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izmed n&inov njihovega pretevanja. Za identifikacijo proteinov povezanih scsysi navadnem
fizolu (Phaseolus vulgarisL.) smo uporabili dvodimenzionalno difego elektroforezoin
enodimenzionalno poliakrilamidno gelsko elektrofarev kombinaciji z masno spektrometri
Analizirali smo odziv na suSo na ravni celokupniietpinov in glikoproteinov v fizolovih listiin
steblih. Spremembe v vsebnosti celokupnih protendistih smo analizirali pri dveh kultivarjih
Tiber in Starozagorskiern, ki se razlikujeta v toleranci na susni stkégotovili smo, da suSaajbolj
negativno vpliva na vsebnosti proteinov, ki so &fjuza fotosintezokot so Rubisco, karbons
anhidraza, proteine vkifene v oksidacijo vode ter drug@ri teh proteinih smo tudi zaznali najt
izrazite razlike v vsebnosti med dvema kultivarjeie Starozagorskem, ki je na suSo bokuthiv,
se je vsebnost vseh proteinov tega tipa zmanjgeldjbru pase je vsebnost nekaterih proteinov,
sta karbonska anhidraza in Rubisco, zmanjSaladnugih, kot so proteinvkljuc¢eni v oksidacijc
vode, pa pou&la. Ugotovili smo tudi, da suSa vpliva na vsebnost girmv, ki so povezani
energijskim metabolizmom, stresom, sintezo, prdaeolin zvijanjem proteinov Kvantitativne
analiza izotopsko ozganih proteinov iz stebel pri Tibru v suSi je omdidgrazvrstitev proteinowna
katere vpliva suSa, v Stevilne funkcionalskupine, kot so procesi energijskega metaboli
fotosinteza, proteoliza, sinteza proteinov ter @rotpovezani z reaktivnimi kisikovimi spojinar
obrambo in stresom. Rezultati tega dela raziskawesgoiajo osnovni vpogled v regulator
mehanizem, v katerega so vkigni proteini stebepri navadnem fizolu v suSi. Na podl
kvantifikacije N-glikoproteinov iz stelbén listov pri Tibru v susi, ki je bila opravljenaa osnov
kvantifikacije brez ozngevalcev, lahko sklepamo, da ima susni stres vetikvwna biokemijsk
metabolizem v celnih stenah. Zasledili smo visokomanozne, kompleksnéiibridne tipe N-
glikanov. Na podlagi rezultatov sklepamo, da lallaocene proteine uporabimo kot markerje v
selekcijskem procesu tolerance na suSo pri navadiigsiu. Za ta hamen so najbolj prime
proteini, katerih vsebnost se med kultivarjema ikap. Med njimi lahko izpostavimg@roteine
vklju¢ene v oksidacijo vode.
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Proteomics is one of the approaches to sthdyirifluence of drought stress on changes in thel lef
proteins in plants. Two-dimensional differential-gal electrophoresis and odé@nensiona
polyacrylamide gel electrophoresis in combinatioithwnass spectrometry weresed to identif
drought-responsive proteins in common beRimaseolus vulgarik.). The analysis was perimed ot
total proteins and gylcoproteins in leaves and stefncommon bearChanges in the abundance
total proteins were analyzed in two cultivars diffg in their responsd¢o drought, Tiber ar
Starozagorski. Drought had the most negative eféectthe abundance of proteins involved
photosynthesis, such as Rubisco, carbonic anhydoaggenevolving enhancer proteins and oth
In these proteins, the most outstanding differencesabundance profiles of proteinsetweel
cultivars were observedThe decreased abundance of proteins involved irtogkiothesis we
observed in more sensitive Starozagorski, wheateaseased abundance of carbonic anhydras
Rubsico and increased abundance of oxygen-evobihgncer proteins were observed in Tiliére
abundance of proteins involved in energy metabglisness, synthesis, proteolysis and folding \
influenced by drought. A quantitative analysis sétbpic labeled proteins from steros cultivar
Tiber under drought revealed main proteins inflgshby stress. These proteiwsre grouped int
several main functional groupgnergy metabolism, photosynthesis, proteolysistheais an
proteins related to reactive oxygen species, defand stress he results of this part of the resec
provided he basic insight into the molecular regulatory naedém of stem proteins in common b
under drought. Results of the quantification of IMegproteins from stems and leavescoiftivar
Tiber with a label free quantification approach gegted, that drought affected th@chemica
metabolism in the cell wall. Structures of high mase, complex and hybrid types ofgN/cans
were found. Based on our resulteytain identified proteins could be used as markethe selectic
process for drought tolerance in common bean. To&t suitable proteins would be thosghibiting
contrasting abundance patterns between cultivack, as oxygen evolving enhancer proteins.
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1 UvOD

Rastline so pogosto izpostavljene neugodnim pogdgeokolja, ki vplivajo na njihovo
rast, razvoj in pridelek. Poleg biotskega stres@akpovzrd@ajo bolezni in Skodljivci, k
zmanjSanju kotiine in kakovosti pridelka kmetijskih rastlin v vidlimeri prispeva tudi
abiotski stres. Med abiotskimi stresi je najbolzSigien susni stres, ki se pojavlja v
povezavi z manjSo kalino padavin in poviSanimi temperaturami. Vpliva na
pridelovanje agronomsko pomembnih rastlin, medrkapgiStevamo tudi stémice, in
med njimi navadni fizolRPhaseolus vulgarig.).

Navadni fizol zavzema pomembno mesto v prehramilgtk ljudi po svetu, predvsem
zaradi svoje visoke hranilne vrednosti, vsebnastiginov, dietnih viaken in mineralov
(Tharanathan in Mahadevamma, 2003). Rezultati ogaga na polju, v rastlinjaku in
poskusi v nadzorovanem okolju so pokazali, da jprimerjavi z drugimi zrnatimi
stranicami razmeroma @hoitljiv na susSo (Costa Franca in sod., 2006). V cusem
merilu kar 60 % navadnega fiZzola pridelajo v razthepomanjkljive oskrbe z vodo,
suSa pa v nekaterih regijah powdrtudi do 80 % izgube pridelka (Cuellar Ortiz indso
2008). Tudi v Sloveniji, kjer imamo dolgo tradicigridelovanja fizola, se v zadnijih
letih suSna obdobja pojavljajo zelo pogosto (Kafigagataj, 2005). Razvoj kultivarjev
s toleranco na susni stres je zato primarni cilpgin programov Zlahtnjenja fiZzola po
svetu (Miklas in sod., 2006). Za izbor in vzgojoltkarjev, tolerantnih na suso je
potrebno poznati fizioloSke, morfoloSke in biokeskg lastnosti, ki doken kultivar
opredeljujejo kot toleranten (Lizana in sod., 200Bddra@&je abiotskega stresa je pri
navadnem fizolu veliko manj raziskano kot pageo biotskega stresa. Natam
mehanizmi tolerance in odziva na susni stres Se p@asnjeni, zato sta potrebna
nadgradnja znanja in upoStevanje Ze znanih mehawipm drugih rastlinskih vrstah.

Pri odzivu rastline na stresne razmere se spragijono in tkivno specitini fizioloSki

in molekularni mehanizmi, ki vkljujejo izraZzanje specifnih genov in spremembe v
vsebnosti doleenih proteinov, ki igrajo pomembno viogo med streg&Ramachandra
Reddy in sod., 2004). Proteini so osnovni nosilitikicij v celici, mnogi med njimi so
po sintezi tudi posttranslacijsko modificirani. Kieilacija je najbolj pogosta in hkrati
zelo kompleksna posttranslacijska modifikacija (BTvbteinov. Pri rastlinah je veliko
proteinov ekstracelularnega matriksa in endomensbega sistema N-glikoziliranih
(Komatsu in sod., 2009). N-glikozilacija vpliva raikalno-kemijske lastnosti in
bioloSke funkcije proteinov ter je zelo pomembnaodaiv na susni stres, vendar so za
zdaj raziskave glikozilacije in tudi drugih PTM woyezavi s suSnim stresom pri
rastlinah zelo redke. Glikozilacija proteinov pussem stresu pri navadnem fizolu Se ni
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prowena. To pa je za proéevanje kompleksnih procesov, kot sta tudi odzivsoani
stres oziroma mehanizem tolerance na suso pri navadiZzolu, zelo pomembno.

Proteomska analiza jecimkovit pristop za identifikacijo in dol@anje vsebnosti
proteinov, udelezenih v odzivu rastlin na stresaemere v doleenem tkivu in v

dolocenem trenutku (Abreu in sod., 2013). Analize protaan analize PTM, kot je N-
glikozilacja, prispevajo k nadgradnji raziskav igotavljanju mehanizmov odziva in
tolerance navadnega fizola na susni stres. To jepdsebej pomembno pri
Zlahtniteljskem procesu, katerega glavni cilj jeidpbivanje novih kultivarjev z

izboljSano toleranco na stresne dejavnike, nizjwmeganjem izgube pridelka ter
izboljSano stabilnostjo pridelave v razlih, tudi neugodnih, okoljskih razmerah.

Cilji doktorske naloge so:

- dolaiti razlike na proteinskem nivoju v listih med koolhimi rastlinami in
rastlinami v suSnem stresu za dva kultivarja naggédnfizola — Tiber in
Starozagorskiern (Starozagorski);

- dolaiti razlike na proteinskem nivoju v steblih med kamimi rastlinami in
rastlinami v suSnem stresu za izbrani kultivar nizrega fizola;

- logiti glikoproteine od drugih proteinov in dadlibi razlike med glikoproteini
kontrolnih rastlin in rastlin v suSnem stresu Zaani kultivar;

- dolaciti strukturo N-glikanov iz spektrov pri identifi@nih glikoproteinih.

Raziskovalne hipoteze

V doktorskem delu predpostavljamo, da:

- so v listih in steblih navadnega fizola proteinisk vkljuceni v odziv rastlin na
susni stres ter da bomo s primerjavo celokupnilieprov iz listov in stebel
kontrolnih rastlin in rastlin v stresu dalb razlike;

- so v listih navadnega fizola proteini, ki potenat@lprispevajo k ugi toleranci
navadnega fizola na suso;

- oObstajajo razlike v vsebnosti glikoproteinov mednkolnimi rastlinami in
rastlinami navadnega fizola v suSnem stresu terbd@o z identifikacijo
glikoproteinov iz listov in stebel obravnavanih timsdobili dodaten vpogled v
odziv navadnega fizola na suso;

- bomo z identifikacijo proteinov, pri katerih bomastedili razléne vsebnosti
med kontrolnimi rastlinami in rastlinami v susnetresu, nadgradili poznavanje
mehanizma odziva navadnega fizola na susni stres.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NAVADNI FIZOL

Navadni fizol Phaseolus vulgarisL.) po botanini klasifikaciji uvr&amo v rod
Phaseolus ki pripada druzini metuljic (Fabaceae), redu &tro (Fabales), razredu
dvokaliénic (Dicotyledonae), pododdelku kritosemenk (Angesnae) in oddelku
semenovk (Spermatophytaldrne, 1997). RodPhaseolusobsega 50 do 60 vrst, med
katerimi je pet kultiviranih, polegP. vulgaris Se P. coccineusL. (turski fizol), P.
lunatus L. (limski fizol), P. polyanthusGreenm. inP. acutifoliusA. Gray.(Debouck,
1999). FiZol izvira iz Srednje in Juzne Amerikel&. in 17 stoletju se je razSiril tudi na
druge kontinente. Pridelava navadnega fizola vusyeedstavlja danes eno tretjino
pridelave vseh stimic, najv€ ga pridelajo v Latinski Ameriki in osrednji Afriki
(FAOSTAT, 2007; Broughton in sod., 2003). Med &ticami, ki so namenjene
pridelavi hrane, je navadni fizol na tretiem mesakoj za sojo in arasidi (Lin in sod.,
2008).

Navadni fizol predstavlja bogat vir proteinov, knhajo pomembno viogo v nasSi
prehrani. Za razliko od ¥ee drugih rastlinskih proteinov vsebujejo esemmal
aminokisline, ki jih ljudje ne moremo sintetizirafi jih obicajno vnesemo z mesom,
zato je fizol pomembna nadomestitev za meso. Zia@da vsebuje med 20 in 25 %
proteinov, glavna zaloZzna beljakovina fizola pdgeeolin (Broughton in sod., 2003).
Poleg vira energije in proteinov, vsebuje fiZzol itdhvonole in njihove glikozide,
antocianine, proantocianidine, isoflavone in fewolikisline, ki zaradi svojega
antioksidativnega delovanja prispevajo k zmanjSamgganja za nastanek déémih
bolezni (Duranti, 2006). Je pomemben vir minerakst, so Zelezo, fosfor, magnezij,
mangan, v manjSih kd@inah pa Se cink, baker in kalcij. Med vitamini vagbtiamin,
riboflavin, niacin, vitamin B in folno kislino (Lin in sod., 2008; Kuto$ in so@2002).
UzZivanje fizola zato zmanjSuje tudi tveganje zaateka stna in ¢revesna obolenja
(Tharanathan in Mahadevamma, 2003; Doria in s@&1.2p

Glavna korenina pri fizolu je bolj slabo razvitaedé na stranske korenine, kjer so
gomoliki z nitrifikacijskimi bakterijam, ki so videti kotzrastki na korenini. Steblo
fizola je tanko, okroglo in Sesterorobo. Po vi&tebla razdelimo kultivarje v nizke (30
do 50 cm), srednje visoke (50 do 130 cm) in vis¢@ke0 do 600 cm). Na steblu so
izmenino razporejeni listi s prilisti. Po vzniku se na&prazvijeta dva sasta in
celoroba lista, vsi naslednji listi pa so trojnvefovi so dvospolni, izr&&jo iz nodijev

in so lahko beli, rumeni, bledoroznati, &deali vijoli¢ni. FiZzol je ve&inoma
samooprasna rastlina, vendar je mozno tudi opragegatujim cvetnim prahom, ki ga
prenasajo Zuzelke. Plod je nitast ali breznitrolstdolg 10 do 30 cm in Sirok 2 do 3 cm.

3
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Lahko je zeleno, rumeno ali pisano obarvan, ravienkaivljen, na prerezu pa okrogel
ali plo¥at (Cerne, 1997).

Za svojo rast zahteva fizol toplo, vlazno podnebjasti slabo prenasa suso in &inm.
Predvsem v zZsetku rasti zahteva veliko svetlobe, sicer so mstlretegnjene. Med
kalitvijo zahteva veliko toplote, zato ga na prosggemo Sele maja, ko se temperatura
tal dvigne na 10 do 15 °C. Optimalna temperaturaazaoj fizola je 18 do 25 °C,
medtem ko se pri temperaturah pod 15 °Cckadi pridelka zmanjSa. Neugodno delujejo
tudi temperature nad 35 °C. FiZzol zahteva velikagel v tleh, kajti Ze ob kalitvi zrno
vsrka 105 % vlage od teze suhega fizola, zato hitrenakomerno vznikne samo v
vlazni zemlji. Optimalna talna vlaga je 60 do 79®#jske kapacitete tal za vlago. Poleg
vlage v tleh zahteva tudi visoko Zre vlago. Optimalna ztaa vlaznost za fizol znaSa
od 65 do 80 % relativne vlage zraka. Prevelikacrmain talna vlaga vplivata na
podaljSanje rastne dobe, pri preveliki@ravlagi in visokih temperaturah pa rastlinam
odpadajo cvetovi in postanejo altljive za napad bolezni. Neugodno pa deluje tudi
preobilica vode v povezavi z nizkimi temperaturarRizol zelo dobro uspeva na
pe&eno-ilovnatih tleh oz. tleh, ki dobro zadrzujejodwep imajo srednje visok nivo
podtalnice, v zemlji pa dovolj kalcija. OptimalniHgal je od 6,5 do 7,8, zelo slabo pa
uspeva v tleh s pH pod 5,5, ker se ne morejo ivaitiifikacijske bakterije, ki Zivijo na
fizolovih koreninah Cerne, 1997).

V okviru Slovenske rastlinske genske banke pri Kjsiegm inStitutu Slovenije hranimo
1035 genskih virov fizola, ki so bili v zadnjih 28tih zbrani na obmgu Slovenije
(Sustar-Vozk in sod., 2012). V&no virov predstavlja navadni fizol, katerega
pridelovanje je najbolj razSirjeno v Sloveniji, ngindel pa je turSkega fizola. V zbirki
imamo tudi 61 genskih virov fizola, ki smo jih pobili v okviru sodelovanja v
mednarodnih ekspedicijah v tujini ter 39 virov, do jih za potrebe raziskovalnega
dela pridobili iz drugih genskih bank v Evropi imesu. Del zbirke je bil podrobneje
ovrednoten z uporabo morfoloSkih, biokemijskih irolaekulskih markerjev. Maras
(2007) je v analizo genetske variabilnosti genskibv navadnega fizola vkl 100
slovenskih in 39 refer€énih genotipov. Pri pratevanju morfoloskih zr@lnosti je pri
slovenskih genotipih opazil vse morfotipe, prisoprereferenih genotipih, kar kaze
na veliko fenotipsko pestrost slovenskega navadrigigda. Z analizi fazeolina je
ugotovil, da slovenski genotipi navadnega fizolahigejo vse tri tipe fazeolina, ki so
zn&ilni za mediteranski prostor, C-, T- in S-tip. Zmmanom dodatno pojasniti
variabilnost slovenske zbirke navadnega fizolainmestiti v skupni genski fond fizola
so 139 genskih virov fizola analizirali tudi z mklgskimi markerji (polimorfizmom
dolzin pomnoZenih restrikcijskih fragmentov oz. ABL(Sustar-Vozli in sod., 2006;
Maras, 2007). Pri w#ni (85) slovenskih genotipov so ugotovili andskorgklo, v
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veliko manjSem Stevilu (15) pa srednjeamerisSko, kate na ménejSo zastopanost
andskega genskega sklada znotraj slovenske dedairsgnega fizola. Maras in sod.
(2008) so pretevali tudi W&inkovitost AFLP in SSR (kratka ponovljiva zaporedja
markerjev pri vrednotenju genetske raznolikostklasifikaciji navadnega fizola glede
na poreklo. Rezultati raziskave kazejo, da sta sraka sistema SSR in AFLP podobno
uspesna pri vrednotenju genetske raznolikosti naagal fizola in njegovi klasifikaciji
glede na poreklo. Genetsko variabilnost in popjgkoistrukturo akcesij razdeljenih na
skupine, glede na razho geografsko poreklo (Slovenija in Avstrija) dasovni okvir
so pregevali z markerji SSR (Maras in sod., 2006; Marasad., 2013). Najueakcesij

iz posamezne skupine so uvrstili v andski genslkadskVelika zastopanost andskega
genskega sklada uwi& slovenske genotipe k genotipom mediteranskihvdrizat sta
Spanija in ltalija. Pri avstrijskin genotipih pa sagotovili zastopanost
srednjeameriSkega porekla, kar je verjetno povezanmosom genotipov iz zahodnega
in severnega dela Evrope n&etku prejSnjega stoletja.

2.2 MEHANIZMI ODZIVA NA SUSNI STRES PRI RASTLINAH

Razumevanje odziva rastlin na suSo je ddgga pomena za vzpostavitev pogojev, Ki
omoga@ajo potrebne prilagoditve za pridelovanje v neugiodiazmerah in vodijo k
vedji zmoznosti prezivetja rastlin, njihovi izboljSanasti in razvoju ter zagotavljajo
vedji in kakovostnejSi pridelek. Pomanjkanje vode astlino se ne pojavi samo ob
susnem stresu, temveudi ob stresu zaradi mraza, poviSanih tempesdiyra ob visoki
slanosti. Zato rastline pri odzivu na te stresarjeloloieni meri uporabljajo enake
mehanizme (Chaves in sod., 2003).

Usoda rastlinskih celic je odvisna od intenzitetérajanja izpostavljenosti stresu in od
zagitnih mehanizmov rastline. Splosni odziv rastlin sasne razmere vkkuje
fizioloSke in molekularne procese, od katerih s&ateri pogosto Skodljiva posledica
stresa, drugi pa pomagajo rastlini pri obrambiiptesu (Ramachandra Reddy in sod.,
2003; slika 1).

Rastline v suSnem stresu, glede na sposobnosgquiitae, vzpostavljajo razine
mehanizme, ki jim pomagajo preziveti. Dva takSnahamizma sta izogib stresu in
toleranca. Izogib suSnem stresu je sposobnosinastla vzdrzuje visok vodni potencial
tudi v susnih razmerah. To doseze z morfolosSkinmesegmbami, kot so zmanjSana
prevodnost listov za C zmanjSana listna povrSina in pdaea gostota ali globina
korenin. Toleranca na susSo pa je zmoznost rasttiaeyzdrZzuje normalne cétie
funkcije pri nizkem vodnem potencialu v tkivih. Bodnco rastlina vzpostavi s
celicnimi in tkivno specifénimi fizioloSkimi in molekularnimi mehanizmi. Ti
mehanizmi vklj@ujejo spremembe v izraZzanju spetriih genov in kopienje dol@enih

5
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proteinov, ki imajo pomembno viogo med susnim singsali pa zmanjSanje vsebnosti
tistih proteinov, ki jih rastlina takrat ne potrédun so lahko celo Skodljivi (Chaves in
sod., 2003; Ramachandra Reddy in sod., 2004; Khaaod., 2010).

[ SUSNI STRES ]

/ \ \

[ FizioloSki odziv ] [ Odziv na nivoju genov] [ Biokemijski odziv ]
prepoznavanje signalov iz - spremembe v izrazanju genov - manjSa dinkovitost

korenin; povezanih s proteini vklienimi v fotokemijskih procesov;
zmanjSanje turgorskega in  biokemijski odziv; - manjSa dinkovitost
osmotskega potenciala; - pove&ano izrazanje genov proteina Rubisco;
zmanjSanje vodnega povezanih z biosintezo abscizinske  kopi¢enje metabolitov, kot so:
potenciala v listih; kisline (ABA); glutation, glicin betain,
zmanjSanje prevodnosti - pove&ano izrazanje genov, ki poliamini, prolin,...

listov za CQ; kodirajo speciftne proteine, kot so:-  povetana vsebnost
zmanjSanje znotrajcghe proteini pozne embriogeneze antioksidativnih encimov, kot
koncentracije CQ (LEA) in med njimi dehidrini, so: superoksid dismutaza,
slabsa fotosintetska proteini povezani s stresom (DSP),  katalaza, askorbat peroksidaza,
aktivnost; Saperoni, inhibitorji proteaz ... peroksidaza, glutation
manjSa rast rastline. reduktaza;

- zmanjSanje kogenje
reaktivnih kisikovih spojin
(ROS).

Slika 1: FizioloSki, biokemijski odziv ter odziv mavoju genov na susdni stres pri rastlinah (Ramadrea
Reddy in sod., 2004: 1198)

Figure 1: Physiological, biochemical response aggponse at gene level to drought stress in plants
(Ramachandra Reddy et al., 2004: 1198)

Rastline obutijo suso, ko je oskrba korenin z vodo dno zmanjSana ali pa ko se
transpiracija méno pove€a. Pri tem se v rastlinah tvori hormon abscizinglsdina
(ABA), ki ima pomembno vlogo pri odzivu in vzposlawju tolerance na suso, vpliva
pa tudi na dormanco semen in zakasnelo kaliteved@dma koncentracija ABA v suSnih
pogojih vpliva na razvoj in rast rastline, tako da spremeni razmerje rasti med
koreninami in steblom/poganijki, korenine rasteglabino, zmanjSa se rast listov. ABA
povzrata zaprtje listnih rez skupaj z drugimi dejavnikatkso zmanjSanje turgorskega
tlaka v listih in zmanjSanje vodnega potenciala.zBprtih listnih rezah ne pride ¥elo
asimilacije CQ, zato se znotrajceha kolcina CQ zniza in zmanjSa se aktivnost
fotosintetskega sistema. Za péeuwanje vloge ABA v suSnem stresu so pripravili
Stevilne mutante, s katerimi so ugotovili, da siaqina dva sistema regulacije izrazanja
genov, od ABA odvisni in od ABA neodvisni (RamacHem Reddy in sod., 2004;
Farooq in sod., 2009). Na osnovi genetskih anaizgotovili, da ni jasne meje med
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ABA odvisnimi in ABA neodvisnimi regulatornimi potmTudi za molekule, ki so
obicajno povezane z enim ali drugim regulatornim sistem velja, da pogosto
medsebojno vplivajo pri signalnih poteh. Pri medgedm signaliziranju olbajno
sodeluje kalcij, ki sluzi kot sekundarni prenaSapec Stevilnih stresih (Mahajan in
Tuteja, 2005). Promotorji genov, ki se izrazajosoisi, visoki slanosti in mrazu, imajo
dva cis-delujaia elementa - element DNA odziven na ABA (ABRE) laneent DNA
odziven na dehidracijo (DRE). Od ABA odvisno izrajgagenov je povezano z ABRE,
DRE element pa ABA ne uravnava (Bray, 1993; Shikoza Yamaguchi-Shinozaki,
2007).

Signalne poti aktivirajo Stevilne gene, katerihqukti vplivajo na vzdrZzevanje cétie
homeostaze in omogajo prezivetje ob suSnem stresu. Pomemben elentzintaoso
proteini, kot so akvaporini in ionski prenaSaldis& vpleteni v prevzem in prenos ionov
(Rodriguez in sod., 2005). Med bistvenimi so tuelnig ki kodirajo encime, klgne za
detoksifikacijo reaktivnih kisikovih spojin (ROS)kot so superoksid dismutaza,
katalaza, askorbat peroksidaza, peroksidaza, @otat reduktaza in
monodehidroaskorbatna reduktaza. V stresu secpotwli vsebnost spojin, kot so
flavonoli, antocianini, karotenoidi in askorbinskilina, ki sodelujejo v obrambi proti
ROS (Farooq in sod., 2009). ROS vkljejo superoksidne anionske radikale; (9
singletni kisik {O,), vodikov peroksid (k0,) in hidroksilne radikale-QH), tvorijo pa
se zaradi neravnovesja med razpoloZljivo svetlabmjenim korigenjem v procesih
fotosinteze, ki ga povzid pomanjkanje vode. To vodi do spremenjenega razjot
med tvorbo in porabo elektronov v svetlobni reakéijtosinteze in sinteze ROS
(Ramachandra Reddy in sod., 2004). ROS oksidirgplicne biomolekule, jih
posSkodujejo in s tem onemag njihovo delovanje.

Funkcionalnost poSkodovanih molekul se lahko powngopravijalnimi mehanizmi,
lahko pa potée biosinteza novih molekul, ki nadomestijo poSkate: Le-ti celici niso
ve¢ potrebni in so lahko celo Skodljivi. V tem primgeipomembno delovanje proteaz,
ki take proteine razgradijo in s tem tudi spros#jainokisline, ki jih celica uporabi za
sintezo potrebnih proteinov (Vaseva in sod., 20¥Endar v pogojih hudega stresa in
pri velikem Stevilu poSkodovanih molekul pride dovare celénih funkcij in nazadnje
do smrti celice. Zato so pomemben element odzivaslgeprodukti, ki neposredno
&itijo celice, kot so proteini pozne embriogenez&Al), Saperoni in osmoprotektanti
(Rodriguez in sod., 2005). Zafhi proteini stabilizirajo celine membrane in mnoge
proteine, ki bi jih pomanjkanje vode poskodovalopa povzrd@ilo njihovo agregacijo
(Vaseva in sod., 2011). Osmoprotektanti ali osma@d majhne molekule, katerih
kopicenje prepré& izgubo vode iz celice in omoga vzdrZevanje celhega turgorja.
Pomembni so za osmotsko prilagajanje ali osmoregalakjer pride do akumulacije
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ionov, npr. K, Na in CI' (Chaves in sod., 2003; Farooq in sod., 2009). &jopse tudi
organske spojine, kot so prolin, glutamat in drageinokisline, poliamini, polioli,
alkoholi (pinitol, manitol, sorbitol), sladkorji rghaloza, saharoza), oligosaharidi in
kvarterne amonijeve substance (glicin betain). ddmsst osmolitov poleg
osmoregulacije prispeva tudi pri stabilizaciji ¢alh membran in z&#i pred ROS ter
pripomore k vzdrzevanju pravilne konformacije pmte (Mahajan in Tuteja, 2005).
Hidroksilne skupine alkoholov lahko namireadomestijo hidroksilno skupino vode in
preko hidrofilnih interakcij z membranskimi lipidin proteini pripomorejo k
vzdrzevanju strukturne integritete membran.

Zagitne spojine so pomembne tudi zato, ker ima ste@adz pomanjkanja vode velik
vpliv na celtno steno. Le-ta je sestavljena iz celuloznega miteluloznega ogrodia,
znotraj katerega je matriks iz pektina in proteinaguba vode iz matriksa lahko zaradi
nastanka ireverzibilnih vezi med polimeri vodi delikih sprememb v njegovi strukturi
(slika 2) in pripelje do spremenjenih biofizikalrdstnosti cetine stene (Moore in sod.,
2008). Ob susnem stresu ne pride samo do reorggristruktur v celini steni, ampak
tudi do poruSenja struktur v membrani. Pride dorgmporeditve membranskih
proteinov, kar vpliva na poruSenje integritete iglektivnosti membrane, cehih
struktur ter na izgubo aktivnosti membranskih emmirfMahajan in Tuteja, 2005).

A B

—H,0
-
+ Hzo
Ramnogalakturonan Stranska
Celuloza I ksiloglukan @I  (Rha:rdeca,GalA: (| Jl) veriga (D
rumena) (arabinan)

Slika 2: Vpliv izgube vode na strukturo rastlingaicne stene (Moore in sod., 2008: 239)

A) Hidrirana celéna stena; B) dehidrirana a&ia stena.

Figure 2: A model representing the effect of watmis on plant cell wall structure (Moore et al.080
239)

A) Hydrated plant cell wall; B) dehydrated cell Wwal

Zaradi suSnega stresa se velikokrat zmanjSata ifbdtska aktivnost in aktivacija
respiracije, listne reZe pa se zapirajo (Faroosgoith., 2009). Predvidevajo, da pride do
zmanjSanja fotosintetske aktivnosti na dvacima preko zaprtja listnih rez ali
zmanjSanja metabolne aktivnosti. Premikanje listné#Z je dinamien proces, Ki
vkljucuje kompleksno regulacijo s Stevilnimi okoljskin@ktorji. Odziv na susni stres



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

vkljucuje tudi preureditev metabolizma. ZmanjSanje mdtabaktivnosti je povezano s
spremembami v c&linem metabolizmu ogljika, ki se pojavi naéetku dehidracijskega
procesa, saj suSa zmanjSa sposobnost celic zalasjmin porabo ogljika. Aktivhost
fotosinteze je odvisna od aktivnosti ribuloze-1difosfat karboksilaze/oksigenaze
(Rubisco) ter od sinteze ribuloza-1,5- difosfatasugnih pogojih se na Rubisco vezejo
inhibitorji, kot je CAL1P, kar katalitsko aktivnogtga encima zelo zmanjSa, lahko pa
pride tudi do njegove popolne inhibicije (RamachandReddy in sod., 2004). V
nestresnih okol&nah ima interakcija inhibitorjev z Rubisco tudegnosti, ker prepte
njegovo proteolittno degradacijo. Za sprostitev inhibitorjev iz veziéiv mest na
Rubisco in posledno aktivacijo tega encima sta potrebna Rubisco/akéi in hidroliza
ATP. V susSnih razmerah sta zmanjSani tako aktivnBstbisco aktivaze kot
koncentracija razpolozljivega ATP, zaragisar ostanejo inhibitorji vezani na Rubisco
in s tem onemodijo njegovo aktivacijo (slika 3). Susni stres pawZrzmanjSanje
aktivnosti tudi mnogih drugih encimov, kot sta froka-1,6- difosfataza in saharoza
fosfat sintaza, kar posleatio vodi do zmanjSanja kéln kon¢nih produktov fotosinteze

- saharoze in Skroba (Shinozaki in Yamaguchi-Skakp2007).
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Slika 3: Fotosinteza v povezavi s susSnim stresanmighanizmi, ki vodijo do zmanjSanja fotosintetske
aktivnosti (Farooq in sod., 2009: 189)

Figure 3: Photosynthesis under drought stress aahamisms in which photosynthesis is reduced under
stress (Farooq et al., 2009: 189)

Z metodami molekularne biologije so identificiralieviine gene, ki se inducirajo v
susnih razmerah ter transkripcijske faktorje, kjule¢ajo gensko izrazanje povezano s
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stresom. Produkti genov induciranih ob suSi imdmge tako pri z&etnem odzivu na
stres kot tudi pri vzpostavljanju tolerance.

2.2.1 Susni stres pri fizolu

Pri navadnem fizolu so identificirali Stevilne gene se izrazajo v susnih razmerah.
Colmenero-Flores in sod. (1999) so opisali feeal8, katerega produkt spada med
LEA proteine, ki se kogijo v vegetativnih tkivih pri odzivu na susni stré&asneje so
Cruz de Carvalho in sod. (2001) poab o pov€anem izrazanju gena za aspartatno
proteazo v susSnem stresu. Pri koreninah navadneégk fso Torres in sod. (2003)
opisali genPvOCT1 ki v rastlinah kodira organski kationski trangeor Torres in sod.
(2006) so z metodo diferencialnega prikaza z obratmskripcijo in verizno reakcijo s
polimerazo (DDRT-PCR) v koreninah fizola identifedi 24 genov povezanih s
proteini, ki imajo vlogo pri signalizaciji, obnaslpju proteinov, translokaciji in
regulaciji rasti korenin.

Rodriguez-Uribe in O’'Connell (2006) sta objavilaiskavo osredot®eno na specini
transkripcijski faktor bZip, povezan s suso pri&ainah fizolaP. acutifolius Ugotovili
so, da imajo produkti gena 64 % podobnost z bZtRepmom iz soje ter da je med bZIP
proteinom izP. acutifoliusin navadnega fizola razlika v treh aminokislinkthicheletto

in sod. (2007) so analizirali tudi korenine fizof&apom@jo cDNA knjiznic navadnega
fizola in mikromrez so primerjali profile genskimahskriptov v suSnem stresu pri
navadnem fizolu irP. acutifolius.Pri navadnem fizolu so zasledili samo 64 genov s
spremenjenim izrazanjem v susi, medtem ko sd& pacutifoliusporatali o 488 genih.
Vecino genov identificiranih v suSi so pri navadnemdofu uvrstili v funkcijsko
skupino, povezano s stresom, pri acutifoliuspa so zasledili veliko Stevilo genov,
katerih produkti so pomembni za &glo rast in metabolizem.

Podobno kot Torres in sod. (2006) so tudi Kavasad. (2008) na Kmetijskem inStitutu
Slovenije s tehniko DDRT-PCR identificirali genepvezane z odzivom listov
navadnega fizola na susni stres. V rastni komorastlinjaku so vzgoijili rastline Stirih
razlicno odpornih kultivarjev navadnega fizola (Tibera®zagorskicern, Zorin in
Cesnjevec). Ugotovili so, da se je pri vseh kulfitad5 genov statistho znailno
razlikovalo med rastlinami v susSi in kontrolnimistinami. Odkrili so gene s
poveanim izrazanjem, ki kodirajo transkripcijske falggr osmoprotektante, LEA
proteine, protein kinaze, aldehid dehidrogenazepteteine vklj¢ene v metabolizem
ogljikovih hidratov. Pet genov z zmanjSanim izrgeéam v stresu so uvrstili v
funkcionalno skupino fotosinteze. ldentificirani ngepri koreninah (Torres in sod.,
2006) so se razlikovali od genov, ki so jih ideotrBli Kavar in sod. (2008) pri listih.
Kavar in sod. (2008) so ugotovili, da je pri komath priSlo tudi do bistveno manjse in
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hitrejSe akumulacije genov, pri katerih je priSto gbrememb v izrazanju glede na liste.
Raziskavo izrazanja genov, udeleZzenih v odziv ngnisstres, so na Kmetijskem
intitutu Slovenije z navadnega fiZzola razsirili tnadruge vrste iz rodéPhaseolusP.
coccineus, P. lunatus P.acutifolius(Kavar in sod., 2011). Z metodo kvantitativhega
PCR v realnentasu so ovrednotili raven izrazanja 13 transkripto®, katere so v
predhodni Studiji (Kavar in sod., 2008) ugotowilg se v odvisnosti od vodnega statusa
rastlin navadnega fizola diferencialno izrazajo. ébravnavanih vrstah so ugotovili
enak vzorec izrazanja pri vseh transkriptin. Re#ulinakazujejo, da analizirani
transkripti pripadajo skupini genov, ki so odgovoma sploSen odziv vrst iz rodu
Phaseolus na susni stres in utegnejo pomembno prispevati dkrivanju in
pojasnjevanju molekulskih mehanizmov, odgovornihspaciften odziv posamezne
prouwtevane vrste iz rodBhaseolusa susni stres.

Muller in sod. (2014) so analizirali transkriptomtbv pri dveh kultivarjih navadnega
fizola v suSnem stresu. Identificirali so gene, ledene pri odzivu na suSo, katerih
produkti spadajo med protein kinaze, Saperone, vitbikkonjugacijske encime,
ubikvinon oksidoreduktaze, izocitrat dehidrogendadmodulinu podobne proteine ter
s hipersenzitivnhostjo inducirane proteine. Na osamalize korenin navadnega fizola v
susi so Recchia in sod. (2013) pridobili sekvend®ADkaterih produkti spadajo med
transkripcijske faktorje, metabolizem ogljikovih dnatov, akvaporine, Saperone in
ubikvitine. Pri ve&ini analiziranih transkriptov so zasledili p@amo izrazanje v hudi
susi pri kultivarju odpornem na suso, medtem k@isaenih, ki kodirajo kalmodulinu
podobno kinazo, trehalozo 6-fosfat sintazo, fodfitiozitol 4,5-bisfosfat, zasledili
ZzmanjSano izrazanje v stresu.

Odziv navadnega fizola na suSo na nivoju proteazejativno dobro raziskan v
primerjavi z drugimi strénicami. Pordali so o razkinih proteazah, ki so jih préevali
na nivoju izrazanja genov (Torres in sod., 2003piateoliticne aktivnosti (Cruz de
Carvalho, 2001; Hieng in sod., 2004; Contour-Arisesod. 2010). Cruz de Carvalho
(2001) so pretevali proteolitsko aktivnost pri kultivarjih navaelga fizola, ki so
razlicno olktutljivi na suso. Ugotovili so, da se v suSi p&aeendoproteolitina
aktivnost, ki je viSja pri bolj atutljivem kultivarju kot pri tolerantnem. Hieng irog.
(2004) so v raziskavo aktivnosti proteaz véijutri kultivarje navadnega fizola, Tiber,
Zorin in Starozagorskiern. Pordali so o spremembi aktivnosti dveh serinskih protea
v suSnem stresu. Aktivhost serinske proteinaze lekntsko maso okoli 65 kDa se je
povetala v suSi pri najbolj atutljivem kultivarju (Starozagorski), pri tolerantne
kultivarju (Tiber) pa se je aktivnost zmanjSala.entficirali so tri serinske
endopeptidaze in pet serinskih aminopeptidaz, kasktivnosti so odvisne od starosti
listov in se spreminjajo pod vplivom vodnega str¢Badic, 2009). Razvili so tudi
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cimografsko analizo, ki omoga boljSo I@ljivost teh encimov in kvantitativho
dolocanje njihovih aktivnosti v rastlinskih vzorcih (Bidin sod., 2009). Na osnovi
rezultatov so nekatere od proteazstli in okarakterizirali. Budit in sod. (2013) so iz
listov navadnega fizola kultivarja Zorin identifiali dve novi subtilazi RvSLP1 in
PVSLP?2). IzraZanje obeh transkriptov se v susnensistne spremenilo, povala pa se
je proteolittna aktivnostPvSLP2 v listih, kar je bilo odvisno od starosti inlgZaja
listov. Na podlagi stopnje aktivnosti proteaz \itisso sklepali na njihovo spedifio
vlogo pri odzivu na suso in senescenco. ContoureAirs sod. (2010) so na osnovi
aktivnosti aspartatnih proteaz, ki se inducirajsusi, karakterizirali encim PVvAP1
Prekurzorska sekvenca encima ima vse karakterisiikénih rastlinskin aspartatnih
proteaz, fitepsinov. Ugotovili so, da je izrazamjena PvAP1 regulirano s susSnim
stresom. Pri Sibkem stresu je priSlo do pewga izrazanja gena pri kultivarju
ob¢utljivem na suSo, pri mmejSem stresu pa pri kultivarju tolerantnem na suso

2.3 ANALIZA PROTEOMA IN ODZIV NA SUSNI STRES

Rastlina v obrambo proti suSnemu stresu Vkije veliko Stevilo proteinov, kar je
razvidno e iz predhodnega pregleda mehanizmov vadaieprav so bili z
eksperimentalnimi prostopi, ki so jih uporabljalb shedavnega, identificirani mnogi
med njimi, je razvoj novih metod v zadnjem desgtlemogail velik napredek. Med te
metode, t. i. »omike«, uw@mo poleg genomike, transkriptomike, metabolomik&e
nekaterih klaginih biokemijskih tehnik in tehnik celne biologije tudi proteomiko
(Komatsu in sod., 2013; Ibafez in sod., 2013). dnwiika obravnava celokupni nabor
proteinov v doléeni celici, tkivu ali organizmu, ki ga imenujemoopgom, obsega pa
metode, ki omog&ajo dolaitev in identifikacijo velikega Stevila proteinowigotnih
pod dol@enimi pogoji in v doléenemc¢asu. S pomio proteomike lahko dobimo Sirok
vir informacij o bioloSkih sistemih, kot so podatki koncentracijah, interakcijah,
funkcijah in katalitskih aktivnostih proteinov (Mibvic in Mechtler, 2006).

Kljub hitremu napredku tehnik in metod, ki pokriegpodr@je proteomike, so do sedaj
identificirali samo majhen delez céliega proteoma. To je uspelo samo pri najbolj
prewevanih organizmih &ovek, vinska musSicalrosophila melanogastgr navadni
repnjakovec Arabidopsis thaliang riz (Oryza sativy). Vendar celo pri naStetih
organizmih ostaja funkcija velikega Stevila protaimepojasnjena (Jorrin-Novo in sod.,
2009). Dol@en protein ima lahko povsem dréga funkcijo v razlénih tkivih in celo v
isti celici. Funkcija proteinov je v dateni meri odvisna od lokalizacije proteinov
znotraj celice in od njihove dejanske aktivhosthno#aj celice so proteini glede na
njihove funkcije porazdeljeni neenakomerno, sajnjaogo veéje Stevilo proteinov
vkljucenih v celéno homeostazo, metabolizem in strukturo celice pleotistih, ki imajo
vlogo v procesih signaliziranja. Zato je ddtev in kvantifikacija proteinov, ki v
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celicah niso prisotni v velikem Stevilu, mnogo tefd dolgitve proteinov, katerih
vsebnosti so vge (Zhang in sod., 2009; Corthals in Rose, 2007)

Objavljene so Stevilne raziskave susSnega stresprat@omskem nivoju pri razinih
rastlinskih vrstah, kot so riz (Salekdeh in sod02a), sladkorna pes8dta vulgari$
(Hajheidari in sod., 2005), koruzada mays(Vincent in sod., 2005), pSenicariticum
durunm) (Caruso in sod., 2009) ter druge. V nadaljevgajpodan pregled proteoma pri
stratnicah v susi.

2.3.1 Proteomika in susni stres pri str@&nicah in fizolu

Pri str@nicah so raziskave proteoma povezanega s suSr@sosiropravljene ¥@oma
na modelnem organizmu trnate meteljkéeflicago truncatulpin soji (Glycine max
(Yamaguchi in sod. 2010; Mohammadi in sod., 20X2¢eriki (Cicer arietinun)
(Pandey in sod., 2008; Bhushan in sod., 2011) tes8igih @Arachis hypogaea
(Kottapalli in sod., 2009 in 2013).

Med str@&nicami se je trnata meteljka uveljavila kot modetmganizem zlasti pri
Studijah simbiotskih interakcij med rastlino in moki ter tudi na drugih podéph
rastlinske biologije (Lei in sod., 2007). Med balpsezne proteomske Studije na
strainicah spada publikacija o analizi proteoma trnatgetjke v normalnih rastnih
pogojih (Watson in sod., 2003). Identificirali soofeine, ki so jih izolirali iz listov,
stebel, korenin, semen, cvetov in éeih suspenzij. Najkge Stevilo proteinov je bilo
pri listih, steblih in cvetovih povezanih z enes§im metabolizmom, pri suspenziji
celic z energijskim metabolizmom in sklatkgjem, pri koreninah z obrambnimi
procesi ter pri semenih s sklatBgjem. Larrainzar in sod. (2007) so prexali vpliv
simbiotskih interakcij med noduli trnate meteljkebakterijamiSinorhizobium meliloti
Vv povezavi s susSnim stresom. dema izolacija rastlinskih in bakterijskih proteiitsk
frakcij je omogdila neodvisno analizo odziva na stres obeh simkiotadeleZzencev.
Najve: proteinov, ki so jih identificirali, je bilo udetenih v metabolizmu aminokislin
ter pri sintezi ali razgradnji proteinov. Zasleddb encime, ki so udelezeni pri
asimilaciji duSika v nodulih, ter proteine, ki imaylogo pri biosintezi aminokislin, ki
vsebujejo zveplo. Ugotovili so, da imajo pomembmhage tudi proteini, udelezeni pri
obrambnih reakcijah proti stresu, signalizacijpnocesih metabolizma. Poleg omenjene
raziskave so Larrainzar in sod. (2009) objaviliskavo o povezavi med metabolizmom
ogljika in dusika v nodulih ter simbiotsko fiksazifluSika pri rastlinah trnate meteljke v
susnem stresu. Predvidevajo, da je inhibicija sitskie fiksacije duSika pri rastlinah v
susnem stresu povezana z oslabljenim metaboliznatety in sposobnostjo fiksiranja
N2.
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Susni stres na koreninah so prewali tudi pri soji, kjer so bili identificirani pteini v
glavnem udelezeni v mehanizmu tolerance na suggs $¥amaguchi in sod., 2010).
Proteine so povezali z vlogo pri kontroli mehanizR@S, biosintezi isoflavonoidov,
kontroli celiéne smrti in kontroli razgradnje proteinov. Prote@manalizo korenin pri
Soji v susnem stresu so opravili tudi Alam in s@010). Prisotnost proteina feritina in
dehidrina so zasledili samo pri vzorcih v suSnerasst,¢eprav so identificirali Se 26
proteinov z razlinimi celicnimi funkcijami, kot so metabolizem ogljikovih hatov in
dusSika, signalna transdukcija, obramba celic irgpamirana cetina smrt. Proteomske
raziskave soje v suSnem stresu niso omejene samkoremine, temue tudi na
nadzemna zelena tkiva. Mohammadi in sod. (2012nsdizirali spremembe pri mladih
kaletih rastlinah soje podvrZzene suSi ali osmotskemasstrs polietilen glikolom.
Analizirali so proteine iz listov, hipokotila in kenin. Korenine so bile izmed vseh treh
analiziranih tkiv, organ z naj¢pm Stevilom proteinov, katerih izrazanje se je
spremenilo v stresnih razmerah. Pri listih so stresnih razmerah potae vsebnosti
proteinov, povezanih z metabolizmom, vsebnost prote povezanih z energijskimi
reakcijami in sintezo proteinov pa se je zmanjshlgotovili so, da se je v vseh treh
organih rastlin v suSnem stresu zmanjSala vsebmesbnin sintaze. Na tej osnovi ter
na osnovi rezultatov izrazanja mRNA pri rastlinabstvesu zaradi suSe, slanosti in
vrocine so sklepali, da je izrazanje metionin sintab&egano z odzivom na suSo.
Podobno kot Mohammadi in sod. (2012) so tudi NaurKomatsu (2010) za analizo
proteinov plazmaleme uporabili mlade Kkaerastline soje v osmotskem stresu
induciranem s polietilen glikolom. Poseben poudasek avtorji namenili proteinu
kalneksinu, ki se v osmotskem stresu nalaga v péemi in proteinu FATPazi. Pri
obeh so opazili powano izrazanje v stresnih razmerabh.

Pandey in sod. (2008) so analizirali jedrni protediterike v povezavi s suso. Med
proteini, ki so jih doleili, jih je najves vpletenih v gensko transkripcijo in replikacijo,
celicno signaliziranje ter remodeliranje kromatina. Biars in sod. (2007 in 2011) so
objavili dve raziskavi o izrazanju proteinov @riteriki v susnih razmerah. Najprej so
objavili proteomsko analizo proteinov, ki se rémab izraZzajo v zunajce&lnem matriksu

rastlin v suSi (Bhushan in sod., 2007). Identifiiso 134 proteinov, ki so v glavnem
udelezeni v funkcije signalne transdukcije, moditike celéne stene, metabolizma ter
celicne obrambe. Avtorji so sklepali tudi na morebithageo obravnavanih proteinov na
toleranco proti dehidraciji. Kasneje so analizirplioteom zunajcelnega matriksa

Cicerike v suSnem stresu pri kultivarju, ¢oitljivem na suso, in kultivarju, ki je

toleranten na suso (Bhushan in sod., 2011). Udotew, da je raztino izrazanje

dolocenih proteinov povezano z raglim genotipom. Podobno Studijo s tremi
razlicnimi genotipi arasidov v suSnem stresu so ¢eali Kottapalli in sod. (2009). S
proteomsko analizo listov so identificirali protejrki so jih glede na funkcije razvrstili
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v deset skupin. Najwga skupina proteinov je povezana s funkcijami fotteze, lektini,
signalne transdukcije in vodnega stresa. Predvjdeda so dol®eni proteini udelezeni
pri mehanizmu tolerance na suso pri araSidih. Navetudija, ki so jo opravili
Kottapalli in sod. (2013), pa se osred@ona proteomsko analizo semen araSidov
izpostavljenih susi. Identificirali so 93 proteinoki so se raztino izrazali v susi.
Ugotovili so, da ima suSa napje vpliv na proteine udelezene pri glikolizi,
metabolizmu saharoze in Skroba ter metabolizmucatash kislin. Omenjena Studija
naj bi prispevala k dopolnitvi znanja za izboljS&adicine in kakovosti pridelka.

Navadni fizol na proteomskem nivoju Se ni bil velikaziskan, objav je malo, Se
posebno v povezavi s suSo. dfex raziskav je bila narejena na semenih in listih
navadnega fizola, vendar ne v povezavi s susoaliénte in sod. (2011) so objavili
rezultate proteomske analize fizolovih semen, krprimerjali tri razkine postopke
izolacije proteinov iz semen. Pri ekstrakcijskihtatah, ki sta vkljgevali triklorocetno
kislino v kombinaciji z acetonom in komercialni kphat za ekstrakcijo, so ekstrahirali
najvetje Stevilo zaloznih proteinov in proteinov, ki stgejo pri obrambi. Pri
ekstrakcijskem postopku, ki je vktiaval fenol, pa je bilo najeeproteinov povezanih z
metabolizmom ogljikovih hidratov. Marsolais in so@010) so analizirali proteom
semen, ki so imeli zmanjSano vsebnost fazeolinge kjlavni zalozni protein semena
fizola. ZmanjSana vsebnost fazeolina pripomoreholigani kvaliteti semen, saj pride
do pove€ane vsebnosti proteinov, ki vsebujejo aminokistimetionin ali cistein, ki sta
pomembni pri prehrani ljudi in Zivali. S pristoprahskriptomike, proteomike in
metabolomike so Mensack in sod. (2010) primerjahaiske razlike med akcesijami in
kultivarji navadnega fizola na nivoju semen. Analje pokazala, da so pristopi »omik«
uspesni pri léevanju in klasifikaciji kultivarjev glede na porekiTo potrjuje hipotezo,
da med kultivarji, ki pripadajo razhim genskim skladom, obstajajo razlike v genski
transkripciji, izrazanju proteinov ter sintezi inetabolizmom majhnih molekul. Lee J.
in sod. (2009) so analizirali proteom listov navega fiZzola, okuZenega z rjo, z
namenom, da bi dotdi razlike na nivoju proteoma pri infekciji z rjdJgotovili so, da
imajo pri obrambnem mehanizmu proti infekciji veliklogo proteini za odpornost
proti patogenom, ki jih kodirajo geni za odpornpsiti Skodljivim organizmom oz. R-
geni.

V povezavi s suSo so Sengupta in sod. (2011) dbjeezultate proteomske analize
korenin mungo fizola \({igna radiatg izpostavljenega razinim stopnjam susSnega
stresa. ldentificirali so proteine, ki sodelujejoi pletoksifikaciji povezani z ROS,

metabolizmu Zvepla, morfologiji korenin, sintezof@inov/energijskem metabolizmu in
celicnem signaliziranju (Sengupta in Reddy, 2011). N#tra stopnji suSnega stresa so
zaznali zmanjSane vsebnosti proteinov povezanitioskeletom, vendar se je njihova
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vsebnost powla pri daljSi izpostavljenosti stresu. Pri glikofainih, kot so lektini, pa
SO povéano vsebnost zaznali tako pri kratkotrajni kot tpdi daljSi izpostavljenosti
stresu, kar nakazuje na njihovo pomembno viogmgrivu na suso pri stéaicah. V
stresu so opazili tudi povano vsebnost proteinov, povezanih z oksidativniressim,
kot so Cu/Zn superoksidna dismutaza, oksidoredakiaaldehid reduktaza (Sengupta
in sod., 2011).

Mehanizem tolerance in odziv navadnega fiZola i@ S& ni natamo opredeljen, zato
smo se v doktorski nalogi osredétona analizo proteoma v suSnem stresu v listih in
steblih.

2.4 GLIKOZILACIJA PROTEINOV

Posttranslacijske modifikacije (PTM) igrajo pomerabwlogo pri Stevilnih ceéinih
procesih, kot so encimska regulacija, signalnasttakcija, vplivajo na lokalizacijo
proteinov, interakcije med njimi in njihovo stalkst. Proteomske metode med drugim
omoga&ajo tudi uspesno analizo modificiranih proteinov pgaptidov. Veliko Stevilo
razlicnin modifikacij, ki pogosto spremenijo fizikalno#kgske lastnosti proteinov, je
samo eden od izzivov proteomike. Proteinske maoditiile, ki otezujejo analizo, so
pogosto samo Zasno prisotne¢asovno in mestno spedifie (Reinders in Sickmann,
2007). V literaturi portajo o okoli 300 PTM, med katerimi sta najbolj pfeuani
glikozilacija in fosforilacija (Johnson in EyersQX0). Mnoge cedine funkcije pa
temeljijo tudi na drugih PTM, kot so acetilacijagtifacija, sulfatacija, ubikvitinacija in
druge (Mann in Jensen, 2003). ObSirna analiza¢rakdliPTM hkrati obtajno ni mozna,
zato so analize usmerjene predvsem na posamezrieinprooz. majhno Stevilo
proteinov, ali pa so usmerjene v analizén dola&ene spremembe. Pri naSem delu
smo predevali glikoproteine in glikozilacijo, zato se bommadaljevanju osredaiii

na podrobnejSi pregled glikozilacije.

Glikozilacija je ena izmed najbolj pomembnih in psgh oblik posttranslacijskih
modifikacij proteinov. Tako pri rastlinah kot tugli drugih evkariontih so najpogosteje
glikozilirani sekrecijski proteini. Dokene oblike glikozilacije pa se pojavljajo tudi na
Stevilnih citosolnih in jedrnih proteinih (Fitchetin sod., 2007).

Najbolj sta razSirjena dva tipa glikozilacije: Na O-glikozilacija. O-glikozilacija je
povezana s prisotnostjo oligosaharidov na hidraksi kisiku na stranski verigi serina,
treonina ali hidroksiprolina. Najbolj pogosti Odigni pri rastlinah so s
hidroksiprolinom bogati glikoproteini, ki so &®&oma prisotni na cealnih stenah ali
plazmalemi in jih lahko razdelimo na tri skupine: ksenzini, s
prolinom/hidroksiprolinom bogati glikoproteini terabinogalaktani. Prvi dve skupini
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imata pomembno strukturno viogo v ¢eili steni. Ranjeno tkivo in napad Skodljivcev
na rastlinska tkiva spodbudi sintezo d@oih proteinov skupine ekstenzinov in s
prolinom/hidroksiprolinom bogatih glikoproteinovra@binogalaktani pa imajo viogo pri
signaliziranju, razvoju in Sirjenju celic, c&lii proliferaciji in somatski embriogenezi. V
skupino s hidroksiprolinom bogati O-glikoziliranlikpproteini spadajo tudi lektini iz
druzine razhudnikovk Solanaceag ki vsebujejo neglikozilirano ogljikohidratno
domeno bogato s cisteini in glicini ter glikozilma domeno bogato s hidroksiprolinom.
Omenijeni lektini so prisotni v vakuolah rastlin mazinikovk, kjer predvidevajo, da
imajo vlogo pri obrambi patogenov (Fitchette in s@D07; Etzler in Mohnen, 2009).

Mnogo bolj kot O-glikozilacija je pri rastlinah rnakana N-glikozilacija, ki je povezana
z modifikacijo asparagina v zaporedju Asn-X-Ser/T(X je lahko katerakoli

aminokislina, razen prolina). Rastlinske N-glikat@hko razdelimo na Stiri tipe:
visokomanozne (oligomanozne), kompleksne, hibrigimepaucimanozne tipe (slika 4;
Etzler in Mohnen, 2009).

[l N-acetilglukozamin (GlcNAc)
@ Manoza (Man)

v Fukoza (Fuc)

Ksiloza (Xyl)

(O calaktoza (Gal)

Hibridni tip glikana Paucimanozni tip glikana

Slika 4: Vrste N-glikanov pri rastlinah (Etzler iohnen, 2009)
Figure 4: Types of N-glycans found in plants (Etaaed Mohnen, 2009)

Zagetna sinteza N-glikanov pri rastlinah in sesalelepaka, kasnejSe modifikacije N-
glikanov v golgijevem aparatu pa se razlikujejomSa&roces N-glikozilacije se e na
citosolni strani endoplazemskega retikuluma z ablibligosaharidnim prekurzorjem
(slika 5, Song W. in sod., 2011). Sledi preskokgadaharidnega prekurzorja na
lumensko stran endoplazemskega retikuluma, kjesisteza nadaljuje do strukture
GlcsMangGIcNAC, (Glc: glukoza; Man: manoza; GIcNAc: N-acetilglukozin). Ta
struktura je povezana s proteinsko verigo prekamgpnskega ostanka v zaporedju
Asn-X-Ser/Thr. Predvidevajo, da je okoli 70 % vsésn-X-Ser/Thr mest na
sekrecijskin proteinih glikoziliranih. To nakazujela je w@inkovitost glikozilacije
odvisna od Stevilnih dejavnikov, kot so vrsta arkisbn znotraj in poleg
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glikozilacijskega mesta, polozaj slednjega znopeptidne verige, hitrost zvijanja
proteinov in dostopnost dolihol prekurzorjev. Zaptendoplazemskega retikuluma se
terminalne glukoze ter eden ali dva manozna ostadk&pijo od GlgManGIcNAC,.
Nato sledi prenos glikoproteina v golgijev apaigér a 1,2-manozidaza odstrani do
Stiri manozne ostanke, da nastane strukturasMaletNAC,. Na tej stopnji so strukture
Mans.9GIcNAC, opredeljene kot glikani oligomanoznega tipa. Zatesio kompleksnih
glikanov je potreben dodatek N-acetilglukozaminskegtanka na manozni ostanek z
N-acetilglukozamin transferazo 1. N-glikani se poelpdu glikoproteina preko
sekrecijske poti nadalje modificirajo z glikozidazain glikoziltransferazami. Pri
kompleksnih glikanih je lahkar-1,3 fukoza vezana na GIcNAc if-1,2 ksiloza
povezana s centralnim manoznim ostankom (Song \&bdn, 2011).

ER Golgi 0
._
—J— —
; ugp % SBP a?f / N-glikani kompleksnega tipa
DPP— DPP —B () —p — —_— — —P&—b )
Q
@ Gntl —
ggb N-glikani manoznega tipa
SESALCI
— —> O —>

0 6le 0 6lcNAc  [JMan @plaGal DoalbFuc QNevAc @pL2Xyl qal3Fuc <JaldFuc P13 Gal

Glc (glukoza); GlcNAc (N-acetilglukozamin); Man (marza); Gal (galaktoza); Fuc (fukoza); NeuAc (N-
acetilneuraminska kislina); Xyl (ksiloza)

Slika 5: N-glikozilacija pri rastlinah in sesaldi8ong W. in sod., 2011: 1464)

Do razlik v glikozilaciji med rastlinami in sesalgiide v golgijevem aparatu.

Figure 5: N-glycosylation in plants and mammalsn@wV. et al., 2011: 1464)

Differences in glycosylation pattern between plarid mammals appear in the Golgi apparatus.

Pri rastlinah in zivalih imajo kompleksni glikanrigoten t. i. Lewis a epitop. Pri Lewis
a strukturi sta lahko oba ali pa samo en GlcNAamst povezana @-1,4 fukozo inf-
1,3 galaktozo, tako da se tvori bi- oz. mono-antema_ewis a struktura. Lewis a
epitopi so ponavadi prisotni na glikokonjugatih cgicni povrSinah pri sesalcih in
imajo vlogo pri prepoznavanju in adhezijskih proke®ri rastlinah so tudi prisotni na
celicnih povrSinah, kjer predvidevajo, da imajo vlogo kwmunikacijah med celicami
(Fitchette-Laine in sod., 1997).
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2.4.1 Posttranslacijske modifikacije in stres pri rastlinah

Objavljenih je zelo malo usmerjenih raziskav o el PTM proteoma pri rastlinah v
abiotskem stresu. Med objavami, ki obravnavajo iaeaPTM, so najvé porcaiali o
fosforilaciji. Pri abiotskem stresu ima fosforilgcipomembno vlogo pri signalni
transdukciji in uravnavanju funkcij Stevilnih en@m (Kosova in sod., 2011). Nage
raziskav o fosforilaciji proteoma v povezavi z ablom stresom so objavili na rizu.
Khan in sod. (2005) so pré&evali spremembe pri fosforilaciji proteinov v koneah in
listih mladih kal€ih rastlin riza, ki so bile izpostavljene stresARA, NaCl in nizkim
temperaturam. Izpostavitev stresu je poviao fosforilacijo kalretikulina, ki je
udelezen pri signalizaciji. Stres je powagtdosforilacijo tudi pri citoplazemski malat
dehidrogenazi pri stresu zaradi ABA in NaCl, driZpnoteinov s cinkovimi prsti pri
stresu zaradi ABA ter gliceraldehid 3-fosfat debgknazi in proteinu podobnemu
kalmodulinu pri stresu zaradi nizkih temperatur. téky so zaklj&ili, da sta
metabolizem glikolize in signalni procesi povezanikalcijem tesno povezana s
fosforilacijskimi kaskadami pri rizu v omenjenihrestnih pogojih. Chitteti in Peng
(2007) sta pretevala spremembe v fosfoproteomu riza v pogojihadtnPor@ala sta
o fosforilaciji v stresu pri ribosomalnem proteirmroteinu vr@éinskega Soka (hsp70),
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazi, engld; 3-glukozidazi in drugih. Ke in sod.
(2009) so poreali o fosfoproteinin pri rizu v suSnem stresu. Hifgsirali so deset
fosfoproteinov, kot so NAD-malat dehidrogenazagsiiimski protein, germinu podoben
protein, proteini inducirani ob stresu, prisotnoSBA in etilenu ter druge. Omenjeni
proteini prispevajo k nadgradnji znanja o regulaon mehanizmu v povezavi S
proteini induciranimi pri rizu v susi.

Na rizu so pretevali tudi vpliv nizkih temperatur na spremembe sebnosti
glikoproteinov (Komatsu in sod., 2009). Ugotovili, sla nizke temperature vplivajo na
spremenjene vsebnosti 12 glikoproteinov, ki so kvetneri udeleZzeni v procese
energijskega metabolizma. Med glikoproteini so tdmirali tudi kalretikulin, pri
katerem so ugotovili, da je v stresnih razmerah fagforiliran.

2.5 METODOLOSKI PRISTOPIV PROTEOMIKI

2.5.1 Masna spektrometrija

Tehnike, ki temeljijo na masni spektrometriji (MSJ9 zelo pomembne in najbolj
uporabljene pri identifikaciji proteinov, ki secip z 2D gelsko elektroforezo ali
direktno iz meSanice peptidov. MS analizira molekglede na njihovo razmerje med
maso in nabojem. Masni spektrometer je sestavijeineh glavnih delov: ionizatorja,
masnega analizatorja in ionskega detektorja. lomizaretvori molekule analita v
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ionizirano obliko, v masnem analizatorju se ioniijlo glede na razmerje med maso in
nabojem (m/z), detektor pa izmeri ionski tok prisamezni vrednosti m/z (Canas in
sod., 2006).

lonizacijske tehnike, ki so bile na voljo za delprsteini, so v preteklosti vkijievale
ionizacijo s hitrimi atomi, desorpcijo v plazmi innizacijo s termosprejem. Spadajo
med »mehke« ionizacijske tehnike, ki pretvorijoikelmolekule v plinsko fazo, brez
porusenja integritete molekul. Pri omenjenih meko@a najveéji problem povezan z
ob¢utljivostjo, saj so za analizo potrebne velike &ole vzorca, kar je tudi glavni
razlog, da omenjene ionizacijske tehnike niso piienerne za rutinsko identifikacijo
proteinov. Danes se za potrebe protemskih raziskgve: uporabljata ionizacija v
nosilcu z lasersko desorpcijo (MALDI) ter elektrogjpionizacija (ESI). Pri ionizaciji z
elektrosprejem se tvorijo majhne kapljice topila,vkebujejo preiskovane molekule
analita. Topilo se odstrani s toploto ali druginmi ¥energije (energijska kolizija), ko
kapljice vstopijo v masni spektrometer. Pri tejrtiéddnse obéajno ohranijo nekovalentne
vezi, kot so protein-protein interakcije (YatesP@pFeng in sod., 2008).

loni iz ionizatorja potujejo do masnega analizapkjer se I6ijo glede na razmerje
med maso in nabojem (m/z). Uporablja s& west masnih analizatojev, kot so magnetni
sektorski analizator, analizator tas preleta ionov (TOF), kvadropolni analizator (Q)
in Se nekateri. Zelo se uporablja tudi Orbitrap mhasalizator. Pri orbitrapu se ioni
ujamejo v elektrostatno polje, ki se tvori z dvema elektrodama. Elekitrathogaata
potovanje ionov, ki potujejo razho, glede na raziho razmerje med maso in nabojem.
Klju¢ne prednosti tega analizatorja sta visokdjilmst in zmoznost doléitve natakine
mase (Hu in sod., 2005; Scigelova in Makarov, 2006)

MS tehnike lahko vkljgujejo razltne kombinacije ionizatorjev in detektorjev ter
tandemske masne spektrometre (MS/MS), ki so s¢mtaviz vee enot masnih
analizatorjev, ki so med sabo sklopljeni (Agrawasod., 2005; Canas in sod., 2006).

2.5.2 »Shotgun« proteomika

Po razvoju in nadgradnji tehnik kromatografije, maspektrometrije in proteomske
bioinformatike, se je uveljavila »shotgun« protekaiki predstavlja pomembno orodje
pri analizi kompleksnih proteinskih vzorcev, kot #ava, celice, organeli in drugi
proteinski kompleksi. Tehnika ne temelji na uporgeiov, temve na |citvi peptidne
meSanice s tekinsko kromatografijo (LC), ki je sklopljena z MSCEMS) (Swanson
in Washburn, 2005).
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Obi¢ajno so proteinski vzorci pretyekompleksni, da bi zagotovili njihovo uspesSno
locitev s t. i. »eno-dimenzionalno« separacijsko tebnkot je LC. Vzorci proteinov se
obicajno razgradijo z encimsko razgradnjo v meSaniquigev, ki se nato I&jo s t. i.
vecdimenzionalnimi tehnikami za identifikacijo protewn (multidimensional protein
identification technology, MudPIT). V primeru zekmmpleksnih proteinskih meSanic
je potrebna frakcionacija proteinov pred njihovordkderizacijo. Za ta namen se
uporablja ionsko-izmenjevalna, afinitetha kroma#dige in kromatografija na osnovi
hidrofobnih interakcij. Po frakcionaciji vzorcev sbrane frakcije analizirajo z LC-MS
(slika 6; Weckwerth, 2008).
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Slika 6: Primerjava tehnike 2D gelske -elektroforeire »shotgun« proteomike z uporaboc¢ve
dimenzionalne MudPIT (Weckwerth, 2008: 179)

Figure 6: Comparison of shotgun proteomics usingd®i technology with 2D electrophoresis
(Weckwerth, 2008: 179)

2.5.3 lIdentifikacija proteinov

Za identifikacijo proteinov z MS sta se uveljavdaa pristopa proteomske analize: od
»zgoraj navzdol« (top-down) in od »spodaj navzg@ettom-up). Pristop analize
proteinov od »spodaj navzgor« temelji na encimsakigradnji proteinskega vzorca na
manjSe peptide, ki se analizirajo z MS. Uporabdj@s proteomika od »zgoraj navzdol«.
V nasprotju z eksperimenti od »spodaj navzgordusanalizirajo intaktni proteini, ne
pa encimsko razgrajeni. V obeh primerih se za itlkatijo proteinov obéajno
uporablja tandemski masni spektrometer (Han in, 26018).
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Pri pristopu od »spodaj navzgor« se najuporabljata peptidno mapiranje ide>nove
sekvenciranje proteinov. Pri peptidnem mapiranjotgine oz. proteinske lise, ki nas
zanimajo, izrezemo in razgradimo na fragmente. Vidmen se uporabljajo proteaze,
kot sta tripsin ali endoproteinaza LysC. Nastaletgwliticne peptide analiziramo z MS,
kjer dobimo masni spekter za posamezen proteimtifdacijo proteina izvedemo s
pomaijo primerjave masnega spektra z bazami podatkoverkieljijo na teoretnih
masah proteina ali pa eksperimentalno &ehth masah fragmentiranih proteinov. Za
analizo dobljenih masnih spektrov proteinov so akovrazlicni ratunalniski programi
(MASCOT, PROFOUND,...), ki so prosto dostopni pieternetnega spleta (Canas in
sod., 2006; Nesvizhskii in sod., 2007).

»De novex sekvenciranje proteinov je povezano s tandemskasnim spektrometrom,
ki fragmentira peptide in zabelezi spekter fragmgmionov. Za fragmentacijo ionov
se najvékrat uporablja fragmentacija s potjo kolizijske celice (CID — s trkom
povzratena disociacija), kjer ioni molekul interagirajorolekulami inertnega plina ter
se razbijejo na manjSe delce. Pride do fragmeetaeptidne vezi, ki je tudi najSibkejSa
med ostalimi kovalentnimi vezmi v peptidu. Tu sertta dva fragmenta, glede na
pozicijo pozitivnega naboja, ki ostane na peptide. ostane pozitivni naboj na N-
terminalnem koncu peptida, dobimo fragmente iommenovane b ioni. V primeru, da
ostane pozitivni naboj na C-terminalnem koncu, pbimo y ione (slika 7). Ob cepitvi
vezi med G in karbonilno skupino nastanejo ioni a in ioniok, cepitvi vezi med £in
duSikovim atomom, pa nastanejo ioni c ter ioni za Noncu identificiramo
aminokislinsko zaporedje z odStevanjem mas sodedmjov in zaporedje primerjamo
z bazami podatkov ter ddfimo, kateremu proteinu daleno zaporedje pripada
(Aebersold in Goodlett, 2001; Chen, 2008).
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Slika 7: Prikaz nastanka fragmentov peptidnih iomorjihove oznake (Aebersold in Goodlett, 2001:
277)

Figure 7: Presentation of peptide ion fragmentagiod its nomenclature (Aebersold in Goodlett, 2001:
277)

2.5.4 Kvantifikacija proteinov oznaéenih s stabilnimi izotopi v proteomiki

V preteklosti so proteomske raziskave temeljile idantifikaciji in karakterizaciji
proteinov, danes pa so zlasti usmerjene h kvatiiat in primerjalnim analizam. K
temu je pripomogel hiter razvoj na podw kromatografskih tehnik, masne
spektrometrije in bioinformatike. S kvantitativnooppomsko analizo lahko daiono
razlike v izrazanju proteinov, prisotnih v raziih stanjih. Razlike v izrazanju lahko
dolocimo z analizo gelov po gelski elektroforezi in zabhmo rezultatov metod, ki
temeljijo na »shotgun« proteomiki. Pri kvantifik@gdroteinov I@&imo absolutno in
relativno kvantifikacijo. Absolutna kvantifikacijalolota koncentracijo dolkenega
proteina v celici ter v@noma temelji na metodah MS, ki omaggo kvantifikacijo s
stabilnimi izotopi. Relativha kvantifikacija pa jgovezana s kalino proteina, ki jo
primerjamo pri razlinih eksperimentalnih pogojih. Podatki o kvantifiegroteinov so
lahko pri uporabi raztnih metod in v razéinih laboratorijih razkni, zato je potrebno
rezultate kvantifikacije obravnavati previdno. Zalatitev ustreznega ka@nega
rezultata kvantifikacije je smiselno v izt vkljuciti Stevilne bioloSke in tehniSke
ponovitve (Baginsky, 2009; Corthals in Rose, 2007).

Za kvantifikacijo proteinov, ki ne temelji na gelsiektroforezi, je najbolj v uporabi
ozn&evanje proteinov s stabilnimi izotopi. Za ta namsa uporabljajo stabilni,
neradioaktivni izotopi, kot séH, °C, N in *®0. za vkljwitev stabilnih izotopov v
peptidne in proteinske verige so se v ngjvaeri uveljavili trije pristopi — s kemijsko
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reakcijo, encimski nan in ozn&evanje z aminokislinami v gojig (Canas in sod.,
2006).

Pristop in kvantifikacija s stabilnimi izotopi imaekaj omejitev, ki so povezane s
kompleksno in dolgo pripravo vzorcev, potrebo psoki koncentraciji vzorcev,
visokimi stroSki reagentov, nepopolnim ozeeanjem in potrebo po specii
programski opremi za kvantifikacijo. Zaradi teh onsmih omejitev se je razvila
potreba po proteomskih tehnikah, ki bi omégle kvantifikacijo brez ozravanja
proteinov (label free quantification — LFQ) in dgkehitrejSo, cenejSo in enostavnejso
kvantifikacijo rezultatov. Pri postopku z izotopgskbzn&evanjem proteinov se rati
proteinski vzorci po katanem ozné&vanju zdruzijo, meSanica razio ozn&enih
proteinov pa se pripravi za analizo s t@ksko kromatografijo sklopljeno s tandemsko
masno spektrometrijo (LC-MS/MS). Pri LFQ proteomga se vsak vzorec deno
pripravi in analizira z LC-MS/MS (slika 8; Zhu ind., 2010).
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Slika 8: Osnovni princip za kvantifikacijo protenpri proteomiki, ki ne temelji na gelih (Zhu inco
2010: 2)

A) Potek analize proteinov oz¢enih s stabilnimi izotopi; B) potek analize necsaih proteinov.
Figure 8: General approaches for quantificatioproteins for non-gel based proteomics (Zhu et@L02
2)

A) Isotope labeling method; B) label-free quanttatproteomics.

24



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

2.5.5 Analiza glikoproteinov

Glikoproteomika in glikomika sta nepogresljivi ojoda predevanje glikoproteinov
(An in sod., 2009). Glikoproteomika je povezanadentifikacijo glikoproteinov iz
kompleksnih meSanic proteinov in z informacijo d&dbzaciji glikozilacijskih mest.
Dolocitev strukture glikanov pa je opredeljena z glikkmi

Izolacija glikoproteinov v&inoma temelji na afinitetnih metodah, ki so povezan
uporabo lektinov. Lektini so skupina proteinov glikoproteinov s specifno afiniteto
vezave na ogljikove hidrate, ki so prisotni na pmaih ali lipidih (Etzler in Mohnen,
2009). Lektini se reverzibilno vezejo na mono- aligosaharide, vendar nimajo
katalitske aktivnosti. Pri lektinski afinitetni kmatografiji se na lektine datenega tipa,
ki so imobilizirani na trdnem nosilcu, vezejo glikoteini preko sladkorne enote,
nevezani proteini se sperejo, adsorbirani glikagmtpa se eluirajo s spedfiim
elucijskim pufrom (West in Goldring, 2004). Edemnigd najbolj uporabljenih lektinov
je konkavalin A (ConA) iz stinice Canavalia ensiformis,ki se veZze na
visokomanozne in hibridne tipe N-glikanov. Nekatektini se lahko veZejo tudi na O-
glikoproteine. Pri tem je potrebno omeniti agluting pSeninih kakkov (WGA), ki
veze glikoproteine s terminalnim N-acetilglukozaorm (GIcNAc) na N-glikanih ter
tudi dolazene O-glikane, kot je O-GIcNAc.

Izolirane frakcije glikoproteinov lahko v nadaljeya lo¢imo na poliakrilamidni
elektroforezi v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) aliodimenzionalni poliakrilamidni
elektroforezi (2D-PAGE), potem pa lise proteinovnks zanimajo, analiziramo z MS.
Lahko pa glikoproteine analiziramo direktno z M&dipredhodne titve na PAGE.
Kljub napredku tehnik za analizo proteoma z MS degpkoproteomiki znanost Se
vedno sréuje s Stevilnimi izzivi pri vrednotenju spektrovi{€n in Pramanik, 2009).

Glikomika je povezana z ddiuvijo strukture glikanov, ki v glavnem temelji raaalizi
Z uporabo tehnik MS. S portjo PNGaze A se s proteinov sprostijo N-glikani,ekdt
strukturo lahko na podlagi podatkov iz MS dfoo s speciftnimi programi. Poleg
PNGaze A lahko proteine razgradimo s tripsinomJiain@mo z MS, ter tako dotomo
maso glikopeptidov ter glikanov (Song W. in sod12).

Napredek pri analizi glikoproteinov je v zadnjihsé#etjih zelo razviden, zlasti zaradi

napredka instrumentov v MS ter razvoja kemijskihbiokemijskih strategij, ki se
ukvarjajo s kompleksnimi problemi v glikoproteom{Hiissot in sod., 2009).
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2.5.6 Baze podatkov in interakcijske mreze proteinov

Do sedaj je v celoti sekvenciranih le nekaj genom@jih rastlin, kot so navadni
repnjakovec, soja, trnata meteljka, riz, topBbgulus trichocarpg sirek Sorghum
bicolor), vinska trta VYitis viniferg, koruza ter genom modelne traBeachypodium
distachyon(Remmerie in sod., 2011). Vendar niti eden od nigStastlinskin genomov
ni dokortno dolaen (anotiran). Tudi v primeru najbolj raziskane mloé rastline
navadnega repnjakovca, katere genom so sekvernmiealidesetimi leti, vsebuje zadnja
izpopolnjena baza podatkov TAIR10 (2012), 12 % hetkmega genoma in 30 %
genoma povezanega z neznano molekulsko funkcijdolfte je v primeru razvrstitve
genskih produktov glede na bioloSke procese (12e#olaieno in 34 % neznano) in
celicne komponente (20 % nedo&no in 26 % neznano) (Lamesch in sod., 2012). V
primeru, da ima doken organizem sekvenciran genom, vendar njegov genoetoti

ni dolaten, je informacija o funkcijah proteinov vezanahaanologne proteine.

Vecina eksperimentov v proteomiki temelji na identidji velikega Stevila proteinov
iz celicnih, tkivnih ekstraktov ali lizatov iz organelovriRem tvorijo identificirani
proteini, ki so prisotni v doleeni Zivljenjski dobi v celici, kompleksne interajeis
Stevilnimi drugimi proteini. Kot pri drugih orgamzh so tudi pri rastlinah interakcije
med proteini zelo pomembne, saj sodelujejo priiBtévfizioloSkih procesih, kot so
fotosinteza, rast ce€lnih sten, odziv na stres ter drugih. Zato je dibdw protein-protein
interakcij (PPI1) bistvenega pomena, da bi dobilogled v kompleksno sestavo
bioloSkih procesov (Remmerie in sod., 2011).

Baze podatkov za PPI vsebujejo tako eksperimentalhtudi teoretine podatke o PPI.
Za rastline je podatkov o PPI zelo malo v primérjavdrugimi organizmi, kot so
kvasovke in modelni organizmi za Zivali. Navadrpnkovec in riZz pa sta se uveljavila
kot modelna sistema za rastlinske PPI. Dostopnihejaj baz podatkov, ki vsebujejo
informacije o PPl za Stevilne Zivalske in rastliaskrste. Prva baza podatkov o
teorettnih interakcijah za navadni repnjakovec na osnaiologije je bila objavljena
leta 2007. Vsebovala je informacije o interakcijahtologov iz kvasovk, gliste
Caenorhabditis elegansinske musice igloveka (Geisler-Lee in sod., 2007). Kasneje
so vzpostavili bazo podatkov IntAct, ki vsebuje vegje Stevilo eksperimentalno
pridobljenih interakcij v rastlinah (¢&a jih je od navadnega repnjakovca). IntAct
vsebuje 8000 podatkov o interakcijah za navadnnjeiqovec, kar je vseeno malo v
primerjavi s 70000 interakcijami pri kvasovkah¢wat 40000 pricloveku, okoli 30000
pri musici ter okoli 10000 pri nemato@i. elegansn misi (Kerrien in sod., 2012). Poleg
IntAct vsebuje spletna podatkovna baza podatkov INTR eksperimentalne in
teorettne informacije o interakcijah z daeno oceno zaupanja (Szklarczyk in sod.,
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2011). STRING deluje na osnovi algoritmov, ki tefij@lna PPI in predvidevajo, da
imajo proteini, ki interagirajo med sabo,¢je verjetnost, da imajo podobno biolosko
funkcijo kot pa proteini brez medsebojnih intergkdPredhodno omenjena baza
podatkov TAIR vkljiuje poleg informacij o genskih druzinah, struktumtunkcijah
genov, raznih laboratorijskih protokolih in metabb poteh, tudi informacije o PPI
(Lamesch in sod., 2012). Mnoge od baz podatkov R& ifajo moznost grafne
ponazoritve medsebojnih interakcij v obliki poveiramozlov. Eden izmed programov
za vizualizacijo, modeliranje in analizo molekutskn genetskih interakcijskih mrez je
program Cytoscape (Cline in sod., 2007). Cytosahpmui$a moznost uporabe drugih
programov, kot je npr. BINGO (Maere in sod., 20@%iotraj programa. BINGO daig
katere ontologije genov so statisid zn&ilno zastopane v izbrani skupini genov oz.
proteinov. Program ima zmoznost, da uvrsti Zelermeepe v doldene kategorije na
osnovi njihovih specifinih celicnih in molekulskih funkcij ter bioloSkih procesov
(Maere in sod., 2005).

Podatki, ki jih pridobimo iz interakcijskih mrezuporabo doldenih baz podatkov in

grafi¢cnih orodij, prispevajo k boljSemu razumevanju fupkosameznih proteinov, PPI
in speciftnih poti v kompleksnih sistemih.

27



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranitiikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarig.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK POSKUSA

Na sliki 9 je prikazan potek celotnega poskusge ki nadaljevanju podrobno razlozen

po posameznih fazah.
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Slika 9: Shematski prikaz eksperimenta od pripragtinskega materiala do poteka proteomskih analiz
Figure 9: Schematic overview of the workflow of pianaterial preparation and proteomic analysis
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3.1.1 Rastlinski material

V poskus smo vklj@li dva kultivarja navadnega fiZzola, ki sta se veginodnih
raziskavah (Hieng in sod., 2004; Kavar in sod.,80@zlikovala v toleranci na suso,
Starozagorski (Semenarna Ljubljana, Slovenija) telerantnejSi Tiber (Clause
Semences, Francija). 1z tuje genske banke (Centeonlacional de Agricultura Tropical
(CIAT), Kolumbija) smo pridobili seme kultivarja BR 477, ki je po podatkih iz
literature toleranten na suso (Miklas in sod., 3006

3.1.2 Priprava rastlinskega materiala

Poskus smo izvedli v plastenjaku poskusnega céfratijskega instituta Slovenije v
Jabljah pri Trzinu v pogojih naravne svetlobe, temagure in vlage. Poskus je potekal
od konca marca do sredine maja 2010. Semena snawifpos meSanico substrata
(Klasmann, Ner@ja) in vermikulita (1:1, v/v), in sicer po tri s&ama v 40 loncev za
posamezen kultivar. Deset dni po kalitvi smo zmahgevilo rastlin na eno rastlino na
lonec. Rastline smo redno zalivali z enakim volumnaode. Po petih tednih rasti smo
polovico rastlin prenehali zalivati, drugo polovistlin pa smo normalno zalivali in so
sluzile kot kontrolne rastline. Rastline smo wioi7. (blagi stres), 12. (zmeren stres) in
17. dan (moan stres) po prenehanju zalivanja (preglednicaPt)sedemnajstin dneh
izpostavljanja susnim razmeram smo preostanekirraststresu ponovno zalili in jih
redno zalivali Se naslednjih sedem dni, nato padiiwzokenje. Z regeneracijo rastlin
smo hoteli preveriti, ali so bile rastline ob ponem zalitju sposobne premagati stres.
Pri vsakem vzatenju smo vzdtili rastline v susi ter kontrolne rastline. Tako kite
rastline pri posameznem vzenju v enaki fazi rasti, kar je za proteomsko prjaieo
analizo kontrolnih rastlin in rastlin v susi zelompembno. Pri vsaki od treh obravnavani
susnih razmer in eno fazo regeneracije smo pridpeéilrastlin, ki so bile izpostavljene
susi in pet kontrolnih rastlin. Skupno smo prido#0 vzorcev za posamezen kultivar.

Preglednica 1: Poskus susnega stresa pri izbraiftidejih navadnega fizola
Vzorgili smo pet rastlin v stresu in pet kontrolnih taspri vsakem obravnavaniju.
Table 1: Experiment of drought stress in selectétivars of common bean

Five stressed and five control plants were hardesteach treatment.

Obravnavanje Vzoréenje rastlin po prenehanju zalivanja

susa 1/ kontrola 1 7. dan

suSa 2 / kontrola 2 12. dan

susa 3/ kontrola 3 17. dan
regeneracija rastlin v susi / kontrola 4 7. darz@etku zalivanja rastlin v susi
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Za analizo celokupnih proteinskih ekstraktov izdisz dvodimenzionalno diferéno
elektroforezo (2D-DIGE) pri vseh treh kultivarjilme vzogili tretji (gledano od spodaj
navzgor) sestavljen list, srednji litzavili v folijo in takoj zamrznili v tekéem dusSiku.
Enega od stranskih ligev smo uporabili za dotanje relativnhe vsebnosti vode. Za
analizo glikoproteinov smo pri kultivarju Tiber wzdi celoten drugi sestavljen list. Za
proteomsko analizo stebel smo pri Tibru WiorSe stebla, in sicer tri internodije od
prvega pravega do tretjega sestavljenega lista.Weece smo shranili na -80 °C do
nadaljnjih analiz.

3.1.3 Doloéanje relativne vsebnosti vode v listih in vsebnostiode v substratu

Vodni status rastline smo opredelili z relativheelsostjo vode (RVV) v stranskem
listicu tretjega sestavljenega lista. List smo takoj gazemu zaprli v stehtano plasto
epruveto z zamaskom, ga stehtali in tako &blevezo maso (r). Nato smo list
polozili v plasténo petrijevko na filter papir, ki smo ga predhodnamaili z
destilirano vodo. Pustili smo 24 ur, da se jeriasitil z vodo, ga stehtali in tako déild
nasteno maso (m9. Listu smo nato dololi Se suho maso (gh s suSenjem do
konstantne mase na 80 °C. RVV smodarali po enabi 1:

7™ 100 (D)

nas — My

RVV (%) =

Pri rastlinah v suSnem stresu smo didldudi vsebnost vode v substratu (VVS). Vzorec
substrata smo vzeli iz notranjosti lonca, ga steltatako dol@ili svezo maso (n).
Substrat smo nato suSili na 105 °C za 24 ur in @olsuho maso (). VVS smo
izracunali po endbi 2:

m; —m
VVS (%) = %x 100 (2
2

3.2 EKSPERIMENTALNO DELO

3.2.1 Analiza celokupnih proteinov v listih kultivarjev T iber, Starozagorskiéern
in BAT 477 z 2D-DIGE

3.2.1.1 Priprava proteinskih ekstraktov iz listov kultivawj Tiber, Starozagorskiern
in BAT 477

Glede na rezultate RVV v listih smo se ailip da naredimo analizo celokupnih
proteinskih ekstraktov le pri obravnavanjih susSkoBftrola 2 in suSa 3/kontrola 3. Pri

30



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

tem smo v analizo vKlIjtli Stiri bioloSke ponovitve za vsako obravnavapjevseh treh
kultivarjih. Proteinske ekstrakte iz listov smoguavili po naslednjem postopku:

zamrznjene liste smo prenesli v terilnico napolojertek@im duSikom, nato pa
s pestilom ustvarili droben prah, ki smo ga razidelnikrocentrifugirke (2 ml);

k 150 mg zdrobljenega prahu smo dodali 10 % TC%g DTT v acetonu;
vsebino smo premesali na vibracijskem meSalnikintarbirali 2h na -20 °C;
vsebino smo centrifugirali 15 min pri 13000 g iAG ter odstranili supernatant;
oborino smo sprali z 1 % DTT v acetonu, centrifalyil5 min pri 13000 g in 4
°C ter odstranili supernatant;

spiranje oborine smo ponovili Se dvakrat oz. dokiborina ni postala bledo
rumene barve;

oborino smo posusili na zraku;

oborini smo dodali 0,5 ml solubilizacijskega puffaM urea, 2 M tiourea, 4 %
CHAPS, 30 mM Tris, pH = 8,5);

za zagotavljanje dinkovite solubilizacije smo vsebino meSali na vibjskem
meSalniku 20 min pri sobni temperaturi;

vsebino smo centrifugirali 15 min pri 13000 g inZDter supernatant prenesli v
novo mikrocentrifugirko;

supernatant smo ponovno centrifugirali 15 min p80d0 g in 20 °C ter
supernatant prenesli v mikrocentrifugirko;

proteinskem ekstraktom smo d&ilo pH s pH papitki ter z 0,5 M NaOH
uravnali pH na priblizno 8,5;

proteinske ekstrakte smo shranili na -80 °C do ljigdauporabe.

Zaradi nekompatibilnosti pufra v proteinskih ekktita z reagenti v kompletu RC DC
Protein Assay (BioRad) nismo uspeli déto koncentracije, zato smo za oceno
vsebnosti proteinov uporabili NaDS-PAGE. K enakinolwnnom proteinskih
ekstraktov smo dodali 2x nanaSalni pufer za NaD&PA125 mM Tris-HCI pH = 6,8,
4 % SDS, 20 % glicerol, 10 % 2-merkaptoetanol, 0%4bromfenolmodro). Tako
pripravljene vzorce smo nanesli na predhodno priae gele (4-12 % Bis-Tris Gel,
Invitrogen), elektroforezno katko (XCell SureLock Mini Cell, Invitrogen) pa
napolnili z 1x MOPS NaDS pufrom (Invitrogen). EleXbreza je potekala pri 200 V,
dokler barvilo ni zapustilo dna gela. Gele smo nat®m uro barvali z raztopino
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250), ki jsebovala 50 % metanol, 7 %
ocetne kisline in 0,1 % CBB R-250. Sledilo je raztaaje gelov z 20 % metanolom in 7
% ocetno kislino za dve uri. Slike gelov smo zaggilitalcem Epson.
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3.2.1.2 2D-DIGE proteinskih ekstraktov iz listov kultivay&iber, Starozagorskiern
in BAT 477

Sestnajst proteinskih ekstraktov pri vsakem kulfivasmo oznaili s fluorescentnimi
barvili (NH DyeAGNOSTICS) po naslednjem postopku:
- priblizno 50 pg posameznega vzorca smo &fina 1 ul raztopine barvila G-
Dye200 ali G-Dye300 s koncentracijo 400 pmol. Pmowzorcev smo ozridi
z G-Dye200, drugo polovico z G-Dye300;
- interni standard smo oz&ikh z G-Dyel00. Interni standard je predstavljal
meSanico vseh 16 vzorcev po 25 ug proteinov;
- vzorce z barvili smo inkubirali na ledu in v tentl Bin;
- reakcije smo prekinili z dodatkom 1 ul raztopine m&kinitev reakcije ter
inkubirali na ledu in v temi dodatnih 10 min terkda kortali reakcije
ozna&evanja.

Nadaljevali smo z zdruZevanjem vzorcev za nanodraileove z imobiliziranim pH
gradientom (IPG; 24 cm, pH 5-8, Bio-Rad). Vzoremaien z G-Dye200, smo zdruZili
z vzorcem ozngenim z G-Dye300 ter z daienim volumnom internega standarda
oznaenega z G-Dyel00. Zdruzenim vzorcem smo dodaldreabijski pufer (7 M urea,

2 M tiourea, 4 % CHAPS, 0,5 % IPG pufer 3-10, 0,2D%T, 0,002 % bromfenol
modro) do volumna 450 ul, ki je d@en kot maksimalen volumen za uporabljene
trakove. Tako pripravljene vzorce smo razporediliee rehidracijskega pladnja, na
vzorce polozili trakove z IPG, nanesli posebno dligryStrip Cover fluid, GE
Healthcare), ki prepteije izhlapevanje vzorca, pokrili z aluminijastoijolter pustili
inkubirati ¢ez n@& pri sobni temperaturi.

Naslednji dan smo trakove prenesli v pladenj zaledricno fokusiranje, ki je potekalo
po protokolu:

- 200V 1h;

- 500V 1h;

- 1000V 1h;

- gradient do 8000 V 30 min;

- 8000V 9h;

- gradient 100 V 30 min;

- 100V 6 h.

Trakove smo sprali z destilirano vodo in jih polo¥iposode za uravnotezenje trakov,

ki je potekalo 20 min v 10 ml pufru za uravnotee(G0 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M
urea, 30 % glicerol (87 %), 2 % NaDS) z 1 % DTTfdPemo nato odlili ter ponovili
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20 min inkubacijo v pufru za uravnoteznje, ki jemmesto DTT-ja vseboval 5 %
jodoacetamid. UravnoteZenje trakov je potekalotresalniku ob rahlem stresanju.

Za Iatevanje proteinov v drugi dimenziji smo pripravibl@krilamidne gele velikega
formata (20 x 25 cm) v sistemu, ki om@gopripravo 14 gelov (DALTtwelve Gel
Caster, GE Healthcare). Gelsko raztopino (12,5 Ylamkid/bisakrilamid, 0,375 M
Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % NaDS, 0,04 % APS, 0,019 %VIHD) smo Vlili v kasetni
sistem, spodnji del sistema pa napolnili z nadontesiztopino (0.375 M Tris-HCI pH
8.8, 50% glicerol, bromophenol modro), ki je izpada gelsko raztopino, in tako
prepreili polimerizacijo gelske raztopine v spodnjem dsigtema. Gelsko raztopino
smo prekrili z 0,1 % NaDS, po dveh urah nalili stjegalno raztopino (0,375 M Tris-
HCI pH 8,8, 0,1 % NaDS) ter pustilez n@& na sobni temperaturi. Nato smo
shranjevalno raztopino odlili, na povrsino gelovnastili trakove ter jih prekrili s toplo
raztopino agaroze (1x MOPS NaDS pufer (Invitrogérh,% agaroza, 0,2 % bromfenol
modro). Sistem za elektroforezo smo napolnili s 1010x elektroforeznega pufra
(250 mM Trizma base, 1,92 M glicin, 1 % NaDS), dod&l,O do 7,5 | ter namestili
gele s strnjeno agarozo v sistem za elektroforBtar Dalt twelve, GE Healthcare). Z
geli napolnjeno elektroforezno komoro smo prelil2 2 2x elektroforeznega pufra ter
priklopili vodno ¢rpalko, ki je premeSala elektroforezni pufer.

Elektroforeza je potekala pod naslednjimi pogoji:
- 2,5W/ gel 45 min;
- 25W/gel4h.

Na koncu smo pridobili tri sete po osem gelov ®riscentno ozranimi proteini iz
treh kultivarjev navadnega fizola. Gele s fluoredéne ozn&enimi proteini smo
uporabili za obdelavo gelov, ki je vsebovala prifmer proteinskih lis med geli. Za
identifikacijo izbranih proteinskih lis, ki smo jilerezali iz gelov, pa smo pripravili
preparativne gele po zgoraj opisanem postopkuale tem primeru proteinov nismo
fluorescentno ozridi, rehidracija trakov z IPG in nadaljnja doa proteinov pa je
potekala z okoli 250 pg celokupnih proteinov. Pa&@bloproteinov z 2D gelsko
elektroforezo smo gele barvali z raztopino CBB R-2i0 postopku opisanem pod
3.2.1.1. Gele smo sprali z destilirano vodo tempjitstili v destilirani vodiez n&, nato
pa jih shranili v plastine folije pri 4 °C. Tako smo pridobili gele, ki ssebovali
zadostno kotiino proteinov iz posameznih proteinskih lis, ki snio izrezali in
identificirali.
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3.2.1.3 Slikanje gelov in analiza slik gelov proteinskihstaaktov iz listov kultivarjev
Tiber, Starozagorskiern in BAT 477

Gele s fluorescentno ozfenimi proteini smo zajeli &talcem Ettan DIGE Imager (GE
Healthcare), pri specini valovni dolzini ekscitacije in emisije za posamne barvilo,

ki je dolatena s strani proizvajalca fluorescentnih barvilke&lgelov smo obdelali s
programom Progenesis SameSpot, verzija 4.1 (Nanlibgnamics). S programom smo
dolccili proteinske lise, izvedli prileganje gelov inasisticno analizo proteinskih lis. Za
posamezen kultivar smo naredilicemo analizo slik gelov. Program je izvedel
prileganje posamezne slike gelov z internim stashatar na gelu, nato pa Se prileganje
posamezne slike internega standarda z izbranimergfém vzorcem. Interni standard
je tako sluzil za normalizacijo podatkov pri analibravnavanih vzorcev. Prileganje
gelov je program izvedel avtomatsko, nato pa snemnapje posameznih lis med geli
rocno preverili in po potrebi prileganje popravili. Kaezultat smo dobili normalizirane
volumne lis, ki smo jih uporabili za vnos v progradnscrambler verzija 10.0.1
(CAMO) za dodatne statigtie analize. Z omenjenim programom smo izvedli aoali
glavnih komponent (PCA) in regresijo delnih najngdmj kvadratov (PLS). Izbira
proteinskih lis za analizo z MS je temeljila na @@nrezultatov analize gelov iz
Progenesis SameSpot, kjer smo pridobili informaoijéaktorju razlike, ki je doken
glede na povpgge normaliziranih volumnov med vzorci rastlin vestu in kontrolnih
rastlin oz. obratno (faktor razlike > 1,3) terip-g- vrednosti testa ANOVA (p < 0,05 in
g < 0,05). Dodatno smo upostevali Se analizo Pio&lizo PCA pa smo uporabili za
matematini prikaz grupiranja obravnavanih vzorcev.

3.2.1.4 Identifikacija proteinov iz listov kultivarjev Tilvein Starozagorskiern z
masno spektrometrijo

Iz preparativnih gelov barvanih s CBB R-250 smoratibproteinske lise, ki so se
statisttno zn&ilno razlikovale glede na normalizirani volumen medtlinami v stresu
in kontrolnimi rastlinami. Te proteinske lise snu@mo izrezali z uporabo nastavka za
pipetiranje in proteine pripravili za analizo z MSencimsko razgradnjo proteinov s
tripsinom (Shevchenko in sod., 2007):
- delce gelov s proteini smo sprali s 50 % acetdoitriza odstranitev barvila
CBB R-250 in ngista¢ (NaDS);
- sledila je inkubacija 1 h na 55 °C ter odstranr&topine;
- brezbarvne delce gelov smo izsuSili s 100 % acktimmn ter inkubirali pri
sobni temperaturi 15 min;
- raztopino smo odstranili ter gelom dodali raztopinpsina (Promega) v 50 mM
amonijevem karbonatu;
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- vzorce smo inkubirali 30 min na ledu, odstranilvetho raztopino tripsina ter
dodali 50 mM amonijev karbonat;

- vzorce gelov smo inkubiraiez n& na 37 °C, nato smo peptide ekstrahirali s 5
% mravljicno kislino in 100 % acetonitrilom (1:1 (v/v)) terkubirali 20 min na
37 °C;

- raztopino s peptidi smo prenesli v sveZzo mikroggrgirko ter ponovili
ekstrakcijo peptidov z zgornjo raztopino ter nazadn100 % acetonitrilom;

- raztopine peptidov smo posusili s pafjmovakuumskega susilca in nato oborini
dodali 0,1 % mravljino kislino;

- vzorce smo takoj analizirali z MS ali jih shramik -80 °C do analize z MS.

LC-MS/MS analizo peptidov razgrajenih s tripsinonmaos izvedli na sistemu
visokotlaine tekd@inske kromatografije (HPLC; Agilent 1200) skloplgere LTQ-
Orbitrap XL masnim spektrometrom (Thermo Fishee8tific, Nentija). HPLC sistem
Agilent 1200 je sestavljen iz binarggalke (nano in kapilarné&palka), avtomatskega
podajalnika vzorcev, termostata za kolono in intagega preklopnega ventila. V
povpr&ju smo injicirali 6 pl vzorca na ekstrakcijsko kntm napolnjeno z 0,5 um
velikimi delci Zorbax 300 SC-C18 (Agilent). Z mohd fazo sestavljeno iz 97 % vode,
0,1 % mravljéne kisline in 3 % acetonitrila smo dosegli pret@oncev skozi kolono.
Hitrost pretoka je zagotavljala kapilardgpalka in je znaSala 4 pu/min. Po aktivaciji
integriranega preklopnega ventila so se peptidialuz ekstrakcijske kolone na kolono
C18 (GlycoproSIL C18-80A, Glycopromass, Ngja), 3 pm, 150 x 0,075 mm.
Kromatografska léitev je potekala s pond binarnega gradienta od 5 do 55 %
acetonitrila v vodi, pri 0,2 ul hitrosti pretoka rano¢rpalko. HPLC sistem je bil
sklopljen preko nano elektrospreja z masnim spak@toom. Peptidni vzorci so bili
podvrzeni fragmentaciji pri visoki energiji (HCD kigh energy collision energy) v
razponu m/z 300 — 2000. Analiza MS/MS je potekatasoti Orbitrap.

3.2.1.5 Iskanje proteinov iz listov kultivarjev Tiber in @bzagorskicern po bazi
podatkov

Z LC-MS/MS smo dobili datoteke vzorcev *.raw, ki sastali s pom#o programa
Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, Neija), ki je bil povezan z LC-MS/MS. S
programom BioWorks 3.2 smo pretvorili datoteke Wra datoteke *.mgf, s katerimi
smo lahko izvedli iskanje proteinov v iskalniku MBOT znotraj spletnega streznika
Matrix Science (Perkins in sod., 1999). Parametkanja smo nastavili na iskanje preko
proteinske baze podatkov NCBInr (»National CenterBiotechnology Information's
non-redundant database«), taksonomska opredeliteslene rastline, dovoljeno eno
zgreSeno mesto cepitve z encimom tripsinom, MSdalea 10 ppm, MS/MS toleranca
0,05 Da, naboj peptidov 2+, 3+ in 4+ ter karbamidtlacija cisteina in oksidacija
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metionina kot fiksna in variabilna modifikacija. MACOT vrednost, Stevilo peptidnih
zadetkov, pokritost proteinskega zaporedja, pl mekulsko maso smo uporabili pri
upoStevanju rezultatov iskanja. Masne spektre pijeoe iz proteinskih lis smo
naknadno réno preverili, z namenom, da bi potrdili rezultateASICOT iskanja. Pri
tem smo bili posebno pozorni na tiste proteine,katierih je identifikacija temeljila
samo na enem ali dveh peptidnih zaporedjih. Dodaimo rezultate prvotnega iskanja
potrdili Se z MASCOT iskanjem preko rastlinske E®&ze podatkov z enakimi
parametri kot predhodno navedeno. Omenjeno dodakenje smo izvedli, ker so
proteinske baze podatkov za fiZzol zelo pomanjkljis@ genom navadnega fizola Se ni
sekvenciran, zato smo v doemih primerih dobili dvoumne rezultate iskanja, sk
vkljucevali razltne rastlinske vrste. Z iskanjem znotraj rastlinBi&T baze podatkov
smo ob¢ajno dobili nedvoumne zadetke in zadetke z namiSMASCOT vrednostmi,
ki so bili vezani na navadni fizol. Sekvence pnot®i, ki smo jih identificirali kot
neznane ali hipotetne proteine, smo uporabili pri iskanju homolognitotpinov z
uporabo algoritma BLASTP (2012), kjer smo izvedikanje znotraj baze zelenih
rastlin.

3.2.1.6 Bioinformatska obdelava podatkov za proteine listaytivarja Tiber in
Starozagorskiern

Funkcije identificiranih proteinov smo ddaiti po opisih in podatkih iz literature ter s
pomaijo Uniprot (Activities at the Universal Protein Resce, 2014) baze proteinov,
kjer so opisane funkcije za posamezne proteineademom, da bi bolje razumeli
funkcije in interakcije identificiranih proteinov ed seboj, smo proteine z
bioinformatskimi orodji povezali v PPI mreze. Kerigentifikacija proteinov temeljila
na razlénih rastlinskih vrstah, navedenih v podatkovni N@BIrastlinski bazi
proteinov, smo identificiranim proteinom poiskalbrhologne proteine (priloga A) v
proteinski bazi navadnega repnjakovca (TAIR10, 20I2a ta ndin smo dobili
homologne proteine primerne za vnos v PPl orod, nsorajo biti za doléitev
interakcijskin mrez o proteinih na voljo informazip interakciji z ostalimi proteini.
vrednosti) smo obravnavali kot primerne pri posameez proteinu. PPl mrezo smo
dolccili s pomaijo orodja STRING 9.0 (Szklarczyk in sod., 2011plbske procese in
molekulske funkcije pa s programom BINGO 2.44 (Maén sod., 2005) znotraj
programa Cytoscape (Cline in sod., 2007). V progr&NGO smo uporabili naslednje
parametre: hipergeomeini test z Benjamini in Hochbergovimi popravki, presdnost
0.001 ter navadni repnjakovec kot preiskovani oizgn.
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Priprava proteinskih ekstraktov, 2D-DIGE analizaamaliza slik gelov so potekale na
indtitutu Nofima (As, Norveska), identifikacija geinov pa na Univerzi v Oslu,
Oddelku za molekularne bioznanosti (Oslo, Norveska)

3.2.2 Analiza celokupnih proteinov stebel kultivarja Tiber

Proteomsko analizo listov z 2D gelsko elektroforemm dopolnili z analizo izotopsko
oznaenih proteinov iz stebel s pojo NaDS-PAGE in LC-MS/MS. Ker je obdelava
podatkov iz MS analize dokaj kompleksna, smo iztheakultivar Tiber. Pri tem smo se
osredotdili na razlike med rastlinami v susi in kontrolnimastlinami. VKIj&ili smo
rastline v zadnji stopnji suSnega stresa (17 dpostavljene suSnemu stresu) in
kontrolne rastline v enaki fazi rasti.

3.2.2.1 Priprava proteinskih ekstraktov stebel kultivarjaer

Za ekstrakcijo proteinov iz stebel kultivarja Tibemo rastlinski material prenesli v
terilnico napolnjeno s tekam duSikom, potem pa smo vzorce stebel s pestiloelzv

fin prah. Stiri vzorce rastlin v stresu smo zdrugilen vzorec, enako smo naredili za
kontrolne vzorce. Vzorcema smo dodali 1x PBS fosfptufer (10x PBS pufer: 80 g
NaCl, 2 g KCI, 26,8 g N&lPO,7H,0, 2,4 g KHPO,, pH 7,4) z 2 % NaDS in
proteaznimi inhibitorji (Roche). Vzorce smo dodatobdelali s homogenizatorjem
(Ultra-Turrax T10, Nertija) Stirikrat po 1 min, vmes smo postavili vzoma led, nato
pa sonificirali s sonifikatorjem (UP400S, HielscliambH, Nendija) Stirikrat po 1 min.
Vzorca smo centrifugirali 15 min pri 16000 g in 45. Supernatant smo prenesli v novo
centrifugirko, ponovili centrifugiranje in preos&ln supernatanta zdruzili v novo
centrifugirko. Proteinska ekstrakta smo shranili8@ °C do nadaljnjih analiz.

Koncentracijo vzorcev smo dalti s pomaijo BCA kita (BCA protein assay Kkit,
Sigma), ki temelji na nastanku kompleksa®Gprotein v bazini raztopini. Temu sledi
redukcija C@" do Cd*, stopnja redukcije pa je sorazmerna sdkodi proteinov. BCA
tvori obarvan kompleks s Guv bazinih pogojih, kar lahko spremljamo z merjenjem
absorbance pri 562 nm. Postopek merjenja koncejetrac
- pripravili smo razkéne koncentracije standarda (goveji serumski alburidEA
(Sigma)) za izdelavo umeritvene krivulje;
- pripravili smo sveZo delovno raztopino: 50 enofgerda A + 1 enota reagenta
B;
- na vdolbinice na 96-mikrotitrski pléSsmo nanesli 8 enot delovne raztopine + 1
enoto redenega proteinskega vzorca ali vzorca standarda;
- plo&e smo inkubirali 30 min na 37 °C;
- izmerili smo absorbanco pri 562 nm.
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Pred nanosom vzorcev na NaDS-PAGE smo disulfidr@ vevzorcu reducirali s
tributilfosfinom in alkilirali z jodoacetamidom. Btopek:
- vzorca smo reducirali s tributilfosfinom (Sigmakdada smo reducent z&dno
koncentracijo 200 mM redli v razmerju 1:40 s proteinskim vzorcem;
- sledila je inkubacija 1 h pri sobni temperaturi;
- vzorca smo alkilirali z jodacetamidom (Sigma), ki ga pripravili svezega v
koncentraciji 0,5 M ter ga dodali 30 pl na 1 miteinskega vzorca;
- vzorca smo inkubirali 1,5 h pri sobni temperaturi;
- sledilo je centrifugiranje vzorcev pri 16000 g, $rpri sobni temperaturi.

3.2.2.2 Locitev proteinov stebel kultivarja Tiber na NaDS-PAGE izotopsko
ozna&evanje proteinov

K proteinskima vzorcema enakih koncentracij smoatiodstrezno kotiino 4x XT
pufra (BioRad), vzorca inkubirali 5 min na 96 °C mato Se centrifugirali pri 16000 g, 5
min pri sobni temperaturi. Tako pripravljene vzorseno nanesli na predhodno
pripravijen gel (4-12 % Criterion XT NaDS-PAGE geBioRad), elektroforezno
kadicko (Criterion Cell, BioRad) pa napolnili z 1x MOPBufrom (BioRad).
Elektroforeza je potekala pri 80 V, dokler barvilbzapustilo dna gela. Gel smo nato
najprej 30 min fiksirali v raztopini 50 % metandla 10 % ocetne kisline v vodi in
potem 30 min barvali s CBB R-250 (50 % metanol, ©é&étna kislina, 0,1 % CBB R-
250). Sledilo je razbarvanje prekocne raztopini 20 % metanola in 5 % ocetni kislini v
vodi. Slike gelov smo zajeligtalcem Epson.

Iz gela smo s skalpelom izrezali proteinske reziakp da smo celotno vertikalno
»linijo« locenih proteinov razdelili na 16 rezin, ki so biledpbnih velikosti. Na enak
natin smo izrezali vzorec v stresu in kontrolni vzoreosamezne proteinske rezine smo
razrezali na manjSe ddle velikosti 1x1 mm. Proteine v gelu smo osiha stabilnimi
izotopi po opisanem postopku (Asara in sod., 2006):
- vzorcem v mikrocentrifugirkah smo dodali 50 % propia
- vsebino smo inkubirali 45 min na 55 °C, z namendm,bi odstranili barvilo
CBB R-250;
- raztopino obarvanega 50 % propanola smo odstr@mijponovno dodali 50 %
propanol in ponovili inkubiranje;
- postopek zamenjave raztopine in inkubacije smo @i dokler delci gelov
niso postali brezbarvni, nato smo odstranili ratogpropanola;
- vzorcem smo dodali 100 % propanol ter inkubiralini® na sobni temperaturi;
- odstranili smo propanol in delce gelov posusSilzraku;
- delce gelov vzorcev v stresu smo aidlaz 1,2 mg N-acetoksi (B)
sukcinimidom, kontrolne vzorce pa z 1,2 mg N-acsidlkds) sukcinimidom
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(omenjena reagenta je po postopku, ki so ga opisdira in sod. (2006),
pripravil Dr. Wolfgang Egge-Jacobsen, Univerza WOklorveska);

- vzorcem smo dodali 50 mM HEPES (pH 8,3), 1 min riasa vibracijskem
meSalniku, da bi raztopilimve¢ reagenta ter centrifugirali 30 s pri 100 g in
sobni temperaturi;

- sledila je inkubacija 3 h na sobni temperaturi;

- odstranili smo raztopino, vzorcem dodali 50 mM afjewega karbonata (pH
8,3) ter inkubirali 10 min pri sobni temperaturi;

-k raztopini smo dodali 50 % hidroksilamin za pretaén reakcije in prepkgtev
stranskih reakcij;

- vzorce smo inkubirali 20 min pri sobni temperaturi;

- raztopino hidroksilamina smo odstranili, vzorcemdalo 50 mM amonijev
karbonat (pH 8,3), inkubirali 10 min pri sobni teenaturi ter nato odstranili
raztopino;

- spiranje s 50 mM amonijevim karbonatom smo pondaldvakrat;

- vzorcem smo dodali 100 % acetonitril, inkubirali dOn pri sobni temperaturi
ter odstranili raztopino;

- vzorce smo posusili na zraku;

- vzorce rastlin v susnemu stresu in kontrolne vzosoeo zdruzili v novo
mikrocentrifugirko;

- gelom smo dodali raztopino tripsina (Sigma) v 50 mikonijevem karbonatu;

- vzorce smo inkubirali 30 min na ledu, odstranilvetho raztopino tripsina ter
dodali 50 mM amonijev karbonat;

- vzorce gelov smo inkubiraliez n@ na 37 °C, nato peptide ekstrahirali s 5 %
mravljicno kislino in 100 % acetonitrilom (1:1 (v/v)) terkubirali 20 min na 37
°C:

- raztopino s peptidi smo prenesli v sveZzo mikroggrgirko ter ponovili
ekstrakcijo peptidov z zgornjo raztopino ter nazadn100 % acetonitrilom;

- raztopine peptidov smo posusili s pafjmovakuumskega susilca in nato oborini
dodali 0,1 % mravljino kislino;

- vzorce smo takoj analizirali z MS ali jih shramik -80 °C do analize z MS.

3.2.2.3 Identifikacija proteinov stebel kultivarja Tibemzasno spektrometrijo

Identifikacija proteinov z LC-MS/MS je potekala pwotokolu, opisanem pod dko
3.2.1.4.

39



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

3.2.2.4 Obdelava podatkov za proteine stebel kultivarjeetib

Z LC-MS/MS smo pridobili 16 datotek vzorcev *.rai, smo jih pridobili s pomg&o
programa Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, N#ja). Za kvantitativno obdelavo
izotopsko ozn&enih proteinov iz vzorcev v susnemu stresu in laniin vzorcev smo
uporabili program MaxQuant (Cox in sod., 2009)pkioga@a analizo velikega Stevila
podatkov pridobljenih z masno spektrometrijo. Mar@Qulahko na podlagi vnesene
baze proteinov oz. proteinskih sekvenc dmrea, kateri proteini se raztio izrazajo med
dvema preiskovanima vzorcema, ki sta ami izotopsko ozrigna. V program smo
vnesli proteinsko bazo sekvenc (LegProt, »legunmexifip protein database«, Lei in
sod., 2011) zbranih iz sedem ré&mlh vrst strénic, ki vkljucujejo sojo, japonsko
nokoto, lucerno, trnato meteljko, beli ¥plbob, navadni fizol in navadni grah. Poleg
baze podatkov stémic smo vklj&ili Se proteinske sekvence navadnega repnjakovca
(Duvick in sod., 2008), ki je vkigevala 35386 sekvenc. Skupno je baza proteinskih
podatkov vsebovala 88096 sekvenc. Proteinsko bekageeac smo razSirili s sekvencami
iz ostalih organizmov, ker genom navadnega fizelaiSsekvenciran, prav tako Se ni
dolocena proteinska baza podatkov za navadni fizol.rRetrd, ki smo jih uporabili v
programu, so bili naslednii:

- karbomidometilacija kot fiksna modifikacija;

- oksidacija in N-acetilacija kot variabilna modifitig;

- ozn&evalca na lizinu: N-acetoksi gD sukcinimid (+45,0106) in N-acetoksi

(Hs) sukcinimid (+42,0106);

- z&etna toleranca peptidov: 7 ppm;

- MS/MS toleranca: 0,05 Da;

- minimalna dolzina peptidov: 7 aminokislin;

- peptidni in proteinski FDR (stopnja najp&ga zadetka): 0,01,

- vrednost PEP (verjetnost n&paga zadetka pri peptidu): 0,01.
S pom@jo programa smo identificirali skupine proteinov, 30 bile sestavljene iz
razlicnega Stevila proteinov. Program tvori skupine pnamte na osnovi hjihovih
peptidnih sekvenc. Kot primer lahko navedemo, gaimeru treh proteinov z enakimi
sekvencami program razvrsti te proteine v eno siaroteinov. Pri identifikaciji
proteinov . smo uposStevali prisotnost vsaj dveh >sglemih« peptidov (»unique
peptide«), ki sta bila prisotna v samo eni skupbimoteinov, ter razmerje med
oznaevalcema, ki je moralo biti manjSe od 0,7 akjeeod 1,3. Identificirane proteine
smo tudi r@no preverili s spektri s pomim programa Viewer, ki je povezan s
programom MaxQuant.

Celotna analiza celokupnih proteinskih ekstraktavstebel pri kultivarju Tiber je
potekala na Univerzi v Oslu, na Oddelku za moletdaioznanosti (Oslo, Norveska).
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3.2.3 Analiza N-glikoproteinov iz listov in stebel kultivarja Tiber

V analizo N-glikoproteinov smo vkljili kultivar Tiber. Pri tem smo se osredeéiio na
razlike med rastlinami v susSi in kontrolnimi rastimi. Vkljuili smo rastline v zadniji
stopnji suSnega stresa (17 dni izpostavljene susneimesu) in kontrolne rastline v
enaki fazi rasti. V analizo smo vkijli stebla, kot opisano pod ¢ko 3.1.2 in celoten
drugi sestavljen list rastlin. Stiri vzorce rastlirstresu smo zdruzili v en vzorec, enako
smo naredili za kontrolne vzorce.

3.2.3.1 Priprava proteinskih ekstraktov iz listov in stekeltivarja Tiber

Priprava proteinskih ekstraktov iz listov in stebastlin v suSnem stresu in kontrolnih
rastlin je potekala po enakem postopku, ki je opiged téko 3.2.2.1. Tudi
koncentracijo proteinskih vzorcev smo dilios pomaijo BCA kita po predhodno
opisanem postopku.

3.2.3.2 Locitev glikoproteinov iz listov in stebel kultivarjaiber z lektinsko
kromatografijo

Za Ixitev glikoproteinov iz proteinskih vzorcev stebellistov smo uporabili lektinsko
afinitetno kromatografijo. V ta namen smo uporakomercialni komplet za izolacijo
celotnih glikoproteinov (Qproteome total glycopiiat&it, Qiagen), ki vsebuje ConA in
WGA lektine za Igitev dolatenih glikoproteinov iz proteinskega vzorca. Pritiiegki
afinitetni kromatografiji smo delno sledili postaplproizvajalca, delno pa smo tudi
optimizirali postopek za naSe vzorce. Postopekl jedslednii:
- za vsak ml pufra za vezavo smo dodali 10 pl ran®mgrroteaznih inhibitorjev
(100x) in 100 ul raztopine detergenta (prisotncomgletu). V tako pripravljen
pufer za vezavo smo dodali Se NaCl v &arkoncentraciji 1 M;
- proteinskim vzorcem enakih koncentracij smo dodalkratno koliino
pripravljenega pufra za vezavo;
- uporabili smo dve koloni za lektinsko afinitetnakratografijo (eno za vzorec v
stresu, drugo za kontrolni vzorec). Vsako kolon@smorabili samo enkrat;
- na koloni smo nanesli 500 ul pufra za vezavaiagali, da je nekaj raztopine
prislo skozi kolono, nato pa centrifugirali 1 min p0O0 g in sobni temperaturi;
- raztopino, ki je priSla skozi kolono, smo zavrghato pa ponovili spiranje
kolone Se dvakrat po istem postopku;
- na koloni smo nanesli 750 pl ustrezno pripravljempifoteinskin vzorcev,
pocakali, da je malo raztopine preSlo skozi kolondpnaa centrifugirali 1 min
pri 100 g in sobni temperaturi;
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- raztopino, ki je priSla skozi kolono, smo zbrali p@novili postopek nanasSanja
vzorcev za celoten volumen vzorca,

- celotno zbrano raztopino proteinov, ki je priSlaoakkolono, smo ponovno
nanesli na kolono ter ponovili zgornji postopek tcémgiranja. S tem smo
zagotovili Wwinkovito vezavo glikoproteinov na kolono;

- raztopino, ki je priSla skozi kolono (oznaka: veaaxzorca na kolono), smo
shranili;

- sledilo je spiranje kolone s 750 pl ustrezno pujpemega pufra za vezavo po
enakem postopku;

- spiranje s pufrom za vezavo smo ponovili dvakrat;

- nato smo kolono trikrat spirali z raztopino za apje (1x PBS, pH 7,4, 1M
NacCl, 0,1 % Triton X-100) po enakem postopku;

- raztopino za spiranje, ki je prisla skozi kolonaraka: spiranje po vezavi
vzorca), smo shranili za nanos na NaDS-PAGE;

- za elucijo glikoproteinov iz kolone smo uporabilu@jska pufra ME (vsebuje
alfa-metilmanozni piranozid) in SE (vsebuje siati kislino), v katera smo za
vsakih 300 pl elucijskega pufra dodali 3 pl razt@pproteaznih inhibitorjev
(100x) in 30 ul raztopine detergenta;

- na kolono smo nanesli 100 ul ustrezno pripravlj@nelgicijskega pufra ME in
pocakali, da je malo raztopine prislo skozi kolonaionga centifugirali 1 min pri
100 g in sobni temperaturi;

- raztopino, ki je priSla skozi kolono, smo shraridznaka: proteini, eluirani s
pufrom ME);

- postopek elucije smo ponovili Se za ostalih 20@Ilutijskega pufra ME in za
elucijo z elucijskim pufrom SE (oznaka: proteiryigani s pufrom SE);

- kolono smo nato dvakrat sprali s 500 ul raztopme@ranje ter raztopino, ki je
priSla skozi kolono, shranili (oznaka: spiranjegbaciji);

- vse vzorce, ki smo jih zbrali pri lektinski afinité kromatografiji, smo shranili
na -80 °C do nadaljnih analiz.

3.2.3.3 Locitev glikoproteinov listov in stebel kultivarja Teb na NaDS-PAGE

Vzorce eluatov iz lektinske afinitetne kromatogeafsmo pred nanosom na NaDS-
PAGE skoncentrirali na koloni Nanosep 10K (Pall)y&ebuje membrano s porami, ki
ne prepu&jo molekul vé&jih od 10 kDa. Na kolono za koncentriranje smo séine

- 200 pul vzorca: vzorec-kolona,;

- 300 ul vzorca: ME elucija;

- 300 ul vzorca: SE elucija;

- 500 ul vzorca: spiranje po eluciji.
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Razliéne volumne vzorcev smo izbrali glede na predvidesdicne koncentracije
proteinov v vzorcih (npr. pri vzorcih z oznako gpife smo Zeleléim vegji volumen
vzorca skoncentrirati, da bi z NaDS-PAGE videli,\dealuatu ni prisotnih proteinov).
Vzorce smo centrifugirali okoli 15 min pri 15 °C 66000 g. Po kafanem
centrifugiranju je na koloni ostalo okoli 10-20ydorca. Na kolono smo nato nanesli 30
ul Stirikratnega XT pufra (BioRad), ki smo mu daddll reducent (20x), vsebino na
koloni dobro premeSali ter jo prenesli v novo mdentrifugirko. Vzorce smo
inkubirali 5 min na 96 °C ter nato 5 min centriftedi pri 16000 g in pri sobni
temperaturi. Tako pripravljene vzorce proteinov sihadili na NaDS-PAGE po
opisanem postopku pod ¢ 3.2.2.2, vendar je v primeru ckvanja vzorcev iz
lektinske afinitetne kromatografije elektroforezatgkalacez n@ pri 25 V.

Po kortani elektroforezi in barvanju gelov s CBB R-250 simogela s skalpelom

izrezali proteinske rezine, tako da smo vertikahinijo« lo¢enih proteinov razdelili na

10 rezin v primeru ME in SE elucije pri vzorcihtbs in 8 rezin pri vzorcih stebel. Na
enak nain smo izrezali vzorce v stresu in kontrolne vzorB®samezne proteinske
rezine smo razrezali na manjSedttel okvirne velikosti 1x1 mm. Vzorce glikoproteinov
smo razgradili s tripsinom (3.2.1.4) ter jih shiama -80 °C do analize z masno
spektrometrijo.

3.2.3.4 Identifikacija glikoproteinov listov in stebel kutarja Tiber z masno
spektrometrijo

Identifikacija proteinov z LC-MS/MS je potekala pwotokolu, opisanem pod dko
3.2.1.4.

3.2.3.5 Analiza spektrov glikoproteinov listov in stebelltkvarja Tiber

Z LC-MS/MS smo dobili datoteke vzorcev *.raw, ki ariih s programom BioWorks
3.2 pretvorili v datoteke *.mgf, s katerimi smo kahizvedli iskanje proteinov v
iskalniku MASCOT znotraj spletnega streznika MatBxience (3.2.1.5). Parametre
iskanja smo nastavili na iskanje preko NCBInr pratke baze podatkov, taksonomska
opredelitev - zelene rastline, dovoljeno eno zgreSenesto cepitve z encimom
tripsinom, MS toleranca 7 ppm, MS/MS toleranca @M@ naboj peptidov 2+, 3+ in 4+
ter oksidacija metionina kot variabilna modifikaciKer je bilo v posameznih izrezanih
proteinskih rezinah prisotnih ¥groteinov, smo zadetke proteinov omejili le nabodj
verjetne zadetke (»ion score cut off« nastavljervreainost 0,05). Pri zadetkih s samo
enim peptidom s signifikantnim rezultatom smo upwedti MASCOT vrednost nad 100.
Zaradi kompleksne analize glikoproteinov smo se adatjevanju omejili le na
prewevanje N-glikoproteinov. Za posamezno proteinskonie kontrolnega vzorca in

43



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

vzorca v suSi smo ustvarili bazo proteinskih sekvehnamenom, da bi preverili, ali
identificirani proteini vsebujejo N-terminalni sigimi peptid za endoplazemski
retikulum, smo proteine analizirali s programomriai 4.1 (Petersen in sod., 2011). S
poma:jo programa TargetP 1.1 smo proteinom diilmajbolj verjetno lokacijo znotraj
celice (Emanuelsson in sod., 2000). Program NetGlyo uporabili za preverjanje
prisotnosti mesta N-glikozilacije (Gasteiger in s&D03). Bazo proteinskih sekvenc za
posamezno proteinsko rezino smo omejili le na fstdeine, ki so vsebovali signalni
peptid in mesto za N-glikozilacijo. Veliko protememo identificirali kot hipotetine in
neznane proteine, zato smo sekvence teh proteipokahili pri iskanju homolognih
proteinov z uporabo algoritma BLASTP (2012), kjencsizvedli iskanje znotraj baze
zelenih rastlin. Tako smo za hipotete in neznane proteine pridobili informacijo o
njihovih homolognih proteinih z znano funkcijo.

Za identifikacijo glikopeptidov z N-acetilglukozanskimi (GIcNAc) ostanki smo vsak
spekter réno pregledali in iskali specifni reporterski ion pri m/z 204,086, saj imajo N-
glikopeptidi, ki vsebujejo GIcNAc, pri HCD fragmextiji zn&ilen signal za oksonijev
ion. Ustrezne peptidne mase pri signalu 204,086 zabelezili in uporabili za iskanje
po proteinski bazi podatkov s programom PeptidesViesol v. 1.1 (zasebni program
narejen za dr. Wolfganga Egge-Jacobsena). Programogaa iskanje vnesene
monoizotopske mase M+Hz dolatenimi modifikacijami, ki so v nasem primeru
vklju¢evali dodaten N& oksidacijo metionina in acetilacijo N-terminal@edela. MS
toleranco smo nastavili na 10 ppm. Peptide, kiesajemali z bazo proteinskih sekvenc
posameznih rezin, smo zbrali v dokumentu Excelp meat izbrali tiste, ki so ustrezali
cepitvi s tripsinom in so vsebovali zaporedje arkisiin N-X-S/T (X je katerakoli
aminokislina, razen prolina). Strukturo N-glikangwo dold@ili iz analize spektrov ter s
pomaijo programa GlycoMod. GlycoMod dalostrukturo glikana iz eksperimentalnih
mas glikopeptidov v doleeni proteinski sekvenci (Cooper in sod., 2001).

Kvantifikacije N-glikopeptidov iz spektrov ni bilmozno natatno opraviti, zato smo
za kvantitativno obdelavo vzorcev uporabili progritaxQuant. Z MaxQuantom lahko
izvedemo kvantifikacijo neozganih vzorcev, ki smo jih z LC-MS/MS analizirali
posamezno. V programu smo uporabili skupno bazeesek ki smo jo pridobili iz
posameznih proteinskih rezin, iz katerih smo odgiraodvojene proteine. Parametri,
ki smo jih uporabili v programu, so bili naslednji:

- karbomidometilacija cisteina kot fiksna modifikagij

- oksidacija metionina in N-acetilacija kot variatslmodifikacija;

- z&etna toleranca peptidov: 7 ppm;

- MS/MS toleranca: 0,05 Da;

- minimalna dolzina peptidov: 7 aminokislin;
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- peptidni in proteinski FDR: 0,01;

- PEP vrednost: 0,01;

- kvantifikacija LFQ.
Pri identifikaciji N-glikoproteinov smo upoStevalrednost LFQ intenzitete N-
glikoproteinov v susnem stresu in kontrolnih vzercdFQ algoritem upoSteva
intenzitete peptidov, ki so povezane s posamezmoteipom in izrguna eno LFQ
intenziteto za vsak protein v posameznem vzorc lienziteta je nato podana kot
normalizirana vrednost proteinov, ki tvorijo ddémo skupino proteinov. Razmerje
intenzitet skupin proteinov smo izinali iz LFQ intenzitete proteinov pri vzorcu v
stresu in LFQ intenzitete proteinov kontrolnega reao Pri kvantifikaciji N-
glikoproteinov smo upostevali prisotnost vsaj dweldinstvenih peptidov« ter razmerje
intenzitet LFQ med kontrolnimi vzorci in vzorci Wresu, ki je moralo biti manjSe od 0,7
ali vegje od 1,3.

Kvantificirane N-glikoproteine, ki smo jih daidi kot neznane ali hipotethe proteine

Z ustreznim razmerjem intenzitet LFQ med kontrolrimmvzorci v stresu, smo uporabili
pri iskanju homolognih proteinov z uporabo algoatBLASTP (2012), kjer smo
izvedli iskanje znotraj baze zelenih rastlin.

Analiza glikoproteinov z masno spektrometrijo jetgk@la na Univerzi v Oslu, na
Oddelku za molekularne bioznanosti (Oslo, NorveSka)
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV POMANJKANJA VODE NA RASTLINE

Rastline navadnega fizola smo izpostavili trem sf@m suSe, hkrati pa smo imeli v
poskus vkljgene tudi kontrolne rastline. Pri vseh kultivarjine pri rastlinah v suSnem
stresu, pri katerih je vz&enje potekalo 7. (susa 1) in 12. (suSa 2) dan pogbranju
zalivanja, opazili rahlo ovenele liste od prvega @rtega sestavljenega lista ter
popolnoma rumene in po &iai suhe prve prave liste (slika 10 in 11). Selerastlinah,

ki smo jih vzotili 17. dan (suSa 3) po prenehanju zalivanja, spazdi rumenenje in
vecjo ovenelost sestavljenih listov. Listi kontrolmidistlin v enaki fazi rasti (kontrola 3)
so bili temno zelene barve, prvi pravi listi pazswadi staranja pieli rahlo rumeneti.

Susa 2

“A

4

Kontrola 2

Slika 10: Rastline kultivarja Starozagorski v sti$n pripadajée kontrolne rastline (kontrola 2)
Liste Stirih rastlin smo uporabili za ekstrakcijmfeinov in analizo z 2D-DIGE.

Figure 10: Plants of cultivar Starozagorski in djou2 and corresponding control plants (control 2)
Leaves of four plants were used for the extraatibproteins and for 2D-DIGE analysis.
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Kontrola 3

Slika 11: Rastline kultivarja Starozagorski v sBidin pripadajée kontrolne rastline (kontrola 3)
Liste Stirih rastlin smo uporabili za ekstrakcijmfeinov in analizo z 2D-DIGE.

Figure 11: Plants of cultivar Starozagorski in dfou3 and corresponding control plants (control 3)
Leaves of four plants were used for the extraatibproteins and for 2D-DIGE analysis.

Rastlinam v suSnem stresu pri vsaki stopnji suSkeoimtrolnim rastlinam v enaki fazi
rasti smo doldili svezo in suho maso listov, RVV v listih, ragim v suSnem stresu pa
Se VVS. Pri rastlinah v suSnem stresu ter pri laniin rastlinah smo opazili veliko
variabilnost pri vrednostih sveZze mase listov @lliRA). Sveza masa listov se jedno
poveala pri rastlinah v kontroli 2 in kontroli 3, zaradsti listov. SveZza masa listov se
je statisttno zndilno razlikovala med rastlinami v susSi 2 in kontriohi rastlinami v
enaki fazi rasti v primeru kultivarja BAT 477, taztike pa pri ostalih dveh kultivarjih
niso bile statistino zn&ilne. Pri rastlinah v suSi 3 so bile vrednosti s/edase listov
najnizje, vendar se niso statésto zn&ilno razlikovale med posameznimi kultivarji.
Statisttno znd&ilne razlike smo opazili pri svezi masi listov Hastv susi 3 glede na
kontrole 3 pri vseh treh kultivarjih. 1z sveze méiseov opazimo, da je bila regeneracija
rastlin najbolj uspesna pri Tibru, kjer ni bilo tss6i¢no zn&ilnih razlik med rastlinami
predhodno izpostavljenimi stresu in kontrolnimithasmi. Pri ostalih dveh kultivarjih
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pa je bila ta razlika statistio zn&ilna. Statisttno zndilnih razlik v svezi masi listov
nismo opazili med kultivarji kontrolnih rastlin pposameznem obravnavanju in med
kultivarji rastlin v suSi. Podoben potek rezultatewmo dobili tudi za suhe mase listov
(slika 12B).

A 1,6 -
=
]
o OBAT477 suga
§ @ BAT kontrola
£ OTiber susa
©
>N
g W Tiber kontrola
an
@ Starozagorski susa
W Starozagorski kontrola
susa 1/ susa 2/ suda 3/ regeneracija/
kontrola 1 kontrola 2 kontrola 3 kontrola 4
Obravnavanje
B 0,35 -
0,3
?E 0,25
5 OBAT477 sula
- 0,2
] @ BAT kontrola
©
€ 015 OTiber susa
©
'§ 01 W Tiber kontrola
(7)) '’
@ Starozagorski susa
0,05 )
B Starozagorski kontrola
0
susa 1/ susa 2/ suda 3/ regeneracija/
kontrola 1 kontrola 2 kontrola 3 kontrola 4
Obravnavanje

Slika 12: SveZa (A) in suha (B) masa listov kultjes BAT 477, Tiber in Starozagorski

Vrednosti so podane v g/list s standardnim odklon®m5). Zvezdica oznauje statisitno zn&ilne
razlike  (p <0.05) v vrednosti mas pri ragthnv stresu glede na pripad&dontrolne rastline.

Figure 12: Fresh (A) and dry (B) mass of leavemfrultivars Tiber, BAT 477 and Starozagorski

Values are the mean (g/leaf) + standard error (N#Sterisks above the bars indicate significant
differences (p < 0.05) between the mass vatlsgrved in stressed plants relative to thoseher t
corresponding controls.
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Iz slike 13 je razvidno, da imajo rastline v susnXkusi 2 zelo podobne vrednosti RVV
pri vseh treh kultivarjih. Sele pri rastlinah v 5883e vrednost RVV padla pod 45 %. Po
zalitju rastlin v stresu (regeneracija) so vrednB3tV dosegle podobne vrednosti kot
pri kontrolnih rastlinah. Pri kontrolnih rastlinao bile vrednosti za RVV zelo podobne
pri vseh obravnavanjih ter tudi med kultivarji.

100 +

OBAT477 susa
S
o
z @ BAT477 kontrola
> ) .
-4 DOTiber susa
W Tiber kontrola

[@ Starozagorski susa

W Starozagorski kontrola

susa 1/ suda 2/ suda 3/ regeneracija/
kontrola 1 kontrola 2 kontrola 3 kontrola 4
Obravnavanje

Slika 13: Relativna vsebnost vode (RVV) v listintkwarjev BAT 477, Tiber in Starozagorski

Vrednosti so podane v % s standardnim odklonom §NZBezdica ozn&uje statistino zndilne razlike
(p < 0.05) v RVV pri rastlinah v stresu glede napdajae kontrolne rastline.

Figure 13: The relative water content (RWC) of kesmfrom cultivars BAT 477, Tiber and Starozagorski
Values are the mean (%) * standard error (N=5)ersks above the bars indicate significant diffesm
(p < 0.05) between the RWC observed in stressadgialative to those for the corresponding coatrol

Pri rastlinah v susnem stresu smo dbld/VS, kar je predstavljeno v preglednici 2.
Vrednosti VVS padajo z narggoco stopnjo suSe in so zelo podobne pri Tibru in
Starozagorskem, medtem ko so pri BAT-u 477 vrednd$8 pri susi 3 nekoliko nizje.
Kontrolnim rastlinam nismo merili VVS, ker smo palivali do maksimalne retenzijske
kapacitete.
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Preglednica 2: Vsebnosti (%) vode v loncih za kalie Tiber, BAT 477 in Starozagorski
Vrednosti so podane v % s standardnim odklonom JN=5

Table 2: The soil water content (%) in pots fortiwalrs Tiber, BAT 477 and Starozagorski
Values are the mean (%) + standard error (N=5).

Kultivar _ _
Obravnavanje Tiber (%) | Starozagorski (%) | BAT 477 (%)
Susa 1l 419+7,0 39,472 35941
Susa 2 29,6 +4,8 25,5+1,6 265+1,1
SuSa 3 18,3+ 0,7 175+1,2 14,1+0,5

Glede na vrednosti RVV smo v nadaljnjo proteomskaliao listov z 2D-DIGE
vkljucili rastline v susi 2 in susSi 3 ter kontrolne rasl v isti fazi rasti. Rastlin v susi 1
nismo vkljeili, ker se vrednosti RVV niso razlikovale glede s1z50 2, ponovno zalite
rastline (regeneracija rastlin) pa so sluzile zdikiacijo stopnje stresa. Z regeneracijo
rastlin smo hoteli preveriti, ali so rastline peistlo ta¢ke, kjer ne bi bile sposobne
premagati stresa ob ponovnem zalitju. V analizbedte izotopskim ozrgvanjem in
analizo glikoproteinov smo vklfuli rastline v susi 3 in kontrolne rastline v endéri
rasti. Pri tem smo se osredditosamo na razlike v proteinih pri rastlinah v su$
kontrolnih rastlinah kultivarja Tiber.

4.2 ANALIZA CELOKUPNIH PROTEINOV IZ LISTOV KULTIVARJEV TIBER,
STAROZAGORSKICERN IN BAT 477 Z 2D-DIGE

4.2.1 Analiza slik gelov proteinskih ekstraktov iz listov kultivarjev Tiber,
Starozagorskicern in BAT 477

V proteomsko analizo smo vkijii proteinske ekstrakte iz listov s Stirimi biologi
ponovitvami za vsako od dveh obravhavan|. Za oogebnosti proteinov smo enak
volumen proteinskih ekstraktov nanesli na NaDS-PA@Eslike 14 je razvidno, da je
vsebnost proteinov pri posameznih vzorcih primelglede na intenziteto lis.

Na podlagi preliminarne tave proteinskih ekstraktov iz listov z 2D-PAGE Hp
obmaju 3-10 smo ugotovili, da je le majhno Stevilo iabv prisotnih v zelo
bazenem in kislem podgu gela (slika 15). Zato smo se oélg da za nadaljnjo
izvedbo I@itve proteinov z 2D-PAGE, uporabimo trakove z IP@H obmdju 5-8.
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Slika 14: NaDS-PAGE proteinskih ekstraktov iz listailtivarjev BAT 477 (A), Starozagorski (B) in
Tiber (C)

Figure 14: SDS-PAGE of protein extracts from leagksultivars BAT 477 (A), Starozagorski (B) and
Tiber (C)

Slika 15: Preliminarna lfitev proteinskih ekstraktov iz listov kultivarjaligér z 2D-PAGE v pH obnigu
3-10, barvano s Coomassie G-250

Figure 15: Preliminary separation of protein extsdoom leaves with 2D-PAGE in the 3-10 pH range,
the gel is stained with Coomassie G-250
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Za vsak kultivar smo dobili osem gelov s fluoregnenozngenimi proteini, pricemer
so bili na vsakem gelu prisotni interni standardprec susSnega stresa in kontrolni
vzorec. Za kvantitativno analizo gelov smo #éliopodrocja gelov s slabo kdjivostjo
(robne proteinske lise, regije okoli zelo intenzivtis in regije z visoko molekulsko
maso). Za nadaljnjo analizo smo igloen gel pri Tibru, za katerega smo predvidevali,
da je priSlo do kontaminacije IPG traka. Skupngesg43 proteinskih lis ujemalo med
vsemi geli pri Starozagorskem, 400 proteinskihplis Tibru in 334 pri BAT-u 477.
Stevilo proteinskih lis, ki so se ujemale med geiiposameznih kultivarjih, je razho
zaradi fluorescentnega ozteaanja proteinov, ki je potekalo za vsak kultivasgbej in
zaradi nadaljnje kitve proteinov z 2D-PAGE. Le-ta je potekala na dsigelih za vsak
kultivar posebej, tako da smo na koncu dobili &iespo osem gelov s fluorescentno
ozna&enimi proteini iz treh kultivarjev navadnega fizolRroteinske lise, ki so se
ujemale med vsemi geli, smo vkijli v statisténo analizo s programom Progenesis
SameSpot in v analizo z metodo PCA ter PLS. Met®d®A smo uporabili za
razvrstitev vzorcev glede na posamezne komponenteliuZzevanje vzorcev radhih
obravnavanj po skupinah. Pri Tibru je glavna konmgrdaa 1 (PC-1) pojasnila 32 %
variabilnosti, pri Starozagorskem 38 % ter pri BAB77 36 % variabilnosti (slika 16).
Pri vseh treh kultivarjih je glavna komponenta C{P) razvidno Igila vzorce v susnem
stresu in kontrolne vzorce, s tem da je bil prirliiln Starozagorskem prisoten po en
vzorec (dan 17_K3 pri Tibru in dan 12_K3 pri Stargarskem), ki se ni razvrstil v
pripadaj@o skupino. PC-2 pa je pojasnila 11 % variabilngsti Starozagorskem in
BAT-u 477 ter 17 % pri Tibru. VzdolZz PC-2 se vzoriso najbolje I¢ili glede na
trajanje izpostavljenosti susnemu stresu (dan am17 na sliki 16). Se najbolje so se
vzorci v susnem stresu (dan 12 in dan 17 na s6k)locili v primeru BAT-a 477. Iz
tega lahko sklepamo, da so razlike pri vzorcihlirgski so bile krajSi ali daljSias
izpostavljene susi, bile prisotne, vendar nisok&le, da bi jih PC-2 tdla med sabo.
N&tin porazdelitve kontrolnih vzorcev v neenotne skepje bil préakovan, saj je bila
razlika med skupinama kontrolnih vzorcev l&asu rasti.
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Slika 16: Analiza PCA za BAT 477 (A), Starozagord) in Tiber (C): razvrstitev proteinskih lis
razlicno vzokenih rastlin glede na 1. in 2. komponento PCA
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Vzor¢enje rastlin je potekalo 12. (dan 12) in 17. (d&h dan po prenehanju zalivanja. S1, S2, S3 in S4
predstavljajo Stiri bioloSke ponovitve rastlin vestu. K1, K2, K3 in K4 pa se nanaSajo na kontrolne
rastline in prav tako predstavljajo Stiri biologkenovitve. Roza kvadrati (dan 12) in &l&rogi (dan 17)

se nanaSajo na rastline v stresu, oznake z zeldrikatniki (dan 12) in modrimi deltoidi (dan 17¢s
nanasajo na kontrolne rastline.

Figure 16: PCA score plots of BAT 477 (A), Staroaessi (B) and Tiber (C): clustering of protein spot
from different sampling plants ori‘and 2° component of PCA

Plants were harvested on days 12 (dan 12) anddlv {d) after the beginning of witholding water. S1,
S2, S3 and S4 represent the stressed plants comndiag to the four biological replicates. C1, C3, &d

C4 refer to control plants, representing four biidal replicates. Pink squares (dan 12) and rezlesir
(dan 17) refer to stressed plants, green triar(gias 12) and blue deltoids (dan 17) refer to cdmtants.

Na podlagi proteinskih lis, ki so se ujemale meeémsobravnavanimi geli, nam s
pomaijo programa Progenesis SameSpot, ki omiagobdelavo, prileganje gelov ter
statisttno analizo proteinskih lis, ni uspelo déito primernega Stevila proteinskih lis,
katerih vsebnost se je spremenila v suShem stfegqarogramom smo nandrelobili
preveliko Stevilo proteinskih lis s spremenjenimselanostmi v stresnih pogojih,
natargen rani pregled proteinskih lis med vsemi geli v omemj@nprogramu pa je
pokazal, da niso vse proteinske lise primerne daljrgo obravnavo. Zato smo oprauvili
Se statistino analizo PLS. Proteinske lise, pri katerih smpna#i statisitno zn&ilne
spremembe med kontrolnimi in rastlinami v streswsimmo jih dol@ili z metodo PLS,
smo primerjali z rezultati analize s programom Rrogsis SameSpot ter jih ponovno
rocno pregledali. Tako smo na podlagi faktorja razlfkel,3), p- in g- vrednosti testa
ANOVA (p < 0,05 in g < 0,05) iz Progenesis SameSgot PLS analize doédli
proteinske lise za nadaljnjo analizo z MS. Za amah MS smo dokili 68 proteinskih

lis s spremenjenimi vsebnostmi v stresnih pogojihSparozagorskem, 62 pri Tibru in
71 pri BAT-u 477. Pri tem smo tudi uposStevali, daocsvse proteinske lise lahko
dolccili in izrezali iz preparativnih gelov. Izmed 68qgbeinskih lis pri Starozagorskem
jih je bilo 36 prisotnih s powano vsebnostjo in 32 z zmanjSano vsebnostjo v susne
stresu, pri Tibru je bilo 42 lis s pateno in 20 z zmanjSano vsebnostjo, pri BAT-u 477
pa smo doldili 43 lis s povéano in 28 lis z zmanjSano vsebnostjo v suSnemustres
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4.2.2 ldentifikacija proteinov iz listov kultivarjev Tibe r in Starozagorski ¢ern z
masno spektrometrijo

Z LC-MS/MS smo analizirali proteinske lise, ki s® tatistno zn&ilno razlikovale v
vsebnosti med kontrolnimi rastlinami in rastlinamsuSnem stresu pri kultivarjih Tiber
in Starozagorski. Kultivarja BAT 477 v to analizasmo vkljw&ili, saj se glede na
vrednosti RVV ni bistveno razlikoval od ostalih dvekultivarjev. Omenjenega
kultivarja v Sloveniji tudi ne pridelujemo, saj prilagojen naSim rastnim razmeram,
uvr&en je v srednje—ameriSko dednino. Kultivarja Stagazski in Tiber sta uvégna v
andsko dednino, ki prevladuje pri kultivarjih, la pridelujejo pri nas.

Analiza MS spektrov je bila opravljena s programbrascot, z uporabo podatkovne
zbirke NCBInr. Uspelo nam je identificirali 64 pextov v primeru Starozagorskega ter
58 proteinov pri Tibru (slika 17). Zaradi neuspegRkstrakcije proteinov iz proteinskih
lis, ki so bile prisotne v zelo nizkih kélnah na gelu, nam osem proteinov ni uspelo
identificirati. Drug razlog za neuspesno identitifa pa je povezan z bazami podatkov,
kjer nismo nasli homolognih peptidnih sekvenc.

Z namenom, da bi ugotovili okvirni vpliv dveh razlih stopenj suSnega stresa na
proteom listov, smo primerjali volumne proteinsk#wzorcev s programom Progenesis
SameSpot. Najwge razlike v normaliziranih volumnih proteinskils Imed kontrolnimi

in vzorci v susnem stresu so bile pri vzorcih odivzé&7. dan po prenehanju zalivanja.
Normalizirani volumni vzorcev rastlin, ki so bile -ni izpostavljene suSnemu stresu,
so se v manjSi meri razlikovali od pripad&jokontrolnih vzorcev, kar kaze na zgodniji
vpliv stresa na proteom listov (delno gtaf prikazano na sliki 18). Samo statisth
zn&ilne spremembe v volumnu proteinskih lis med kdniroi vzorci in vzorci v
susnem stresu, ne glede d@s izpostavljenosti stresu, smo v naSi raziskaxawaiavali
kot primerne.
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Slika 17: 2D-PAGE proteinskih ekstraktov listov tdrja Starozagorski (A) in Tiber (B)
Proteinske lise, kjer smo uspesno identificiratitpine, so ozn#ne na gelu.

Figure 17: 2D-PAGE of protein extracts for cultivé8tarozagorski (A) and Tiber (B)
Successfully identified protein spots are markedels.
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Slika 18: Primerjava proteinskih lis v 2D pogledpregramom Progenesis Samespot

A) Primer proteina z zmanjSano vsebnostjo v susseesu: protein vkljgen v oksidacijo vode. Protein
smo identificirali v lisi Stevilka 877 pri Starozaigkem. B) Primer proteina s p@amo vsebnostjo v
susnem stresu: acetohidroksikislinska sintaza. eRrosmo identificirali v lisi Stevilka 157 pri
Starozagorskem.

Figure 18: Comparison of protein spots in 2D viesing Progenesis Samespot

A) An example of protein with decreased abundanoéng drought stress: oxygen evolving enhancer
protein. It was identified in spot number 877 imi®tagorski. B) An example of protein with increhse
abundance during drought stress: acetohydroxyagithase. It was identified in spot number 157 in
Starozagorski.

Identificirane proteine (preglednica 3 in prilogg Bmo glede na njihove bioloSke
funkcije razvrstili v ustrezne skupine (slika 1®)gotovili smo, da je najvge Stevilo
proteinov udelezenih v procesih fotosinteze in gijgtega metabolizma, okvirno ena
tretjina identificiranih proteinov pa je udeleZzepa ATP pretvorbi, sintezi proteinov,
proteolizi ali zvijanju proteinov oziroma imajo z#fo in detoksifikacijsko vlogo.
Medtem ko so omenjene skupine proteinov skupne abé&uditivarjema, smo pri
Starozagorskem identificirali tudi tri proteine,aleZzene pri sekundarnem metabolizmu
in signalni transdukciji. V razinih proteinskih lisah smo identificirali iste prote
(npr. ATP sintazo, transketolazo, protein Rubistaliuge), kar je verjetno povezano s
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prisotnostjo posttranslacijskin modifikacij protein proteinskih izooblik, lahko pa
nakazuje tudi na razgradnjo proteinov.
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B proteini ATP p[)etvorba Sinteza
Proteini 19% 9% proteinov
povezani z 3%
ROS, obrambo Energijski
in st:)eso metabolizem
9% 19%
Proteoliza i
zvitje proteinov
10%
Fotosinteza
31%
B
Neopredeljeni ATP pretvorba
proteini 8%

Sinteza proteinov
5%

Energijski
Proteini povezani metabolizem
z ROS, obramb, 20%

in stresom
14%

Signalna
transdukcija—____
2%
Fotosinteza

Sekundarni 7 19%
metabolizem Proteoliza in
2% zvitje proteinov

6%

Slika 19: Razvrstitev identificiranih proteinovtlly s spremenjenimi vsebnostmi v suSi v skupindele
na njihove bioloSke funkcije pri kultivarjih TibéA) in Starozagorski (B)

Figure 19: Classification of identified leaf pratsiwith changed abundance under drought into
functional groups for cultivars Tiber (A) and Staagorski (B)

Proteini z nepoznanimi funkcijami predstavljajo ¥® identificiranih proteinov pri
Tibru in 25 % pri Starozagorskem. Ker je odstotettginov z nepoznanimi funkcijami
dokaj visok, smo se odidi, da poi&emo njihove homologne proteine z znanimi
funkcijami (preglednica 4). Pri Tibru nam je prie¥sproteinih z nepoznano funkcijo
uspelo doleiti homologne proteine z znanimi bioloSkimi funlaii, pri
Starozagorskem pa za pet proteinov nismo dobibrin&cije o njihovi funkciji. Vsi
homologni proteini imajo bioloSke funkcije povezarge predhodno omenjenimi
skupinami.
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Preglednica 3: Seznam identificiranih proteinoistith pri kultivarjih Tiber in Starozagorski v st&m

stresu

Table 3: List of identified proteins in leaves aitovars Tiber and Starozagorski under drought

& Stevilo  Teor. Eksp. Faktor
Iiséa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw razlike®
peptidov®  (kDa) (kDa)

ATP pretvorba
Tiber
nukleozid difosfat kinaza

1098 [Arabidopsis thalianh 2 7.0/16.3 7.2/15.9 -34

1235 ATP sintaza CF1, alfa podenota 20  5.2/55.7 5.4/66.3 3.0
[Phaseolus vulgar]s

p3p ATP sintaza CF1, alfa podenota 20  5.2/55.7 55/66.0 2.1
[Phaseolus vulgar]s

231 ATP sintaza CF1, alfa podenota 19 59/557 5.6/66.0 31
[Phaseolus vulgar]s

161 V-H(+)-ATPaza, podenota &Jycine mak 14 5.4/69.0 5.6/75.9 1.4
Starozagorski

804 nukleozid difosfat kinaza Pisum sativurh 2 5.9/16.5 7.3/16.4 -2.0
nukleozid difosfat kinaza

805 [Arabidopsis thalianh 3 7.0/16.3 6.7/16.3 -1.5

162 ATP sintaza CF1, alfa podenota 14  52/55.7 55/66.7 1.9
[Phaseolus vulgar]s

164 ATP sintaza CF1, alfa podenota 20  52/557 54/660 15
[Phaseolus vulgar]s

171 ATPaza podenota Yigna radiatd 14 6.2/55.6 6.9/62.9 -2.0
Sinteza proteinov
Tiber

473  glutamin sintetaza PR-Rlaseolus vulgar]s 5.4/39.4 5.6/428 -25
30S ribosomski protein S5

619 [Arabidopsis thaliank 9.0/32.7 6.6/36.5 -2.5
Starozagorski

343 glutamin sintetaza PR-PHaseolus vulgar]s 9 5.4/39.4 55/43.0 -2.7

394 protein podoben cistein sinta@lycine mak 10 5.5/34.4 5.7/406  -1.3

157 acetohidroksikislinska sintaza 6.8/707 6.8/688 2.5
[Phaseolus vulgar]s
Energijski metabolizem
Tiber

523 malat dehidrogenazBlantago majof 8 6.1/36.0 6.3/41.0 -1.7

536 malat dehidrogenaz@llycine mak 5 8.2/36.3 7.0/40.4 -1.7

749 do_m_nevna triozafosfat izomeraza 4 6.6/341 56/287 -1.9
[Ricinus communjs

75 lozalosfatizomeraza 12 59274 62304 -2.1
[Phaseolus vulgarigar. nanu$

1195 Plastidna aldolaza NPALDP1 9 69428 6.0/422 26
[Nicotiana paniculath

1213 Plastidna aldolaza NPALDP1 5  6.9428 68415 1.8
[Nicotiana paniculath

45g fruktoza-difosfat aldolaza, podobna 11 7./385 75434 -2.3
citoplazmatskemu izoencim@G[ycine mak

1193 enolazaGlycine mak 15 5.3/48.0 5.7/59.2 -2.2
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nadaljevanje

x Stevilo  Teor. Eksp.

ﬁstéa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw rI:;II(iLOer°

peptidov® (kDa)  (kDa)

136 transl_<etolaza, podobna kloroplastni 10 6.0/805 6.0/78.9 29
[Glycine mak

141 transl_<eto|aza, podobna kloroplastni 9 6.2/80.7 6.1/78.8 18
[Glycine mak

774 nbuloza—fosfat 3-_ep|meraza, podobna 5 8.2/301 5.8/27.0 16
kloroplastni [Glycine mak
Starozagorski

885 malat dehidrogenaz@llycine mak 7 8.2/36.3 7.1/40.0 -1.7

54 ozafosfatizomeraza 13 59274 657288 -15
[Phaseolus vulgarigar. nanu$

339 fruktoz_a-dlfogfat aIdoI_aza, citoplazmatski 6 6.4/38.7 509/43.3 24
izoencim 1 Pisum sativur

373 fruktoza-dlfosfat gldolaza 2, podobna 11 8.2/431 5.9/42.0 21
kloroplastni [Glycine mak

3gy Plastidna aldolaza NPALDP1 9 6.9/428 6.1/418 1.9
[Nicotiana paniculath

347 fr.uktoza-dlfosfat alt_jolaza! podob_na 6 71/385 7.4/43.0 2.3
citoplazmatskemu izoencim@[ycine mak
citosolna gliceraldehid-3-fosfat

357 dehidrogenazaintirrhinum maju$ 5 8.3/36.8 7.3/42.4  -17

442 domn_evna glukoza-6-fosfat 1-epimeraza 2 51/30.7 55/37.9 17
[Glycine mak

98 transl_<etolaza, podobna kloroplastni 10 6.0/805 6.1/78.8 15
[Glycine mak

101 transl_<etolaza, podobna kloroplastni 9 6.0/81.1 5.9/78.7 o5
[Glycine mak

102 transl_<etolaza, podobna kloroplastni 10 6.0/80.5 6.0/78.4 20
[Glycine mak

105 transl_<etolaza, podobna kloroplastni 12 6.0/805 6.1/78.3 14
[Glycine mak

573 nbuloza—fosfat 3-_ep|meraza, podobna 5 77/301 57/275 16
kloroplastni [Glycine mak
Fotosinteza
Tiber
kloroplastna ribuloza difosfat

413 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 21 8.2/48.3 5.6/44.4 2.3
[Phaseolus vulgar]s
kloroplastna ribuloza difosfat

506 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 6 8.2/48.3 6.2/41.8 1.7
[Phaseolus vulgar]s

1184 ribuloza difosfat karboksilaza 6 8.6/15.9 7.2/14.2 26
[Phaseolus vulgar]s
kloroplastna ribuloza difosfat

419 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 7 8.2/48.3 5.8/44.4 1.4
[Phaseolus vulgar]s

350 Rubisco aktivazadlycine mak 12 5.7/52.7 5.2/50.6 -2.3

1g7 Vezavni protein na Rubisco veliko podenoto, 19 50/631 5.4/72.5 19

kloroplastna beta podenotalycine mak
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= Stevilo Teor. Eksp.

ﬁstéa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw rI:;II(iLOer°

peptidov® (kDa)  (kDa)

647 protein 1 vkljw&en v oksidacijo vode 5 58/356 5.4/346 -1.7
[Solanum tuberosum ) ) ) ) '

812 protein 2 vklj&en v oksidacijo vodeHisum 3 8.3/28.2 6.5/253 -2.4
sativunj ' ' ' ) '

644 mg;zin 1 vklji&en v oksidacijo vodeZea 6 56348 53/347 -1.7

1197 &rg)tgein 1 vklj&en v oksidacijo vodeGlycine 5 6.7/353 58/29.8 -1.8

645 &rg)tgein 1 vklj&en v oksidacijo vodeGlycine 7 6.7/353 53/34.6 -1.4

804 protein vkljuten v oksidacijo vodeMledicago 3 91/294 7.3/164 -2.0
truncatuld

832 kloroplastni horofiI_a—b vezavni protein 6A 4 58268 57/231 -1.6
[Solanum lycopersicum

714  karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 11 8.1/35.9 6.6/30.7 -2.2

763 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 5 8.1/35.9 7.0/27.6 1.7

767 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 6 8.1/35.9 6.6/27.3 2.0

784  karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 14 8.1/35.9 7.2/26.8 1.3

793 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 11 8.1/35.9 7.7/26.6 -2.0
Starozagorski

464 pro;tqein 1 vklj&en v oksidacijo vodeGlycine 13 6.7/35.5 5.2/34.4 26
ma

465 pro;tqein 1 vkljwen v oksidacijo vodeGlycine 15 6.7/35.5 5.3/34.4 18
ma

877 pro;tqein 2 vkljien v oksidacijo vodeGlycine 5 77/28.6 5.6/26.9 24
ma

890 pro;tqein 2 vkljien v oksidacijo vodeGlycine 77/28.6 6.0/26.7 19
ma

557 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s 4 8.1/35.9 6.2/28.2 1.9

438 quroplastn_a feredoksin-NADP+ reduktaza 8.6/404 6.1/38.1 16
[Pisum sativu
kloroplastna ribuloza difosfat

302 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 21 8.2/48.3 5.4/46.1 2.9
[Phaseolus vulgar]s

851 ribuloza difosfat karboksilaza 4 92/204 7.2/14.2 38
[Phaseolus vulgar]s ) ' ' ) '
kloroplastna ribuloza difosfat

919 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 20 8.2/48.3 5.5/45.0 2.7
[Phaseolus vulgar]s
kloroplastna ribuloza difosfat

320 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 13 8.2/48.3 5.7/44.6 1.8
[Phaseolus vulgar]s
kloroplastna ribuloza difosfat

321 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 8 8.2/48.3 5.9/44.6 1.4
[Phaseolus vulgar]s
kloroplastna ribuloza difosfat

325 karboksilaza/oksigenaza aktivaza 20 8.2/48.3 5.7/44.3 2.2

[Phaseolus vulgar]s
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nadaljevanje

x Stevilo  Teor. Eksp.

ﬁstéa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw rI:;II(iLOer°

peptidov® (kDa)  (kDa)

Proteoliza in zvijanje proteinov
Tiber

g15 Detapodenota proteasoma 5 53249 55248 -18
[Medicago truncatulh

867 pepthn-prolllC|s-tran5|zomeraza 3 76/28.1 6.0/20.2 -28
[Medicago truncatulh

892 pepthn—prohlC|s—tranS|zomeraza 76/28.1 6.0/195 2.2
[Medicago truncatulh

800 kloroplastni Saperonin, 20 kD@lfcine mak 8.6/26.5 5.9/259 -19

679 prekurzor cisteinske proteinaze 6.4/404 57/33.0 2.3
[Phaseolus vulgar]s

g72 Cisteinska proteinaza CP2 6  6.2/404 59/333 -2.2
[Phaseolus vulgar]s
Starozagorski

545 ?gi/gcr)\ier?f;t}? (tip 2A) proteasoma 8  55/256 6.0/289 -1.8

497 prekurzor cisteinske proteinaze 5 6.4/404 59/324  -1.9
[Phaseolus vulgar]s

499 prekurzor cisteinske proteinaze 3 6.4/404 55323 25
[Phaseolus vulgar]s

711 domnevna_pepndllprolll izomeraza 2 94/26.7 6.9/213 15
[Oryza sativalaponica Group]
Sekundarni metabolizem
Starozagorski
1-deoksi-D-ksiluloza 5-fosfat

279 reduktoizomerazadlycine mak 10 5.9/50.8 5.9/49.4 -1.6
Signalna transdukcija
Starozagorski

448 aneksinu podoben protein REhjcine mak 6 7.1/35.8 7.3/37.1  -3.6
Proteini povezani z ROS, obrambo in
stresom
Tiber

404 format dehidrogenazRHaseolus vulgar]s 5 6.5/41.5 6.8/445 -2.6

820 [‘é"’l‘;‘giﬁgor‘r’;;”pero"s'd dismutaza 2 6.1/154 67/239 23

730 Citosolna askorbat peroksidaza 3 56/271 59/300 -1.7
[Vigna unguiculath

753 C|t.osolnaasll<orbatperokS|daza 56271 6.0/284 -15
[Vigna unguiculath

959 tioredoksinArachis hypogada 4 5.6/17.5 5.8/18.3 -15
Starozagorski

626 [T(‘;"’};‘giig"r‘r’%f“pe“’ks'd dismutaza 6.1/15.4 6.7/250 -2.4

267  prekurzor peroksidaze BHaseolus vulgar]s 5.8/37.1 6.8/52.3 -4.6

737 mgh protemyr@imskegasoka, 17.7 kDa 5 6.8/177 7.0/203 -10.0
[Vigna unguiculath

327 format dehidrogenazRlHiaseolus vulgar]s 15 6.5/41.5 6.8/442 -2.1

g g
521 dehidrinYigna unguiculath 2 6.0/26.5 7.0/30.1 -2.6
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nadaljevanje

x Stevilo  Teor. Eksp.

ﬁstéa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw rI:;II(iLOer°

peptidov® (kDa)  (kDa)

602 domnevna glutat_ion S-transferaza 3 56/248 6.2/266 -1.9
[Phaseolus acutifolids

495 h|droI§S|aC|IquFat|on hidrolaza 2 55189 62/325 -21
[Medicago sativh
kloroplastna kinon oksidoreduktaza podobna

400 At1g23740 Glycine mak 10 9.0/42.0 6.2/40.3 15
kloroplastna kinon oksidoreduktaza podobna

396 At1g23740 Glycine mak 7 9.0/42.0 5.9/40.5 1.7
Neopredeljeni proteini
Tiber

431  neznanGlycine mak 8 5.9/45.8 5.2/44.1 1.8

794  neznanGlycine mak 3 7.7/128.6 5.4/26.3 2.2

779 neznanGlycine mak 2 8.6/29.8 5.9/26.9 -15

809 neznanGlycine mak 2 5.8/23.5 6.2/255 -2.3

g3 hipoteteni protein VITISV_028610 2 6.9/269 58232 2.3
[Vitis viniferg

673 h|pot(_atcn| protein LOC100527131 5 54/279 62/333 -3.0
[Glycine mak
domnevni nekarakteriziran kloroplastni

700 protein, podoben At2g3766G[ycine mak 10 5.7/27.7 55314~ -1.3
domnevni nekarakteriziran kloroplastni

707 protein, podoben At2g3766G[ycine mak 8 5:7/27.7 5.7/31.1  -1.5

888 h|pot¢tbn| protein LOC100500096 9 8.7/21.3 5.9/19.7 29
[Glycine mak

1058 h|pot¢tbn| protein LOC100500093 7 55/153 5.8/16.6 24
[Glycine mak

1234 neznanGlycine mak 4 6.7/34.5 6.7/39.9 -1.9
Starozagorski

385 neznanNledicago truncatulp 3 8.8/44.8 6.6/41.5 1.8
domnevni nekarakteriziran kloroplastni

390 protein, podoben At1g0934G[ycine mak 4 7.7/42.47.0/41.3 1.5

580 neznanGlycine mak 4 7.7/128.6 5.3/27.3 3.5

612 nekar_akterlzwan protein LOC100305513 7 53/252 55/261 -14
[Glycine mak

623 neznanNledicago truncatulhp 5 6.6/31.2 5.4/25.4 1.8

634 neznanGlycine mak 5 8.6/29.7 7.7/248 -25

669 neznanGlycine mak 5 8.4/245 7.7/235 -29

694 h|pot(_atcn| protein LOC100500096 7 87/213 58219 -17
[Glycine mak

746 h|pot(_atcn| protein LOC100499771 6 54175 57/19.6 -1.5
[Glycine mak

756 h|pot(_atcn| protein LOC100500325 1 6.0/175 64/18.7 -4.8
[Glycine mak

759 neznanGlycine mak 6.0/17.5 6.5/184 -3.4

781 h|pot(_atcn| protein LOC100500093 3 55153 57/174  -1.7
[Glycine mak

836 hipotetni protein LOC100526924 3 91/201 5.8/14.3 15

[Glycine mak
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x Stevilo  Teor. Eksp.

ﬁstéa Identificirani proteini (vrsta) ujemanj pl/Mw pl/Mw rI:;II(iLOer°
peptidov® (kDa)  (kDa)

875  g5bf Arabidopsis thalianh 5 8.2/42.8 6.8/41.0 2.6

449 neznanGlycine mak 5 5.4/31.7 5.6/37.0 -2.4

324 neznanGlycine mak 3 6.5/41.2 6.6/445 -1.5

2 Stevilke proteinskih lis se nana3ajo na sliko 17;

P Stevilo peptidov identificiranih za posamezen girt

¢ faktor razlike vklj@uje normalizirani volumen proteina, ki je doém s programom Progenesis
SameSpot (negativhe vrednosti predstavijajo falgoviSanja volumna proteina v stresu; pozitivne
vrednosti predstavljajo faktor zmanjSanja volumnatgina v stresu).

& Number of protein spots refer to the Figure 17;

® the number of peptides identified for each prutei

¢ fold change values based on the normalized volafmgrotein from Progenesis SameSpot (negative
values - increased in abundance under droughtiiymsalues - decreased in abundance under draught)
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Preglednica 4: Homologni proteini neznanih in hgtiohih proteinov iz preglednice 3

Za iskanje homolognih proteinov smo uporabili NCgioteinsko bazo znotraj programa BLASTP
(2012).

Table 4: Homologues of the unknown and hypothepcateins from Table 3

The NCBI non-redundant protein database within BIRS(2012) was used for search homologous
proteins.

St. lise Homologni protein (vrsta) \?rl_egﬁc-;—; Podobnost (%)
Tiber
431 fosforibulokinaza, podobna kloroplast@ilycine mak 817 99
794 protein 2 vkljgen v oksidacijo vodeGlycine mak 523 99
779 kloroplastni klorofil a-b vezavni protein Glycine mak 469 99
809 glutation transferaza DHARP§pulus trichocarph 352 82
831 kloroplastni tilakoidni protein, 19kD&icinus communjs 257 85
673 hidroksiacilglutation hidrolazé/fedicago truncatulh 431 83
700 NAD-odvisha epimeraza/dehidrataZad mayk 426 82
707 NAD-odvisna epimeraza/dehidrataZadg mayk 426 82
888 mitohondrijski peroksiredoksifPisum sativurh 330 83
1058  40S ribosomalni protein S1IA¢dicago truncatulp 244 99
1234 I{(I;)l;(z:?r!aesmgj(kmon oksidoreduktaza podobna At1g2374 435 73
Starozagorski
580 protein 2 vkljden v oksidacijo vodeGlycine mak 523 99
612 proteasom, beta podend&ycine mak 447 97
623 klorofil a-b vezavni proteirRicinus communjs 398 91
634 I{((I;)l;c;?rllaésm:](ATP odvisna Clp proteaza, proteiidi podenota 6 511 99
669 [ZM% c;”irgg ODt:J:’I]t(I;g.?Jqui 4-ciklodifosfat sintaza 369 82
694 mitohondrijski peroksiredoksifPisum sativurh 330 83
746 peroksiredoksirFisum sativurh 305 93
781 40S ribosomski protein S1¥I¢dicago truncatulp 244 99
836 kloroplastni tioredoksin M4dlycine mak 341 92
449 domnevna laktoilglutation liaz&[lycine mak 572 99
324 alkohol dehidrogenaza, razred3ycine mak 775 99

4.2.3 Bioinformatska analiza proteinov iz listov kultivarjev Tiber in
Starozagorskiéern

Programa STRING (Szklarczyk in sod., 2011) in BiN@@aere in sod., 2005) smo

uporabili za ponazoritev PPI, bioloskih poti in mkiliskih funkcij. To nam je sluzilo
kot nadgradnja funkcijske analize proteinov.
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Z mrezo proteinskih interakcij, ki smo jo dobilipsogramom STRING (Szklarczyk in
sod., 2011), smo dobili vpogled v funkcijske powszamed raztinimi proteini. Pri
prikazu PPI za Tiber (slika 20), so oZaai proteini, ki so razvt&ni v dve funkcionalni
skupini (fotosinteza in energijski metabolizem) =ajuw&jim Stevilom proteinov.
Fruktoza-difosfat aldolaza (AT4G38970) je osrededro celotne interakcijske mreze,
zaradi najvejega Stevila interakcij z ostalimi proteini, ki gaeloti udelezeni v procese
fotosinteze in energijskega metabolizma. Za pong=zorstatisttno pomembnih
kategorij bioloskih poti in molekulskih funkcij pezanih z odzivom na susni stres smo
uporabili program BINGO (slika 21; Maere in sod.p08). Celoten seznam
pomembnejSih bioloskih poti in molekulskih funkaja identificirane proteine je
prikazan v prilogi C. Ena izmed najbolj pomembniatisticno zn&ilnih bioloskih poti
pri Tibru je povezana z odzivom na abiotski stinsu{p=2,90 &%. Na sliki 21 lahko
opazimo Se dve pomembni skupini- regulacijo metaholprocesov in regulacijo
fotosinteze. Statistho zn&ilne molekulske funkcije dolene s programom BINGO so
povezane s proteini, ki veZejo bakrove ione (p=%%?2, imajo katalitsko (p=1,07"®)
ter antioksidacijsko (p=4,01°9 aktivnost. Podobne interakcijske mreze smo &lhlo
za Starozagorskega (priloga D).
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Slika 20: Analiza PPl mreze s programom STRING [@zkyk in sod., 2011) za kultivar Tiber

Prikaz ne temelji direktno na identificiranih priid, temve& na homolognih proteinih navadnega
repnjakovca. Razlhe barve povezav med proteini predstavljajo infaijoa iz katerega vira so bile
povezave pridobljene (Szklarczyk in sod., 2011)n®eni sta dve skupini proteinov (proteini udelezeni
pri fotosintezi in energijskem metabolizmu) z n&RrPI.

Figure 20: Analysis of PPl network by programme 8N® (Szklarczyk in sod., 2011) for cultivar Tiber
Network is not based on the identified proteinst bo their homologous proteins froArabidopsis
thaliana Different line colours represent the types ofdewvice used in predicting the associations
(Szklarczyk in sod., 2011). Two clustres of highiteracting protein nodes are marked with circled a
include proteins involved in photosynthesis and-gnenetabolism.
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Slika 21: Prikaz mreze bioloSkih poti (A) in mold&kih funkcij (B) s programom BiINGO (Maere in
sod., 2005) za kultivar Tiber

Prikaz ne temelji direktno na identificiranih primid, temvé& na homolognih proteinih navadnega
repnjakovca. Velikost vozlov je povezana s Stevijmoteinov, barva pa predstavlja statisti zn&ilnost
(p-vrednost) posameznega vozla. Podobne mreZze atmmdprikazanimi potmi za sekundarni
metabolizem smo dobili za Starozagorskega (pribga

Figure 21: Biological pathway (A) and molecular étion (B) networks generated by BiNGO (Maere in
sod., 2005) for cultivar Tiber

Network is not based on the identified proteing, dru their homologous proteins frofn thaliana The
size of the node is related to the number of pnstand the colour represents the p-value for tiesstal
significance of the node. For Starozagorski, a laimnetwork with the addition of pathways for
secundary metabolism was obtained (Supplementary D)

4.3 ANALIZA CELOKUPNIH PROTEINOV STEBEL KULTIVARJA TIBER

4.3.1 Analiza slik gelov proteinskih ekstraktov iz stebekultivarja Tiber

Koncentracijo proteinskih ekstraktov iz stebel k@tja Tiber za vzorce v suShem
stresu in kontrolne vzorce smo d&lo na osnovi umeritvene krivulje z BSA. Za
zdruzene kontrolne vzorce smo dalokoncentracijo 2,6 mg/ml, za vzorce v susnem
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stresu pa 2,8 mg/ml. Koncentraciji obeh vzorcev smeodili in jih nanesli na NaDS-
PAGE (slika 22). 1z gela smo izrezali 16 proteihskezin za vzorce v suSnem stresu in
16 proteinskih rezin za kontrolne vzorce. Vzorcesusi in kontroli smo ozrdi z
izotopskima reagentoma. Uporabili smo sukcinimideagente, ki se vezejo na
primarne amino skupine lizina in N-terminalne skgipeptidov. Nato smo zdruzili
posamezne proteinske rezine kontrolnega vzorcazamnca v susi, vzorce razgradili s
tripsinom ter analizirali z LC-MS/MS.

Mw STRES KONTROLA .= Mw
(kDa) (kDa)

175

80

58

Z3I5GEBRE

46
30

25 %

174

Slika 22: Laitev proteinskih ekstraktov iz stebel kultivarjeb& z NaDS-PAGE

Iz gela smo izrezali 16 proteinskih rezin za vzovceuSnem stresu (S1-S16) in 16 proteinskih reain z
kontrolne vzorce (K1-K16). Oziavanje proteinov s stabilnimi izotopi v gelu je gkdlo po postopku
opisanem pri Asara in sod. (2006).

Figure 22: SDS-PAGE separation of protein extrrcis stems of cultivar Tiber

Sixteen protein slices of drought stress sampl&s3B5) and 16 slices of control samples (K1-K16)eve
excised from the gel. Procedure for in-gel stabtedpe labeling was performed as described by Asara
al. (2006).

4.3.2 ldentifikacija proteinov iz stebel kultivarja Tiber z masno spektrometrijo

Po analizi z LC-MS/MS smo proteinske vzorce v sosrgtresu in kontrolne vzorce
ozn&ene z dvema razinima izotopskima ozriavalcema analizirali s programom
MaxQuant. Analiza je bila opravljena s 16 vzorcemlrat. Vzorci v susSnem stresu so
bili oznaeni z izotopskim reagentom s tezko skupino, kontretorci pa z reagentom
z lahko skupino (spekter izotopsko ozeaega peptidnega para je prikazan na sliki 23).
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Slika 23: Primer izotopsko oz&enega peptidnega para, ki ne kaze relativne sprémeignala glede na
ostale peptide na relativni intenzitetni skali

Figure 23: An example of isotope-labeled peptide glgowing no signal change relative to the
background peptides on the relative intensity scale

Z vnesenimi parametri iskanja smo dobili skupno Z@&detkov skupin proteinov, od
katerih je imelo 222 skupin proteinov ddémo razmerje med oz¢evalcema (razmerje
H/L — razmerje med tezko in lahko skupino a@mnalca). Pri ostalih skupinah proteinih
tega razmerja program ni mogel déto Od 222 skupin proteinov je imelo 24 skupin
proteinov razmerje H/L v obn¢u 0,1-0,7; 61 skupin proteinov pa je imelo razraer|
H/L enako ali véje od 1,3. Od 85 zadetkov z razmerjem H/L pod 0,Aad 1,3 je bilo
45 skupin proteinov, ki so imeli skupno dva ali¢veedinstvenih« peptidov.
»Edinstveni« peptidi v programu MaxQuant predstwlskupno Stevilo peptidov, ki so
povezani s samo eno skupino proteinov. V preglédbicso prikazani proteini z
razmerjem H/L pod 0,7 in nad 1,3 ter z vsaj dveneainstvenima« peptidoma.
Preglednica vsebuje informacijo o identificiranikupinah proteinov, pridobljenih iz
dolocene serije peptidov. Posamezno skupino proteinadgpavljajo proteini iz
razlicnih rastlinskih vrst ter tudi neznani in hipotgii proteini. Posamezne skupine
proteinov smo poimenovali po proteinih z znanimmMKaijami. Pri dvanajstih skupinah
proteinov smo zasledili zmanjSanje njihove vselinestusi, pri ostalih proteinih pa
poveanje. Zaradi analize s Sestnajstimi vzorci naenkmatpodatka, katere skupine
proteinov so prisotne v dalenih proteinskih rezinah. Zaradi obravnavanja skupi
proteinov, ki jih sestavljajo proteini iz raghih rastlinskih vrst, tudi ni informacije o
rastlinskih vrstah. Primer izpisa iz MaxQuanta gp#0 je prikazan na sliki 24.
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Preglednica 5: Seznam identificiranih skupin prodgiiz stebel kultivarja Tiber
Predstavljene so skupine proteinov z razmerjem nosil H/L pod 0,7 in nad 1,3 ter Stevilom
»edinstvenih« peptidov nad 2. Razmerje H/L pod ddptavlja zmanjSanje vsebnosti proteinov v susi,

razmerje nad 1 pa potenje.

Table 5: A list of identified protein groups frortrem of cultivar Tiber
The protein groups with number of unique peptidesr@® and ratio H/L under 0,7 and over 1,3 are
presented. Ratio H/L under 1 represents decreaabundance in drought, ratio H/L over 1 represents

increase in abundance.

. . St. St. St Razmerje
Skupina proteinov . . »edinstvenih« PEP
proteinov  peptidov peptidov? H/L

Energijski metabolizem
saharoza sintaza 3 14 9 3.15E-164 0.1
alkohol dehidrogenaza 13 2 2 3.09E-07 0.5
fosfoglicerat kinaza 5 2 2 1.66E-37 0.7
fosfoglukomutaza 6 2 2 3.45E-12 1.3
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza 16 2 2 1.42E-3 1.3
?;ﬁ;;;r?égfki dikarboksilat/trikarboksilat 1 4 4 4.75E-47 13
piruvat ortofosfat dikinaza 7 2 2 8.69E-06 15
citrat sintaza 4 2 2 2.02E-07 2.0
lipoksigenaza L4 19 9 9 8.46E-77 2.1
lipoksigenaza 4 10 10 4.60E-96 2.3
fosfoenolpiruvat karboksilaza 6 6 5 1.02E-47 2.4
Fotosinteza
Rubisco aktivaza 7 3 3 7.98E-15 0.6
vezavni protein za Rubisco veliko 15 4 5 2 69E-53 07
podenoto*
apoprotein Al fotosistema | P700 22 3 3 3.45E-10 3 1.
protein D fotosistema |l 18 5 5 9.27E-39 1.3
ngggzkzilla\fa/d(;fssi;?naza, velika podenota 113 12 12 8.58E-125 14
apoprotein A2 fotosistema | P700 4 3 3 5.04E-45 1.5
Proteini povezani z ROS, obrambo in
stresom
mitohondrijski hsp70 6 3 2 2.00E-12 1.3
hsp90 5 3 3 2.82E-16 1.3
katalaza a7 4 4 1.32E-27 1.6
peroksisomalna glikolat oksidaza 6 5 4 3.25E-54 2.4
hsp70 13 7 5 2.09E-32 5.1
Sinteza proteinov
evkariontski iniciacijski faktor 4A-ll| 2 3 2 6.31E9 1.3
glutamil/glutaminil-tRNA sintetaza 5 2 2 1.56E-07 .31
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nadaljevanje

. . St. St. St Razmerje

Skupina proteinov . . »edinstvenih« PEP
proteinov  peptidov peptidov? H/L

40s ribosomalni protein SA 53 5 4 5.93E-154 1.3
ribosomalni protein L4/L1 5 2 2 1.88E-08 15
S-metil-5-tioribozna kinaza 3 7.86E-08 1.8
ATP pretvorba
AAA-tip ATPaze 63 3 3 3.13E-13 0.5
ADP-glukoza pirofosforilaza 23 7 1.87E-81 0.7
ATP sintaza 11 2 2 3.36E-05 15
ATP sintaza, beta podenota 26 7 7 1.25E-1401.6
Proteoliza in zvijanje proteinov
alfa podenota proteasoma * 4 3 3 3.19E-17 0.7
Saperon ClpB3* 2 7 2 1.12E-37 1.3
aspartatna proteaza* 40 2 2 1.46E-08 1.4
Bfofé';z(f;\rznnggggulatorna podenota 7 2 2 1 62E-05 15
cisteinska peptidaza 1 4 4 4.36E-12 1.6
Regulatorni proteini
14-3-3 protein* 15 4 2 3.46E-55 0.5
splosni regulatorni faktor 28 2 2 9.09E-08 0.7
DEAD/DEAH box RNA helikaza 12 2 2 2.45E-06 0.7
Transportni proteini
vakuolna protonska pirofosfataza 5 2 2 8.15E-13 2.3
NADH dehidrogenaza 1, podenota 9* 1 2 2 1.01E-20 4 1
Skladig&*enje
semenski skladéi protein 4 4.88E-55 3.3
glutelin tipa A* 1 2 2 6.68E-54 2.4
Signaliziranje
s hipersenzitivnostjo induciran protein 11 3 3 Eg2 1.4
Strukturni proteini
beta tubulin 27 7 2 5.75E-65 0.6

2 Stevilo peptidov najdenih samo v imenovani skupiaiteinov;
* homologni proteini neznanih proteinov.

#The number of unique peptides associated with théeim group (these peptides are not shared with

another protein group);
* homologous proteins of the unknown proteins.
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Ime skupine proteinov samo v imenovani

§t. peptidov najdenih
PEEHCaRRaIcony Pokritost Razmerje

proteinov' | peptidov sekvence [%]

skupini proteinov

protein vroginskega Soka, 70 kDa 13 7 5 4, 2.09E-32 5.1

| |imeproteina |
‘gi|1771479| emb|CAA67867.1 | heat shock
protein hsp70 [Pisum sativum]
£i]219764958| emb| CAW63932.1 | unnamed
protein product [Pisum sativum]
£i| 219773917 | emb| CAW36974.1| unnamed
protein product [Pisum sativum]
8i| 257307193 | emb| CBC46421.1| unnamed
protein product [Pisum sativum]
gi[ 257344403 emb]| CBCO2859.1 | unnamed
! protein product [Pisum sativum]
! 1] 562006 |gb | AAAS2975.1| PsHSP71.2 [Pisum

sativum]

2] 123601|sp|P26413.1|HSP70_SOYBN
748 RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein
£i| 18663 | emb | CAA44620.1| Heat Shock 70kD
E protein [Glycine max]
811219766691 |emb| CAW64017.1 | unnamed
protein product [Glycine max]
gi|219776028|emb| CAW37072.1 | unnamed
protein product [Glycine max]
gi|257210542| emb| CBC46583.1 | unnamed
protein product [Glycine max]
gi|257345156|emb| CBC02944.1| unnamed
! protein product [Glycine max]
AT1G16030.1 | Symbols: Hsp70b | heat shock
protein 70B | chr1:5502386-5504326 REVERSE

|

Sekvenca peptida sekvence
peptida

Doliina

Vodilni protein povezans Vrednost Razmerje
peptidom MaxQuant H/L

i1 1771479]emb]| CAAG7867.1
DNNLLGKFELTGIPPAPR 18 | heat shock protein hsp70 0.007709 66.965 1.0319
[Pisum sativum]
gi|1771479]emb| CAAGT867.1
IINEPTAAAIAYGLDKKASR 20 | heat shock protein hsp70 1.32E-07 96.544 6.0071
[Pisum sativum]
gi11771479]emb| CAAG7867.1
VEIIPNDQGNR 11 | heat shock protein hsp70 0.000674 110.53 ni dologeno
[Pisum sativumn]
gi| 219764820] emb| CAW5386
NAVVTVPAYFNDSQR 15 3.1] unnamed protein product  9.05E-06 96.464 ni dolofeno
[Glycine max]
gil1771479]emb]| CAA67867.1
QATKDAGAISGLNVLR 16 | heat shock protein hsp70 3.77E-06 92.935 5.3888
[Pisum sativum]
gi1219764820] emb| CAW63286
TTPSYVAFTDTER 13 3.1] unnamed protein product  0.002185 88.187 ni dolofeno
[Glycine max]
gi11771479]emb]| CAA67867.1
7l LIGDAAKNQVANMNPQNTVFDAKR 23 | heat shock protein hsp70 4.09E-07 29.353 6.0404
[Pisum sativum]
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Slika 24: Shematski prikaz izpisa iz programa Maagina primeru hsp70 za kultivar Tiber
Figure 24: Shematic view of input from the MaxQuantthe exaample of hsp70 for cultivar Tiber

Proteine (preglednica 5) smo glede na njihove Bla@ofunkcije razvrstili v ustrezne

skupine (slika 25). Najuwge Stevilo skupin proteinov je udelezenih v probesi
energijskega metabolizma, fotosinteze, procesezameez ROS, obrambo in stresom, s
sintezo proteinov ter proteolizo.
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Slika 25: Razvrstitev identificiranih skupin protev stebel s spremenjenimi vsebnostmi v susi v iskeup
glede na njihove bioloSke funkcije za kultivar Tiibe

Figure 25: Classification of identified stem protiwith changed abundance under drought into
functional groups for cultivar Tiber

4.4 ANALIZA N-GLIKOPROTEINOV [Z STEBEL IN LISTOV KULTIVARJA
TIBER

4.4.1 Lektinska kromatografija proteinov iz stebel in listov kultivarja Tiber

Proteine smo izolirali iz stebel in listov kultiyarTiber v suSnem stresu in njihovo
vsebnost primerjali z ustreznimi vzorci kontrolnialivanih) rastlin. V analizo smo
vkljucili drugi sestavljen list in steblo kontrolnih rlastter rastlin v zadniji stopnji stresa
(17. dan). Uporabili smo ekstrakcijo s PBS pufrokoncentracijo proteinskih
ekstraktov smo doldli na osnovi umeritvene krivulje z BSA, kjer sma kontrolni
vzorec stebel izmerili koncentracijo 4,6 mg/mlvzarec v suSnem stresu pa 4,5 mg/ml.
Za kontrolni vzorec listov smo dobili koncentracilé,3 mg/ml, za vzorec v suSnem
stresu pa 22,3 mg/ml. Koncentraciji vzorca v sussém®su in kontrolnega vzorca smo
izen&ili z dodatkom pufra, ki smo ga uporabili pri izoi@ proteinov. Vzorca proteinov
smo nanesli na lektinsko afinitetho kromatografig,katero smo kli proteine z
vezanimi glikani od ostalih proteinov. Po lektinskromatografiji smo vzorce
skoncentrirali na koloni Nanosep ter jih nanesliNa&DS-PAGE (slika 26). 1z gela smo
izrezali 10 proteinskih rezin za vzorce v suSnenesst in 10 proteinskih rezin za
kontrolne vzorce pri analizi listov ter 8 proteiitskezin za vzorce v susnem stresu in 8
proteinskih rezin za kontrolne vzorce pri analitab®l. Glikoproteine smo razgradili s
tripsinom ter vzorce analizirali z LC-MS/MS.
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Slika 26: Laitev glikoproteinov iz lektinske kromatografije z2NS-PAGE za kultivar Tiber

Iz gela smo izrezali osem proteinskih rezin za geor suSnem stresu (od ST-S1 do ST-S8) in osem rezi
za kontrolne vzorce (od ST-Cldo ST-C8) pri anaigbel (A) ter deset proteinskih rezin za vzorce v
susnem stresu (LS1-LS10) in deset rezin za korgratorce (LC1-LC10) pri analizi listov (B).

1- vezava vzorca na kolono; 2- spiranje po vezaerea; 3- proteini, eluirani s pufrom ME; 4- pratei
eluirani s pufrom SE; 5- spiranje po eluciji.

Figure 26: SDS-PAGE separation of glycoproteinsftectin cromatography for cultivar Tiber

Eight protein slices of drought stress sampleai{f@r-S1 to ST-S8) and eight slices of control saspl
(from ST-C1 to ST-C8) for the analysis of stem wexeised from the gel (A). For the analysis of kE=av
(B), ten protein slices of drought stress sample31{LS10) and ten slices of control samples (LC1-
LC10) for the analysis of stem were excised fromdhl.

1- sample binding on column; 2- washing after sanigphding; 3- ME-elution; 4- SE-elution; 5- washing
after elution.
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4.4.2 Masna spektrometrija in obdelava podatkov za N-glikbproteine iz stebel in
listov kultivarja Tiber

Glikoproteine smo identificirali s pordj iskalnika MASCOT. Zadetke proteinov smo
omejili le na proteine, kjer sta bila prisotna vdap peptida. Pri zadetkih s samo enim
peptidom s signifikantnim rezultatom smo upoSteWWhSCOT vrednost nad 100.
Zaradi kompleksne analize glikoproteinov smo seastafjevanju omejili le na analizo
N-glikoproteinov. Glikoproteine smo analizirali sogramom SignalP, da bi ugotovili,
ali imajo prisoten signalni peptid za endoplazemskikulum. S programom Target P
smo dolaili najbolj verjetno lokacijo glikoproteinov. Stdwi proteinov s signalnim
peptidom se je dobro ujemalo s Stevilom sekredijsgroteinov, kajti sekrecijski
proteini so zelo pogosto glikozilirani. S programdl@tGlyC pa smo dobili informacijo,
¢e proteini vsebujejo N-glikozilacijsko mesto terkakSno verjetnostjo je to mesto
glikozilirano (preglednica 6). Samo proteine, ki gsebovali signalni peptid in N-
glikozilacijsko mesto, smo vklili v bazo proteinskin sekvenc pri posamezni
proteinski rezini. Tudi Ruiz-May in sod. (2014) goi analizi N-glikoproteinov iz
paradiznika uporabili v bazi podatkov samo glikdpnoe s signalnim peptidom.
Signalni peptid je potreben za t. i. kotransla@jstanslokacijo nastajajega proteina v
endoplazemski retikulum pred samim procesom N-gilkgije (Ruiz-May in sod.
2014). Baze posameznih proteinskih rezin smo uflopbro¢ni analizi spektrov, ki je
opisana Vv nadaljevanju, skupno bazo sekvenc, ki gmodobili z zdruZitvijo
glikoproteinov iz posameznih rezin brez podvojeglikoproteinov, pa smo uporabili
pri kvantifikaciji glikoproteinov s programom Max@nt. Baza proteinskih sekvenc za
posamezne rezine je bila potrebna zaradi uporabgrgma Peptide Mass Tool za
iskanje N-glikopeptidov, saj smo z manjSo bazogmuyv zelo skrajSakas iskanja N-
glikoproteinov. Skupna baza proteinov je v primemalize listov vsebovala 154
glikoproteinov z razinimi NCBI Stevilkami, kjer je 81 proteinov vsebowasignalni
peptid. V primeru analize stebel pa je skupna lvaehovala 144 glikoproteinov, kjer je
82 proteinov vsebovalo signalni peptid.
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Preglednica 6: Stevilo identificiranih glikoproteinv steblih (A) in listih (B) kultivarja Tiber
Stevilke gelov se nana3ajo na sliko 26.
Table 6: Number of identified glycoproteins in see(A) and leaves (B) for cultivar Tiber
The numbers of gels are reffering to Figure 26.

A
STEBLO
St St Skupno St. St. &t proteinov v doléeni subcelini lokaciji &t proteinov
el'a rotei'nov proteinov brez proteinov bréz N-X-S/T
9 P podvajanja s SP  Sekrecija Mitohondrij Kloroplast Ostalo
(S:i ;2 } 40 25 25 0 1 13 1
(532 ii } 41 31 33 4 0 4 0
(532 2; } 37 27 30 2 0 5 1
(S:j ig } 33 21 22 1 0 10 3
(S:: i; } 31 16 21 1 2 7 4
(532 187 } 22 8 10 0 0 12 3
(S:; 180 } 18 7 8 1 0 9 3
(532 g } 9 3 4 0 0 5 2
B
LISTI
St. St. Skupno St. St. &t proteinov v doléeni subcelini lokaciji &t proteinov
ela roteinov proteinov brez proteinov brez N-X-S/T
9 P podvajanja s SP  Sekrecija Mitohondrij Kloroplast Ostalo
il 24 } 29 10 12 2 0 15 2
1 7
Z 1: } 30 16 16 3 0 11 2
1
i: ;g } 41 31 36 2 0 3 1
§4 59 } 47 29 30 2 0 15 6
4 1
§5 ;8 } 33 21 22 2 0 9 4
5 7
ig 1: } 26 13 14 1 0 11 2
1

76

se nadaljuje



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

nadaljevanje

St St Skupno st. St. St. proteinov v doleeni subceltini lokaciji ~ &t. proteinov

) proteinov brez proteinov N
gela proteinov podvajanja s SP  Sekrecija Mitohondrij Kloroplast Ostalo brez N-X-S/T

S7 10

} 24 7 8 1 1 14 4
c7 21
S8 1 } 32 16 16 3 0 13 4
cs 30
S9 3 } 14 10 10 0 0 4 2
c9 12
S10 1 } 5 5 5 0 0 0 0
C10 4

SP - signalni peptid.
SP - signal peptide.

Z namenom, da bi identificirali N-glikopeptide imld¢ili strukturo N-glikanov, smo
vsak spekter posamezne proteinske rezinénaopregledali in iskali spectine
reporterske ione pri m/z 204,08, ki predstavljagnal za oksonijev ion. Z namenom,
da bi dol@ili N-glikozilacijsko mesto in strukture N-glikanggmo za izr&un mase N-
pri fragmentaciji N-glikopeptida (slika 27). Na asm haboja y iona smo doléili naboj
N-glikopeptida. Ustrezne izéanane mase peptidov smo zabelezili in uporabili za
iskanje po proteinski bazi podatkov za posamezraieprsko rezino s programom
Peptide Mass Tool. Sekvenca izbranih N-glikopeptigeo morala ustrezati cepitvi s
tripsinom in vsebovati zaporedje aminokislin za INayilacijsko mesto. Na podlagi
mase in naboja N-glikopeptida smo aali tudi maso N-glikanskih struktur.
Rezultati analize N-glikopeptidov iz spektrov se@gstavljeni v prilogi E. Kljub temu
da smo nasli veliko MS/MS spektrov N-glikopeptiddv,so vsebovali signal pri m/z
204,08 ter ostale markerske ione, ki soctipiza N-glikane (npr. m/z 366,13 ter
528,19), smo lahko zelo malo spektrov povezali @igeimi sekvencami, zato je tudi
Stevilo rano identificiranih N-glikopeptidov relativno majhnoZasledili smo
visokomanozne, hibridne in kompleksne tipe N-glikanPri analizi smo zabeleZili
samo tiste strukture N-glikanov, katere smo lahkeegzali s peptidnimi sekvencami
(priloga E).
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Slika 27: Primer spektrov glikopeptida za kultiidaber

A) 1z MS/MS spektra peptida prn/z 961,4G* smo identificirali peptid (FYNESR) od hipot&tiega
proteina (NCBI Stevilka: gi|593785175) identifiair& proteinske rezine ST-S1 in ST-C1. 1z spektov

B in C je razvidno, da je na peptid verjetno prigempleksni tip N-glikana s sestavo 2 x GIcNAc, 3 X
manoza, 1x ksiloza in 1 x fukoza. Spektra ST-C1 {B)ST-S1 (C) prikazujeta intenziteto vrhov
(retenzijskicas: pribl. 18-18,80 min) peptida z glikanskimi &trami.

Figure 27: An example of spectra for glycopeptidedultivar Tiber

A) MS/MS spectrum of an m/z 961 Z0on identifying the peptide (FVNESR) from hypoticat protein
(NCBI number: gi|593785175) from slices ST-S1 inGT. Spectra A, B and C revealed a complex type
N-glycan, most probably representing 2 x GIcNAg Biannose, 1x xylose in 1 x fucose. Spectra ST-C1
(B) and ST-S1 (C) are showing peptide peak intessifretension time: appr. 18-18,80 min) with
corresponding glycan structures.

Ker N-glikopeptidov iz spektrov ni bilo mozno natao raino kvantificirati, smo za
kvantitativno obdelavo vzorcev uporabili programX@aant. Analiza je bila opravljena
z 20 vzorci naenkrat v primeru analize listov tekGsvzorci v primeru stebel. Pri tem
smo v programu dobdli, kateri vzorci pripadajo stresnim razmeram iratedi
kontrolnim. V programu smo daldi parametre za LFQ kvantifikacijo. Rezultati
kvantifikacije so predstavljeni v preglednicah 78im na sliki 28. Prikazani so proteini
0z. skupine proteinov z razmerjem LFQ intenzitedmsaso in kontrolo pod 0,7 in nad
1,3 ter z vsaj dvema »edinstvenima« peptidoma.drpredstavljeni N-glikoproteini s
signalnim peptidom in mestom N-glikozilacije, kaa me velja tudi za homologne
proteine. Pri kvantifikaciji glikoproteinov iz list smo dobili 35 skupin glikoproteinov,
ki so imeli ustrezno razmerje med vzorci v stresukontrolnimi vzorci. Pri analizi
stebel pa smo dobili 23 skupin glikoproteinov. Zhraelikega Stevila hipotetnih
glikoproteinov smo se odidi, da poi&emo njihove homologne proteine z znanimi
funkcijami, ki so predstavljeni v prilogi F. Probel smo glede na njihovo funkcije
razvrstili v.osem skupin v primeru analize list@r 8est skupin pri analizi stebel. Pri
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analizi listov in stebel smo najelikoproteinov razvrstili v skupine proteinov, &0
povezane s procesi cglih sten, obrambo 0z. stresom ter proteolizo. &r moramo
omeniti, da smo funkcionalne skupine proteinovcinmema dol@ili na osnovi
homolognih proteinov, ki so v preglednicah 7 in &naeni z zvezdico in so

predstavljeni v prilogi F.

Preglednica 7: Kvantifikacija glikoproteinov v stigbkultivarja Tiber s programom MaxQuant

Table 7: Quantification of proteins in stem of ot Tiber with MaxQuant

NCBI Stevilke

proteinov Proteini

Stevilo

St. peptidov
proteinov  stres/kontrola

Razmerje

stres/kontrola

Procesi celénih sten

glicerofosforil diester fosfodiesteraza

0i|593692034 [Glycine mag 1 2/3 0.2

0i[593548919 gI|cer_0fosfor|I diester fosfodiesteraza 1 716 0.4
[Glycine mak

0i593328652 Fg}sé?nzﬂarﬁt;)}ildaza, izooblika X1 1 5/6 05

0i|593618020 alfa-ksilozidaz&[ycine mak 1 2/3 0.6

0i|593328660 nevtralna alfa-glukozidagzjcine majk 1 13/10 0.7

0i|356561171 lizosomska manozidaZdycine mak 1 8/8 1.4

gil356515517 ?(';Sgrr‘] srl‘,gg}'(m'beta'g'“koz'daza 1 212 1.6

0i[38605156 ks!loglukan enc_iotransgIuk02|laza/h|drolaza 1 7/9 24
[Vigna angulari$

0i[593697822 eplderm|s.-specmn| sekrecijski 1 9/12 3.4
glikoprotein [Glycine maj*

Obramba/stres

0i|356563668 homolog askorbat oksida@éyEine mak 1 4/3 0.2

0i|593213934 homolog askorbat oksidaz&lycine mak

0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak 3 12/15 0.6

0i|356517653 homolog askorbat oksidaz&lycine mak

0i[593791168 Fg@lgtilxglrg;e};(urzor kisle fosfataze 1 17/15 0.7

0i|593696454 bakrova oksidazadlycine mak 5 13/10 15

0i|571450249 bakrova oksidazadlycine mak '

Proteoliza in zvijanje proteinov

0i|593205833 nikalinGlycine may 1 11/5 0.3

0i|543176742 aspartatna proteinaRhdseolus vulgar]s 1 716 0.4

gil2511693 ng';"sz(‘)’l;g'\s/ﬁg‘a%rsme'”aze 1 313 0.6

0593188173 protein disulfid izomeraza, izooblika 1 1 9/9 14
[Glycine mak '

Signaliziranje

0i|593785485 receptor-protein kinazaljcine maj 1 5/2 0.2

0i|593701877 receptor-protein kinagaljcine majk 1 5/5 1.6

Energijski metabolizem

0i|356562473 ksiloza izomerazaGlycine mak 2 717 17

0i|255635805 ksiloza izomerazaGlycine may
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nadaljevanje
NCBI Stevilke Proteini Stevilo  St. peptidov Razmerje
proteinov proteinov stres/kontrola stres/kontrola

Nedefinirano

IAA-aminokislinska hidrolaza

0i|593700219 X 1 4/3 0.4
[Glycine mak*

0i|593785057 protein HOTHEADGlycine mak 1 716 15

0i|593328058 protein tolBjedicago truncatull 1 719 15

* Proteini homologni neznanim proteinom.
* Homologous proteins of the unknown proteins.

Preglednica 8: Kvantifikacija glikoproteinov v listkultivarja Tiber s programom MaxQuant
Table 8: Quantification of proteins in leaves oltisar Tiber with MaxQuant

NCBI

o - Stevilo St. peptidov Razmerje
Stevilke Proteini .
proteinov proteinov  stres/kontrola  stres/kontrola
Procesi celfnih sten
0il561015499 gllcer_ofosforll diester fosfodiesteraza 1 7/7 0.4
[Glycine ma¥k
0il356515517 gluka_n endo-1,3-beta-glukozidaza 1 4/2 05
[Glycine mak
0i[356508869 I|zoso_mska alfa-manozidaza 1 7/7 05
[Glycine mak
0i[561014278 gluka_n 1,3-beta-glukozidaza, izooblika X1 1 5/5 14
[Glycine ma¥k
0il561035469 alfa-L_-arablnofuran02|daza, izooblika X1 1 18/16 18
[Glycine ma¥k
0i|356499675 beta-heskozaminidaz&[ycine mak 1 4/3 1.8
0i|561022341 vicianin hidrolaza Glycine mag 1 11/9 2.1
1561027882 glukan endo-1,3-beta-glukozidaza 1 2/3 59
9 [Glycine ma¥k ’
0i|561012062 beta-D-ksilozidazaGlycine mak 1 16/13 2.7
1561020712 lizosomska beta glukozidaza, izooblika X1 1 6/7 28
9 [Glycine mak '
0i|147811579 beta-glukozidazalitis viniferg* 1 4/3 8.4
Obramba/stres
1561027028 "purple” kisla fosfataza, izooblika X2 1 11/12 06
9 [Glycine ma¥k '
0i|561005533 homolog askorbat oksidaz&lycine may
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak 3 13/12 1.3
0i|356517653 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
0i|561020673 retikulin oksidaza@lycine majk 1 8/8 15
1561032038 prekurzor "purple"” kisle fosfataze 1 14/11 15
9 [Glycine mak '
1561011827 brasinosteroid-reguliran protein BRU1 1 6/5 17
9 [Glycine mak )
. beta-fruktofuranozidaza, netopni izoencim
0i|561034491 [Glycine ma 1 15/9 2.0

se nadaljuje
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nadaljevanje
NCBI Stevilke - Stevilo  St. peptidov Razmerje
X Proteini .
proteinov proteinov stres/kontrola  stres/kontrola

0i[561009224 homo_log L-askorbat oksidaze 1 14/12 29
[Glycine ma¥k
protein povezan z odpornostjo na

0i|561021963 bolezni/prekurzor za LRR protein 1 715 14.6
[Glycine ma¥k

Proteoliza in zvijanje proteinov

0il561036949 preku_rzor proteaze podobne subtilizinu 1 19/20 0.2
[Glycine ma¥k

. UDP-glukoza:glikoprotein

9i[561021742 glukoziltransferazaGlycine mak 1 3/12 03

01356539234 nikalin [Glycine mak > 4/5 0.4

0i|508786123 nikastrin izooblika 1 Theobroma cacdo ‘

0i[2511693 prekurzor cisteinske proteinaze 1 5/5 0.4
[Phaseolus vulgar]s

0i|561023891 protein disulfid izomerazadlycine majk 1 9/9 0.6

0i561005254 protein disulfid izomeraza, izooblika 1 1 6/5 15
[Glycine mak

Energijski metabolizem

0i|356562473 ksiloza izomerazaglycine mak

0i|255635805 ksiloza izomerazaGlycine mag 3 717 3.0

0i|9758328 ksiloza izomerazaArabidopsis thalianh

Signaliziranje

4i[9837280 receptor-protein kinaza povezana s 1 5/5 01
senescenco listohaseolus vulgar]s

Sinteza aminokislin

0i|561014202 aminoacilazaGlycine mak 1 8/9 0.6

Skladig&*enje

0i|18007 kanavalinQanavalia gladiath 1 10/12 0.6

Nedefinirano

0il561023812 IAA-gmlnoklsI|nska hidrolaza 1 2/3 05
[Glycine mak

0i|561010543 protein tolB Medicago truncatull 1 13/11 1.3

0i|561028923 protein HOTHEAD [Glycine mak 1 6/4 2.1

0i561008641 IAA-a_mlnoklsImska hidrolaza 1 5/5 29
[Glycine ma¥k

0i|561009203 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s 1 9/7 5.4

0i|356552527 nekarakteriziran proteirdlycine mak 1 5/1 6.6

* Proteini homologni neznanim proteinom.
* Homologous proteins of the unknown proteins.
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A
Energijski metabolizem
4%
Procesi cetinih sten
39%
Obramba/stres
18%
B
Signaliziranj S_lnte_za_
3% aminokislin Skladigenje

3% 3%

Energijski Procesi cetinih
metabolize sten

31%

Obramba/stres
23%

Slika 28: Razvrstitev identificiranih skupin glikageinov s spremenjenimi vsebnostmi v susi iz dtebe
(A) in listov (B) v skupine glede na njihove biokesfunkcije za kultivar Tiber

Figure 28: Classification of identified glycopratsigroups with changed abundance under drought from
stem (A) and leaf (B) into functional groups fotttouar Tiber
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Primerjava proteoma listov kultivarja Tiber in kult ivarja Starozagorski
¢ern v suSnem stresu

Namen analize je bil doddi razlike v vsebnosti proteinov med rastlinamsusSnem
stresu in kontrolnimi rastlinami v listih navadne@dola. Na podlagi rezultatov
prejsnjih raziskav susnega stresa smo ¥Kljkultivarja Tiber in Starozagorski, ki sta
se razlikovala v odzivu na suSo (Hieng in sod.,£00avar in sod., 2008). Kavar in
sod. (2008) so sklepali, da je na osnovi izrazéngjaskripta povezanega s fotosintezo,
fotosinteza pri Tibru inhibirana kasneje kot pritkearjih, ki so bolj olgutljivi na suso.
Hieng in sod. (2004) so pokazali, da se kultivaajdikujeta pri odzivu na susni stres, in
sicer glede vodnega potenciala, vsebnosti vodestihliin po integriteti cefinih
membran. Na osnovi teh indikatorjev so sklepalijed&iber bolj toleranten na suso od
Starozagorskega. Omenjena Studija je bila opraaljemastni komori pri kontroliranih
pogojih ter v rastlinjaku od avgusta do oktobrasS&l&tudija je temeljila samo na
poskusu v rastlinjaku v drugem obdobju leta, inesiod marca do maja. V nasSem
primeru smo uporabili RVV kot indikator stopnje d#iacije tkiva, ki je kljgna za
optimalno delovanje rastline in za procese rast mvoju RVV v listih ni bilo
statisttno zn&ilnih razlik med Tibrom in Starozagorskim pri nobestopnji suSnega
stresa. To lahko pojasnimo z drdgami rastnimi pogoji glede na pogoje rasti v Studij
od Hieng in sod. (2004). RVV v listih je bila v ma®&ziskavi osnova za dalitev
primernega termina vzéenja. Na koncu nasSega eksperimenta so bile rastloeo
ovenele oz. v susnem stresu, RVV v listih obehikaifev pa je bil priblizno 45 %. Ob
rehidraciji so se rastline regenerirale, kar poimnds stres ni bil prent@an.

Identificirane proteine, katerih vsebnosti so sdikavale med rastlinami v stresu in
kontrolnimi rastlinami, smo razvrstili v skupinelede na njihove biolosSke funkcije.
Skupine vklj@&ujejo proteine povezane s fotosintezo, energijskimatabolizmom,
obrambo oz. stresom, ATP pretvorbo ter proteineepame s sintezo, zvijanjem in
proteolizo. Identificirani proteini so vklfieni v razléne bioloSke poti, ki bodisi direktno
ali indirektno, pomagajo rastlini pri séenju s stresom. Okoli ene tretjine identificiranih
proteinov smo zasledili v razhih lisah, kar je najverjetneje povezano s prisoini
izoformnimi oblikami in posttranslacijskimi modificijami proteinov. Predstavili smo
Se interakcijske mreze povezav med proteini, kau@ilo dodaten vpogled na razie
vloge identificiranih proteinov.
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5.1.1.1 Proteini listov udelezeni pri fotosintezi

Veliko Stevilo v raziskavi identificiraninh proteinos spremenjenimi vsebnostmi v
susnem stresu je povezanih s procesi fotosintemsein Rubisco smo zasledili v
razlicnih lisah, ki so se razlikovale glede na pl in Mo so opazili tudi pri analizi
drugih rastlinskih vrst v suSi, iZzesar so sklepali, da prisotnost istega proteina v
razlicnih lisah lahko nakazuje na razgradnjo proteingh&ldari in sod., 2005; Durand
in sod., 2011). Luo in sod. (2002) so pokazalisdaelika podenota Rubisco lahko cepi
v prisotnosti ROS. Identificirali smo tudi fosfoulmkinazo, ki je prav tako kot Rubisco
udelezena v procesih Kalvinovega cikla. Zaradi zZ8&ma vsebnosti fosforibulokinaze
in proteina Rubisco v susnem stresu sklepamo, dgiskovitost fiksacije CQ v susi
zmanjSa. Poleg identifikacije proteina Rubisco ltkeein malo podenoto, pri katerih se
je vsebnost zmanjSala v susSi pri obeh kultivagiimo pri Tibru identificirali Se Rubisco
vezavni protein.

Identificirali smo Stevilne proteine vkijene v oksidacijo vode (OEE), ki so zanimivi
predvsem zaradi kontrastnih vsebnosti med kultrag, ki so se pri Tibru povale, pri
Starozagorskem pa zmanjSale. OEE 1 in OEE 2 stentidkompleksa pri fotosistemu
II, ki katalizira fotooksidacijo vode v svetlobnieakciji fotosinteze. OEE 1 je
pomemben za zagotavljanje stabilnosti jedra fotesia 1l, OEE 2 pa je udelezen pri
katalizi razgradnje vode (Yang in sod., 2003; Yisiod., 2005). Gazanchian in sod.
(2007) so poréali 0 poviSanju izrazanja OEE 2 pri odzivu na spsopSenéni travi,
zmanjSanje vsebnosti OEE pri stresu zaradi slapassio opazili pri krompirju (Aghaei
in sod., 2008) in pSenici (Gao in sod., 2011).

Pri Tibru smo zasledili powanje in zmanjSanje vsebnosti karbonske anhidraze, p
Starozagorskem pa zmanjSanje vsebnosti tega paotemotein je udelezen pri fiksaciji
CO, (Tripp in sod., 2001). Kot je razvidno iz naSe siave, smo isti protein
identificirali v razliénih lisah, verjetno zaradi prisotnosti r&niih izoformnih oblik. To
pa nakazuje, da imajo izoformne oblike karbonskkidraze verjetno kompleksne,
prekrivajaie vloge v suSnem stresu. Identificirali smo tudirkfil a/b vezavne proteine,
ki so pomemben sestavni del Zetvenega kompleksaetbobo (Xu in sod., 2011). Pri
Tibru smo zaznali powanje vsebnosti, pri Starozagorskem pa zmanjSargbnasti
proteina v susSi. Staneloni in sod. (2008) so palip da je priSlo do zmanjSanega
izrazanja genov za klorofil a/b vezavne proteinegiksidativnem stresu navadnjega
repnjakovca. ZmanjSanje vsebnosti feredoksin NABdRiktaze smo zasledili samo pri
Starozagorskem. Pri Studiji navadnega repnjakovesaiSnem stresu pa so péab o
poveanju izrazanja genov za omenjeni protein (Lehtinialsod., 2010).
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ZmanjSanje vsebnosti identificiranih proteinov w¥enih pri fotosintezi pri
Starozagorskem in po¥anje 0z. zmanjSanje vsebnosti proteinov pri Tilkkaze na
negativni vpliv suSe na klfime proteine fotosintetskega aparata ter ngi wpliv na
proteine pri Starozagorskem. Predhodne raziskaygiou suSe na izraZzanje genov pri
navadnem fizolu so tudi nakazale na moznost, datfesinteza pri Tibru inhibirana
kasneje kot pri Starozagorskem (Kavar in sod., 20B&de na to, da smo identificirali
proteine, ki imajo razéine vsebnosti pri Tibru in Starozagorskem v suSnggesis, bi
bilo zanimivo opraviti nadaljnje raziskave, ki bomale vkljuwevati direktno proteomsko
analizo obeh kultivarjev. Tako bi dobili vpogled potencialne razlike v vsebnosti
proteinov med kultivarjema.

5.1.1.2 Proteini listov povezani z energijskim metabolizmom

Rastline se odzivajo na stresne razmere tudi Sreggrdami v vsebnosti proteinov na
ravni energijskega metabolizma. Kot smocakiovali, je imel susni stres vpliv na
proteine energijskega metabolizma pri obeh kuljikarPlastidna in citoplazmatska
aldolaza sta bili identificirani pri obeh kultivdrj Yamada in sod. (2000) so pokazali,
da se je pri tobaku povalo izrazanje gena za plastidno aldolazo (ALDPZ&Xtresu
zaradi slanosti, izrazanje ALDP1 pa se je zmanjdaito analizi Starozagorskega smo
identificirali Se dva proteina, ki sta udelezenigtikolizi. Gre za gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenazo in glukoza-6-fosfat 1-epimerazo. Hboru smo zasledili powanje
vsebnosti pri enolazi. Po¥anje vsebnosti encimov, npr. triozafosfat izomeraze
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze in enolazéafgko povezano s potrebo celic po
dodatni energiji, da lahko Kljubujejo stresu in pogjajo poskodbe. Povanje
vsebnosti malat dehidrogenaze smo zasledili prihddodtivarjin. Protein je udelezen pri
Krebsovem ciklu, ki je pomemben vir energije zaiamel Pri obeh kultivarjih smo v
susnem stresu opazili zmanjSanje vsebnosti trapisiet in ribuloze fosfat 3-epimeraze.
Omenjena encima katalizirata reakcije Kalvinovei@adn pentoza fosfatne poti ter s
tem neposredno vplivata na produktivnost rastlisednem stresu. Datko in sod. (2008)
predvidevajo, da ima zmanjSanje vsebnosti trantkatov listih j€mena v vréinskem
stresu vpliv na inhibicijo fotosinteze in metabeliz aromatskih kislin. Poleg omenjenih
proteinov, ki so udelezeni pri energijskem metaboli, smo identificirali Se dva
nekarakterizirana proteina v lisah 700 in 707 pbrd, ki kazeta podobnost z NAD
odvisno epimerazo/dehidratazo. Pri Starozagorskem zasledili neznan protein v lisi
324, ki je podoben alkohol dehidrogenazi. Oba pmnatsta povezana z metabolizmom
ogljikovih hidratov.

Dejstvo, da smo identificirali veliko proteinov eggskega metabolizma s pasanimi
in zmanjSanimi vsebnostmi v suSnem stresu, je werj@osledica velikega Stevila
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proteinov, ki so udelezeni pri kompleksnih regyktiin tvorbi razltnih metabolitov
znotraj energijskega metabolizma.

5.1.1.3 Proteini listov povezani s stresom

Identificirali smo doléene proteine z z@dnimi spremembami v vsebnosti, ki so
udelezeni pri obrambi proti stresu. Susni streszpma inhibicijo fotosintetske
aktivnosti v tkivih, predvsem zaradi neravnovesjadmdotokom in izkori&njem
svetlobe (Ramachandra Reddy in sod., 2004). Prigenvorijo ROS, ki lahko celice
poSkodujejo. Rastline so razvile obrambne mehanizem@dstranitev ali zmanjSanje
kolicine ROS. Omenjeni obrambni mehanizmi vkljejo aktivhost antioksidativnih
enicimov. Tudi pri nasSi raziskavi smo identificira@ncime, ki so udelezeni pri odzivu
na oksidativni stres. Pri vseh identificiranih m@ioih, ki so udelezeni pri odstranitvi
ROS, obrambi in stresu, smo zaznali p@rge vsebnosti proteinov pri Tibru v stresu,
pri Starozagorskem pa sta imela samo kinon oksilliittaza in tioredoksin zmanjSanje
vsebnosti v susi.

Superoksidna dismutaza je zeléinkovita pri odstranjevanju superoksidnih radikalov
(Navrot in sod., 2011). Radikale pretvori v molekul kisik in vodikov peroksid.
Peroksidaza nato reducira vodikov peroksid do véd&orbatna peroksidaza je dobro
znana po svoji vlogi pri odstranjevanju ROS s p&moaskorbata kot donorja
elektronov (Navrot in sod., 2011). Poleg askorbatoksidaze, peroksiredoksin tudi
katalizira detoksifikacijo vodikovega peroksidadrugih peroksidov. Peroksiredoksini
so lahko lokalizirani v raztnih celicnih razdelkih (Bhatt in sod., 2011), vendar smo v
nasi raziskavi zasledili samo mitohondrijske penm@doksine. Slednje smo daib
preko BLASTP (2012) iskanja neznanih proteinov.IBisji pomembni antioksidativni
encim, ki smo ga identificirali, je tioredoksin. §hja ve& skupin tioredoksinov, na
splosno pa velja, da tioredoksini vzdrZzujejo tiettoks ravnovesje preko redoks
regulacijskega cikla in imajo vlogo pri regeneraociksidiranega peroksiredoksina do
njegove aktivne, reducirane oblike (Navrot in s@f]1). Pri Tibru smo zasledili rahlo
poveanje vsebnosti tioredoksina, pri Starozagorskeranpa dolgili, da je homologni
protein v lisi 836 najverjetneje tioredoksin M4, paterem smo zaznali zmanjSano
vsebnost v suSnem stresu. Identificirali smo tudiagion S transferazo, ki katalizira
konjugacijo glutationa z razinimi hidrofobnimi in elektrofilnimi spojinami, piiem pa
se tvorijo netoksini peptidni derivati (Dixon in sod., 2010). P¢aaje izrazanja
glutation S transferaze so opazili pri odzivu pema susSo (Bazargani in sod., 2011) in
pri rizu v osmotskem stresu (Zang in Komatsu, 2007)

Pri rastlinah v suSnem stresu prihaja poleg pane tvorbe ROS tudi do pasanega
kopicenja citotoksinega metilglioksala, ki je reguliran preko glioksalega sistema.
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Glioksalazni sistem sestavljata dva encima, gliakzsa | ali laktoglutation liaza ter
glioksalaza 1l ali hidroksiacilglutation hidrolazaGlioksalaza 1 katalizira tvorbo
laktoglutation iz metilglioksala in reduciranegaitgitiona, glikoksalaza Il pa katalizira
hidrolizo laktoglutationa do laktozne kisline inutdtiona (Thornalley, 1990). V obeh
kultivarjih smo identificirali tudi format dehidr@mazo, ki spada med NAD-odvisne
encime ter katalizira oksidacijo formata do £® rastlini format sprozi stresne signale,
format dehidrogenaza pa pomaga pri detoksifikaitijghrocesih v rastlini v stresu
(lgamberdiev in sod., 1999). Pri Starozagorskem gfeatificirali protein dehidrin in
protein vr@inskega Soka. Omenjenih dveh proteinov nismo ifleméli pri Tibru,
ceprav gre za dobro znana proteina, ki st&abo povezana s stresom (Wang in sod.,
2004). Dehidrini tvorijo kompleksno skupino r&zih proteinov. Razlog, da smo samo
pri Starozagorskem opazili paiane vsebnosti dehidrina, je morda povezan s tem, da
pri Tibru dehidrini niso prisotni ali pa da pride gove&anja vsebnosti proteina kasneje.
Poveano kopéenje transkriptov za dehidrin so zasledili v raaisksuSnega stresa pri
sortnici (Cellier in sod., 1998), zmanjSano izrazanghtgenov za dehidrine pa so
opazili pri navadnem fizolu v stresu zaradi mra¥ofonuk in sod., 2010). Proteini
vrocinskega Soka se inducirajo pri r&mlih stresnih pogojih (Wang in sod., 2004).
Hajheidari in sod. (2005) so p@adi o dveh proteinih vréinskega Soka pri sladkorni
pesi v susi, o indukciji malih proteinov Wiaskega Soka pa so p@adi tudi pri analizi
rdete in bele detelje v suSnem stresu (Vaseva in 80d1).

Identificirali smo tudi kinon oksidoreduktazo, kjemo pri Tibru opazili povanje
vsebnosti v suSnem stresu, pri Starozagorskem pajgemje vsebnosti proteina. Encim
je udelezen pri obrambi proti oksidativhem strési,so pokazali pri proteomski analizi
riza v stresu zaradi slanosti (Nohzadeh Malaksimakod., 2007). Sobhanian in sod.
(2010) so poreali o0 zmanjSani vsebnosti encima pri soji v poggjlanosti, vendar
encima ne povezujejo z odpornostjo proti slano&iede na raziine spremembe
vsebnosti proteina med kultivarjema v suSnem striegil pri nasi analizi ne moremo
sklepati, da ima kinon oksidoreduktaza viogo pletanci na suso pri navadnem fizolu.

5.1.1.4 Proteini listov udelezeni pri ATP pretvorbi

Pri obeh kultivarjih smo v suSnem stresu zasleshliemenjene vsebnosti nukleozid
difosfat kinaze in ATP sintaze. Nukleozid difostahaza ima vzdrZzevalno vlogo pri
zagotavljanju ravnovesja med ¢glim ATP-jem in ostalimi NTP-ji. O spremenjenem
izrazanju proteina so patali pri odzivu na vréino (Escobar Galvis in sod., 2001),
oksidativni stres (Moon in sod., 2003), zmrzal finm sod., 2004), slanost (Dooki in
sod., 2006) ter suso (Salekdeh in sod., 2002bnd&ii raziskavi smo opazili posenje

vsebnosti nukleozid difosfat kinaze v susi, karverjetho povezano s splosnim
mehanizmom odziva na stres. ZmanjSanje vsebnosH giitaze CF1, alfa podenote
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smo opazili pri obeh kultivarjih, za ATPazo podenatiz mitohondrija pa smo zasledili
poveanje vsebnosti proteina v susi pri Starozagorsk&mP sintaza je povezana z
energijskim metabolizmom preko sinteze ATP-ja, &i motem porabi pri reakcijah
fotosinteze. Tako je zmanjSanje vsebnosti protematresu v skladu z manjSo
aktivnostjo fotosinteze in manjSo porabo ATP-jarfRahandra Reddy in sod., 2004).
Podobno je pri transportu protonov v vakuolo z \@kimi H'-ATPazami, kjer se
transport protonov zmanjSa zaradi slabSega delavamergijskega metabolizma.
Razlicne spremembe v vsebnosti ATP sintaz in ATPaz skolgdovezane z razlikami
med proteini iz kloroplastov in mitohondrijev terrgihovim okoljem, kar je lahko
povezano z razinim odzivom fotosinteze in respiracije na stresmanrere (Tezara in
sod., 1999).

5.1.1.5 Proteini listov povezani s proteolizo, sintezo wijanjem proteinov

Pri proteinih, udelezenih pri sintezi proteinov,tlso glutamin sintetaza, ribosomski
protein, cistein sintetaza in acetohidroksi kidtmssintaza, smo zasledili paamnje
vsebnosti v susSi pri obeh kultivarjih. Glutamin tetaza je potrebna za asimilacijo
amoniaka in za biosintezo glutamina, cistein sa#atpa je kljani encim pri sintezi
cisteina, ki je potreben za biosintezo glutatiddiama vlogo pri obrambi rastline proti
stresu (Belenky in sod., 2012). Vsi omenjeni pratekupaj z ribosomskimi proteini
sodelujejo pri sintezi obrambnih in ostalih protainki pripomorejo k zagotavljanju
obrambe celic proti stresu.

Proteini povezani s proteolizo so potrebni pri vadanju celine homeostaze. Tudi pri
teh proteinih smo zasledili pos@nje vsebnosti v suSnem stresu pri obeh kultivarjih
Identificirali smo prekurzorje cistein proteinaze alfa ter beta podenote proteasoma.
Proteasomi in proteolithi encimi sodelujejo pri razgradnji proteinov, ko ili
poSkodovani zaradi stresa in njegovih posledic NcicéKurepa in sod., 2009). Pri
nasem delu smo identificirali tudi protein Sapenpnki usmerja pravilno zvijanje
predhodno nepravilno zvitih proteinov. Saperongaperonini imajo kljéno viogo pri
obrambi rastlin pred stresom preko zagotavljargte tkonformacije proteinov, ki je v
celici funkcionalna (Wang in sod., 2004). Proteepfidil-prolil cis-trans izomeraza ali
ciklofilin je tudi udelezen pri zvijanju proteinow nasi raziskavi smo pri rastlinah v
stresu zasledili povanje vsebnosti tega proteina pri Tibru ter zmanganegove
vsebnosti pri Starozagorskem. Sharma in Singh (2803porgali o vplivu suSnega
stresa na aktivnost peptidil-prolil cis-trans izoaee pri dveh kultivarjin krmnega sirka,
in ugotovili, da so razlike v aktivnostih tega ena med kultivarjema neodvisne od
vodnega potenciala. Zato so sklepali, da je taikazpovezana z razlikami v
regulatornih poteh pri kultivarjih.
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5.1.1.6 Ostale skupine proteinov listov

Poleg zgoraj opisanih skupin proteinov smo pri &agorskem identificirali Se tri
pomembne proteine, ki smo jih uvrstili v skupinokwedarnega metabolizma ter
signalne transdukcije. Protein 1-deoksi ksiluloz@$fat reduktoizomeraza in protein v
lisi 669, ki je homologen 2-C-metil eritritol 2 4kéodifosfat sintazi, sta udelezena pri 2-
C-metil eritritol 2 4-ciklodifosfatnih poteh pri @sintezi izoprenoidov (Lichtenthaler,
1999). Znano je, da so izoprenoidne spojine udedele pri odzivu na razie stresne
razmere, pri tem pa imajo ragie vioge, ki vklj@ujejo antioksidativne funkcije in
zagito membran ter fotosintetskega aparata pred RQISi(Gluteja, 2010; Loyola in
sod., 2012). Na podlagi dejstva, da smo proteingledéne pri sintezi izoprenoidov
identificirali samo pri Starozagorskem, pa Se neramm potrditi povezave med
biosintezo izoprenoidov in toleranco na suSo. Pwko lahko samo sklepamo na
spremembe v biosintezi izoprenoidov pri Starozagors

Pove&anje vsebnosti proteina, ki je podoben aneksinup srasledili samo pri
Starozagorskem v susSi. Aneksin ima vlogo pri vzdahgu integritete cetnih membran
ter signalnih poti v celici, potali pa so tudi 0 njegovi povezavi s toleranco nsosn
slanost. Sobhanian in sod. (2010) so zasledili fave izrazanje aneksina pri soji
gojeni pod pogoji povane slanosti. Konopka-Postupolska in sod. (2009)spa
preuwevali vlogo aneksina in toleranco na suso pri najad repnjakovcu in ugotovili,
da je aneksin 1 pomemben del odziva na stres, irahega z ABA, ter da ima
obrambno vlogo pri prezivetju rastline v susi. Nadlagi rezultatov v nasi Studiji ne
moremo sklepati, da je patena vsebnost aneksina povezana s tolerantniminaasil
Za tak sklep bi bilo potrebno opraviti dodatne s&ave.

5.1.2 Analiza celokupnih proteinov stebel kultivarja Tiber

S proteomsko analizo izotopsko ozeaih proteinov iz stebel smo deib spremembe

v vsebnosti proteinov v suSi pri kultivarju Tibé€oncentracija izoliranih celokupnih
proteinov iz stebel je bila dokaj nizka, kar je jegro posledica prevelikega dodatka
PBS pufra pri izolaciji proteinov. Vendar nizka kemtracija ni vplivala na nadaljnje
delo. Po kvantifikaciji proteinov smo proteine sespenjenimi vsebnostmi razvrstili v
enajst skupin, glede na njihove funkcije. Tako potlistih je bilo tudi pri steblih v suSi
najve proteinov s spremenjenimi vsebnostmi povezaninergjskim metabolizmom
in fotosintezo, kar nakazuje na podoben vpliv sgarstresa na liste in steblo.
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5.1.2.1 Proteini stebel povezani z energijskim metabolizmom

Pri proteinih energijskega metabolizma smo alkateilidrogenazo in gliceraldehid 3-
fosfat dehidrogenazo identificirali tako v listihotk tudi v steblih. Zasledili smo
zmanjSanje vsebnosti saharoze sintaze, ki ne katakamo tvorbe UDP-glukoze in
fruktoze iz saharoze in UDP, tentveudi reverzibilno reakcijo ter omoga
mobilizacijo saharoze v Stevilne poti, ki so udel®Z pri metabolnih in strukturnih
funkcijah ter pri skladi&nju (Subbaiah in sod., 2007). Pri procesih tvarbeorabe
saharoze sodeluje tudi fosfoglukomutaza, ki katalipretvorbo glukoze 1-fosfata in
glukoze 6-fosfata, ki je pomemben intermediat pevénih procesih, kot so glikoliza,
glukoneogeneza in pot pentoze fosfata. Zasledilio sipove&anje vsebnosti
fosfoglukomutaze v susi, posenje izrazanje proteina pa so zasledili tudi Ali in
Komatsu (2006) pri proteomski analizi riza v susnsimesu. V poskusu smo opazili
poveanje vsebnosti piruvat ortofosfat dikinaze, ki dagepri tvorbi fosfoenolpiruvata,
ki je primarni akceptor za COLee D.G. in sod. (2009) so sklepali o vliogi tggateina
pri metabolnem odzivu na radahie abiotske strese in d@ldljivost na osmotsko
neravnovesje ali oksidativni stres. Pri citrat @&t lipoksigenazi in fosfoenolpiruvat
kinazi je priSlo vsaj do dvakratnega poarja vsebnosti proteinov v suSnem stresu.
Citrat sintaza je eden izmed kipih encimov Krebsovega cikla. P@amje vsebnosti
encima vpliva na pospesSeno delovanje energijskeggabolizma in s tem najverjetneje
zagotavlja zadostne koéine energije pri odzivu na stres. Lipoksigenazadelezena pri
biosintezi jasmonske kisline ter drugih sekundammiétabolitov in antioksidantov, ki
imajo speciféne vloge pri odzivu na stres (Porta in sod., 139idarvand in Maali-
Amiri, 2013). UdeleZena je tudi pri procesih raa/ap staranja, stimulira rast mladih
kaletih rastlin, povéa odpornost na stres ter obrambne reakcije povezatresom pri
rastlinah soje (Qin in sod., 2013). Fosfoenolpitkarboksilaza je encim, ki spada med
karboksi liaze ter katalizira dodatek bikarbonasafosfoenol piruvat. Pri tem nastane
oksalacetat in fosfat (Wang in sod., 2012). Sandhesod. (2006) so na podlagi
pove&anega izrazanja genov, ki kodirajo druzino proteinma fosfoenolpiruvat
karboksilaze, sklepali na njihovo viogo pri prilafvi rastlin navadnega repnjakovca
na suso in slanost. V nasi raziskavi smo zasldddi rahlo poveéanje vsebnosti
mitohondrijskega dikarboksilat/trikarboksilat trgoesterja, ki spada v t.i. druzino
mitohondrijskih prenaSalcev in je zadolZzen za fpamns metabolitov, kot so di- in
trikarboksilati (Picault in sod. 2002). O p@amju izrazanja omenjenega proteina so v
proteomski analizi soje pri odzivu na poplavo gatoKomatsu in sod. (2011).

5.1.2.2 Proteini stebel udelezeni pri fotosintezi

Pri fotosintetskih proteinih smo zasledili rahlo amganje vsebnosti Rubisco aktivaze
in vezavnega proteina za Rubisco ter @awge vsebnosti apoproteina Al in A2,
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proteina D in proteina Rubisco. Funkcija Rubiscotivaize je povezana z
zagotavljanjem katalitske aktivnosti Rubisco, veagwotein za Rubisco je vkien v
zdruzitev podenot Rubisco, protein D pa je pomenuzerzduzevanje in zagotavljanje
stabilnosti komponent fotosistema | (Parry in s@008). Povéane vsebnosti proteina
Rubisco ter ostalih proteinov povezanih z reakdijémtosinteze niso bile v skladu z
nasimi prtakovanji. Mozno je, da fotosintetski proteini s ptanimi vsebnostmi v
stresu zagotavljajo zadostno kKoo energije za ostale procese, ki so pomembni pri
odzivu na stres.

5.1.2.3 Proteini stebel povezani s stresom

V povezavi s proteini povezanimi z ROS, obrambostresom smo identificirali
proteine vrdinskega Soka, katalazo in peroksisomalno glikoksidazo. Pri vseh smo
zasledili poveéanje vsebnosti v suSnem stresu. Izmed vseh prateikiosmo jih
identificirali pri odzivu na suSo v steblih, sma proteinu vr@inskega Soka, z maso 70
kDa, zasledili najv§e pove&anje v susi, in sicer kar petkratno. Tudi pri pooteski
analizi listov pri Starozagorskem smo identifidiralali protein vr@éinskega Soka, 17
kDa, z desetkratnim povanjem vsebnosti v susSi. Proteini ¥mwskega Soka, skupaj s
Saperoni, sodelujejo pri zvijanju in zdruZzevanjotpmov, translokaciji in degradaciji
proteinov pri Stevilnih cetnih procesih, stabilizaciji proteinov in membram tadi
pomagajo pri zvijanju proteinov v stresnih pogojlmajo kljutno vlogo pri zadti
rastlin proti stresu preko zagotavljanja normalmfkrmacije proteinov in celne
homeostaze (Wang in sod., 2004). Zasledili smo fuoke&anje encima glikolat
oksidaze, ki se obajno inducira pri susnem stresu (Ali in KomatsuQ@0 Encim tvori
vodikov peroksid in tako vpliva na patanje endogene kdlne peroksida. Poleg tega
da protein povzrga oksidativni stres, sodeluje tudi pri fotorespifaim prepretuje
akumulacijo toksinega glikolata (Durand in sod., 2012). V povezapesoksisomi in
peroksidom smo zasledili patenje vsebnosti katalaze, ki se @no nahaja v
peroksisomih in mitohondriju, kjer opravlja funkeijdetoksifikacije vodikovega
peroksida v kisik in vodo. Povanje vsebnosti katalaze so zasledili pri odzivunpcge
na susni stres (Ge in sod., 2012) ter pri rizu gqgjib slanosti (Li in sod., 2010). Abreu
in sod. (2013) so na podlagi dosedanjih podatkoliterature sklepali, da protein ne
vpliva na izboljSanje odpornosti rastlin na stresammere.

5.1.2.4 Proteini stebel povezani s sintezo, zvijanjem wigolizo

Tako kot pri analizi proteoma listov smo tudi pnadizi stebel zasledili po¢anje
vsebnosti proteinov, ki sodelujejo pri sintezi giabv. Glutamil/glutaminil-tRNA
sintetaza spada med aminoacil-tRNA sintetaze, kializ&#zajo povezavo med
aminokislino in ustreznimi prenaSalnimi RNA (Freist sod., 1997), metiltioribozna
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kinaza pa sodeluje pri sintezi metionina. Znano da, so evkariontski iniciacijski
faktorji 4A in ribosomalni proteini udelezeni prdovu na razline abiotske strese
(Vashisht in Tuteja, 2006). Patena stopnja sinteze proteinov je pomembna za
obnavljanje poSkodovanih proteinov, ki so potrebmivzpostavitev normalnih cétih
metabolnih aktivnosti in rast rastline, kajti sustres povzréa poskodbe in razgradnjo
proteinov, zaradi oksidativnih poskodb ali aktivinggoteoliticnih encimov (Ngara in
sod., 2012).

Tako kot pri listih, smo tudi v steblih identifiaili proteine, ki so povezani s proteolizo
in zvijanjem proteinov. Identificirali smo Saperoproteasomska proteina ter dve
proteazi. Ugotovili smo, da se je njihova vsebnosiuSnem stresu poleda, razen v

primeru alfa podenote proteasoma, katere vsebmog sahlo zmanjSala. To je bilo
nasprotno od ptakovanega, saj smo Vv listih zasledili péaeje vsebnosti tega proteina.

5.1.2.5 Proteini stebel udelezeni pri ATP pretvorbi

Identificirali smo Stiri proteine povezane s prebm ATP: dve ATP sintazi s
poveanjem vsebnosti v stresu in AAA-tip ATPaze ter ABIBkoza pirofosforilazo z
rahlo zmanjSano vsebnostjo v stresu. V poglavjul®1smo v zvezi s proteomom lista
Ze omenili funkcije ATP sintaze oz. ATPaze. V pantel stebel pa smo identificirali Se
ATPaze povezane z raatimi celicnimi aktivnostmi - AAA-tip ATPaze (ATPases
Associated with diverse cellular Activities). Shiahir in sod. (2010) so potali, da
rastlinske AAA-ATPaze sodelujejo pri transportu &kuolah in regulaciji caelnega
cikla. Ker smo pri listih zasledili zmanjSanje veebti ATP sintaz, sklepamo, da so
razlicne spremembe vsebnosti proteinov v susi povezajibavo lokacijo v steblih oz.
listih, kjer pride lahko do razihega odziva proteinov na stres. Identificirali s
ADP-glukoza pirofosforilazo, ki sodeluje pri sini&kroba, tako da katalizira pretvorbo
glukoze-fosfata in ATP do pirofosfata in ADP-gluleoXi je substrat za sintezo Skroba
(Weigelt in sod., 2009).

5.1.2.6 Ostale skupine proteinov stebel

V skupino transportnih proteinov smo uvrstili piotebeta tubulin, v skupino
signalizacije pa s hipersensitivnostjo induciranot@in. Protein povezan s
hipersenzitivnostjo so identificirali tudi Choudlgan sod. (2009) pri proteomski analizi
riza v susSi. Identificirali smo beta tubulin, ki ljge za osnovni protein povezan s
citoskeletom. Identifikacija beta tubulina, pri &em je prislo do zmanjSanja vsebnosti
v suSnem stresu, ni negakovana, kajti ena izmed strategij celice prismu z
osmotskim stresom vklfwije tudi zmanjSano rast celic, vpliv na ¢ab delitve ter s tem
tudi prilagoditev velikosti celice preko reorgaréga mikrotubulov, ki so zgrajeni iz
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alfa in beta tubulinskih heterodimerov (Sheorasad., 2014). O zmanjSanju vsebnosti
beta tubulina v osmotskem stresu pri navadnjemjag&pwcu so poréali tudi Ndimba
in sod. (2005).

Med regulatornimi proteini smo identificirali 143-protein, ki spada med zelo
hidrofilne proteine in ima vlogo pri Stevilnih regtornih in metabolnih procesih v
rastlinah. Sodeluje pri odzivu na stres preko ragjé tatnih molekul, kajti 14-3-3
proteini se lahko veZejo na signalne proteine, lsot kinaze, fosfataze in
transmembranski receptorji ter tako vplivajo nanaigacijske procese, aktivacijo
transkripcije ali obrambne procese. Ti proteinited inducirajo pri odzivu na stresne
razmere, kot sta slanost in suSa (Bazargani in, dl1). V skupino regulatornih
proteinov smo uvrstili Se sploSni regulatorni fakter DEAD box RNA helikazo.
Omenjena helikaza sodeluje pri reorganiziranju sdkme strukture RNA ali pri
zdruzitvi/razdruzitvi kompleksa RNA-protein. DEADok RNA helikaze so po
poratanju Kanta in sod. (2007) vkijene pri odzivu na stres pri navadnem repnjakovcu.
Pri vseh regulatornih proteinih smo zasledili zndanje vsebnosti v susSnem stresu.

Identificirali smo Se dva transprotna proteina tita proteina, ki imata vlogo pri
skladi€enju. Pri vseh Stirih proteinih smo zaznali ptareo vsebnost v suSnem stresu.
NADH dehidrogeneza 1 podenota 9 je del mitohorkkijsnembranske NADH
dehidrogenaze, ki sodeluje pri transportu elektvorzoNADH do respiratorne verige.
Sobhanian in sod. (2010) so péab 0 spremenjenem izrazanju proteina pri soji v
pogojih slanosti. Identificirali smo tudi vakuolmwotonsko pirofosfatazo, za katero je
znano, da se ji aktivhost spremeni v stresnih raaimn@viaeshima, 2000).

Primarna vloga listov je usmerjena v tvorbo energijeko fotosinteze, steblo pa delno
podpira vlogo listov, zato je bilo gakovano, da bomo tako v listih kot tudi v steblih v
susnem stresu identificirali podobne proteine. Tpdi objavah, kjer so direktno
primerjali proteine iz razinih tkiv, kot so npr. listi, steblo in korenine, ggotovili, da

je veliko proteinov prisotnih v vseh tkivilteprav se kotina proteinov med tkivi
mocno razlikuje (Watson in sod., 2003; Albertin in s0d009). Ugotovili so, da je
prisotnost enakih proteinov v analiziranih vegetati organih verjetno povezana z
njihovimi vzdrzevalnimi funkcijami. Vendar pa ditela primerjava proteinov
identificiranih v listih in steblih pri kultivarjiber v suSnem stresu, ni smiselna, zaradi
drug&nega naina locbe proteinov in drugse dol@itve spremembe vsebnosti
proteinov.
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5.1.3 Analiza N-glikoproteinov iz stebel in listov kultivarja Tiber

Pri rastlinah je endoplazemski retikulum glavnacdastresa, kajti proteasomski in
detoksifikacijski sistem, ki sta povezana z endpghaskim retikulumom, sta zelo
pomembna pri odzivu na stres (Komatsu in sod., R00&eina proteinov
zunajcelénega prostora in endomembranskega sistema je gjikoih z N-vezanimi
oligosaharidi. Znano je, da posttranslacijske mbkddije, kot je glikozilacija,
spremenijo lastnosti in funkcije proteinov. N-glitavezani na proteine vplivajo na
spremembe konformacije, stabilnosti in bioloSkavakisti glikoproteinov pri rastlinah.
Predhodne objave Komatsu in sod. (2009) kaZejo araembnost glikozilacije za
optimalno delovanje proteinov, ki so udeleZeniquizivu na stresne razmere.

Z namenom, da bi dotdi spremembe v vsebnosti N-glikoproteinov in piidu
strukturo N-glikanov v suSnem stresu pri navadnebold, smo najprej izolirali
celokupne proteine iz listov in stebel. Koncenje@roteinov med listi in stebli se je
zelo razlikovala, kajti v listih smo daidi okoli Stirikrat vetjo koncentracijo kot v
steblih. Vzrok za veliko razliko je verjetno v sameostopku izolacije, kajti stebla je
mnogo teZzje homogenizirati v terilnici s te&km duSikom, zaradi trdega in
kompaktnega tkiva. V nadaljevanju smo proteinglil@ lektinsko kromatografijo, s
katero smo dosegli¢inkovito lo¢itev glikoziliranih proteinov. Glikoproteine smodit

z SDS-PAGE, iz gela izrezali rezine ter opravilabzo z LC-MS/MS. N-glikoproteine
smo identificirali, kvantificirali ter réno pregledali spektre.

Pri racni analizi spektrov smo zasledili veliko MS/MS sprek za N-glikopeptide, ki so
imeli signal pri m/z 163 (Hex + H) m/z 204 (HexNAc + H)ali m/z 366 (Hex-
HexNAc + H). Vendar smo lahko zelo malo spektrov povezali gtigaimi
sekvencami, zato je Stevilo identificiranih N-glpeptidov iz spektrov dokaj majhno.
To je verjetno posledica labilne vezi med glikanompeptidom, Sibkih vezi znotraj
glikanov v primerjavi s peptidnimi vezmi med fragmi&cijo. Vse to pa vodi do zelo
nejasnih ali dvomljivih informacij o peptidnih sekwcah. Problem doddve peptidnih
sekvenc pa se Se poslabSa, zaradi potencialne némkkovitosti ionizacije, velikih
mas, strukturne kompleksnosti in nizkih Koli N-glikopeptidov. Poleg tega je za
bioloSke vzorce zrdina visoka dinaminost glikoproteinov, kar je povezano z oteZzeno
dolccitvijo glikoproteinov z nizkimi kol€inami iz kompleksnih proteinskih vzorcev
(Ruiz-May in sod., 2014). Ravno zaradi kompleksn&erpretacije spektrov in v
dolocenih primerih slabe kvalitete spektrov je tudi pehnjava struktur N-glikanov iz
spektrov meono oteZzena in vpraSljiva. Kljub temu smo premoanalizi spektrov pri
posameznih proteinskih rezinah &jno zasledili veliko istih glikoproteinov z
razlicnimi strukturami N-glikanov, ki so imeli samo dodatsladkorne komponente.
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Kot primer lahko navedemo, da smo pri vzorcu ST-SI-C1 zasledili peptid z maso
1193,59, ki verjetno pripada bakrovi oksidazi, gokiomanoznimi tipi N-glikanov, ki so
vsebovali razino Stevilo manoznih enot. Poleg tega smo zaslathlijma lahko isti
glikoprotein prisotne razlne strukture N-glikanov ter da so dédme strukture N-
glikanov prisotne na razinih glikoproteinih. Na splosno, iz spektrov smoleddi, da
imajo glikoproteini vezane visokomanozne N-glikaee tudi hibridne in kompleksne
tipe N-glikanov. Zaradi kompleksnosti spektrov namuspelo podati informacije o
kvantifikaciji posameznih N-glikopeptidov iz spebir Iz istega razloga nam tudi ni
uspelo dolditi razlike med strukturami N-glikanov med vzorcisuSi in kontrolnimi
VZOrci.

Kvantifikacijo N-glikoproteinov smo izvedli s progmom MaxQuant. Pri tem smo
uporabili skupno bazo proteinov, sestavljeno iz ebgmsameznih rezin. Stevilo
identificiranih glikoproteinov v posameznih proteih rezinah je bilo p&akovano,
kajti pri iskanju smo uporabili NCBInr bazo zeleniastlin, kjer smo pri posamezni
rezini identificirali v& podobnih glikoproteinov, vendar iz raglih rastlinskih vrst.
Tudi Stevilo proteinov s signalnim peptidom se @b ujemalo s Stevilom sekrecijskih
proteinov, kajti sekrecijski proteini so zelo potgglikozilirani. Kvantitativha analiza
glikoproteinov s programom MaxQuant je bila opremf z vsemi 16 (vzorci stebel) oz.
20 (vzorci listov) naenkrat, ker bi se pri analippsameznih proteinskih rezin
informacija o kvantifikaciji lahko izgubila. To lsie lahko zgodilo zaradi nepopolnoma
enakih proteinskih rezin, kajti iz gela je teZkeceizati popolnoma enake rezine v susnem
stresu in kontrolnem vzorcu, kar bi bilo za kvattitno primerjavo nujno. Tudi
potovanje proteinskih molekul v dveht@mih vzorcih ni nujno, da je popolnoma enako.
Tako je mozno, da je dalen protein prisoten v eni proteinski rezini iz vaw stresu,
pri kontrolnem vzorcu pa je isti protein lahko ptisn v naslednji rezini.

Pri  kvantifikaciji N-glikoproteinov iz listov in sbel smo najuge Stevilo
glikoproteinov s spremenjenimi vsebnostmi v sugstiv med proteine, ki so povezani
s procesi v cetnih stenah. Med njimi je naj¢eproteinov, ki spadajo med glikozil
hidrolaze. V skupino glikozil hidrolaz uwidmo Siroko skupino encimov, ki cepijo
glikozidne vezi v glikozidih, glikanih in glikokonopatih. Encimi so glede na podobnost
v aminokislinski sekvenci porazdeljeni v Stevilhaigine (Vuong in Wilson, 2010). Pri
nasem delu smo identificirali glukozidaze, galaidazo, ksilozidaze, heksozaminidaze,
manozidaze ter arabinofuranozidazo¢ivie omenjenih glikozil hidrolaz smo daliti
kot homologe hipotetnim proteinom. Omenjeni proteini so dkeoma udelezeni pri
metabolizmu cetinih sten, npr. ksiloglukan endotransglikozilazarbidza, ki cepi in
ponovno tvori vezi med ksiloglukanskimi verigaraer tako regulira rigidnost céhe
stene (Kwon in sod., 2005). Samo v steblih smoetiiislpovetanje vsebnosti encima v
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susi. Tudi Zorb in sod. (2010) so poati 0 pove&anju izrazanja encima pri koruzi v
pogojih slanosti. Glukozidaze s p@aaimi in zmanjSanimi vsebnostmi v susSi smo
dolccili tako v steblih kot v listih. Beta-ksilozidazeglfa-arabinozidaze in beta-
galaktozidaze sodelujejo pri razgradnji velikih ipahardov na manjSe podenote, npr.
sodelujejo pri razgradnji arabinanskih in galakkaimstranskih verig pektina (Rejon in
sod., 2013). ZmanjSanje vsebnosti beta-galaktoeidasusi smo zasledili pri analizi
stebel, povéanje vsebnosti alfa-arabinofuranozidaze in betasbtekminidaze pa pri
analizi listov. Poleg spremenjenih vsebnosti glikdéedrolaz smo v listih in steblih
zasledili tudi zmanjSanje vsebnosti glicerofosfaliister fosfodiesteraze, ki hidrolizira
fosfolipide do glicerola 3-fosfata in alkoholov teicianin hidrolaze, ki spada med
glikozidaze, ki hidrolizirajo glikozilne komponentBla osnovi identifikacije proteinov,
ki sodelujejo pri procesih v céhih stenah, lahko sklepamo, da susni stresnmo
vpliva na metabolizem v céhih stenah.

Identificirali smo tudi glikoproteine povezane zraimbo oz. stresom, med katere smo
uvrstili askorbatno in bakrovo oksidazo, retikulioksidazo, kislo fosfatazo, z
brazinosteroidi reguliran protein, fruktofuranozdater protein bogat z levcinskimi
ponovitvami. Bakrova in askorbatna oksidaza staepami z oksidoredukcijskimi
procesi, kjer je npr. askorbat oksidaza udelezenasporbat-glutation redoks reakcijah
(Foyer in Noctor, 2011). Zanimivo je, da smo viliszasledili povéanje vsebnosti
askorbat oksidaze, v steblih pa zmanjSanje. &mje vsebnosti z brazinosteroidi
reguliranega proteina smo opazili pri listih. Braxsteroidi so steroidni hormoni, ki
uravnavajo razvojne procese pri rastlinah ter wplivajo na povéano odpornost na
stres, kot je vréina, suSa in zmrzal (Shigeta in sod., 2011). Yhlismo zasledili tudi
zmanjSanje in pov&nje vsebnosti »purple« kisle fosfataze. Gre zangnd katalizira
hidrolizo razlenih fosfomonoesterskih in amidnih substratov. Ugiteso, da je pri
navadnem repnjakovcu protein induciran z ROS¢dgar so sklepali, da je encim
povezan z znotrajce€lo tvorbo ROS med cehimi degenerativnimi procesi in avtolizo
(Schenk in sod., 2013).

Poleg aspartatne in cisteinske proteinaze smo aipov, ki so vpleteni v proteolizo,
identificirali Se nikalin ter prekurzor za subtiim podobno proteazo. Subtilaze
sodelujejo pri cepitvi strukturnih proteinov v @glih stenah. Pri analizi riza v stresu
zaradi slanosti so Song Y. in sod. (2011) zazmahrgSanje vsebnosti subtilaz,desar
so sklepali, da pogoji slanosti inhibirajo razgradproteinov celine stene. Nikalin
spada med proteinske komplekse, ki jih imenujemmagaekretaze, ki katalizirajo
proteoliténe cepitve transmembranskih domen Stevilnih proteifri vseh omenjenih
proteinih vpletenih v proteolizo smo zasledili zij&amje vsebnosti v stresu, kar je v
nasprotju z rezultati proteomske analize listogtiebel, ki so opisane v poglavjih 5.1.1
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in 5.1.2, kjer smo zasledili po¥anje vsebnosti proteokinih encimov v stresu. Da bi
pojasnili razloge za spremenjene vsebnosti, bi pdeebne usmerjene in podrobne
raziskave za analizo ddenih proteaz.

Identificirali smo tudi dva proteina povezana zjanjem proteinov, protein disulfid
izomerazo in UDP-glukozo: glikoprotein glukoziltsiarazo. Pri protein disulfid
izomerazi smo Vv listih zasledili po¥&nje in zmanjSanje vsebnosti proteina v susi, v
steblih pa pov&anje vsebnosti. UDP-glukozo: glikoprotein glukaatisferazo smo
zasledili samo v listih, kjer je priSlo do zmanj@ansebnosti proteina v susi. UDP-
glukoza: glikoprotein glukoziltransferaza spesitob prepozna in ponovno glukozilira
samo nepopolno zvite proteine (Pattison in Amtma&®99). Protein disulfid izomeraza
pa ima pomembno vlogo pri zvijanju nastag@opolipeptidov in pri pravilni tvorbi
disulfidnih vezi pri zvitju proteinov (Wilkinson inGilbert, 2004). Por&li so o
pove&anju izraZzanja proteina pri rizu v slanosti in rdwam repnjakovcu pri
kratkotrajni izpostavljenosti slanosti, pri daljSewplivu slanosti pa je priSlo do
zmanjSanja vsebnosti proteina (Zhao in sod., 2013).

V povezavi s proteini povezanih s signaliziranjemosidentificirali receptor-protein
kinazo, ki sodeluje pri zaznavanju in transdukziynajcelénih signalov. V steblih je
priSlo do zmanjSanja in po¥anja vsebnosti proteina v susi, v listih pa do z8emja
vsebnosti. Ko rastline zaznajo signal, kot so musa, slanost, mraz, proteini na
plazemski membrani, prenesejo te signale v cehicgprozijo Stevilne procese signalne
transdukcije (Liu in sod. 2000).

Pri proteinih udelezenih pri energijskem metabolizemo v listih in steblih opazili
poveanje vsebnosti ksiloze izomeraze. V povezavi sgmotpovezanimi s sintezo
aminokislin smo samo v listih identificirali aminbazo z zmanjSano vsebnostjo v susi.
Prav tako smo samo v listih zasledili zmanjSangbwesti kanavalina, ki ima viogo pri
skladi€enju proteinov.

Rezultati analize glikoproteinov iz stebel in ligtpavadnega fizola v suSnem stresu so
pokazali, da ima susni stres najvevpliv na procese v cdlhih stenah ter na
glikoproteine, ki so povezani z obrambo proti sitestresom in proteolizo. 1z analize
spektrov smo razbrali, da imajo N-glikoproteini &ae visokomanozne, hibridne in
kompleksne tipe glikanov. Strukturno analizo N-ghlv je v naSem primeru
najverjetneje poslabsala kompleksnost spektrolSaldragmentacija ter heterogenost
kompleksne meSanice glikoproteinov.
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5.2 SKLEPI

Rezultate doktorske naloge lahko povzamemo v nagiesklepih:
1. S primerjalno analizo proteoma listov kontrolnifstim in rastlin v suSnem
stresu pri Tibru in Starozagorskem smo z 2D-DIGHlian dobili ustrezno
Stevilo proteinskih lis ter uspesno opravili idék#cijo proteinov.

2. 'V 2D-DIGE analizo proteoma listov kontrolnih rastin rastlin v suSnem stresu
smo vklj&ili tudi kultivar BAT 477, pri katerem smo dobilil7proteinskih lis s
spremenjenimi  vsebnostmi v stresnih pogojih. Tehotgnov nismo
identificirali, saj se BAT 477 glede vrednosti sgaa suhe mase listov ter RVV
ni bistveno razlikoval od ostalih dveh kultivarjev.

3. Z analizo proteoma listov kontrolnih rastlin in ttasv stresu smo pri kultivarjih
Tiber in Starozagorski identificirali proteine, kistrezajo sploSnemu odzivu
rastlin na stresne razmere.

4. Na osnovi identificiranih proteinov v listih obehlulkvarjev smo ugotovili, da
susa vpliva na vsebnost proteinov, ki so povezamergijskim metabolizmom,
fotosintezo, obrambo proti stresu, ATP pretvorbo peoteine povezane s
sintezo, zvijanjem in proteolizo.

5. Sklepamo, da ima suSadjievpliv na zmanjSanje vsebnosti proteinov udelaéen
pri fotosintezi pri Starozagorskem kot pa pri TibRui tem so posebno zanimivi
proteini vkljuteni v oksidacijo vode in proteini, pri katerih snmasledili
poveanje vsebnosti pri Tibru ter zmanjSanje pri Stagozskem.

6. Na podlagi rezultatov sklepamo, da lahko delte proteine uporabimo kot
markerje pri selekcijskem procesu tolerance na gpuSpavadnem fizolu. Za ta
namen so najbolj primerni proteini, katerih vselines med kultivarjema
razlikuje. Med njimi lahko izpostavimo proteine jldene v oksidacijo vode ter
proteine, ki smo jih identificirali le v enem izmé&dltivarjev.

7. Proteomska analiza izotopsko ozemaih proteinov stebel pri Tibru v suSnem
stresu je pokazala, da susni stres vpliva na sprdrae/sebnosti proteinov, ki so
v glavnem udelezeni pri energijskem metabolizmupdmtezi, obrambi proti
stresu, ATP pretvorbi, proteolizi in sintezi protev.
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8. Izmed vseh proteinov, ki smo jih identificirali ¥eblih pri odzivu na suso, smo
pri proteinu vr@éinskega Soka, z maso 70 kDa, zasledili nggzgpoveanije
vsebnosti proteina v susi, in sicer kar petkratoegtanije.

9. Tako kot pri analizi proteoma listov smo tudi pmadizi stebel zasledili
poveanje vsebnosti proteinov, ki sodelujejo pri sintemteinov. Sklepamo, da
je pove&ana stopnja sinteze proteinov pomembna za obn@vl@sskodovanih
proteinov, ki so potrebni za vzpostavitev normalrgklicnin metabolnih
aktivnosti in rast rastline.

10. Rezultati analize glikoproteinov iz stebel in listoavadnega fizola v suSnem
stresu so pokazali, da ima susni stres r’gjveliv na proteine, ki so povezani s
procesi v celinih stenah. Med njimi je najegroteinov, ki spadajo med glikozil
hidrolaze.

11. Susni stres ima vpliv na glikoproteine, ki so pamzz obrambo, stresom in
proteolizo, kar se sklada s sploSnim konceptomvadastlin na stres.

12. Nismo zasledili bistvenih razlik v identificiraniskupinah glikoproteinov med
stebli in listi.

13. Analiza spektrov je pokazala, da imajo glikoproterezane visokomanozne,
hibridne in kompleksne tipe glikanov.

Na podlagi sklepov iz 1. do 9.dke lahko potrdimo hipotezo, da se v listih in sitebl

navadnega fizola nahajajo proteini, ki so v&§ni v odziv rastlin na susni stres. S
primerjavo celokupnih proteinov iz listov in steli@ntrolnih rastlin in rastlin v stresu

smo zasledili Stevilne razlike v vsebnosti proteino

S sklepom iz 6. itke lahko potrdimo hipotezo, kjer smo predpostavi@ se v listih
navadnega fizola nahajajo proteini, ki potencialpospevajo k vé&i toleranci
navadnega fizola na suso.

Z rezultati analize glikoproteinov, katerih skleso podani od ke 10. do 13., lahko
potrdimo hipotezo, kjer smo predpostavljali, da tefsgo razlike v vsebnosti
glikoproteinov med kontrolnimi rastlinami in ras@#imi navadnega fizola v suSnem
stresu. Z identifikacijo glikoproteinov smo dobiodaten vpogled v odziv navadnega
fizola na suso.
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Z vsemi omenjenimi sklepi te raziskave lahko peotraliSe zadnjo postavljeno hipotezo,
kajti rezultati identifikacije proteinov v listihni steblih pri odzivu na susni stres, so

pomembna stopnja k njegovemu razumevanju in ospavedaljnje raziskave susnega
stresa pri navadnem fizolu.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Susni stres spada med abiotske stresne dejavnikgplivajo na slabsi pridelek
kmetijsko pomembnih rastlin, kot so stnice, in med njimi navadni fizolPhaseolus
vulgaris L.). Odziv navadnega fizola na suso Se ni podrotaziskan, zato je boljSe
razumevanje mehanizmov odziva na suSni stres bigtvea razvoj Kkultivarjev,
tolerantnih na suso. To bi pripomoglo k boljSemidgliku navadnega fizola, ki velja za
pomembno stinico v prehrani ljudi. Z namenom, da bi dobili §irgpogled v
molekularne mehanizme, ki sodelujejo pri odzivu adnega fizola na suso, smo
analizirali proteom listov in stebel navadnegal&?o susnem stresu.

V prvem delu raziskave smo uporabili 2D-DIGE pnsta analizo proteinov iz listov
pri dveh kultivarjih navadnega fizola v suSnem sire- Tiber in Starozagorskern,
sledniji velja za bolj okutljiv kultivar. Primerjali smo razlike v vsebnogtroteinov med
kontrolnimi rastlinami in rastlinami v susnem streg LC-MS/MS smo identificirali 58
proteinov s spremenjenimi vsebnostmi pri Tibru 4h@i Starozagorskerernu. Glede
na njihove funkcije smo naj¢e proteinov razvrstili v skupino energijskega
metabolizma, fotosinteze, ATP pretvorbe, sintezatginov, proteolize ter v skupino
proteinov povezanih z obrambo in stresom. Idemti#id proteini so vkljgeni v
poznane mehanizme, ki so povezani s sploSnim odeivastlin na stres, vendar
doloceni med njimi prispevajo k novim podrobnostim dopi vlogi pri odzivu na suso
pri navadnem fizolu. Lahko sklepamo tudi na delte zakljgke o mehanizmih
tolerance na suso, ki pa temeljijo samo na rezilsatSnega stresa na proteomu listov,
ne pa tudi na razlikah med kultivarjema. Najbotpzta razlika v spremembi vsebnosti
proteinov v suSi je zmanjSanje vsebnosti proteirkivso udelezeni pri fotosintezi pri
Starozagorskem ter zmanjSanje in p@rge vsebnosti fotosintetskih proteinov pri
Tibru. To nakazuje na negativni vpliv suSe na &igl proteine, ki so udelezeni pri
fotosintezi ter na @i vpliv suSe na fotosintetske proteine pri Stagmmakem. Na
podlagi rezultatov sklepamo, da se lahko deio proteini uporabijo kot markerji pri
selekcijskem procesu tolerance na suso pri navadidein. Za ta namen pa so najbolj
primerni proteini, katerih vsebnost se med kulfimara razlikuje. Med njimi lahko
izpostavimo proteine, vkijtene v oksidacijo vode ter proteine, ki smo jih idfesirali

le v enem izmed kultivarjev. Te proteine bi morpbtrditi z direktno proteomsko
primerjavo obeh kultivarjev. Zanimivo za nadaljadielo bi bilo tudi raziskati vzroke za
razlicne spremembe v vsebnosti d@aih proteinov med kultivarjema Tiber in
Starozagorski. Interakcije med identificiranimi f@oi smo ponazorili tudi z
bioinformatsko analizo, s katero smo dosegli beljoeit vpogled v bioloSke poti in
molekulske funkcije, na katere ima stres vpliv.
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V drugem delu smo izotopsko ozeae proteine iz stebel pri kultivarju Tiber v suSi
uporabili za kvantitativno analizo s programom Mae@Qt. Proteine iz vzorcev rastlin v
stresu in kontrolnih vzorcev smocib na NaDS-PAGE ter gel razrezali na rezine.
Sledilo je ozn&evanje v gelu s stabilnimi izotopi ter analiza zsma spektrometrijo.
Proteine smo glede na njihove bioloSke funkcijevrstdi v ustrezne skupine. Ugotovili
smo, da je najuge Stevilo proteinov udelezenih v procese energgskmetabolizma,
fotosinteze, procese povezane z ROS, obrambo gir@$u, s sintezo proteinov ter
proteolizo. Ta del raziskave predstavlja osnovrogled v regulatorni mehanizem, v
katerega so vkligeni proteini stebel pri navadnem fizolu v susi.

Glikozilacija je zelo pomembna za optimalno delgegmroteinov udelezenih pri odzivu
na stres. Glikozilacija deluje na nezvite proteinge udeleZzena pri kontroli kvalitete
glikoproteinov v endoplazemskem retikulumu. Z naorenda bi pretili pomembnost
glikozilacije in glikoproteinov pri navadnem fizglemo glikoproteine izolirali iz listov
in stebel kultivarja Tiber v suSi. Za izolacijo kghproteinov smo uporabili lektinsko
afinitetno kromatografijo, jih l&li na NaDS-PAGE, gel razrezali na rezine ter pagpti
analizirali z LC-MS/MS. Kvantifikacijo N-glikoprotaov smo opravili s programom
MaxQuant, kjer smo uporabili moznost kvantifikadijeez oznéevalcev. Zasledili smo
35 glikoproteinov s spremenjenimi vsebnostmi v guS@azmerah pri listin ter 23
glikoproteinov pri steblih. Glikoproteine smo ragiiti v funkcionalne skupine, najve
smo jih uvrstili v skupino povezano s procesi vi@eh stenah, proteolizo, stresom in
obrambo proti stresu. Ti rezultati se skladajo I8Spm konceptom odziva rastlin na
stres in nakazujejo na moznost, da ima susni stedk vpliv na biokemijski
metabolizem v celnih stenah. Vgih razlik v identificiranih skupinah proteinov med
stebli in listi nismo zasledili. Strukture N-glikam smo dolgili z rocno analizo
spektrov. Pri tem smo nasli visokomanozne, kompleks hibridne tipe N-glikanov. Z
rocnim pregledovanjem smo zasledili Stevilne MS/MS k¢ ki so ustrezali N-
glikopeptidom, vendar nam je uspelo identificirimanjSe Stevilo N-glikopeptidov.
Previdevamo, da je to povezano z labilno povezaed mlikanom in peptidom ter
Sibkimi vezmi znotraj glikanov v primerjavi s pegrtio vezjo med fragmentacijo, kar
vodi do nejasnih informacij glede peptidne sekversteukturna kompleksnost in nizke
kolicine N-glikopeptidov pa analizo Se dodatno otezijo.

Ugotovili smo, da so identificirani proteini iz it/ in stebel navadnega fiZzola v suSnem
stresu udelezeni pri Stevilnih molekulskih mehanizim so verjetno vkljgeni v odziv
na stres. Predstavljeni rezultati so uporabni zdaljge razumevanje molekulskih
mehanizmov odziva na suso pri navadnem fiZolu.
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6.2 SUMMARY

Drought stress is one of the main abiotic strebsgsng production of many important

crops such as legumes, including common b&drageolus vulgaris.). The response

of common bean to drought stress has not been wiskeldied, so an improved

understanding of drought stress response mechawcsahs help in developing drought
tolerant cultivars, consequently contributing t@her productivity of this important

food legume. To enhance the knowledge of the mtdeamechanisms involved in

common bean response to drought, a proteomic asayxommon bean leaves and
stems under stress conditions was performed.

In the first part of the study, 2D-DIGE was usedt@lyse drought-responsive proteins
in leaves of two cultivars differing in their resme to drought, Tiber and more
sensitive Starozagorskiern. Differences in protein abundance between obrtnd
stressed plants were compared. Fifty-eight protewisose abundance changed
significantly were identified by LC-MS/MS in Tibend 64 in Starozagorskern. The
majority of identified proteins were classified antunctional categories that include
energy metabolism, photosynthesis, ATP interconeeys protein synthesis and
proteolysis, stress and defence related proteinesd proteins are involved in known
mechanisms associated with the general stressnaspo plants and the results provide
new details of their involvement in drought str@ssommon bean. Our conclusions
about the tolerance mechanisms to drought are basdte results of leaf proteome
analysis based on water deficit rather than a rdiffees between cultivars. The most
outstanding difference in abundance profiles is texreased abundance of the
identified proteins involved in photosynthesis inar$zagorski and their mixed
abundance profiles in Tiber. This indicates thadudht negatively affects the key
proteins of the photosynthetic apparatus and,gceater extent, those in Starozagorski.
The results nevertheless suggest that certain ifigehtproteins could be used as
markers in the selection process for drought taleain common bean. Of those
proteins showing contrasting abundance patternsdeet cultivars, the most suitable
candidates are the oxygen evolving enhancer psoteid proteins that were identified
in either of the two cultivars. This needs to benfomed by a direct proteomic
comparison of the two cultivars. The fact that soofighe identified proteins show
opposite changes in abundance profiles for Tibdr&tarozagorski is worthy of further
investigation. Interactions between identified pm$ were demonstrated by
bioinformatics analysis, enabling a more complateght into biological pathways and
molecular functions affected by drought stress.
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In the second part of the study, total proteingnfrihe stems of cultivar Tiber under
drought were isolated for the quantitative analysfigsotopic labeled proteins using
MaxQuant. Proteins of stressed and controled sampéze separated by SDS-PAGE
and the gel was cut into slices. In-gel stableoigetlabeling for relative quantification
using mass spectrometry was followed. The quadtifieoteins were grouped into
several main functional groups: energy metaboligghptosynthesis, proteolysis,
synthesis and proteins related to ROS, defencesteds. This part of the research
provided the basic insight into the molecular ragpiy mechanism of stem proteins in
common bean under drought.

Glycosylation is very important for the optimal fitioning of proteins involved in the
plant stress response, since glycosylation actinéolded proteins and is involved in the
quality control of glycoprotein assembly in the eplhsmatic reticulum. To examine
the importance of glycosylation and glycoprotem&@mmon bean, glycoproteins from
leaves and stems of cultivar Tiber under drougtesstwere studied in the last part of
this work. Total lectin affinity chromatography wased for glycoprotein enrichment.
Glycoproteins were separated by SDS-PAGE and gete wut into slices and analyzed
by LC-MS/MS. Quantification of N-glycoproteins wpsrformed using MaxQuant with
a label free quantification option. Thirty five glyproteins were changed in abundance
in leaves of common bean under drought and 23 ghpteins were changed in stems.
Glycoproteins were glassified into functional categs where the majority of proteins
were grouped into the cluster of cell wall processefense/stress related proteins and
cluster related to proteolysis. These results fthvthe general concept of the stress
response in plants and suggest that drought strggg affect biochemical metabolism
in the cell wall. No major differences in quantifiproteins were determined between
leaves and stems. The structures of N-glycans determined manualy from spectra,
where structures of high mannose, complex and tytgges of N-glycans were found.
By manual inspection, many MS/MS spectra for N-gpleptides were found, but only
a small number of N-glycopeptides was identifiedisTreflects the labile nature of the
glycan-peptide linkage and the fragile internalcghy bonds during fragmentation,
compared to peptide bonds, which often resultsittte lor ambiguous information
concerning peptide sequence. Moreover, structaralptexity and low abundance of N-
glycopeptides make the analysis even more chaltgngi

In a summary, the identified proteins from leaved atems of common bean under
drought are involved in several molecular mechagsisand could be implicated in
drought response. These results are useful fohdurtinderstanding of molecular
mechanisms of drought response in common bean.
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5 NCBI Stevilka TAIR Stevilka
St.lise identificiranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina

98 gi[356576867 AT2G45290 transketolaza 80 0,0
101 0i|356576867 AT2G45290 transketolaza 80 0,0
102 0i|356576867 AT2G45290 transketolaza 80 0,0
105 0i|356576867 AT2G45290 transketolaza 80 0,0
157 0i|258618634 AT3G48560 klorsulfuron/imidazolinin odporen 1 76 0,0
162 0i|139387459 ATCG00120 ATP sintaza, podenota alfa 91 0,0
164 0i|139387459 ATCG00120 ATP sintaza, podenota alfa 91 0,0
171 0i[323149044 AT2G07698 ATPaza, F1 kompleks, podenota alfa 92 0,0
267 0i|5002342 AT5G06730 peroksidaza 59 e-109
279 0i|329402648 AT5G62790 1-deoksi-D-ksiluloza 5-fosfat reduktoizomeraza 71 00
302 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
320 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
321 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
324 0i|255640955 AT5G43940 GroES cink-vezavna dehidrogenaza 88 0,0
325 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
327 0i|270342112 AT5G14780 format dehidrogenaza 81 e-166
339 0i|1168408 AT4G26530 aldolaza 86 e-171
343 0i|121345 AT1G66200 glutamin sintaza, klon F11 83 e-171
347 0i|356500825 AT2G36460 aldolaza 85 0,0
357 0i|120666 AT3G04120 gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza C, podenota 1 86 e-168
373 0i|356538694 AT4G38970 fruktoza-bisfosfat aldolaza 2 85 0,0
381 gi|4827251 AT4G38970 fruktoza-bisfosfat aldolaza 2 85 0,0
385 0i|217072508 AT4G35250 NAD(P)-vezavni protein iz druzine Rossmann 92 e-178
390 0i|356572914 AT1G09340 kloroplast RNA vezavni protein 83 0,0
394 gi|356573072 AT3G04940 cistein sintaza D1 71 e-105
396 0i|356567630 AT1G23740 oksidoreduktaza, cink-vezavna dehidroganazna dayiioteinov 72 e-121

se nadaljuje
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nadaljevanje
5 NCBI Stevilka TAIR Stevilka
St.lise identificranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina

400 0i|356567630 AT1G23740 oksidoreduktaza, cink-vezavna dehidroganazna dayioteinov 72 e-121
438 0i|141448056 AT5G66190 feredoksin-NADP(+)-oksidoreduktaza 1 81 -164
442 0i|356540771 AT5G66530 galaktoza mutarotaza 74 e-120
448 0i|356556839 AT5G12380 aneksin 8 56 e-102
464 0i|356559442 AT3G50820 fotosistem Il, podenota O-2 75 e-132
465 0i|356559442 AT3G50820 fotosistem Il, podenota O-2 75 e-132
495 0i|[71534880  AT3G10850 metalo-hidrolaza/oksidoreduktaza 78 1.00E-79
497 0i|2511691 AT4G39090 cistein proteaza iz druZine papaina 74 e-155
499 0i|2511691 AT4G39090 cistein proteaza iz druzine papaina 74 e-155
449 0i|255637721 AT1G11840 homolog glioksalaze | 77 e-131
521 0i|6358640 AT3G50980 dehidrin ksero 1 77 0.025
545 0i|356525754 AT1G16470 proteasomska podenota PAB1 94 e-120
546 0i|57283985  AT3G55440 triozafosfat izomeraza 73 e-100
557 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116
573 0i|356562858 AT5G61410 D-ribuloza-5-fosfat-3-epimeraza 88 e-135
580 0i|255635846 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 73 e-110
602 gi|21217741  AT2G30860 glutation S-transferaza PHI 9 63 2.00E-76
612 0i|351721274 AT4G31300 N-terminalna nukleofil aminohidrolaza (Ntn hidrotgz 84 e-114
623 0i|217071344 AT3G54890 fotosistem I, svetlobni kompleks, gen 1 88 e-102
626 0i|27526758  AT3G10920 mangan superoksid dismutaza 1 81 7.00E-61
634 0i|255636441 AT1G11750 CLP proteaza, proteoltia podenota 6 67 e-101
669 0i|255628349 AT1G63970 izoprenoid F 78 4.00E-84
694 0i|351722815 AT3G06050 peroksiredoksin IIF 76 1.00E-79
711 0i|46359893  AT5G13120 ciklofilin 20-2 79 9.00E-82
737 0i|154293473 AT3G46230 protein vr@inskega Soka 17.4 57 7.00E-35

se nadaljuje
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5 NCBI Stevilka TAIR Stevilka
St.lise identificranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina

746 0i|351724985 AT1G65980 tioredoksin-odvisna peroksidaza 1 77 3.00E-74
756 0i|351727066 AT1G70890 MLP-podoben protein 43 39 7.00E-21
759 0i|255630026 AT1G70890 MLP-podoben protein 43 39 7.00E-21
781 0i|351721369 AT2G32060 ribosomski protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 75 2.00E-5
804 0i|1346672 AT4G09320 nukleozid difosfat kinaza 84 2.00E-72
805 0i|16396 AT4G09320 nukleozid difosfat kinaza 100 3.00E-83
836 0i|351725393 AT3G15360 tioredoksin M-tip 4 68 1.00E-45
851 0i|21050 AT5G38430 ribuloza bisfosfat karboksilaza, mala enota 72 E-06
875 0i|2765081 AT1G09340 kloroplast RNA vezavni protein 97 0,0
877 0i|356567470 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 74 e-110
885 0i|5929964 AT1G53240 laktat/malat dehidrogenaza 74 e-146
890 0i|356567470 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 74 e-110
919 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0




Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

PRILOGA A2

Homologni proteini identificiranih proteinov v likt za kultivar Tiber z uporabo
TAIR10 (2012) proteinske baze
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5 NCBI Stevilka TAIR Stevilka
St.lise identificiranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina

136 0i|356576867 AT2G45290 transketolaza 80 0,0
141 0i|356536526 AT2G45290 transketolaza 85 0,0
161 0i|156616913 AT1G78900 vakuolna ATP sintaza, podenota A 91 0,0
187 0i|356525839 AT3G13470 TCP-1/cpn 60 Saperonin 90 0,0
230 0i|139387459 ATCG00120 ATP sintaza, podenota alfa 91 0,0
231 0i|139387459 ATCG00120 ATP sintaza, podenota alfa 91 0,0
350 0i|290766483 AT2G39730 Rubisco aktivaza 79 0,0
404 0i|270342112 AT5G14780 format dehidrogenaza 81 e-166
413 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
419 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
431 0i|255646270 AT1G32060 fosforibulokinaza 82 0,0
458 0i|356500825 AT2G36460 aldolazni protein 85 0,0
473 0i|121345 AT1G66200 glutamin sintaza, klon F11 83 e-171
506 0i|10720248  AT2G39730 Rubisco aktivaza 75 0,0
523 0i|52851186  AT5G43330 laktat/malat dehidrogenaza 89 e-174
536 0i|5929964 AT1G53240 laktat/malat dehidrogenaza 74 e-146
619 0i|15226167  AT2G33800 ribosomski protein S5 63 7E-80
644 0i|195619530 AT3G50820 fotosistem Il, podenota O-2 77 e-150
645 0i|356559442 AT3G50820 fotosistem Il, podenota O-2 75 e-132
647 0i|131385 AT5G66570 PSII, protein 1 vkljden v oksidacijo vode 78 e-139
672 0i|113208365 AT4G39090 cistein proteaza iz druzine papaina 74 e-154
673 0i|351727317 AT3G10850 metalo-hidrolaza/oksidoreduktaza 74 e-112
679 0i|2511691 AT4G39090 cistein proteaza iz druzine papaina 74 e-155
700 0i|356567949 AT2G37660 NAD(P)-vezavni protein iz druzine Rossmann 81 e-124
707 0i|356567949 AT2G37660 NAD(P)-vezavni protein iz druzine Rossmann 81 e-124
714 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116

se nadaljuje
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St.lise identificranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina

725 gi|57283985  AT3G55440 triozafosfat izomeraza 73 e-100
730 0i|1420938 AT1G07890 askorbat peroksidaza 1 68 e-101
749 0i|255576721 AT2G21170 triozafosfat izomeraza 80 e-143
753 0i|1420938 AT1G07890 askorbat peroksidaza 1 68 e-101
763 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116
767 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116
774 0i|356511994 AT5G61410 D-ribuloza-5-fosfat-3-epimeraza 88 e-136
779 0i|255640167 AT1G61520 fotosistem |, svetlobni kompleks, gen 3 70 4E-96
784 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116
793 0i|270342124 AT3G01500 karbonska anhidraza 1 71 e-116
794 0i|255635846 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 73 e-110
800 0i|356547960 AT5G20720 Saperonin 20 67 2E-90
804 0i|357494079 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 75 3E-94
809 0i|255627415 AT1G75270 dehidroaskorbat reduktaza 2 77 7E-93
812 0i|131390 AT1G06680 fotosistem Il, podenota P-1 72 e-108
815 0i|357466571 AT4G31300 N-terminalna nukleofil aminohidrolaza (Ntn hidrodgz 85 e-113
820 0i|27526758  AT3G10920 mangan superoksid dismutaza 1 81 7.00E-61
831 0i|147787657 AT3G63540 Mogl/PsbP/DUF1795-fotosistem I, reakcijski cerRebP 76 4E-60
832 0i|115764 AT3G54890 fotosistem I, svetlobni kompleks, gen 1 85 e-112
867 0i|357511613 AT5G13120 ciklofilin 20-2 57 9E-63
888 0i|351722815 AT3G06050 peroksiredoksin IIF 76 1.00E-79
892 0i|357511613 AT5G13120 ciklofilin 20-2 57 1.00E-62
959 0i|115187464 AT1G65980 tioredoksin-odvisna peroksidaza 1 76 3.00E-71
1058  @i|351721369 AT2G32060 ribosomski protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 75 2.00E-5
1098  @i|16396 AT4G09320 nukleozid difosfat kinaza 100 3.00E-83

se nadaljuje
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NCBI Stevilka TAIR Stevilka

Stlise identificiranega  homolognega Homologni protein Podobnost E-vrednost
proteina proteina
1184  @i|809069 AT1G67090 ribuloza bisfosfat karboksilaza, mala enota 1A 76 E-63
1193  @i|351724891 AT2G36530 enolaza 87 0,0
1195  @il4827251 AT4G38970 fruktoza-bisfosfat aldolaza 2 85 0,0
1197  @i|356559442 AT3G50820 fotosistem Il, podenota O-2 75 e-132
1213  (@i|4827251376 AT4G38970 fruktoza-bisfosfat aldolaza 2 85 0,0
1234  @i|255635896 AT1G23740 oksidoreduktaza, cink-vezavna dehidrogenazna dayiioteinov 60 e-108
1235  @i|139387459 ATCG00120 ATP sintaza, podenota alfa 91 0,0
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PRILOGA B

Dodatni podatki o identificiranih proteinih v lietkultivarja Tiber in Starozagorski

St %

lise® Identificirani proteini (vrsta) NCBI &tevilka  Vrednost® pokritosti®
ATP pretvorba
Tiber
1098 nukleozid difosfat kinaz@fabidopsis thalianh 0i|16396 117 9
1235 ATP sintaza CF1, alfa podend®@seolus vulgar]s gi|139387459 1406 42
230 ATP sintaza CF1, alfa podenoBhfseolus vulgar]s gi|139387459 1092 48
231 ATP sintaza CF1, alfa podenoBhfseolus vulgar]s gi|139387459 1150 45
161 V-H(+)-ATPaza, podenota A&Jycine mak 0i|156616913 933 32
Starozagorski
804 nukleozid difosfat kinaza Pisum sativu 0i|1346672 150 11
805 nukleozid difosfat kinaz@fabidopsis thalianp 0i|16396 177 18
162 ATP sintaza CF1, alfa podenoBhfseolus vulgar]s gi|139387459 940 51
164 ATP sintaza CF1, alfa podenoBhfseolus vulgar]s gi|139387459 1247 43
171 ATPaza podenota VYipna radiatg 0i|323149044 836 33
Sinteza proteinov
Tiber
473 glutamin sintetaza PR-RHaseolus vulgar]s 0i|121345 478 35
619 30S ribosomski protein SArabidopsis thalianh 0i|15226167 172 11
Starozagorski
343 glutamin sintetaza PR-RHaseolus vulgar]s 0i|121345 401 28
394 protein podoben cistein sinta@lycine mak 0i|356573072 605 37
157 acetohidroksikislinska sintaz@Haseolus vulgar]s  gi|258618634 358 13
Energijski metabolizem
Tiber
523 malat dehidrogenazBlantago majoy 0i|52851186 451 26
536 malat dehidrogenaz&lycine mak 0i|5929964 240 15
749 domnevna triozafosfat izomeragRidinus communjs gi|255576721 258 16
725 triozafosfat izomeraz&haseolus vulgarigar. nanu$ gi|57283985 829 53
1195 plastidna aldolaza NPALDPHlifotiana paniculath  gi|4827251 692 20
1213 plastidna aldolaza NPALDPHlifotiana paniculath  gi|4827251 376 20
458 :‘;l:)l(etr?gi?nﬂlfpoi:‘;tnzl?;‘);a}\(za, podobna cnoplazmatskergi|356500825 757 32
1193 enolazaGlycine mak 0i|351724891 939 43
136 transketolaza, podobna kloroplas@iyicine mak 0i|356576867 510 17
141 transketolaza, podobna kloroplas@®hyicine mak 0i|356536526 581 20

se nadaljuje
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.S t Identificirani proteini (vrsta) NCBI stevilka Vrednost® % .
lise? pokritosti ¢

774 rlbulolza-fosfat 3-epimeraza, podobna kloroplastni gil356511994 267 o5
[Glycine mak
Starozagorski

885 malat dehidrogenaz&lycine mak 0i|5929964 368 19

546 triozafosfat izomeraz&haseolus vulgarigar. nanu$ gi|57283985 604 54

339 fru_ktoza-dlf_osfat aldolaza, citoplazmatski izoendm 0il1168408 532 18
[Pisum sativur

373 frukto_za-dlfosfat aldolaza 2, podobna kloroplastni 0i[356538694 738 o5
[Glycine mak

381 plastidna aldolaza NPALDPMifotiana paniculath  gi|4827251 568 21

347 fruktoz.a-dlfosfa_t aldolaza, podobna cnoplazmatskergi|356500825 377 19
izoencimu [Slycine mak

357 cnos_oln_a gl|cera_ldeh|d—3—fosfat dehidrogenaza gi|120666 311 16
[Antirrhinum maju$

442 domn_evna glukoza-6-fosfat 1-epimeraza gil356540771 84 6
[Glycine mak

98 transketolaza, podobna kloroplastaiyjcine mak gi|356576867 503 12

101 transketolaza, podobna kloroplas@®hyicine mak 0i|356576867 489 11

102 transketolaza, podobna kloroplas@iyicine mak gi|356576867 533 14

105 transketolaza, podobna kloroplas@®hiyicine mak 0i|356576867 664 15

573 rlbulolza—fosfat 3-epimeraza, podobna kloroplastni 0356562858 315 o8
[Glycine mak
Fotosinteza :
Tiber

413 kloroplastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigea gi|10720248 1341 56
aktivaza Phaseolus vulgar]s

506 ho.ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigea gil10720248 376 19
aktivaza Phaseolus vulgar]s

1184  ribuloza difosfat karboksilazRhaseolus vulgar]s 0i|809069 388 45

419 ho_ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigesa gi|10720248 540 27
aktivaza Phaseolus vulgar]s

350 Rubisco aktivazadlycine mak 0i|290766483 725 29
vezavni protein na Rubisco veliko podenoto, .

187 kloroplastna beta podenot@lcine mak 0i[356525839 1281 39
protein 1 vklj&en v oksidacijo vode .

647 [Solanum tuberosum 0i|131385 339 17

812 protein 2 vkljgen v oksidacijo vodeHisum sativuth  gi|131390 164 12

644 protein 1 vkljden v oksidacijo vodeZea mayk 0i|195619530 399 19

1197  protein 1 vkljen v oksidacijo vodeGlycine mak 0i|356559442 141 11

645 protein 1 vkljden v oksidacijo vodeGlycine mak 0i|356559442 416 25

804 protein vkljuten v oksidacijo vode gil357494079 268 15

[Medicago truncatulp

se nadaljuje
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.S t Identificirani proteini (vrsta) NCBI stevilka Vrednost® % .
lise? pokritosti ¢

832 kloroplastni klorofllla-b vezavni protein 6A gil115764 211 17
[Solanum lycopersicum

714 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 778 46

763 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 288 26

767 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 274 24

784 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 891 49

793 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 725 45
Starozagorski

464 protein 1 vkljgen v oksidacijo vodeGlycine mak 0i|356559442 799 43

465 protein 1 vkljgen v oksidacijo vodeGlycine mak 0i|356559442 851 46

877 protein 2 vkljden v oksidacijo vodeGlycine mak gi|356567470 313 20

890 protein 2 vkljgen v oksidacijo vodeGlycine mak 0i|356567470 374 20

557 karbonska anhidrazBHaseolus vulgar]s gi|270342124 215 16

438 quroplastn_a feredoksin-NADP+ reduktaza 0i|141448056 207 20
[Pisum sativuh

302 ho_ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksiges gi|10720248 1401 52
aktivaza Phaseolus vulgar]s

851 ribuloza difosfat karboksilazHfiaseolus vulgar]s gi|21050 213 28

919 ho.ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigea gil10720248 1390 54
aktivaza Phaseolus vulgar]s

305 ho.ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigea gil10720248 1441 55
aktivaza Phaseolus vulgar]s

320 ho_ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigea gi|10720248 759 34
aktivaza Phaseolus vulgar]s

391 ho_ropIastna ribuloza difosfat karboksilaza/oksigesa gi|10720248 578 o5
aktivaza Phaseolus vulgar]s
Proteoliza in zvijanje proteinov _
Tiber

815 proteasomska beta podendfeflicago truncatulp  gi|357466571 265 29
peptidil-prolil cis-trans izomeraza .

867 [Medicago truncatulh 0i|357511613 146 12
peptidil-prolil cis-trans izomeraza .

892 [Medicago truncatulh 0i|357511613 152 12

800 kloroplastni Saperonin, 20 kD@ljcine mak 0i|356547960 221 19

679 prekurzor cisteinske proteina®hpseolus vulgarls gi|2511691 152 12

672 cisteinska proteinaza CHZhaseolus vulgar]s 0i|113208365 299 27
Starozagorski

545 alfa podenota proteasoma Z2hfcine mak 0i|356525754 430 35

497 prekurzor cisteinske proteina®hpseolus vulgar]s gi|2511691 262 16

499 prekurzor cisteinske proteina®hpseolus vulgarls gi|2511691 155 10

711 domnevna peptidilprolil izomeraza gil46359893 161 12

[Oryza sativalaponica Group]

se nadaljuje
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ise pokritosti
Sekundarni metabolizem
Starozagorski
279 [1(3(?;;&3 rrDmI;(snquza 5-fosfat reduktoizomeraza 0i[329402648 615 23
Signalna transdukcija
Starozagorski
448 aneksinu podoben protein RBhjcine mak 0i|356556839 280 13
Proteini povezani z ROS, obrambo in stresom
Tiber
404 format dehidrogenazRlaseolus vulgar]s gi|270342112 261 20
820 manganova superoksid dismutaZl/ine mak 0i|27526758 130 18
730 citosolna askorbat peroksida¥dgina unguiculath ~ gi|1420938 203 16
753 citosolna askorbat peroksida¥dgina unguiculath ~ gi|1420938 655 42
959 tioredoksinArachis hypogada gi|115187464 205 18
Starozagorski
626 manganova superoksid dismutaZly/ine mak gi|27526758 178 18
267 prekurzor peroksidaze BHaseolus vulgar]s gi|5002342 421 19
737 R‘/?gn‘)ar%tﬁgbi‘gﬁ;;kega Soka, 17.7 kDa gil154293473 237 39
327 format dehidrogenazRljiaseolus vulgar]s gi|270342112 878 67
521 dehidrin Yigna unguiculath 0i|6358640 121 16
602 Fg&g‘;‘gl‘jsggéﬁﬂgﬂ qi'tra“Sferaza gi[21217741 195 23
495 hidroksiacilglutation hidrolaz#edicago sativh 0i|71534880 97 11
400 ﬁargglga;s;gapl;;/rg:eo;i;oreduktaza podobna 9356567630 631 31
396 ﬁargglga;s;gapl;;/rg:eo;i;oreduktaza podobna 9356567630 493 o8
Neopredeljeni proteini
Tiber
431 neznanGlycine mak 0i|255646270 407 28
794 neznanGlycine mak 0i|255635846 148 17
779 neznanGlycine mak 0i|255640167 177 32
809 neznanGlycine mak 0i|255627415 120 12
831 hipotetini protein VITISV_028610Vitis viniferg gi|147787657 112 9
673 hipoteitni protein LOC100527131dlycine mak gi|351727317 144 12
T e e oSS PO, giosenereds  ser s
707 domnevni nekarakteriziran kloroplastni protein, 0356567949 450 34

podoben At2g37660dlycine mak

se nadaljuje
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888 hipoteitni protein LOC100500096{lycine mak gi|351722815 517 49
1058 hipotetini protein LOC100500093dlycine mak 0i|351721369 446 50
1234  neznanGlycine mak 0i|255635896 255 10
Starozagorski

385 neznanNledicago truncatulh gi|217072508 149 7
B o oSS O, giosesaots 209 1
580 neznanGlycine mak 0i|255635846 280 18
612 Fg:;a::riilétiqg(ran protein LOC100305513 gil351721274 400 35
623 neznanNledicago truncatulh gi|l217071344 242 17
634 neznanGlycine mak 0i|255636441 219 23
669 neznanGlycine mak 0i|255628349 267 26
694 hipoteitni protein LOC100500096{lycine mak gi|351722815 368 35
746 hipotetini protein LOC100499771dlycine mak 0i|351724985 339 23
756 hipotetini protein LOC1005003257lycine mak gi|351727066 73 8
759 neznanGlycine mak 0i|255630026 72 8
781 hipotetini protein LOC100500093dlycine mak 0i|351721369 215 46
836 hipoteitni protein LOC100526924Jlycine mak 0i|351725393 118 17
875 g5bf Arabidopsis thalianh gi|2765081 245 11
449 neznanGlycine mak gi|255637721 328 19
324 neznanGlycine mak 0i|255640955 108 22

2 Stevilke proteinskih lis se nana3ajo na sliko 17;

® MASCOT vrednost identificiranega proteina iz MSbre;
¢ odstotek aminokislin iz referénih proteinov, ki se je ujemali s peptidi iz MS hra.
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PRILOGI C

Seznam bioloskih poti in molekulskih funkcij iz gama BiINGO (Maere in sod.,
2005) za identificirane proteine v listih za kuétiya Tiber in Starozagorski

PRILOGA C1

Seznam bioloskih poti iz programa BINGO (Maere od.s 2005) za identificirane
proteine v listih za kultivarja Tiber in Starozagkir

Popravljena

Stevilo

GO-ID  p-vrednost p-vrednost  proteinov Opis
Tiber
50896 1.31E-15 2.90E-13 27 odziv na stimulus
9628 2.86E-15 2.90E-13 19 odziv na abiotski stiraulu
10035 3.68E-15 2.90E-13 14 0dziv na anorganskeauts
10038 7.11E-15 4.20E-13 13 odziv na kovinske ione
6950 6.41E-14 3.02E-12 21 odziv na stres
46686 6.18E-13 2.43E-11 11 odziv na kadmijeve ione
42742 8.46E-10 2.85E-08 8 obrambni odziv na bgkteri
9409 4.87E-09 1.21E-07 8 odziv na mraz
9617 4.87E-09 1.21E-07 8 odziv na bakterije
9266 5.49E-09 1.21E-07 9 odziv na temperaturnigdtis
9651 5.62E-09 1.21E-07 9 odziv na slanost
6970 1.08E-08 2.12E-07 9 0dziv na osmotski stres
15979 3.03E-08 5.23E-07 6 fotosinteza
42221 3.25E-08 5.23E-07 15 odziv na kemijski stinsul
6091 3.32E-08 5.23E-07 7 tvorba prekurzorjev mdiatwin energije
19684 6.22E-08 9.17E-07 5 fotosinteza, svetlobakaige
46164 9.17E-08 1.27E-06 5 alkoholni katabolni psdce
51707 1.50E-07 1.97E-06 9 odziv na ostale organizme
9607 2.12E-07 2.64E-06 9 0dziv na biotski stimulus
44275 7 03E-07 8.30E-06 5 cgliéni procesi povezani s katabolizmom ogljikovih
hidratov
16052 1 07E-06 1 20E-05 5 ﬁirgrcaizlvpovezam s katabolizmom ogljikovih
5996 1.33E-06 1.43E-05 5 monosaharidni metabotnigsi
51704 1.48E-06 1.52E-05 9 procesi povezani z orgaini
35304 2.68E-06 2.63E-05 2 regulacija proteinskenakislinske defosforilacije
6007 3.34E-06 3.11E-05 4 glukozni katabolni procesi
46365 3.56E-06 3.11E-05 4 monosaharidni katabobrigsi
19320 3.56E-06 3.11E-05 4 heksozni katabolni pioces
6006 4.04E-06 3.40E-05 4 glukozni metabolni procesi

se nadaljuje
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nadaljevanje

Popravljena  Stevilo
p-vrednost proteinov

44282 7.07E-06 5.76E-05 5 katabolni procesi poviezamajhnimi molekulami

GO-ID  p-vrednost Opis

6952 7.86E-06 6.11E-05 8 obrambni odziv

35303 8.02E-06 6.11E-05 2 regulacija defosforitacij

9056 1.02E-05 7.51E-05 8 katabolni procesi

19318 1.54E-05 1.10E-04 4 heksozni metabolni pioces

42549 1.60E-05 1.11E-04 2 stabilizacija fotosistéima

10043 1.65E-05 1.12E-04 3 odziv na cinkove ione

6066 1.90E-05 1.25E-04 5 alkoholni metabolni proces

8152 7.32E-05 4.63E-04 23 metabolni procesi

31399 7.45E-05 4.63E-04 2 regulacija proteinskeifikadtije

9416 9.48E-05 5.25E-04 6 odziv na svetlobni stirmulu

43155 9.57E-05 5.25E-04 2 negativna regulacijasiateze, svetlobne reakcije

21704 9 57E-05 5 25E-04 5 Qjebt;l;(?ql(r;;r%rioce3| povezani z organskimi

10205 9.57E-05 5.25E-04 2 fotoinhibicija

15977 9.57E-05 5.25E-04 2 fiksacija ogljika

9314 1.15E-04 6.15E-04 6 odziv na sevanje

10207 1.19E-04 6.27E-04 2 fotosistem I, zdruZewan;
Starozagorski

50896 6.71E-19 2.07E-16 33 odziv na stimulus

10035 3.46E-15 4.69E-13 15 odziv na anorgansketautes

10038 4.56E-15 4.69E-13 14 odziv na kovinske ione

6950 6.87E-15 5.31E-13 24 0dziv na stres

9628 2.64E-13 1.63E-11 19 odziv na abiotski stiraulu

46686 6.71E-12 3.46E-10 11 odziv na kadmijeve ione

42221 2.17E-11 9.57E-10 20 odziv na kemijski stinsul

5996 3.30E-09 1.25E-07
10043 3.65E-09 1.25E-07
42742 4.45E-09 1.38E-07 obrambni odziv na bgkteri

7 monosaharidni metabotnigsi
5
8
6091 5.67E-09 1.59E-07 8 tvorba prekurzorjev mdiathwin energije
8
9
4

odziv na cinkove ione

9617 2.53E-08 6.50E-07 odziv na bakterije
9266 3.49E-08 8.29E-07 odziv na temperaturnigtis
6081 6.84E-08 1.51E-06

aali aldehidni metabolni procesi

9607 1.13E-07 2.32E-06 10 odziv na biotski stimulus
8152 1.41E-07 2.59E-06 31 metabolni procesi

6066 1.43E-07 2.59E-06 7 alkoholni metabolni proces
6007 1.58E-07 2.65E-06 5 glukozni katabolni procesi
46365 1.71E-07 2.65E-06 5 monosaharidni katabaobigsi

se nadaljuje
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nadaljevanje

Popravljena  Stevilo
p-vrednost proteinov

19320 1.71E-07 2.65E-06 5 heksozni katabolni pioces

GO-ID  p-vrednost Opis

6006 2.01E-07 2.95E-06 5 glukozni metabolni procesi

46164 2.52E-07 3.54E-06 5 alkoholni katabolni psdce

9651 5.46E-07 7.33E-06 8 odziv na slanost

51707 9.05E-07 1.17E-05 9 odziv na ostale organizme

6970 9.58E-07 1.18E-05 8 0dziv na osmotski stres

19318 1.09E-06 1.29E-05 5 heksozni metabolni pioces

44275 1 91E-06 2 19E-05 5 Eieolllrca?:o?/roceg povezani s katabolizmom ogljikovih

5975 2 78E-06 3.07E-05 10 p_rocesi povezani z metabolizmom ogljikovih
hidratov

16052 2 91E-06 3 10E-05 5 Eir((j)rcaetzlvpovezanl s katabolizmom ogljikovih

15979 3.17E-06 3.27E-05 5 fotosinteza

6090 3.43E-06 3.42E-05 3 piruvat metabolni procesi

6952 4.22E-06 4.08E-05 9 obrambni odziv

44281 4.59E-06 4.30E-05 12 metabolni procesi pavezanajhnimi molekulami

9056 5.63E-06 5.11E-05 katabolni procesi

19684 7.89E-06 6.97E-05 fotosinteza, svetlobakaige

9409 8.56E-06 7.15E-05 odziv na mraz

44282 1.89E-05 1.54E-04 katabolni procesi poviezamajhnimi molekulami

9
4
51704 8.43E-06 7.15E-05 9 procesi povezani zdainti organizmi
6
5
7

celicni metabolni procesi povezani z ogljikovimi

44262 2.21E-05 1.75E-04 ) .
hidrati

44237 2.50E-05 1.93E-04 24 ¢l metabolni procesi
6096 7.20E-05 5.42E-04

glikoliza

izopentenil difosfat biosintetski procesi, od
mevalonata neodvisna pot

3
2
19682 1.11E-04 7.95E-04 2 gliceraldehid-3-fosfatabelni procesi
5
4

19288 8.31E-05 6.11E-04

6979 1.36E-04 9.56E-04
9408 1.41E-04 9.65E-04

odziv na oksidativni stres

odziv na &irm
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PRILOGA C2

Seznam molekulskih funkcij iz programa BINGO (Maeme sod., 2005) za
identificirane proteine v listih za kultivarja Tiban Starozagorski

Popravljena  Stevilo

GO-ID  p-vrednost p-vrednost  proteinov Opis
Tiber
5507 7.80E-10 9.82E-08 8 vezava bakrovih ionov
3824 1.70E-07 1.07E-05 27 katalitska aktivnost
16209 1.50E-06 4.01E-05 5 antioksidacijska aktitnos
8266 2.14E-06 4.01E-05 3 poli(U) RNA vezava
8187 2.14E-06 4.01E-05 3 poli-pirimidinska vezava
4807 2.23E-06 4.01E-05 2 trioza-fosfat izomerazaeviaost
10242 2.23E-06 4.01E-05 2 aktivnost povezana kdisi
16491 2.66E-06 4.18E-05 11 oksidoreduktazna aksit/no
3727 7.18E-06 1.00E-04 3 vezava enoverizne RNA

Starozagorski

3824 3.86E-11 4.75E-09 35 katalitska aktivnost
16829 6.27E-08 3.63E-06 8 liazna aktivnost
5507 8.85E-08 3.63E-06 7 vezava bakrovih ionov
16491 3.56E-07 1.09E-05 13 oksidoreduktazna aksityno
16209 3.62E-06 6.39E-05 5 antioksidacijska aktitnos
8266 3.64E-06 6.39E-05 3 poli(U) RNA vezava
8187 3.64E-06 6.39E-05 3 poli-pirimidinska vezava
3727 1.22E-05 1.87E-04 3 vezava enoverizne RNA
16830 2.47E-05 3.38E-04 4 ogljik-ogljik liazna akibst
4332 6.61E-05 8.13E-04 2 fruktoza-bisfosfat aldoéaktivnost
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PRILOGA D

Mreza bioloSkih poti (A) in molekulskih funkcij (Bparejena s programom BINGO
(Maere in sod., 2005). Prikaz protein-protein iakeijske mreze s programom STRING
(C; Szklarczyk in sod., 2011). Vse mreZe so pretjstee za kultivar Starozagorski.
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PRILOGI E
Analiza glikopeptidov iz spektrov pri steblih istih za kultivar Tiber

PRILOGA E1
Analiza glikopeptidov iz spektrov pri steblih zaltkear Tiber
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Eksp. Teor. Masa  Struktura NCBI
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje . . Stevilka Ime proteina
) ; glikana  glikana .
peptida peptida proteina

ST-S1, ST-C1
1165.14 3 2113.9173 2113.918WNGSYINYYMYHGGTNFGR 1378.52 N;Ms 0i|593328652 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

gi|593785175 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
1179.17 3 1830.8989 1830.899AVNVSASGARPNPQGSFR 1702.64 N,Mg 0i|225426946 bakrova oksidazaMitis viniferd
gi|502175770 bakrova oksidaz&icer arietinunj

gi|593785175 hipotetitni protein Phaseolus vulgar]s
1016.78 3 1830.8963 1830.899AVNVSASGARPNPQGSFR 1216.46 NyMs 0i|225426946 bakrova oksidazaMitis viniferd
gi|502175770 bakrova oksidazicer arietinunj

1052.12 3 1774.8571 1774.857TNTSASGARPNPQGSFR 1378.52 N,Mg gi|593696454 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1001.78 3 1774.8535 1774.857TYNTSASGARPNPQGSFR 1227.46N,M3NX; @i|593696454 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

0i|571450249 bakrova oksidazg3lycine mak
1323.12 2 1270.7160 1270.7113/TSLVPINGTNR 1373.52 N,M3N;FX; 0i]593696454 hipotetiéni protein Phaseolus vulgar]s
0i|225426946 bakrova oksidazaMitis viniferd

gi|571450249 bakrova oksidaza3dlycine mak
1424.65 2 1270.7080 1270.7113/TSLVPINGTNR 1576.60 N,M3NLF X, gi|593696454 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
0i|225426946 bakrova oksidazaMitis viniferd

0i|571450249 bakrova oksidazg3lycine mak

122157 2 1270.7058 1270.7113/TSLVPINGTNR 1170.44 NM3FX; i|593696454 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
0i|225426946 bakrova oksidazavitis viniferd

11255 2 1224.6245 1224.621AETSIINGTYR 1024.38 NyM3X;  @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1227.04 2 1224.6243 1224.621RAETSIINGTYR 1227.46 N,M3N:X; @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1328.58 2 1224.6223 1224.621RAETSIINGTYR 1430.54 NoM3NoX; @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1368.56 2  1194.5881* 1194.6113 VEASVINGSYR 1540.58 NM; gi|502175770 bakrova oksidaZzider arietinunj

1287.04 2 1193.5930 1193.590NFTTVVENNR 1378.52  N,Mg gi|502175770 bakrova oksidaZziger arietinun

se nadaljuje
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nadaljevanje

m/z  Naboj En?Sa Leao_sré Peptidno zaporedje gll\i/lkzsnaa Sgl?klgz;a élt\le(\:/ﬁlla Ime proteina

peptida peptida proteina

1206.01 2 1193.5930 1193.590NFTTVVENNR 1216.46  NyMs gi|502175770 bakrova oksidaZziger arietinunj
1449.1 2 1193.5924 1193.5909FTTVVENNR 1702.64  N,Mg gi|502175770 bakrova oksidaZziger arietinun
1263.05 2 1150.5909 1150.589FVNESLWQK 1373.52 N,M3N,F X, @i|357455879 bakrova oksidazdddicago truncatulh
136459 2 1150.5888 1150.589FVNESLWQK 1576.60 NoM3NoFX; gi|357455879  bakrova oksidazdddicago truncatulp
1243.07 2 1105.6384 1105.6364LNYLNLSR 1378.52 NoMsg 0i|593785485 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1102.44 2 773.3274* 773.3359 NHTDMR 1430.54N,M3NoX;  @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1063.44 2 751.3751 751.3733 FVNESR 1373.9M3N F X1 gi|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
961.4 2 751.3720 751.3733 FVNESR 1170.4M,M3F X, @i[593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
ST-S2, ST-C2
1250.92 3  2578.2859 2578.293 'LiQSSSWESGWGN'SLP'—V1170.44 N.MoFX,  gi[593791168 hipotatii protein Phaseolus vulgarls
1200.2 3 2061.0241 2061.0228FNWNVTYGDIYPLGVR 1535.58 NoMy4N;F X, gi|593795138 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1067.18 3  2027.1049 2027.103BIFSHNLAINAVINASSIR  1170.44 N;MsF:Xs g”ggggi?%g e Eﬂi?neeo'r‘éi X ulgarls
1016.79 3 1830.8893 1830.8994VNVSASGARPNPQGSFR 1216.46 NyMs gi|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgaris
998.1 3 1774.8487 1774.8579QNTSASGARPNPQGSFR 1216.46 NyMs gi|593696454 hipotetni protein Phaseolus vulgaris
1194.88 3 1716.9665 1716.97535LGRPVNNSTITYLR 1864.70  NyMg gi|593697822 hipotetni protein Phaseolus vulgaris
1328.12 2 1483.7897 1483.790F TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MasFX; @i|593213934 hipotetii protein Phaseolus vulgar]s
1531.19 2 1483.7896 1483.790F TSQVLNATSIFR 1576.60N,M3N,.F X, @i[593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1612.22 2 1483.7894 1483.790FTSQVLNATSIFR 1738.66N,M4N,F, X, @i|593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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nadaljevanje
Eksp. Teor. NCBI
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje Masa Strgktura Stevilka Ime proteina
. ; glikana  glikana .
peptida peptida proteina

1255.08 2 1483.7889 1483.790F TSQVLNATSIFR 1024.38 N,M3X; @i|593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

132762 2 1482.7796 1482.791MSAPPNITVTAQLR 1170.44 N,MiFX; i|593331692 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1228.07 2  1283.7001 1283.7066GLAVIGPNANATR 1170.44 N,MgFiX:  gi|356558612 ?g}?{;ﬁg"nﬁf}f‘w alfa-L-arabinofuranozidaza
0i|593699372 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s

1190.04 2 1207.6367 1207.642%VNGTTIGYQR 1170.44 NyM3F X, 0i[356547157 alfa-L-fukozidaza Glycine mak

1287.04 2 1193.5876 1193.590NFTTVVENNR 1378.52  N,Mg gi|593188173 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1206.02 2 1193.5870 1193.590NFTTVVENNR 1216.46 N Ms 0i|593188173 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1099.48 2 818.4569 818.4618 ILTNETK 1378.52 N,Mg 0i|593699486 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1180.5 2 818.4565 818.4618 ILTNETK 1540.58 N,M- 0i|593699486 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

899.86 2 773.3540 773.3577 SNYSFR 1024.3N,M3X;  @i|593791168 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1166.99 2 755.3745 755.3795 NHTDLR 1576.68,M3N,F X, @i|356517653 homolog L-askorbat oksida@tyfine mak

1065.45 2 755.3743  755.3795 NHTDLR 1373.58,M3N;F;X; @i|356517653 homolog L-askorbat oksida@dygine mak

1248.01 2 755.3726  755.3795 NHTDLR 1738.68,M4N,F X, @i|356517653 homolog L-askorbat oksida@tyfine mak
0i|356517653 homolog L-askorbat oksidaz&lycine mak

1093.96 2 755.3722  755.3795 NHTDLR 1430.54N,M3NX 0i[593213934 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s

961.4 2 751.3695 751.3733 FVNESR 1170.4M,M3F X,  @i[593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1338.96 3 2842.4303 2842.436 LV?B\L/I\QTGDNG”DGQGSV 1170.44 N,M3FX; @i|593689128 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

125058 3  2578.2837 2578.293§tiQSSSWESGWGN'S'-P'-V117o.44 N.MoFX,  gi[593791168 hipotatii protein Phaseolus vulgarls

se nadaljuje
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nadaljevanje
m/z  Naboj En?Sa Leao_sré Peptidno zaporedje gll\i/lkzsnaa Sgl?klgz;a élt\le(\:/ﬁlla Ime proteina
peptida peptida proteina

1054.17 3 2135.1155 2135.128ANVLTGSFNLTSHLTLFLER 1024.38 N,M3X; @i|593689128 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1078.49 3 2061.0081 2061.022&FNWNVTYGDIYPLGVR 1170.44 N,M3FX; @i|593795138 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1066.85 3  2027.0967 2027.103BIFSHNLAINAVINASSIR  1170.44 NoMgFiX, g”ggggi?fgg gif;tftmog:ggg Eﬂifneeo'rﬂi ]‘(’ ulgarjs

1032.83 3 1716.9685 1716.9755LGRPVNNSTITYLR 1378.52 NoMg 0i[593697822 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1328.11 2 1483.7833 1483.790F TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MasFX; @i|593213934 hipotetii protein Phaseolus vulgar]s

1327.61 2 1482.7746 1482.791MSAPPNITVTAQLR 1170.44 NoMaFX; @i|593331692 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

114704 2  1283.6983 1283.7066LAVIGPNANATR 1008.38 N,M,FiX; gi|356558612 ?glt}"j‘éﬁé'onﬁffza/ alfa-L-arabinofuranozidaza

899.87 2 773.3522 773.3577 SNYSFR 1024.3N,M3X;  @i|593791168 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
0il593693860 hipote_tEpi .proltei_n Phageolus yulgar]s

933.9 2 695.3673 695.3722 NGTLYK 1170.4AN,M3F X, 0356533127 kanat_>|d|ol|k kislinska sintaza-izooblika 1

[Glycine mak

ST-S3, ST-C3

1067.18 3 2027.1005 2027.103BIFSHNLAINAVINASSIR 1170.44 N,M3FX; @i|593699372 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1412.12 2 1651.8040* 1651.8286 TTTDIQNVSFLDAAR 1170.44 NoM3FX; i|593686792 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s

1531.19 2 1483.7967 1483.790FTSQVLNATSIFR 1576.60N,M3N,F X, @gi[593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1328.11 2 1483.7921 1483.790F TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MasFX; @i|593213934 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s

1429.66 2 1483.7896 1483.790F TSQVLNATSIFR 1373.52N,M3N;F X, @i[593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

1190.04 2 1207.6446 1207.642%VNGTTIGYQR 1170.44 N,MsFX; i|593699372 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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nadaljevanje
Eksp. Teor. NCBI
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje Masa Strgktura Stevilka Ime proteina
. ; glikana  glikana .
peptida peptida proteina
0i|593686792, hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
1092.47 2 804.4465 804.4461 ELNLTSK 1378.52 N,Mg 0i[363807862 nekarakteriziran proteirdlycine mak
0i|593686792, hipotetitni protein Phaseolus vulgar]s
1173.5 2 804.4464 804.4461 ELNLTSK 1540.58 N,M, gi[363807862 nekarakteriziran proteirdycine mak
0i|593686792, hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
101094 2 804.4463 804.4461 ELNLTSK 1216.46 N,Ms 0i[363807862 nekarakteriziran proteirGycine mak
0i|225426946, bakrova oksidazauitis viniferd,
963.4 2 755.3760 755.3795 NHTDLR 1170.4M,M3F X, gi|593213934, hipotetitni protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog L-askorbat oksidaz&lycine mak
ST-S4, ST-C4
1080.15 3  2066.9673* 2066.9890 LYNQSGTGRPDPAIDSGYR 1170.44 N,M3FX; @i|593263390 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1412.13 2 1651.8030* 1651.8286 TTTDIQNVSFLDAAR 1170.44 N,MsFX; i|593686792 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1429.66 2 1483.7906 1483.790F TSQVLNATSIFR 1373.52N,M3N;F;X; gi|593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1328.12 2 1483.7905 1483.790FTSQVLNATSIFR 1170.44 NoMzFX; @i|17979 conA prekurzoClanavalia ensiformis
1017.46 2 1318.6358 1318.6346/SSNGSPQGSSVGR 714.27 M;F;  gi|593789404 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
111095 2 1049.4653 1049.4640NWSEATDAR 1170.44 N,MsFX; qi|356576493 ureidoglikolat hidrolaz@lycine mak
1487.01 3 3286.5751 3286.5861’%2525\(/3;;\';-'-;8’\“DPWT”G 1170.44 N,M3FX; @i|593797934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1080.14 3 2066.9727 2066.9890YNQSGTGRPDPAIDSGYR 1170.44 NoM3FX; @i|593263390 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
885.75 3 1483.7947 1483.7908TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MasFX; @i|593213934 hipotetii protein Phaseolus vulgar]s
1328.11 2 1483.7891 1483.790F TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MasFX; @i|593213934 hipotetii protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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nadaljevanje

m/z  Naboj En?Sa Leao_srz;l Peptidno zaporedje gll\i/lkzsnaa Sgl?klgz;a élt\le(\zlﬁlla Ime proteina

peptida peptida proteina

1429.65 2 1483.7879 1483.790FTSQVLNATSIFR 1373.52N,M3N;F X, gi[593213934 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
11735 2  804.4418 804.4461 ELNLTSK 1540.58 NM, g”gggg;g‘?‘g‘;’ ﬁirs('ft'gf’é"nkiogfétg'i‘?‘rgﬁ;ggé{l‘j'sn\fuﬁgﬁ]s
ST-S5, ST-C5
1066.85 3  2027.0935* 2027.0668 FPGPTINVTTNNNVAVNVR 1170.44 N,M3FX; i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1328.11 2 1483.7766 1483.790F TSQVLNATSIFR 1170.44 N,MsFX; @i|356517653 homolog L-askorbat oksida@éyEine mak
1227.04 2 1224.6173 1224.621RAETSIINGTYR 1227.46 N,M3N;X; @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
11255 2 1224.6141 1224.621AETSIINGTYR 1024.38 NyM3X;  @i|593785175 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1068.97 2 965.4976  965.5050 NLSDTFLR 1170.4MN,M3F X, @gi[593795978 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
ST-S6, ST-C6
1306.07 2 1439.6938 1439.694NATEANLMLSGYR 1170.44 N,MzFX; @i|593705182 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1225.03 2 1439.6907 1439.694NATEANLMLSGYR 1008.38 N,M,FX; @i|593705182 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1016.96 2 1318.6295 1318.6346/SSNGSPQGSSVGR 714.27 M.F  i|116912 konkavalin AQanavalia gladiath
1082.98 2 1318.6358 1318.6346/SSNGSPQGSSVGR 846.31 ,M;FX; @i|116912 konkavalin AQanavalia gladiath
101095 2  804.4475 804.4461 ELNLTSK 1216.46 N,Ms g:Iggggg%gg Eg’lf;f;i't‘;r‘?;ﬁ;er:”pﬂgﬁ%‘l’;‘éfn‘é”r'gggs
11735 2  804.4463 804.4461 ELNLTSK 1540.58 NM, g”ggggg%gg Eg’f;fa“’k?ér?;ﬁf;”piﬁgﬁ%?;‘éfn‘éuggfs
ST-S7, ST-C7
1306.07 2 1439.6854 1439.694NATEANLMLSGYR 1170.44 N,MsFX; @i|593705182 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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nadaljevanje
ST-S8, ST-C8

* Razlika do 20 ppm med eksperimentalno in tednetimaso peptidov, pri ostalih je ta razlika n&jt® ppm. Pri iskanju smo dovolili najgeno zgreSeno mesto
cepitve za tripsin.

Oznake: N (N-acetilglukozamin), M (manoza), F (faép X (ksiloza).
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PRILOGA E2

Analiza glikopeptidov iz spektrov pri listih za kiwiar Tiber
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. Eksp. Teor, . . Masa Struktura VNCBI .
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje glikana glikana steV|I.ka Ime proteina
peptida peptida proteina

LS1, LC1
1085.82 3 1822.9285 1822.9334%PNETTSYLVNGVPIR 1430.54 BM3N.X; @i|561015500 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
105548 2 7354412 735.4399 NLTFIK 137352 MN;F:Xs g::ggigigigg E:nggz: E:g:g:ﬂ Eﬂgzgg:ﬂz w:g:gz

LS2, LC2
1487.02 3 3286.5465% 32865862 or oo DTN PONIPPWII 1970 44 MU, gil561035469  hipotashi protein Phaseolus vulgarls
1070.80 3 1830.8947 1830.8994AVNVSASGARPNPQGSFR  1378.52 Mg 0i|255645267 neznafs[ycine mak
112482 3 1830.8945 1831.8994AVNVSASGARPNPQGSFR  1540.58 M5 0i|255645267 neznafs[ycine mak
1178.84 3 1830.8853 1832.8994AVNVSASGARPNPQGSFR 1702.64 Mg 0i|255645267 neznafs[ycine mak
1052.12 3 1774.8569 1774.857TWYNTSASGARPNPQGSFR 1378.52 Mg 0i|561021973 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1381.09 2 1224.6243 1224.621RAETSIINGTYR 1535.58 NMyN;FX; @i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
112550 2 1224.6223 1225.621RAETSIINGTYR 1024.38 NMsXy 0i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1227.04 2 1224.6221 1225.621RETSIINGTYR 1227.46  MNM3N X; @i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1328.58 2 1224.6214 1225.621RAETSIINGTYR 1430.54 DNM3N.X; i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1068.47 2 965.5036 965.5050 NLSDTFLR 1170.44 NMNFX; @i|561034491 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1076.97 2 965.5035 966.5050 NLSDTFLR 1186.44 ,MNX; 0i|561034491 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
899.37 2 773.3575 773.3577 SNYSFR 1024.38 ,M¥, 0i|561032038 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
961.90 2 751.3736  751.3733 FVNESR 1170.44 ,MMF,X; @i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

LS3, LC3

se nadaljuje
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nadaljevanje
m/z  Naboj Ir:_nka'lsspa Leao_sré Peptidno zaporedje gll\i/lka:naa S;rlzjklgz;a élt\le(\:/ﬁlla Ime proteina
peptida peptida proteina

1449.34 3 2965.4823 2965.502{1'&1;.'&.".8'_'(.3'_75'3'\'PQGSYHYG 1378.52 NMg 0i|478622056 bakrova oksidaZaitrus maximé
1250.92 3  2578.2931 2578.293 'E)?_%SSSWESGWGN'SLPL1170.44 NMsFX,  gi[561032038 hipotatii protein Phaseolus vulgar]s
1066.85 3 2027.1055 2027.10335BIFSHNLAINAVINASSIR  1170.44  MMsFX;  @gi|561023415 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1233.19 3 1830.8851 1830.899AVWNVSASGARPNPQGSFR  1864.70 Mg 0i|561028982 hipoteti protein Phaseolus vulgar]s
1418.15 2 1663.8438 1663.847FNTCRPLNESLELK 1170.44 pMsFX; @i[561023397 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1429.66 2 1483.7894 1483.790F TSQVLNATSIFR 1373.52 BM3NFX; @i|561005533 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
885.74 3 1483.7893 1483.790BTSQVLNATSIFR 1170.44  BMaFX; gi|561005533 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1328.12 2 1483.7880 1483.790FTSQVLNATSIFR 1170.44  BMaFX; gi|561005533 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1612.22 2 1483.7838 1483.790F TSQVLNATSIFR 1738.66 BM,4N-F X, @i|561005533 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
953.44 3 1483.7829 1483.790BTSQVLNATSIFR 1373.52 BM3NFX; @i|561005533 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1313.11 2 1453.7692 1453.768% TGTVPASFANLTK 1170.44 DBMsFX; @i[561021963 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1415.14 2 1453.7675 1453.768FTGTVPASFANLTK 1373.52 BMsN;FX; 561021963 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
133359 2 1291.6639 1291.664NNFSGGIPASISK 1373.52 MI3N;FX; @i|561021963 hipotétni protein Phaseolus vulgar]s
1147.05 2 1283.7021 1283.7066LAVIGPNANATR 1008.38 NM,F;X; @i|561032495 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
1190.05 2 1207.6447 1207.642%VNGTTIGYQR 1170.44 NM3FX; @i|561023415 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
1143.98 2 1115.5350 1115.532NDSIPVDEAR 1170.44  BM3FX; gi|561022341 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
124552 2 1115.5303 1115.532’NDSIPVDEAR 1373.52 BM3N;FX; gi|561022341 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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nadaljevanje
Eksp. Teor. NCBI
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje Masa Strgktura Stevilka Ime proteina
. ) glikana glikana .
peptida peptida proteina
113553 2 1098.6170 1098.6153PENIGNLTK 1170.44 NMsFX; @i|561021963 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1237.06 2 1098.6164 1098.6153PENIGNLTK 1373.52 NM3N;FX; @i|561021963 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
M-NE:X 0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
121950 2 755.3803  755.3795 NHTDLR 1681.64%2 |:3(;l 1 gi|356517653 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
™= gi|561005533 hipotetiéni protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
1248.02 2 755.3792  755.3795 NHTDLR 1738.66 ,NWN,FX; @i|356517653 homolog askorbat oksidaz&llycine mak
0i|561005533 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
963.40 2 755.3780 755.3795 NHTDLR 1170.44 ,MyFX; 0356517653 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
0i|561005533 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
890.37 2 755.3774  755.3795 NHTDLR 1024.38 VX, 0i|356517653 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
0i|561005533 hipotetitni protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
1064.95 2 755.3771  755.3795 NHTDLR 1373.52 ;NN F;X; gi|356517653 homolog askorbat oksidaz&llycine mak
0i|561005533 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
0i|356542812 homolog askorbat oksidaz&lycine mak
1166.99 2 755.3738 755.3795 NHTDLR 1576.60 ,NW:NL.F X, gi|356517653 homolog askorbat oksidaz€llycine mak
0i|561005533 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
961.90 2 751.3749 751.3733 FVNESR 1170.44 ,MMF,X; @i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
LS4, LC4
1328.12 2 1483.7913 1483.790FTSQVLNATSIFR 1170.44  BMaFX; gi|356517653 homolog askorbat oksidaZé/Eine mak

se nadaljuje
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Eksp. Teor. NCBI
m/z  Naboj ma_spa masa Peptidno zaporedje gll\i/lka:naa S;rlzjklgz;a étevil_ka Ime proteina
peptida peptida proteina
127256 2 1372.6512 1372.649YSNIDYNITGGR 1170.44  MMsFX; gi|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
127254 2 1372.6472 1372.649YSNIDYNITGGR 1170.44  MMsFX; gi|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
127254 2 1372.6434 1372.649YSNIDYNITGGR 1170.44  NMMsFX; gi|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1368.08 2 1193.5910 1193.590NFTTVVENNR 1540.58 NM 7 gi|561005254 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1449.09 2 1193.5902 1193.590NFTTVVENNR 1702.64 NMg 0i|561005254 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
111095 2 1049.4648 1049.464NWSEATDAR 1170.44  BMsFX;  Qi|561031156 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
0i|561017257 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
1010.94 2 804.4447 804.4461 ELNLTSK 1216.46 N2M5 @i|356576493 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak
0i|363807862 nekarakteriziran proteirdlycine mak

890.37 2 755.3762  755.3795 NHTDLR 1024.38 ,VMiX; 0i|356517653 homolog askorbat oksidaZé/Eine mak

LS5, LC5
1412.13 2 1651.7983* 1651.8286 TTTDIQNVSFLDAAR 1170.44 NMsFX; @i|561017257 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
127255 2 1372.6512 1372.649lYSNIDYNITGGR 1170.44 DMMaFX; i|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1199.51 2 1372.6508 1372.649YSNIDYNITGGR 1024.38 NV X 1 gi|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
127254 2 1372.6500 1372.649YSNIDYNITGGR 1170.44  MMsFX; gi|561028424 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
119151 2  1210.5831 1210.585WDLGSNISYR 1170.44  BMsFX;  gi9837280 ﬁé?;i'?;‘;{;@ﬂ?fj@%ss senescenco
111095 2 1049.4627 1049.4646NWSEATDAR 1170.44 DBMsFX; @i|561031156 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
899.87 2 773.3565 773.3577 SNYSFR 1024.38 ,M¥X, 0i|561032038 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

LS6, LC6
1227.04 2 1224.6223 1224.621RAETSIINGTYR 1227.46  MM3N;X; gi|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s

se nadaljuje
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Eksp. Teor. NCBI
m/z  Naboj masa masa Peptidno zaporedje Masa Strgktura Stevilka Ime proteina
) ) glikana glikana .
peptida peptida proteina
112550 2 1224.6190 1224.621RAETSIINGTYR 1024.38 NMaX ¢ 0i|561028982 hipoteti protein Phaseolus vulgar]s
1381.10 2 1224.6163 1224.621RETSIINGTYR 1535.58 NMyN;F;X; @i|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
1066.85 3 2027.0983* 2027.0668 EPGPTINVTTNNNVAVNV 1170.44 NM3FX; gi|561028982 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
LS7, LC7
1306.07 2 1439.6900 1439.694NATEANLMLSGYR 1170.44 NM3FX; gi|561026264 hipotetni protein Phaseolus vulgar]s
0i|561017257 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
117350 2 8044457 804.4461 ELNLTSK 1540.58 2N 0i|356576493 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak
0i|561017257 hipotetini protein Phaseolus vulgar]s
101095 2 804.4446  804.4461 ELNLTSK 1216.46 2N 0i|356576493 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak
LS8, LC8
1306.07 2 1439.6898 1439.694NATEANLMLSGYR 1170.44 NM3FX; gi|561026264 hipotetni protein Phaseolus vulgarls
0i|561017257 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak
1011.45 2 8044452 804.4461 ELNLTSK 1216.46 2N 0i|356576493 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak
LS9, LC9
LS10, LC10

* Razlika do 20 ppm med eksperimentalno in tednetimaso peptidov, pri ostalih je ta razlika n&jt® ppm. Pri iskanju smo dovolili najzeno zgreSeno mesto
cepitve za tripsin.

Oznake: N (N-acetilglukozamin), M (manoza), F (faép X (ksiloza).



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fizolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

PRILOGI F
Homologni proteini neznanih in hipoté&tih glikoproteinov

PRILOGA F1

Homologni proteini neznanih in hipot&tih glikoproteinov iz stebel za kultivar Tiber z
uporabo algoritma BLASTP (2012)
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! - NCBI Stevilka
Homologni protein homolognega  Vrednost Podobnost
neznanega >
proteina proteina

0i|593785485 protein kinazaGlycine mak NP_001237688.1 1825 91
0i|593692034 glicerofosforil diester fosfodiesterazalfycine mak XP_003530777.1 1253 82
0i|593205833 nikalin [Glycine mak XP_003538104.1 1074 94
0i|593689054/

0i|593548919 glicerofosforil diester fosfodiesterazalycine mak XP_003519608.1 1233 80
0i|593700219 IAA-aminokislinska hidrolazaGlycine mak XP_003543612.1 479 89
0i|593328652 beta-galaktozidaza, izooblika XGlycine mak XP_003522474.1 1317 87
0i|593699372 alfa-fukozidaza Glycine mak XP_003541983.1 857 83
0i|593618020 alfa-ksilozidaza Glycine mak XP_003536686.1 1677 88
0i|593213934 homolog askorbat oksidaz&lycine mak XP_003527501.1 1056 95
0i|593797980 4-alfa-glukanotransferaz&lycine mak XP_003554099.1 606 87
0i|593791168 neaktivni prekurzor kisle fosfataz€lycine mak NP_001241258.1 1133 84
0i|593328660 neutralna alfa-glukozidaz&[ycine mak XP_003523210.1 1693 90
0i|593188173 protein disulfid izomeraza, izooblika Glycine mak XP_003538207.1 915 87
0i|527197856 fruktokinaza {5enlisea aurep EPS68794.1 589 90
0i|593785057 protein HOTHEAD [lycine mak XP_003525734.1 1070 88
0i|593696454 bakrova oksidazadlycine mak XP_003523887.2 1096 20
0i|593328058 protein tolB Medicago truncatulh XP_003630471.1 1055 78
01593693844 alfa-glukozidazaGlycine mak XP_003546284.2 1568 83
0i|593332112 endo-1,3(4)-beta-glukanaz@lycine mak XP_003552568.1 1174 87
0i|593701877 protein kinazaGlycine mak XP_003543886.1 1375 79
0i|255635805 ksiloza izomerazaglycine mak XP_003549495.1 432 100
0i|593793797 glutamil-tRNA(GIn) amidotransferaza, podenota@cine mak  XP_006580381.1 1053 91
0i|593697822 epidermis-speciéini sekrecijski glikoproteinGlycine mak XP_003543212.1 827 90
0i|593331692 beta-heksozaminidaz&l[ycine mak XP_003552672.1 981 86

se nadaljuje



Zadraznik T. Proteomska analiza ... pri izbranihikarjih navadnega fiZzolaRhaseolus vulgarit.).
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2014

nadaljevanje

e o NCBI &tevilka

Homologni protein homolognega  Vrednost Podobnost
neznanega ;

proteina proteina
0i|593795138 homolog askorbat oksidaz&lycine mak XP_006596528.1 1008 92
0i|593693860 kanabidiolik kislinska sintaza, izooblika Glycine mak XP_003535119.1 1077 94
0i|363807862 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak XP_003556365.1 855 93
0i|593686792 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak XP_003556365.1 854 92
01593263390 peroksidazaGlycine mak NP_001276309.1 582 84
0i|593789404 serinska karboksipeptidaz&lycine mak XP_003528538.1 485 84
0i|593797934 alfa-L-arabinofuranozidaza, izooblika XGlycine mak XP_003521095.1 1255 88
0i|593785175 bakrova oksidaza, izooblika XG[ycine mak XP_003549901.1 1105 92
0i|593795978 beta-fruktofuranozidazadlycine mak XP_003544539.1 1070 89
0i|593705182 kisla fosfatazaGlycine mak XP_003529064.1 394 79
0i|593689128 poligalakturonazaGlycine mak XP_003519755.1 786 88
01593699486 protein disulfid izomeraza, izooblika Glycine mak XP_003543464.1 934 86
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PRILOGA F2

Homologni proteini neznanih in hipotétih glikoproteinov iz listov za kultivar Tiber z
uporabo algoritma BLASTP (2012)
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e - NCBI &tevilka
Homologni protein homolognega Vrednost Podobnost
neznanega >
proteina proteina

0i|561036949 prekurzor za proteazo podobno subtilizi@hycine mak NP_001237585.1 1203 80
0i|561021742 UDP-glukoza:glikoprotein glukoziltransferazaljcine mak XP_006585488.1 2887 87
0i|561015499 glicerofosforil diester fosfodiesterazalcine mak XP_003519608.1 1248 82
0i|561023812 I1AA-aminokislinska hidrolazaGlycine mak XP_003543612.1 479 89
gil14139 protein D1 fotosistema INicotiana tabacur NP_054477.1 712 99
gi|12592 protein D2 fotosistema Arostis stoloniferh YP_874721.1 712 99
0i|561014202 aminoacilazaGlycine mak XP_003543794.1 563 81
0i|561023891 protein disulfid izomerazadlycine mak BAH89252.1 927 89
0i|561027028 "purple" kisla fosfataza, izooblika XZ]ycine mak XP_006602367.1 1204 92
0i|561032605 malate dehidrogenazMgdicago truncatulh XP_003608327.1 666 91
0i|561005533 homolog L-askorbat oksidaz&lycine mak XP_003527501.1 1056 95
0i|561010543 protein tolB Medicago truncatulh XP_003630471.1 1055 78
gi|561012615endo-1,3(4)-beta-glukanaz@lycine mak XP_003552568.1 1174 87
0i|561014278 glukan 1,3-beta-glukozidaza, izooblika X&lycine mak XP_003542524.1 894 84
0i|561005254 protein disulfid izomeraza, izooblika Glycine mak XP_003538207.1 915 87
0i|561020673retikulin oksidaza@lycine mak XP_003546281.1 915 85
0i|561032038 prekurzor "purple" kisle fosfataz&[ycine mak NP_001241258.1 1133 84
gi|147795424 homolog L-askorbat oksidazé/ifis viniferg XP_002270831.1 1088 96
0i|561023397 lizosomska Pro-X karboksipeptidaza, izooblika Xalycine mak XP_003517871.2 701 76
0i|561011827 brasinosteroid-reguliran protein BRUGIfycine mak XP_003533750.1 470 87
0i|561035469 alfa-L-arabinofuranozidaza, izooblika XGlycine mak XP_003521095.1 1255 88
0i|561020666 alfa-glukozidazaGlycine mak XP_003546284.2 1568 83
0i|561029469/

0i|561023654 DNA-popravljalni protein DRT100Glycine mak NP_001240925.1 644 93
0i|561034491 beta-fruktofuranozidaza, netopni izoenci@l\jcine mak XP_003544539.1 1070 89

se nadaljuje
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nadaljevanje
e o NCBI Stevilka
Homologni protein homolognega Vrednost Podobnost
neznanega ;
proteina proteina

0i|561028923 protein HOTHEAD [Glycine mak XP_003525734.1 1070 88
gi|561022341 vicianin hidrolaza Glycine mak XP_003531423.1 874 83
0i|561027882 glukan endo-1,3-beta-glukozidazalycine mak XP_003541322.1 939 92
gi|561008641 1AA-aminokislinska hidrolazaGlycine mak XP_003530016.1 719 81
0i|561029208 subtilizin proteaza, izooblika XXJlycine mak XP_006579930.1 1385 89
0i|561012062 beta-D-ksilozidazaGlycine mak XP_003533205.2 1403 89
0i|561020712lizosomska beta glukozidaza, izooblika X@lycine mak XP_003546253.1 1291 93
0i|561009224 homolog L-askorbat oksidaz&lycine mak XP_003523207.1 1013 92
0i|255635805 ksiloza izomerazaGlycine mak XP_003549495.1 432 100
0i|561023393lizosomska Pro-X karboksipeptidaza, izooblika X&ycine mak XP_006573176.1 294 65
gi|561009203/

0i|356552527/

0i|147811579 beta-glukozidazaitis viniferg XP_002281407.1 1048 99
gi|561021963 protein povezan z rezistenco na bolezni/prekuradtRR protein Glycine mak NP_001235526.1 724 77
gi|561015500 glicerofosforil diester fosfodiesterazalcine mak XP_003519608.1 1233 80
gi|255645267 bakrova oksidaza podobna SKU5, izooblika Xalyicine mak XP_003549901.1 531 100
0i|561021973 bakrova oksidaza podobna SKSl\jcine mak XP_003523887.2 1096 90
0i|561028982 bakrova oksidaza podobna SKU5, izooblika Xalycine mak XP_003549901.1 1105 92
0i|561023415 alfa-L-fukozidaza Glycine mak XP_003541983.1 857 83
0i|561032495 beta-ksilozidaza/alfa-L-arabinofuranozidagdycine mak XP_003531047.1 1439 93
0i|561028424 kisla fosfatazal[upinus luteus CAD30328.1 726 74
gi|561031156 serinska karboksipeptidaz&lycine mak XP_003528538.1 485 84
0i|561017257 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak XP_003556365.1 854 92

se nadaljuje
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nadaljevanje
e NCBI &tevilka
Homologni protein homolognega Vrednost Podobnost
neznanega >
proteina proteina
0i|363807862 ureidoglikolat hidrolazaGlycine mak XP_003556365.1 855 93
0i|561026264 kisla fosfatazaGlycine mak XP_003529064.1 394 79




