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Celem projektu jest zbadanie mechanizmu aborcji kwiatow 1 zarodkow gryki zwyczajnej pod
wplywem stresu termicznego lub troficznego.

Temat zadania badawczego:

Analiza zmian proteomicznych w kwiatach w roznych fazach rozwojowych oraz w
lisSciach donorowych pod wplywem stresu termicznego.

Hipoteza badawcza zakladata, ze wysoka temperatura wptywa na zmiany w proteomie
gryki zwyczajnej, a niektore zidentyfikowane biatka o réznym poziomie akumulacji w
warunkach stresowych, beda mogly stanowi¢ markery reakcji tego gatunku na wysoka
temperature. Badania przeprowadzono na ros$linach gryki polskiej odmiany Panda i rodu PA15
w warunkach fitotronowych. Nasiona uzyskano z Zaktadu Produkcyjnego w Palikijach
(Matopolska Hodowla Roslin Sp. z 0.0.). Rosliny uprawiano w doniczkach, w temperaturze
20°C (kontrola), oraz w 30°C (stres cieplny) przy zachowanym 16-godzinnym fotoperiodzie i
$wietle PPFD (z ang. photosynthetic photon flux density) o natezeniu 200 umol m? s, W
okresie kwitnienia pobierano kwiaty w roznych stadiach rozwojowych (paki, rozwiniete kwiaty
1 przekwitajace kwiaty).

Analize proteomiczng przeprowadzono z wykorzystaniem kombinacji elektroforezy 2-
D DIGE (two-dimensional difference gel electrophoresis) z technikg MALDI-TOF (matrix
assisted laser desorption ionisation-time of flight). Ekstrakcja bialek i dwukierunkowa
elektroforeza zelowa zostata przeprowadzona wedtug opracowanego protokotu (Klubicova i in.
2011) z wykorzystaniem aparatu IPGPhor3 i Ettan DALT six Unit firmy GEHealthcare.
Wybrane biatka o roznej ekspresji w badanych obiektach trawiono z zelu wg protokotu
Shevchenko i in. (1996). Probki analizowano z wykorzystaniem spektrometru masowego
MALDI-TOF.



Metoda identyfikacji biatek:

Biatka byty identyfikowane dwoma metodami LC-MS/MS oraz PMF w zalezno$ci od st¢zenia
biatka w wycigtym fragmencie zelu poliakrylamidowego. Przed obiema analizami probki
przygotowywano poprzez ich trypsynizacje. Analize LC-MS/MS wykonano z wykorzystaniem
chromatografu Ultimate 300 (kolumna o $rednicy wewnetrznej 75 um, dlugosci 10 cm oraz
ztozu C18) sprzgzonego z spektrometrem masowym Amazon SL firmy Bruker Daltonics
(Brema, Niemcy). Analizg¢ PMF wykonano z uzyciem spektrometru MALDI-TOF/TOF
ultrafleXtreme firmy Bruker Daltonics (Brema, Niemcy).

Zadanie to rozpoczeto w 2018 roku, w ktérym pobrano probki z roslin oraz dokonano
elektroforeze dwukierunkows. Identyfikacji biatlek dokonano w roku 2019. Wyniki uzyskane
w 2018 roku zostaty przedstawione w raporcie z tego projektu za 2018. Ponizej

przedstawiono wyniki z identyfikacji biatek.

Wyniki
W Tabeli 1. oraz na Fig. 1. Przedstawiono liczbg zidentyfikowanych biatek w poszczegdlnych
organach badanych genotypow gryki. Bialka te petnig r6zne funkcje w komorce: sygnatowa, w
hydrolizie ATP, w procesach fotosyntezy, syntezy biatek, rozktadzie proteolitycznym biatek,
metabolizmie weglowodandw 1 azotu, organizacji komorki. Ponizej wymieniono

zidentyfikowane biatka w poszczegolnych kategoriach.

Spis bialek skategoryzowanych:

Trandsukcja sygnatu:

1.V-type proton ATPase catalytic subunit A

2.ABC transporter F family member 5

3.ABC transporter C family member 2

4.Guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor

Synteza bialek:
5.60S ribosomal protein L6-2
6.Heat shock cognate 70 kDa protein 2

7. Probable mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 37c



8. ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpA homolog CD4B
9. 40S ribosomal protein S12-2

10. 30S ribosomal protein S7, chloroplastic

11. Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit

12. DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 15

Hydroliza ATP:
13. Protein Ycf2

Fotosynteza:

14. RuBIsCO large subunit-binding protein subunit alpha
15. Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
16. Carbonic anhydrase, chloroplastic

17. 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1
18. Triosephosphate isomerase, chloroplastic

Metabolizm weglowodanow:

19. Phosphoglycerate kinase, cytosolic

20. Pyruvate, phosphate dikinase regulatory protein 2

21. Probable 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase 2
22. Phosphoglycerate kinase, cytosolic

23. Fructose-bisphosphate aldolase cytoplasmic isozyme

Proteoliza bialek:

24. Proteasome subunit alpha type-5

25. Proteasome subunit alpha type-1

26. 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4 homolog

Metabolizm azotu:
27. Spermidine synthase 1
28. Cysteine synthase, chloroplastic/chromoplastic



Organizacja komorki:
29. Tubulin alpha-1 chain
30. Alpha-1,4-glucan-protein synthase [UDP-forming]

31. Actin-depolymerizing factor

Jak wynika z Tabeli 1. pod wptywem stresu termicznego we wszystkich badanych

organach wigcej biatek powstato w roslinach rodu PA15 niz odmiany ‘Panda’. Dominowaty
gléwnie biatka niezidentyfikowane. Najwigcej bialek pod wptywem tego stresu wykryto w
przekwitnigtych kwiatach rodu PA15. W tych kwiatach rowniez w przypadku odmiany ‘Panda’
stres cieplny zaindukowat wzmozong syntez¢ biatek. Stres ten wplynat gldwnie na synteze
biatek biorgcych udziat w transdukcji sygnaldéw, syntezie bialek i fotosyntezie.
W pakach odmiany ‘Panda’ biatka te byty zlokalizowane tylko w cytoplazmie, u rodu PA15 w
wigkszosci w cytoplazmie i w niewielkiej czesci (13%) w chloroplastach (Fig. 2). W otwartych
kwiatach odmiany ‘Panda’ byty to biatka tylko cytoplazmatyczne, a u rodu PA15 potowa biatek
wystepowata w cytoplazmie, a druga potowa w chloroplastach. W przekwitnietych kwiatach
odmiany ‘Panda’ 20% biatek byto zlokalizowanych w chloroplastach, reszta w cytoplazmie, a
u rodu PA15 22% biatek wystepowato w chloroplastach, 11% w wakuolach, a pozostata czgs¢
w cytoplazmie. W lisciach obu genotypow biatka byty zlokalizowane tylko w chloroplastach.

Figura 3 przedstawia liczbe tych samych dla obu genotypow bialek syntetyzowanych
pod wptywem wysokiej temperatury. W przekwitnigtych kwiatach wykryto 9 takich samych
bialek powstatych w stresie termicznym, jednocze$nie w tych organach badane genotypy
roznity si¢ najwigkszg liczba bialek w porownaniu do pagkow, otwartych kwiatow 1 lisci.

W Tabeli 2 przedstawiono procent prawidlowo wyksztalconych woreczkoéw
zalagzkowych w temperaturze kontrolnej 1 w stresie termicznym. W przypadku odmiany ‘Panda’
wysoka temperatura juz w pakach spowodowala istotny spadek prawidtowo rozwinigtych
woreczkdéw, a proces degeneracji zwickszyl si¢ w otwartych kwiatach. U rodu PA15 wplyw
wysokiej temperatury na rozwoj zalazkow byl widoczny dopiero w otwartych kwiatach,
zdolnych do zaptodnienia. Wynik ten wskazuje, ze odmiana ‘Panda’ szybciej reaguje na stres
termiczny i jest bardziej wrazliwa niz PA15. Z Tabeli 1. wynika, ze w pakach rodu PA15 pod
wpltywem stresu termicznego powstaty dodatkowe biatka bioragce udziat w fotosyntezie
(dehydrogenaza 6-fosfoglutaminowa i izomeraza triozofosforanu), metabolizmie cukrow
(biatko regulatorowe fosfopirogronianu) i rozktadzie biatek (podjednostki alfa typu 5 i typu 1
proteosomu). Te biatka nie byly syntetyzowane w i¢koszyhc iloéciach pod wptywem stresu
termicznego w pakach odmiany ‘Panda’. Ponadto w pgkach PA15 wykryto zdecydowanie



wigcej biatek niezidentyfikowanych w poréwnaniu do odmiany ‘Panda’. Nie mozna jednak
jednoznacznie stwierdzi¢, ktore biatka odegraty kluczowa role w ochronie zalazkéw rodu PA15
przed wplywem wysokiej temperatury, mozna jednak przypuszczaé, ze biatka pelnigce funkcje
w tak istotnych procesach komorki, jak fotosynteza czy przemiana cukréw mogly przyczynié
si¢ do ochrony rozwijajgcych si¢ woreczkow.

Warto tez zwréci¢ uwage, ze W lisSciach rodu PA15 zebranych w czasie petnego
kwitnienia powstalo istotnie wigcej niezidentyfikowanych bialek w reakcji na wysoka
temperature niz w liSciach odmiany ‘Panda’. Nalezy tez przypomnie¢ wyniki uzyskane z analiz
dotyczacych zmian w akumulacji biatek szoku cieplnego HSP-70 i HSP-90 w badanych
ros§linach gryki. Figura 4 przedstawia te zmiany, ktére wskazuja, ze w pakach kwiatowych
PA15 powstaje zdecydowanie wigcej biatka HSP-70 niz w pakach odmiany ‘Panda’. Biatko
HSP-70 jest niezbedne do zapobiegania agregacji i pomaga w ponownym faldowaniu
nienatywnych bialek zarowno w warunkach normalnych, jak i1 stresowych. Czasteczki te s3
czesto zaangazowane w faldowanie polipeptydow syntetyzowanych de novo i translokacje
prekursoréw biatek. Z kolei gtéwna rolg HSP-90 jest zarzadzanie faldowaniem bialek. Biatko
to odgrywa takze kluczowa role w transdukcji sygnatu, kontroli cyklu komorkowego i
degradacji bialka. Tego biatka byto wigcej w pakach roslin traktowanych wysoka temperaturg

niz w kontrolnych roslinach, a takze nieznacznie wigcej niz w pagkach odmiany ‘Panda’.



Tabela 1. Liczba bialek petnigcych rézne funkcje zidentyfikowanych w pakach, kwiatach otwartych i przekwitnigtych oraz lisicach odmiany
Panda i rodu PA15 uprawianych w stresie termicznym. Kolorem czerwonym oznaczono numery biatek zidentyfikowanych (jak podano powyzej)

Paki Panda 2-2;3 1=9 1-13 0 0 0 0 0 13

PA15 2-2;3 1-12 1-13 2-17;18 1-20 | 2-24;26 0 0 26

Kwiaty Panda 1-3 1-10 0 0 0 0 0 0 11
PA15 0 1-11 0 0 0 0 0 0 20

Przekwitte kwiaty | Panda 1-4 | 3-6,7;8 0 0 1-19 0 0 0 23
PA15 0 0 0 1-16 | 3-21;22;23 1-25 1-27 | 3-29;30;31 58

Liscie Panda 0 1-5 0  3-14;15;16 0 0 0 0 7

PA15 1-1 0 0 1-17 0 0 1-28 0 28

Tabela 2. Procent prawidtowo rozwini¢tych woreczkéw zalgzkowych w pakach i w pelni rozwinigtych kwiatach (B) gryki odmiany Panda i rodu
PA15 w warunkach stresu termicznego. Gwiazdka zaznaczono istotne roznice pomiedzy srednimi dla temperatury 30°C wzgledem temperatury
kontrolnej (20°C) (test chi2).

Organ Panda PA15 |
20°C 30°C 20°C 30°C
Paki 100 S7,7* 83,3 79,5
Kwiaty otwarte 88,2 44,4* 77,8 26,7*
Kwiaty przekwitniete 83,3 80,0 81,3 78,9
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Fig. 1. Udziatl biatek uczestniczacych w odpowiedzi gryki na stres wysokiej temperatury oraz
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Fig. 2. Klasyfikacja biatek uczestniczacych w odpowiedzi grykina
stres wysokiej temperatury wedtug ich lokalizacji w komarce
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Fig. 3. Diagramy Venna ilustrujace liczbe biatek gryki roznych oraz wspolnych dla odmiany
Panda i linii hodowlanej PA15 uczestniczacych w odpowiedzi ro$lin na stres wysokiej
temperatury.
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Fig. 4. Zmiany w akumulacji HSP-70 i HSP-90 w pakach kwiatowych (FB), kwiatach
otwartych (OF), przekwitni¢tych kwiatach (WF) i li§ciach donorowych (DL) ro$lin PA15 i
,Panda” uprawianych w temperaturze 20 ° C (kontrola) i 30 ° C (stres termiczny).
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