie. Niestety zdarzaja si¢ rowniez przypadki
wynikow falszywie prawdziwych, dlatego konieczna jest dodatkowa staranna interpretacja
otrzymanego wyniku (Nawrot i in., 2013).

Identyfikacja biatek na podstawie widm fragmentacyjnych moze si¢ odbywac poprzez
przeszukiwanie baz danych lub sekwencjonowanie ,,de novo” polegajacym na ustalaniu
sekwencji aminokwasowej wybranych peptydow. Oba podejscia, tzn. peptydowy odcisk palca
i widma MS/MS, moga by¢ taczone w celu podwyzszenia liczby identyfikacji. Jednym
Z pierwszych programéw umozliwiajacych analiz¢ duzej liczby widm fragmentacyjnych byt
program SEQUEST, w ktorym w pierwszym etapie nastepuje wybranie jonu, ktory nastepnie
ulega fragmentacji. Za pomoca programu, wyszukuje si¢ wszystkie sekwencje 0 takiej samej
masie jak wybrany jon. Wybrane sekwencje podlegaja teoretycznej fragmentacji i porownaniu
z rzeczywistym widmem fragmentacyjnym (Eng i in., 1994). Nowszym narze¢dziem stuzagcym
interpretacji widm MS/MS jest silnik Sonar MS/MS, w ktérym identyfikacja jest niezalezna
od podania doktadnej masy jonu peptydu, podlegajacemu fragmentacji i pozwala na
identyfikacj¢ bialek posiadajacych modyfikacje (Field i in., 2002). Dostepnych jest rowniez
wiele narzedzi bioinformatycznych umozliwiajacych sekwencjonowanie ,,de novo” peptydow
(Ma i Johnson, 2012) oraz integrujacych to podejécie z przeszukiwaniem baz danych, np.
PEAK DB (Zhang i in., 2012).

Rozwdj baz z dostgpnymi sekwencjami biatkowymi stat si¢ mozliwy dzigki postepowi
jaki si¢ dokonat w bioinformatyce i aparaturze badawczej, umozliwiajacej przeprowadzanie
wielkoskalowych  eksperymentéw. Do dwoch najwigkszych baz  proteomicznych
umozliwiajacych przeszukiwanie danymi uzyskanymi podczas analiz spektrometrycznych
nalezg baza SwissProt, utrzymywana przez Europejski Instytut Bioinformatyki (Boeckmann
I in., 2003) oraz amerykanska baza NCBI (ang. National Center for Biotechnology and
Information). W bazie SwissProt wszystkie znane warianty danego biatka sg utrzymywane
jako jeden wpis (rekord), dzigki czemu jej rozmiar jest relatywnie maty, a czas potrzebny do
przeszukiwania niewielki. Jednakze, jezeli biatko jest reprezentowane przez jeden czy dwa
piki na widmie MS/MS, istnieje duze ryzyko, ze nie zostanie zidentyfikowane w takiej bazie.
Alternatywa jest baza NCBI, w ktorej sekwencja aminokwasowa kazdej izoformy danego

biatka jest osobnym wpisem, co jednak wptywa na powigckszenie rozmiaru bazy i znaczne
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wydtuzenie czasu potrzebnego do jej przeszukiwania (ok. 20-krotnie w porownaniu
z wyszukiwaniem w bazie SwissProt) (Pruitt i in., 2007). Gdy badany gatunek nie jest dobrze
reprezentowany w bazach proteomicznych mozliwe jest wykorzystanie baz zawierajgcych
sekwencje nukleotydowe, np. bazy zawierajace krotkie sekwencje kodujace, ktore sg jednak
duze i bardzo nadmiarowe. Ponadto wymagaja posiadania wysokiej jakosci widm.
Wykorzystywane sa takze bazy genomowe, jednakze identyfikacja biatka w takiej bazie moze
by¢ utrudniona z tego wzgledu, ze W rekordzie danego genu zapisane sg takze sekwencje
intronow, jezeli badany gatunek nalezy do organizméw wyzszych (Choudhary i in., 2001).
Istnieja rowniez bazy danych opracowane dla konkretnych gatunkéw. Duza czgs¢ z nich
zostata stworzona dla roslin modelowych, zaré6wno dwulisciennych jak rzodkiewnik pospolity
np. AtProteome (Baerenfaller i in., 2008), ProMEX (Hummel i in., 2007), SUBA
(Heazlewood i in., 2007), jak i jednolisciennych, np. ryzu: OryzaPG-DB (Helmy i in., 2011).
Innym przyktadem jest baza PPDB, ktora zawiera informacje na temat biatek rzodkiewnika
I kukurydzy z réznych organdw i lokalizacji subkomorkowych (Sun i in., 2009). Sekwencje
genow jeczmienia, a takze innych ro$lin 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).

1.4.4. Eksploracja danych proteomicznych

Badania poréwnawcze w proteomice, w ktorej identyfikuje si¢ roéznice wystepujace
pomigdzy dwoma lub wigcej stanami komdérkowymi zaréwno pod wzgledem jako$ciowym
I ilo$ciowym, stanowig najczesciej wykorzystywang poddziedzing tej dyscypliny. Niezaleznie
od zastosowanego podejscia analitycznego ilo$¢ generowanych danych jest ogromna
I zwigksza si¢ wraz z liczbg badanych obiektow, punktow czasowych i warunkow (stanow
biologicznych), a takze wraz ze wzrostem czutosci i rozdzielczosci dostgpnej aparatury
badawczej. Analize duzej ilosci danych proteomicznych mozna poréwnaé¢ do szukania igly
w stogu siana.

Gloéwng trudnoscia w analizie danych uzyskanych po dwukierunkowym rozdziale
elektroforetycznym jest duza liczba zmiennych, czyli wzglgdna intensywnos¢ rozdzielonych
biatek, ktorych ilos¢ moze sigga¢ nawet kilku tysigcy, W pordwnaniu Z niewielka iloScig

powtdrzen biologicznych i technicznych, co moze by¢ powodem niewystarczajacej jakosci
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uzyskanych danych z punktu widzenia obliczen statystycznych. Ponadto profile akumulacji
biatlek sa czgsto niekompletne z powodu rzeczywistego braku plamki na zelu lub
nieprawidlowego ich dopasowania pomiedzy zelami powstatego na skutek np. btedow
technicznych (Biron i in., 2006).

Jednym z celow eksploracji danych proteomicznych jest analiza akumulacji biatek
w dwoch lub wigcej stanach biologicznych, aby sposrdd tysiecy rozdzielonych biatek
wyselekcjonowac kilka 0 najwickszym znaczeniu dla postawionego pytania biologicznego.
Obecne oprogramowanie dedykowane do analizy zeli wykorzystuje jedynie podstawowe
metody statystyczne takie jak test t-Studenta czy nieparametryczny test Manna-Whitneya.
W tescie t-Studenta testuje si¢ hipoteze zerowa, ze Srednie dwoch populacji 0 rozktadzie
normalnym sg rowne, ale tylko pomiedzy dwoma warunkami biologicznymi. Z kolei
jednowymiarowa analiza wariancji (ANOVA, ang. analysis of variance) umozliwia
poréwnanie trzech i wigcej $rednich, jednakze nie pozwala na wykrycie trendow oraz grup
biatek podobnie reagujacych na dany czynnik (Biron i in., 2006).

Wielowymiarowe metody analizy statystycznej znajduja zastosowanie wowczas, gdy
istnieje wigcej niz jeden czynnik wptywajacy na populacje, np. wicksza liczba traktowan czy
rézne genotypy. Analizy wielowymiarowe pozwalajg na redukcj¢ ztozonosci danych (ich
wymiarowosci) do mozliwego minimum poprzez kondensacje zmiennosci probki do
mniejszej liczby elementow. Te zaawansowane metody statystyczne umozliwiaja okreslenie
wptywu kazdego czynnika na populacje (efekt glowny) oraz ustalenie interakcji pomigdzy
poszczegolnymi czynnikami. Do najczesciej wykorzystywanych metod wielowymiarowej
analizy nalezg: analiza sktadowych gléwnych (PCA, ang. principal component analysis),
w ktorej sg generowane niezalezne od siebie skladowe glowne, bedace kombinacja liniowa
badanych zmiennych. Pierwsza sktadowsg glowng jest ta, ktora wyjasnia wigkszo$é
zmiennosci danych. Wykres PCA pozwala na zobrazowanie struktury danych, dzigki czemu
mozliwe jest zidentyfikowanie grup i odstajagcych sktadowych glownych. Ich wnikliwa
analiza pozwala dotrze¢ do zmiennych poczatkowych, ktéore majg duzy wplyw na
poszczegolne sktadowe gltowne 1 na tej podstawie wyciagniecie wnioskow biologicznych
(Dowsey i in., 2003). Inng metoda wielowymiarowej analizy statystycznej jest analiza
sktadowych niezaleznych (ICA, ang. independent component analysis), ktora,
w przeciwienstwie do PCA, polega na roztozeniu danych wejsciowych na skladowe
niezalezne. Ta metoda pozwala na redukcje szumu (tta) i zmniejszenie liczby artefaktow.
W bezposrednim porownaniu uzytecznosci metod ICA i ANOVA w analizie zeli

dwukierunkowych, dla idealnie dopasowanych zeli, obie metody daty poréwnywalne wyniki.
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Natomiast, gdy zostaly wprowadzone niewlasciwe dopasowania plamek pomiedzy zelami,
analiza sktadowych niezaleznych pozwolita na otrzymanie lepszych rezultatdow niz analiza
wariancji. Metoda ICA ma wigksza moc statystyczng niz PCA oraz jest szybsza niz ANOVA,
jednakze jest to technika cksploracyjna, umozliwiajaca jedynie szybkie przeszukiwanie
plamek w sposob automatyczny i jej wykorzystanie w analizie duzych ilosci danych
proteomicznych wymaga dalszych badan (Safavi i in., 2008). Klasyfikacja czy grupowanie
duzych ilosci biatek zgodnie z ich profilem akumulacji mogg by¢ takze wykonane za pomocg
grupowania hierarchicznego (HCA, ang. hierarchical clustering analysis). HCA jest technikg
pozwalajacg na wizualizacj¢ duzych ilosci danych i jest powszechnie wykorzystywana
w analizie mikromacierzy, jednakze z powodzeniem moze zostaé wykorzystana w analizie
danych proteomicznych (Meunier i in., 2007). Analiza HCA polega na obliczeniu dystansu
pomiedzy elementami i utworzeniu dendrogramu przez algorytm grupujacy, W ktorym
najblizsze obiekty sg do siebie matematycznie najbardziej podobne. Obliczenie odleglosci za
pomoca wspotczynnika korelacji Pearsona W potaczeniu z metodg grupowania Warda lub
odlegtosci euklidesowej z metoda srednich odlegto$ci migdzy obiektami w skupieniach
(UPGMA, ang. unweighted paired group average linkage) sa najczgsciej stosowane
w Kklasteryzacji danych proteomicznych (Meunier i in., 2007). Analiza HCA danych
proteomicznych moze zosta¢ przeprowadzona za pomoca oprogramowania zaprojektowanego
do analizy transkryptomu, np. PermutMatrix (Caraux i Pinloche, 2005) czy Cluster+TreeView
(Eisen i in., 1998). Programy te umozliwiajg takze obrazowanie wynikow za pomoca map
cieplnych, czyli kolorowej interpretacji profili akumulacji, w ktorych odcien danego koloru
jest proporcjonalny do wartosci danego punktu. Mapy cieplne, zorganizowane w formie
macierzy, sg skuteczng metoda wizualizacji duzych ilosci ztozonych danych. W typowej
mapie cieplnej dane sa przedstawione w taki sposob, ze W kazdej kolumnie znajduja si¢
warto$ci uzyskane z pojedynczej probki, a w wierszach wystgpuje jakas cecha. W przypadku
analizy danych proteomicznych jest to konkretne biatko. Mapa cieplna w potaczeniu
z klasteryzacja hierarchiczng pozwala na pogrupowanie podobnych profili blisko siebie oraz
znalezienie roznic i podobienstw W akumulacji pomiedzy grupami biatek i jednocze$nie
pomiedzy probkami biologicznymi (Key, 2012). Kombinacja analiz jednowymiarowych
I wielowymiarowych dostarcza kompleksowego przegladu danych na temat pojedynczych
biatek oraz istniejacych trendoéw i interakcji jakie zachodza pomigdzy nimi na przestrzeni
badanych obiektow i jest niezwykle przydatna w selekcji biatek, ktoére moga stanowic

potencjalne markery zwigzane z odpornoscia na dany stres.
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1.4.5. Wykorzystanie proteomiki w poszukiwaniu biomarkerow odpornosci na

susze

Proteomika stata si¢ uzytecznym narzedziem wykorzystywanym w studiowaniu
odpowiedzi ro$lin na rézne stresy srodowiskowe. Zwtlaszcza analizy porownawcze daja duzy
wglad w zmiany zachodzace w proteomie w wyniku reakcji na dany czynnik. Celem badan
proteomicznych roslin poddanych na susze oprdcz analizy profilu akumulacji bialek jest takze
proba identyfikacji biatek-markerow zwigzanych z odpornoscia na ten stres. Wiedza na temat
biatek zaangazowanych w kluczowe procesy zaangazowane W odpowiedz na susze oraz
poprawna interpretacja uzyskanych wynikéw umozliwiajg identyfikacj¢ potencjalnych
markerow zwigzanych z odpornoscig na niedobor wody, ktore nastgpnie moga zostaé
wykorzystane w hodowli nowych odmian jako narzedzie selekcji genotypéw odpornych.
Geny kodujace biatka-markery moga stanowi¢ takze podstawe polepszania cech uzytkowych
ros$lin metodami inzynierii genetyczne;.

Badania na poziomie biatek z powodzeniem zostaly wykorzystane w analizie skutkow
suszy u wielu gatunkow roélin, w tym takze roslin zbozowych jak pszenica (Caruso i in.,
2009), ryz (Salekdeh i in., 2002), jeczmien (Kausar i in., 2013) czy kukurydza (Riccardi i in.,
2004). Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na identyfikacje wielu bialek
zaangazowanych W odpowiedz rosliny na susze, m.in. biatek zaangazowanych w mechanizmy
obronne, detoksykacje, regulacje potencjatu redoks komorki, ekspresja genéw, a takze biatek
zwigzanych z fotosynteza, metabolizmem pierwotnym i wtornym (Kosova i in., 2011;
Rodziewicz i in., 2014).

Poszukiwanie biomarkerow biatkowych rozpoczyna si¢ zwykle od eksperymentow,
w ktorych wykorzystuje si¢ rosliny posiadajace kontrastujace genotypy, np. wrazliwe
i odporne na susze, czgsto pochodzace z roznych rejonéw $wiata, w celu identyfikacji nie
tylko roznic w profilu akumulacji biatek pomiedzy roslinami kontrolnymi oraz poddanych
suszy, ale takze zmian proteomu pomi¢dzy odmianami. Analiza siewek jgczmienia
poddanych suszy wykazata istnienie znacznych réznic W profilach biatkowych pomigdzy
genotypami wrazliwymi i tolerancyjnymi na ten stres. Bialka zwigzane z metabolizmem
pierwotnym, fotosynteza i mechanizmami obronnymi ulegaty spadkowi w profilu akumulacji
W genotypie wrazliwym, podczas gdy W tolerancyjnym obserwowany byl wzrost ich
akumulacji, co moze $wiadczy¢ o ich roli w adaptacji roslin do warunkéw niedoboru wody
(Kausar i in., 2013). Roznice w profilu akumulacji biatek pomiedzy odmiang tolerancyjng

I wrazliwg na susze¢ byly rowniez obserwowane W pszenicy. W odpowiedzi na kwas
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abscysynowy w genotypie odpornym wigksza liczba biatek uleglta zmianie w poziomie
akumulacji w poréwnaniu do genotypu wrazliwego. Dodatkowo, ponad 4 razy wigcej biatek
wykazywato wzrost w profilu akumulacji w odmianie odpornej (133 do 33). W korzeniach
odmiany tolerancyjnej biatka szoku cieplnego (HSP70, HSP90) wykazywaty wigkszy wzrost
poziomu akumulacji niz w odmianie wrazliwej. Biatka zwigzane z przekazywaniem sygnatow
jak kinazy zalezne od wapnia, kinazy aktywowane mitogenami, fosfatazy, homologi biatek
14-3-3, a takze biatka zaangazowane W metabolizm wtorny flawonoidow, giberelin,
fitoaleksyn, podlegaty wzrostowi w poziomie akumulacji w odmianie odpornej, podczas gdy
W odmianie wrazliwej obserwowano spadek ich ilosci, a takze bialek zaangazowanych
w syntezg lignin i Sciany komorkowej, co moze §wiadczy¢ 0 istnienie réznic W jej budowie
pomigdzy odmianami i znaczeniu w tolerowaniu suszy (Alvarez i in., 2014). W ziarniakach
trzech odmian pszenicy, jednej odpornej i dwoch wrazliwych na susze, zidentyfikowano klika
biatek kluczowych w odpowiedzi na ten stres. Dwa bialka: tioredoksyna h oraz S-transferaza
glutationowa zwigkszyly znacznie poziom swojej akumulacji W suszy w genotypie odpornym
podczas gdy ich poziom zmniejszyt si¢ W obu genotypach wrazliwych. Wyniki te sugeruja
petnienie istotnej roli przez biatka zaangazowane W regulowaniu potencjatu redoks komorki
w kontekscie tolerancji na susz¢ (Hajheidari i in., 2007). Ponadto duza liczba biatek
zidentyfikowanych w analizie skutkow suszy w warunkach polowych w liciach dwodch
odmian buraka cukrowego byta zwigzana z metabolizmem wolnych rodnikéw, co podkresla
znaczenie zarzadzania stresem oksydacyjnym w suszy dla poprawnego funkcjonowania
ro$lin. Inne biatka, ktore zidentyfikowano byly zwigzane z faldowaniem i stabilnoscig biatek
(Hajheidari i in., 2005).

Geny kodujace biatka, ktore odgrywaja kluczowe role w odpowiedzi na susz¢ oraz
W sposOb wyrazny réznicujace genotypy tolerancyjne i wrazliwe czesto stanowig przedmiot
dalszych badah nad ich wpltywem na poziom tolerancji na niedobor wody. Duzy nacisk
ktadzie si¢ zwlaszcza na inzynieri¢ gendw kodujacych biatka szoku cieplnego, biatka pdzne;j
embriogenezy, enzymy zaangazowane W usuwanie wolnych rodnikow, biatka uczestniczace
w syntez¢ zwigzkéw kompatybilnych, a takze regulatorow wzrostu 1 czynnikow
transkrypcyjnych. Biatka szoku cieplnego na ogoét sa powszechnie identyfikowane
w badaniach proteomicznych nad wptywem suszy na rosliny i bardzo czesto ulegaja
podwyzszonej akumulacji w warunkach stresow abiotycznych (Wang i in., 2004).
Przyktadowo, poziom akumulacji HSP70 ulegat wzrostowi tylko w odmianie tolerancyjnej
siewek jeczmienia W warunkach suszy (Ashoub i in., 2013). Rosliny tytoniu z nadekspresja

genu nthsp70-1 wykazywaty zwigkszong tolerancje na niedobor wody (Cho i Hong, 2006).
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Bialka HSP70 byly takze przedmiotem oceny ich przydatnosci jako biomarkery stresu
osmotycznego i temperaturowego (Ireland i in., 2004).

Inzynieria genéw biorgcych udziat w szlakach syntezy zwigzkéw kompatybilnych
czgsto prowadzi do wuzyskania roslin 0 zwigkszonej tolerancji na deficyt wody.
W transgenicznych liniach tytoniu 0 podwyzszonej ekspresji genu kodujgcego
monooksygenaze choliny (Shen i in., 2002) oraz pszenicy z nadekspresja dehydrogenazy
aldehydu betainy (Wang i in., 2010), kluczowych enzymoéw syntezy betainy glicynowej
obserwowano zwiekszong zawarto$¢ tego zwigzku, a takze wzrost poziomu tolerancji na
niedobor wody. Nadekspresja syntetazy 1-pirolino-5-karboksylanu, enzymu szlaku
syntetycznego proliny, mi.in. w soi (De Ronde i in., 2004) i tytoniu (Kavi Kishor i in., 1995)
rowniez spowodowata wzrost tolerancji na susz¢ | podwyzszenie zawartos$ci tego zwigzku w
tkankach, podobnie jak inzynieria genéw szlaku biosyntezy trehalozy (Abebe, 2003; Garg
I in., 2002).

Modyfikacje gendw kodujacych enzymy stanowigce skfadniki systemow
neutralizowania wolnych rodnikéw rowniez przyczyniajg si¢ do podwyzszenia tolerancji na
niedobor wody (Pastori i Foyer, 2002). Zwigkszenie ekspresji dysmutazy ponadtlenkowe;j,
peroksydazy askorbinianowej, reduktazy monodehydroaskorbinianu powoduje zwykle
podwyzszenie tolerancji na rézne stresy abiotyczne, W tym susze¢ (Wang i in., 2003). Biatka
poznej embriogenezy akumulujg sie¢ W suszy i odgrywaja znaczace funkcje W ochronie roslin
przed skutkami niedoboru wody (Hong-Bo i in., 2005).

Roznice ilosciowe W ekspresji gendow bialek pdznej embriogenezy i zmian w profilu
akumulacji biatek byly badane w wielu gatunkach roslin. Chociaz mechanizm ich dziatania
nie zostal do konca poznany, przypuszcza si¢, ze stanowig one bialka opiekuncze
zaangazOwane W utrzymywanie stabilnosci btony komorkowej i homeostazy jonowej
(Chandra Babu i in., 2004). W analizie siedmiu odmian pszenicy znaleziono zwigzek
pomigdzy wzrostem akumulacji dehydryn — jednej z rodzin bialek pdznej embriogenezy,
a niedoborem wody. W trzech odmianach obserwowano znaczny wzrost akumulacji tych
bialek, podczas gdy w roslinach kontrolnych w ogoéle ich nie wykryto. Odmiany ze
zwigkszonym poziomem akumulacji dehydryn charakteryzowaty si¢ lepszym wzrostem, co
moglo by¢ zwigzane z lepszym tolerowaniem suszy (Lopez i in., 2003). Zaréwno w siewkach
jeczmienia jak i dojrzatych roslinach poddanych dziataniu suszy, zwigkszona akumulacja
transkryptow dwoch gendéw kodujacych dehydryny dhn3 i dhn4 byta obserwowana tylko
w odmianach tolerancyjnych. Ponadto wzrost ilosci ich transkryptu zostat skorelowany

z takimi parametrami jak wzgledna zawartos¢ wody oraz indeks pogodowy plonu (Park i in.,
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2006). Transgeniczna pszenica posiadajaca gen hval, kodujacy biatko poznej embriogenezy
Z jeczmienia, wykazywata zwigkszong tolerancje na susz¢ oraz efektywniej wykorzystywala
dostepna wode, co przetozylo si¢ na wigkszy przyrost biomasy (Sivamani i in., 2000).
Transgeniczny ryz wykazujagcy konstytutywng ekspresje genu o0slea3-1 réwniez
charakteryzowatl si¢ zwigkszong tolerancj¢ na suszg, nawet W warunkach polowych (Xiao
I in., 2007).

Poszukiwanie markeréw na poziomie proteomu jest utrudnione przez jego duza
zmiennos$¢, co jednocze$nie jest powodem wielu rozbieznosci w uzyskiwanych rezultatach
w roznych laboratoriach. W pracach eksperymentalnych opisujacych skutki suszy na
poziomie proteomu najcze¢sciej analizowane sg kontrastujgce ze sobg genotypy pod wzgledem
tolerancji na ten stres, ale tylko ich niewielka liczba jest badana. Kombinacja matej liczby
analizowanych obiektow i wspomnianej wyzej zmiennosci proteomu powoduje, ze trudno jest
jednoznacznie okresli¢, ktore z biatek 0 zmienionym profilu akumulacji sg zwigzane
Z tolerancja na susze, a ktore sg jedynie wskaznikiem wystgpienia niedoboru wody.

InZynieria genetyczna kluczowych gendow biatek, dla ktorych odkryto w wigkszym lub
mniejszym stopniu zwigzek z tolerancja na susze, czesto prowadzi do uzyskania ro$lin
0 zwigkszonej odpornosci na niedobdr wody. Z drugiej strony czestym problemem roslin
modyfikowanych genetycznie sg zaburzenia we wzroscie i rozwoju oraz niskie plonowanie
(Cho i Hong, 2006; Kasuga i in., 1999). Dodatkowa trudnoscia W poszukiwaniu biatek
zwigzanych zZ odporno$cia na suszg, jest fakt, ze analizy, za wyjatkiem kilku przypadkow, sa
przeprowadzane wyltacznie w kontrolowanych warunkach laboratoryjnych. Wyniki takich
badan, moga nie odzwierciedla¢ procesow zachodzacych w §rodowisku naturalnym, a same
rosliny, uznane za tolerancyjne niekoniecznie beda charakteryzowaly si¢ lepszymi

parametrami wzrostowymi i plonem w warunkach polowych.

1.5. Strategie hodowli roslin odpornych na susze

W celu sprostania rosngcemu zapotrzebowaniu na zywnos$¢ | pogarszajacym sig
warunkom wodno-klimatycznym konieczne jest stworzenie nowych odmian, ktore beda
odporne na stresy abiotyczne, a zwlaszcza susze. Na przestrzeni ostatniego wieku nastgpit

ogromny postep W uzyskiwaniu nowych odmian roslin uprawnych 0 pozadanych cechach,
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spowodowany rozwini¢ciem klasycznych metod hodowli oraz metod opartych na technikach
biologii molekularnej i biotechnologii.

W metodach klasycznych zmienno$¢ genetyczna w Kierunku uzyskania odpornosci na
susze¢ moze zosta¢ zidentyfikowana poprzez przeszukiwanie bankéw zasobow genowych
(bankoéw plazmy zarodkowej) danego gatunku lub gatunkéw zgodnych plciowo. Korzystne
cechy sa wprowadzane do nowych linii genetycznych poprzez réozne kombinacje krzyzowania
ro$lin i nastgpnie selekcje potomstwa na podstawie ich fenotypu. W latach 70-tych ubieglego
stulecia w Meksyku oraz Ganie poprzez rozmnazanie i selekcje uzyskano odporne na susze
hybrydy kukurydzy, ktore réwniez charakteryzowaly si¢ lepszym plonem w warunkach
niedoboru wody (Bénziger i in., 2004). Jezeli zmienno$¢ genetyczna W obrebie danego
gatunku jest niewystarczajgca wowczas mozna wykorzysta¢ do krzyzowania dzikich
przodkéw roslin uprawnych, ktore stanowig cenne zrodio alleli odpornosci na susze (Nevo
I Chen, 2010). Skrzyzowanie dzikiego przodka, diploidalnego egilopsa (Aegilops tauschii L.)
z tetraploidalng pszenicg szorstka (Triticum turgidum var. durum) znacznie powigkszyto
zmienno$¢ genetyczng W kierunku odpornosci na rozne stresy biotyczne i abiotyczne oraz
dato poczatek heksaploidalnej pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) zawierajacej
genom D z A. tauschii (Villareal i in., 1994). Hodowcy z ICARDA (ang. International Center
for Agricultural Research in Dry Areas) poprzez skrzyzowanie linii hodowlanej jeczmienia
z jego dzikim przodkiem (Hordeum spontaneum) uzyskali nowa odmiang charakteryzujaca
si¢ bardzo duza odpornoscig na susz¢ oraz wysokim, stabilnym plonem w warunkach
niedoboru wody (ICARDA News). Klasyczna hodowla roslin odpornych na susze przyczynita
si¢ do uzyskania wielu nowych odmian m.in. ciecierzycy, fasoli, orzecha ziemnego czy soi
(Ashraf, 2010), jednakze jest to metoda czaso- i pracochtonna, a takze droga. Problemem jest
takze selekcja pozadanych genotypow, poniewaz wraz z korzystnymi cechami wprowadzane
sa cechy niepozadane. Uzyskanie nowych odmian 0 lepszych wlasciwosciach wymaga
przeprowadzenia wielu cykli rozmnazania i selekcji. Ulepszanie cech roslin uprawnych
metodami klasycznej hodowli jest mozliwe tylko wtedy, gdy dysponuje si¢ duzg zmiennos$cia
genetyczng.

Postgp w dyscyplinach zintegrowanych w biologi¢ systemow oraz technikach
wykorzystywanych w biologii molekularnej umozliwit rozwdj biotechnologicznych podejs¢
uzyskiwania nowych odmian. Hodowla wspomagana markerami (MAB, ang. marker-assisted
breeding) jest technika taczaca tradycyjng hodowle z markerami DNA i pozwala na
wydajniejsza selekcje odmian oraz skrocenie liczby cykli hodowlanych (Ashraf, 2010;

Tuberosa i Salvi, 2006). W tej technice przeszukiwanych jest bardzo wiele rejonow genomu

50



WPROWADZENIE LITERATUROWE

W celu zidentyfikowania takich miejsc na chromosomach, ktorych zmiennos$¢ alleliczna moze
by¢ statystycznie powigzana zZ cechg ilosciowa, na ktorej fenotypowa warto$¢ maja wptyw
liczne geny i oddziatywanie srodowiska. Sg one okreslane jako locus cechy ilosciowej (QTL,
ang. quantitative trait locus) (Tuberosa i Salvi, 2006). Identyfikacja markeréw QTL pozwala
na ocen¢ miejsca, liczby I wielkosci nasilenia efektu fenotypowego. Ulatwita wnikliwg
analiz¢ ztozonych cech kontrolowanych poligenowo odpowiadajacych np. za mechanizmy
regulujace odpowiedz na susze. Identyfikacja markeréw QTL wymaga ewaluacji fenotypowe;j
duzej liczby roslin tworzacych populacje mapujaca. Nastepnie czes¢ tej populacji podlega
genotypowaniu. Wykorzystujac odpowiednie metody statystyczne mozliwa jest identyfikacja
konkretnych loci kontrolujacych dang ceche (Asins, 2002). Populacj¢ mapujacg stanowi
okreslona liczba genotypéw (100 i wiecej) bedacych krzyzowka jednego gatunku lub
gatunkow spokrewnionych. Cecha, ktora jest badana musi by¢ polimorficzna pomigdzy
genotypami rodzicielskimi, a poziom jej dziedziczenia wysoki w obrebie populacji. Cztery
typy populacji sg wykorzystywane do identyfikacji markeréw QTL i konstruowania map
genetycznych: populacja sktadajaca si¢ z pokolenia F,, populacja utworzona przez
krzyzowanie wsteczne, podwojnych haploidéw i rekombinacyjne linie wsobne (Hussain,
2006). Wykorzystanie markerow QTL w hodowli wspomaganej markerami pozwala na
kumulowanie pozadanych alleli konkretnych genéw lub/i obszarow chromosomu (markerow
QTL) w jedno tlo genetyczne. Mapowanie markerami QTL w kierunku tolerancji na suszg
zostato przeprowadzone dla wielu roslin uprawnych, m.in. dla kukurydzy (Sari-Gorla i in.,
1999), pszenicy (Quarrie i in., 1994), jeczmienia (Teulat i in., 1997) czy ryzu (Bernier i in.,
2007). Przyktadowo, wykorzystujac populacje mapujaca jeczmienia, sktadajgca si¢ ze 187
rekombinacyjnych linii wsobnych, zidentyfikowano markery QTL zwigzane ze wzrostem,
liczba todyg i wzgledng zawartoscia wody. Ustalono, ze w warunkach niedoboru wody za
zmiany wzglednej zawarto$ci wody i liczby todyg byt glownie odpowiedzialny jeden region
na pierwszym chromosomie. Wiele oddziatywan epistatycznych pomi¢dzy markerami QTL
bylo obserwowanych tylko W suszy, co sugeruje, ze niektore regiony chromosomow
kontrolujg ekspresj¢ okreslonych cech wytacznie w warunkach niedoboru wody (Teulat i in.,
1997).

Nowe technologie stosowane w genomice, jak np. sekwencjonowanie nowej generacji
(Mardis, 2008) oraz narzedzia bioinformatyczne znacznie przyspieszajg identyfikacje nowych
markerow, ktoére moga zosta¢ wykorzystane W programach hodowlanych zmierzajacych do
uzyskania ro$lin odpornych na niedobér wody. Mapowanie markerami QTL jest skuteczng

metodg oceny tolerancji na stres i wcigz zyskuje na popularnosci 0 czym $wiadczy rosngca
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liczba badan nad ich identyfikacja. Mapowanie markerami moze by¢ rozszerzone 0 markery
metaboliczne (mQTL, ang. metabolic QTL) (Fernie i Schauer, 2009) czy proteomiczne
(pQTL, ang. proteomic QTL) (de Vienne i in., 2001). Ze wzgledu na ztozonos¢ genomu
i liczno$¢ oddziatywan pomiedzy poszczegdlnymi czynnikami genetycznymi oraz
srodowiskiem W wielu przypadkach liczba stabilnych markeréw QTL, ktére mogag by¢
wykorzystane w hodowli jest mniejsza niz zidentyfikowana w konkretnej populacji mapujace;j
W okreslonych warunkach s$rodowiska. Stanowi to jeden z powodéw, dla ktorych
wykorzystanie tej techniki w tworzeniu nowych odmian odpornych na susz¢ ma wcigz
niewielkie znaczenie (Ashraf, 2010).

Innym podejsciem, ktore jest wykorzystywane Ww uzyskiwaniu odmian
0 podwyzszonej tolerancji na susz¢ jest inzynieria genetyczna, ktore moze by¢ realizowane
gléwnie na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest podwyzszenie lub obnizenie ekspresji genow
kodujacych biatka zwigzane z odpowiedzig na suszg, jednakze modyfikacja pojedynczych
genow nie zawsze daje zamierzone rezultaty. Druga strategia polega na manipulacji ekspresja
genow regulatorowych, np. czynnikow transkrypcyjnych (Ashraf, 2010; Reguera i in., 2012).
Nadekspresja czynnikow DREB, ktore odgrywaja znaczaca role w regulowaniu ekspresji
gendw W suszy, zwykle prowadzi do zwigkszenia tolerancji na ten stres (Lata i Prasad, 2011).
Wprowadzenie genu z laseczki siennej (Bacillus subtilis) do odmian kukurydzy, ktore zostaty
przystosowane do wzrostu w warunkach ograniczonej dostgpnosci wody metodami hodowli
konwencjonalnej, spowodowalo podwyzszenie tolerancji na susz¢ oraz zwigkszenie
plonowania w tych warunkach (Castiglioni i in., 2008). Wykorzystanie biotechnologicznych
metod hodowli pozwolilo na uzyskanie wielu nowych odmian 0 podwyzszonej odpornosci na
suszg, a takze inne stresy abiotyczne, jednakze gldownym problemem w ich komercjalizacji
jest to, ze =zazwyczaj sa one testowane wyltacznie w kontrolowanych warunkach
laboratoryjnych, czgsto bez uwzglgdnienia wysokosci i stabilnosci plonu, ktory jest
kluczowym parametrem determinujgcym przydatno$¢ danej odmiany do uprawy (Ashraf,

2010; Cominelli i in., 2013).
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2. CEL PRACY

Celem badan byta analiza proteomiczna siewek liSci jeczmienia jarego (Hordeum
vulgare L.) wzrastajagcego W warunkach niedoboru wody i wyselekcjonowanie biatek
réznicujacych badane genotypy W suszy, ktore moga stanowi¢ potencjalne markery zwigzane
Z odpornoscig na ten stres.

Badania zostaly przeprowadzone na formach rodzicielskich Maresi (odmiana
niemiecka) i Cam/B1//C108887//CI05761 (linia hodowlana, syryjska) oraz 100
rekombinacyjnych liniach wsobnych (Fs) populacji mapujacej utworzonej z tych genotypow,
a takze na dwdch odmianach referencyjnych: Sebastian i Stratus.

Realizowane badania stanowia jedno z zadan projektu POLAPGEN-BD, ktorego
nadrzgdnym celem jest opracowanie narzedzi biotechnologicznych stuzacych do selekcji
odmian zb6z 0 zwigkszonej odpornosci na susze.

Wyselekcjonowane biatka, ktorych profil akumulacji ulegt zmianie w roslinach
poddanych dziataniu suszy zostang skorelowane z danymi uzyskanymi w pozostatych
zadaniach projektu, dotyczacych m.in. analiz genomu, transkryptomu i metabolomu, a takze
z cechami morfologicznymi i anatomicznymi roslin oraz dotyczacymi wlasciwosci
uzyskanego plonu. Pomyslna integracja danych proteomicznych pozwoli na identyfikacje

bialek-markerow, zwigzanych z odpornoscia na niedobor wody.
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3.1. Odczynniki

Odczynniki stosowane podczas ekstrakciji bialek:

-chlorek potasu; Bioshop (Kanada)

-sacharoza; Bioshop (Kanada)
-tri(hydroksymetylo)aminometan (TRIS); Bioshop (Kanada)
-wersenian disodowy (EDTA); Bioshop (Kanada)

-fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF); Bioshop (Kanada)
-etanol; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)

-fenol; Bioshop (Kanada)

-8-hydroksychinolina; Sigma-Aldrich (Niemcy)

-mieszanina inhibitoréw proteaz; GE Healthcare Life Sciences (USA)

Odczynniki stosowane do stracania bialek:

- octan amonu; Bioshop (Kanada)

- metanol; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)

Odczynniki stosowane do oczyszczania bialek:

- octan amonu; Bioshop (Kanada)
- metanol; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)

- poliwinylopirolidon; Sigma-Aldrich (Niemcy)

MATERIALY I METODY
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Odczynniki stosowane do rozdzialu bialek w pierwszym Kkierunku elektroforezy

dwukierunkowej:

- mocznik; Bioshop (Kanada)

- tiomocznik; Bioshop (Kanada)

- 3- [(3-cholamidopropylo)-dimetyloamonio]-propano-sulfonian (CHAPS); Bioshop (Kanada)
- zestaw do mierzenia stezenia biatka (2D Quant Kit); GE Healthcare Life Sciences (USA)

- ditiotreitol (DTT); Bioshop (Kanada)

- mieszanina amfolitow 0 zakresie pH 4-7 (IPG Buffer); GE Healthcare Life Sciences (USA)
- bigkit bromofenolowy; Bioshop (Kanada)

- TRIS; Bioshop (Kanada)

- glicyna; Bioshop (Kanada)

- dodecylosiarczan sodu (SDS); Bioshop (Kanada)

- paski zelowe 0 dtugosci 11cm i zakresie pH 4-7 (gradient liniowy) (Immobiline DryStrip
Gels); GE Healthcare Life Sciences (USA)

- olej (Immobiline DryStrip Cover Fluid), GE Healthcare Life Sciences (USA)

Odczynnik stosowane do rozdzialu bialek w drugim Kkierunku elektroforezy

dwukierunkowej:

- TRIS; Bioshop (Kanada)

- glicyna; Bioshop (Kanada)

- dodecylosiarczan sodu (SDS); Bioshop, Polska,
- ditiotreitol (DTT); Biohop, Polska,

- jodoacetamid (IAA); Bioshop, Polska,

- mocznik; Bioshop (Kanada)

- glicerol; Bioshop (Kanada)
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- biekit bromofenolowy; Bioshop (Kanada)

- mieszanina akrylamidu i bisakrylamidu (37,5:1); Bioshop (Kanada)
- nadsiarczan amonu; Bioshop (Kanada)

- N,N,N’, N -tetrametyloetylenodiamina (TEMED); Bioshop (Kanada)
- agaroza; Bioshop (Kanada)

- biatkowy marker wielko$ci mas; GE Healthcare Life Sciences (USA)

Odczynniki stosowane do utrwalania i barwienia bialek:

- kwas octowy; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)
- etanol; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)

- metanol; Polskie Odczynniki Chemiczne(Polska)

- biekit Coomassie G-250; Bioshop (Kanada)

- siarczan amonu; Bioshop (Kanada)

- kwas ortofosforowy; Polskie Odczynniki Chemiczne (Polska)

Odczynniki stosowane do trawienia enzymatycznego bialek:

- acetonitryl; Sigma-Aldrich (Niemcy)
- diweglan amonu; Sigma-Aldrich (Niemcy)

- trypsyna; Promega (Niemcy)

Odczynniki stosowane do analizy bialek metodami spektrometrii mas:

- acetonitryl; Sigma-Aldrich (Niemcy)
kwas a-cyjano-4- hydroksycynamonowy; Bruker Daltonics (Niemcy)

- standardy mas peptydow 0 zakresie mas 700-3600 Da; Bruker Daltonics (Niemcy)
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Czystos¢ wszystkich stosowanych odczynnikdéw byta na poziomie ,,czysty do analizy”
I wyzszym. Do sporzadzania roztworow odczynnikow i buforéw wykorzystywano wod¢

dejonizowang 0 Oporno$ci 18.2 MOhma, otrzymywang W systemie Pacific (TKA, Niemcy).

3.2. Material roslinny i warunki hodowli

Badania byly prowadzone na 104 genotypach dwurz¢dowego jeczmienia jarego
(Hordeum vulgare L.):

— 2 odmiany rodzicielskie: Maresi (Niemcy), Cam/B1//C108887/CI05761 (w dalszej czgsci
pracy nazywany Cam/B1/Cl) (Syria)

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

— populacja mapujaca sktadajaca si¢ ze 6smego pokolenia (Fg)100 rekombinacyjnych linii
wsobnych (RIL, ang. recombinant inbred line) otrzymanych technikg pojedynczego ziarna,
pochodzacych ze skrzyzowania Maresi i Cam/B1/ClI (populacja MCam).

Wszystkie rosliny uzyte w do$wiadczeniach byly hodowane w Instytucie Genetyki
Roslin PAN w Poznaniu w ramach projektu POLAPGEN-BD przez pracownikoéw z Zespotu
Fenotypowania i Genotypowania Zbdz z Zaktadu Biotechnologii kierowanego przez prof. dr
hab. Tadeusza Adamskiego.

Nasiona jeczmienia wysiewano do doniczek wypelionych 8 kg piasku gliniastego
(dostarczonego przez Instytut Uprawy Nawozenia | Gleboznawstwa w Putawach)
pomieszanego z piaskiem suchym w stosunku wagowym 7:2. Zastosowanie takich proporcji
gleby zapewnito dobra przewodno$¢ wody w doniczkach. W kazdej doniczce wysiewano po
25 nasion. Hodowla roslin prowadzona byta w szklarni, w czg¢éciowo kontrolowanych
warunkach temperatury oraz naswietlenia.

Optymalna wartos¢ wilgotnosci gleby wynosita w skali pF 2,2 (Krzywa pF - krzywa
sorpcji wody - zalezno$¢ pomiedzy silg ssaca gleby, a jej wilgotnoscia, wyrazona
W centymetrach stupa wody). Po 3 tygodniach wzrostu roslin, w stadium fazy trzech lisci (1.3
w skali Feeksa; ryc. 3.1.), zapoczatkowano stres suszy. Wilgotno$¢ gleby obnizona zostata do
wartosci pF 3,2, co stanowi obszar wody trudno dostgpnej dla ro$liny, ale nie przekracza
poziomu punktu trwalego wiednigcia, ktory wynosi w skali pF okoto 4,2. Stres utrzymywany

byl przez okres 10 dni. Rosliny kontrolne wzrastaty przy optymalnej wilgotnosci gleby.
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Wilgotno$¢ gleby kontrolowana bylo codziennie przy pomocy miernika wilgotnosci gleby
FOM/mts (ang. Field Operated Meter for determination of moisture temperature and salinity
of soils) wykorzystujacego metode reflektometryczng (EastTest, Instytut Agrofizyki, PAN).
Nastepnie dolewano odpowiednig ilos¢ wody W celu utrzymania ustalonych wartosci pF.
Liscie zbierano w dwoch powtorzeniach biologicznych po 10 dniach od rozpoczecia suszy.
Na kazde powtorzenie biologiczne skladata si¢ pula 10 roslin wzrastajacych w jednej
doniczce. Zebrany material natychmiast zamrazano w cieklym azocie, po czym

przechowywano go w temperaturze -80° C do momentu rozpoczecia analiz

~7
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Ryc. 3.1. Fazy rozwojowe zb6z wedlug skali Feekesa. 1-pidorkowanie (faza 1-3 lisci), 2-4-
krzewienie, 5-10-strzleanie w zdzbto,10.1-10.4-ktoszenie 10.5-kwitnienie, 11 —dojrzewanie
(Large, 1954).

3.3. lzolacja i oczyszczanie bialek cytoplazmatycznych z tkanki liSciowej

Ekstrakcja biatek cytoplazmatycznych jeczmienia byta przeprowadzona metoda
fenolowa (fenoliza), opracowang przez Hurkmana i Tanake¢ (Hurkman i Tanaka, 1986).

W  pierwszym etapie procedury zamrozong tkanke liSciowg uUmMieszczono
w schtodzonych cieklym azotem naczyniach ze stali nierdzewnej 0 pojemnosci 50 ml
z dwiema stalowymi kulami o $rednicy 12 mm i homogenizowano w mitynku kulowym
(MM400, Retsch, Niemcy) przez 45 sekund z czestotliwoscig 30 Hz. Nastgpnie odwazano po
300mg sproszkowanej tkanki i zawieszano w 750ul buforu ekstrakcyjnego z inhibitorami
proteaz (tab. 3.1.). Po 10 minutach inkubacji na lodzie, do préb dodawano wodny roztwor
fenolu z dodatkiem barwnika 8-hydroksychinoliny w stosunku objetosciowym 1:1

I wytrzasano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Ekstrakt wirowano z predkoscig 11
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000 g w wirowce Universal 320R (Hettich, Niemcy) przez 10 minut, w temperaturze 4° C.
Gorag fazg fenolowg zbierano, po czym ponownie wytrzasano z buforem ekstrakcyjnym
w stosunku obj¢tosciowym 1:1, W celu usunigcia zanieczyszczen. Proby ponownie wirowano
(11 000g, 10 min, 4° C). Nastepnie gorng faze fenolowa przeniesiono do nowych probowek.
Biatka wytracano z fazy fenolowej poprzez dodanie pigciu objgtosci 0,1M octanu amonu
rozpuszczonego w lodowatym metanolu. Po 24-godzinnym etapie inkubacji w temperaturze -
20° C proby wirowano przez 5 minut z predkoscig 11 000 g, w temperaturze 4° C. Nastepnie
poprzez zawieszanie w 1ml 0.1M octanu amonu rozpuszczanego w lodowatym metanolu osad
biatkowy przenoszono do nowej proboéwki i ponownie wirowano. W celu usunigcia zwigzkow
fenolowych biatka ponownie zawieszano w 0.1M octanu amonu rozpuszczonego w metanolu
z dodatkiem 1% poliwinylopirolidonu. Zawieszony osad wirowano, zbierano i ponownie
zawieszano w 0.1M octanie amonu rozpuszczonym w metanolu. Tak przygotowany osad
doczyszczano poprzez przemycie 80% roztworem acetonu. Proby zostawiono do wyschnigcia
na lodzie przez 20 minut. Uzyskany osad biatkowy byt w kolejnych etapach przygotowywany

do dwukierunkowego rozdziatu elektroforetycznego.

Tab.3.1. Sktad buforu ekstrakcyjnego.

sacharoza 700 mM
EDTA 50 mM

KCI 100 mM

[-merkaptoetanol 2% (w/v)
PMSF 1 mM

Tris-HCI, pH 8.0 500 mM

3.4. Dwukierunkowa elektroforeza bialek

Wyekstrahowane biatka cytoplazmatyczne rozdzielane byty metoda dwukierunkowej
elektroforezy zelowej (2D-PAGE). W pierwszym kierunku biatka rozdzielane byly na
paskach zelowych na podstawie posiadanego punku izoelektrycznego (pl) w gradiencie
mieszaniny amfolitoéw. W drugim kierunku biatka rozdzielano w zelu poliakrylamidowym, na

postawie posiadanej przez nie masy czasteczkowe;.
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Dla kazdego powtorzenia biologicznego roslin wzrastajacych w  warunkach
stresowych i kontrolnych, przeprowadzono dwa powtérzenia techniczne. Dla jednej
odmiany/linii jeczmienia uzyskano 4 elektroforegramy dla roslin poddawanych stresowi suszy
i 4 elektroforegramy dla roslin rosngcych w warunkach kontrolnych.

Oczyszczony, a nastgpnie osuszony osad biatkowy rozpuszczano w 300ul buforu
rehydratacyjnego (tab. 3.2.) i wytrzasano 30 minut, do momentu uzyskania jednorodnego
roztworu.

Pomiar stezenia biatka zawartego W probce byt wykonywany z wykorzystaniem
zestawu 2D Quant Kit. Standardem biatkowym uzytym do sporzadzenia krzywej wzorcowej
byta albumina z surowicy bydlgcej w odpowiednio wzrastajacych stezeniach. Do pomiaru
stezenia biatka wzigto po 2 pl badanych probek. Warto§¢ absorbancji mierzono przy dlugosci
fali rownej 480 nm na spektrofotometrze DU-62 (Beckman, Niemcy).

Kazda z préb zawierala po 300 pg biatka rozpuszczonego w roztworze
rehydratacyjnym, 55mM ditiotreitolu, 0,5% mieszaniny amfolitow 0 pH w zakresie 4-7 oraz
0,25 % barwnika bfgkitu bromofenolowego. Objetos¢ koncowa prob wynosita 200 pl.
Przygotowane proby wirowano 5 minut z predkoscig 11 000 g, po czym nakladano na
ceramiczne rynienki o dhugosci 11 cm. Na rozprowadzong po powierzchni rynienki probke
naktadano paski zelowe z unieruchomionym gradientem pH 4-7 o dlugosci 11 c¢cm. Po
usunigeiu powietrza spod powierzchni paskow cato$¢ pokrywano 700 pl oleju. Biatka
ogniskowano w temp. 18° C w aparacie Ettan IPGphor Il System (GE Healthcare Life
Sciences, USA) przez 19 godzin ze wstepnag, trwajaca trzy godziny rehydratacja pasywna (tab.
3.3.). Po rozdziale proby przechowywano w temp. -80°C lub bezposrednio wykonywano

rozdziat w drugim kierunku.

Tab. 3.2. Sktad buforu rehydratacyjnego

mocznik M
tiomocznik 2M
CHAPS 2% (W/v)
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Tab. 3.3. Parametry rozdziatu biatek w aparacie Ettan IPGPhor II

ti;orsliv)\iz:i; Napigcie (V) CZ?;Oa;;I)IZy kVh
- 0 3:00 0
State 50 9:00 0.45
Gradientowe 50-500 0:40 0.25
State 500 1:00 0.5
Gradientowe  500-1000 0:20 0.25
Gradientowe  1000-6000 2:30 8.8
State 6000 2:30 15
SUMA 19 24,8

Paski zelowe z rozdzielonymi biatkami inkubowano dwukrotnie po 15 minut
z wytrzasaniem W 5 ml buforze wyrownujacym pH zelu (tab. 3.3). W pierwszym etapie
rownowazenia bufor dodatkowo zawierat 1,5 % ditiotreitol, co umozliwito przeprowadzenie
reakcji redukcji mostkow dwusiarczkowych rozdzielonych biatek. Po 15 minutach inkubacji
wymieniono bufor na S$wiezy, ktory zawieral 3,5% jodoacetamid, ktory umozliwit
przeprowadzenie alkilacji wolnych grup tiolowych i zablokowania ponownego powstawania
mostkow siarczkowych. Po inkubacji paski zelowe przeptukiwano wodg dejonizowana, po
czym naktadano po dwa na 12% zel poliakrylamidowy (tab. 3.4.). Zele poliakrylamidowe
wykorzystywane do rozdziatu byty wykonywane w urzadzeniu DALT Twelve Gel Caster (GE
Healthcare Life Sciences, USA) w ptytach 0 wymiarze 24 cm X 24 cm dzien wczesniej w celu
zapewnienia catkowitego procesu polimeryzacji zeli. Pomig¢dzy paskami Zelowymi naktadano
marker wielko$ci, sktadajacy si¢ z mieszaniny biatek 0 zakresie mas czasteczkowych od 10
do 100 kDa. Nastepnie na paski zelowe umieszczone w ptytach rozprowadzano 1 ml 1%
agarozy w celu ich unieruchomienia i zapewnienia Scistego przylegania do krawedzi zelu
poliakrylamidowego. Po spolimeryzowaniu agarozy szyby elektroforetyczne z naniesionymi
probkami umieszczano w aparacie Ettan DALT twelve (GE Healthcare Life Sciences, USA).
Rozdziat bialek zachodzit w warunkach denaturujacych. Do rozdziatu wykorzystano dwa
bufory: bufor anodowy (tab. 3.5.) i katodowy (tab. 3.6.). Rozdzial przebiegal w temperaturze
19° C. Przez pierwsze pét godziny rozdziatu stosowano moc 2,5 W na plyte, a po tym czasie
zwigkszano ja do 15 W na ptyte. Czas rozdzialu wynosit ok. 3 godziny i trwat do momentu
rozwinigcia zelu na odleglos¢ 11 cm. Po zakonczeniu rozdzialu zele inkubowano w roztworze

do utrwalania biatek (100 ml/zel) z lekkim wytrzasaniem przez 3 godziny (tab. 3.7.). Po
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procesie utrwalania rozdzielone biatka na zelach wybarwiano bigkitem Coomassie (G-250)
w wersji koloidalnej (Neuhoff i in., 1985). Zele inkubowano z lekkim wytrzasaniem przez 12
godzin (tab. 3.8.). Na jeden zel zuzywano 100 ml roztworu do barwienia, na ktory sktadato sie
80 ml barwinka Coomassie i 20 ml metanolu. Po okresie inkubacji roztwor byt zlewany,
a nadmiar zwigzanego barwinka (tlo) odpukiwano poprzez kilkukrotng inkubacj¢ w wodzie
z lekkim wytrzasaniem. Po odpukaniu tla, zele skanowano na optycznym skanerze Image
Scanner 1ll (GE Healthcare Life Sciences, USA) w programie LabScan (GE Healthcare Life
Sciences, USA) w rozdzielczosci 300 dpi. Po udokumentowaniu, zele byty przechowywane w

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

Tab. 3.3. Sktad buforu wyréwnujacego.

Mocznik 6M
Glicerol 29% (V/v)
Tris-HCI pH 8.8 75 mM
SDS 2% (w/v)
1% roztwor bromofenolu 0,002% (w/v)

Tab. 3.4. Sktad Zelu poliakrylamidowego.

Akrylamid/Bisakrylamid (40%) 12%
Tris-HCI, pH 8.8 (1.5 M) 40 mM
TEMED 0,07% (v/v)
SDS (10%) 0,1% (v/Vv)
APS (10%) 0,05% (v/v)

Tab. 3.5 Sktad buforu anodowego.

Tris 25 mM

62



MATERIALY I METODY

Tab. 3.6. Sktad buforu katodowego.

Tris 25 mM
Glicyna 200 mM
SDS 0,1% (w/v)

Tab. 3.7. Sktad roztworu do utrwalania biatek w zelu poliakrylamidowym.

Kwas octowy (99%) 10% (v/v)
Etanol (96%) 50% (v/v)

Tab. 3.8 Sktad barwnika Coomassie W wersji koloidalnej

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

3.5. Analiza statystyczna

Do analizy komputerowej uzyskanych elektroforegramow w celu wyselekcjonowania
biatek 0 zmienionym profilu akumulacji w suszy w genotypach rodzicielskich (Maresi,
Cam/B1/Cl), referencyjnych (Sebastian, Stratus) oraz 100 genotypoéw populacji mapujace;j
MCam wykorzystano program Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare Life Sciences,
USA). Do analizy wykorzystano po 8 zeli z kazdej badanej odmiany i linii (4
elektroforegramy uzyskane z ro$lin wzrastajacych w warunkach kontrolnych i 4 z ro$lin
poddanych dziataniu suszy). L.acznie przeanalizowano 832 elektroforegramy.

Na odpowiednio przygotowanych obrazach zeli nastgpowalo automatyczne
wykrywanie plamek biatkowych po uprzednim ustawieniu wartosci dla parametrow:
wygladzenie plamek (ang. smooth) — 3, krzywizna plamek (w zaleznosci od genotypu) (ang.
saliency) — 30-40, minimalna powierzchnia plamki (ang. minimal area) — 20. Po wykryciu
plamek, na kazdym zelu ustalano od 4 do 5 znacznikéw (ang. landmark), stanowigcych

wyrazne plamki 0 $redniej wielkoSci i okraglym ksztalcie, ktore byly obecne na kazdym
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z elektroforegraméw. W kolejnym etapie analizy nastgpowalo automatyczne dopasowanie
plamek (ang. matching) pomigdzy powtdrzeniami zeli uzyskanych z roslin kontrolnych
i poddanych dziataniu suszowy oraz pomiedzy badanymi warunkami eksperymentalnymi
(kontrola vs susza). Aby podwyzszy¢ doktadnos¢ analizy i stopien trafnosci dopasowania
plamek biatkowych pomiedzy zelami przeprowadzono dodatkowo korekcje dopasowywania
niektorych plamek. Edycja polegata glownie na dodawaniu lub usuwaniu plamek oraz
zestawOw potgczen (ang. matchset), ktore nie zostaly lub zostaly blednie dodane przez
algorytm. Parametrem na podstawie, ktorego oceniano wzgledny poziom akumulacji biatek
byt ,procent objetosciowy” (ang. % of volume) uwzgledniajacy powierzchni¢ oraz
intensywno$¢ wybarwienia plamki biatka w odniesieniu do calego zelu. Ten parametr jest
wzglednie niezalezny od zmienno$ci poziomu intensywnosci wybarwienia pomiedzy zelami
spowodowanymi np. btgdami technicznymi powstatymi podczas naktadania prob biatkowych
na zel lub podczas procedury barwienia. Analiza statystyczna réznic pomiedzy poziomem
akumulacji biatek w kontroli i suszy byta przeprowadzana za pomocg testu t-Studenta.
Roznice W poziomie akumulacji biatek byly uwazane za istotne gdy p-wartos¢ byta mniejsza
badz rowna 0,05 i stosunek pomiedzy najnizsza znormalizowang warto$cig jednej grupy zeli,
w ktorej akumulacja danego biatka byla wicksza I najwyzsza znormalizowang wartoscig
drugiej grupy, w ktorej to samo biatko charakteryzowato si¢ nizszym poziomem akumulacji
wynosit przynajmniej 1,5 (ang. ratio), co w wigkszosci przypadkéw odpowiadato

przynajmniej dwukrotnej zmianie w poziomie akumulacji w stosunku do kontroli.

3.5.1. Calosciowa analiza zmian profili akumulacji bialek (analiza niecelowana)

Przeprowadzenie catosciowej analizy zmian proteomu w celu uzyskania profili
akumulacji biatek w liniach hodowlanych populacji mapujacej i genotypach rodzicielskich
wymagato opracowania Sposobu analizy danych proteomicznych oraz wykorzystania
dodatkowego oprogramowania. Podstawe do wykonania analiz w tym podejsciu byly
wczesniej opracowane elektroforegramy W analizach pojedynczych genotypéw (kontrola vs
susza).

Do analizy catosciowej zmian proteomu wybrano 102 zZele referencyjne (po jednym z
kazdego genotypu), ktore posiadaty juz wykryte plamki biatkowe z nadang numeracja i byty

skladnikami  zestawu plamek obejmujacego profil akumulacji danego bialka
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W poszczegblnych 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 mapujgcej i odmian
rodzicielskich (ang. matching). Poprawno$¢ utworzonych zestawow potgczen plamek
pomiedzy elektroforegramami zostata nast¢pnie zweryfikowana poprzez ich usuwanie lub
akceptacje. W analizie catosciowej 102 genotypow wykorzystano fakt, ze kazda dopasowana
plamka pomig¢dzy okre$long liczbg genotypow (ang. matchset), posiada ten sam numer
porzadkowy na tym zelu, ktory byl wykorzystany w analizie danego genotypu podczas
identyfikacji réznic w akumulacji biatlek wywolanych niedoborem wody. Na podstawie
zgodnosci W numeracji mozliwe bylo odszukanie odpowiedniego zestawu plamek wraz
z warto$ciami ,,% objetosciowego” W poszczegdlnych genotypach i utworzenie zbiorczego
profilu akumulacji danego biatka dla populacji mapujacej i form rodzicielskich (ryc. 3.2.).

Kolejnym etapem bylo wyeksportowanie z programu Image Master Platinum 2D dla
projektu zawierajacego 102 zele (analiza niecelowana) i projektow, w ktorych analizowano
pojedynczo linie hodowlane populacji mapujacej oraz odmiany rodzicielskie tabel
zawierajacych numeracje zestawow potaczen pomigdzy plamkami (ang. matchset table) oraz
plamek (ang. spot tables).

Wyodrgbnienie profili akumulacji bialek dla wszystkich genotypow oraz analizy
statystyczne zostaly przeprowadzone przez Prof. dr hab. Pawla Krajewskiego z Zaktadu
Biometrii z Instytutu Genetyki Roslin PAN z wykorzystaniem wtasnorecznie opracowanych
skryptow 1 programu GenStat 17 (VSN International, Wielka Brytania).

Dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne (HCA, ang. Hierarchical Clustering
Analysis) zostato przeprowadzone w programie PermutMatrix (Caraux i Pinloche, 2005) dla
efektu suszy wybranych bialek. Grupowanie wykonano metoda Warda na podstawie
odlegtosci euklidesowej. Sposrod grupy biatek o0 statystycznie istotnej interakcji
susza x genotyp, do analizy HCA wybrano 46, ktore byly obserwowane W przynajmniej 75
liniach populacji mapujacej. Dla takiego zbioru mozna bylo zastosowa¢ imputacje

brakujacych obserwacji metoda bazujaca na regresji wielorakiej (Beale i Little, 1975).
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Analiza pojedynczego
genotypu

Kentrola Susza

gm E E El :.:mﬁ Mumer zestawu plamek - 234
= Mumer plamki - 10
i0MEEE - '

Numer zestawu plamek-123
Numer plamki - 10, 12, 14, 45,
66,84, 44,89

Analiza globalna zmian
proteomu w obrebie catej
populacji mapujacej

Ryc. 3.2. Schemat postepowania w analizie niecelowanej zmian proteomu w obrgbie catej
populacji mapujacej. Kolorem zo6ttym wyrdzniono przyktadowy numer plamki, dzigki ktorej
mozliwe bylo odnalezienie odpowiedniego zestawu plamek w konkretnej analizie
pojedynczego genotypu i wyodrebnienie profilu akumulacji biatka w warunkach kontrolnych

i suszy.

3.6. Trawienie enzymatyczne bialek z zelu poliakrylamidowego

Uwidocznione na elektroforegramie plamki, reprezentujace rozdzielone biatka zostaty
wyciete z zelu przy pomocy skalpela i nastgpnie przelozone do probowek. Trawienie
enzymatyczne biatek zostato przeprowadzone zgodnie z protokotem opracowanym przez
Schevchenke (Shevchenko i in., 1996).

W pierwszym etapie wycigte kawatki zelu przemywano 100 ul roztworu 50 mM
diweglanu amonu : acetonitryl (50:50). Po 15 minutach roztwér byt usuwany, a biatka
przemywano 100 pl acetonitrylu. Nastepnie dodawano 100 pl 50mM diweglanu amonu
i inkubowano przez 15 minut. Cato$¢ usuwano, a bialka przemywano dwukrotnie
acetonitrylem, po czym suszono przez 5 min w koncentratorze préozniowym Concentrator
5301 (Eppendorf, Niemcy). Do wysuszonych kawatkow zelu dodawano po 10ul trypsyny

0 stezeniu 20 ng/ul w 25 mM roztworze diweglanu amonu i inkubowano w temperaturze
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37° C przez 12 godzin. Po okresie inkubacji w celu wyekstrahowania peptydow z zelu do
prob dodawano 1pl acetonitrylu, po czym wirowano przez 1 min z predkoscia 5000 g
w wirowce MiniSpin (Eppendorf, Niemcy), a nast¢pnie proby poddano dziataniu
ultradzwiekéw przez 5 minut i ponownie zwirowano. Proby przechowywano w temperaturze
-20° C.

3.7. Identyfikacja bialek metodami spektrometrii mas

Do analizy wycigtych z zelu biatek wykorzystano spektrometry masowe MALDI-TOF
Autoflex oraz MALDI-TOF/TOF Ultraflex Xtreme (Bruker Daltonics, Niemcy). Metoda
identyfikacji byt metody peptydowy odcisk palca (PMF, ang. peptide mass fingerprinting).
W przypadku niepowodzenia identyfikacji najbardziej intensywne peptydy na widmie
podlegaty fragmentacji (MALDI-TOF/TOF) i na podstawie mas uzyskanych fragmentow
nastepowata kolejna proba identyfikacji.

Probki do pomiaréw spektrometrycznych naktadano metoda suchej kropli. Przed
nalozeniem na ptytke analityczng uzyskane po trawieniu enzymatycznym peptydy poddawano
oczyszczaniu i zatezaniu za pomoca koncowek ZipTip® (Merck Millipore, Niemcy). 0,5 ul
roztworu uzyskanych peptydéw naktadano na ptytke AnchorChip o $rednicy studzienek 600
um (Bruker Daltonics, Niemcy) i nastgpnie nanoszono rowng objetos¢ matrycy, ktorg
stanowil przesycony roztwor kwasu o-Cyjano-4-hydroksycynamonowego rozpuszczonego
w 50% acetonitrylu i zawierajacy 0,1% kwasu trifluorooctowego.

Przed pomiarami spektrometr byt kalibrowany przy uzyciu standardow peptydowych
0 zakresie mas od 700 do 3600 Da (Bruker Daltonics, Niemcy). Jonizacja nastgpowata w
wyniku wzbudzenia probek promieniami lasera azotowego dziatajacego emitujagcego Swiatto
w zakresie ultrafioletu o dlugosci fali 337 nm. Wszystkie analizy przeprowadzono
w dodatnim polu jonizujacym. W celu optymalizacji trajektorii lotu promieni jondéw
I zwigkszenia rozdzielczosci pomiary byly wykonywane z uzyciem reflektronu (tryb
z odbiciem), dzigki czemu mozliwe bylo obserwowanie na widmie rozktadu izotopowego dla
wigkszosci pikow (ryc. 4.3.). Dla kazdej probki rejestrowano widma mas uzyskane w wyniku
zsumowania przynajmniej 60 strzalow lasera.

Widma masowe byly wykonywane w programie Flex Control 3.3 (Bruker Daltonics,

Niemcy) i podlegaty edycji w programie Flex Analysis 3.3 (Bruker Daltonics, Niemcy). Masy
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pikéw na widmie byly kalibrowane przy uzyciu mas peptydow pochodzacych z autolizy
trypsyny oraz powszechnie wystgpujacych zanieczyszczen — Kkeratyn, ktére po procesie
kalibracji usuwano z widma. Wykorzystanie dwoch wysokorozdzielczych analizatorow czasu
przelotu jonéw (MALDI-TOF/TOF) pozwolito na fragmentacj¢ wybranych pikéw i uzyskanie
widm MS/MS, co przewaznie skutkowato identyfikacja wigkszej liczby biatek (ryc. 3.3.).

Do identyfikacji biatlek wykorzystywano oprogramowanie BioTools 3.2 (Bruker
Daltonics, Niemcy) oraz serwer MASCOT 2.3 (Matrix Science,
http://www.matrixscience.com), korzystajacy z biatkowych i nukleotydowych baz danych.
Biatka identyfikowano w bazie SwissProt oraz NCBI.

W celu poprawienia jakosci otrzymywanych wynikow w silniku MASCOT ustawiono
dodatkowe parametry wyszukiwania potencjalnych identyfikacji. Obszar taksonomiczny
zostal zawezony do roslin zielonych (Viridiplantae), okreslono enzym uzyty do trawienia
z mozliwosciag wykonania jednej btednej lub braku hydrolizy wigzania peptydowego
w sekwencji aminokwasowej biatka. Jako modyfikacje state ustalono karbamidometylacje
reszt cysteiny (efekt traktowania paskéw zelowych buforem zawierajagcym jodoacetamid),
a jako modyfikacje prawdopodobng oksydacj¢ metioniny. Okreslono zakres tolerancji dla mas
peptydéw, ktoéry wynosit 0.2 Da. Uwzgledniono, ze widmo zostalo wykonane w trybie jonow
dodatnich, a obserwowane piki posiadajg mas¢ monoizotopowa. W trybie analiz MS/MS
analizowano pi¢¢ najbardziej intensywnych peptydow na widmie, a tolerancja pomiaru masy
wynosita 0.5 Da.

Wygenerowane przez program wyniki uwzgledniaty okreSlone parametry,
potwierdzajace stopien dopasowania identyfikacji biatka. Gléwnym parametrem, ktory brano
pod uwage, jako okreslajacy identyfikacje bialka byla liczba punktéw przyznanych przez
algorytm. Jezeli warto$¢ znajdowatla si¢ na poziomie ufnosci p=95% uznawano, ze biatko
zostalo prawidlowo zidentyfikowane lub posiada wysoki stopien homologii ze
zidentyfikowanym w bazie biatkiem. Ponadto uwzgledniano stopien pokrycia sekwencji
aminokwasowej, liczb¢ dopasowanych pikow, organizm, z ktorego pochodzi zidentyfikowane

biatko, mase czasteczkowa i punkt izoelektryczny.
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Ryc.3.3. Poréwnanie skutecznos$ci identyfikacji biatek za pomoca peptydowego odcisku palca

(A) i fragmentacji (MS/MS) (B). Kolor czerwony — brak identyfikacji, kolor zielony —

identyfikacja, kolor zotty — identyfikacja niepewna.
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4. WYNIKI

4.1. Analiza proteomiczna genotypow rodzicielskich i referencyjnych

Dwukierunkowa elektroforeza zelowa zostata wykorzystana do monitorowania zmian
w profili akumulacji biatek w liSciach genotypoéw rodzicielskich jeczmienia jarego: Maresi
i Cam/B1/Cl oraz w dwoch referencyjnych: Sebastian i Stratus. Ponad 1000 plamek zostato
wykrytych na elektroforegramach ekstraktow biatkowych z roslin kontrolnych i poddanych
dziataniu suszy (ryc. 4.1.).

Maresi jest odmiang dwurzedowa, wyhodowang w Niemczech, posiadajaca gen pot-
kartowatoéci denso, ktdry zapewnia podwyzszong odporno$¢ na wyleganie (Kuczynska
i Wyka, 2011). Cam/B1/Cl jest linia hodowlang pochodzenia syryjskiego. Sebastian jest
wysokoplonujaca odmiang browarng pochodzenia dunskiego, a Stratus jest odmiang polska,
wykorzystywang glownie na cele paszowe. Obie odmiany referencyjne charakteryzuja si¢
przypuszczalnie niska tolerancja na deficyt wody (Lukowska i Jozefaciuk, 2013).
W badaniach, gdzie bezposrednio poréwnywano formy rodzicielskie, odmiana syryjska
charakteryzowata si¢ efektywniejszym wspotczynnikiem wykorzystania wody (WUE, ang.
water use efficiency) oraz azotu w warunkach ograniczonej dostgpnosci tego pierwiastka.
Natomiast w warunkach deficytu wody zarowno Cam/B1/CI jak i Maresi odznaczaty si¢ dos¢
wysokim indeksem odpornosci na susze (Gorny, 2001).

W doswiadczeniu szklarniowym przeprowadzonym W Instytucie Genetyki Roslin
zastosowane warunki suszy w wiekszym stopniu zahamowaty wzrost odmiany niemieckiej,
podczas gdy w Cam/B1/Cl redukcja biomasy w poréownaniu do roslin kontrolnych byta

znacznie nizsza (ryc.4.2.).
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97 kDa

Ryc. 4.1. Elektroforegram rozdzielonych biatek liscia jgczmienia. Naniesione ksztalty
reprezentujg bialka, ktore zareagowaly na susze W poszczegdlnych genotypach: Maresi (m),
Cam/B1/CI/ (), Stratus (#), Sebastian (+). Plamki otoczone ramka reprezentujg bialka,
ktorych profil akumulacji zmienial si¢ przynajmniej w dwoch odmianach (opis zmian
poziomu akumulacji dla tych biatek umieszczono w tabelach 4.1-4.4 oraz 4.6).
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~ Kontrola
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s —
Cam/B1/ClI

Ryc. 4.2. Poréwnanie odmian rodzicielskich w kontroli i po 10 dniach od momentu

rozpoczecia Suszy.

Rozdzielone biatka na zelach poliakrylamidowych kazdej z odmian podlegaty ocenie
statystycznej w celu identyfikacji plamek réznicujacych rosliny wzrastajace w warunkach
kontrolnych i poddanych dziataniu suszy. Analiza statystyczna umozliwita detekcje 218
biatek (tacznie dla wszystkich 4 genotypoéw) 0 zmienionym profilu akumulacji w poréwnaniu
do roslin kontrolnych (tab.4.1-4.4.). Reprezentatywne elektroforegramy dla badanych
genotypow z naniesiong numeracjg biatek 0 zmienionym profilu akumulacji w suszy zostaty

umieszczone w materiatach dodatkowych (ryc. S1-S4).
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Tab. 4.1. Bialka, ktorych poziom akumulacji ulegt zmianie pod wptywem suszy w lini hodowlanej Cam/B1/CI. Tabela w wigkszej rozdzielczosci

jest dostgpna na plycie CD.

Zmiana Punky z Masa Masa czasteczkowa
Nr plamki Nazwa binlka Organizm pvartose| :]‘:i“‘mwv] ™ obmm_] Susza/Kontrola|  profili | Motoda identyfikacji | MascoT | % Pokrycia| L (eksperymentaloa)iDa | RELT ; P"’;’:jh‘: o

— — Jumulacji (@=0.05) (teoretyczua) [Da]| ‘<P 1 Ty
1 Peroksyredoksyna dwucysteinowa Hordeum vulgare 6,68E-03 0012 0.038 3.1 WZROST PMF 82 40 5.4 23398 6.4 11494 BAS1_HORVU C5
2 Domena wigzaca RNA Hordeum vulgare 1,63E-04 0.142 0.030 03 spadek PMF 85 36 18 30719 43 32125 1326516784
3 S glutationu Hordeum vulgare 3,58E-03 0.026 0.061 24 WZROST PMF 112 34 8.9 33484 5.6 34009 @i[326507956 c4
4 C-koncowa hydrolaza ubikwityny 19 Arabidopsis thaliana 8,94E-03 0.021 0.065 31 WZROST MS/MS 28 1 48 77097 5.2 34662 GPMI_DINSH K1
5 Bialko kompleksu wydzielajgeego tlen Solanum tuberasum 4,76E-02 0.520 0.11 02 spadek MS/MS 312 13 5.8 35595 53 37353 PSBO_SOLTU
6 o] NADP+fermedok Hordeum vulgare 9,98E-03 0.168 0.098 0.6 spadek PMF 101 39 8.3 39971 6.4 40252 gi[326402141 K2
7 Oksydoreduktaza NA DP+ferredoksyna Triticum aestivum 2,19E-03 0.202 0.248 12 WZROST PMF 105 48 6.9 40491 5.7 40252 i[20302473
8 Niezidentyfikowane 3,07E-02 0.014 0.036 27 WZROST 6.2 41337
9 Niezidentyfikowane 1,63E-03 0.071 0.184 26 WZROST 5.2 40869
10 Niezidentyfikowane 2,17E-01 0.128 0.166 1.3 WZROST 6.7 43222
11 Niezidentyfikowane 2,35E-04 0.056 0.103 1.8 WZROST 6,0 44377
12 Aktywaza RuBisCO, izoforma B Triticum aestivum 5,64E-04 0.012 0.186 15.7 WZROST PMF 145 41 6.9 48012 5.6 47387 217960277 K3
15 |Amacniakoliaza fenyloalaniny Bromheadia finlaysoniana | 7,68E-05 0.051 0.023 04 spadek MS/MS 39 2 71 76605 5.1 65229 PALY BROFI J1
16 Dehydrogenaza glutaminianowa Hordeum vulgare 5,99E-03 0.027 0.106 39 WZROST PMF 86 27 5.3 54461 5.6 66998 gi[326519016
17 Enolaza Hordeum vulgare 6,68E-04 0.220 0.279 13 WZROST PMF 132 39 54 48601 56 69269 4i[326490934 il
18 Reduktaza glutationu (chloroplastowa) Hordeum vulgare 5,44E-03 0.024 0.032 1.4 WZROST PMF 87 28 76 59615 6.0 72042 gi|157362217
20 Syntaza ATP, pedjedostka alfa (chloropl Hordeum vulgare 1,80E-02 0.031 0.048 1.6 WZROST PMF 76 19 6.3 55317 5.9 76683 ATPA_HORVU
21 Reduktaza ferredoksyna-azotyn Hordeum vulgare 3,33E-04 0.083 0.034 04 spadek PMF 122 20 6.3 66660 6.3 78493 £i[326505210 12
23 Bialko szoku cieplnego 70 kDa (mitochondrialne) Phaseolus vulgaris 9,28E-03 0.044 0.057 1.3 WZROST MS/MS 121 3 6.0 72721 5.5 82794 HSP7M_PHAVU c2
24 Bialko szoku cieplnego 70 kDa (chloroplastowe) Hordeum uuigare 9,B6E-04 0.157 0.086 0.5 spadek PMF 120 21 5.0 73955 4.8 85601 21326492960 C3
25 Niezidentyfikowane 1,02E-02 0.043 0.079 1.8 WZROST PMF 122 39 5.7 35765 6.2 43542 21326517467
26 Aldolaza fruktoze- 1,6- bisfosforanu Hordeum vulgare 5,39E-04 0.056 WZROST PMF 114 31 6.1 30064 6.8 48286 ¢i[226316443 c7
27 Niezidentyfikowane 1,76E-03 0.006 0.021 35 WZROST 6.2 74416
28 |Bialko szoku cieplnego 70 kDa (chloroplastowe) Brachypodium distachyon | 3,74E-03 0.168 0.128 0.8 spadek PMF 107 25 50 73203 47 84890 4357134133
29 Biatko szoku cieplnego 70 kDa (chloroplastowe) Spinacia oleracea 2,60E-02 0.135 0.066 0.5 spadek MS/MS 108 4 4.9 64918 4.7 85458 HSP7S SPIOL
30 Niezidentyfikowane 9,70E-04 0.047 0.117 25 WZROST 5.2 30460
33 Niezidentyfikowane 7,32E-03 0.042 WZROST 6.8 31162 Ch
34 F askorbinianowa Hordeum vulgare 1,68E-04 0.148 WZROST PMF 117 49 5.1 27964 5.2 32907 g1/ 15808779
36 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego Zea mays 1,53E-04 0.019 WZROST MS/MS 40 2 70 43182 6.4 44377 G3PA_MAIZE
37 Niezidentyfikowane 6,55E-04 0.042 WZROST 59 44716
38 Dehydrogenaza L-idonianowa Hordeum vulgare 5,55E-09 0.04 WZROST PMF 199 58 6.3 39564 6.8 54434 2i|326515958
39 Syntetaza glutaminianowa (chloroplastowa) Hordeum vulgare 1.57E-04 0.937 2.308 23 WZROST PMF 118 40 5.8 46902 5.1 53295 £i[755762 Cl
40 Aktywaza RuBisCO, izoforma A Hordeum vulgare 4,91E-04 0.135 WZROST PMF 194 39 8.0 51383 5.1 57456 RCAA_HORVU
42 Syntetaza glutaminianowa (chlcroplastowa) Hordeum vulgare 7,60E-03 0.087 spadek MS/MS 243 7 5.1 47406 50 31360 GLNA2 HORVU
44 Proteaza kazeinolitvezna (Clp), domena wigzgea ATP Hordeum vulgare 2,82E-02 0.056 0.077 1.4 WZROST PMF 127 21 6.7 102090 5.8 93196 ¢i[326514880
46 Peroksydaza askorbinianowa Hordeum vulgare 3,57E-02 0.013 0.038 29 WZROST PMF 5.9 27532 5.2 35670 gi|3688398
47 Dehydrogenaza aldehydu betainowego Hordeum vulgare 1,21E-03 0.023 0.059 25 WZROST PME 85 19 5.5 55276 5.1 68540 i[15147871
48 |Bialko wiazace duza podjednostks RuBisCO Secale cereale 5,52E-03 0,441 032 0.7 spadsk MS/MS 47 53721 57 68900 RUBB_SECCE 3
49 Proteaza kazeino-lityezna (Clp), domena wigzaea ATP Hordeum vulgare 1,54E-02 0.027 0.037 1.4 WZROST PMF 127 21 6.7 102090 6.4 102889 gil326514880
50 Bialko wigzace swiatla (wngtrza) retikulum endoplazmatyeznego Solanum lycopersicum 2,02E-03 0.008 0.038 5.0 WZROST MS/MS 90 4 5.0 73475 5.3 86300 BIP_SOLLC K4
51 Bialko wigzace swiatla (wngtrza) izoforma 3 Hordeum vulgare 3,78E-03 0.007 0.041 5.8 WZROST PMF 96 29 5.1 73301 5.1 79546 81326495158 K5
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Tab 4.2. Biatka, ktérych poziom akumulacji ulegt zmianie pod wptywem suszy w odmianie Maresi. Tabela w wigkszej rozdzielczosci jest dostgpna

na plycie CD.

Punky z .
" Kontrola Susza Zmiana profilu Metoda % pokrycia pl Masa czasteczkowa pl Masa czasteczkowa Numer Pozycja na
Nr plamki Narwa bialka Organizm p-wartosé [% objetodciony] | [% ob, . Susza/Kontrola alrunsulac]i fikacji MASCOT E " [Dal | (el Ine) | (ek Ina)[Dal ke
1 P dok dwy i Hordeum vulgare 8,25E-03 0.016 0.053 34 WZROST PMF 40 54 23398 6.4 11484 BAS1_HORVU Cs
2 Niezidentyfikowane 9,25E-03 0.015 0.056 37 WZROST 5.3 11784
3 delta-1-pirolino- 5- karhoksylanu Vigna 1,03E-03 0.050 0.025 05 spadek PMF 33 1 6.6 73531 56 32575 P5CS_VIGAC G4
4 K leks el iarkowy b6f Hordeum vulgare 2,47E-03 0.045 0117 26 WZROST PMF 74 22 8.5 24124 59 14400 qi|326518434 Bl
5 Niezi fikowane 1,25E-02 0.016 0.042 28 WZROST 6.2 19744
6 Maedicago sativa L13E-0: .018 0.043 4 WZROST SIMS 30 2 7.8 39458 47 20351 MTDH MEDSA A3
7 Solanum Iycopersicum , 36E-0: .005 0.022 43 WZROST S/MS 82 (] .0 73475 .3 86300 BIP SOLLC K4
Bialko rybosomalne 2 rodziny L10 Hordeum vulgare ,83E-0. .069 0.052 .8 spadelc PMF 121 3 X 24197 . 24566 gi|326507838
10 S-transferaza glutationu Hordeum vulgare , 10E-04 .039 0.077 .0 WZROST PMF il 7 .7 23557 2 27108 21326490728
11 |Peroksyredoksyna dwucysteinowa Hordeum vulgare 36E-0) 026 0071 7 WZROST SIMS 7] 10 4 23308 ¥ 26718 BASI_HORVU
12 Niezidentyfikowane 7 3E-0! .014 spadek . 28559
13 Biatko p vdziel: tlen (prekursor) Triticum aestivum 7.04E-03 0.095 0174 18 WZROST PMF 110 41 8.8 27424 55 30038 PSBP_ WHEAT
14 Niezidentyfikowane 7,78E-03 0.157 0.106 0.7 spadek 5.2 30498
15 Bialka i ‘kwencje syenalng Arabidopsis thaliana 1,80E-02 0.067 0.041 0.6 spadek MS/MS 29 1 9.7 53257 5.1 31123 SR5541_ARATH Ad
16 Peroksydaza askorbinianowa Hordeum vulgare 1,65E-0! 0.019 0.045 24 WZROST PMF a0 4 59 27532 64 31801 gi|3688398
18 S-transferaza glutationu Hordeum vulgare 2,50E-0: 0.011 0.039 .5 WZROST PMF 112 4 89 33484 5.6 33709 gi|326507956 c4
19 C-koncowa hydrolaza ubikwityny 19 Arabidopsis thaliana 1,12E-0: 0.077 0.038 .5 spadek MS/MS 28 1 4.8 77097 52 34750 GPMI_DINSH K1
20 |Biatko zawierajace domeng wiazgca RNA Hordeum vulgare 441E-0 0.024 0.079 .2 WZROST PMF 112 0 46 31672 43 35687 2326493824
21 Biatko vdziel: tlen Solanum tuberosum 4,15E-04 0.446 0.931 21 WZROST MS/MS 330 13 5.8 35585 5.1 37164 PSBO_SOLTU
22 fikowane 2,05E-04 0.024 spadek 59 38263
23 Bialka I wydzielajacego tlen Solanum 1,93E-03 0.067 0.033 05 spadek MS/MS 164 a 5.8 35595 5.3 39185 PSBO_SOLTU Gl
24 0 NADP+ Hordeum vulgare 2,28E-05 0.171 0.086 0.5 spadek PMF 90 32 8.3 39971 6.4 40457 21326492141 K2
25 Oksydoreduktaza NA DP +ferredoksyna Triticum aestivum 8,78E-0: .22 0.160 .7 spadek PMF 104 33 6.9 40491 .8 39685 2i[20302473 AS
26 Niezidentyfikowane 9,99E-04 .054 0.17 L1 WZROST . 1128
28 Syntaza cysteinowa Hordeum vulgare 3,17E-0. .13 0.074 .6 spadek MS/MS 46 3 5.3 34207 . 1285 CYSK_HORVU G2
29 Niezidentyfikowane 1,13E-02 .04 0.02 L7 spadelc . 2077
0 Syntaza cysteinowa Triticum aestivum 1,85E-05 .060 spadelc PMF as 40 5.5 34207 . 1600 3:.180762
1 iezidentyfikowane 2,58E-04 .045 spadek PMF a2 39 5.7 35765 .1 2885 gi|326517467
3 iezidentyfikawane 2,01E-04 .033 0.077 23 WZROST .1 14041
34 Niezidentyfikowane 1,81E-02 0.318 0.587 1.8 WZROST .2 15318
35 |Epimeraza UDP-galakiczy Hordeum vulgare 1,08E-02 0.362 0256 0.7 spadek PMF 179 2 7.1 41562 6.0 45212 8il326523629 Al
36 fikowane 1,88E-02 0.052 0.023 0.4 spadek 59 46834
37 fikowane 2,16E-02 0.073 0.031 0.4 spadek PMF 77 39 7.8 68384 5.8 46724 3:T47968 B2
38 Aktywaza RuBisCO, izoforma B Triticum aestivum 3,22E-04 0.022 0.106 4.7 WZROST PMF 145 41 6.9 48012 5.5 47387 2i 7960277 K3
9 Aldolaza fruktozo- 1,6-bisfosforanu Hordeum vulgare 5,16E-0: .309 0237 . spadek PMF 198 53 6.1 38102 . 49901 gil326493652 B4
0 Niezidentyfikowane 5,17E-0: .099 0.059 . spadek . 54306
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceymowego (chloroplastowa) Arabidopsis thaliana 4,81E-0: .572 0.381 I spadek MS/MS 121 3 9.8 40507 . 52425 G3PB_ARATH B3
Syntetaza glutaminianowa (chloroplastowa) Hordeum vulgare ,54E-04 343 0.839 X spadelc PMF 119 40 5.8 46902 . 53205 8i|755762 [}
Sulfurylaza ATP Hordeum vulgare ,90E-0: .067 0.043 X spadelc PMF 102 i 6.0 30484 . 58684 gi|326530496 G3
Niezidentyfikowane 27E-Q .048 0.023 ! spadek .9 56519
4 Czynnik jny Tu podi: i ,82E-03 .630 0.342 . spadek PMF 220 52 5.9 50638 4 56519 gij357149925
46 Aktywaza RuBisC0, izoforma A Hordeum vulgare 1,51E-02 0.363 0.229 0.6 WZROST MS/MS 441 14 8.0 51383 52 58822 RCAA_HORVU
47 Syntaza S-ads Hordeum vulgare 2,92E-04 0.029 5] PMF 122 42 55 43138 5.7 58409 METK3 HORVL
48 RuBisCO. duza podjednosth Hordeum vulgare 1,71E-03 0.360 0.135 0.4 WZROST MS/MS 346 a 6.2 53672 6.7 64014 RBL_HORVU
48 D fr TWE p 1,72E-03 0.009 spadek PMF 93 25 5.8 52860 5.8 607390 2i[357110692
50 Enolaza Hordeum vulgare 546E-03 0.204 0.124 0.6 WZROST PMF 132 39 5.4 48601 56 69384 gi[326490934 n
51 Bialko wigzgee duzy podjednostkg RuBisCO, podjedostka beta Secale cereale 1,62E-02 0.116 0.011 0.1 WZROST MS/MS 108 3 4.9 53721 5.1 74045 RUBB_SECCE
52 Niezi ikawane 1,52E-04 0.018 spadek 6.3 77196
53 Bialko wigzace duzy podjednostke RuBisCO, podjedostka beta Secale cereale 5,77E-05 0.651 0.246 0.4 WZROST MS/MS 376 1 4.7 53721 52 76555 RUBB_SECCE 3
56 duk ! otan Hordeum vulgare 3,38E-02 0.0%9 0.054 0.5 WZROST PMF 122 20 6.3 66660 6.3 78887 21326505210 2
57 otan (prekursor) Triticum aestivum 2,71E-05 0.013 spadek PMF 118 26 6.3 66660 6.0 78624 21326505210
58 iezidentyfikowane 7.92E-04 015 spadek ] 78483
58 Proteasom 268, domena requlatorowa Brachypodium distachyon | 7,35E-04 .020 spadek PMF 77 36 6.2 34848 7 78624 2357166548
60 iezidentyfikowane 1,70E-0; .085 0.055 06 WZROST 2 290
iezidentyfikowane 5,91E-04 .018 0.002 01 WZROST .0 794
iezidentyfikowane L93E-0 .012 spadek .7 34749
iezidentyfikowane , 36E-0: .023 0.015 0.6 WZROST .7 85174
4 Bialko szoku cieplnego 70 kDa (chloroplastowe) Hordeum vulgare L 59E-04 144 0.088 0.6 WZROST PMF 94 18 5.0 73955 9 87768 21326492960 c3
Bialko zalezne od 0 tiaminy Hordeum vulgare ,01E-03 488 0.204 0.4 WZROST PMF 163 37 5.5 74032 .6 86750 81326333372
66 Bialko zalezne od 0 tiaminy Hordeum vulgare 1,09E-02 0.349 0.196 0.6 WZROST PMF 124 30 5.5 74032 55 87185 81326333372
67 Syntaza i Hordeum vulgare 4,56E-03 0.037 0.019 0.5 WZROST PMF 185 29 5.7 84794 59 87914 0i[50897038
69 Bialko opiekuiicze proteazy kazeino-litycznej Medicago I 7,72E-04 0.134 0.044 0.3 WZROST PMF 145 26 6.4 102889 56 93507 qi|357520587
70 Bialko opiekuiicze proteazy kazeino-litycznej Oryza sativa 8,44E-03 0.068 0.027 0.4 WZROST PMF 233 30 6.1 101853 56 93663 CLPC1_ORYSJ A2
71 Proteaza kaze) Hordeum vulgare 1,91E-0: 099 0.049 0.5 WZROST PMF 133 21 6.7 102080 8 94763 21326314880
72 Hordeum vulgare 2,07E-04 0 0.021 04 WZROST PMF 127 21 6.7 102080 7 94621 gi[326514880
73 Niezidentyfikowane 3,65E-04 .0 spadek .9 98302
74 Fosforybulokinaza Triticum aestivum 7,77E-0; 1 0713 06 WZROST PMF 201 55 5.7 45512 52 49203 KPPR WHEAT
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75 Niezic 2.81E-04 0.059 WZROST 6.5 17868

76 | Translacyjnie kontrolowane bialko nowotworu Hordeum vulgare , 25E- Iy 052 25 WZROST MS/MS 118 13 45 18929 6 718 TCTP_HORVU AB
77 |Miezidentyfikowane LJ0E- .0 .079 77 WZROST .0 213

78 Niezidentyfikowane Hordeum vulgare ,51E-04 .0: 086 27 WZROST PMF 175 53 5.7 35765 .1 212 gi|326517467

79 |Bualko wigZace swiatla (wngtrza) retikulum izoforma Hordeum vulgare 9,73E- .00 042 58 WZROST PMF 80 19 5.1 73301 .2 86317 21326495158 K5
80 iezi 4,73E-03 0.051 spadek 5.0 15064

81 Niezic 1,08E-03 0.019 spadek 49 17080

82 Niezidentyfikowane 940E-04 025 spadek .5 071

83 |Niezidemtyfikowane 2,B4E 044 spadek .7 24 C6
84  |Syntaza cysteinowa Hordeum vulgare 2,39E-04 081 spadek PMF 85 26 6.1 41129 .1 02 21326506704

85 |Aldolaza fruktozo-1,6-bi Hordeum vulgare 1,36E- 0.024 048 2.0 WZROST PMF 114 31 6.1 39064 .8 1874 gij226316443 c7
86 iezid 5,71E-03 0.027 spadek 54 37590

87 |Bialko zalezne od pirofosforanu tiaminy Hordeum vulgare 2.64E-04 0.010 spadek PMF 118 A 55 74032 5.5 BI6S7 £i 326533372

88 |Niezidentyfikowane 1.05E-05 0.023 0.005 02 WZROST 54 99788

89 Bialko szoku cieplnego 70 kDa (chloroplastowe) Phaseolus vulgaris 1,43E-02 0.054 0.033 06 WZROST MS/MS 121 3 6.0 72721 5.7 75478 HSPTM_PHAVU c2
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Tab 4.3. Biatka, ktérych poziom akumulacji ulegt zmianie pod wptywem suszy w odmianie Sebastian. Tabela w wiekszej rozdzielczosci jest
dostepna na ptycie CD.
Nr plamkil Nazwa bialka Organizm S——— Kontrola Susza 5 ontrola Zm Metoda ;::yoz'r % pokrycia pl Masa czasteczkowa pI Masa czasteczkowa Numer Pozycja na
B H E [% abjstasciowy] | [% objetasciamy] | 5“2/ oo | dentvikacii| * i yezne) | (tooretyczna) [Da] | (eksperymientalne) | (eksperymentalna)(Da] | idontyfikacyjny | el
1 Bialko rybosomalne z rodziny L12 Oryza sativa 3,73E-04 0.153 0.019 0.13 spadek MS/MS 271 17 5.2 18579 4.8 12990 RK12_ORY §]
2 Kompleks zelazowo-siarkowy cytochromu b6f Oryza sativa 2,62E-03 0.162 0.102 0.63 spadek MS/MS 67 35 9.6 24624 6.3 14400 0i|326518434
3 Kompleks zelazowo-siarkowy cytochromu b6f Hordeum vulgare 3,22E-02 0.034 0.017 0.51 spadek MS/MS 47 5 9.7 24624 5.8 14776 0i|326518434 Bl
4 [zomeraza peptydylowo-prolylowa Arabidopsis thaliana 3.21E-02 0.019 0.003 0.17 spadek MS/MS 157 ] 10.1 28516 6.9 16170 CP20B_ARATH]|
5 Syntaza ATP, podjednostka alfa (mitochondrialna) Arabidopsis thaliana 7.04E-04 0.024 0.003 0.10 spadek MS/MS 35 8 9.8 26362 5.6 29228 ATPO_ARATH
6 Niezid ikowane 7,89E-03 0.051 0.124 242 WZROST 5.1 30575
7 Nieorganiczna pirofosfataza Hordeum vulgare 7,34E-03 0.028 0.014 0.50 spadek MS/MS 46 5 5.8 24148 5.6 32125 IPR_HORVD
8 Syntetaza delta- 1-piroline-5-karboksylanu Vigna aconitifolia 4,66E-03 0.024 0.006 0.26 spadek MS/MS 33 1 6.6 73531 5.6 32534 P5CS VIGAC G4
9 C-koncowa hydrolaza ubikwityny 19 Arabidopsis thaliana 1,56E-03 0.037 0.022 0.58 spadek MS/MS 28 1 4.8 77097 5.2 34838 UBP19 ARATH| K1
10 Niezidentyfikowane 1,24E-02 0.038 0.016 0.42 spadek 5.6 Jallg F3
11 Bialko kompleksu wydzielaja tlen 1 (chloroplastowe) Solanum tuberosum 4,32E-04 0.058 0.014 0.24 spadek MS/MS 330 13 5.8 35595 5.3 39444 PSBO_SOLTU G1
12 Bialko biosyntezy pirydoksalu Arabidopsis thaliana 1,14E-03 0.033 0.008 0.25 spadek MS/MS 36 4 5.7 33126 6.2 40303 PDX11_ARATH
13 |Oksydoreduktaza NA DP+ferredoksyna Hordeum vulgare 3,76E-04 0.121 0.049 041 spadek PMF 90 32 8.3 39971 64 40252 21326492141 K2
14 |acetylotransferaz dihydrolipo-lizyny Hordeum vulgare 3,99E-02 0.015 0.083 5.61 WZROST MS/MS 29 1 5.3 68991 5.1 41495 OPD21 ARATH|
15 Syntaza cysteinowa Triticum aestium 2,66E-03 0.109 0.067 0.62 spadek MS/MS 46 3 5.3 34207 5.3 41547 CYSK_WHEAT G2
16 Bialko zwigzane z dynamin: Arabidopsis thaliana 1,21E-02 0.053 0.035 0.65 spadek PMF 77 39 76 68384 5.8 48400 T47968 B2
17 Aldolaza fruktoze-1,6- bisfosforanu Hordeum vulgare 1,35E-02 0.232 0.164 0.70 spadek PMF 198 53 6.1 38102 6.4 48972 £1/326493652 B4
18 |Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A (chloroplastowa) Hordeum vulgare 1,82E-02 0.681 0.443 0.65 spadek MS/MS 121 3 9.8 40507 5.8 53672 G3PC_ARATH B3
19 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego B (chloroplastowa Hordeum vulgare 5,06E-03 0.078 0.031 0.40 spadek MS/MS 140 ] 6.4 48086 5.7 56652 G3PB_ARATH
20 Sulfurylaza ATP Hordeum vulgare 2,00E-03 0.044 0.013 0.29 spadek PMF 102 31 6.0 39484 6.3 57863 9i|326530496 G3
21 Amoniakeliaza fenyloalanin Bromheadia finlaysoniana | 4,15E-02 0.074 0.049 0.67 spadek MS/MS 39 2 7.1 76605 5.0 66220 PALY_BROFI J1
22 |Enclaza Oryza sativa 1.17E-02 0.238 0.154 0.65 spadek MS/MS 94 32 5.3 48285 5.6 69732 ENO ORYS] 1
23 |Syntaza ATP, podjednostka beta (chloroplastowa) Aegilops columnaris | 4,04E-04 0474 0.232 0.49 spadek MS/MS 489 14 5.0 53865 5.4 69849 ATPB_AEGCO
24 Syntaza ATP, podjednostka beta (chloroplastowa) Aegilops columnaris 2,57E-02 0.094 0.028 0.30 spadek MS/MS 150 7 2.0 53865 5.4 71856 ATPB_AEGCO
25 |Bialko wigzgce duzg podjednostke RuBisCO. podjednostka beta Triticum aestium 9,63E-04 0.556 0.328 0.59 spadek MS/MS 376 11 47 53721 5.3 75920 RUBB_SECCE 13
26 Reduktaza ferredoksyna-azotan (chloroplastowe) Oryza sativa 2,28E-03 0.071 0.029 0.40 spadek MS/MS 118 3 7.0 66671 6.3 77972 g1/326505210 12
27 Bialko szoku cieplnego 70 kDa Arabidopsis thaliana 5,55E-03 0.100 0.034 0.34 spadek MS/MS 109 5 49 71712 5.2 84186 HSP70_ARATH
28 Bialko szoku cieplnego 70 kDa Zea mays 2,22E-03 0.082 0.134 163 WZROST MS/MS 81 33 5.1 70871 5.2 85174 HSP70 MAIZE
29 Bialko wigzgce duzg podjednostke RuBisCO, podjednostka alfa Triticum aestium 1,49E-06 0.159 spadek MS/MS 248 61 47 57656 4.9 76173 RUBA_WHEAT)
30 |Niezidentyfikowane 7.19E-06 0.028 spadek 6.2 10039
31 Niezidentyfikowane 2,20E-03 0.019 spadek 6.1 14967
32 Niezid ikowane 7.97E-04 0.011 spadek 5.5 32288 F1
33 Bialko rybosomalne 308 z rodziny S8 (chloroplastowe) Liriodendron tulipifera | 4,23E-08 0.020 spadek MS/MS 45 9 11.5 15269 5.5 40049 RR8 LIRTU
34 Oksydoreduktaza NA D P+ ferredoksyna (chloroplastowe) Mesembryanthemu 6,51E-06 0.037 spadek MS/MS 111 5 9.2 41322 5.8 41812 FENR_MESKR
35 Syntaza S-adenozylometionimy Triticum aestium 1,04E-05 0.031 spadek MS/MS 118 6 5.5 43609 5.7 59778 METK_WHEAT]
36 Prawdopedobna transferaza galakturonianu Arabidopsis thaliana 1,37E-03 0.011 spadek MS/MS 31 2 9.8 61184 5.7 60363 ICAUTC_ARATH
37 Bialko wigzgce duzg podjednostkg RuBisCO, podjednostka beta Secale cereale 1,57E-02 0.025 spadek MS/MS 37 2 4.7 53721 5.3 74292 RUBB_SECCE
38 Bialko wigzace duza podjednostks RuBisCO, podjednostka beta Secale cereale 1,80E-05 0.031 spadek MS/MS 244 8 47 53721 51 75289 RUBB_SECCE F4
39 [Niezidentyfikowane 1,17E-03 0.020 spadek 5.5 79150
40 Prawodpedobna dehydrogenaza mannitolu Medicago sativa 3,76E-04 0.013 spadek MS/MS 42 8 7.8 39458 6.5 89095 MTDH_MEDSA
41 Aktywaza RuBisCO, izoforma B Triticum aestium 8,05E-04 0.064 WZROST MS/MS 274 10 86 47426 5.6 49551 RCAB_HORVU K3
42 Niezidentyfikowane 6,88E-03 0.259 0.142 0.55 spadek 5.7 67809
43 Niezid ikowane 2,02E-02 0.195 0.142 0.73 spadek 5.1 32409
44 |Bialko opiekuncze proteazy kazeino-litycznej (chl Medicago truncatula__| 6,45E-03 0,002 0.050 063 sparlek PMF 145 64 102689 5.8 93196 i|357520587
45 Bialko opickuncze proteazy kazeino-lityeznej (chloroplastowe) OrEza sativa 4,47E-02 0.041 0.029 0.71 spadek PMF 233 6.1 101853 5.7 908543 CLPC1_ORYSJ
46 Bialko z rodziny 14-3-3 Hordeum vulgare 2,52E-02 0.072 0.011 0.15 spadek MS/MS 104 51 4.7 29448 4.9 35823 1433A_HORVU
47 Bialko wiazace swiatla (wngtrza) retikulum endoplazmatycznego | Selanum Iycopersicum 3,00E-04 0.008 0.023 2.86 WZROST MS/MS 90 4 5.0 73475 5.3 86300 BIP_SOLLC K4
48 Bialko wigzace §wiatla (wnetrza) retikulum endoplazmatycznego 2| Zea mays 7,70E-04 0.013 0.038 2.90 WZROST PMF 82 26 5.0 73211 5.2 86317 BIP2 MAIZE K5
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Tab 4.4. Biatka, ktérych poziom akumulacji ulegt zmianie pod wptywem suszy w odmianie Stratus. Tabela w wiekszej rozdzielczos$ci jest dostepna

na plycie CD.

Zmiana Punkyz .
. .. Kontrola Susza % pokrycia pl Masa czqsteczkowa pl Masa czasteczkowa Numer . .
KR Nama bialla et PO abjenicons | (% abjsaicowy] | IR profiu - Metoda entylac] MASCOT | qiopengi y ) Dal | (eksper (eksperymentalna)Dal | identyfikacyjny | POt 1 ey

1 Bialko rybosomalne 508 z rodziny L12 Secale cereale 7,26E-05 0.024 spadek MSMS 57 5 5.5 18264 4.9 14308 RK12_SECCE
2 Prawdopodobna dehydrogenaza mannitohy Maedicago sativa 3,63E-04 0.057 spadek MS/MS 39 18 7.8 39458 5.8 14919 MTDH_MEDSA
3 Prawdopodobna dehyd: I Maedicago sativa 1,26E-03 0.050 0.015 0.31 spadek MSMS 30 2 7.8 39458 4.7 20707 MTDH_MEDSA A3
4 Kompleks zelazowo-siarkowy cytochromu b6f Hordeum vulgare 3,31E-04 0.028 spadek MSMS 47 5 9.7 24624 53 25881 gi[326518434
5 Peroksyredoksyna dwucysteinowa Hordeum vulgare 2,49E-02 0.127 0.037 0.28 spadek PMF 82 40 54 23398 48 27266 BAS1_HORVU C3
6 Syntaza celulozy Oryza sativa 8,46E-04 0.206 0.111 0.54 spadek MSMS 55 2 6.5 128205 4.2 30038 CSLD3_ORY §]
7 iezids ikowane 1,78E-04 0.049 spadek 4.6 30460
8 Bialko rozpoznajace sekwencje svgnalng Arabidopsis thaliana 2,70E-03 0.080 0.024 0.30 spadek MS/MS 29 1 9.7 53257 5.1 31162 A4
9 Niezidentyfikowane 1,16E-03 0.079 0.040 0.51 spadek MSMS 45 16 5.1 12535 5.3 31202 UMEC_ARMRU
10 Niezids ikowane 9,53E-06 0.026 spadek 5.3 32247 F1
11 delta-1-pirolino-5-karboksyl: Vigna ac li 1,81E-03 0.039 0.011 029 spadek MS/MS 33 1 6.6 73531 5.6 32575 P5CS_VIGAC G4
12 prawdopodob galakturonianu Arabidopsis thaliana 8,64E-04 0.040 spadek MSMS 38 2 9.8 61184 5.2 32007 GAUTC_ARATH
13 F‘l P pr elekirony Arabidopsis thaliana 3,67E-04 0.044 0.025 0.56 spadek MSMS 31 2 6.6 38612 4.9 34443 ETFA_ARATH
14 I(‘,-km"mnwn hydrolaza ubik y 19 Arabidapsis thaliana 4,03E-03 0.049 0.012 0.25 spadek MS/MS 28 1 4.8 77097 5.2 34838 UBP19_ARATH K1
15 Igiall;o 2 rodziny 14-3-3 Hordeum vulgare 5,56E-04 0.111 0.023 0.21 spadek MSMS 104 51 4.7 20448 4.9 35823 1433A_HORVU
16 Niezidentyfikowane 7,33E-03 0.054 0.023 0.43 spadek 5.6 38069 F3
17 Reduktaza enoile-ACP Brassica napus 2,22E-02 0.025 0.009 0.37 spadek MSMS 30 3 9.4 40625 5.6 39394 FABI BRANA
18 Bialko k lek dziel tlen 1 (chloropl. ) Solanum tuberosum 1,76E-03 0.080 0.030 0.37 spadek MSMS 330 13 5.8 35595 53 30344 PSBO_SOLTU Gl
19 Oksydoreduktaza NAD P+femedoksyna Hordeum vulgare 5,22E-03 0.119 0.044 0.37 spadek PMF 90 32 8.3 39971 6.4 40150 22326492141 K2
20 Oksydoreduk NADP+:ferredoksyna Mesembryanthemu 9,87E-03 0.229 0.143 0.62 spadek MSMS 53 2 9.2 41322 5.8 40869 FENR_MESCR A5
21 Bialko ARABIDILLO 1 Arabidopsis thaliana 1,81E-03 0.160 0.069 0.43 spadek MSMS 51 1 6.0 101833 5.7 41233 ADLO1 ARATH
22 Syntaza cystsinowa (mitochondrialna) Arabidopsis thaliana 9,50E-04 0.124 0.067 0.54 spadek MSMS 38 2 9.3 46128 53 41547 CYSKM_ARATH G2
23 Epimelaza UDP-galaktozy Hordeum vulgare 6,01E-03 0.349 0.261 0.75 spadek PMF 179 42 7.1 41582 6.0 45962 gi[326523629 Al
24 |Aktywaza RuBisCO, zoforma A Hordeum vulgare 2,58E-03 0.300 0.154 0.51 spadek MSMS 118 39 8.9 51383 5.4 48742 RCAA_HORVU
25 Aktywaza RuBisCO, oforma A Hordeum vulgare 1,84E-02 0.058 0.029 0.50 spadek MSMS 323 11 8.9 51383 4.7 48972 RCAA _HORVU
26 Niezidentyfikowane 2,06E-06 0.050 spadek 5.6 50136
27 |Kinaza fosfoglicery Triticum aestivum 3,31E-04 0.090 0.057 0.63 spadek MSMS 90 4 5.5 42153 6.0 49901 PGK1_WHEAT
28 IAktywm RuBisCO, izoforma A Triticum aestivum 1,18E-03 0.055 0.025 0.44 spadek MSMS 72 8 6.3 48079 59 51681 RCA MAIZE
29 Bialko napraweze DNA (UVIH3) Arabidopsis thaliana 9,73E-04 0.040 0.017 0.42 spadek MSMS 51 1 4.7 166079 6.2 53295 UVH3 ARATH
30 Bialko z rodziny transporteriw ABC (16) Arabidopsis thaliana 3,64E-03 0.236 0.197 0.84 spadek MSMS 36 1 9.1 136798 5.7 54562 AB16B_ARATH
31 Sulfurylaza ATP Hordeum vulgare 4,10E-03 0.040 0.014 0.34 spadek PMF 102 31 6.0 39484 6.3 57456 gi[326530496 G3
32 Aktywaza RuBisCO, zoforma A Hordeum vulgare 3,02E-02 0.064 spadek MSMS 94 3 8.8 51383 5.2 58409 RCAA_HORVU
33 Niezidentyfikowane 6,27E-03 0.038 0.016 0.42 spadek 5.8 58961
34 Czynnik inicjacji translacji 4A Oryza sativa 2,41E-03 0.056 0.034 0.61 spadek MS/MS 81 27 5.3 46849 5.3 64316 IF4A1 ORY §]
35 Proteaza Do-like 7 A. thaliana 4,23E-03 0.042 0.024 0.57 spadek MS/MS 41 1 5.7 120543 5.6 64771 DEGP7_ARATH
36 A koliaza fenyloalaniny Bromheadia finlaysoniana | 5,70E-04 0.092 0.043 0.47 spadek MSMS 39 2 7.1 76605 5.1 65845 PALY BROFI J1
37 Bialko wigzace duzg podjednostke RuBisCO, pod) beta Secale cereale 2,04E-04 0.036 spadek MSMS 58 19 4.7 53721 5.0 72458 RUBB_SECCE
38 |Bialko winzace duza podicdnostke RuBisCO. podjedostka beta Secale cereale 4,05E-04 0.024 spadek MSMS 230 8 17 53721 5.1 75039 RUBB_SECCE Fi
39 Niezidentyfikowane 6,45E-05 0.013 spadek 6.6 77842
40 Izomeraza disiarczkowa Hordeum vulgare 1,96E-02 0.041 0.014 0.35 spadek MSMS 124 27 4.9 56656 3.0 79018 PDI HORVU
41 Zalcima od ATP metaloproteaza cynkowa Capsicum annumm 3,28E-03 0.033 0.008 0.24 spadek MSMS 27 2 6.8 71245 53 84186 FTSH_CAPAN
42 Peroksydaza 10 Arahis hypogeaea 1,55E-02 0.064 0.019 0.29 spadek MSMS 52 30 6.2 38462 5.0 91655 EFGC_ARAHY
43 Bialko opickuncze proteazy kazeino-lityveznej Oryza sativa 2,82E-02 0.033 0.011 0.33 spadek PMF 233 30 6.1 101853 5.6 93507 CLPC1_ORYSJ A2
44 dopodobna dehyd; I Maedicago sativa 1,33E-02 0.011 0.034 3.05 WZROST MSMS 43 8 7.8 39458 5.8 18100 MTDH_MEDSA
45 IAktywm RuBisCO, izoforma B Triticum aestivum 1,16E-04 0.028 0.140 4.99 WZROST MSMS 97 33 8.6 47426 5.6 49551 RCAB_HORVU K3
46 Bialko rybosomalne 108 (mitochondrialne) Pisum sativum 7,72E-03 0.050 0.018 0.36 spadek MSMS 36 8 10.7 13476 53 40869 RT10 PEA
47 Syntaza S-ad yl 3 Brassica rapa 7,69E-06 0.045 WZROST MS/MS a6 3 5.6 43556 5.7 58135 METK_BRARP

Enzym bi tiazolu (chlopl y) Arabidopsis thaliana 3,25E-02 0.047 spadek MSMS 73 3 5.8 36755 53 40714 THI4_ARATH
49 RuBisCO, duza podjednostka Hordeum vulgare 1,94E-02 0.079 0.205 2.61 WZROST MSMS 346 8 6.2 53672 58 56987 RBL_HORVU
51 Bialko szoku cieplnego 70 kDa Hordeum vulgare 3,36E-03 0.307 0.097 0.32 spadek PMF 94 32 5.0 73955 55 67509 2i[326492960
52 Bialko opickuncze proteazy kazeino-litycznej Medicago truncatula 6,88E-02 0.069 0.035 0.51 spadek PMF 145 45 64 102889 52 109745 gi|357520587
53 Homolog kontrolowanego translacyinie bialka nowotworn Hordeum vulgare 6,21E-03 0.067 0.023 0.35 spadek MS/MS 118 13 4.5 18928 46 26718 TCTP_HORVU AB
54 Bialko wig#ace wiatla (wngtrza) retikulum megs Solanum lycopersicum 4,36E-02 0.012 0.024 1.90 WZROST MSMS 82 26 5.0 73475 53 86300 BIP_SOLLC K4
55 Bialko wigzace $wiatla (wngtrza) retikulum L znego 2 Zea mays 6,89E-03 0.019 0.059 3.19 WZROST PMF 96 29 5.0 73211 5.2 86317 BIP2 MAIZE K5
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Analizy wykonane metodami spektrometrii mas MALDI-TOF i MALDI-TOF/TOF
umozliwily identyfikacj¢ ok. 80% bialek roznicujacych (tab.4.1-4). Wykorzystanie
wysokorozdzielczego analizatora czasu przelotu pozwolito na obserwacje rozktadu
monoizotopowego mas peptydow na widmie (ryc. 4.3.), a proces fragmentacji wybranych
peptydow pozwolit w wielu przypadkach na ustalenie czgsciowej sekwencji aminokwasowej
(ryc. 4.4.), co przetozylo si¢ na identyfikacje wiekszej liczby biatek w bazach danych.
Najwigksza liczba biatek, ktorych poziom akumulacji zmienit si¢ W roslinach wzrastajacych
w warunkach niedoboru wody zostata wykryta w odmianie Maresi — 81 biatek roznicujacych,
natomiast w Cam/B1/CI susza spowodowata najmniejsze zmiany w profilach akumulacji
biatlek — 41 biatek roznicujacych. W odmianie Stratus wykryto 54 biatka roznicujace,
aw Sebastianie 48 biatek charakteryzowalo si¢ zmienionym profilem akumulacji w suszy
(tab.4.5). Dla trzech odmian: Maresi, Stratus, Sebastian wigkszo$¢ biatek réznicujacych
wykazywata spadek w profilu akumulacji, jedynie w Cam/B1/CI wigcej Dbiatek
charakteryzowato si¢ zwigkszonym profilem akumulacji w suszy (ryc.4.5., tab.4.5.).
Zidentyfikowane biatka zostaly pogrupowane na podstawie petlnionych przez nie funkcji

biologicznych (ryc.4.6.).
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Ryc.4.3. Widmo oksydoreduktazy NADP™: ferredoksyna (A) oraz rozktad monoizotopowy
dla peptydéw o masach [M+H]" 1034.159 Da, 1050.132 Da i 1066.108 Da (B).
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Ryc. 4.4. Widmo podjednostki  syntazy ATP (A) oraz widmo fragmentacyjne peptydu 0
masie [M+H]" 1492.882 Da (k.QDVLLFIDNIFR.d) z czesciowo ustalong sekwencja

aminokwasowg (B).

Tab. 4.5. Liczba biatek reagujacych na susz¢ w lisciach czterech badanych genotypow.

Cam/B1/ClI Maresi Stratus Sebastian
Bialka reagujace na susze 41 82 54 48
Biatka zidentyfikowane 32 54 47 40
Wzrost akumulacji 31 28 6 6
Spadek akumulacji 10 54 48 42
Biatka wykryte tylko w roslinach 1 14 11 11
kontrolnych
Biatka wykryte tylko w roslinach 7 6 1 2

poddanych dziataniu suszy
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A
75% 33% 8% 15%
mu BN
CAM/B1/CI  MARESI STRATUS SEBASTIAN
(40) (80) (52) (46)
25% 67% 92% 85%
\ 4

Ryc. 4.5. Procentowe zmiany profilu akumulacji biatek badanych odmian, 1 - wzrost
akumulacji, | - spadek akumulaciji.

Transport elektronow 5%

Inne 1%
Ekspresja genow 6%

Mechanizny obronne 37%

Metabolizm azotu 12%

O

Metabolizm wegla 22%

O

Fotosynteza 17%

O

Ryc. 4.6. Klasyfikacja biatek zidentyfikowanych w lisciach badanych genotypow.

Biatka, ktore wykazywaty spadek w profilu akumulacji w poréwnaniu do roslin
kontrolnych byly glownie zwigzane z fotosyntezg, metabolizmem azotu oraz wegla (glikoliza,
cykl kwasoéw trikarboksylowych). Z kolei biatka, ktorych poziom akumulacji wzrastat
W suszy byly zwigzane z mechanizmami obronnymi. Wséréd nich zidentyfikowano m.in.
biatka szoku cieplnego, biatka zwigzane z osmoregulacjg oraz zaangazowane W usuwanie

wolnych rodnikéw (tab.4.6.).
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Tab.4.6. Liczba biatek zidentyfikowanych w lisciach badanych genotypow jeczmienia. Biatka

0 zwigkszonym profilu akumulacji (1) | zmniejszonym () zostaty sklasyfikowane na

podstawie przypuszczanych funkcji pelnionych w procesach biologicznych.

MARESI CAM/BL/CI STRATUS SEBASTIAN
Mechanizmy obronne 81 11] 127 4] 21 14| 31 9]
(63)
Fotosynteza (29) 31 5] 21 3] 21 2] 17 11)
Metabolizm wegla 31 10] 671 1] 11 12] 5]
(38)
Metabolizm azotu 11 7] 21 1] 11 3] 17 5]
(21)
Ekspresja genéw (9) 117 21 - 1] 3] 2]
Transport 17 5] 3l
elektronéw (9)
Inne (2) - - 2]
Suma (171) 161 36 221 10 61 41| 51 35]

Analiza porownawcza badanych genotypow dla biatek, ktorych profil akumulacji

zmienit si¢ pod wplywem suszy W przynajmniej dwoch genotypach ujawniata silnie

konserwatywna odpowiedz pomigdzy badanymi odmianami (tab. 4.7.). Przyktadowy profil

zmian poziomu akumulacji biatka, ktore zareagowalo w kazdej z badanych odmian —

oksydoreduktazy NADP™ : ferredoksyna (pozycja K2 na ryc. 4.1 i w tab. 4.7) zostat

przedstawiony na rycinie 4.7.
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Tab. 4.7. Biatka liscia, ktore wykazywaly zmiany w profilu akumulacji w suszy
W przynajmniej dwoch odmianach. Skala koloréw wskazuje na poziom zmiany biatek
indukowanych suszg W stosunku do roslin kontrolnych. Biatka zostaty pogrupowane zgodnie
z ilo$cig genotypow, W ktorych poziom akumulacji biatka ulegt zmianie: A — Maresi-Stratus,
B — Maresi-Sebastian, C — Maresi-Cam/B1/Cl, F — Stratus-Sebastian, G — Maresi-Stratus-
Sebastian, |1 — Maresi-Cam/B1/CI/-Sebastian, J — Cam/B1/CI-Stratus-Sebastian, K — Maresi-
Cam/B1/ClI-Stratus-Sebastian. Pozycje bialek (A1-K5) zostaly naniesione na ryc. 4.1.

Sl |z -
- lmlel=]2 —
Bialko i€z |%|g =
AHHEIEE:
Zlolz]a]= =
Epimeraza UDP-galaktozy Al
Prawdopodobna dehydrogenaza mannitolu . A3
Dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego B3 ‘En
3
Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu E
3
s
Bialko wiazace duza podjednostke Rubisco g

Enolaza

Aktywaza Rubisco, izoforma B

Bialko opiekuncze kazeino-litycznej proteazy serynowej

Homolog translacyjnie kontrolowanego bialko nowotworu

2 E
Bialko szoku cieplnego, 70 kDa E
.
S-transferaza glutationu _._E,,
Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa E
Syntetaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu é
Amoniakoliaza fenyloalaniny
C-koncowa hydrolaza ubikwityny
Bialko wiazace $wiatla retikulum endoplazmatycznego
Bialko wiazace $wiatla retikulum endoplazmatycznego 2
Cytochrom b6f, kompleks Fe-S ]
=3
2
Oksydoreduktaza NADP': ferredoksyna §-
S
£
Bialke kompleksu rozkladajacego wode fotosystemu I Gl
Syntetaza glutaminowa Cl _E,
Syntaza cysteinowa G2 %‘g
Reduktaza ferredoksyna-azotyn 12 g“
Bialko podobne do dynaminy B2
Sulfurylaza ATP G3
Bialko rozpoznajace sekwencje¢ sygnalng Ad E
Niezidentyfikowane C6 -
Niezidentyfikowane Fl
Niezidentyfikowane ] |! F3
| DEE————
o 5 4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 15 «
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Ryc. 4.7. Zmiana (spadek) profilu akumulacji biatka bioracego udzial w transporcie
elektronéw w fazie jasnej fotosyntezy — oksydoreduktazy NADP™: ferredoksyna (K2)

w odmianach rodzicielskich i referencyjnych.

Zastosowane w doswiadczeniu warunki niedoboru wody w znacznym stopniu
wptynely na procesy zwigzane z metabolizmem wegla badanych odmian jeczmienia. Profil
akumulacji jednej ze zidentyfikowanych izoform aldolazy fruktozo-1,6-bisfosforanu ulegt
zmniejszeniu w Sebastianie (Sb-17) i Maresi (M-39). Natomiast w Cam/B1/Cl (C-26)
I Maresi (M-85) inna izoforma tego biatka byta obecna w wigkszych ilosciach w roslinach
poddanych suszy. Poziom akumulacji innych biatek bioracych udziat w glikolizie réwniez si¢
zmienit pod wptywem niedoboru wody. Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (C-
36; M-41; Sh-11, 98 — izoforma) charakteryzowata si¢ zwickszong iloscig w lisciach roslin
poddanych suszy tylko w odmianie Cam/B1l/Cl. Kinaza fosfoglicerynianowa zostata
zidentyfikowana tylko w przypadku odmiany Stratus (St-27) jako biatko réznicujace rosliny

kontrolne i poddane dziataniu suszy. Podobny profil akumulacji wykazywata enolaza,
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przedostatni enzym szlaku glikolitycznego (C-17; M-50; Sb-22). Wzrost ilosci tego biatka
W suszy byt obserwowany tylko w odmianie Cam/B1/Cl. 4-epimeraza UDP-galaktozy zostata
zidentyfikowana w odmianach Maresi (M-35) i Stratus (St-23), gdzie charakteryzowata si¢
obnizonym profilem akumulacji w roslinach stresowanych niedoborem wody.
Prawdopodobna dehydrogenaza mannitolu, regulujaca ilo§¢ mannozy W ro$linie, zostala
zidentyfikowana w trzech odmianach (M-6; Sb-40; St-2, 3, 44) jako biatko roznicujace si¢ W
suszy. W przypadku jednej izoformy tego biatka w Stratusie (St-44) oraz Maresi
obserwowany byt wzrost poziomu akumulacji. Natomiast w Sebastianie i pozostatych
izoformach zidentyfikowanych w Stratusie (St-2, 3) biatko to charakteryzowato si¢
obnizonym poziomem akumulacji.

W odmianie Maresi duza podjednostka karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-
bisfosforanu (RuBisCO) (M-48), kluczowego biatka uczestniczacego w fotosyntezie,
wykazywata spadek poziomu akumulacji, podczas gdy W odmianie Stratus zostal odnotowany
wzrost ilosci tego biatka (St-49), a w dwoch pozostatych genotypach nie uleglto ono
znaczacym zmianom W pordéwnaniu do roslin kontrolnych. Dwa dodatkowe biatka zwigzane
z RuBisCO: izoformy aktywazy RuBisCO oraz biatko wigzace duzg podjednostk¢ RuBisCO
réwniez posiadaly zmieniony profil akumulacji w suszy. We wszystkich badanych odmianach
izoforma B aktywazy RuBisCO wykazywala znaczny wzrost akumulacji w suszy (C-12; M-
38; Sb-41; St-45), podczas gdy kilka wariantow izoformy A posiadato zmniejszony profil
akumulacji w roslinach poddanych dziataniu suszy (C-40; M-46; St-24, 25, 28, 32).
Obnizenie poziomu akumulacji izoform biatka wigzacego duzg podjednostke RuBisCO bylo
obserwowane we wszystkich analizowanych odmianach (C-48; M-51,53; Sb-25,37,38; St-
37,38). Biatka zwigzane z centrami fotosyntetycznymi takze zareagowaty na susze. Biatko
kompleksu wydzielajacego tlen, sktadnik fotosystemu II, charakteryzowato si¢ zmniejszonym
poziom akumulacji w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych (C-5; M-21,23; Sb-11; St-18).
Zidentyfikowano takze biatka uczestniczagce W transporcie energii i elektronow pomigdzy
centrami fotosyntetycznymi: kompleks zelazowo-siarkowy cytochromu b6f (M-4; Sb-2 3; St-
19) oraz izoformy oksydoreduktazy NADP™: ferredoksyna (C-6, 7; M-24, 25; Sh-13, 34; St-
19, 20). W Sebastianie i Stratusie te biatka byly obecne w mniejszej ilosci W poréwnaniu do
ro$lin kontrolnych, natomiast w Maresi, jedynie oksydoreduktazy posiadaty zmniejszony
poziom akumulacji, podczas gdy zidentyfikowane kompleksy zelazo-siarkowe cytochromu
b6f charakteryzowaty si¢ podwyzszonym poziomem akumulacji. Z kolei w Cam/B1/Cl jedna
z izoform oksydoreduktaz ulegla zwigkszeniu, a u drugiej obserwowano zmniejszenie

poziomu akumulacji w roslinach poddanych dziataniu suszy.
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Biatka uczestniczace w procesach neutralizowana wolnych rodnikow réwniez zostaty
zidentyfikowane jako r6znicujace rosliny wzrastajace w warunkach stresowych i kontrolnych.
Wiegkszo$¢ z nich charakteryzowata si¢ wzrostem w poziomie akumulacji w Cam/B1/CI
i Maresi, natomiast w biatkach liscia dwoch pozostalych odmian ich poziom nie ulegat
znaczacym zmianom. Najwigksza liczba zidentyfikowanych bialek z tej kategorii byta
zwigzana z cyklem glutationowo-askorbinianowym. Wzrost akumulacji peroksydazy
askorbinianowej byl obserwowany w Maresi (M-16) i Cam/B1/CI (C-46). Wzrost ilosci
reduktazy glutationowej byt obserwowany tylko w Cam/B1/Cl (M-18), podczas gdy w innych
odmianach plamka reprezentujgca to biatko nie wykazywata istotnych zmian w intensywnosci
na zelu. W linii hodowlanej Cam/B1/CI (C-38) zidentyfikowano biatko 0 zwigkszonym
profilu akumulacji w suszy, biorgce udziat w metabolizmie kwasu askorbinowego —
dehydrogenaz¢ L-idonianowa. Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa, ktora bierze udziat
w usuwaniu nadtlenku wodoru, charakteryzowata si¢ podwyzszong akumulacja W suszy
w Cam/B1/Cl (C-1) oraz Maresi (M-11), podczas gdy w Stratusie (St-5) obserwowany byt
spadek akumulacji tego biatka. Inny enzym biorgcy udziat w procesach detoksykacji, S-
transferaza glutationowa, ktora sprzgga glutation z ksenobiotykami, wykazywata wzrost
w profilu akumulacji w roslinach wzrastajacych w warunkach niedoboru wody w Cam/B1/Cl
(C-3) oraz Maresi (M-10, 18).

Enzymy uczestniczace W szlakach biosyntezy zwigzkéw osmotycznie czynnych pod
wplywem suszy wykazywaty istotne zmiany ilosciowe W poréwnaniu do roslin wzrastajacych
w warunkach kontrolnych. Plamka na zelu, ktéra zostala =zidentyfikowana jako
dehydrogenaza aldehydu betainowego, kluczowego enzymu biorgcego udzial w syntezie
betainy wykazywata istotny wzrost intensywnosci W roslinach wzrastajacych w warunkach
niedoboru wody jedynie w Cam/B1/Cl (C-47), podczas gdy w pozostatych odmianach nie
obserwowano znaczacych roéznic. Kluczowy enzym syntezy innego osmolitu — proliny,
syntetaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu w trzech odmianach (M-3, Sh-8, St-11) wykazywat
spadki w poziomie akumulacji w roslinach poddanych suszy, z kolei w Cam/B1/Cl nie
obserwowano znaczacych réznic W stosunku do ros$lin kontrolnych.

Biatka szoku cieplnego stanowity grupe¢ bialek, ktore wyraznie zareagowaty na susze.
Wsrod wszystkich badanych genotypow, najwigksze spadki poziomu akumulacji izoform
biatka szoku cieplnego 0 masie 70 kDa (HSP70) byty obserwowane w Cam/B1/Cl (C-23, 24,
28, 29), a takze w Maresi (M-64, 79, 89). Natomiast w Sebastianie (Sh-27, 28) zmiany
ilosciowe izoform tego biatka nie byty jednolite, jedna z nich podlegata wzrostowi, a druga

spadkowi. We wszystkich badanych odmianach zidentyfikowano izoformy biatka wigzacego
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swiatta (wnetrza) retikulum endoplazmatycznego (C-50, 51; M-7, 79; Sb-47,48; St-54, 55),
ktore znacznie zwickszyly swoj profil akumulacji W suszy, zwtaszcza w Cam/B1/Cl oraz
Maresi. W Klasie biatek szoku cieplnego 0 masie 100 kDa (HSP100) zidentyfikowano biatka
biorgce udzial w degradacji zle ufaldowanych biatek. Biatko opiekuncze kazeino-litycznej
proteazy serynowej ClpC (ang. caseino-lytic protease chaperone) zidentyfikowane w Maresi
(M-69, 70), Sebastianie (Sh-44, 45) i Stratusie (St-43, 52), we wszystkich przypadkach ulegto
obnizeniu W poziomie akumulacji. Natomiast sama proteaza kazeino-lityczna ClpP (ang.
caseino-lytic protease) wykazywata roéznice w profilu akumulacji pomiedzy Cam/B1/CI (C-
44, 49), gdzie obserwowany byt jej wzrost w suszy oraz Maresi (M-71, 72), w ktorym
widoczny byt spadek wzglednej ilosci tego bialka.

W kazdej z badanych odmian zidentyfikowano réwniez inne biatko, ktore bierze
udziat w regulacji procesu degradacji biatek, C-koncowa hydrolaze ubikwityny (C-4, M-19,
St-14, Sb-9), ktora w trzech badanych odmianach charakteryzowata si¢ obnizonym poziomem
akumulacji, natomiast w Cam/B1/Cl obserwowano wzrost wzglednej ilosci tego biatka
w roslinach poddanych dziataniu suszy. Ponadto w Stratusie zidentyfikowano zalezng od ATP
metaloproteaz¢ cynkowa (St-41), ktora rowniez charakteryzowala si¢ obnizonym profilem
akumulacji w suszy. Innymi biatkami pelnigcymi funkcje m.in. w faldowaniu biatek, ktore
zareagowaly na susz¢ byly: izomeraza disiarczkowa (St-40) oraz izomeraza peptydylowo-
prolylowa (Sh-4). Poziom akumulacji tych biatek zmniejszyt si¢ wyraznie pod wpltywem
suszy.

Biatko rozpoznajace sekwencje sygnalng biatek 1 uczestniczace w ich kierowaniu do
retikulum endoplazmatycznego zostato zidentyfikowane w Maresi (M-15), jako biatko
0 obnizonej ilo$ci wzglednej w stosunku do roslin kontrolnych, natomiast w Stratusie (St-8)
obserwowano wzrost akumulacji tego biatka.

Biatka zwigzane z syntezg niektorych aminokwasow: syntaza cysteinowa (M-28, 30,
84; Sh-15, St-22), syntaza metioninowa (M-67), syntaza S-adenozylometioninowa (M-47, Sb-
35, St-47) w przewazajacej cze$ci ulegaty spadkowi w profilu akumulacji we wszystkich
badanych odmianach oprocz Cam/B1/CI, w ktérym nie obserwowano istotnych zmian
poziomu akumulacji dla tych biatek. Ponadto w Cam/B1/Cl zidentyfikowano dwa inne
enzymy zaangazowane W syntez¢ aminokwasow, ktore jako substrat wykorzystujg glutamine:
dehydrogenaze glutaminianowg (C-16) i syntetaze glutaminianowg (C-39), ktore wykazywaty
zwigkszony poziom akumulacji W porownaniu do roslin kontrolnych. Syntetaza glutaminowa
zostala roéwniez zidentyfikowana Maresi (M-42), ale wzgledna jej ilos¢ byla mniejsza

w roslinach poddanych dziataniu suszy W poréwnaniu do kontrolnych. Innym biatkiem
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zaangazowanym W metabolizm azotu, ktérego poziom akumulacji ulegl zmniejszeniu pod
wpltywem suszy W trzech spo$rdd badanych genotypéw byla reduktaza ferredoksyna-azotyn
(C-21, M-56, 57, Sb- 26).

Ro6zne podjednostki enzymu biorgcego udziat w wytwarzaniu wysokoenergetycznego
zwigzku adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) — syntazy ATP, pochodzenia mitochondrialnego
I chloroplastowego, zostaty zidentyfikowane w dwoch badanych genotypach: Cam/B1/Cl (C-
20) oraz Sebastianie (Sb-5, 23, 24), jako biatka rdznicujace rosliny kontrolne od roslin
wzrastajgcych w warunkach niedoboru wody. W Sebastianie wszystkie znalezione na zelach
plamki reprezentujace podjednostki syntazy ATP zmniejszyly swoja intensywnos$¢, natomiast
w Cam/B1/CI podjednostka a tego biatka zwigkszyta poziom akumulacji w suszy.

Enzym bioracy udzial w asymilacji siarki- sulfyrylaza ATP, w trzech odmianach
(oprocz Cam/B1/CI) wykazywata obnizenie poziomu akumulacji w poréwnaniu do ro$lin
kontrolnych.

W odmianach Maresi, Sebastian i Stratus zidentyfikowano bialka uczestniczace
w syntezie polimerow $cian komorkowych: syntazg celulozy (St-6) oraz prawdopodobng
transferaze galakturonianu (Sh-36; St-12), ktorych akumulacja znacznie spadta w roslinach
wzrastajacych w warunkach stresu.

Zidentyfikowano réwniez kilka biatek rybosomalnych (M-9; Sb-1, 33; St-1, 46). Ich
wzgledna ilo$¢ obnizyta si¢ W porownaniu do ros$lin kontrolnych, a takze biatka zwigzane
z ekspresjg genow: czynnik elongacyjny Tu (M-45), czynnik inicjujacy translacje (St-34),
atakze biatko naprawcze DNA (St-29), ktorych poziom akumulacji réwniez wykazywat
tendencje spadkowg w suszy. W Sebastianie oraz Stratusie zidentyfikowano rowniez
przedstawicieli biatek regulatorowych z rodziny14-3-3 (Sb-46, St-15), ktore w roslinach
poddanych dziataniu suszy wykazywaly spadek akumulacji oraz homolog translacyjnie
kontrolowanego biatko nowotworu (M-76, St-53), ktore w odmianie Maresi ulegato
znacznemu wzrostowi w poziomie akumulacji, natomiast w Stratusie to biatko ulegato
znacznemu spadkowi.

Amoniakoliaza fenyloalaniny, Kkluczowe biatko szlaku fenylopropanoidowego,
w ktorym m.in. nastgpuje synteza fenolowych metabolitow wtdrnych, wykazywala obnizenie
poziomu akumulacji w suszy w trzech badanych genotypach — Cam/B1/Cl (C-15), Sebastian
(Sb-21) oraz Stratus (St-36). Natomiast w Maresi nie obserwowano istotnej zmiany ilo§ciowej

dla tego biatka.
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4.2. Analiza proteomiczna populacji mapujacej

Zmiany w profilu akumulacji biatek byly monitorowane w lisciach populacji
mapujacej jeczmienia jarego (100 genotypow), stanowigcych pokolenie Fg rekombinacyjnych
linii wsobnych uzyskanych technika pojedynczego ziarna ze skrzyzowania genotypow
rodzicielskich Maresi i Cam/B1/Cl.

Analiza zmian proteomu populacji MCam zostala wykonana z wykorzystaniem
jednowymiarowych oraz wielowymiarowych technik statystycznych w dwoéch réznych
podejs$ciach metodycznych.

W pierwszym, profile akumulacji biatek byly porownywane w kolejnych liniach
hodowlanych populacji MCam pomigdzy roslinami kontrolnymi i poddanymi dziataniu suszy,
co umozliwito identyfikacje biatek, ktore istotnie roznicowaty rosliny rosngce W roéznych
warunkach dostgpnosci wody W poszczegdlnych genotypach. Drugie podejécie stanowita
analiza niecelowana 100 genotypéw populacji mapujacej i dwoch odmian rodzicielskich
wykonana na zelach referencyjnych uzyskanych w pierwszym podej$ciu, co pozwolito na
przesledzenie profili akumulacji biatek we wszystkich badanych obiektach.

Analiza statystyczna (t-Student, p-wartos¢ < 0,05) w programie Image Master
Platinum 7.0 pozwolila na wykrycie tacznie we wszystkich 100 analizowanych genotypach
1738 biatek roznicujacych proteom liscia w warunkach suszy, dla ktorych stosunek pomiedzy
najnizsza znormalizowang wartoscig jednej grupy zeli, w ktdrej akumulacja danego biatka
byta wigksza | najwyzsza znormalizowang warto$cig drugiej grupy, W ktorej to samo biatko
charakteryzowato si¢ nizszym poziomem akumulacji wynosit przynajmniej 1,5 (ang. ratio),
co przewaznie odpowiadato przynajmniej dwukrotnej zmianie w poziomie akumulacji
w stosunku do kontroli.

W 21 genotypach zidentyfikowano od 3 do 10 biatek réznicujacych. Najwieksza
liczba genotypow (47) charakteryzowala si¢ zmienionym profilem akumulacji dla 11-20
biatek. W 25 roznice pomigdzy susza i kontrola zawieraty si¢ w przedziale 21-30 bialek,
natomiast najmniejsza liczba genotypow (6) charakteryzowala si¢ najwigkszym poziomem
zmian i zawierata si¢ w przedziale 31-40 biatek (tab. 4.8.). Okoto 70% wszystkich biatek
roznicujacych wykazywato wzrost poziomu akumulacji W ros$linach poddanych dziataniu

suszy, a 30% ulegato spadkowi (tab. 4.9.).
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Tab. 4.8. Liczba biatek roznicujacych W poszczegdlnych genotypach populacji MCam.
Kolorem zo6lttym zaznaczono genotypy, na podstawie ktorych identyfikowano biatka

metodami spektrometrii mas.

Liczba bialek 3-10 11-20 21-30 31-40
roznicujacych
Liczba 22 47 25 6
genotypow
MCam_001 MCam_002 MCam_076 MCam_006 MCam_007,
MCam_014 MCam_004 MCam_078 MCam_008 MCam_094,
MCam_021 MCam_005 MCam_081 MCam_019 MCam_104,
MCam_024 MCam_009 MCam_086 MCam_026 MCam_108,
MCam_041 MCam_010 MCam_087 MCam_029 MCam_115,
MCam_042 MCam_017 MCam_088 MCam_035 MCam_116
MCam_044 MCam_027 MCam_089 MCam_039
= MCam_052 MCam_028 MCam_090 MCam_048
2 MCam 071 MCam_ 043 MCam_092 MCam_050
Z MCam_074 MCam_045 MCam_093 MCam_056
2 MCam_075 MCam_046 MCam_099 MCam_058
8o MCam_077 | MCam 049  MCam 101 | MCam_059
% MCam_079 MCam_053 MCam_102 MCam_063
s MCam_080 MCam_057 MCam_103 MCam_073
g MCam_085 MCam_060 MCam_109 MCam_082
= MCam_091 MCam_061 MCam_111 MCam_084
z MCam_105 MCam_065 MCam_113 MCam_096
MCam_106 MCam_066 MCam_120 MCam_097
MCam_107 MCam_067 MCam_121 MCam_100
MCam_119 MCam_068 MCam_122 MCam_110
MCam_124 MCam_069 MCam_123 | MCam_112
MCam_128 MCam_070 MCam_126 MCam_114
MCam_072 MCam_127 MCam_118
MCam_130 MCam_125
MCam_ 129

Tab. 4.9. Ogdlny profil zmian poziomu akumulacji biatek réznicujacych rosliny kontrolne od

roslin wzrastajacych w warunkach niedoboru wody we wszystkich liniach populacji

mapujace;.
Liczba biatek r6éznicujacych 1738
Wozrost poziomu akumulacji 1081 70%
Spadek poziomu akumulacji 657 30%
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Do identyfikacji biatek ro6znicujacych metodami spektrometrii mas wybrano tacznie
43 linie badane hodowlane populacji mapujacej. Dla genotypéw charakteryzujacych si¢
zmiennos$cig proteomu W przedziale 3-10 oraz 11-20 bialek do identyfikacji wzigto 25%
genotypow Z kazdej z grupy, natomiast dla genotypéw 0 wigkszej zmiennosci proteomu
identyfikowanych byto 80% genotypoéw dla przedziatu 21-30 biatek roznicujacych i 100%
genotypéw dla przedziatu 31-40 biatek réznicujacych. Lacznie, identyfikacji podlegato ok.
1000 plamek reprezentujgcych rozdzielone biatka. Analiza MALDI-TOF i MALDI-TOF/TOF
pozwolita na identyfikacj¢ tacznie ok. 500 biatek, ktore zostaly nastepnie pogrupowane ze

wzgledu na petlnione przez nie funkcje oraz zmiang poziomu akumulacji (ryc. 4.8.).

Fotosynteza _ 190/0
Metabolizm wegla _ 15%
Ekspresja genéw - 1 00/0

Metabolizm azotu _ 9 °/c| . e

Poziom akumulacji
Transport elektronéw - 9%, o ‘SNpZarg ZT(
Przekazywanie sygnatéw - 6 D/o
Metabolizm wtérny - 2%

Niesklasyfikowane . 5%

0 10 20 30 40 50 60
Liczba zidentyfikowanych biatek

Ryc. 4.8. Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek lisci w populacji mapujacej MCam
z uwzglednieniem zmian W poziomie akumulacji biatek. Warto$ci procentowe wskazuja na

udzial kazdej kategorii we wszystkich zidentyfikowanych biatkach.

Najwigksza liczba bialek, ktorych poziom akumulacji ulegt zmianie pod wplywem
suszy w porownaniu do roslin kontrolnych byla zwigzana z mechanizmami obronnymi.
Wiegkszos¢ biatek zidentyfikowanych w tej kategorii (75%) zwigkszyta swoj poziom
akumulacji w odpowiedzi na susze. Enzymy zaangazowane W usuwanie wolnych rodnikoéw
stanowity ok. 30% biatek tej kategorii I W przewazajacej ilosci (66%) wykazywaty wzrost

wzglednej ilosci W poroéwnaniu do roslin kontrolnych.
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Susza wptynela takze na biatka zwigzane z fotosynteza (19%). Nieznaczna wigkszos¢
biatek W tej kategorii (20) obnizyla swoj poziom akumulacji W roslinach wzrastajacych
w warunkach niedoboru wody.

Enzymy zwigzane z metabolizmem wegla rowniez ulegly zmianom w poziomie
akumulacji spowodowanych susza, jednakze 65% z nich charakteryzowato si¢ zwigkszonym
profilem akumulacji w roslinach poddanych dziataniu suszy.

Niedobor wody spowodowat zmiany akumulacji biatek zwigzanych z ekspresjg genéw
(10%), z ktorych potowa wykazywata obnizenie wzglednej ilosci, metabolizmem azotu (9%),
transportem elektrondw (9%) i przekazywaniem sygnatow (6%).

Niewielka liczba zidentyfikowanych biatek (5) byla zwiazana z metabolizmem
wtornym i W tej kategorii obserwowano zwigkszenie wzglednej ilosci tych biatek w suszy.

Poziom zmian wzglednej ilosci zidentyfikowanych biatek w stosunku do kontroli
wahat si¢ od 2 do 15 razy w przypadku biatek, ktorych akumulacja zwigkszyta si¢ w suszy
iod 2 do 10 razy dla bialek, ktorych akumulacja spadta w roslinach poddanych dziataniu
suszy (tab. 4.10.14.11.).

Biatka, ktore w wyniku dziatania suszy zwigkszyly swoj poziom akumulacji ponad 10-
krotnie stanowily 3% wszystkich biatek rdéznicujacych. Biatka, ktorych profil akumulacji
zmalat 5-10 krotnie stanowity 1,7% wszystkich biatek rdéznicujgcych, natomiast te, ktorych
wzgledna ilo§¢ w stosunku do kontroli zwigkszyta si¢ w tym przedziale stanowity 4,5%.
17,6% wszystkich bialek roznicujacych w populacji mapujacej wykazywato zmian¢ na
poziomie od 3 do 5 razy w stosunku do kontroli, z czego 5% stanowily biatka
0 zmniejszonym profilu akumulacji w suszy w tym zakresie. Biatka, ktorych poziom
akumulacji wzrastal lub malatl 2-3 krotnie stanowity odpowiednio 38% i 26% wszystkich
biatek roznicujagcych. Parametry identyfikacji biatek wraz z przyktadami genotypami,
u ktorych obserwowano okre$long zmiang w profilu akumulacji umieszczono w materiatach
dodatkowych (tab. S1-S2). W tabelach 4.10. i 4.11. podane wartosci procentowe dotyczg
osobno biatek, ktore ulegly wzrostowi w poziomie akumulacji lub spadkowi.

Izoforma B aktywazy RuBisCO (pozycja K2, ryc. 4.1.), biatko wigzace $wiatla
retikulum endoplazmatycznego (pozycja K4, ryc.4.1.) oraz jego druga izoforma (pozycja K5,
ryc. 4.1.) stanowily biatka 0 najbardziej zmiennym poziomie akumulacji w liniach
hodowlanych populacji mapujacej. Wzrost profilu akumulacji tych biatek w zaleznosci od
genotypu wahala si¢ od 2 do 15 razy w stosunku do kontroli (tab. 4.10.). Jednoczesnie, te
bialka roznicowaty si¢ W suszy we wszystkich liniach populacji mapujacej (izoforma B

aktywazy RuBisCO) (ryc. 4.9 A) lub w zdecydowanej wiekszosci genotypow (obie izoformy
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biatka wigzacego $wiatta retikulum endoplazmatycznego) (ryc. 4.9 B i C). Dla 15 linii
hodowlanych nie mozna bylo zidentyfikowa¢ plamek reprezentujacych izoformy biatka
wigzgcego $wiatta retikulum endoplazmatycznego z powodu ich niedostatecznego rozdziatu
na zelu.

Wykres rozrzutu dla réznicy warto$ci procenta objetosciowego plamki W roslinach
poddanych suszy i roslinach kontrolnych (efekt suszy) izoformy B aktywazy RuBisCO
wzgledem biatka wigzacego $wiatla retikulum endoplazmatycznego ujawnit wysoki poziom
korelacji (wspotczynnik korelacji, =0,66) pomi¢dzy genotypami populacji mapujacej, CO
wskazuje na znaczne podobienstwa W reakcji na susze¢ tych dwoch biatek w liniach populacji
mapujacej (ryc. 4.10 A). Podobny wynik byt obserwowany na wykresach rozrzutu dla
izoformy B aktywazy RuBisCO i izoformy 2 biatka wigzacego S$wiatla retikulum
endoplazmatycznego (ryc. 4.10 B) oraz dla obu izoform biatka wigzacego $wiatta retikulum
endoplazmatycznego (ryc. 4.10 C). Z kolei wspotczynnik korelacji obserwowany na wykresie
rozrzutu dla izoformy B aktywazy RuBisCO wzgledem izoformy A tego biatka, ktore roOwniez
roznicowalo statystycznie wszystkie linie hodowlane rosngce w warunkach kontrolnych od

wzrastajgcych w  warunkach  niedoboru, byt niski (r=0,14) (ryc. 4.10 D).
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Tab. 4.10. Biatka, dla ktérych obserwowano wzrost poziomu akumulacji W liniach populacji mapujacej MCam.

WYNIKI

Zmiana profilu
akumulacji (WZROST)

Procent bialek

Bialka

Funkcja biologiczna

Peroksyredoksyna dwucysteinowa
Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP
Biatko szoku cieplnego 70 kDa
Lipooksygenaza 1

Lipooksygenaza 2.1, chloroplastowa
Biatko wigzace $wiatta ER

Bialko wigzace $wiatta ER 2

Mechanizmy obronne

10-15 3% Biatko wigzace $wiatta ER :
] i Mechanizmy obronne
Biatko szoku cieplnego 70 kDa
Aktywaza RuBisCO, izoforma B Fotosynteza
5-10 5%
Helikaza RNA 9 zalezna od ATP Ekspresja genow
3-5 24%
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3-5(c.d.)

3-2

67%

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa

C-koncowa hydrolaza ubikwityny Mechanizmy obronne (c.d.)

Dehydrogenaza alkoholowa 2
Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla

Dehydrogenaza mannitolu

Kinaza bogate w powtérzenia cystein

RuBisCO, duza podjednostka
RuBisCO, mata podjednostka
Aktywaza RuBisCO, izoforma A
Aktywaza RuBisCO, izoforma B
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6f
Biatko wiazace chlorofil 2
Oksydoreduktaza NADP™: ferredoksyna
Oksydoreduktaza NAD(P)H: chinon

Fotosynteza
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3-2 (c.d.

Ligaza ubikwityny E3

Biatko F-box SKP2A

S-transferaza glutationu

Biatko szoku cieplnego 70 kDa
Lipooksygenaza 2.1, chloroplastowa

Biatko wigzace $wiatta ER
Biatko wigzace $wiatta ER 2

Peroksyredoksyna 2E-2, chloroplastowa
Proteasom, podjednostka alfa
S-transferaza glutationu (homolog)
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa
Biatko podobne do tioredoksyny

Transferaza adenylowa
Kinaza adenylowa
Dehydrogenaza alkoholowa
Dikinaza glukan, woda
Beta-frukofuranozydaza

Beta-glukozydaza 43
Anhydraza weglanowa

Syntetaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu
Enolaza

Fruktokinaza 1

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu

Mechanizmy obronne c.d.

Metabolizm wegla
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3-2 (c.d.)

Adenylotransferaza glukozo-1-fosforanu
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego

Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna)
Syntaza skrobi

Biatko z rodziny 14-3-3

Kinaza zalezna od wapnia

Kinaza bogate w powtorzenia cystein
Fosfolipaza D

Fosfataza 2C (prawdopodobna)
Kinaza PERK10

Metabolizm wegla (c.d.)

Przekazywanie sygnatow
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Tab.4.11. Bialka, dla ktorych obserwowano spadek poziomu akumulacji w liniach populacji mapujacej MCam.

WYNIKI

Zmiana profilu akumulacji

Procent bialek

Bialka

RuBisCO, duza podjednostka

RuBisCO, mata podjednostka

Aktywaza RuBisCO, izoforma A
Oksydoreduktaza NAD(P)H: chinon, podjednostka
H,

Biatko kompleksu rozktadajacego wode
fotosystemu 11

Funkcja biologiczna

Fotosynteza

Dehydrogenaza jablczanowa, mitochondrialna Metabolizm wegla

(SPADEK)
5-10 14%
3-5 15%

RuBisCO, duza podjednostka
Aktywaza RuBisCO, izoforma A
Biatko wigzace chlorofil

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A,

Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa

Fotosynteza

chloroplastowa Metabolizm wqila

Transport elektronow/jonéw

Biatko rybosomalne 30S, chloroplastowe

Ekspresja genow
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2-3

71%

Biatko rybosomalne 40S, chloroplastowe
Biatko rybosomalne 50S L12, chloroplastowe
Polimeraza RNA, podjednostka beta

Czynnik elongacyjny Tu, chloroplastowy

Peroksyredoksyna jedno-cysteinowa

Kazeino-lityczna proteaza serynowa, podjednostka
regulatorowa

Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP

Biatko szoku cieplnego 70 kDa
Peroksydaza 46

Peroksydaza 47

Cytochrom P450

Mechanizmy obronne

Beta-glukozydaza 43

Metabolizm wegla
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2-3 (c.d)

Endoglukanaza 16
Fruktokinaza 1
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A,
chloroplastowa

Karboksylaza fosfoenolopirogronianowa
Fosforybulokinaza

Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna)

Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa

Syntaza ATP, podjednostka gamma, chloroplastowa

Transport elektronow/jonéw
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Ryc. 4.9. Profile akumulacji izoformy B aktywazy RuBisCO (A), biatka wigzacego swiatta

retikulum endoplazmatycznego (B) oraz izoformy 2 biatka wigzacego $wiatla retikulum

endoplazmatycznego w liniach populacji mapujacej i odmianach rodzicielskich w warunkach

kontrolnych (kolor niebieski) i w warunkach niedoboru wody (kolor czerwony).

Obserwowane zmiany poziomu akumulacji tych bialek we wszystkich badanych genotypach

byly istotne statystycznie (p-wartos¢ < 0,05). Wartosci profili biatek na wykresach zostaly

uszeregowane zgodnie ze wzrastajacym efektem suszy.
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Aktywaza Rubisco, izoforma B
Aktywaza Rubisco, izoforma B
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Bialko wigzqce $wiatla retikulum endoplazmatycznego Biatko wigzqce $wiatfa retikulum endoplazmatycznego, izoforma 2

Wspotczynnik korelacji r=0,66 Wspotczynnik korelacji r=0,51
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Bialko wigzace $wiatla retikulum endoplazmatycznego. izoforma 2 Aktywaza Rubisco, izoforma A
Wspotczynnik korelacji r=0,65 Wspotczynnik korelacji r=0,14

Ryc. 4.10. Wykresy rozrzutu dla efektu suszy: A) izoformy B aktywazy RuBisCO wzgledem
biatka wigzacego $wiatla retikulum endoplazmatycznego, B) izoformy B aktywazy RuBisCO
wzgledem izoformy 2 biatka wigzacego $wiatla retikulum endoplazmatycznego, C) biatka
wigzacego $wiatta retikulum endoplazmatycznego wzgledem jego izoformy, D) izoformy B

aktywazy RuBisCO wzgledem izoformy A aktywazy RuBisCO.

Wykorzystana procedura do przeprowadzenia niecelowanej, catoSciowej analizy
zmian proteomu w liniach hodowlanych populacji mapujacej MCam i odmian rodzicielskich
pozwolita na utworzenie 550 zestawOw polaczen pomigdzy plamkami reprezentujacymi
rozdzielone bialka.

Poszczegdlne polaczenia plamek pomiedzy zelami byly obecne w roznej liczbie linii
| zawieraly si¢ od 3 do 102. Liczba potgczen biatkowych wykryta w poszczegdlnych
genotypach wahata si¢ od 24 do 550. W celu weryfikacji poprawnosci utworzonych zestawow
potaczonych plamek biatkowych konieczne byt ich przejrzenie oraz edycja (usunigcie) czesci

Z nich.
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Image Master Platinum 2D jest programem pierwszej generacji analizy biatek
rozdzielonych za pomoca elektroforezy dwukierunkowej, a zaimplementowany w nim
algorytm wykrywania i dopasowywania plamek pomiedzy zelami dosy¢ czesto popeinia
btedy, przez co wymagana jest znaczna interwencja uzytkownika, co W przypadku duzej
liczby zeli znacznie utrudnia | wydtuza czas analizy (Berth i in., 2007).

Ograniczeniem zastosowanego podejs$cia calo$ciowej analizy zmian proteomu w 102
genotypach bylo to, ze zestawu niepoprawnie potaczonych plamek nie mozna bylo
korygowac (tzn. dzieli¢ lub faczy¢ plamek) ze wzgledu na konieczno$¢ zachowania zgodnos$ci
W numeracji pomi¢dzy analizg globalng i analizami pojedynczych genotypow. Z tego powodu
jedyng mozliwo$cig bylo ich usunigcie. W rezultacie odrzucono 297 btednie utworzonych
zbioréow plamek, bedacych efektem blednego dziatania algorytmu programu lub/i rdéznic
W umiejscowieniu plamy na zelu spowodowanych przebiegiem rozdziatu elektroforetycznego.
Odrzucone zestawy plamek byly przewaznie obecne tylko na niewielkiej liczbie genotypow
(n<20). Ponadto duza czgs¢ 2z nich powstata w wyniku potaczen pomigdzy
zanieczyszczeniami wystepujacymi na zelach, np. smug lub czasteczek barwnika. Pozostate
257 zestawow biatkowych stanowilo podstawe catosciowej analizy zmienno$ci proteomu
W suszy W populacji mapujgcej MCam i odmianach rodzicielskich. Analiza biatek metodami
spektrometrii mas umozliwita identyfikacje 190 z nich. Elektroforegram z zaznaczonymi
biatkami, ktorych profile akumulacji zostaty wziete do niecelowanej analizy zmian proteomu
zostat przedstawiony na ryc. 4.11 (rycina w wigkszej rozdzielczos$ci zostata umieszczona na
ptycie CD). Nazwy biatek zgodne z numeracjg z ryc. 4.11 wraz ze Srednimi warto$ciami ich
akumulacji w warunkach kontrolnych i niedoboru wody dla populacji mapujacej i odmian
rodzicielskich zostaly przedstawione w tab. 4.12 (tab. 4.12 uzupelniona 0 parametry

identyfikacji jest dostgpna W materiatach dodatkowych — tab. S3).
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S
v

97 kDa

14 kDa

Ryc. 4.11. Elektroforegram z zaznaczonymi biatkami, dla ktoérych analizowano profile
akumulacji w obrgbie populacji mapujacej i odmianach rodzicielskich. Nazwy biatek zostaty

przedstawione w tab. 4.12.
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Tab. 4.12. Biatka, dla ktorych monitorowano zmiany w profilach akumulacji w populacji mapujacej MCam. Kolor czerwony - bialka, dla

ktorych $redni efekt suszy byl istotny statystycznie, kolor niebieski - biatka, dla ktérych interakcja genotyp X susza byla istotna statystycznie,

kolor zielony - biatka, dla ktorych $redni efekt suszy i interakcja genotyp X susza byly isotne statystycznie.

Liczha
‘Wspélezynnik korelacji -wartosc dla
Numeragjana|  gemotypéow Nazwa bialka Proces biologiczny poml:dzy powtémnia;:ﬁ nrinic pomigdzy [ 30T
#elu wehodzacyeh w b linjami efektu suszy
sklad profilu
1 102 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla 0.82 0.00E+00
2 102 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.84 0.00E+00
3 102 Bialko zalezne od pirofosforanu tiaminy Inne 0.79 0.00E+00
4 102 Bialko kompleksu rozkladajgcego wode fotosystemu IT 2 Fotosynteza 0.85 0.00E+00
5 100 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla 0.72 0.00E+00
6 99 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla 0.75 0.00E+00
7 98 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.82 0.00E+00 0.00E+00
8 97 Aktywaza Rubisco, izoforma B Fotosynteza 0.93 0.00E+00 0.00E+00
9 96 Bialko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0.73 6.31E-34 0.00E400
10 96 lzomeraza triozofosforanowa Fotosynteza 0.82 0.00E+00 3.04E-01
11 96 Aldolaza frukiozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla 0.77 0.00E+00
12 96 Czynnik elongacyjny Tu Ekspresja genow 0.67 2.78E-31
13 96 Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP Mechanizmy obronne 0.69 3.53E-40 3.49E-01
14 95 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.74 2.92E-31 0.00E+00
15 95 Perooksydaza askrobinianowa Mechanizmy obronne 0.70 0.00E+00 1.23E-34
16 95 Czynnik elongacyjny Tu, chloroplastowy Ekspresja genow 0.83 0.00E+00 9.53E-01
17 95 Kinaza 3-fosfoglicerynianowa Fotosynteza 0.78 0.00E+00
18 9 Bialko wigzace duza podjednostke Rubisco, podjednostka beta Fotosynteza 0.83 0.00E+00 3.03E-03
19 94 Syntaza S-adenozylometioninowa 2 Melabolizm azotu 0.84 0.00E+00 0.00E+00
20 93 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.86 0.00E+00 0.00E+00
21 93 Anhydraza weglanowa Metabolizm wegla 0.89 0.00E+00 4.59E-22
22 93 Oksydoreduktaza NADP+: ferredoksyna, chloroplastowa Fotosynteza 0.67 0.00E400 3.00E-03
23 93 Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jonow/elektronéw 0.51 2.33E-34 147E-03
24 92 Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna) Metabolizm wegla 0.69 0.00E+00 4.28E-08
25 92 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloroplastowa Metabolizm wegla 0.90 0.00E+00 4.57E-39
26 92 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka requlatorowa Mechanizmy obronne 0.75 0.00E+00
27 92 Oksydoreduktaza NADP+ferredok , chloroplastowe Fotosynteza 0.92 0.00E+00
28 92 Proteaza zalezna od cynku Mechanizmy obronne 0.58 3.10E-34
29 92 Izomeraza triozofosforanowa Fotosynteza 0.92 0.00E+00
30 92 Oksydoreduktaza NAD(P)H: chinon Fotosynteza 0.78 0.00E+00
31 91 Kinaza adenylanowa Metabolizm wegla 0.65 0.00E+00 6.51E-40
32 91 Bialko kompleksu rozkladajgcego wode fotosystemu 11 1 Fotosynteza 0.60 0.00E+00 3.57E-03
33 91 Niezidentyfikowane Nieznana 0.84 0.00E+00 3.49E-01
34 91 Oksydoreduktaza NADP +ferredok chloroplastowe Fotosynteza 0.73 0.00E+00
35 91 Niezidentyfikowane Nieznana 0.38 1.95E-19
36 90 Bialko kompleksu rozkladajgcego wode fotosystemu 11 2 Fotosynteza 0.65 8.11E-21
37 90 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne 0.63 0.00E+00
38 90 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloroplastowa Metabolizm wegla 0.77 0.00E+00 8.79E-01
39 90 Bialko wigzgce duza podjednostke Rubisco. podjednostka beta Fotosynteza 0.59 1.93E-33 5.64E-08
40 89 Niezidentyfikowane Nieznana 0.70 2.54E-41 0.00E400
41 89 Bialko wigzace chlorofil Fotosynteza 0.87 0.00E+00 9.35E-02
42 89 Niezidentyfikowane Nieznana 0.77 0.00E+00 1.89E-11
43 89 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla 0.82 0.00E+00 1.05E-01
44 89 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.38 1.64E-20 4.66E-01
45 89 Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.58 5.91E-32 7.54E-02

p-wartosé dla | Srednia wartosé Srednia wartosé
interakcji plamki w kontroli W Suszy Efekt suszy
genotyp x susza | (log2(1000x % vol) | (log2(1000 x % vol)
539 5.29 -0.09
7.22 7.38 016
2.82E-02 6.04 5.90 -0.14
7.07E-04 6.80 6.80 -0.01
6.01E-02 5.89 5.91 0.02
8.73E-03 5.17 5.29 012
2.77E-16 532 480 -0.52
8.83E-21 242 3.99 1.56
6.86E-04 4.00 475 0.66
1.90E-01 488 4.90 0.01
9.15E-02 6.95 6.90 -0.06
3.54E-02 467 475 0.08
4.71 4.73 0.02
1.35E-07 6.36 6.68 032
6.27E-04 277 310 032
571 5.71 0.00
6.55 6.49 -0.06
551 546 -0.05
9.77E-12 4.59 485 026
5.64E-16 3.70 298 -0.72
2.01E-10 467 4.80 0.14
6.80E-02 542 545 003
2.77E-01 7.55 7.50 -0.04
7.06E-07 2.95 313 017
1.19E-03 6.21 5.99 0.22
2.04E-02 384 3.93 0.10
4.71E-03 512 4.82 -0.30
2.65E-02 413 413 0.01
485 482 -0.02
450 476 026
347 375 028
6.08 6.13 0.05
2.26E-02 4.09 410 0.01
2.30E-01 6.57 645 -0.13
9.91E-02 3.95 3.80 -0.16
1.64E-01 239 2.90 051
1.89E-02 3.21 3.07 -0.13
4.06 4.06 0.00
2.07E-06 4.60 470 010
5.14E-10 2.58 313 055
2.45E-02 5.08 5.10 0.02
1.47E-03 3.87 375 -0.12
1.60E-01 4.86 4.83 -0.02
1.62E-01 449 4.51 0.02
LA1E-01 4.26 429 0.03
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Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla 0.56 1.49E-25 6.23E-01 4.61 4.59 -0.02
Syntaza metioninowa Metabolizm azotu 0.77 0.00E+00 535 5.54 0.20
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa, mitochondrialna Mechanizmy obronne 0.58 1.73E-36 9.23E-03 265 2.91 0.27
Syntaza cysteinowa Metabolizm azotu 0.73 0.00E400 2.68E-03 440 4.20 -0.20
Bialko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne 0.68 0.00E+00 351 3.64 0.13
S-transferaza glutationu Mechanizmy obronne 059 0.00E+00 345 3.60 015
Pirofosfataza ADP-glukozy Metabolizm wegla 0.64 1.63E-32 3.80E-03 2.53 2.74 0.21
Niezidentyfikowane Nieznana 032 1.87E-36 3.90 3.89 -0.01
Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.85 0.00E+00 4.74 5.03 0.29
Czynnik inicjacji translacji 4A Ekspresja genow 0.63 0.00E+00 3.83 3.87 0.05
Fosforybulokinaza, chloroplastowa Fotosynteza 0.62 9.30E-18 645 6.41 -0.04
Dchydrogenaza jablczanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm wegla 0.70 0.00E400 520 5.21 0.01
Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla 0.79 0.00E+00 443 468 0.24
Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jondw/elektrondw 048 1.35E-26 6.23 6.24 0.01
Bialko kompleksu rozkladajgcego wodg fotosy 11 Fotosynteza 0.83 0.00E+00 7.01 6.99 -0.02
Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka requlatorowa Mechanizmy obronne 0.73 4.81E-41 3.92 3.67 -0.25
Epimeraza cukru nukleozydo-difosforanowego Metabolizm wegla 0.77 0.00E+00 542 5.29 -0.13
Niezidentyfikowane Nieznana 0.39 3.35E-29 3.34E-03 2.54E-03 3.37 3.31 -0.07
Niezidentyfikowane Nieznana 0.64 4.92E-39 4.59E-01 481 4.80 -0.01
Niezidentyfikowane Nieznana 0.71 0.00E+00 4.72E-32 459 4.86 0.27
Czynnik inicjacji translacji 4A Ekspresja genow 0.78 0.00E+00 2.66E-02 3.59 3.62 0.03
Niezidentyfikowane Nieznana 0.79 4.02E-32 1.33E-03 3.86 3.97 0.11
Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jondw/clektronow 048 1.71E-40 7.10E-01 533 532 -0.01
Bialko wiazgce $wiatla retikulum endoplazmatyeznego Mechanizmy obronne 0.89 0.00E+00 2.20 324 1.04
Niezidentyfikowane Nieznana 044 5.02E-19 410 450 041
Alktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.83 0.00E400 5.37 527 -0.09
Aktyna (fragment) Inne 0.67 1.83E-40 495 5.03 0.08
Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne 0.58 8.83E-34 3.37 347 0.10
Peroksyredoksyna 2E-2 Mechanizmy obronne 042 245E-24 251 2.79 0.28
Reduktaza dehydroaskorbinianu Mechanizmy obronne 083 0.00E+00 9.34E-01 3.31 331 0.00
Niezidentyfikowane Nieznana 0.67 0.00E+00 1.52E-01 5.55 557 0.02
Bialko szoku cieplnego 20 kDa Mechanizmy obronne 0.73 1.54E-40 4.31 4.15 -0.16
Syntaza S-adenozylometioninowa 1 Metabolizm azotu 0.83 0.00E+00 4.00 410 0.11
Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 0.60 7.97E-35 4.65E-04 3.81 3.90 0.09
Enolaza Metabolizm wegla 0.66 1.10E-36 7.06E-03 404 5.01 0.07
Niezidentyfikowane Nieznana 0.56 6.19E-28 293 3.13 0.20
Bialko hipotetyczne Nieznana 0.79 0.00E+00 108 419 0.11
Wakuolama pompa protonowa (ATPaza) Transport jondw/elektrondw 0.59 8.87E-35 4.02 412 0.10
Glioksalaza | Metabolizm widrny 0.79 0.00E+00 3.63 3.94 0.32
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6f Fotosynteza 0.72 0.00E+00 A 9.62E-03 3.80 3.80 0.00
Dehydrogenaza izocytrynianowa Metabolizm wegla 0.75 0.00E+00 1.57E-02 4.32 4.33 0.01
Adenylotransferaza glukozo-1-fosforanu. mata podjednostka Metabolizm wegla 0.63 2.21E-30 4.41E-03 321 3.50 0.30
Aminomutaza semialdehydu glutaminianowego Metabolizm azotu 0.71 0.00E400 8.75E-01 1.44E-03 3.65 3.65 0.00
Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jonow/elektrondw 0.45 8.20E-25 243E-01 6.49E-03 349 3.54 0.05
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6f Folosynteza 0.54 8.27E-17 1.48E-02 8.05E-02 4.77 4.65 -0.12
Niezidentyfikowane Nieznana 0.69 0.00E+00 1.16E-02 3.63 3.67 0.04
Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla 0.88 0.00E+00 5.54 5.59 0.06
Aktywaza Rubisco, izoforma A Fotosynteza 071 2.93E-37 1.57E-02 3.01 3.70 -0.21
S-transferaza glutationu Mechanizmy obronne 0.54 2.92E-32 6.22E-03 317 3.22 0.05
Niezidentyfikowane Nieznana 0.53 1.95E-25 1.39E-02 340 3.54 0.14
Bialko rybosomalne z rodziny L2 Ekspresja gendw 0.59 2.56E-29 1.44E-03 4.06 411 0.05
Amoniakoliaza fenyloalaninowa Metabolizm wiorny 0.50 9.74E-35 263 292 0.30
Niezidentyfikowane Nieznana 0.47 2.54E-33 7.05E-04 1.81E-02 3.31 3.38 0.07
Czynnik transkrypeyjny z rodziny NAC Ekspresja genow 0.78 2.53E-27 1.51E-03 8.28E-01 4.50 4.35 -0.15
Transporter magnezu MRS2-5 Transport jondw/elekirondw 0.54 3.23E-30 5.40E-01 3.20 3.06 -0.14
Niezidentyfikowane Nieznana 0.41 2.21E-18 3.66 3.80 0.15
Bialko wigzgce duzq podjednostke Rubisco, podjednostka beta Fotosynteza 0.50 1.06E-24 353 353 0.01
Syntaza metioninowa Metabolizm azotu 0.75 0.00E400 4.54 4.85 0.31
Niezidentyfikowane Nieznana 0.58 2.19E-33 2.91 2.69 -0.22
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108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
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134
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136
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138
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152
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155
156
157
158
159

161
162
163

Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP

Bialko wiazgce $wiatla retikulum endoplazmatycznego 2
Bialko szoku cieplnego 70 kDa

Syntaza metioninowa

Dehydrogenaza jablczanowa, mitochondrialna
Niezidentyfikowane

Homolog bialka z rodziny 14-3-3

Syntaza ATP, podjednostka gamma, mitochondrialna
Niezidentyfikowane

Mediator podjednostki transkrypeyjnej polimerazy I RNA (prawdopodabny)

Aktywaza Rubisco, izoforma A

Aktywaza Rubisco, izoforma A

Syntaza S-adenozylometioninowa

Tzomeraza iriozofosforanowa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

S-transferaza glutationu

Nieorganiczna pirofosfataza

Perooksydaza askrobinianowa

Izomeraza triozofosforanowa
Niezidentyfikowane

Bialko szoku cieplnego 70 kDa

Kinaza z nieaktywnym receptorem

Cyklina H1

Translokaza secA, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Tubulina. laficuch beta-2

Bialko rybosomalne z rodziny L10
Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa (fragment)
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Lipokalina indukowana temperaturg
Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna)
Bialko blony wewngtrznej chloroplastu HSP70
Bialko szoku cieplnego 70 kDa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Nieorganiczna pirofosfataza

Niezidentyfikowane

Apocytochrom

Niezidentyfikowane

Bialko zaangazowane w biogeneze fotosystemu 11
Syntaza cysteinowa

Reduktaza ferredoksyna-azotyn
Niezidentyfikowane

Dehydrogenaza fosfoglukonianowa
Niezidentyfikowane

Aminotransferaza

Niezidentyfikowane

Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa
Oksydoreduktaza NADP+ferredok chloroplastowe
Translacyjnie kontrolowane bialko nowotworu (homolog)
Syntetaza alanilo-tRNA

Tioredoksyna

Syntetaza glutaminowa, chloroplastowa
Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa

Bialko odpornosci na choroby At5g45440 (prawodpodobne)

Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm azotu
Metabolizm wegla
Nieznana
Mechanizmy obronne
Transport jonow/elekironow
Nieznana
Mechanizmy obronne
Fotosynteza
Fotosynteza
Metabolizm azotu
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obronne
Inne
Mechanizmy obronne
Fotosynteza
Nieznana
Mechanizmy obronne
Przekazywanie sygnalow
Regulacja cyklu komarkowego
Transport bialek
Inne
Bialko strukturalne
Ekspresja genow
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Transport jonow/elekironow
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Inne
Nieznana
Fotosynteza
Nieznana
Fotosynteza
Melabolizm azotu
Metabolizm azotu
Nieznana
Metabolizm wegla
Nieznana
Metabolizm azotu
Nieznana
Transport jondw/elektrondw
Fotosynteza
Mechanizmy obronne
Ekspresja genéw
Mechanizmy obronne
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
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1.14E-23
0.00E+00
2.57E-28
2.3BE-37
2.06E-29
3.73E-32
6.26E-25
0.00E+00
0.00E+00
7.64E-39
9.81E-31
7.69E-31
1.04E-28
0.00E+00
0.00E+00
5.69E-27
4.76E-30
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
2.37E-21
3.80E-23
5.75E-33
3.26E-24
2.62E-12
0.00E+00
3.03E-39
2.13E-28
4.07E-17
0.00E+00
0.00E+00
1.29E-30
1.77E-30
9.62E-28
5.35E-07
2.14E-17
2.96E-26
3.49E-36
0.00E+00
1.71E-18
0.00E+00
3.78E-26
0.00E+00
1.84E-06
1.8BE-30
1.54E-24
0.00E+00
1.93E-40
0.00E+00
0.00E+00
1.08E-31
5.65E-21
0.00E+00
0.00E+00
8.92E-24
0.00E-+00
2.82E-27
1.46E-29
5.42E-17

4.45E-05

2.81E-20

5.15E-02

4.95E-02 5.47E-03

1.47E-02 5.02E-02
2.03E-02

5.30E-04 1.05E-02

1.31E-15 7.38E-15

245E-02 1.30E-02

3.55E-02

147E-36 4.20E-10

7.62E-04 1.67E-03

2.27E-05 1.12E-03
1.28E-01

1.38E-01 2.15E-02

1.54E-02

4.85E-33 L67E-05

4.42E-18 2.65E-04

4.25E-36 1.77E-14

8.33E-29 8.70E-06

8.89E-01

9.46E-01

6.12E-02

1.69E-04

1.60E-01

212E-12

5.19E-03

1.77E-01

2.73E-02

2.75E-02
1.78E-02

5.68E-02

3.65E-03

47 141E-01
5.58E-01
7.03E-04

4.55E-02

1.07E-01
6.09E-03
3.23E-01
3.54E-01
1.38E-02

3.87E-03

1.53E-01

3.22E-03

4.22E-03
3.88E-01
1.51E-38 1.80E-05
749E-09 9.51E-04

1.95E-02
1.64E-01 2.27E-01
1.98E-01

6.82E-03
1.80E-01

321
3.53
339
335
4.48
3.79
3.43
5.11
3.64
3.65
4.43
4.07
3.21
4.69
3.42
3.37
335
3.65
3.56
3.63
4.33
5.07
3.37
448
328
4.25
299
373
216
3.44
4.98
291
312
3.22
295
5.23
4.56
3.23
312
3.23
3.99
4.57
3.85
4.44
4.08
3.90
345
3.81
3.59
341
2.89
3.87
3.88
321
248

5.08
3.88

0.34
0.97

0.04
0.05
-0.03
0.08
-0.21
0.04
-0.40
0.39
0.10
-0.08
0.05
0.03
0.10
-0.26
0.19
0.30
0.28
0.17
-0.03
-0.17
-0.16

0.51
-0.23
-0.15
-0.06
-0.09
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164
165

167
168
169
170
171
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

220
221
222
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Bialko zawierajace domeng wiazacg RNA
Izomeraza triozofosforanowa

Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Syntetaza glutaminowa, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloroplastowa

Rubisco, mala podjednostka (fragment)
Oksydoreduktaza NADP+ferredok
Bialko zwiazane z patogeneza
Niezidentyfikowane

Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna
Oksydoreduktaza NADP +ferredok chloroplastowe
Aktywaza Rubisco, izoforma A

Fosforybulokinaza, chloroplastowa

Bialko zwiazane z wysychaniem PCC27-45
Niezidentyfikowane

Tubulina. laicuch beta-2

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Rubisco, duza podjednostka (fragment)

Rubisco. mala podjednostka (fragment)
Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu

Bialko kompleksu rozkladajacego wode fotosystemu IT 1
Niezidentyfikowane

Bialko wigzace duza podjednostke Rubisco. podjednostka alfa
Bialko kompleksu rozkladajgcego wode fotosystemu 11 2
Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Syntaza metioninowa

Lipokalina indukowana temperaturg

Bialko kompleksu rozkladajacego wode fotosystemu IT 1
Anhydraza weglanowa

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP

C-koficowa hydrolaza ubikwityny

Niezidentyfikowane

Syntaza ATP, podjednostka gamma, mitochondrialna
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Bialko rybosomalne z rodziny L2

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Bialko rybosomalne 508

Syntaza S-adenozylometioninowa 3

Perooksydaza askrobinianowa

Alktywaza Rubisco, izoforma A

Bialko wiazgce duza podjednostke Rubisco. podjednostka alfa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu

Dehydrogenaza jablczanowa, mitochondrialna
Altywaza Rubisco, izoforma B

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

chloroplastowe

Ekspresja genow
Fotosynteza
Transport jondw/elektrondw
Metabolizm azotu
Nieznana
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Fotosynteza
Mechanizmy obronne
Nieznana
Transport jonow/elektronow
Fotosynteza
Fotosynteza
Fotosynteza
Mechanizmy obronne
Nieznana
Bialko strukturalne
Nieznana
Nieznana
Fotosynteza
Fotosynteza
Nieznana
Melabolizm wegla
Fotosynteza
Nieznana
Fotosynteza
Fotosynteza
Transport jondw/elektronow
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Fotosynteza
Metabolizm wegla
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Nieznana
Transport jondw/clekirondow
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Ekspresja genéw
Nieznana
Nieznana
Ekspresja genow
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne
Fotosynteza
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Melabolizm wegla
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana

0.66
0.61
0.58

0.75
0.92
0.61
0.65
0.98
0.67
0.69
0.81
0.76
0.62
0.56
0.87
0.89
0.76
0.87
0.35
0.64
0.62
0.90
0.51
0.35
0.61
0.82
0.56
0.73
0.66

0.72
0.62
0.69
0.55
0.54
0.52
0.48
0.76
0.60
071
0.66
0.52
0.67
0.54
0.62
0.76
0.77
0.67
0.86
0.75
0.59
0.62
0.79
0.50

0.89
0.44
0.56

4.90E-41
1.86E-24
3.95E-24
0.00E+00
1.58E-22
1.78E-23
5.81E-37
0.00E+00
5.32E-20
2.50E-24
0.00E+00
1.62E-35
1.72E-31
0.00E+00
5.61E-12
3.93E-21
5.53E-22
0.00E-+00
7.73E-24
2.54E-14
1.45E-21
7.98E-28
1.64E-17
2.13E-40
1.37E-32
4.77E-23
1.04E-33
5.54E-31

6.82E-21

2.78E-13
1.09E-17
1.97E-12
6.08E-20
3.79E-31

6.16E-22
3.11E-27
3.19E-28
2.B4E-17
1.68E-30
3.12E-13
3.28E-20
3.09E-27
1.77E-29
7.71E-20
2.1BE-35
2.32E-14
7.94E-21

2.90E-28
8.02E-31
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2.8BE-04
6.95E-03

1.03E-11
7.35E-02
1.07E-01
4.78E-01

1.72
3.53E-17
1.78E-02
2.10E-10
4.66E-04
2.83E-16
3.54E-02
3.28E-04

2.19E-01
3.09E-01
9.42E-02

4.66E-04

3.02E-09
1.98E-01
2.32E-02

1.13E-03
1.53E-02
4.04E-02
3.45E-03

7.25E-01

746E-02
1.05E-01
2.55E-15
1.18E-02
2.82E-01
1.72E-07
2.13E-03
4.38E-03

8.14E-02
4.27E-03

3.07E-03
3.66E-01
3.00E-07
3.89E-03
9.41E-07

5.60E-01
1.50E-01
9.56E-01
2.26E-02
2.35E-04
1.62E-03
1.51E-02
113E-19
7.43E-03
1.18E-04
3.28E-02
7.14E-05
1.31E-01
1.67E-03
4.76E-02
8.64E-02
1.00E-01

3.76E-06
3.97E-02
1.09€-02
3.92E-02
8.15E-08
3.66E-02
4.23E-01
4.21E-02
2.81E-01
9.46E-02
7.18E-03
3.13E-06
4.78E-02

4.50E-02
5.04E-02
1.24E-02
3.35E-02
6.57E-02
1.96E-01
6.47E-01
L.18E-01
3.03E-03
8.66E-04
2.30E-01
1.66E-03
9.15E-05
3.87E-02
3.69E-01

440
344
3.32
3.60
3.86
3.81
2.66
276
332
3.88
342
3.65
3.06
3.31
272
3.68
3.24
312
2.90
3.56
4.67
3.06
5.23
3.18
219
4.15
2.66

4.61
2,60
4.72

3.53

279
2.89
3.44
3.67
3.59
3.68

-0.32
-0.04

-0.06
0.03
0.31

-0.40

-0.18

-0.02
-0.05

-0.02
0.13
0.14

-0.28

-0.10
0.19
0.50
0.06
0.12
0.06

-0.41

-0.07

-0.06
0.32

0.03
-0.07
-0.20

0.10

0.12
-0.16
-0.11
-0.04
-0.16

0.13

0.13

0.12
-0.21

0.18

0.03

0.06

0.07

0.12
-0.05

0.07

0.07
-0.01

0.10

0.20

0.15
-0.09

0.03

0.03
-0.21

0.08

-0.11
0.06
0.12
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223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego B, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Reduktaza glutationowa

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Aktywaza Rubisco, izoforma B
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna)
Rubisco, duza podjednostka

Syntetaza glutaminowa, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Bialko zawicrajace domeng W40
Niezidentyfikowane

Bialko z motywem "F-box"

Rubisco, mala podjednostka

Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Oksydoreduktaza NA DP+ferredoksyna, chloroplastowe
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu
Niezidentyfikowane

Aktywaza Rubisco, izoforma A
Sedoheptulozo-1,7-bisfosfataza

Epimeraza cukru nukleozydo-difosforanowego
Niezidentyfikowane

Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana

Metabolizm wegla
Nieznana
Nieznana
Nieznana

Mechanizmy ochronne
Nieznana
Nieznana

Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana

Metabolizm wegla

Fotosynteza

Metabolizm azotu
Nieznana
Multiple
Nieznana

Przekazywanie sygnaléw
Fotosynteza
Transport jondw/elektronéw

Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana

Metabolizm wegla
Nieznana

Fotosynteza

Folosynteza

Metabolizm wegla
Nieznana

0.56
0.56
0.72
0.70
0.72
0.75
0.64
0.66
0.48
0.62
0.87
0.53
0.37
0.62
0.79
0.60
0.57
0.77
0.26
0.53
0.74
0.79
0.77
0.81
0.56
0.89
0.48
0.59
0.80
0.60
0.56
0.71
0.65
0.38
0.65

1.74E-21
0.00E+00
0.00E-+00
3.53E-17
0.00E+00
0.00E+00
8.20E-15
0.00E+00
1.59E-15
0.00E+00
2.69E-32
1.33E-09
2.75E-13
2.06E-21
2.00E-15
1.08E-19
4.88E-15
1.22E-32
3.46E-07
2.48E-13
0.00E+00
3.91E-37
1.34E-25
2.33E-15
0.00E+00
1.77E-17
1.14E-13
3.09E-21
4.63E-29
1.72E-07
1.91E-13
2.69E-13
7.21E-09
1.73E-05
2.06E-09

0.00E+00

0.00E+00

0.00E+00
7.71E-03
2.13E-01
1.17E-01
5.03E-03
0.00E+00

6.08E-02
9.24E-01
2.70E-02
8.55E-02

244E-15
3.03E-03
3.46E-03
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3.72E-04
4.81E-02

3.41E-02

2.35E-04

3.92E-01
8.81E-07
2.08E-01
9.99E-04
9.41E-02
3.10E-04
7.35E-01
2.28E-04
9.16E-01
1.09E-03
7.76E-12
1.49E-01
1.74E-01
5.76E-02
5.53E-01
1.98E-01
3.66E-01
1.59E-05
1.91E-01
1.56E-03
2.92E-03
3.60E-02

3.56E-01
1.06E-02
4.52E-02
1.21E-01
5.24E-01
4.02E-02

4.19
3.05
2.68
4.04
3.06
3.13
2.87
3.00
2.52
3.20
322
2.66
243
352
2.75
4.54
275
5.80
6.70
3.39
3.56
3.75
3.07
3.48
3.52
3.94
2.80
294
4.08
3.03
262
412
5.32
337
2.79

4.30
3.29
285
3.84
3.19
3.7
2.98
297
2.56
3.29
37
2.52
249
3.52
270
4.59
2.61
5.33
6.62
344
344
3.79
311
371
374
344
271
3.07
4.12
335
27
3.90
5.73
3.51
271

011
0.24
0.17
-0.20
0.13
0.63
0.11
-0.04
0.05
0.09
0.49
-0.14
0.06
0.00
-0.05
0.05
-0.14
-047
-0.08
0.04
-0.12
0.04
0.04
0.23
0.22
-0.50
-0.09
0.13
0.04
031
0.15
-0.22
0.40
0.14
-0.08
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Wyodrgbnione surowe dane obserwowanych profili biatkowych zostaty obliczone jako
warto$ci procenta objetosciowego plamki i transformowane poprzez ich pomnozenie przez
1000 oraz zlogarytmowanie (log2(1000 x % vol)) w celu przyblizenia ich rozktadu do
rozktadu normalnego. Trzy profile biatkowe stanowily sume wigkszej iloSci zestawow
polaczen: nr 112 (zestawy nr 119, 125, 498), nr 154 (162, 283), 244 (104, 528).

Wyselekcjonowane zbiory plamek biatkowych byly obserwowane w 21-102
genotypach (ryc. 4.12 A) i wigkszo$¢ z nich charakteryzowata si¢ wysokim (0,5 < r < 0,7)
I bardzo wysokim wspotczynnikiem korelacji (0,7 < r < 0,9) pomiedzy powtdrzeniami

technicznymi rozdziatow elektroforetycznych (wg Skali Stanisza) (ryc. 4.12 B).

40 4

10 4

-
o
1

Liczba obserwowanych profili biatkowych
Liczba obserwowanych profili biatkowych

04
20 40 60 80 100 120 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Liczba genotypoéw Wspoditczynnik korelacji

o
L

Ryc. 4.12. Charakterystyka obserwowanych profili biatkowych w odniesieniu do liczby
genotypow, W ktorych obserwowano profile biatkowe (A) oraz wspotczynnika korelacji dla

profili biatkowych pomigdzy powtdrzeniami technicznymi rozdziatdow elektroforetycznych

(B).

Biatka wybrane do niecelowanej analizy zmian profili akumulacji zostaty
pogrupowane ze wzgledu na petlnione przez nie funkcje. Najliczniej reprezentowane byly
kategorie, w ktorych wyrdzniono biatka zwigzane z fotosynteza (57 biatek), mechanizmami
obronnymi (40 biatek) oraz metabolizmem wegla (31 biatek). Do kategorii zwigzanej
Z metabolizmem azotu zaliczono 16 bialek, transportem jonow i elektronéw — 14 bialek,

ekspresja gendow -11 bialek. W kategoriach zwigzanych z metabolizmem wtérnym,
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przekazywaniem sygnatéw wyr6zniono po 2 biatka. Pozostate zidentyfikowane biatka petnity
funkcje strukturalne oraz byty zwigzane regulacja cyklu komérkowego (ryc. 4.13).

i oy
Przekazywanie sygnaiéw (1%) Biatka strukturalne (1%)

o °]

Metabolizm wtérny (1%)

Regulacja cyklu komérkowego (1%)

Inne (4%)
&

Fol t 31%
Ekspresja genow 6%) otosynteza (31%) ®

Transport elektronow (8%)

Metabolizm azotu (9%) Mechanizmy obronne (22%)

Metabolizm wegla (17%)

Ryc. 4.13. Klasyfikacja biatek wybranych do analizy profili akumulacji w populacji
mapujacej MCam lisci badanych genotypow.

Analiza wariancji (p-warto$¢ <0,05 z poprawka Bonferroniego) wykazata, ze dla
wszystkich biatek istniaty statystycznie istotne réznice w poziomie akumulacji w obrebie
wszystkich badanych linii i genotypow rodzicielskich.

Efekt suszy, czyli réznica pomiedzy wartoscig poziomu akumulacji w sSuszy
| warto$cig W kontroli dla danego biatka, byt istotny statystycznie dla 147 biatek (p-wartos$¢
<0,05 z poprawka Bonferroniego). Interakcje pomigdzy liniami populacji mapujacej MCam
i suszg byty istotne statystycznie dla 84 biatek (p-warto$¢ <0,05 z poprawka Bonferroniego).
55 biatek byto istotnych statystycznie zarowno dla efektu suszy i efektu interakcji (tab. 4.13).
Biatka, dla ktorych efekt suszy, interakcja genotyp X susza oraz oba te przedziaty byly istotne

statystycznie zostaty wyréznione kolorami w tabeli 4.12.
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Tab. 4.13. Klasyfikacja biatek w odniesieniu do istotnosci zmian poziomu akumulacji biatek
W suszy W poréwnaniu do kontroli (efekt suszy) oraz oddziatywan pomiedzy liniami i suszg

(interakcja genotyp x susza).

Interakcja genotyp X susza
Efekt suszy _
Nieistotny Istotny Suma
Nieistotny 81 29 110
Istotny 92 55 147
Suma 173 84 257

Posrod 147 biatek, dla ktorych sredni efekt suszy dla genotypow populacji mapujace;
byt istotny statystycznie, 54 ulegto spadkowi, natomiast pozostate 93 biatka charakteryzowaty
si¢ wzrostem poziomu akumulacji (tab.4.14.). Najwyzszy dodatni efekt suszy byt
obserwowany dla izoformy B aktywazy RuBisCO (plamka nr 8, tab. 4.12.), dwoch izoform
biatka wigzacego $wiatla retikulum endoplazmatycznego (plamki nr 69 i 106, tab. 4.12.) oraz
biatka szoku cieplnego 70kDa (plamka nr 9, tab.4.12). Natomiast najwyzszym ujemnym
efektem suszy charakteryzowaty si¢ dwie izoformy aktywazy RuBisCO A (plamki nr 7 i 20,
tab. 4.12.) oraz dwie izoformy oksydoreduktazy NADP™: ferredoksyna (plamki nr 157 i 248,
tab.4.12.).

W grupie 84 bialek, dla ktorych interakcja genotyp X susza byla istotna statystycznie
wzrost akumulacji spowodowanej suszg byl obserwowany u 51 biatek (tab.4.15.).
Najsilniejsza korelacje genotyp X susza wykazywaly te same biatka, U ktorych obserwowano
najwyzszy dodatni efekt suszy: izoforma B aktywazy RuBisCO (plamka nr 8, tab.4.12.),
biatko wigzace $wiatta retikulum endoplazmatycznego (plamka nr 69, tab.4.12.) oraz
izoforma 2 tego biatka (plamka nr 106, tab.4.12.).

W celu sprawdzenia istotno$ci odchylen W proporcji pomigdzy ujemnym, nieistotnym
I dodatnim efektem suszy dla kategorii funkcjonalnych od tej samej proporcji dla wszystkich
biatek (suma obserwacji) przeprowadzono test zgodnosci x°. Analiza statystyczna zostata
wykonana dla grup z podziatem na funkcje biologiczne, W ktérych wyrdzniono liczbg biatek
wigksza niz 5. Kolorem szarym zaznaczono efekty, ktore istotnie odbiegaly od $rednich
zmian w suszy dla sumy obserwacji wszystkich biatek: ,,+” - wigksza liczba zmian dla danej
kategorii niz spodziewana, ,,— - mniejsza liczba zmian dla danej kategorii niz spodziewana

(tab.4.14.).
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Tab. 4.14. Klasyfikacja biatlek w kategoriach funkcjonalnych w odniesieniu do $redniej

zmiany poziomu akumulacji w suszy w poroéwnaniu do kontroli w liniach populacji

mapujace;.
Efekt suszy
Funkcja biologiczna : — .
Ujemny Nieistotny Dodatni Suma

Metabolizm wegla 7 11 13 31
Regulacja cyklu komoérkowego 0 0 1 1
Mechanizmy obronne 8 8 (-) 24 (+) 40
Ekspresja genow 2 8 (+) 1(-) 11
Transport elektronow 3 6 5 14
Metabolizm azotu 4 5 7 16
Inne 4 1 2 7
Fotosynteza 17 (+) 25 15 (-) 57
Metabolizm wtorny 0 0 2 2
Przekazywanie sygnatow 0 2 0 2
Biatka strukturalne 0 2 0 2
Niezidentyfikowane 9(-) 42 23 74
Suma obserwacji 54 110 93 257

Proporcja pomigdzy ujemnym (spadek akumulacji), nieistotnym i dodatnim (wzrost
akumulacji) efektem suszy dla sumy obserwacji wynosita odpowiednio 54:110:93 (efekt
suszy ujemny (U) : nieistotny (N) : dodatni (D) 1:2:1,7).

Najwickszym odchyleniem od proporcji $rednich zmian w suszy wszystkich biatek
(suma obserwacji) charakteryzowala si¢ kategoria zwigzana z mechanizmami obronnymi
(U:N:D 1:1:3). W tej grupie obserwowano zwigkszong liczb¢ biatek, ktorych profil
akumulacji w suszy ulegt wzrostowi, W poroéwnaniu do rozktadu proporcji dla sumy
obserwacji (p-warto$¢<0.001).

W kategorii ekspresja genow (U:N:D 2:8:1) odnotowano mniejsza niz oczekiwana
proporcja liczb¢ biatek 0 dodatnim efekcie suszy (p-wartos¢=0,027).

Wsrod biatek zwigzanych fotosynteza (U:N:D 1,1:1,7:1) obserwowano odchylenia
w obu kierunkach od proporcji efektow suszy dla wszystkich biatek. W tej kategorii
odnotowano wigcej bialek 0 ujemnym efekcie suszy (p-warto$¢=0,024) oraz znaczne
mniejsza liczbe biatek 0 dodatnim efekcie suszy (p-warto$¢=0,038) niz spodziewane

proporcje dla sumy obserwaciji.
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Test zgodnosci y? zostal przeprowadzony roéwniez w celu sprawdzenia odchylen
proporcji istotnej i nieistotnej interakcji genotyp x susza w Kkategoriach funkcjonalnych
zawierajacych wigcej niz 5 biatek od proporcji istotnos$ci statystycznej interakcji

genotyp X susza dla wszystkich biatek (suma obserwacji) (tab. 4.15).

Tab.4.15. Klasyfikacja bialek w kategoriach funkcjonalnych w odniesieniu do interakcji

pomiedzy badanymi genotypami populacji mapujgcej i susza.

Interakcja genotyp x susza
Funkcja biologiczna o stotna
Nieistotna Efekt suszy Suma
Dodatni  Ujemny
Metabolizm wegla 25 5 1 31
Regulacja cyklu komorkowego 0 1 0 1
Mechanizmy obronne 27 10 3 40
Ekspresja genow 6 2 3 11
Transport elektrondw 11 2 14
Metabolizm azotu 11 4 1 16
Inne 6 1 0 7
Fotosynteza 30 11 16 57
Metabolizm wtorny 0 2 0 2
Przekazywanie sygnatow 1 1 0 2
Bialka strukturalne 2 1 0 2
Niezidentyfikowane 54 12 8 74
Suma obserwacji 173 84 257

Proporcja interakcji genotyp x susza nieistotnych do istotnych statystycznie dla
wszystkich obserwowanych bialek wynosita W przyblizeniu 2:1. Na podstawie testu
zgodnosci 7 dla kategorii, w ktorych zawieralo si¢ wiecej niz 5 biatek (p-warto$é=0,094)
stwierdzono, ze proporcje interakcji genotyp x susza istotnych statystycznie do nieistotnych w
poszczegolnych kategoriach nie odbiegajg od proporcji dla sumy obserwacji.

Analiza porownawcza profili akumulacji bialek genotypow rodzicielskich dla 257

wybranych bialek wykazala, ze poziom akumulacji wigkszosci bialek W suszy byl wyzszy
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w Cam/B1/CI niz w Maresi, natomiast w warunkach kontrolnych wigksza liczba bialek

charakteryzowata si¢ wyzszym profilem akumulacji w odmianie niemieckiej (tab. 4.16).

Tab. 4.16. Porownanie poziomu akumulacji biatek w kontroli i suszy w odmianach

rodzicielskich.

Poziom akumulacji biatek Kontrola Susza
Wyzszy w Maresi 50 34
Rowny 108 109
Wyzszy w CAM/B1/CI 40 78
Catkowita liczba biatek 198 221

Efekt suszy dla obserwowanych biatek dla obu genotypow réznit si¢ zwlaszcza

W liczbie biatek 0 niezmienionym profilu akumulacji oraz biatek 0 obnizonym profilu

akumulacji w suszy (ryc. 4.14). Wartosci profili akumulacji biatek dla tych odmian sg

dostepne W materiatach dodatkowych (tab. S4).

"

Efekt suszy

N

3838
&5
s
3
-
~
.
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w3 ti{iﬂggﬂﬁéﬂiwzvv

Cam/B1/Cl

Maresi

Ryc. 4.14. Rozktad efektu suszy dla obserwowanych profili biatkowych w genotypach

rodzicielskich.

W genotypie Cam/B1/CI wigcej biatek (56%) nie uleglo istotnej zmianie W suszy

w porownaniu do Maresi (36%). Wigksza ilo§¢ biatek wykazywala ujemny efekt suszy
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w Maresi (35%) w poréwnaniu do Cam/B1/CI (14%), co bylo szczegdlnie widoczne
w kategoriach mechanizmy obronne i fotosynteza (tab. 4.17.).

Obserwowane proporcje zmian akumulacji biatek odzwierciedlajg wyniki uzyskane
dla tych odmian we wczesniejszej analizie, W ktorej identyfikowano biatka réznicujgce
rosliny kontrolne od wzrastajacych w warunkach niedoboru wody. Rekcja proteomu
Cam/B1/Cl w poréownaniu do Maresi byta 0 wiele mniejsza i w przeciwienstwie do odmiany

niemieckiej wickszo$¢ biatek charakteryzowata si¢ zwiekszonym poziomem akumulacji (ryc.
4.3.).
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Tab. 4.17. Klasyfikacja biatek w kategoriach funkcjonalnych w odniesieniu do $redniej zmiany poziomu akumulacji W suszy w poréwnaniu do
kontroli dla odmian rodzicielskich. Kolorem szarym zaznaczono kategorie, w ktorych wystepowaly istotne réznice W poziomie akumulacji biatek

pomiedzy dwoma genotypami.

Efekt suszy

Funkcja biologiczna Cam/B1/ClI Maresi

Ujemny Nieistotny Dodatni| Suma |Ujemny Nieistotny Dodatni| Suma

Metabolizm wegla 3 16 7 26 10 12 3 25
Regulacja cyklu komérkowego 0 0 1 1 0 0 1 1
Mechanizmy obronne 32
Ekspresja genow 9
Transport elektronow 12
Metabolizm azotu 13
Inne 7
Fotosynteza 50
Metabolizm wtorny 2
Przekazywanie sygnatow 0
Bialka strukturalne 1
Niezidentyfikowane 53
Suma obserwacji 31 122 62 215 73 81 51 205
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Analiza wspotrzednych gtéwnych (PCO, ang. principal coordinates analysis) zostata
wykonana dla genotypow rodzicielskich i linii rekombinacyjnych populacji mapujacej dla
wszystkich analizowanych biatek w kontroli i suszy (ryc. 4.15.), a takze dla kategorii,
w ktorych wystepowato wigcej niz 10 biatek (ryc. 4.16.) oraz dla efektu suszy w kazdej z tych
kategorii (ryc. 4.17.).
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Ryc. 4.15. Analiza sktadowych glownych. Linie hodowlane populacji MCam i odmiany
rodzicielskie zostaly przedstawione W plaszczyznie dwoch pierwszych wspotrzednych
gtéwnych obliczonych dla poziomu akumulacji biatek w warunkach kontrolnych i niedoboru
wody. Kolor czarny — genotypy w warunkach kontrolnych, kolor czerwony — genotypy
w warunkach suszy. 1- odmiany rodzicielskie w warunkach kontroli, 2-odmiany rodzicielskie

w warunkach suszy.
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Ryc. 4.16. Analiza sktadowych gtéwnych dla wyodrebnionych kategorii funkcjonalnych
biatek. Linie hodowlane populacji MCam i odmiany rodzicielskie zostaly przedstawione
W plaszczyznie dwoch pierwszych wspohrzednych gléwnych obliczonych dla poziomu
akumulacji biatek w warunkach kontrolnych i niedoboru wody. Kolor czarny — genotypy
w warunkach kontrolnych, kolor czerwony — genotypy w warunkach suszy. 1- odmiany

rodzicielskie w warunkach kontroli, 2-odmiany rodzicielskie w warunkach suszy.
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Ryc. 4. 17. Analiza wspotrzednych gtownych efektu suszy. Linie hodowlane populacji MCam
i odmiany rodzicielskie zostaly przedstawione W ptaszczyznie dwoch pierwszych
wspotrzednych gtownych obliczonych dla poziomu akumulacji bialek w warunkach

kontrolnych i niedoboru wody.
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Na podstawie analizy wspotrzednych glownych dla wszystkich biatek nie widaé
istotnego zréznicowania si¢ linii hodowlanych i form rodzicielskich (ryc.4.15.). Z kolei
wykresach PCO dla profili akumulacji bialek w kategoriach mechanizmy obronne,
fotosynteza i metabolizm azotu genotypy w kontroli i suszy r6znig si¢ przede wszystkich pod
wzgledem drugiej wspotrzednej glownej (ryc. 4.16.).

W kategorii fotosynteza o réznicach pod wzgledem drugiej wspotrzednej glownej
decyduja biatka natomiast dwie izoformy A aktywazy RuBisCO (plamki nr 7 i 20, tab.4.12.)
oraz oksydoreduktaza NADP™: ferredoksyna (plamka nr 157, tab.4.12.), ktoére byty mocno
skorelowane dodatnio (wyzszy poziom akumulacji W suszy) z druga wspotrzedng. O
réznicach pomigdzy genotypami pod wzgledem drugiej wspotrzednej decyduja takze
izoforma B aktywazy RuBisCO (plamka nr 8, tab.4.12.), sedoheptulozo-1,7-bisfosfataza
(plamka nr 255, tab. 4.12.) oraz trzy inne izoformy A aktywazy RuBisCO (plamka nr 14, 115
I 213, tab.4 12.), ktore stanowily biatka najsilniej skorelowane ujemnie (wyzszy profil
akumulacji w roslinach poddanych dziataniu suszy) z druga wspotrzgdna.

W kategorii, w ktorej wyrdzniono biatka uczestniczagce w mechanizmach obronnych
najwigksze zroznicowanie genotypow W kontroli i suszy obserwowano dla dwoch izoform
biatka szoku cieplnego 70 kDa (plamka nr 9 i 107, tab.4.12.) oraz dwoch izoform biatka
wigzgcego $wiatla retikulum endoplazmatycznego (plamki nr 69 i 106, tab. 4.12.), ktore byty
ujemnie skorelowane z druga wspotrzedng glowna.

W kategorii metabolizm azotu szczegélnie silnie ujemnie skorelowanym biatkiem
z drugg wspotrzedng gldwng bylta syntaza cysteinowa, ktorej sredni efekt suszy w populacji
mapujacej byt dodatni (plamka nr 49, tab.4.12.). Dwie izoformy syntazy metioninowej
(plamka nr 47 i 103, tab.4 12.) oraz syntetaza glutaminowa (plamka nr 167, tab. 4.12.)
wykazywaty korelacj¢ dodatnig z druga wspotrzedna.

Dla pozostatych kategorii funkcjonalnych nie obserwowano zréznicowania badanych
genotypow rosngcych w warunkach kontrolnych i suszy (ryc. 4.16.).

Analiza PCA dla efektu suszy (ryc. 4.17.) ujawniala, ze istnieje znaczace
zroznicowanie Maresi od Cam/B1/Cl i wigkszosci rekombinacyjnych linii wsobnych we
wszystkich kategoriach oprocz fotosyntezy, gdzie odleglos¢ pomiedzy genotypami
rodzicielskimi jest niewielka. W kategoriach fotosynteza oraz metabolizm wegla istnieje duza
zmienno$¢ wzgledem obu wspétrzednych gtdownych dla badanych genotypow. W Kkategorii
mechanizmy obronne i transport elektronow wykresy PCO wskazuja, ze analizowane

genotypy sg bardziej zr6znicowane wzgledem drugiej gtdownej wspotrzedne;.
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Dwukierunkowe grupowanie hierarchiczne (HCA, ang. hierarchical cluster analysis)
wykonano metoda Warda na podstawie odleglosci euklidesowej. Wyniki tej analizy zostaty
zobrazowane w postaci map cieplnych i dendrograméw dla efektu suszy 46
wyselekcjonowanych biatek z grupy 84, dla ktérych istotna statystycznie byta interakcja
genotyp x susza (ryc. 4.18.). Dendrogramy wraz z mapg cieplng W duzej rozdzielczosci sa
dostgpne w materiatach dodatkowych na dotaczonej ptycie CD.

Analiza skupien wykazala, ze rdéznice pomiedzy genotypami dotyczg przede
wszystkim poziomu zmian akumulacji danego biatka, a nie kierunku tej zmiany, co wskazuje
na silnie konserwatywna odpowiedz proteomu na susz¢ badanych genotypow jeczmienia.

Najbardziej] wyrdzniajaca si¢ grupa biatek, ktore charakteryzowaly sie¢ duzym
dodatnim efektem suszy byly: aktywaza RuBisCO B (P008, ryc. 4.18.; plamka nr 8, tab.
4.12.), biatko wigzgce $wiatta retikulum endoplazmatycznego (P069, ryc. 4.18.; plamka nr 69,
tab. 4.12.) oraz druga izoforma tego biatka, (P106, ryc. 4.18.; plamka nr 106, tab.4.12.).

Z kolei wérdod biatek 0 duzym i glownie ujemnym efekcie suszy najbardziej
wyrézniaty si¢ dwie izoformy A aktywazy RuBisCO (P007 i P020, ryc. 4.18; plamka nr 7 i
20, tab. 4.12.) oraz podjednostka gamma mitochondrialnej syntazy ATP (P112, ryc. 4.18.;
plamka nr 112, tab. 4.12.). Na dendrogramie segregujacym badane genotypy widaé¢ wyrazne
zroznicowanie na dwie grupy. Zréznicowanie to dotyczylo roéwniez form rodzicielskich (ryc.

4.18.).
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Ryc. 4.18. Mapa cieplna i dendrogram dla efektu suszy 46 biatek, ktore posiadaty istotng statystycznie interakcje genotyp X susza. W kolumnach
znajduja si¢ biatka, natomiast W wierszach genotypy populacji mapujacej MCam i genotypy rodzicielskie. Kolor czerwony — wzrost akumulacji

biatek w suszy, kolor zielony — spadek akumulacji. Strzatkami wyrdzniono odmiany rodzicielskie. Numeracja biatek jest zgodna z tab.4.12.
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5. DYSKUSJA

Jednym z zagrozen XXI wieku dla bezpieczenstwa $wiatowej gospodarki jest susza.
Problem ten dotyczy wigkszo$ci obszarow Europy, w tym takze Polski. Wedlug danych
klimatycznych, Wielkopolska jest regionem szczegdlnie narazonym na wystgpienie suszy,
zwlaszcza latem (brak opaddéw) oraz jesienig (niski stan wdd, spadek wilgotnosci). Spadki
plonéw spowodowane deficytem wody moga si¢ga¢ nawet 40%, co przektada si¢ na znaczne
straty finansowe rolnikow i prowadzi do wzrostu cen zywnosci.

Aby zaspokoi¢ potrzeby zywieniowe rosnagcej liczby ludno$ci nowe odmiany roslin
uprawnych be¢da musiaty znaczenie efektywniej wykorzystywaé dostepng im wode
I jednoczesnie charakteryzowacé si¢ wysokim plonem. Klasyczne metody otrzymywania
nowych odmian ro$lin stosowane przez hodowcoéw oparte na obserwacjach wizualno-
morfologicznych moga okaza¢ si¢ niewystarczajace do optymalnego wytwarzania krzyzéwek
dostosowanych do panujacych warunkow srodowiska.

W celu przyspieszenia postepu biologicznego w rolnictwie konieczne jest rozwijanie
nowych strategii krzyzowania ro$lin uprawnych opartych na wykorzystaniu nowoczesnych
metod biotechnologicznych np. hodowli wspomaganej markerami genetycznymi (MAB, ang.
marker-assisted breeding). Analiza populacji mapujacych utworzonych z genotypow
rodzicielskich posiadajacych odmienne cechy pozwala na ustalenie markeréw genetycznych
zwigzanych z konkretnymi cechami ilosciowymi (QTL) np. plonem i elementami zwigzanymi
z jego strukturg jak wysoko$¢ rosliny, liczba rozkrzewien, dlugos¢ klosa czy liczba ziaren
w klosie. Uzupelnienie map genetycznych danymi pochodzacymi z innych poziomow
molekularnych, np. metabolomu i proteomu, moze znacznie poszerzy¢ wiedz¢ na temat
odpowiedzi roslin na dany stres i przyczyni¢ si¢ do zidentyfikowania wigkszej liczby
markeréw zwigzanych z odporno$cia na niekorzystny czynnik. Efekty pracy naukowej moga
nastepnie zosta¢ wykorzystane przez hodowcow, dzigki czemu bgda oni w stanie otrzymacé
nowe odmiany roslin 0 ulepszonych cechach uzytkowych, ktore lepiej beda sobie radzi¢
w niekorzystnych warunkach srodowiska.

Przedmiotem badan w niniejszej pracy jest analiza proteomiczna wptywu deficytu
wody na zmiany w poziomie akumulacji biatek w lisciach 100 linii populacji mapujacej
jeczmienia jarego, ich form rodzicielskich: Maresi, Cam/B1/Cl oraz dwodch odmian

referencyjnych: Sebastian, Stratus. Do analizy zmian w proteomach roslin wykorzystano
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dwukierunkowsa elektroforeze w zelu poliakrylamidowym jako technike¢ rozdziatu biatek
I spektrometry mas MALDI-TOF i MALDI-TOF/TOF, stosowane podczas identyfikacji
biatek. Wykorzystanic mozliwo$ci przeprowadzania Kkolizyjnie indukowanej fragmentacji
wybranych peptydow w aparacie MALDI-TOF/TOF pozwolito na zidentyfikowanie wigkszej
liczby bialek niz w przypadku stosowania techniki peptydowego odcisku palca (ryc. 3.3.).
Wynika to, miedzy innymi z faktu, ze nie sg jeszcze dostgpne kompletne sekwencje genowe
jeczmienia (Porubleva i Chitnis, 2000).

Warunki suszy, w ktorych prowadzono do$wiadczenia umozliwity obserwacj¢ zmian
zachodzacych w proteomie w kazdym z analizowanych genotypow (ryc. 4.1., tab. 4.10., 4.11.,
4.12.), a otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja na fakt, ze niedobor wody ma ogromny
wplyw na profil akumulacji biatlek w roélinie. Zidentyfikowane biatka, ktérych poziom
akumulacji zmienit si¢ pod wplywem suszy byly zaangazowane W rdéznorodne procesy
biochemiczne zwigzane z mechanizmami obronnymi, fotosynteza, metabolizmem wegla
I azotu, ekspresja genow, transportem jonoéw i elektronéw oraz metabolizmem wtérnym (ryc.
46.,4.8.,4.13).

W badaniach dotyczacych wplywu stresdéw abiotycznych na rosliny identyfikowana
jest coraz wigksza liczba genow, transkryptow i biatek, ktore biorg udziat w odpowiedzi na
niekorzystny czynnik srodowiskowy, jednakze ich doktadana rola jaka moglyby pehié
W zwigzku z odpornoscia na stres pozostaje bardzo czgsto bez odpowiedzi. Wigkszos¢ ze
zidentyfikowanych podczas tych analiz bialek nalezy traktowac jako wskazniki zmian
metabolizmu pierwotnego i zachodzacych procesow degeneracyjnych spowodowanych
wystapieniem suszy, ktore nie majg bezposredniego zwigzku z podwyzszong tolerancja na ten
stres. Aczkolwiek, catosciowa analiza zmian zachodzacych w proteomie pod wpltywem
niekorzystnego czynnika $rodowiskowego dostarcza wielu informacji na temat przebiegu
procesOw zwigzanych z odpowiedzig roslin na stres. Moze takze petni¢ pomocniczg rolg W
selekcji odmian odpornych.

W analizie 4 genotypow: Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian i Stratus, poziom akumulacji
wigkszos$ci biatek, ktore zareagowaty na niedobor wody byt rézny pomiedzy odmianami ( ryc.
4.1; tab. 4.1.-4.4.), co szczegodlnie wida¢ w zestawieniu biatek, ktérych zmiana wzglednej
ilosci w stosunku do kontroli byta istotna w przynajmniej dwoch genotypach (tab. 4.7.).
W wigkszosci przypadkéw dla konkretnego biatka obserwowano jednolity kierunek zmiany
w odmianach, w ktorych wystapita, ale 0 mniejszej lub wigkszej wartoséci, co pomimo réznic
w pochodzeniu odmian $wiadczy 0 dosy¢ konserwatywnej odpowiedzi na niedobor wody, ale

czy kazda rdznica W poziomie akumulacji ma wplyw na odpornos¢ danej odmiany na stres?
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Poszukiwanie markeréw biatkowych zwigzanych z odporno$cig na suszg i inne stresy
abiotyczne jest zadaniem trudnym m.in. ze wzgledu na duzg zmienno$¢ proteomu. Ponadto
liczba obiektow w takich badaniach rzadko przekracza 2-4 genotypy, co m.in. wynika z praco
I czasochlonno$ci stosowanej metodyki. Biorac pod uwage¢ duzg zmienno$¢ proteomu,
wynikiem takiej analizy jest zazwyczaj identyfikacja duzej liczby biatek, ktérych poziom
akumulacji r6zni si¢ pomigdzy kontrastujacymi genotypami. Jednakze, ze wzgledu na mata
liczbe obiektow wzigtych do badan, nie ma mozliwosci statystycznej oceny zachodzacych
interakcji dla poszczegolnych biatek. Fakt ten znacznie utrudnia selekcje biatek mogacych
mie¢ bezposredni wptyw na przystosowanie si¢ danej odmiany do warunkow niedoboru wody
I odréznieniu ich od biatek, ktorych zmiana profilu akumulacji jest zwigzana wylgcznie
Z zaistnieniem niekorzystnego czynnika srodowiskowego.

Analiza duzej ilo$ci genotypow, np. populacji mapujacej, moze W znacznym stopniu
utatwi¢ poszukiwanie biatek-markeréw, zwigzanych z odpornoscia na stres, a wykorzystanie
odpowiednich technik statystycznej oceny uzyskanych danych pozwala na odroznienie
potencjalnych kandydatow zwigzanych z tolerancja stresu od tla, czyli biatek, ktorych zmiana
profilu akumulacji stanowi przede wszystkim wskaznik zaistnienia niekorzystnych warunkow
srodowiskowych i dla ktorych interakcja susza x genotyp nie jest istotna. Potencjalne biatka-
markery, ktorych poziom akumulacji W suszy jest statystycznie rézny pomig¢dzy badanymi
genotypami, muszg nastgpnie zosta¢ skorelowane ze zmierzonymi cechami ilo$ciowymi,
m.in. dotyczgcymi plonu i wzrostu roslin, a takze danymi z innych poziomow molekularnych,
w celu zidentyfikowania cechy, z ktéra zmiana poziomu akumulacji konkretnego biatka
moglaby by¢ zwigzana. Pomimo tego, ze obiektem badan proteomicznych sg czesto rosliny
uprawne to rzadkosciag sa prace, W ktorych bierze si¢ pod uwage plon jako jedna
Z determinantow stabilnego wzrostu W niekorzystnych warunkach srodowiska.

Z drugiej jednak strony, analiza porownawcza duzej ilosci genotypow stanowi
ogromne wyzwanie zaréwno pod wzgledem organizacyjnym, analitycznym jak
i obliczeniowym. O ile analizowanie pojedynczych genotypow i identyfikacja réznic w
profilu akumulacji pomigdzy suszg i kontrola nie powoduje wiekszych trudno$ci w programie
Image Master Platinum 2D to poréwnanie profili akumulacji biatek duzej liczby badanych
genotypow nie tylko miedzy kontrolg i suszg, a takze w celu znalezienia istotnych réznic
pomigedzy badanymi genotypami wymagalo zastosowania odmiennego podejscia
I wykorzystania dodatkowego oprogramowania (ryc. 3.2.) oraz metod analizy statystycznej

niedostepnych w programie Image Master Platinum 2D.
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Zarbwno w analizie 4 odmian (rodzicielskich i referencyjnych), 100 linii
rekombinacyjnych populacji mapujacej MCam, jak i analizie, w ktorej oceniano catosciowy
profil zmian akumulacji biatek W genotypach populacji mapujacej i rodzicielskich, w grupie
trzech najliczniej reprezentowanych Kkategorii znajdowaly si¢ biatka biorgce udziat
w mechanizmach obronnych, fotosyntezie i metabolizmie wegla (ryc. 4.6., 4.8., 4.13.).

Niedobor wody powoduje znaczne zmiany W fotosyntezie i zwykle prowadzi do
obnizenia wydajnosci tego procesu (Lawlor i Cornic, 2002). Biatka zwigzane z fotosyntezg
stanowity jedng z najliczniej reprezentowanych kategorii biatek, ktérych poziom akumulacji
ulegl zmianie si¢ pod wptywem suszy (ryc. 4.6., 4.8., 4.13., tab. 4.10., 4.11., 4.14.), a takze
ktorych profil akumulacji wyraznie r6znicowal badane genotypy w suszy i kontroli (ryc.
4.16).

W roslinach wyzszych szybkos$¢ fotosyntezy zalezy od aktywnosci RuBisCO (Reddy
I in., 2004). Obnizenie aktywnosci RuBisCO, centralnego enzymu aparatu fotosyntetycznego,
jest gtéwna, nie zwigzang z zamykaniem aparatow szparkowych, przyczyng ograniczenia
fotosyntezy w suszy (Bota i in., 2004; Lawlor i Cornic, 2002). W zaleznosci od intensywnos$ci
stresu, efekt ten moze by¢ bardzo zr6znicowany: od jego braku po bardzo silny (Budak i in.,
2013). Roéznice w poziomie akumulacji duzej podjednostki tego biatka w analizie odmian
rodzicielskich i referencyjnych mogty by¢ spowodowane aktywnoscig systemow usuwania
wolnych rodnikéw. Reaktywne formy tlenu, ktore sa generowane W suszy powoduja m.in.
degradacje tej podjednostki, co jest uwazane za glowny powod spadku syntezy tego enzymu
w warunkach niedoboru wody (Hajheidari i in., 2005; Luo i in., 2002). RuBisCO, jako czes¢
fotosystemu I, moze by¢ zaangazowane rowniez W adaptacje roslin do warunkoéw niedoboru
wody poprzez rozpraszanie nadmiaru docierajacej energii W cyklicznym przeplywie
elektronow (Xu i in., 2009). Pomimo tego, Ze zmiana poziomu akumulacji duzej podjednostki
RuBisCO réznicowata odmiany rodzicielskie, to w przypadku linii populacji mapujacej
poddanej dzialaniu suszy W przewazajace] wigkszosci, za wyjatkiem szeSciu genotypow,
obserwowano spadek wzglednej ilosci tego biatka. Dla duzej podjednostki RuBisCO nie
odnotowano istotnych statystycznie interakcji pomiedzy badanymi genotypami i susza,
podobnie jak w przypadku matej podjednostki, ktora rowniez wykazywata ujemny efekt suszy
(spadek poziomu akumulacji) w liniach hodowlanych populacji mapujacej. Prawdopodobnie
tego rodzaju zmiany wskazuja na ogdélny mechanizm odpowiedzi na niedobdr wody.
W pracach, w ktorych badano wptyw niedoboru wody na siewki jeczmienia, spadek poziomu
akumulacji duzej podjednostki RuBisCO odnotowano zarowno w odmianach odpornych jak

i wrazliwych na susze, chociaz, dla tych drugich, spadki wzglednej ilosci byly wieksze
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I dotyczyty kilku izoform (Ashoub i in., 2013; Ford i in., 2011). Z kolei w innych badaniach
obserwowano wzrost wzglednej ilosci tej podjednostki (Budak i in., 2013).
Niejednoznacznos¢ wynikoéw mogla by¢ spowodowana rdéznicami m.in. W intensywnos$ci
zastosowanych warunkéw stresu, wyboru roslin oraz etapu ich rozwoju czy identyfikacja
r6éznych izoform biatka.

Polaczenie si¢ matej i duzej podjednostki RuBiSCO w funkcjonalne biatko jest
procesem wymagajacym energii i obecno$ci innego biatka, a mianowicie biatka wigzacego
duzg podjednostke RuBisCO (cpn60). Aktywno$¢ tego enzymu bezposrednio wplywa na ilosé
RuBisCO w komorce. Spadki poziomu akumulacji kilku izoform réznych podjednostek tego
biatka we wszystkich badanych genotypach potwierdzaja negatywny wpltyw suszy na
fotosynteze i pozostaja W zgodzie z obserwowanymi zmianami dla duzej i malej podjednostki
RuBisCO (Demirevska i in., 2008). Podobne wyniki opisano w badaniach wptywu niedoboru
wody na lucern¢. Obnizenie profilu akumulacji RuBiSCO oraz biatka cpn60 powigzano
z konieczno$cig mobilizacji azotu, ktérego spadek zostat spowodowany inhibicjg aktywnosSci
nitrogenaz. Enzym RuBisCO, ktory w komorkach stanowi ok. 50% wszystkich biatek
cytoplazmatycznych, jest olbrzymim rezerwuarem azotu, a jego degradacja moze
kompensowac braki tego pierwiastka w roslinie (Aranjuelo i in., 2011).

Najczesciej identyfikowanym  biatkiem réznicujacym  rosliny kontrolne od
wzrastajacych W warunkach suszy byty rézne izoformy aktywazy RuBisCO (tab. 4.10., 4.11.).
W catosciowej analizie profili biatkowych ten enzym byt reprezentowany przez 15 izoform A
13 B (tab. 4.12.). U wielu roslin aktywaza RuBisCO wystepuje W postaci dwoch izoform
0 masach 42 i 46 kDa. Izoforma A posiada dodatkowa sekwencj¢ 30 aminokwasow na koncu
karboksylowym biatka. Obie izoformy sa produktem alternatywnego splicingu mMRNA
jednego genu, ale np. w bawetnie sg one kodowane przez dwa rozne geny (Salvucci i in.,
2003). W jeczmieniu oba warianty aktywazy réwniez powstaja W wyniku alternatywnego
sktadania genu rcaA, ale dodatkowo u tego gatunku izoforma B jest kodowana przez drugi
gen rcaB (Rundle i Zielinski, 1991). Bialko to bierze udziat w regulacji aktywnosci RuBisCO
poprzez usuwanie ufosforylowanych cukrow z miejsca katalitycznego, np. gromadzonego
w ciemnosci 2-karboksyarabinitolu (Demirevska i in., 2008).

Przeprowadzenie reakcji karboksylacji przez RuBisCO wymaga przejécia enzymu
w stan aktywny i odpowiedniej sekwencji wigzania substratow reakcji. Najpierw nast¢puje
przytaczenie CO, do miejsca katalitycznego enzymu i w drugiej kolejnosci kofaktora, ktérym
jest jon Mg®*. Tak aktywowany enzym po przylaczeniu rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP)

jest w stanie przeprowadzi¢ proces karboksylacji. Jezeli natomiast, RUBP przytaczy si¢ do
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nieaktywnego enzymu reakcja nie zachodzi, a efektywnos¢ wigzania CO, spada. W trakcie
suszy, w warunkach ograniczonej dostepnosci CO, i Obnizonej aktywnosci fotosyntetycznej,
nadmiar rybulozo-1,5-bisfosforanu bedzie wigzal si¢ z wigkszg wydajnosciag do miejsca
katalitycznego nieaktywnego enzymu (Parry i in., 2002).

Rozbieznos¢ w profilach akumulacji réznych izoform A aktywazy RuBisCO moze
$wiadczy¢ 0 ich innej roli w adaptacji rosliny do suszy oraz roznicach w regulacji ich
aktywnosci, chociaz dla wigkszosci izoform A obserwowano obnizenie profilu akumulacji, co
z kolei moze sugerowa¢ mniejsze zaangazowanie izoformy A w aktywacje RuBisCO podczas
dhugotrwatej suszy. W rzodkiewniku pospolitym oraz szpinaku (Spinacia oleracea L.)
wykazano, ze izoformy aktywazy RuBisCO o masach 43 i 46 kDa posiadajg rozne systemy
regulacji. W warunkach optymalnego stosunku ilosci ATP do ADP izoforma 0 masie 46 kDa
wykazywata minimalng zdolno$¢ do hydrolizy ATP oraz aktywacji RuBisCO w poréwnaniu
do izoformy o masie 43 kDa. Ponadto tylko wigksza izoforma jest regulowana przez zmiany
potencjatu redoks komorki (Zhang i Portis, 1999).

Z Kkolei zidentyfikowane izoformy B aktywazy RuBisCO, ktore mogty by¢ produktem
genu rcaB cechowaly si¢ wyraznym wzrostem W catej populacji mapujacej oraz genotypach
rodzicielskich i referencyjnych. W kazdym z analizowanych genotypéw jedna ze
zidentyfikowanych izoform B aktywazy RuBisCO charakteryzowata si¢ wyraznym wzrostem
poziomu akumulacji w roslinach poddanych dziataniu suszy i stanowita biatko 0 najbardziej
zréznicowanym poziomie wzrostu, takze pomigdzy genotypami rodzicielskimi. W zaleznosci
od genotypu zmiana w stosunku do kontroli zawierata si¢ w przedziale od 2 do 15 (ryc. 4.9.
A). Tak duze zroéznicowanie tego biatka moglo by¢ zwigzane z potencjalem genetycznym
danej linii do przezywania w warunkach niedoboru wody. Ponadto to biatko
charakteryzowato najsilniejsza interakcja genotyp x susza (tab. 4.12, ryc. 4.18). Wyrazny
wzrost poziomu akumulacji tej izoformy moze s$wiadczy¢ takze 0 jej wiekszym
zaangazowaniu W proces stymulacji RuBisCO do wigzania wigkszej ilosci CO, w warunkach
jego niedoboru w poréwnaniu do izoformy A tego biatka. Wykazano, ze aktywaza RuBisCO
w warunkach stresu spetnia dodatkowa funkcje biatka opiekunczego, ktérego rola polega na
utrzymywaniu i poprawnej translacji biatek tylakoidow uczestniczacych w fotosyntezie
(Rokka i in., 2001).

Zmiany poziomu akumulacji aktywazy RuBisCO (bez zréznicowania na izoformy)
byly obserwowane m.in. U pszenicy (Caruso i in., 2009), jeczmienia (Kausar i in., 2013) czy
ryzu (Salekdeh i in., 2002) poddanych dziataniu suszy. Natomiast fluktuacje poziomu

ekspresji genu izoformy B byly obserwowane w np. u pszenicy (Wang i in., 2011), a na
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poziomie samego biatka u bawelny (Law i Crafts-Brandner, 2001) i jeczmienia (Rollins i in.,
2013), ale w kontekscie wysokich temperatur. Z przegladu literatury wynika, ze izoforma B
aktywazy RuBisCO nie byta dotad identyfikowana jako biatko uczestniczace w odpowiedzi
na susz¢. Powodem tego moze by¢ fakt, ze w wiekszosci publikacji, w ktorych opisywane sg
wyniki badan wplywu réznych czynnikow abiotycznych na proteom ro$lin, zwykle nie
rozrézniano izoform tego biatka, co prawdopodobnie wynikato z dysponowania w tym czasie
niewystarczajagcymi metodami identyfikacji. W przypadku moich badan zaréwno technika
peptydowego odcisku palca, jak i widma fragmentacyjne pozwolily na jednoznaczne
rozroznienie obu izoform. Co ciekawe, w pracy dotyczacej zmian proteomu lisci jeczmienia
pod wpltywem suszy, a takze wysokich temperatur i kombinacji obu czynnikow, istotne
zmiany dla izoformy B aktywazy RuBisCO byly obserwowane wytacznie w stresie wysokich
temperatur oraz dla kombinacji obu stresow. Izoforma B wykazywata znaczy wzrost poziomu
akumulacji, podczas gdy dla izoformy A odnotowano wyrazne spadki. Natomiast
w warunkach niedoboru wody nie odnotowano zmian nie tylko dla tych enzymow, ale takze
dla catego proteomu (Rollins i in., 2013). Nalezy jednak podkresli¢, ze zastosowane
parametry suszy byly umiarkowane, co mogto by¢ powodem roéznic w otrzymanych wynikach
I jednoczesnie sugeruje wicksze znaczenie izoformy B aktywazy RuBisCO w dtugotrwalej
suszy 0 duzej intensywnos$ci, jakiej poddano populacje mapujacg MCam, genotypy
rodzicielskie i referencyjne.

Otrzymane wyniki nie pozwalaja na uzyskanie petnej odpowiedzi na temat konkretnej
funkcji petnionej przez okreslone izoformy aktywazy RuBisCO, nie mniej jednak poziom
akumulacji izoformy B bardzo silnie korelowat z dwiema izoformami biatka wigzacego
$wiatla (wnetrza) retikulum endoplazmatycznego (ryc. 4.10, ryc. 4.18), ktore biorg udziat
w kontroli poprawnosci faldowania nowo zsyntetyzowanych biatek. Na tej podstawie mozna
spekulowa¢, ze glowna funkcja izoformy B w suszy jest rola biatka opiekunczego w syntezie
biatek tylakoidow, ktora zostata zaproponowana w stresie wysokich temperatur (Rokka i in.,
2001).

Anhydraza weglanowa, zlokalizowana gléwnie w stromie chloroplastu, odgrywa
znaczaca role W fotosyntezie poprzez ulatwianie dyfuzji CO, W poprzek btony chloroplastu.
Zwigkszony poziom akumulacji tego enzymu W znacznej czgsSci badanych genotypow
jeczmienia mogt by¢ spowodowany ograniczong dostepnoscia CO, W komodrkach mezofilu
bedaca skutkiem zamknigcia aparatow szparkowych w celu zmniejszenia transpiracji
I minimalizacji strat wody. Wykazano, ze aktywnos$¢ tego enzymu spada w warunkach

podwyzszonego stezenia CO,, natomiast w warunkach niskiego stezenia CO; ulega wzrostowi
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(Majeau i Coleman, 1996). Rola tego biatka podczas ograniczonej dostepnosci CO, polega na
katalizowaniu dehydratacji jonow HCOj3 i aktywnym transporcie CO, do okreslonych miejsc
w komorce W celu zapewnienia wysokiego stezenia CO, w otoczeniu RuBisCO, koniecznego
do zajScia procesu karboksylacji katalizowanego przez ten enzym podczas ciemnej fazy
fotosyntezy (Moroney i in., 2011). W innych badaniach dotyczacych jeczmienia rowniez
potwierdzono znaczny wzrost aktywnosci anhydrazy weglanowej w warunkach niedoboru
wody oraz po traktowaniu roslin kwasem abscysynowym, co dodatkowo wskazuje na
potencjalny udzial fitohormonu w modyfikowaniu aktywnos$ci tego enzymu (Popova i in.,
1996).

W roslinach poddanych dziataniu suszy, aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu
charakteryzowata si¢ nizszym poziomem akumulacji W poréwnaniu do roslin wzrastajacych
w warunkach optymalnych. Biatko to uczestniczy w fazie ciemnej fotosyntezy — cyklu
Calvina, a jego izoforma w glikolizie. Aktywno$¢ tego enzymu jest determinowana wylacznie
przez stosunek jego ekspresji do degradacji i przypuszcza si¢, ze posiada on wigkszg zdolnos¢
regulacji cyklu Calvina niz pozostate enzymy biorgce w nim udziat (Graciet i in., 2004).

Duze spadki w poziomie akumulacji obserwowano takze dla wszystkich
zidentyfikowanych izoform dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, ktora rowniez
uczestniczy cykl Calvina.

Te wyniki $wiadczg 0 obnizeniu efektywnos$ci fazy ciemnej, co prawdopodobnie jest
konsekwencja obnizonego wigzania CO; przez RuBisCO. Ponadto wykazano, ze enzymy
uczestniczace W cyklu Calvina sg wrazliwe na dzialanie reaktywnych form tlenu, a zwlaszcza
dehydrogenazy, ktore posiadajg odstoniete grypy tiolowe, co moze by¢ drugg przyczyng
obserwowanego obnizenia wzglgdnej ilosci tych enzymow (Takeda i in., 1995).

Obserwowane profile akumulacji réznych podjednostek syntazy ATP w badanej
populacji mapujacej nie byly jednoznaczne, chociaz wigkszo$¢ ze zidentyfikowanych
podjednostek alfa i beta tego enzymu zlokalizowanego w chloroplascie charakteryzowala si¢
wzrostem w czgéci badanych genotypow i jednej z odmian rodzicielskich - Cam/B1/Cl,
podczas gdy w zdecydowanej wigkszosci linii rekombinacyjnych poziom akumulacji nie ulegt
istotnym zmianom, co moze sugerowac, ze ograniczenie fotosyntezy W suszy nie jest
wynikiem obnizonej produkcji ATP (Cornic, 2000).

Susza wptyneta nie tylko na enzymy bezposrednio uczestniczace W asymilacji wegla,
ale takze na bialka fotosystemu | i Il. Spadki poziomu akumulacji izoform biatka kompleksu
rozktadajacego wode fotosystemu Il, w ktorym zachodzi rozszczepienie czasteczki wody
i wydzielenie tlenu, a takze kilku izoform oksydoreduktazy NADP" : ferredoksyna, ostatniego
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enzymu w lancuchu transportu elektronéw z fotosystemu | na NADPH podczas fazy jasnej
fotosyntezy, mogly by¢ spowodowane uruchomieniem mechanizmu polegajacego na
zmniejszeniu wydajnosci transportu elektronow. W efekcie pozwoliloby to na dopasowanie
mozliwosci aparatu fotosyntetycznego do warunkéw zmniejszonego stgzenia CO;
I zabezpieczenia go przed nadmierng iloscia docierajacej energii i generowaniem wolnych
rodnikéw (Lu i Zhang, 1999). O zmniejszeniu efektywnosci transportu elektronow §wiadcza
takze odnotowane spadki wzglednej ilo$ci cytochromu b6f w znacznej czegsci badanych
genotypow populacji mapujacej i odmianach referencyjnych. Z drugiej jednak strony w czesci
linii hodowlanych populacji mapujacej oraz odmianach rodzicielskich dwie inne izoformy
oksydoreduktaz NADP™ : ferredoksyna charakteryzowaty si¢ dodatnim efektem suszy, CO
moze mie¢ zwigzek z ich rolg w usuwaniu skutkow stresu oksydacyjnego (Krapp i in., 1997).

Susza wptyneta znaczaco na enzymy biorgce udzial w metabolizmie wegla, m.in.
w glikolizie i cyklu kwasow trikarboksylowych (ryc. 4.6., 4.8., 4.13,, tab. 4.10., 4.11., 4.14.).
W analizie odmian rodzicielskich i referencyjnych odpowiedz biatek zwigzanych z ta
kategorig w Cam/B1/Cl byta odmienna W poréwnaniu do pozostatych trzech europejskich, co
moglo by¢ zwigzane z rdéznicami W pochodzeniu geograficznym roslin i lepszym
przystosowaniem odmiany syryjskiej do wzrostu w warunkach niedoboru wody (tab. 4.6., ryc.
4.2.). W analizie profili akumulacji biatek w liniach populacji mapujacej, podobnie jak
w Cam/B1/Cl, przewazat dodatni efekt suszy dla biatek zakwalifikowanych do kategorii
zwigzanej z metabolizmem wegla (tab. 4.14.), co bylo takze widoczne w pojedynczych
analizach 100 linii populacji MCam (ryc. 4.8.).

Enolaza, przedostatni enzym szlaku glikolizy jest kontrolowana przez czynnik DREB1
(ang. dehydration responsive element binding 1) (Seki i in., 2002), ktory reguluje ekspresje
wielu genéw zwigzanych z odpowiedzig na susze i odgrywa wazng role w nabywaniu przez
rosliny tolerancji na ten stres (Lata i Prasad, 2011). W przypadku linii rekombinacyjnych
populacji mapujacej obserwowano przewaznie wzrost lub brak zmiany poziomu akumulacji
tego enzymu. Ponadto profil ekspresji enolazy réznicowal odmiany rodzicielskie. Roslina
z gatunku przypotudnika (Mesembryanthemum crystallinum L.) w warunkach suszy lub
wysokiego zasolenia w celu lepszego gospodarowania dostgpng woda jest zdolna do zmiany
fotosyntezy typu C3 na fotosynteze typu CAM (ang. Crassulacean Acid Metabolism), przez
co charakteryzuje si¢ wysoka odpornoscia na te stresy (Liittge, 1993). W lisciach tej rosliny,
wzrastajacej W warunkach podwyzszonego stezenia soli, obserwowano wzrost aktywnos$ci
enolazy, a w suszy i stresie niskich temperatur takze ilosci transkryptu tego biatka, co

swiadczy 0 jego duzej roli w procesie adaptacji do niekorzystnych warunkow $rodowiska
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(Forsthoefel i in., 1995). Zwigkszenie poziomu akumulacji enolazy w odmianie syryjskiej
Cam/B1/CI oraz czesci linii rekombinacyjnych populacji mapujacej w poréwnaniu do roslin
kontrolnych mogto mie¢ zwigzek z ich lepszg adaptacja do warunkéw ograniczonej
dostepnosci wody. Z drugiej strony dla kilku izoform innego enzymu glikolitycznego —
izomerazy triozofosforanowej, nie obserwowano znaczacych zmian w poziomie akumulacji
w analizowanych genotypach, chociaz w badaniach przeprowadzonych w innych
laboratoriach enzym ten wykazywal wzrost wzglednej ilo$ci W roslinach wzrastajgcych
w warunkach niedoboru wody (Riccardi i in., 1998; Salekdeh i in., 2002). Roznice
w uzyskanych wynikach mogly by¢ spowodowane odmiennymi warunkami stosowanymi
podczas prowadzonej hodowli roslin. W obu przytoczonych pracach rosliny poddawano
progresywnej suszy, ktora mogla w wigkszym stopniu wptynaé na zaburzenie metabolizmu
podstawowego.

W zdecydowanej wigkszo$ci genotypdéw populacji mapujacej poziom akumulacji
enzymOéw uczestniczagcych w szlaku Krebsa — dehydrogenazy jabtczanowej oraz
dehydrogenazy izocytrynianowej pozostat bez zmian. Jednakze, réznicowal on odmiang
Cam/B1/CIl od Maresi i dwoch pozostatych odmian referencyjnych, na co mogty mie¢ wptyw
réznice W pochodzeniu odmian i co za tym idzie, ich przystosowaniu do wegetacji
w warunkach niedoboru wody. W pracach poswigconych badaniom wptywu suszy na zmiany
proteomu jgczmienia obserwowano wzrost wzglednej ilosci dehydrogenazy jabtczanowej
tylko w odmianach odpornych, podczas gdy w odmianach wrazliwych odnotowano spadek
badz brak istotnej zmiany (Ashoub i in., 2013; Kausar i in., 2013).

Zmiany profilu akumulacji enzymoéw uczestniczacych w glikolizie, cyklu Krebsa oraz
innych szlakach metabolizmu wegla spowodowane suszg nalezg do czgsto obserwowanych
przez badaczy, jednakze kierunek tych zmian nie zawsze jest jednolity (Kausar i in., 2013;
Plomion i in., 2006; Salekdeh i in., 2002). Obnizenie poziomu akumulacji i aktywnosci
enzymow glikolitycznych w odpowiedzi na niedobdér wody moze np. stanowi¢ mechanizm
prowadzacy do akumulowania cukrow, ktore zostang wykorzystane jako zrddto energii do
wzrostu rosliny dopiero po ustgpieniu stresu (Plomion i in., 2006). Z drugiej jednak strony
wzrost profilu akumulacji enzymow glikolitycznych moze by¢ zwigzany z wigkszym
zapotrzebowaniem rosliny na energi¢ niezbedng do aktywacji mechanizmow obronnych
zwigzanych np. z syntezg osmolitow, usuwaniem wolnych rodnikéw i utrzymaniem
homeostazy, zwtlaszcza w warunkach obnizonej wydajnosci fotosyntezy (Salekdeh i in.,
2002). Te pozornie sprzeczne rezultaty moga by¢ rezultatem r6znic wynikajacych

z warunkow eksperymentalnych, w ktorych wystepuje zwykle bardzo duzo zmiennych
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zwigzanych m.in. z wyborem odmian wykorzystywanych do badan, ich tolerancja na
niedobdr wody, a takze parametrami dotyczacymi samej suszy, jej intensywnosci czy czasu
trwania.

W badanych ros$linach jeczmienia poddanych dziataniu suszy nastgpito uruchomienie
szeregu roznorakich reakcji obronnych, o czym swiadcza zmiany poziomu akumulacji wielu
biatek zakwalifikowanych do tej kategorii (ryc. 4.6., 4.8., 4.13., tab. 4.10., 4.11., 4.14.).
W analizie 4 odmian, podobnie jak w przypadku biatek uczestniczacych w metabolizmie
wegla, ogdlny profil zmian biatek zwigzanych z reakcjami obronnymi roznicowat Cam/B1/Cl
od Maresi, Sebastiana i Stratusa. W trzech ostatnich przewazal spadek poziomu akumulacji
biatek tej kategorii W poréwnaniu do ro$lin kontrolnych (tab. 4.6.). Roéznice pomigdzy
odmianami rodzicielskimi zostaly takze potwierdzone w analizie catosciowej profili
wyselekcjonowanych biatek (tab. 4.17.). Taki kontrast w odpowiedzi pomigdzy odmiang
syryjska 1 trzema europejskimi ponownie sugeruje zwigzek pomigdzy pochodzeniem
I adaptacja roslin do warunkéw niedoboru wody ( ryc. 4.2.).

Biatka spehniajace funkcje obronne w analizowanych genotypach populacji mapujace;j
w zdecydowanej wigkszo$ci charakteryzowaty si¢ wzrostem poziomu akumulacji (ryc. 4.8.),
aw analizie niecelowanej, az 32 z 40 wykazywalo istotny statystycznie efekt suszy (tab.
4.12.). O uruchomieniu mechanizmoéw obronnych $wiadczy réwniez fakt, ze liczba bialek
w tej kategorii wykazujacych dodatni efekt suszy byla 0 wiele wigksza niz spodziewana
proporcja w odniesieniu do wszystkich biatek (tab.4.14.). Ponadto analiza wspotrzednych
gtownych PCA dla bialek zwigzanych z reakcjami obronnymi ujawnita istotne réznice
W poziomie akumulacji biatek pomig¢dzy roslinami wzrastajgcymi w warunkach optymalnych
i niedoboru wody (ryc. 4.16.), jednakze PCA dla obliczonego efektu suszy tych biatek nie
dowiodta istnienia znaczacego zrdznicowania W odpowiedzi na niedobor wody pomigdzy
liniami populacji mapujacej, co wskazuje na konserwatywna reakcj¢ na susze (ryc.4.17.). Nie
mniej jednak, dla 13 biatek zostaly znalezione istotne statystycznie zaleznos$ci pomiedzy
odpowiedzig na suszg poszczegdlnych genotypow (interakcja susza x genotyp) (tab. 4.15.).

W ro$linach, ktére sa narazone na dziatanie réznych niekorzystnych czynnikéw
biotycznych i abiotycznych dochodzi do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow. W trakcie
suszy  glownym  miejscem ich  wytwarzania  jest  chloroplast. = Obnizenie
wewnatrzkomorkowego stezenia CO, spowodowanego zamknigciem aparatow szparkowych
W znacznym stopniu przyczynia si¢ do spowolnienia przebiegu fotosyntezy. Docierajaca
energia stoneczna nie moze zosta¢ catkowicie wykorzystana w fazie jasnej tego procesu, co

prowadzi do zaburzen W tancuchu przenosnikow elektronowych i w efekcie do generowania
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duzej ilosci reaktywnych form tlenu (RFT) (Gill i Tuteja, 2010). Ich nadmiar jest toksyczny
dla rosliny i powoduje liczne uszkodzenia biopolimeréw oraz struktur komérkowych. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze wolne rodniki posiadajg takze druga funkcje zwigzang
z przekazywaniem sygnatow i aktywowaniem mechanizmow obronnych (Dat i in., 2000).

Rosliny wyksztatcity szereg mechanizméw pozwalajacym im na sprawne usuwanie
RFT 1 innych rodnikow, m.in. cykl woda/woda w chloroplastach (Asada, 1999), cykl
askorbinianowo-glutationowy (Foyer i Halliwell, 1976), a takze reakcje zwigzane
z aktywnoscig peroksydaz oraz katalaz (Mittler, 2002).

Manganianowa dysmutaza ponadtlenkowa jest enzymem przeksztatcajacym O, do
H20,. Zmiany poziomu akumulacji tego biatka réznicowaly poszczegoélne linie populacji
mapujacej. Dla wigkszosci badanych linii hodowlanych populacji MCam wzgledna ilos¢ tego
enzymu nie zmienila si¢, jednakze dla czeSci odnotowano wzrost poziomu akumulacji, co
moze $wiadczy¢ 0 sprawniejszym usuwaniu tej reaktywnej formy tlenu w tych genotypach.
Wiyniki licznych badan wskazujg na duza rol¢ dysmutazy ponadtlenkowej w nabywaniu przez
rosliny tolerancji na susze (Bowler i in., 1992). Zwigkszona aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej byta obserwowana W odmianach odpornych jeczmienia (Acar i in., 2001)
oraz ciecierzycy wzrastajagcych w warunkach niedoboru wody (Subba i in., 2013). Z kolei
zwigkszonym poziomem akumulacji cynkowo-miedziowej dysmutazy ponadtlenkowej
charakteryzowaty si¢ siewki pszenicy zarowno odporne i wrazliwe na niedobor wody, chociaz
w jednej z odmian tolerujacych susz¢ obserwowany wzrost byt 0 wiele wyrazniejszy (Ford
i in., 2011). W analizie poréwnawczej dwoch odmian jeczmienia poddanych dziataniu kadmu
oraz aluminium obserwowany wzrost aktywnosci dysmutazy byt wigkszy w odmianie
odpornej (Guo i in., 2004). Natomiast ekspresja manganianowej dysmutazy ponadtlenkowej
z grochu spowodowata zwigkszenie tolerancji na suszg¢ Siewek ryzu, ktora objawiata si¢
mniejszym spadkiem fotosyntezy oraz mniejszym wyciekiem elektrondw bezposrednio na
tlen w porownaniu do typu dzikiego (Wang i in., 2005).

Peroksydaza askorbinianowa jest pierwszym enzymem cyklu askrobinianowo-
glutationowego, ktory odgrywa kluczowsg role w usuwaniu H,O,, natomiast chloroplastowa
izoforma tego enzymu jest zaangazowana W cykl woda/woda (Asada, 1999). W obu szlakach
kwas askorbinowy jest wykorzystywany jako donor elektronéw do redukcji H,O, do
czasteczki wody. W cyklu askrobinianowo-glutationowym, glutation i pozostate enzymy tego
szlaku: reduktaza monodehydroaskorbinianowa, reduktaza dehydroaskorbinianowa oraz
reduktaza glutationowa biorg udziat w recyklingu utlenionego kwasu askorbinowego.

W genotypach rodzicielskich oraz wigkszo$ci linii populacji mapujgcej peroksydaza
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askorbinianowa charakteryzowata si¢ dodatnim efektem suszy, jednakze dla dwoch innych
enzymoOéw tego szlaku: reduktazy glutationowej oraz reduktazy dehydroaskorbinianowej
W przewazajacej liczbie genotypow nie obserwowano istotnej zmiany wzglednej ilosci
w porownaniu do roslin kontrolnych. Moze to wskazywac¢ na kluczowe znaczenie pierwszego
etapu tego cyklu. Wzrost poziomu akumulacji peroksydazy askorbinianowej zostal takze
odnotowany w innych badaniach wptywu niedoboru wody na jgczmien, gdzie dotyczyt obu
badanych odmian, jednakze byt wyrazniejszy w odmianie odpornej (Wendelboe-Nelson i
Morris, 2012).

Chloroplast ~ jest  szczeg6lnie narazony na  uszkodzenia  spowodowane
fotosyntetycznym transportem elektronéw oraz produkcja tlenu, zwlaszcza w warunkach
obnizonej wydajnosci fotosyntetycznej (Asada, 2006). W kilku liniach rekombinacyjnych
populacji MCam odnotowano znaczacy spadek wzglednej ilosci chloroplastowej peroksydazy
askorbinianowej. Chloroplastowy cykl woda/woda zalezny od tego enzymu jest wrazliwy na
inaktywacj¢ wynikajaca z nadmiaru wolnych rodnikéw i z tego wzgledu moze nie zapewniac
wystarczajacego poziomu ochrony aparatu fotosyntetycznego przed stresem oksydacyjnym
spowodowanym suszg (Shikanai i in., 1998).

Peroksyredoksyny stanowig rozlegla rodzing bialek, ktora bierze udziat
w neutralizowaniu H,O,, a takze nadtlenkéw alkilowych i reaktywnych form azotu przez co
stanowiag wazny skladnik systemow usuwaniu skutkow stresu oksydacyjnego. Ponadto
uczestniczag W przekazywaniu sygnatow zaleznych od tlenku azotu i nadtlenku wodoru
(Alikhani i in., 2013; Dietz, 2006). Dla kilku izoform peroksyredoksyny dwucysteinowej
obserwowano wzrost lub brak istotnej zmiany w genotypach rodzicielskich i ich potomstwie.
W przypadku peroksyredoksyny IIE, rowniez wystepujacej W chloroplascie, dodatnim
efektem suszy charakteryzowala si¢ blisko polowa badanych genotypéw jeczmienia, chociaz
w jednej z prac dotyczacych funkcjonalnej analizy tego enzymu stwierdzono, ze nie jest On
zaangazowany W odpowiedz roslin na niekorzystne czynniki $rodowiskowe, w tym deficyt
wody (Gama i in., 2008). Powodem takiej rozbieznosci wynikdw mogly by¢ zastosowane
warunki suszy, ktora w przypadku badan cytowanej pracy trwala niemal 0 potowe kroce;j.
Z kolei wzrost poziomu akumulacji peroksydazy dwucysteinowej w roslinach poddanych
dziataniu suszy obserwowano juz wczesniej, m.in. W lisciach buraka cukrowego (Hajheidari
i in., 2005) i ryzu (Ali i Komatsu, 2006). Oba enzymy sa chloroplastowymi biatkami, ktore
uczestnicza w zmniejszaniu skutkéw stresu oksydacyjnego. Ich specyficzno$¢ substratowa
jest szeroka 1 oprocz neutralizowania H,O,, biorg roéwniez udziat w detoksykacji reaktywnych

nadtlenkéw azotu (Dietz i in., 2002). Przypuszcza si¢ takze, ze uczestniczg w regulacji
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Sciezek sygnalnych, w ktorych kluczowa rol¢ odgrywaja rodniki azotowe i tlenowe (Romero-
Puertas i in., 2007). Szlak usuwania wolnych rodnikow, w ktérym uczestniczy peroksydaza
dwucysteinowa okresla si¢ mianem alternatywnego cyklu woda/woda, ktory oprocz
detoksykacji reaktywnych zwigzkow, odgrywa wazng role W rozpraszaniu nadmiaru energii
docierajacej do chloroplastow, przez co wptywa na ochrong¢ aparatu fotosyntetyczny przed
fotoinhibicja (Dietz i in., 2002).

S-transferazy glutationu stanowig wazng grupe enzymoOw biorgcych udziat
w detoksykacji produktow stresu oksydacyjnego, a ich aktywno$¢ w roslinach jest
regulowana m.in. przez H,O, (Dixon i in., 2011). Zmiany poziomu akumulacji dwoch
sposrod trzech zidentyfikowanych izoform tego biatka rdéznicowaty badane genotypy
populacji mapujacej, W ktorej dla czesci z nich obserwowano wzrost profilu akumulacji.
Nadekspresja genu kodujacego S-transferaz¢ glutationu W tytoniu spowodowata wzrost
dostepne;j ilosci kwasu askorbinowego i glutationu, a takze enzyméw szlaku askrobinianowo-
glutationowego, co jednoczesnie wplyneto na zwigkszenie mozliwosci usuwania H,O, przez
ten system i zmniejszenie uszkodzen spowodowanych stresem oksydacyjnym (Liu i in., 2013;
Roxas, 2000).

Lipokailina, ktéra wykazywata dodatni efekt suszy w znacznej czeSci badanych
genotypOw jeczmienia, rowniez jest zaangazowana W ochron¢ komoérek przed stresem
oksydacyjnym. Rodzina lipokalin nalezy do bialek wiazacych mate, czgsto hydrofobowe
czasteczki (Frenette Charron, 2005). Mutanty Arabidopsis thaliana, w ktorych nie zachodzita
ekspresja genu kodujacego chloroplastowa lipokaling, wykazywaty zwigkszong podatnos$¢ na
uszkodzenia oksydacyjne aparatu fotosyntetycznego wywotanego suszg, nadmiernym
$wiattem i herbicydem. Niekorzystne czynniki srodowiskowe spowodowaty m.in. zwigkszony
poziom peroksydacji lipidow wywotany nadmierng iloscig tlenu singletowego. Natomiast
w roslinach z nadekspresja genu lipokaliny skutki tych stresow byly 0 wiele mniejsze niz
w ro$linach typu dzikiego, a poziom peroksydacji lipidow pozostat na niskim poziomie, co
wskazuje na zaangazowanie tego biatka w ochrong btony tylakoidow przed dziatalnoscig
wolnych rodnikoéw (Levesque-Tremblay i in., 2009).

W ponad polowie badanych genotypow obserwowano wzrost poziomu akumulacji
glioksalazy 1, jednego z dwoch enzymow biorgcych udziat w detoksykacji metyloglioksalu.
W warunkach fizjologicznych ten zwigzek powstaje jako produkt uboczny w procesie
glikolizy 1 cyklu Calvina oraz podczas biosyntezy treoniny. Glioksalaza | katalizuje
przeksztatcenie metyloglioksalu do S-laktoiloglutationu wykorzystujac do tego zredukowany

glutation jako kofaktor tej reakcji. S-laktoiloglutation jest nastgpnie hydrolizowany przez
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glioksalaze 11 do D-mleczanu (Thornalley, 1996). W stresach abiotycznych, takich jak susza
czy zasolenie dochodzi nawet do 6-krotnego podwyzszenia stgzenia tego zwigzku m.in. z
powodu zwigkszonego zapotrzebowania na ATP. W komorkach aktywnych metabolicznie,
ktore doswiadczaja stresu osmotycznego, obserwuje si¢ zwykle aktywacje enzymow
bioracych udziat w usuwaniu tego zwiazku. Wysokie stezenie metyloglioksalu jest toksyczne
dla komorek, poniewaz powoduje m.in. zahamowanie ich proliferacji oraz liczne reakcje z
kwasami nukleinowymi, co moze by¢ przyczyng mutagenizacji. Ponadto zwigzek ten wplywa
na modyfikacje biatek, zwigkszajac tym samych poziom ich degradacji. Mozliwe jest
réwniez, ze metyloglioksal odgrywa rol¢ W przekazywaniu sygnatéw podczas zaistnienia
stresu abiotycznego (Yadav i in., 2005a). W Arabidopsis thaliana susza spowodowata wzrost
ilosci transkryptu glioksalazy | (Seki i in., 2002), natomiast wzrost akumulacji biatka
obserwowano m.in. w odmianie odpornej jeczmienia wzrastajacej W warunkach wysokiego
zasolenia (Witzel i in., 2009). Transgeniczne rosliny tytoniu, ktore charakteryzowaly sig¢
zwigkszong ekspresja genu kodujacego glioksalaze | w wiekszym stopniu tolerowaty stres
osmotyczny niz rosliny kontrolne (Singla-Pareek i in., 2003), a jednoczesna nadekspresja obu
enzymow metabolizujacych metyloglioksal wzmocnita ten efekt (Yadav i in., 2005b). Oprocz
usuwania metyloglioksalu zwigkszona aktywno$¢ enzyméw systemu glioksalaz odgrywa
réwniez role w recyklingu glutationu i utrzymywaniu odpowiedniego stosunku formy
zredukowanej do utlenionej przez co wplywa na potencjat redoks komoérki i utrzymanie
homeostazy, a wykazano, ze zwigkszony poziom metyloglioksalu powoduje obnizenie
poziomu zredukowanej formy glutationu (Yadav i in., 2005b). Obserwowany wzrost
tolerancji na stres osmotyczny wywotany zasoleniem U roslin transgenicznych moégt by¢
spowodowany wieksza dostepnoscia zredukowanego glutationu (Singla-Pareek i in., 2003),
ktéry stanowi jedna z podstawowych molekut bioracych udzial w usuwaniu wielu ré6znych
toksycznych produktow powstajacych w trakcie stresow abiotycznych, np. wolnych rodnikow
oraz utrzymywaniu odpowiedniego poziomu i stopnia utlenienia innych sktadnikow systemu
przeciwutleniaczy, np. kwasu askorbinowego (Alscher, 1989).

Zdolnos¢ roslin do sprawnego zarzadzania metabolizmem reaktywnych form tlenu jest
kluczowa dla zachowania optymalnego przebiegu proceséw fizjologicznych. Ich nadmiar
zaktoca homeostaz¢ jonowa, powodujac nieodwracalne szkody dla rosliny. Wzmozona
aktywacja wigkszej liczby enzymow oraz skladnikéw nieenzymatycznych systemow
usuwania wolnych rodnikéw jest waznym aspektem determinujacym poziom odpornosci na
susze I inne stresy abiotyczne (Ford i in., 2011; Peng i in., 2009; Wendelboe-Nelson i Morris,
2012).
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Susza, podobnie jak inne stresy abiotyczne prowadzi do zaburzen w syntezie
I poprawnym fatdowaniu biatek. Biatka szoku cieplnego stanowig duzg rodzing biatek, ktore
biorg udzial w utrzymywaniu homeostazy w komoérkach. Susza oraz inne stresy abiotyczne
bardzo czesto prowadzg do indukcji tych biatek (Wang i in., 2003). U roslin, podobnie jak
u innych organizmach prokariotycznych i eukariotycznych wyréznia si¢ 5 klas tych biatek,
ktore klasyfikuje si¢ na podstawie ich masy czasteczkowej oraz homologii Sekwencji
aminokwasowej (Wang i in., 2004).

Biatka szoku cieplnego 0 masie 100 kDa (HSP100/Clp) biorg udzial w usuwaniu
I reaktywacji zagregowanych lub Zle sfaldowanych tancuchoéw polipeptydowych. Biatka
szoku cieplnego o masie 90 kDa (HSP90) uczestnicza we wlasciwym fatdowaniu biatek,
atakze W przekazywaniu sygnatow (Wang i in., 2004). Profil kilku zidentyfikowanych
izoform podjednostki regulatorowej ClpC chloroplastowej kazeino-litycznej proteazy
serynowej Clp (ang. caseino-lytic protease), biatka nalezgcego do klasy HSP100, w obrebie
populacji mapujacej oraz odmian rodzicielskich i referencyjnych nie byt jednoznaczny.
Natomiast sama proteaza (ClpP) roéznicowata odmiany rodzicielskie. Domena regulatorowa
ClpC kompleksu kazeino-litycznej proteazy serynowej Clp jest produktem genu erdl (ang.
early responsive to dehydration), ktérego ekspresja zachodzi na wczesnych etapach suszy
(Nakashima i in., 1997; Simpson i in., 2003). Uwaza si¢, ze ekspresja tego biatka jest
zasadnicza i konstytutywna i bierze udziat w degradacji zle ufatdowanych biatek, a takze w
imporcie prekursoréw biatek do chloroplastow, jednakze nie wiele wiadomo na temat
funkcjonowania tego systemu i jego fizjologicznej roli w stresach abiotycznych (Rosano i in.,
2011). W badaniach pszenicy wzrastajgcej w warunkach niedoboru wody obserwowano
wzrost poziomu akumulacji proteazy Clp, jednakze potencjalny zwigzek pomigdzy
aktywnoscia tego kompleksu i tolerowaniem suszy nie jest jasny. Obserwowane zmiany ilo$ci
tego biatka moga by¢ zwigzane ze zmianami w fotosyntezie spowodowanymi susza,
a proteaza Clp moze mie¢ wplyw na regulowanie ilo$ci enzymu RuBisCO (Demirevska i in.,
2008). W innych badan wptywu niedoboru wody na zmiany proteomu jeczmienia
obserwowano wzrost poziomu akumulacji kilku biatek z rodziny HSP90 i HSP100 zar6wno
w genotypie wrazliwym jak i tolerancyjnym na ten stres (Ashoub i in., 2013).

Susza spowodowata rowniez zmiany poziomu akumulacji biatek szoku cieplnego
0 masie 70kDa (HSP70), ktére m.in. zapobiegajg agregacji nowo zsyntetyzowanych biatek,
a takze sa zaangazowane W ich transport oraz degradacj¢. Kierunek zmian wzglednej ilosci
réznych izoform tych biatek nie byt jednolity. Dla kilku z nich, zlokalizowanych

chloroplascie, obserwowano spadki poziomu akumulacji w odmianach rodzicielskich,
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referencyjnych oraz czesci linii populacji mapujacej. Jedna z izoform HSP70, ktora
wykazywata ujemny efekt suszy, zostala zidentyfikowana jako prawdopodobny mediator
podjednostki transkrypcyjnej polimerazy Il RNA. Jest to czes¢ kompleksu biatkowego,
uczestniczacego W regulacji transkrypcji genow zaleznych od polimerazy I RNA, np. matych
biatek szoku cieplnego. Podjednostki kompleksu mediatora spetniajg szereg roznych funkcji
regulatorowych zwigzanych z odpowiedzig na stresy biotyczne i abiotyczne, procesami
rozwojowymi i kwitnieniem, a takze biorg udzial w syntezie niekodujagcych RNA, metylacji
rybosomalnego RNA oraz transporcie biatek do chloroplastow (Kidd i in., 2011). Analiza
transkryptomiczna wybranych podjednostek kompleksu mediatora w ryzu poddanego
stresowi niskich temperatur, zasolenia oraz suszy ujawnila duze zr6znicowanie ekspresji ich
genéw W zalezno$ci od zastosowanego stresu, jednakze ich szczegdtowa funkcja pozostaje
bez wyjasnienia (Mathur i in., 2011). Spadek akumulacji tego enzymu i innych izoform
HSP70 moze $wiadczy¢ 0 zaburzonej homeostazie w chloroplastach, a takze wskazuje na
obnizenie wydajnosci  systemu wspomagajacego wilasciwe faldowanie biatek i
zapobiegajacemu ich agregacji w tym organellum, co moglo by¢ efektem zaburzen w
fotosyntezie spowodowanych dlugg i intensywng suszg jakiej poddanej zostaty rosliny. W
innych badaniach wpltywu suszy na jeczmien spadek poziomu akumulacji biatkka HSP70
obserwowano tylko w odmianie wrazliwej na niedobor wody, podczas gdy odmiana odporna
charakteryzowala si¢ wzrostem poziomu akumulacji jednej z izoform tego biatka (Kausar i
in., 2013). Spadki poziomu akumulacji biatek HSP70 byty rowniez obserwowane w analizie
skutkbw suszy W proteomie liscia buraka cukrowego (Hajheidari i in., 2005). Susza
spowodowata takze wzrost poziomu kilku innych izoform HSP70 w liniach hodowlanych
populacji mapujacej, odmianach rodzicielskich i referencyjnych. Wsréd nich zidentyfikowano
dwie izoformy biatka wigzacego $wiatla (wnetrza) retikulum endoplazmatycznego, ktore
podobnie jak inne biatka z rodziny HSP70 biorg udziat w faldowaniu biatek, ale réwniez
stanowia mechanizm kontroli poprawno$ci zwijania syntetyzowanych biatek w tym
organellum. Mechanizm kontroli polega na rozpoznaniu nieprawidtlowo sfatdowanych biatek i
kierowaniu ich poza retikulum do degradacji (Valente i in., 2009). Susza, podobnie jak inne
stresy abiotyczne prowadzi do zaburzen w homeostazie retikulum endoplazmatycznego, ktore
m.in. przejawiaja si¢ wzrostem ilosci zle sfaldowanych lub nieufatdowanych biatek w Swietle
retikulum, powodujac zaburzenie rdéwnowagi pomigedzy wymagang iloscig funkcjonalnych
bialek i zdolnoscig retikulum endoplazmatycznego do przeprowadzania prawidlowego
procesu faldowania nowopowstajacych bialek. Reakcja na stres retikulum jest aktywacja

kaskady odpowiedzi na nieufatldowane biatka (UPR, ang. unfolded protein response), dzigki
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ktorej nastgpuje przywrdcenie rownowagi pomiedzy mozliwosciami fatdowania biatek 1 ich
sekrecja. Dochodzi do zahamowania syntezy biatka na poziomie transkrypcji i translacji, co
powoduje zmniejszenie ,,0bcigzenia” retikulum oraz prowadzi do wzrostu akumulacji biatek
opiekunczych, co przeklada si¢ na zwigkszenie zdolnosci do faldowania bialek w tym
organellum (Ma i Hendershot, 2004). Biatko wigzace swiatta retikulum endoplazmatycznego
odgrywa gtowng role sensora nieprawidlowo sfaldowanych biatek i regulatora aktywnosci
kaskady UPR (Malhotra i Kaufman, 2007). Obie izoformy biatka wigzacego $wiatta retikulum
endoplazmatycznego niemal we wszystkich badanych genotypach jeczmienia wykazywaty
wzrost poziomu akumulacji i silng korelacj¢ wzgledem siebie, a takze wzglgdem izoformy B
aktywazy RuBisCO (ryc. 4.10.). Taki wynik §wiadczy 0 znacznych podobienstwach w profilu
odpowiedzi tych biatek. Obie izoformy charakteryzowaly si¢ rowniez silng interakcja
genotyp x susza (tab. 4.12., ryc. 4.18.), co objawiato si¢ duzymi roéznicami we wzro$cie
akumulacji pomiedzy poszczegdlnymi genotypami (ryc. 4.9., tab. 4.10.). Tak duze
zroznicowanie W profilu akumulacji tych biatlek w analizowanych genotypach moze by¢
zwigzane Z poziomem tolerancji na susz¢ poszczegdlnych linii populacji mapujacej, odmian
rodzicielskich i referencyjnych.

W badaniach wptywu niedoboru wody na soj¢ (Glycine max (L.) Merr) oraz tyton,
rosliny z nadekspresja genu kodujacego biatko wigzace retikulum endoplazmatycznego
(soyBiPD) charakteryzowatly si¢ tylko niewielkim spadkiem wzglednej zawartosci wody
w liciach w porownaniu do typu dzikiego, ktérego liscie wiedly po ekspozycji na stres.
Podczas suszy aparaty szparkowe roslin z nadekspresja genu SoyBiPD w mniejszym stopniu
ulegly zamknigciu, a spadek fotosyntezy i transpiracji byt 0 wiele mniejszy niz w roslinach
kontrolnych. Z kolei w roslinach z wyzsza ekspresja biatka wigzacego $wiatta retikulum
endoplazmatycznego nie zaobserwowano typowych zmian zachodzacych pod wptywem suszy
jak np. wzrost poziomu akumulacji osmolitow czy masy korzeni. Ponadto poziom ekspresji
kilku genéw, ktore sa indukowane susza nie ulegl znacznemu wzrostowi w roslinach
z nadekspresja genu soyBiPD w poréwnaniu do roslin kontrolnych. Taki wynik sugeruje
istnienie  odmiennego mechanizmu nabywania tolerancji przez te rosliny, ktory
prawdopodobnie jest zwiagzany z funkcjonowaniem retikulum endoplazmatycznego (Valente
i in., 2009). Podobne wyniki uzyskano dla transgenicznego tytoniu, charakteryzujacego si¢
nadekspresja  sojowego genu kodujacego  biatko  wigzace $wiatla  retikulum
endoplazmatycznego. W czasie trwania suszy wysoki poziom tego biatka spowodowat wzrost
poziomu tolerancji na deficyt wody. W roslinach z nadekspresja genu soyBiPD poddanych

dzialaniu suszy szybkos¢ fotosyntezy nie zmienita si¢ W przeciwienstwie do roslin typu
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dzikiego oraz posiadajacych sekwencj¢ antysensowna tego genu, w ktorych obserwowano
drastyczny spadek asymilacji CO,. Ponadto w roslinach z sekwencja antysensowna nastapita
wyrazna indukcja mechanizméw zwigzanych z usuwaniem wolnych rodnikéw, natomiast
w tytoniu z nadekspresjg genu soyBiPD nie obserwowano wzrostu aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej, co sugeruje, ze to biatko opiekuncze moze mie¢ takze wplyw na obnizenie
endogennego stresu oksydacyjnego (Alvim i in., 2001). Rola biatka wigzacego $wiatla
retikulum endoplazmatycznego w tolerowaniu suszy moze by¢ takze zwigzana utrzymaniem
integralno$ci btony tego przedziatu komérkowego i zapewnieniem wilasciwej struktury biatek
oraz wysokiej aktywno$ci wydzielniczej. Wykazano, ze to biatko oddzialuje z biatkami
indukowanymi niedoborem wody i utatwia ich faldowanie (Cascardo i in., 2000). Ponadto
moze przyczynia¢ si¢ do wydajniejszego kontrolowania poziomu akumulacji biatek
uczestniczagcych w mechanizmach ochronnych, dzigki czemu zabezpiecza komorki przed
negatywnymi skutkami stresu zanim osiggnie on maksymalny efekt (Alvim i in., 2001).

Grupa biatek szoku cieplnego 0 masach nie przekraczajacych z reguty 20 kDa (sHSP,
ang. small heat shock protein) jest najbardziej zrdéznicowana pod wzgledem homologii,
funkcji i lokalizacji komorkowej (Wang i in., 2004). Obserwowane spadki chloroplastowej
izoformy jednego z nich w przeszto potowie genotypow populacji mapujacej i formach
rodzicielskich rowniez potwierdzaja zaburzenia zwigzane z faldowaniem biatek w tym
organellum, a takze moga by¢ powigzane ze spadkami poziomu akumulacji HSP70 (Wang
i in., 2004). Wykazano, ze mate biatka szoku cieplnego biorg udziat w faldowaniu biatek
szoku cieplnego o masie 70 kDa (Lee i Vierling, 2000).

Niejednoznaczne zmiany obserwowanych izoform bialek szoku cieplnego
W znacznym stopniu utrudniajg interpretacj¢ biologiczng w kontekscie okreslenia ich roli jaka
odgrywaja podczas suszy czy innego stresu abiotycznego, zwtaszcza, ze ta rodzina biatek jest
bardzo zréznicowana zaré6wno pod wzgledem strukturalnym, jak i pelnionych przez nie
funkcji. Scharakteryzowanie procesu biologicznego, w ktorym dane biatko szoku cieplnego
bierze udzialt wymaga bardziej szczegdtowej identyfikacji pozwalajacej na okreslenie nazwy
enzymu, a nie tylko ustalenia rodziny HSP do ktorej przynalezy, tak jak w kilku przypadkach
tej analizy, np. biatko wigzace swiatta retikulum endoplazmatycznego (HSP70).

Innym zidentyfikowanym enzymem, ktory bierze udziat w kontroli poprawnosci
faldowania biatek byta metaloproteaza cynkowa FtsH zalezna od ATP. Poziom akumulacji
jednej z izoform tego biatka wykazywat dodatni efekt suszy w znacznej czesci badanych linii
rekombinacyjnych i odmianach rodzicielskich. Wykazano, ze metaloproteaza FtsH

uczestniczy w degradacji uszkodzonego pod wptywem nadmiaru $wiatta i ciepta biatka Dy,
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w fotosystemu |1, bedacego miejscem przytaczania akceptora elektronéw — plastochinonu B
(Nixon, 2004; Yoshioka i in., 2006). W analizie porownawczej dwoch kontrastujacych pod
wzgledem odpornosci na susze odmian wiechliny tgkowej (Poa pratensis L.) zmiany profilu
akumulacji metaloproteazy FtsH roznicowaly oba genotypy. Wskazuje to na udziat tego
biatka w tolerowaniu niedoboru wody przez rosliny (Xu i Huang, 2010).

Utrzymanie optymalnej aktywno$ci enzymoéw 1 zapobieganie niewlasciwemu
faldowaniu nowo powstajacych bialek, a takze przeciwdziatanie ich agregacji, jest
kluczowym zjawiskiem dla przetrwania rosliny W niekorzystnych warunkach $rodowiska.
Zdolno$¢ do utrzymywania wysokiej aktywno$ci bialek biorgcych udziat w procesach
ochronnych oraz regulujacych ich przebieg, a takze wspotdziatanie z innymi systemami
zaangazowanymi W mechanizmy obronne (np. systemy usuwania wolnych rodnikow czy
enzymy zaangazowane W synteze osmoprotektantdéw) maja duzy wptyw na poziom tolerancji
roslin na susz¢ i inne stresy abiotyczne. Szczegétowe wyjasnienie mechanizmow, dzigki
ktorym rosliny nabywaja tolerancje na susz¢ i inne stresy wymaga petniejszego zrozumienia
roli bialek opiekunczych, szoku cieplnego oraz innych czynnikow uczestniczacych
w mechanizmach ochronnych, ktore odgrywaja rolg¢ regulatorow odczuwania stresu,
przekazywania sygnatow oraz aktywacji genéw (Wang i in., 2004).

Zastosowane W doswiadczeniach warunki niedoboru wody spowodowaly zmiany
poziomu akumulacji enzymow uczestniczacych w metabolizmie azotu (ryc. 4.6., 4.8., 4.13.,
tab. 4.10., 4.11., 4.14.). W analizie odmian rodzicielskich i referencyjnych profil akumulacji
biatek zaangazowanych w synteze niektorych aminokwasow w Maresi byt wyraznie r6zny od
profilu obserwowanego dla Cam/B1/Cl, co ponownie potwierdza odmienng reakcje
proteomow tych dwoch genotypow i podkresla ich odrgbne pochodzenie. Dla genotypow
populacji mapujacej nieznaczna wigkszos¢ bialek zaangazowanych w metabolizm azotu
charakteryzowata si¢ dodatnim efektem suszy (ryc. 4.8, tab. 4.14.). Podobnie jak w przypadku
fotosyntezy oraz mechanizmow obronnych, analiza PCO ujawnita istotne roznice profili
biatkowych pomigdzy roslinami wzrastajacymi w warunkach kontrolnych i niedoboru wody
(ryc. 4.16). Chociaz same genotypy pod wzgledem metabolizmu azotu nie byly zréznicowane,
co ponownie wskazuje na znaczne podobienstwa W odpowiedzi na susz¢ W pomiedzy nimi
(ryc. 4.17.). Dla 5 posrod 11 biatek zwigzanych z metabolizmem azotu, dla ktorych efekt
suszy byt istotny statystycznie (tab. 4.14.), zmiany ich poziomu akumulacji wykazywatly
dodatkowo istotne zréznicowanie W obrebie linii populacji mapujacej (tab. 4.15.). Na tej

podstawie mozna s3dzi¢ 0 potencjalnym udziale tych biatek w specyficznosci reakcji na susze
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danego genotypu i ich wptywu na poziom odporno$ci na niedobor wody poszczegdlnych linii
populacji mapujacej i pozostatych badanych odmian.

Kilka izoform syntazy metioninowej i S-adenozylotransferazy metioninowej zostato
zidentyfikowanych jako biatka, ktorych poziom akumulacji zmienit si¢ w suszy. Oba te
enzymy sg zaangazowane W metabolizm fragmentow jednoweglowych (cykl aktywnego
metylu) (Hanson i Roje, 2001). Syntaza metioninowa katalizuje powstawanie metioniny,
aminokwasu niezbednego do rozpoczecia translacji, ktory bierze takze udziat w cyklu
aktywnego metylu, gdzie jest konwertowana do S-adenozylometioniny przez syntaz¢ tego
zwigzku. S-adenozylometionina dostarcza grupy metylowe, niezbedne do syntezy bialek,
kwasow nukleinowych oraz wielu metabolitow, m.in. lignin, alkaloidow oraz zwigzkow
osmotycznie czynnych jak np. betainy, poliole, poliaminy (Hanson i in., 2000). Odnotowany
wzrost poziomu akumulacji niektorych izoform tych enzymow w czesci linii
rekombinacyjnych populacji mapujacej poddanych dziataniu w suszy mogt $wiadezyé
0 zwigkszonym zapotrzebowaniu na grupy metylowe, ktore z kolei mogty by¢ wykorzystane
do syntezy osmolitow i innych zwigzkow istotnych dla przezycia roslin w warunkach stresu
abiotycznego (Bohnert i Jensen, 1996). Indukcja genu syntazy metioninowej byta takze
obserwowana w siewkach jeczmienia poddanych dzialaniu stresu solnego, suszy, niskich
temperatur oraz traktowaniu kwasem abscysynowym i H,O,. Ponadto w tych samych
warunkach odnotowano roéwniez wzrost betainy glicynowej, co sugeruje wspélny mechanizm
regulacji, a sama syntaza metioninowa moze dodatkowo stanowi¢ nosnik grupy metylowe;j
w cyklu aktywnego metylu, niezbednego do syntezy choliny, prekursora betainy glicynowej
(Narita i in., 2004).

Reduktaza ferredoksyna-azotyn, syntetaza glutaminowa i dehydrogenaza
glutaminianowa stanowig kluczowe enzymy zaangazowane W asymilacj¢ azotu W roslinach.
Te same biatka sg rowniez zaangazowane W fotosynteze i metabolizm wegla. Syntetaza
glutaminowa i dehydrogenaza glutaminianowa odgrywaja gtéwna role we wiaczaniu jonu
amonowego, a takze w utrzymywaniu odpowiedniego poziomu azotu i stopnia jego utlenienia
w roslinach. Biatka te sa odpowiedzialne za dostarczenie kwasu glutaminowego, ktéry jest
substratem m.in. w syntezie proliny, stanowiagcej wazny sktadnik osmoregulacji komorek
w warunkach stresu osmotycznego (Wang i in., 2007). W czgéci genotypow populacji
mapujacej obserwowano spadki akumulacji tych enzymoéw, jednakze w wiekszosci linii nie
odnotowano istotnej zmiany. Stezenie azotu w lisciach jest zwigzane ze zdolno$cig asymilacji
CO,. Wzrost poziomu i dostgpnosci tego pierwiastka powoduje zwigkszenie aktywnosSci

RuBIisCO, co w efekcie wplywa na szybkos¢ fotosyntezy (Llorens i in., 2003). Wykazano, ze
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wraz z postegpujaca susza nastgpuje stopniowe obnizanie poziomu azotu W liSciach, ktore
moze korelowa¢ z uszkodzeniami sktadnikow aparatu fotosyntetycznego. W badaniach
skutkow suszy na rosling z gatunku wydmuchrzycy (Leymus chinensis L.) wykazano, ze
obnizenie aktywno$ci kluczowych enzymow asymilujgcych azot oraz poziomu tego
pierwiastka w lisciach ma negatywny wplyw na zdolno$¢ wigzania CO, w fotosyntezie
I adaptacje do warunkow suszy. Taki wynik sugeruje, ze enzymy zaangazowane
W metabolizm azotowy mogg pelni¢ znaczng role W tolerowaniu suszy przez rosliny (Xu i
Zhou, 2006).

Kwas glutaminowy stanowi rowniez substrat w syntezie kwasu 5-aminolewulinowego,
ktory jest prekursorem porfiryn. W roslinach wyzszych ta reakcja stanowi etap, na ktorym jest
regulowana biosynteza chlorofilu (Beale i Castelfranco, 1974). Obserwowany w czesci
genotypow spadek akumulacji aminomutazy semialdehydu glutaminianowego, enzymu,
ktorego produktem reakcji jest kwas S-aminolewulinowy, sugeruje obnizenie wydajnosci
syntezy chlorofilu, na co mogto mie¢ réwniez wplyw zmniejszenie zawartosci dostgpnego
glutaminianu, bedace wynikiem zredukowanej aktywnosci syntetazy glutaminowej
lub/i dehydrogenazy glutaminianowej, a takze zaburzeniami w metabolizmie wolnych
rodnikow (Aarti i in., 2007).

Zwiazki osmotycznie czynne (kompatybilne) akumuluja si¢ w tkankach roslin
w trakcie suszy i innych stresow abiotycznych i stanowig jeden z czynnikow zaangazowanych
W nabywanie tolerancji przez ro$ling na niekorzystne czynniki srodowiskowe. Sa to z reguty
zwiazki niskoczasteczkowe, dobrze rozpuszczalne i wzglednie nietoksyczne dla komorki
nawet jezeli wystepuja W wysokich stezeniach. Biorg one udzial m.in. w utrzymywaniu
turgoru w komorce w trakcie stresu osmotycznego, sa zaangazowane W stabilizowanie biatek
I innych biopolimerow, a takze wykazuja dziatanie ochronne na btony komoérkowe. (Ashraf
i Foolad, 2007; Wang i in., 2003). Zwiagzki osmotycznie czynne uczestniczg W usuwaniu
reaktywnych form tlenu, jednakze, prawdopodobnie, nie majg wplywu na zachowanie
optymalnych wiasciwosci plonu podczas dziatania niekorzystnych warunkéw Srodowiska
(Serraj i Sinclair, 2002). Betaina glicynowa i prolina stanowig dwa glowne zwiazki
kompatybilne akumulujace si¢ W roslinach pod wplywem stresow abiotycznych (Ashraf
i Foolad, 2007).

Dehydrogenaza aldehydu betainowego, enzymu katalizujagcego bezposrednig reakcje
syntezy betainy glicynowej réoznicowala odmiang Cam/B1/CI od Maresi i dwoch pozostatych
odmian referencyjnych. Fakt ten moze mie¢ zwiazek z lepszym przystosowaniem si¢ odmiany

syryjskiej do warunkow suszy. Wzrost poziomu akumulacji tej dehydrogenazy w Cam/B1/CI
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moze $wiadczy¢ takze 0 wzmozonej syntezie betainy glicynowej, ktérej podwyzszone ilosci
czesto towarzysza stresom powodujacym dehydratacje komoérek (McCue i Hanson, 1990).
Betaina glicynowa wystepuje W duzych ilosciach w chloroplascie, gdzie odgrywa znaczaca
role W stabilizowaniu bton tylakoidow, przez co wptywa na wydajnos¢ fotosyntetyczna
rosliny. W wielu przypadkach, rosliny bardziej tolerancyjne na stres osmotyczny akumuluja
wigksze ilosci tego zwigzku niz odmiany wrazliwe. Podobnie ro$liny transgeniczne
z nadekspresjg genow szlaku syntezy betainy glicynowej wykazujg zwykle zwiekszony
poziom tolerancji na susze i inne stresy abiotyczne (Chen i Murata, 2011). Przyktadowo
W tytoniu, ktory naturalnie nie syntetyzuje betainy glicynowej, nadekspresja pochodzacego ze
szpinaku genu badh kodujacego dehydrogenazg aldehydu betainowego spowodowata wzrost
tolerancji na stres solny, ktory podobnie jak susza prowadzi do dehydratacji komorek
i obnizenia zdolnosci wigzania CO, (Yang i in., 2008). Podobne wyniki uzyskano dla
transgenicznej pszenicy, ktora cechowata zwigkszona tolerancja na suszg¢ i dziatanie wysokich
temperatur (Wang i in., 2010). W obu przypadkach, nadprodukcja betainy glicynowej
przyczynita si¢ do wzrostu tolerancji aparatu fotosyntetycznego na dziatanie niekorzystnych
czynnikdbw, m.in. poprzez zapobieganie uszkodzeniom lipidow i utrzymywaniu
odpowiedniego stosunku nienasyconych kwasow ttuszczowych w btonach tylakoidéw (Chen
i Murata, 2011).

Syntetaza delta-1-pirolino-5-karboksylanu, kluczowy enzym syntezy proliny, rowniez
roznicowata odmiang Cam/B1/CI od Maresi i dwoch pozostatych odmian referencyjnych.
Prolina, podobnie jak betaina glicynowa, bardzo czesto si¢ pojawia W kontekscie stresow
srodowiskowych (Verbruggen i Hermans, 2008). Podwyzszona ilo$¢ tego zwigzku
w komorkach moze korelowaé ze wzrostem odpornosci na susze i inne stresy osmotyczne.
Swiadcza 0 tym m.in. wyniki uzyskane dla transgenicznych roslin z nadekspresja genu p5cs
kodujacego syntaze delta-1-pirolino-5-karboksylanu (Kavi Kishor i in., 1995; Zhu i in., 1998).
Jednakze z drugiej strony, proba korelacji stezenia proliny z poziomem tolerancji na susz¢
w siewkach jeczmienia nie data zadowalajacych rezultatow i nie pozwolita na ustalenie
zwigzku pomiedzy nimi (Hanson i in., 1977). Z kolei w innych badaniach wykazano, ze
wzrost akumulacji proliny korelowal wylacznie z intensywnoscig stresu (Sofo i in., 2004).
Ponadto udowodniono, ze bardzo wysokie stgzenia proliny sa toksyczne dla ro$liny i
prowadzg do aktywacji katabolizmu tego zwigzku oraz obnizenia szybkosSci jego syntezy
(Hellmann i in., 2000), z czym mogty by¢ zwiagzane spadki akumulacji syntetazy delta-1-
pirolino-5-karboksylanu w Maresi, Sebastianie, Stratusie i wigkszo$ci genotypéw populacji

mapujacej. Z prowadzonych rownolegle badan na poziomie metabolomu na tym samym
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materiale roslinnym wynika, ze poziom proliny w Cam/B1/CI tylko nieznacznie wzrastat w
poroéwnaniu do kontroli, z czym mozna wigzac¢ brak istotnej zmiany w profilu akumulacji
syntetazy delta-1-pirolino-5-karboksylanu w odmianie syryjskiej. Natomiast w Maresi
odnotowano ponad 20-krotny wzrost ilosci tego zwigzku. Tak duza zmiana stezenia proliny W
odmianie niemieckiej wynikata przede wszystkim z jego niskiej zawartosci W roslinach
kontrolnych, podczas gdy w Cam/B1/CI obserwowano wysoki poziom proliny takze w
ro$linach wzrastajgcych w warunkach optymalnych (Swarcewicz, 2014). Tak duzy wzrost
stezenia proliny w odmianie Maresi mogt by¢ dla niej toksyczny i powodowaé¢ zahamowanie
aktywnos$ci syntetazy delta-1-pirolino-5-karboksylanu na zasadzie sprzezenia zwrotnego
przez proling (Hu i in., 1992). W siewkach pszenicy roznigcych si¢ stopniem tolerancji na
deficyt wody, zmierzone stgzenie proliny w obu genotypach bylo takie samo, jednakze
odmiana odporna szybciej ja akumulowata i metabolizowata. Wydaje si¢ wiec, ze kluczowym
dla tolerancji na susz¢ jest wlasciwa regulacja metabolizmu tego zwiazku, a nie tylko wzrost
poziomu jego akumulacji (Nayyar i Walia, 2003).

Efekt suszy dla biatek bioracych udziat w ekspresji genéw byt przewaznie nieistotny
W obregbie genotypoéw populacji mapujacej, 0 czym $wiadczy takze brak wyraznego
zroznicowania pomigdzy profilami akumulacji bialek w kontroli i suszy (tab. 4.14., ryc.
4.16.).

Czynnik transkrypcyjny z rodziny NAC w czgéci genotypow charakteryzowat si¢
negatywnym efektem suszy. Biatka nalezace do tej rodziny biorg udziat w wielu procesach
zwigzanych z rozwojem roslin, a takze stanowig kluczowy sktadnik odpornosci zaré6wno na
stresy biotyczne jak i abiotyczne. Czynniki NAC uczestniczag W wielu S$ciezkach
regulatorowych podczas adaptacji roslin do niekorzystnych warunkéw $rodowiska. Powoduja
aktywacje wielu genéw, takze tych zaangazowanych w odpowiedZz na stresy abiotyczne
(Golldack i in., 2011). Wykazano, ze aktywno$¢ czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny NAC
I w efekcie procesy, w ktorych uczestnicza zwigzane np. z nabywaniem tolerancji, mogg by¢
regulowane przez mate RNA (Liu i in., 2008). W roslinach z nadekspresjg genu kodujgcego
jeden z czynnikow transkrypcyjnych NAC obserwowano wzrost odpornos$ci na suszg |
zasolenie, przejawiajacy si¢ m.in. lepszym plonem w poréwnaniu do roslin typu dzikiego.
Nadekspresja tego czynnika spowodowata wzmozong indukcj¢ ekspresji gendw kodujacych
kinazy, inne rodziny czynnikéw transkrypcyjnych, a takze cytochrom P450 oraz transporter
potasu (Jeong i in., 2010). Z drugiej strony, w innych badaniach, w Arabidopsis thaliana
zidentyfikowano inny czynnik transkrypcyjny NAC bedacy negatywnym regulatorem

indukcji gendéw biorgcych udziat w odpowiedzi na suszg¢. Mutanty, u ktérych zahamowano
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ekspresje genu kodujacego ten czynnik charakteryzowaly si¢ wzmozong ekspresji genow
zwigzanych z tolerancja niedoboru wody (Lu i in., 2006).

Kierunek zmian biatek zidentyfikowanych jako izoformy czynnika inicjacji translacji
4A oraz czynnika elongacji translacji Tu (ang. thermo unstable) réznicowal odmiany
rodzicielskie. Wsrdod genotypow populacji mapujacej dominowat brak istotnej zmiany profilu
akumulacji tych biatek, chociaz u czesci z nich odnotowano dodatni efekt suszy. U odmiany
niemieckiej Maresi obserwowano przewaznie spadki wzglednej ilosci izoform czynnika
inicjacji translacji 4A oraz czynnika elongacji translacji Tu, podczas gdy u Cam/B1/Cl
odnotowano brak zmiany lub wzrost akumulacji tych biatek.

Eukariotyczny czynnik inicjacji 4A nalezy do rodziny helikaz RNA, bialek
odgrywajacych kluczowe role w podstawowych procesach komoérkowych zwigzanych
z ekspresja genow. Helikazy RNA maja zdolno$¢ do rozplatania dupleksow drugorzedowych
struktur RNA (Matson i in., 1994). Susza i inne niekorzystne stresy abiotyczne wplywaja na
stabilno$¢ 1 strukture¢ mRNA oraz synteze bialek. Niekorzystne dziatanie czynnikow
srodowiskowych powoduje wzmozenie tworzenia si¢ struktur drugorzedowych w rejonie
sekwencji nieulegajacej translacji S’UTR (ang. 5’ untranslated region) mRNA, ktore obnizaja
wydajnos¢ inicjacji translacji. Czynniki inicjacji translacji 4A i 4B wiazg si¢ do tego regionu
I rozplatajg uformowane struktury drugorz¢dowe, co znacznie utatwia wigzanie si¢ rybosomu
I inicjacje procesu syntezy tancucha peptydowego (Vashisht i Tuteja, 2006). W tytoniu,
nadekspresja genu kodujacego jedng z helikaz DNA pdh45, ktora wykazuje znaczng
homologi¢ w stosunku do czynnika inicjacji translacji 4A, spowodowata wzrost tolerancji na
zasolenie, a otrzymane transgeniczne potomstwo, ktore rowniez wzrastalo w warunkach
zasolenia, charakteryzowato si¢ wysokim plonem. Zwigkszona ekspresja helikazy mogta miec¢
wplyw na zmian¢ ekspresji gendéw, ulatwienie translacji poprzez zmiang¢ struktury mRNA
I wzmozenie syntezy biatka (Sanan-Mishra i in., 2005). Zmiany poziomu r6znych helikaz pod
wplywem stresow abiotycznych byly obserwowane m.in. W jgczmieniu i grochu, gdzie
przypuszczalnie petnity funkcje zwigzane z regulacja genow zaangazowanych w tolerowanie
tych stresow (Nakamura i in., 2004; Vashisht i in., 2005).

Czynnik elongacyjny Tu wystepuje w plastydach i mitochondriach, gdzie odpowiada
za wigzanie | transport odpowiednich aminoacylo-tRNA podczas syntezy *tancucha
peptydowego (Fu i in., 2012). Wzrost poziomu chloroplastowej izoformy tego biatka
obserwowano m.in. w linii odpornej kukurydzy poddanej dziataniu wysokich temperatur
(Bhadula i in., 2001) oraz ryzu wzrastajacego W warunkach niedoboru wody (Salekdeh i in.,

2002). Wykazano, ze bakteryjny czynnik elongacyjny Tu spetnia dodatkowg funkcje biatka
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opiekunczego, ktore posiada zdolno$¢ ponownego faldowania zdenaturowanych biatek oraz
zapobiegania ich agregacji (Caldas i in., 1998). Prokariotyczne i plastydowe czynniki
elongacji Tu wykazujg bardzo duzg homologi¢ i jest wysoce prawdopodobne, ze ro$linne
czynniki elongacyjne roéwniez moga odgrywaé dodatkowg role i przez to uczestniczyé
w adaptacji roslin do niekorzystnych warunkoéw srodowiska (Singh i in., 2004).
Amoniakoliaza fenyloalaniny, kluczowy enzym szlaku fenylopropanoidowego, jest
tacznikiem pomiedzy metabolizmem pierwotnym i metabolizmem wtérnym roslin. W blisko
potowie badanych genotypéw enzym ten wykazywal dodatni efekt suszy, a takze silng
interakcje genotyp x susza (tab. 4.12.). Reakcja przemiany aminokwasu fenyloalaniny do
amoniaku i kwasu trans-cynamonowego Kkatalizowana przez to biatko rozpoczyna synteze
réznych klas fenolowych metabolitow wtornych, m.in. flawonoidéw, fenylopropanoidéw czy
lignin, ktore biorg udziat w wielu procesach, kluczowych dla rozwoju i przetrwania rosliny
w $rodowisku, np. sa sktadnikami $cian komorkowych (ligniny, kwasy fenolowe), biora
udzial w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne. Spelniajg takze rolg¢ barwnikow oraz
uczestniczg W przekazywaniu sygnatéw (Treutter, 2006). Amoniakoliaza fenyloalaniny jest
enzymem silnie zaangazowanym W reakcje roslin na rozne stresy srodowiskowe (Dixon
i Paiva, 1995). Wzrost akumulacji tego enzymu moze $§wiadczy¢ 0 wzmozonej syntezie
zwigzkow fenolowych. Przyktadowo, zmiana wzoru lignifikacji $cian komorkowych stanowi
wazny mechanizm adaptacji roslin do niekorzystnych warunkéw $rodowiska takich jak
niedobor wody czy zasolenie. Wzrost odktadania si¢ lignin w $cianie komorkowej prowadzi
do ich usztywnienia. To z kolei powoduje wzmocnienie wytrzymatosci komorek, jednakze
w konsekwencji prowadzi do zahamowania ich wzrostu (Lee i in., 2007). Wykazano, ze
zwigkszona zawarto$¢ innej grupy metabolitow fenolowych — tanin, w roslinach poddanych
dziataniu suszy zapobiega pekaniu $cian komorkowych i stanowi wazny mechanizm
tolerowania niedoboru wody obserwowany w wielu roslinach naturalnie wystgpujacych na
obszarach suchych (Pizzi i Cameron, 1986). W badaniach nad kukurydza wzrastajacg
w warunkach ograniczonej dostepnosci wody wzrost aktywnosci amoniakoliazy
fenyloalaniny korelowal z potencjalem przeciwutleniajacym rosliny w trakcie suszy, co
sugeruje zaangazowanie tego enzymu W mechanizm usuwania wolnych rodnikéw
(Gholizadeh, 2011). Produkty szlaku fenylopropanoidowego, jak flawonoidy, antocyjaniny
i kwasy fenolowe, w warunkach stresu oksydacyjnego mogg stanowi¢ alternatywny
mechanizm fotochemicznego rozpraszania nadmiaru docierajacej energii I przez to wptywac

na zwigkszenie potencjatu przeciwutleniajacego komorki (Grace i Logan, 2000).
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Odpowiedz roslin na susze oraz jej tolerowanie jest bardzo zlozonym procesem,
w ktory zaangazowanych jest wiele mechanizméw na wszystkich poziomach organizacji
molekularnej. Ocena zmian poziomu akumulacji biatek W odpowiedzi na stres daje duzy
poglad na funkcjonowanie ro$lin w trakcie wzrostu w niekorzystnych warunkach srodowiska
I dostarcza cennych informacji na temat procesow zaangazowanych w neutralizowanie
skutkéw danego stresu.

Analizy skutkow suszy i kazdego innego stresu abiotycznego na poziomie proteomu
stanowig przydatne narzedzie W poszukiwaniu markerdw zwigzanych z podwyzszong
tolerancjg na dany niekorzystny czynnik $rodowiskowy. Wykorzystanie zidentyfikowanych
bialek-markerow w hodowli konwencjonalnej pozwoli na wydajniejsza selekcje nowych
odmian, a geny kodujace takie biatka mogg zosta¢ wykorzystane do tworzenia nowych,
genetycznie modyfikowanych odmian, ktore bgda si¢ charakteryzowaé lepszymi parametrami
wzrostowymi w nieoptymalnych warunkach srodowiska. Wigkszo$¢ ze zidentyfikowanych
biatek w badaniach opisanych w niniejszej pracy (tab. 4.1-4.4., 4.10., 4.11., 4.12.) nalezy
traktowa¢ przede wszystkim jako wskazniki zaistnienia suszy. Jednakze, biatka, ktore
charakteryzowaty si¢ silng interakcja genotyp x susza (tab. 4.15.), jak np. izoforma B
aktywazy RuBisCO czy biatko wiazace Swiatla retikulum endoplazmatycznego (ryc. 4.9., tab.
4.12.) moga by¢ zwigzane ze specyficznoscia odpowiedzi roslin na niedobor wody.

W przypadku analiz proteomicznych gdzie bada si¢ niewielka liczbe genotypow,
ocena liczby oraz kierunku zmian biatek biorgcych udzial w poszczegolnych procesach
biologicznych, moze pozwoli¢ na ocen¢ poziomu tolerancji na susze. Wytypowanie biatek,
ktorych zmiana profilu akumulacji w suszy moglaby by¢é zwigzana z potencjalem
genetycznym danej odmiany w takiej analizie jest utrudniona, z tego wzgledu, ze rdznice
w poziomach akumulacji pomiedzy odmianami sg obserwowane dla wigkszosci biatek, ktore
zareagowaly na suszg. Ocena interakcji pomigdzy zmiang W profilu biatka i genotypem w
przypadku matej ilo$ci badanych obiektow, jest z punktu widzenia statystyki niemozliwa.
Reakcja na susz¢ odmiany syryjskiej na poziomie proteomu liScia znacznie rdznita si¢ od
pozostatych trzech pochodzenia europejskiego (ryc.4.5, tab. 4.5., tab. 4.6.).
W odmianie Cam/B1/Cl na niedobor wody zareagowala najmniejsza liczba biatek, ale
zdecydowana wigkszo$¢ z nich zwigkszyta swoj poziom akumulacji W stosunku do roslin
kontrolnych, zwlaszcza W  kategorii zwigzanej z mechanizmami  obronnymi,
W przeciwienstwie do pozostatych genotypow, gdzie wigkszo§¢ charakteryzowata sie¢
ujemnym efektem suszy. Roéznice W profilu akumulacji bialek pomigdzy odmianami

rodzicielskimi byly rowniez zauwazalne w analizie niecelowanej (ryc. 4.14, tab. 4.17.).
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Wykorzystanie odpowiednich metod oceny statystycznej profilu zmian wybranych
bialek duzej liczby genotypdéw, pozwala rozrézni¢ biatka, dla ktorych wylacznie zmiana
poziomu akumulacji pomiedzy susza i kontrolg jest istotna od tych, ktore dodatkowo
roéznicuja genotypy mig¢dzy sobg i mogag by¢ zwigzane z potencjalem genetycznym danej
odmiany. Biatka o istotnej interakcji genotyp X susza moga stanowi¢ potencjalne markery
zwigzane z poziomem tolerancji rosliny na niedobor wody.

Geny kodujgce wiele z przedstawionych w niniejszej pracy biatek, ktore
charakteryzowaly sie silng zalezno$cig pomiedzy genotypem i warunkami wzrostu bardzo
czesto byly wykorzystywane do tworzenia roslin genetycznie modyfikowanych, u ktérych
w wielu przypadkach uzyskano zwigkszong tolerancjg na suszg i/lub inne stresy abiotyczne,
co tylko potwierdza ich ogromne znaczenie w procesach adaptacyjnych roslin do
niekorzystnych warunkéw $rodowiska (Vinocur i Altman, 2005). Jednakze, aby wsrod
zidentyfikowanych biatek réznicujacych ostatecznie zidentyfikowaé te, ktore sg zwigzane
z odporno$ciag na suszg, konieczne jest skorelowanie uzyskanych wynikow z danymi
pochodzacymi m.in. z analiz genomu, transkryptomu i metabolomu, a takze z parametrami
fizjologicznymi, morfologicznymi i anatomicznymi roslin i przede wszystkim
wlasciwo$ciami otrzymanego plonu. Systemowe podejscie do problemu odpornosci na susze
na duzej ilosci badanych genotypow pozwoli na uzyskanie pelnego obrazu zachodzacych
procesow podczas trwania suszy i identyfikacje markerow zwigzanych z odpornoscia na ten

stres (Wollenweber i in., 2005).
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6. WNIOSKI

Dwukierunkowa elektroforeza w zelu poliakrylamidowym oraz spektrometria mas
(MALDI-TOF i MALDI-TOF/TOF) stanowig przydatne techniki stuzace ocenie profili

akumulacji biatek oraz ich identyfikacji.

W przypadku organizmow, dla ktorych nie sa dostgpne kompletne sekwencje genowe
proces kolizyjnie indukowanej fragmentacji peptydow W porownaniu do techniki
peptydowego odcisku palca jest skuteczniejsza metoda identyfikacji biatek.

. Warunki suszy zastosowanej w doswiadczeniu umozliwity obserwacje reakcji roslin na
poziomie proteomu w kazdym z analizowanych genotypow, a otrzymane wyniki
jednoznacznie wskazuja na fakt, ze niedobér wody ma ogromny wplyw na profil
akumulacji biatek w roslinach.

Odmienna reakcja proteomu Cam/B1/Cl w poréwnaniu do trzech odmian europejskich,
(Maresi, Sebastian, Stratus) mogta by¢ zwigzana z pochodzeniem geograficznym tej
odmiany i jej lepszym przystosowaniem do wzrostu w warunkach niedoboru wody.

Ocena profili akumulacji biatek duzej liczby genotypow w programie Image Master
Platinum 2D jest w znacznym stopniu utrudniona, a interpretacja danych wymaga
stosowania dodatkowych programow komputerowych oraz odpowiednich metod
statystycznych

Reakcja na poziomie proteomu odmian rodzicielskich, referencyjnych oraz linii
rekombinacyjnych populacji mapujacej jeczmienia wskazuje na Konserwatywna
odpowiedzZ tego gatunku na suszg.

. Wiekszo$¢ ze zidentyfikowanych biatek réznicujacych rosliny kontrolne od wzrastajacych
w warunkach niedoboru wody jest zwigzana wyltacznie Z wystgpieniem suszy, a nie ze
specyficznoscig reakcji poszczegolnych genotypow.

Biatka, dla ktorych interakcja genotyp X Susza byla istotna statystycznie mogg stanowic
potencjalne markery zwigzane z odpornosciag na niedobor wody. Szczegdlna uwaga
powinna by¢ zwrocona na biatka 0 najsilniejszej interakcji genotyp x susza i dodatnim
efekcie suszy: izoforma B aktywazy RuBisCO, dwie izoformy biatka wigzacego §wiatta
retikulum endoplazmatycznego oraz biatko szoku cieplnego o masie 70 kDa.
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9. Profile akumulacji bialek, ktore charakteryzowaty si¢ silng interakcja genotyp X susza
powinny zosta¢ skorelowane z innymi danymi uzyskanymi w projekcie POLAPGEN-BD
w celu oceny ich przydatnosci do selekcji odmian odpornych na suszg.

10. Obserwowane na dendrogramie (ryc. 4.18.) zroznicowanie linii populacji mapujgcej na

dwie wyrazne grupy moze by¢ zwigzane Z czgsto$cig wystepowania alleli po jednym badz
drugim rodzicu.
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7. STRESZCZENIE

Rosliny jako organizmy osiadte sg nieustannie narazone na niekorzystne dzialanie
czynnikow $rodowiskowych, zaréwno biotycznych (infekcja organizmu patogennego) jak
I abiotycznych (np. susza, zasolenie, nadmiar/niedobor swiatta, wysokie/niskie temperatury).
Odpowiedz na stresy abiotyczne jest zjawiskiem zlozonym W swojej naturze, bgdacym
wynikiem dziatania wielu genow.

Niedobor wody stanowi jeden z gtownych czynnikéw ograniczajacych wzrost i rozwoj
ro$lin, a w przypadku upraw takze produktywnos¢. Pomimo wielu intensywnych badan
mechanizmy molekularne lezace U podstaw tolerowania stresow abiotycznych przez rosliny
sa wcigz stabo poznane. Adaptacja roslin do niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych,
takich jak susza wymaga odpowiedzi i przystosowania organizmu na wszystkich poziomach
jego organizacji, od molekularnego do morfologicznego. Obserwowane zmiany dotycza m.in.
roznic W ekspresji gendéw, akumulacji specyficznych biatek i metabolitow, dzigki czemu
ro$lina moze np. zwigkszy¢ aktywno$¢ systemu usuwania nadmiaru wolnych rodnikéw czy
dostosowac swoj potencjal osmotyczny.

Rozwoj wydajnych metod rozdziatu i identyfikacji biatek w duzej spowodowat, ze
proteomika stata si¢ uzytecznym narzedziem wykorzystywanym w studiowaniu odpowiedzi
ro$lin na rozne stresy srodowiskowe. Zwlaszcza analizy poréwnawcze daja duzy poglad na
funkcjonowanie ro$lin w trakcie wzrostu w niekorzystnych warunkach $rodowiska
I dostarczajg cennych informacji na temat procesOw zaangazowanych w neutralizowanie
skutkéw danego stresu.

W ramach przedlozonej pracy doktorskiej przeprowadzono analizy profili akumulacji
biatek lisci jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) w odpowiedzi na niedobor wody
w podtozu za pomocg elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii mas. Badania byty
prowadzone na odmianach rodzicielskich Maresi i Cam/B1/CI, 100 rekombinacyjnych liniach
wsobnych pochodzacych ze skrzyzowania obu tych genotypoéw oraz odmianach
referencyjnych Sebastian i Stratus.

Warunki suszy, w ktorych prowadzono doswiadczenia umozliwily obserwacje zmian
zachodzacych w proteomie w kazdym z analizowanych genotypow, a otrzymane wyniki

jednoznacznie wskazuja na fakt, ze niedobdér wody ma ogromny wptyw na profil akumulacji
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bialek W ro$linie. Zidentyfikowane biatka, ktorych poziom akumulacji zmienit si¢ pod
wpltywem suszy byly zaangazowane W rdéznorodne procesy biochemiczne zwigzane
z reakcjami obronnymi, fotosynteza, metabolizmem weggla i azotu, ekspresja genow,
transportem jonow i elektronéw oraz metabolizmem wtornym. Wykorzystanie odpowiednich
metod oceny statystycznej profilu zmian wybranych bialek na duzej liczby genotypow,
pozwolito na rozréznienie biatek, dla ktorych wytacznie zmiana poziomu akumulacji
pomiedzy suszg i kontrolg byta istotna od tych, dal ktérych ta zmiana dodatkowo réznicowata
genotypy miedzy sobg. Biatka dla ktorych zachodzita istotna statystycznie interakcja
genotyp X susza moga stanowi¢ potencjalne markery zwigzane z poziomem tolerancji suszy
przez rosling.

Przedstawione w niniejszej pracy badania stanowig czg¢$¢ projektu badawczego
POLAPGEN-BD, ktorego nadrzednym celem jest opracowanie narzedzi biotechnologicznych
stuzacych do selekcji odmian zb6z 0 zwigkszonej odpornosci na susze, realizowanym zgodnie

z koncepcja biologii systemow.
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Ryc. S1. Elektroforegram z zaznaczonymi biatkami, ktoérych poziom akumulacji ulegt

zmianie pod wptywem suszy w linii hodowlanej Cam/B1/CI.
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97 kDa

66 kDa

45 kDa

Ryc. S2. Elektroforegram z zaznaczonymi biatkami, ktoérych poziom akumulacji ulegt

zmianie pod wptywem suszy w odmianie Maresi.
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Ryc. S3. Elektroforegram z zaznaczonymi biatkami, ktorych poziom akumulacji ulegh

zmianie pod wptywem suszy w odmianie Sebastian.

180



SUPLEMENT

97 kDa

166 kDa

45 kDa

30 kDa

20 kDa

14 kDa

=

Ryc. S4. Elektroforegram z zaznaczonymi biatkami, ktoérych poziom akumulacji ulegt

zmianie pod wptywem suszy w odmianie Stratus.
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SUPLEMENT

Tab. S1. Biatka, dla ktorych obserwowano wzrost poziomu akumulacji w liniach hodowlanych populacji mapujacej MCam. Tabela w wigkszej
rozdzielczosci zostata umieszczona na ptycie CD.

Prayktad genotypu, w Masa Liczba
2miana profilu akumulaci Procent bialek Nazwa biatka Funkeja Koy w Organizm Metada identyfikaci '""'“z’;ﬂ"m'r pm‘;’r” pliteoretycny) | crasteczkowa m-:;::mny dopasowanych
Chzeos) profilu akumulacii biatka (tearetyczna) [Da] peptydow
Aktywaza RuBisCO, izoforma B Fotosynteza Mcam112 Hordeum vulgare MS/MS 178 12 86 47426 RCAB_HORVU 473
10-15 3% Biatko wigzace Swiatia ER Mechanizmy obronne Mcamoo1 Solanum Iyeopersicum MS/MS. 90 a 50 73475 BIP_SOLLC 24101
Biafko szoku cieplnega 70 kDa i Meam112 zeo mays MS/MS 144 s s 70871 HSP70_MAIZE 3170
Aktywaza RUBIsCO, izoforma B Fotosymeza Mcam0sa Hordeum vuigare MS/MS 162 0 86 a6 RCAB_HORVU 4/63
Bistko wigtace twiatta ER Mechanizmy obronne Meami25 Solanum lycopersicum MS/MS 35 1 50 73475 BIP_SOLLC 178
5_10 5% Biatko szoku ciepinego 70 kDa Mechanizmy obronne Mcam112 Zea mays MS/MS 144 5 51 70871 HSPT0_MAIZE 3/70
Lipooksygenaza 2.1, chloroplastowa Mechanizmy obronne Mcam118 Hordeum vulgare PMF 99 19 57 106254 LOX21_HORWVU 13/56
Biatko wigtace Swiatia ER 2 Mechanizmy obronne Meamoga Zea moys PMF 82 % 50 73211 BIP2_MAIZE 12/68
Bisfko szoku ciepinega 70 kDa i ne Meamo23 Zea mays MS/MS 100 3 50 71581 HSP70_MAIZE 233
Hellkaza RNA 9 zaleina od ATP Ekspresja gendw Mcam04s Onvea sativa MS/MS 2 1 101 65782 RHS_ORYS) 1/87
RUBISCO, duta podjednostka Fotosynteza Meam104 Hordeum vulgare PMF 64 % 62 53672 RBL_HORVU 12/30
RuBIsCO, mala podjednostia Fotosynteza Mcam0sa Lemma gibba PMF 53 a5 92 20074 RBS3_LEMGI 3/
Aktywaza RuBisCO, izoforma A Fotosynteza Mcam056 Hordeum vulgare MS/MS 208 7 89 51383 RCAR_HORVU 2/61
Aktywaza RuBIsCO, ircforma B Fotosyntera Meamoga Hordeum vuigare MS/MS. 244 14 87 45509 RCAB_HORVU 4/67
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6f Fotosynteza Mcam0s3 Arabidopsis thaliona PME 64 % 57 24635 UCRIA_ARATH 670
iafko wigtace chlorofi Fotosyntera Meam129 Hordeum vuigare Ms/S 126 [ 58 2732 CB121_HORVU 2182
Peroksyredaksyna dwucysteinawa Mechanizmy obronne Mcam129 Hordeum vulgare MS/MS 278 24 54 23398 BAS1_HORVU a7
Metalaproteaza cynkows zalezna od ATR Mechanizmy obronne Mcamo9s Capsicum anaum MS/MS 7 2 65 71245 FTSH_CAPAN 186
Biafko szoku ciepinega 70 kDa Mechanizmy obronne Meam112 zea moys Ms/Ms. 68 3 50 71581 HSP70_MAIZE 24118
Lipooksygenaza L Mechanizmy obronne Meam11 Hordeum vuigare MS/MS 0 2 57 96447 LOX1_HORVU 1760
Lipooksygenaza 2.1, chioroplastowa Mechanizmy abronne Mcam 108 Hordeum vuigare PMF 110 27 57 108254 LOX21_HORVU 2181
35 20% Bialko wigtace wiatta ER Mechanizmy obronne Mcamo3s Salanum lycopersicum Ms/S 37 1 50 73475 BIP_SOLLC 168
Biatko wigzgce swiatta ER 2 Mechanizmy obronne Mcam026 Zea mays PMF 82 26 5,0 73211 BIP2_MAIZE 12/68
Manganianawa dysmutaza ponadtienkows,
mitochondrialna Mechanizmy obronne Mcam129 Zea mays MS/MS 118 1n 7.8 25529 SODM1_MAIZE 2/a8
C-koricowa hydrolaza ubikwityny Mechanizmy obronne Mcam006 Arabidopsis theliona MS/MS 36 5 a8 77097 UBP19_ARATH 2/
Syntaza metioniny Metabolizm azotu Mcamo13 Hordeum vuigare MS/MS 53 4 56 84794 QEBCTI_HORVU 231
Aspartokinaza 2 Metabolizm azatu Meamo3a Arabidogsis thaliana PMF 58 % 63 60137 AK2_ARATH 1198
Reduktoizomeraza ketolokwasowa Metabolizm azotu Meamo3s Onvea sativa Ms/MS 87 2 60 62680 ILYs_ORYSI 176
Hydrataza akonitanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm azotu Mcam03g Oryza sativa Ms/Ms 132 4 56 98591 ACOC_ORYS) 3/81
Dehydrogenaza alkoholowa 2 Metabolizm wegla Mcam056 Solanum tuberosum PMF 54 25 59 41802 ADH2_SOLTU 11/105
Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla Mcam0&9 Qryzo sative MS/MS a8 2 6,5 42208 ALFC_ORYS) 1/48
ydroge mannitolu Metabolizm wegla Mcam045 Medicago sativa MS/MS 33 5 7.8 39458 PMFDH_MEDSA 1/a8
Glioksalaza | Metabolizm wtdrny Mcam048 Arabidopsis theliona MS/MS 67 3 7.7 39427 LGUC_ARATH 1/33
Kinaza bogate w ia cystein or sygnatow Meam123 Arobidopsis theliona PME 6 21 78 74191 CRK37_ARATH 10/78
Biatko rybosomalne 505 z rodziny 12 Ekspresja genow Mcam0ss Leptasira terrestris PMF 49 19 14 30764 RK2_LEPTE /64
Syntetaza alanilo-tRNA Ekspresia gendw Meamo29 Arabidogsis thaliona MS/MS 2 1 60 111275 SYA_ARATH 22
Polimeraza RNA, podjednostka beta Ekspresja gendw Meam129 Chlarella vuigaris PME 62 B 105 179453 RPOC2_CHLVU 11758
Czynnik transkrypcyjny zaleiny od etylenu Ekspresja gendw Mcam084 Zea mays MS/MS 24 13 53 26849 IFdA_MAIZE 5/114
Caynnik inicjacji translacji 44 Ekspresja gendw Meam12s Zea moys MS/MS. 126 7 53 26849 1F4A_MAIZE 3182
Acetylotransfaraza histandw Ekspresja gendw Meam104 Arobidopsis theliona PME 6 2 50 53483 GONS_ARATH /115
Deacetylaza histonow 2 Ekspresja gendw Meam129 Arabidopsis thaliona PMF 59 2 66 44062 HDAZ_ARATH s/50
RUBISCO, duta podjednostka Fotosynteza Meam 104 Hordeum vulgare PMF 64 % 62 53672 RBL_HORVU 13/80
RuBisCO, mala podjednostka Fotosynteza Mcam129 temna gibba PMF [1] 48 9,2 20074 RBS3_LEMGI 414
Aktywaza RuBisCD, izoforma A Fotosynteza Mcam056 Hordeum vulgare MS/MS 92 7 89 51383 RCAA_HORVU 2/33
Aktywaza RuBIsCO, izcforma B Fotosyntera Meamos1 Hordeum wulagore MS/MS. 268 3% a2 15207 RCAB_HORVU 317
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6¢ Fotosynteza Mcamo7a Arabidopsis thaliona PME 64 % 57 24635 UCRIA_ARATH 670
Bistko wigtace chlorofil 2 Fotosynieza Meam129 Hordeum vuigare MS/MS 126 [ 58 26732 CB121_HORVU 282
(Oksydoreduktaza NADP+:ferredoksyna Fotosynteza Mcam033 MS/MS 65 5 9,2 41322 FENR_MESCR 1/40
Oksydoreduktazs NADPIH: chinon Fotosynieza Mcamo26 Chiorokybus atmaphyicus PMF 59 3 65 20814 NDHI_CHLAT 754
Nigarganiczna pirofosfatara inne Meamo3a Hordeum vulgare MS/MS 52 13 58 24148 IPYR_HORVD 260
Peroksyredaksyna dwucusteinowa (fragment) Mechanizmy obronne Mcamos? Hordeum vuigare Ms/MS 101 15 54 23398 BAS1_HORVU 244
Metaloproteaza cynkowa zaleina od ATP Mechanizmy obronne Mcam026 Oryza sativa MS/MS 115 4 6,6 71245 FTSH1_ORYS) 2/61
Biatko szoku cleplnego 70 XDa Mechanizmy obronne Meamods Zea mays Ms/MS 100 3 50 71581 HSP70_MAIZE 293
32 67% Ligaza ubikwitylowa E3 Mechanizmy obrenne Mcamoss Arabidopsis thaliang MS/MS 0 5 60 42712 ATLIS_ARATH 1733
Bistko F-box SKP2A Mechanizmy abronne Mcamosa Arabidgasis thaliona PMF 58 21 78 o84z SKPZA_ARATH 723
S-transferaza glutationu Mechanizmy obronne Mcam00s Arabldapsls thaliana MS/MS. 45 6 53 26098 GSTRA_ARATH 1/98
Biatko szoku cieplnega 70 kDa Mechanizmy obronne Mcamoos Zea mays Ms/Ms 71 3 50 71581 HSPTO_MAIZE 2/116
Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne Mcamo2a Zea moys MS/MS. 55 3 50 71581 HSPTD_MAIZE 2/118
Lipooksygenaza 2.1, ehloroplastowa Mechanizmy abronne Mcam108 Hordeum vuigare PME 110 27 57 105254 LoX21_HORVU /81
Biatko wigtace swiatha ER Mechanizmy abronne Mcam0ss Salanum lycopersicum MS/MS 20 4 50 73475 BIP_SOLLC 24101
Bistko wigiace swiatta ER 2 Mechanizmy abronne Meamo9s Zeamays PMF 82 % 50 73211 BIP2_MAIZE 12/68
peroksyredaksyna 26-2, chloroplastows Mechanizmy obronne Meam125 Onvea sativa PME 57 35 62 23279 PR2E2_ORYS) 417
Proteasam, podjednostka alfa Mechanizmy obronne Meamos7 Oryza sative MS/MS. 29 7 7 27393 PSA7A_ORYSI 1/50
S-transferaza glutationu (homolog) Mechanizmy obronne Meamos1 Oryza sotivo MsiMS 109 8 52 27458 1H21B_ORYS! 2193
o i Meam123 Zea mays MS/MS 115 1 78 25529 SODMI_MAIZE 2148
Bistko podabne da tiaredoksyny Mechanizmy abronne Mcamod3 Oryea sativa MS/MS 7% 3 63 5477 CosP_ORYS! 162
Synvaza cysteinows Metabolizm azatu Meamods Arabidogsis thaliana PMF & a1 58 33898 CYSKI_ARATH 10/55
Metabolizm azotu Mcam029 MHordeum vuigare MS/MS a6 2 6.4 49690 GSA_HORVU 9/32
Reduktoizomeraza ketolokwasowa Metabolizm azotu Mcam125 Oryza sativa MS/MS 63 20 6,0 62680 ILVS_ORYSI 1/76
Syntaza metioninowa Metabolizm azotu Meamo19 Hordeum vuigare MsAMS 53 4 56 84792 #1[50837038 281
Hydrataza skonitanows, cytoplamatyczna Metabolizm azotu Mcam033 Oryzo sative MS/MS 132 4 56 8591 ACOC_ORYS) 381
Syntaza S-adenozylometioninowa Metabolizm zatu Meamo1a Hordeum vulgare MS/MS 51 1 55 43257 METK2_HORVU 386
Transferaza adenylowa gla Meam11 Arabidopsis thaliana [ 66 2 ot 37583 1PT8_ARATH sfs6
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Kinaza adenylowa Metabolizm wegla Mcam056 Oryza sativ MS/MS 29 7 9.4 26674 KADL_ORYS) 75
Dehydrogeza alkoholowa Metabolizm wegla Mcam039 Malus domestica PMF 6 24 65 42066 ADH_MALDO /88
Dikinaza glukan, woda Metabolizm wegla Mcamoz6 Arabidopsis thaliana MS/MS 3z 1 95 145933 GWD2_ARATH 1739
Beta-frukofuranozydaza Metabolizm wegla Mcam048 Arabidopsis thaliona MS/MS. a7 2 a9 72173 INV1_MAIZE 1/73
Beta-glukozydaza 43 Metabolizm wegla Mcam115 Arobidopsis thaliana MS/MS a1 3 69 57379 BGLAZ_ARATH 1/53
Anhydraza weglanowa Metabolizm wegla Mcam00G Hordeum vulgare MS/MS 253 12 99 35736 CAHC_HORVY 3/48
Syntetaza delta-1-piralino-5-karboksylanu Metabolizm wegla Mcam12s Vigna acanitifalia MS/MS ] 1 66 73531 PSCS_VIGAC /58
Enolaza Metabolizm wegla Mcam08d Oryza sativa PMF 61 30 53 48285 ENO_ORYS! 10/63
Fruktokinaza 1 Metabollzm wegla Meamo21 Zea mays MS/MS 48 5 4,7 34840 SCRK1_MAIZE yn
Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla Mcam089 Oryza sativa MS/MS. 36 2 65 42208 ALFC_ORYS) 1/78
Adenylotransferaza glukozo-1-fosforanu, mata podjedn| Metabolizm wegla Mcamo21 Hordeum vulgare MS/MS 95 5 61 56413 GLGS_HORVU 372
Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego Metabolizm wegla Mcam024 Arabidopsis thaliana M5/MS 7 4 88 42748 G3IPA_ARATH 1/93
3-2 (cd.) Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobna) Metabolizm wegla Mcam0ds Mediaga sativa MS/MS 2 3 72 39458 PMFDH_MEDSA 175
Syntaza skrobi Metabolizm wegla McamooL Oryza sativa MS/MS 0 3 52 88671 5¥23_ORYS1 1107
Amoniakoliaza fenyloalaninowa Metabolizm wtdrny Meam11s Bromheadia finiaysaniana PME 50 3 71 76605 PALY_BROFI /86
Monooksygenaza kwasu cynamonowega Metabolizm wtorny Mcam03s Ruta graveolens PME 32 2 98 58183 TCMO_RUTGR 1/51
Glioksalaza | Metabolizm widrny Mcam0g3 Arabidopsis thaliona MS/MS 59 3 77 39427 LGUC_ARATH 1/33
Bialko z radziny 14-3-3 Preekazywanie sygnatéw Mcam039 Pseudotsuga menziesit PMF 57 74 41 7716 14332_PSEMZ 3/13
Kinazs zaleina od wapnia Praekazywanie sygnaléw Mcam03s Malus domestica MS/MS 31 3 98 46748 KCCS_MALDO 1/63
Kinaza bogate w powtdrzenia cystein Praekazywanie sygnatéw Mcam129 Arabidopsis thaliona PMF 69 21 7.8 74191 CRE37_ARATH 10/79
Fosfalipaza D Przekazywanie sygnalow Mcam021 Ricinus communis PMF 57 3 54 92390 PLDAL_RICCO 13/107
Fosfataza 2€ (prawdopodobna) Prekazywanie sygnaiow Mcam061 Arabidopsis thaliana MS/MS 34 3 52 21241 P2C24_ARATH 178
Kinaza PERK10 Priekazywanie sygnatéw Mcam03s Arabidopsis tholiong M5/MS 38 3 62 81148 PEKL0_ARATH 2/65
Syntaza ATP, podjednostka beta Transport elektrondwyjonéw Mcam0g6 Aegilops columnaris MS/Ms 55 2 50 53865 ATPE_AEGCO 1745
Syntaza ATP, podjednostka gamma Transport elektrondw/jondw Mcam0s6 Zea mays MS/MS 80 3 93 40107 ATPG_MAIZE 2/101
Transporter potasu Transport jondw Mcam112 MS/MS. 39 3 7.2 88253 POTS_ARATH 1/93
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Tab. S2. Biatka, dla ktorych obserwowano wzrost poziomu akumulacji w liniach hodowlanych populacji mapujacej MCam. Tabela w wigkszej

rozdzielczo$ci zostala umieszczona na ptycie CD.

Przyklad genotypu, w kérym Procent Masa
Zpenalprohliak i Procent biatek Nazwa biatka Funkcja biologiczna wystapila zmiana w profilu Organizm LLITh) BNkt pokrycia pl (teoretyczny) czgsteczkowa LI EEECE D
(SPADEK) aurntacil biatka identyfikacji | MASCOT (p<0,05) ncl {tearatycana) [Da] identyfikacyjny peptydéw
Syntetaza alanylo - tRNA Ekspresja gendw Mcam007 Arobidopsis tholiang MTT 27 1 6.0 111275 SYA_ARATH 7
Czynnik inicjacji transkrypeji TID, podjednostka 1-A Ekspresja gendw Mcam110 Arabidopsis thaliana MTT 35 1 5.5 217972 TAFLA_ARATH 1/110
RuBisCO, duia padjednostka Fotosynteza Mcam00s Hardeum vulgare MTT 265 9 5.9 53529 RBL_HORVU 4118
RuBisCO, mata podjednostka Fotosynteza Mcam024 Triticum aestivum MTT 128 11 9.8 19690 RBS1_WHEAT 2/18
Aktywaza RuBisCO, izoforma A Fotosynteza Mcam024 Hardeum vulgare MTT 443 15 89 51383 RCAA_HORVU 5/123
5-10 14% Oksydoreduktaza NAD{P)H: chinon, podjednostka H, chloroplastowa Fotosynteza Mcam108 Diioscorea elephantipes MT 52 20 50 45740 NDHH_DIOEL 6/89
Biatko v j wode 1 Fotosynteza Mcam0a3 Nicotiana tabacum MT 65 44 57 35377 PSBO_TOBAC 8/48
Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne Mcam043 Solanum iypopersicum MTT 104 4 5.8 102463 CLPAB_SOLLC 3/86
Manganianowa dysmutaza ponadtlenkows, mitochondrialna Mechanizmy obranne Mcam0g4 Zea mays MTT 206 1n 7.8 25529 SODM1_MAIZE 2/47
Dehydrogenaza jabiczanowa, mitochondrialna Metabolizm wegla Mcam007 Brassica napus MTT 41 3 8.8 35860 MDHM_BRANA 2/92
Biatko rybosemalne 505 L2, chloroplastowe Ekspresja gendw Mcam034 Epifagus virginiana MTT 40 13 115 30273 RK2_EPI 2/61
RuBisCO, duia padjednostka Fotosynteza Mcam039 Hordeum vulgore MT 161 36 6.2 53672 RBL_HORVU 20/111
Aktywaza RuBisCO, izoforma A Fotosynteza Mcam007 Hardeum vulgare MTT 372 15 89 51383 RCAA_HORVU 5/114
Biatko wigiace chlorofil Fotosynteza Mcam061 Hordeum vulagare MTT 42 2 5.2 28266 CB1A_HORVU 1/80
3.5 15% Syntaza celulazy (przypuszczalny homolog) Inne Mcam026 Oryza sativa MTT 35 1 88 112975 CSLDS_ORYSI 2/as
Kazeino-litycznna proteaza serynawa, padjednostka proteolityczna Mechanizmy obranne Mcam110 Arabidopsis thaliana MT 35 17 8.9 34188 CLPP3_ARATH 4/40
askarbianowsa, ¢ Mechanizmy obranne Mcam108 Arabidopsis thaliana MT 50 26 9,0 40497 APXS_ARATH R
Dehydrogenaza aldehydu 3-fasfoglicerynowego A, chioroplastowsa Metabolizm wegla Mcam019 Arabidopsis thaliana MTT 52 3 9.8 40507 G3PA_ARATH 1/108
Fosfataza 2C (prawdopadabna) Przekazywanie sygnatow Mcam034 Arabidopsis thaliana MT 36 2 6.2 46322 P2C05_ARATH 6/60
Syntaza ATP, pad| beta, chloroplastowa Transport elektransw/jonsw Mcam0&0 Hordeum vulgare MT 103 43 50 53898 ATPB_HORVU 16/78
Biatko rybosamalne 305, chloroplastowe Ekspresja gendw Mcam112 Zea mays MTT 37 36 10.8 14814 RR17_MAIZE 319
Biatko rybosamalne 405, chloroplastowe Ekspresja gendw Mcam110 Zea mays MT 54 31 10.7 30112 R54_MAIZE 7/120
Biatko rybosamalne 505 L12, chloroplastowe Ekspresja gendw Mcam035 Leptasira terrestris MT 49 19 1.4 30764 RK2_LEPTE 664
Polimeraza RNA, podjednostka beta Ekspresja gendw Mcam129 Chiorella vulgaris MT 62 9 10.5 179453 RPOC2_CHLVU 11/98
Czynnik elongacyiny Tu, chloroplastowy Ekspresja genow Mcam034 Brachypodium distachyon| MT 220 52 59 50638 gi[357149925 22/43
Biatko wigtace chlorofil 2 Fotosynteza Mcam129 Hordeum vulgare MTT 126 8 5.8 26732 C8121_HORVU 2/82
RuBisCO, duia padjednostka Fotosynteza Mcam019 Hardeum vulgare MTT 273 9 5.9 53529 RBL_HORVU 4122
RuBisCO, mala padjednostka Fotosynteza Mcam079 Hordeum vulgare MTT 289 1 6.5 47499 RBL_HORVU 4/120
Biatko wigtace dutg podjednastkg RuBisCO Fotosynteza Mcam104 Triticum aestivum MT Eit) 1 a7 57656 RUBA_WHEAT 5/46
Kompleks zelazo-siarkowy cytochromu b6f Fotosynteza Mcam0os Triticum aestivum MTT 63 5 8.7 24624 UCRIA_WHEAT 1/96
Aktywaza RuBisCO, izoforma A Fotosynteza Mcam056 Hordeum vulgare MTT 208 7 84 51383 RCAA_HORVU 2/61
Aktywaza RuBisCO, izoforma B Fotosynteza Mcam029 Hordeum vulgare MTT 291 16 86 47426 RCAB_HORVU 5/82
Oksydoreduktaza NADP+ferredoksyna Fotosynteza McamQos lembryanthemum crystall MTT o1 5 9.2 41322 FENR_MESCR yn
Oksydoreduktaza NAD(P)H: chinon, podjednostka M, chlaroplastawa Fotosynteza Mcam0ds Physcomitrella patens MTT a4 5 a8 23401 NDHM_PHYPA 1/50
Niearganiczna pirofosfataza Inne Mcam03g Hordeum vulgare MTT 52 13 5.8 24148 IPYR_HORVD 2/60
Peroksyredoksyna jedno-cysteinowa Mechanizmy obranne Mcam108 Triticum aestivum MT 49 23 6.1 24178 REHY_WHEAT 4/60
Kazeino-litycznna proteaza serynewa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne Mcam050 Solanum lycopersicum MT 118 30 5.8 102463 CLPAB_SOLLC 25/9
Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP Mechanizmy obronne Mcam026 Oryza sativa MTT 115 4 6.6 71245 FTSH1_ORYS) 2/61
Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne Mcam008 Zea mays MTT 144 5 5.1 70871 HSP70_MAIZE 3/70
Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne Mcam104 Zea mays MT 78 19 5.1 70871 HSP70_MAIZE 7/16
2-3 71% Peroksydaza 46 Mechanizmy obronne Mcam042 Arabidopsis thaliana MTT 53 5 46 35735 PER46_ARATH yn
Cytochrom P450 Mechanizmy obronne Mcam116 Solanum chacoense MT 22 3 9.6 57865 C7106_S0LCH 1/43
Peroksydaza 47 Mechanizmy obronne Mcam026 Arabidapsis thaliana MTT 28 4 7.7 35019 PER4T_ARATH 112
Syntaza S-adenozylocysteinowa Metabalizm azotu Mcam029 Triticum aestivum MTT 87 2 56 54086 SAHH_WHEAT 1/26
Syntaza cysteinowa Metabolizm azotu Mcam048 Arabidopsis thaliana M 66 31 5.8 33898 CYSK1_ARATH 9/55
Reduktaza ferredoksyna-azotyn Metabolizm azotu Mcam0a3 Oryza sativa MTT 12 4 7.0 66671 NIR_ORYS! 2/128
A = Metabolizm azotu Mcam019 Hardeum vulgare MTT 268 14 6.4 49690 GSA_HORVU 5/122
Syntaza metioninowa Metabolizm azotu Mcam019 Hardeumn vulgare MTT 159 8 56 84794 £i]50897038 4117
Syntaza S-adenarylometioninowa Metabalizm azotu Mcam0os Hardeum vulgare MT 194 61 5.4 43138 METK3_HORVU 21/83
Beta-glukozydaza 43 Metabolizm wegla Mcam115 Arabidopsis thaliana MTT 41 3 6.9 57379 BGLA3_ARATH 1/53
Endoglukanaza 16 Metabolizm wegla Mcam125 Oryza sativa MTT 47 2 5.9 59198 GUN16_ORYS) 1/35
Fruktokinaza 1 Metabolizm wegla Mcam0&2 Oryza sativa MTT 60 4 5.1 34878 SCRK1_ORYS! 1/48
Dehydrogenaza aldehydu 3-fasfoglicerynowego A, chloroplastowa Metabolizm wegla Mcam029 Arabidopsis thaliana MTT 104 3 9.8 40507 GIPB_ARATH 1/48
Karboksylaza fosfoenalopiragranianowa Metabolizm wegla Mcam125 Picea abies MT 59 20 5.9 109996 CAPP_PICAB 16/96
Fosforybulakinaza Metabolizm wegla Mcam108 Triticum aestivum MT 58 30 5.7 45512 KPPR_WHEAT 10/72
Dehydrogenaza mannitolu (prawdopodobnal Metabolizm wegla Mcam0o7 Medicago sativa MT 52 8 7.8 39458 MTDH_MEDSA 2/48
Kinaza fosfatydyloinozytolu Przekazywanie sygnaléw Mcam050 Arabidopsis thaliana MT 50 12 6.3 94294 PI3K_ARATH 9/19
Kinaza PERK10 Przekazywanie sygnaldw Mcam104 Arabidopsis thaliang MT 58 14 6.2 81148 PEK10_ARATH 7/31
Syntaza ATP, padjednastka alfa, chlaroplastowa Transport elektranwy/jonow Mcam050 Hardeum vulgare MT 73 37 6.3 55317 ATPA_HORVU 14/115
Syntaza ATP, padjednostka beta, chloroplastowa Transport elektrandwy/jondw Mcam0s0 Hordeum vulgare MT 103 43 5,0 53898 ATPE_HORVU 16/78
Syntaza ATP, padjed gamma, chlaraplastawa Transport elektrandw/jonsw Mcam129 Zea mays MTT 110 6 9.3 40107 ATPG_MAIZE 2/53
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Tab.S3. Biatka, dla ktérych monitorowano zmiany w profilach akumulacji w liniach hodowlanych populacji mapujacej MCam i genotypach
rodzicielskich. Kolor czerwony - biatka, dla ktorych $redni efekt suszy byt istotny statystycznie, kolor niebieski - biatka, dla ktorych interakcja
genotyp X susza byla istotna statystycznie, kolor zielony - biatka, dla ktérych $redni efekt suszy i interakcja genotyp X susza byly isotne
statystycznie. Tabela w wigkszej rozdzielczosci zostata umieszczona na ptycie CD.
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Tab. S4. Réznice (Cam/B1/CI - Maresi) w profilach akumulacji biatek w kontroli i suszy.

-1 — wyzszy poziom akumulacji biatka w Maresi; 0 — rowny poziom akumulacji; 1 — wyzszy

poziom akumulacji biatka w Cam/B1/CI, * — brak obserwacji.

T Nazwa bialka Fumke]a biologicna Raknica w kontroll Réinicaw suszy | 2"k 1o2nCy W z'""g’f:;"” o
1 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosfaranu Metabolizm wegla -0.148 0.059 -1 0
2 Aktywaza RUBISCO, izoforma A Fotosynteza -0.108 0.154 0 1
3 Biatko zalezne od pirofosforanu tiaminy Inne 0479 0.381 -1 1
4 Biatko r ji wodg 2 Fatosynteza 0.018 0.030 0 1
5 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla 0319 0.295 -1 1
6 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla -0.292 0.011 -1 0
7 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fatosynteza 0136 0.493 Q 0
8 Aktywaza RuBIsCO, izoforma B Fatosynteza 0271 0.540 -1 1
9 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne . 0.549 - 1
10 Izomeraza triozefosforanowa Fotosynteza -0.019 0.225 0 1
1 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla -0.013 0.214 o 1
12 Czynnik elongacyjny Tu Ekspresja gendw -0.066 0.275 0 1
13 Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP Mechanizmy obronne 0.056 0.396 0 1
14 Aktywaza RuBisCO, izoforma A Fatosynteza -0.161 -0.180 0 0
15 Peraoksydaza askrobinianowa Mechanizmy obronne 0.230 -0.188 1 -1
16 Czynnik elongacyjny Tu, chloroplastowy Ekspresja gendw -0.220 0.373 0 1
17 Kinaza 3-fosfoglicerynianawa Fotosynteza 0.146 0.184 1 1
18 Biatko wiazace duzg podjednostke RuBisCO, podjednostka beta Fatosynteza -0.387 0.266 -1 1
19 Syntaza S-adenozylometioninowa 2 Metabolizm azotu 0.042 0.219 0 0
20 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fotosynteza * . . *
21 Anhydraza weglanowa Metabolizm wegla -0.004 -0.003 0 0
22 Oksydoreduktaza NADP+: ferredoksyna, chloroplastowa Fotosynteza 0.149 0.227 1 1
23 Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transpert jonéw/elektronéw -0.440 0.191 -1 0
24 Dehyd mannitolu (p Metabolizm wegla -0.062 -0.692 0 K
25 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloroplastowa Metabolizm wegla 0172 0.286 0 1
26 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne -0.567 0.451 -1 1
27 Oksydoreduktaza NADP+:ferredoksyna, chloroplastowe Fatosynteza -0.126 0.100 0 0
28 Proteaza zalezna od cynku Mechanizmy obronne 0.080 0.046 0 0
29 Izomeraza triozofosforanowa Fotosynteza -0.132 0.179 -1 1
30 Oksydoreduktaza NAD(P)H: chinon Fatosynteza 0.002 -0.040 Q 0
31 Kinaza adenylanowa Metabolizm wegla 0132 0.109 a 0
32 Biatko f wodg i Fotosynteza 0.120 -0.384 0 -1
33 Niezidentyfikowane Nieznana 0.140 0.222 1 1
34 Oksydoreduktaza NADP+ferradoksyna, chloroplastowe Fotosynteza 0173 0.109 -1 1
35 Niezidentyfikowane Nieznana . . . .
36 Biatko kompleksu rozkfadajacego wode fotosystemu 11 2 Fotosynteza * -1.135 -1
37 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne -0633 0.143 -1 0
38 Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloraplastowa Metabalizm wegla 0.500 0470 1 1
39 Biatko wigzace dutq podjednostke RuBISCO, podjednostka beta Fotosynteza 0322 0.027 -1 0
40 Niezidentyfikowane Nieznana 0615 0.434 1 1
41 Biatko wigzace chlorofil Fotosynteza 0.268 -0.018 1 0
42 Niezidentyfikowane Nieznana 0.044 0.194 0 0
43 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu Metabolizm wegla 0.022 0.178 0 1
44 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fotosynteza 0.224 0.138 0 0
a5 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fatosynteza 0.166 0.225 Q 0
a6 Urydylotransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabolizm wegla s . . -
47 Syntaza metioninowa Metabolizm azotu 0.048 0.412 0 1
48 Manganianowa dysmutaza ponadtlenkewa, mitochandriaina Mechanizmy obronne + -0.122 . 0
49 Syntaza cysteinowa Metabolizm azotu 0172 0.207 -1 1
50 Biatko szoku cieplnego 70 kDa Mechanizmy obronne -0.197 0,088 0 0
51 S-transferaza glutationu Mechanizmy obronne 0.161 -0.337 0 -1
52 Pirofosfataza ADP-glukozy Metabolizm wegla . 0.396 . 1
53 Niezidentyfikowane Nieznana 0170 -0.565 -1 -1
54 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fotosynteza -0.168 0.310 0 1
55 Czynnik inicjac]i translacji 4A Ekspresja genow 0.087 0.256 1 1
56 Fosforybulokinaza, chloroplastowa Fatosynteza -0.549 0.158 -1 1
57 Dehydrogenaza jablczanowa, cytoplazmatyczna Metabolizm wegla 0.162 0.274 0 0
S8 Urydylatransferaza glukozo-1-fosforanowa Metabalizm wegla -0.502 -0.389 -1 -1
59 Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jondw/elektrondw -0.601 -0.147 -1 0
60 Biatko f wodg n Fotosynteza -0.175 0.252 -1 1
61 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne -0.538 0.499 -1 1
62 Epimeraza cukru nukleozydo-difosforanowego Metabolizm wegla -0.067 0.163 a 1
63 Niezidentyfikowane Nieznana -0.286 -0.215 0 0
64 Niezidentyfikowane Nieznana 0135 0.228 1 1
65 Niezidentyfikowane Nieznana 0.026 0.198 0 0
66 Czynnik inicjacji translacji 4A Ekspresja gendw -0.084 0.340 0 1
67 Niezidentyfikowane Nieznana 0.145 0.130 0 0
68 Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transpart jonéw/elektronéw 0379 -0.326 -1 -1
69 Biatko wigzace éwiatta retikulum endoplazmatycznego Mechanizmy obronne s . . -
70 Niezidentyfikowane Nieznana 0.259 1.147 1 1
71 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fotosynteza 1.027 0.323 1 1
72 Aktyna (fragment) Inne 0.013 0.193 0 1
73 Kazeino-litycznna proteaza serynowa, podjednostka regulatorowa Mechanizmy obronne -0.609 0.587 -1 1
74 Peroksyredoksyna 2€-2 Mechanizmy obronne * * * *
75 Reduktaza dehydroaskorbinianu Mechanizmy obronne 0.168 0.035 0 0
76 Niezidentyfikowane Nieznana 1.010 -0.140 1 0
7 Biatko szoku cieplnego 20 kDa Mechanizmy obronne -0.121 0.115 -1 1
78 Syntaza S-adenczylometioninowa 1 Metabolizm azotu -0.026 0472 Q 1
79 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fatosynteza -0.292 -0.173 [ 0
80 Enolaza Metabolizm wegla 0.082 0.828 0 1
81 Niezidentyfikowane Nieznana 0527 0.171 1 0
82 Biatko hipotetyczne Nieznana -0.223 0438 -1 1
83 Wakuolarna pompa protonowa (ATPaza) Transport jondw/elektronéw 0.192 0.525 0 1
84 Glicksalaza | Metabolizm wtérny 0.268 0.116 1 0
85 Kompleks telazo-siarkowy cytochromu b6f Fotosynteza 0.737 0.264 1 0
86 Dehydrogenaza izocytrynianowa Metabolizm wegla 0334 0.088 -1 1
87 Adenylatransferaza glukozo-1-fosforanu, mala podjednostka Metabolizm wegla -0.044 0.099 0 0
88 Aminamutaza semialdehydu glutaminianowega Metabolizm azotu -0391 -0.340 -1 -1
89 Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa Transport jondw/elektrondw B . - -
90 Kompleks telazo-siarkowy cytochromu bef Fotosynteza 0.055 -0.044 0 0
91 Niezidentyfikowane Nieznana -0.237 -0.594 0 -1
92 Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosfaranu Metabolizm wegla -0.254 -0.136 -1 0
93 Aktywaza RuBIsCO, izoforma A Fotosynteza -0.234 0.363 0 1
94 S-transferaza glutationu Mechanizmy obronne + -0.547 * 0
95 Niezidentyfikowane Nieznana N 0.065 - 0
96 Biatko rybosomalne z rodziny L2 Ekspresja gendw - 0.108 - 0
97 Amoniakoliaza fenyloalaninowa Metabolizm wtérny 0.753 0.133 1 0
98 Niezidentyfikowane Nieznana -0.580 0.103 -1 0
99 Czynnik transkrypeyjny z rodziny NAC Ekspresja gendw -0.336 -0.456 -1 -1
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SUPLEMENT

100
101
102
103

105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
19
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

135

139

150

179

198

210
211
212

Transporter magnezu MRS2-5
Niezidentyfikowane
Biatko wiazace duza podjednostkg RuBisCO, podjednostka beta
Syntaza metioninowa
Niezidentyfikowane
Metaloproteaza cynkowa zalezna od ATP
Biatko wigzgce $wiatta retikulum endoplazmatycznego 2
Biatko szoku cieplnego 70 kDa
Syntaza metioninowa
j mitor

Niezidentyfikowane

Homolog biatka z rodziny 14-3-3

Syntaza ATP, podjednostka gamma, mitachendrialna
Niezidentyfikowane

Mediator transkrypcyjnej pol II RNA vl
Aktywaza RuBisCO, izoforma A

Aktywaza RuBisCO, izoforma A

Syntaza S-adenozylometioninawa

lzomeraza triozofasforanowa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

S-transferaza glutationu

Nieorganiczna pirofosfataza

Perooksydaza askrobinianowa

lzomeraza triozofosforanowa
Niezidentyfikowane

Biatko s20ku ciepinego 70 kDa

Kinaza z nieaktywnym receptorem

Cyklina H1

Translokaza secA, chlaroplastowa
Niezidentyfikowane

Tubulina, fanicuch beta-2

Biatko rybosomalne 2 rodziny L10
Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa (fragment)
Niezidentyfikowane

Lipokalina indukowana temperatura

Biako blany wewngtrznej chloroplastu HSP70

Biatko szoku cieplnega 70 kDa

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Nieorganiczna pirofosfataza

Niezidentyfikowane

Apocytochrom f

Niezidentyfikowane

Biatko w biogeneze ft "
Syntaza cysteinowa

Reduktaza ferredoksyna-azotyn

Niezidentyfikowane

Dehydrogenaza fosfoglukonianowa
Niezidentyfikowane

Aminotransferaza

Niezidentyfikowane

Syntaza ATP, podjednostka beta, chloroplastowa
Oksydoreduktaza NADP+:ferredoksyna, chloroplastowe
Translacyjnie kontrolowane biatko nowotworu (homolog)
Syntetaza alanilo-tRNA

Tioredaksyna

Syntetaza glutaminowa, chloroplastowa
Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa

Biatka i na choroby (pr:

Bialko zawierajace domeng wigiqca RMA

lzomeraza triczofosforanowa

Syntaza ATR, podjednostka alfz, chloroplastowa
Syntetaza glutaminowa, chlaroplastowa
Niezidentyflkowane

Peroksyredoksyna dwu-cysteinowa

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego A, chloroplastowa
RuBisCO, mata podjednostka (fragment)
Oksydoreduktaza NADP+:ferredoksyna, chloroplastowe
Biatko zwiazane 2 patogeneza

Niezidentyflkowane

Syntaza ATP, podjednostka alfa, mitochondrialna
Oksydoreduktaza NADP+:ferredoksyna, chloroplastowe
Aktywaza RuBisCO, izoforma A

Fosforybulokinaza, chloroplastowa

Biatka zwigzane 2 wysychaniem PCC27-45
Niezidentyfikowane

Tubulina, laricuch beta-2

Niezidentyfikowane

RuBIsCO, duza podjednostka (fragment)

RuBisCO, mata podjednostka (fragment)
Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu

Biatko jacego wode i
Niezidentyfikowane

Biatko wiatace duta podjednostke RuBIsCO, podjednastka alfa
Biatko jacego wode Nz
Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Syntaza metioninowa

Lipokalina indukowana temperatura

Biatko jacego wode n
Anhydraza weglanowa

Niezidentyfikowane

ezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Wetaloproteaza cynkowa zalezna od ATP

C-koricowa hydrolaza ubikwityny

Niezidentyfikowane

Syntaza ATP, podjednostka gamma, mitachandrialna

ikowane
Niezidentyflkowane
Niezidentyflkowane
Bialko rybosomalne z rodziny L2

Niezidentyflkowane
Bialko rybosomalne 505
Syntaza S-adenozylometioninawa 3

Perooksydaza askrobinianowa

Transport jondw/elektrondw
Nieznana
Fotosynteza
Metabolizm azotu
Nieznana
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Mechanizmy obronne
Metabolizm azotu
Metabolizm wegla
Nieznana
Mechanizmy obranne
Transport jondw/elektrondw
Nieznana
Mechanizmy obranne
Fotosynteza
Fotosynteza
Metabolizm azotu
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obranne
Inne
Mechanizmy obranne
Fotosynteza
Nieznana
Mechanizmy obronne
Przekazywanie sygnatdw
Regulacja cyklu kemérkowego
Transport biatek
Inne
Biatko strukturaine
Ekspresja genow
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obronne
Metabolizm wegla
Transport jondw/elektrondw
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Inne
Nieznana
Fotosynteza
Nieznana
Fotosynteza
Metabolizm azotu
Metabolizm azotu
Nieznana
Metabolizm wegla
Nieznana
Metabolizm azotu
Nieznana
Transport jondw/elektrondw
Fotosynteza
Mechanizmy obranne
Ekspresja genow
Mechanizmy obronne
Metabolizm azotu
Mechanizmy obranne
Mechanizmy obranne
Ekspresja gendw
Fotosynteza
Transport jondw/elektrondw
Metabolizm azotu
Nieznana
Mechanizmy obranne
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Fotosynteza
Mechanizmy obranne
Nieznana
Transport jondw/elektrondw
Fotosynteza
Fotosynteza
Fotosynteza
Mechanizmy obranne
Nieznana
Biatko strukturalne
Nieznana
Nieznana
Fotosynteza
Fotosynteza
Nieznana
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Nieznana
Fotosynteza
Fotosynteza
Transport jondw/elektrondw
Metabolizm azotu
Mechanizmy obranne
Fotosynteza
Metabolizm wegla
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obranne
Mechanizmy obranne
Nieznana
Transport jonow/elektronéw
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Ekspresja gendw
Nieznana
Nieznana
Ekspresja gendw
Metabolizm azotu
Mechanizmy obronne

-0.763
0112
0.260
0.008
0.019
0.092
-0.308
0.553
0.223
0.520
0.069
-0.083
-0.397
0.011
0.435
0172
-0.040

0.237
<0131
-0.081
0.057
0.343

0.327
0.478
-0.456
0121
0.005

0.300
-0.675
0.460
-0.749
0.069
-0.554
0.189
0.129
-0.010
-0.015
0.299
-0.025
-0.348
0333
-0.291
-0.031

0.080
0.154
0.168
-0.474
0.280
0.076
0316
0.023
0277
-0.085
0133
<1131

0.051

-1.025
-0.051
-1.7377
0336
-0.110
0121
0.194
<0311
-0.738
0.015
0152
0.142

0.020
-0.084

-0.700
0278
0.063

0.706
N

0.390

0.192

0.079
N

1.730
.
0.183
N

0.302
0.217
-0.026
0.153

-1.176
507

-0.556
0337
0.051

-0.250
-0.148
-0.066
-0.748

-0.150
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SUPLEMENT

213
214
215
216
217
218
219
220
21
222
223
224
225
226
227

229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239

241
242
243

245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

Aktywaza RuBisCO, izoforma A

Biatko wiazce duza podjednostke RuBisCO, podjednastka alfa
Niezidentyfikowane

zidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosforanu
Dehydrogenaza jabiczanowa, mitochandrialna
Aktywaza RuBisCO, izoforma B
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

zidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego B, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Reduktaza glutationowa

zidentyfikowane

zidentyfikowane

Aktywaza RuBisCO, izoforma B
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Dehy mannitolu {praw

RuBisCO, duza podjednostka

Syntetaza glutaminowa, chloroplastowa
Niezidentyfikowane

Biatko zawierajace domeng W40
Niezidentyfikowane

Biatko z motywem "F-box"

RuBIsCO, mala podjednostka

Syntaza ATP, podjednostka alfa, chloroplastowa
Oksydoreduktaza NADP+ferredoksyna, chloroplastowe
Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Niezidentyfikowane

Aldolaza fruktozo-1,6-bisfosfaranu
Niezidentyfikowane

Aktywaza RuBIsCO, izoforma A
Sedoheptulozo-1,7-bisfosfataza

Epimeraza cukru nukleozydo-difosforanowego
Niezidentyfikowane

Fotosynteza
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Metabolizm wegla
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Nieznana

Nieznana
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Metabolizm wegla
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Mechanizmy obronne
Nieznana
Nieznana
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Metabolizm wegla
Fotosynteza
Metabolizm azotu
Nieznana
Multiple
Nieznana
Przekazywanie sygnaldw
Fotosynteza
Transpert jondwy/elektrondw
Fotosynteza
Nieznana
Nieznana
Nieznana
Metabolizm wegla
Nieznana
Fotosynteza
Fotosynteza
Metabolizm wegla
Nieznana

-0.416

-0.106

-0.474
-0.209

0.140
-0.163
0.059
-0.137
0.468

-0.300
0.494
0.031
-0.066
-1.187

0.054
0349
-0.414

0.023
0,234
-0.562
0.364
-0.018
-0.025
-0.223

0.155

0.401
-0.014

-0.169

-0.654

-0.241
0329
-0.389
-0.024

-0.566
0.388
0.246
-0.103
0.388
0.646
-0.069
0.007
-0.022
-0.450
0.128
0.758
-1.157
-0.215

0.233

-0.110
0.542

0.320
0.177
-0.113
-0.440
0.242

-0.665
0.094
-0.010

0.093
-0.330

0.236
0.314

0.652
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