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Susa je za rastline velik stres, proti kateremu se borijo na zelo razlicne naine. V
na$i raziskavi smo preucevali rastlinski vrsti iz druzine Gesneriaceae, ki se po
svojem odzivu na susni stres povsem razlikujeta, kar smo pokazali s spremljanjem
morfoloskih sprememb listov in merjenjem vsebnosti vode v njih. Afriska vijolica
(Saintpaulia ionantha H. Wendl.) je v pomanjkanju vode vztrajala skoraj 3 mesece,
na koncu se je posusila. Pri ramondi (Ramonda serbica Panc.) je bil ¢as do suhe
faze izrazito krajSi, vendar je bila po rehidraciji, kljub popolni izsuSitvi svojih
vegetativnih  tkiv, Se vedno sposobna ponovne ozivitve. Z uporabo
dvodimenzionalne gelske elektroforeze smo imeli vpogled v spremembe vsebnosti
proteinov v rastlinskih celicah med su$nim stresom. Proteom smo preucevali v
ekstraktih listov kontrolnih rastlin, ki so bile redno zalivane, in rastlin, ki so bile
izpostavljene razlicno dolgim fazam suSe. Rezultati so pokazali na velike razlike v
spremembah proteinskega profila obeh vrst rastlin, zlasti v fazi popolne izsusitve.
Pri afriSki vijolici je tekom faz suSe prislo do znizanja izrazanja vecine proteinov,
pri ramondi pa je susa povzrocila de novo sintezo vecjega Stevila proteinov. Slednji
so najverjetneje klju¢nega pomena za sposobnost ponovne ozivitve ramond. Izmed
diferencialno izrazenih proteinov smo z uporabo masne spektrometrije identificirali
3 potencialno zanimive proteine, in sicer beta podenoto proteasoma ter encim
pektin metilesterazo pri afriski vijolici, pri ramondi pa encim Rubisco.
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Drought is a profound stress for plants, against which they fight in many ways. In
our study we investigated two plant species from the family Gesneriaceae which
differ completely in their response to drought stress, as we showed by following
morphological changes of their leaves and measuring their water content. African
violet (Saintpaulia ionantha H. Wendl.) persisted under conditions of water deficit
for almost three months, then eventually dried and died. Ramonda (Ramonda
serbica Panc.) reached the dried state, however it revived upon rehydration, despite
its vegetative tissues having been almost completely desiccated. An insight into the
changes of protein content in plant cells during drought stress has been obtained,
using two dimensional gel electrophoresis. The proteome was analyzed in leaf
extracts of control plants that were regularly watered, and in plants subjected to
long periods of drought. Large differences were observed in the changes in protein
profiles of the two plants, especially at the stage of complete desiccation. In african
violet expression of the majority of proteins decreased during the drought phases,
while in ramonda drought caused de novo synthesis of a number of proteins. The
latter probably play a key role in the ability of ramonda to revive. Using mass
spectrometry three potentially interesting proteins were identified — the beta subunit
of the proteasome and pectin methylesterase in african violet, and Rubisco (large
subunit) in ramonda.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ABA abscizinska kislina

APS amonijev persulfat

BFM bromfenolmodro

BSA goveji serumski albumin

CHAPS (ang. 3-[(3-cholamidopropyl) dymetylamonio]-1-propanesulfonate)

ddH,0 bidestilirana voda (Milli Q voda)

DHN dehidrini (ang. dehydrin)

DNA deoksiribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

ESI elektrosprej ionizacija

IEF izoelektri¢no fokusiranje

IPG imobiliziran pH gradient

JAA jodoacetamid

kDa 10° Da (Da = 1,66 x 10%g)

LEA proteini pozne embriogeneze (ang. Late-Embryogenesis-Abundant
proteins)

M mol/L

MALDI ionizacija tripsinskih fragmentov v matriksu z desorpcijo z laserjem

MPa 10°Pa

MRNA translacijska ribonukleinska kislina

MS masna spektometrija

MS/MS tandemska masna spektrometrija

pl izoeletricna tocka

PVP polivinilpirolidon

RAB proteini, odzivni na abscizinsko kislino

ROS reaktivne Kisikove zvrsti (ang. Reactive Oxygen Species)

RsK Ramonda serbica; kontrolna, redno zalivana rastlina

RsS Ramonda serbica; rastlina, izpostavljena 19. dnem suse

Rubisco ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza

RVV relativna vsebnost vode v listih
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SDS
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SpK1
SpK2
SpS1
SpS2
SpS3
SpS4
SpS5
TCA
TEMED
Tris-HCI
viv

\AY
VvV,
wiv

Pw
2-DE

natrijev dodecil sulfat (ang. sodium dodecyl sulfate)
poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom
Saintpaulia ionantha, 1. kontrola (redno zalivana)
Saintpaulia ionantha, 2. kontrola (redno zalivana)
Saintpaulia ionantha, 1. faza suse (10. dni suse)
Saintpaulia ionantha, 2. faza suse (20. dni suse)
Saintpaulia ionantha, 3. faza suse (35 dni suse)
Saintpaulia ionantha, 4. faza suse (64 dni suse)
Saintpaulia ionantha, 5. faza suse (3 meseci suse)
triklorocetna kislina

tetrametiletilendiamin
2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol, vodikov klorid
mL/100 mL

vsebnost vode v listih

vsebnost vode zemlje

9/100 mL

vodni potencial (MPa)

dvodimenzionalna gelska elektroforeza
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1 uvoD

Prve preproste (najbrz enoceli¢ne) rastline so se pojavile na Zemlji pred priblizno milijardo
let. Danes kraljestvo rastlin obsega nekaj sto tiso¢ razli¢nih vrst in so osnova zivljenja na
Zemlji. Omogocajo prezivetje vseh drugih bitij, saj je veCina ostalih oblik zivljenja
posredno ali neposredno odvisna od rastlinske hrane. Nasprotno pa je veCina rastlin

sposobna sama izdelovati hrano s pomocjo son¢ne svetlobe v procesu fotosinteze.

Vecino mase rastlinskega tkiva predstavlja voda. Rastline jo neprestano absorbirajo skozi
korenine in jo oddajajo skozi liste. Ko je izgubljanje vode s transpiracijo skozi liste vecje
od privzema vode, pride do pomanjkanja vode oziroma suSe (Bray, 1997). Poznamo
rastline, ki same niso sposobne uravnavati svojega vodnega stanja ter torej spreminjajo
vsebnost vode v svojih tkivih v skladu z dinamiko vodnega rezima okolja (Hieng in Kidri¢,
2001). Te spadajo v skupino poikilohidri¢nih rastlin. Med homoiohidri¢ne pa spadajo tiste

rastline, ki so lahko vzdrzujejo razmeroma stabilno vlaznost svojih tkiv.

Skoraj vse rastline so med rastjo in razvojem veckrat izpostavljene pomanjkanju vode, ki je
med pogostimi in najbolj Skodljivimi abiotskimi stresi. V prednosti so tiste rastlinske vrste,
ki so v evoluciji razvile u€inkovite fizioloske in biokemijske mehanizme odgovora na suso,
ti pa so tako raznoliki, kot so rastline same (Hieng in Kidri¢, 2001). Susi prilagojenim
rastlinam je po vecini skupno dejstvo, da morajo vedno izbirati med lakoto (Ce ne odprejo

rez in ne bo dovolj COy) ter Zejo (Ce odprejo reze in jim pri tem uhaja voda).

Nekatere rastline so razvile Cisto posebno strategijo za prezivetje v suSnih obdobjih.
Govorimo o rastlinah, ki so sposobne ozivitve po popolni izsusitvi vegetativnih tkiv,
poimenujemo pa jih tudi kot rastline, ki prenesejo izsuSitev (angl. desiccation tolerant
plants) oz. celo kot rastline, ki lahko vstanejo od mrtvih (angl. resurrection plants) (Hieng
in Kidri¢, 2001). Pri pomanjkanju vode zapadejo v stanje anabioze, med katero se
metabolizem v celicah skoraj popolnoma ustavi, po ovlazitvi pa hitro spet »oZivijo« in se

povrnejo v stanje popolne bioloSke aktivnosti (Quartacci in sod., 2002).
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Kljub temu, da smo Se dale¢ od popolnega razumevanja, kaks$ne posledice povzroci susa na
rastlinah in kak$ni so odzivi rastlin nanjo, danes vseeno Ze vemo, da so rastline, ki so
tolerantne na popolno izsusitev, razvile Se bolj ucinkovite mehanizme zasSCite proti
vodnemu stresu, kot ga imajo »normalno« tolerantne rastline. Glavna med njimi sta
zagotovo zascita celovitosti celic in popravilo poskodb povzrocenih med dehidracijo ali

rehidracijo (Cooper in Farrant, 2002).

Proteini so nosilci vecine bioloskih funkcij. Pojem proteom zajema celokupen nabor
proteinov v doloceni celici, tkivu ali organizmu v dolo¢enem trenutku. Da bi razumeli,
kako celice delujejo, je potrebno raziskovati, kateri proteini so prisotni, kje se nahajajo,
kako interagirajo z drugimi molekulami in katere funkcije opravljajo tekom razvoja ali v
razliénih stresnih stanjih (Krizaj, 2008), med katere sodi tudi suni stres. Pri preucevanju
odzivov rastlin na suSo in iskanju klju¢nih proteinov na tem podro¢ju so nam v veliko

pomoc analize proteinskih profilov.

1.1 NAMEN DELA

Rastlinski material v nasi raziskavi sta bili vrsti iz druzine Gesneriaceae, in sicer afriSka
vijolica (Saintpaulia ionantha H. Wendl.), ki spada med homoiohidri¢ne rastline, ter
ramonda (Ramonda serbica Panc.), ki je poikilohidri¢na rastlina. Obe spadata med visje
rastline, imenovane tudi brstnice, ki so najbolj razvita skupina rastlin. Po svojem odzivu na
suSni stres se povsem razlikujeta. AfriSka vijolica pomanjkanje vode dlje Casa tolerira,
vendar na koncu propade, ramonda pa v suSi hitro zapade v anabiozo in je tako zmozna

preziveti dolgotrajno popolno dehidracijo celi¢ne protoplazme brez trajnih poSkodb.

Namen raziskovalnega dela diplomske naloge je bil ugotoviti, kako su$ni stres vpliva na
proteom teh dveh rastlinskih vrst. Zeleli smo dokazati, da obstajajo pomembne razlike v
odzivu omenjenih rastlinskih vrst na ravni proteoma in da je tu kljucen razlog za razli¢en

fizioloski odziv in sposobnosti prezivetja v stresnih razmerah.
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1.2 DELOVNAHIPOTEZA

Predvidevali smo, da faza popolne izsuSitve povzroci razlien odziv rastlin iz druzine
gesnerevk na suso. Pri afriski vijolici smo pricakovali represijo sinteze ve¢ine proteinov, Ki
bi se stopnjevala vse do propada rastline. Pri ramondi pa smo Zeleli dokazati morebitno
povecano izrazanje nekaterih proteinov in tudi de novo sintezo vecjega Stevila proteinov,
za katere smo predvidevali, da so kljuénega pomena za izjemno sposobnost te rastlinske

vrste — ponovne ozivitve po popolni dehidraciji svojih vegetativnih tkiv.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ODZIV RASTLIN NA SUSO

Rastlinske vrste so zelo razli¢no odporne na premoscanje abiotskih stresov (Bohanec in
sod., 2004). Skoraj vse pa so med rastjo in razvojem veckrat izpostavljene razli¢nim

stresnim razmeram, od katerih je pomanjkanje vode med pogostimi in najbolj $kodljivimi.

Voda je za rastline, tako kot za ostala Zive organizme, Zivljenjskega pomena ter predstavlja
80 - 95 % mase rastlinskega tkiva, vecina pa se je v rastlinski celici nahaja v vakuoli (Taiz
in Zeiger, 2006). Voda ima veliko razli¢nih vlog v celici in vpliva na strukturo in lastnosti
bioloskih molekul. Pomembna je kot topilo oz. medij za skoraj vse metabolne reakcije ter
kot reaktant (Boyer, 2005). Vodni potencial (W) je mera za razpolozljivost vode in je za
¢isto vodo enak ni¢, v rastlinskih tkivih pa je vedno negativen, ker so v vodi raztopljene
Stevilne snovi. Vrednost vodnega potenciala je odvisna od pogojev v okolju, v katerem
rastlina raste. Pri dobri preskrbljenosti rastlin z vodo je ta priblizno -0,1 do -0,5 MPa, pri
blagi susi -1,0 do -1,5 MPa, v zelo suSnem okolju pa celo do -3,0 MPa (McKersie in
Leshem, 1994). Razlike v vodnem potencialu med tlemi, rastlino in zrakom so pogonska
sila za transport vode po rastlini. Voda namre¢ potuje v smeri nizjega vodnega potenciala,

od korenin navzgor po celi rastlini (Boyer, 2005).

Rastline so v svojem okolju izpostavljene razlicnim stresom, ki jih definiramo kot
kakrsnokoli odstopanje od optimalnih razmer. Tako so stres za rastline poplava, susa,
slanost, vro¢ina, mraz, zmrzal (abiotski stres), insekti, patogeni mikroorganizmi (biotski
stres). Do pomanjkanja vode oziroma suSe pri rastlinah pride, ko je izgubljanje vode s
transpiracijo vecje od privzema vode (Bray, 1997). Vecina rastlin tekom zZivljenjskega
cikla dozivi pomanjkanje vode, ki je lahko posledica razli¢nih stresnih dejavnikov (Ingram
in Bartels, 1996). Tako imajo suSa, nizke temperature in slanost enak ucinek na celi¢ni
ravni, zato je molekularni odziv rastlin na njih podoben (Brzin in Kidri¢, 1995).
Pomanjkanje vode je pri vecini visjih rastlin obi¢ajna komponenta pri razvoju na izsusitev

odpornih struktur, kot so semena, spore ali pelod (Ingram in Bartels, 1996). Na celicnem
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nivoju pa se susa odraza v koncentriranju topljencev, spremembi prostornine celice in
obliki membrane, porusenju gradientov vodnih potencialov, izgubi turgorja (posledica je
ovelost rastlin), izgubi celovitosti membrane in denaturaciji proteinov. Rezultat popolne

izgube proste vode je izsuSitev oziroma dehidracija (Bray, 1997).

2.1.1 Nadini adaptacije rastlin na suso

Rastline prezivijo na doloCenem obmoc¢ju v spremenjenih, vc¢asih izredno neugodnih
razmerah okolja le, ¢e imajo ustrezen vodni rezim, ki predstavlja celoten proces gibanja
vode v rastlini, in pozitivno vodno bilanco, ki je definirana kot odnos med prejeto in
oddano vodo v rastlini. Na osnovi vodnega rezima okolja rastline razdelimo v tri skupine,
in sicer higrofite (rastejo na obmocjih, kjer je voda vedno prisotna), mezofite (rastejo v
okolju s povprecno preskrbljenostjo z vodo, med katere sodi tudi ve€ina kmetijsko
pomembnih rastlin) in kserofite (rastejo v okolju, kjer je stalno pomanjkanje vode, mednje

spadajo tudi rastline, ki so sposobne ozivitve) (Moore in sod., 1998).

Kot sem omenila v uvodu, poznamo rastline, ki same niso sposobne uravnavati svojega
vodnega stanja ter torej spreminjajo vsebnost vode v svojih tkivih v skladu z dinamiko
vodnega rezima okolja (Hieng in Kidri¢, 2001). Te spadajo v skupino poikilohidri¢nih
rastlin. Med homoiohidri¢éne pa spadajo tiste rastline, ki lahko vzdrzujejo razmeroma

stabilno vlaznost svojih tkiv.

V prednosti so tiste rastlinske vrste, ki so v evoluciji razvile u€inkovite fizioloske in
biokemijske mehanizme odziva na suSo. Ti so zelo raznoliki, vendar se rastline v osnovi
odzivajo na dva nacina: ali tako, da se skuSajo suSi izogniti (hiter fenoloski razvoj,
podaljSanje dormance semen, razvojna plasti¢nost), ali pa tako, da pomanjkanje suse
prenaSajo oz. tolerirajo ter ohranijo fizioloSko aktivnost tudi med znizanjem vodnega

potenciala, Ki je posledica suse (Hieng in Kidri¢, 2001).

Toleranca na su$o je pogosta pri nizjih organizmih, toda le majhno $tevilo vi§jih rastlin je

sposobnih preziveti popolno izsuSitev svojih vegetativnih tkiv (Miiller in sod., 1997). To



Franko M. Studij su$nega stresa pri rastlinah iz druzine Gesneriaceae na ravni proteoma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

izjemno strategijo za prezivetje v neugodnih susnih obdobjih so tekom evolucije razvile ze
omenjene rastlinske vrste, ki jih poimenujemo kot rastline, ki prenesejo izsuSitev

(desiccation tolerant plants) oz. rastline, ki vstanejo od mrtvih (resurrection plants).

2.1.2 Molekularne osnove odziva rastlin na suso

Poudariti je potrebno, da so vse rastline v vec¢ji ali manj$i meri tolerantne na pomanjkanje
vode. Pri vsaki rastlini se sprozi nek zac¢etni mehanizem, vendar v hudi susi vztrajajo in
prezivijo le nekatere rastlinske vrste. Omenjeno je Ze bilo, da poznamo na suSo tolerantne
rastline, ki se borijo proti suSnemu stresu, toda ¢e le-ta traja predolgo, rastlina propade.

Dolgotrajna obdobja brez vode pa lahko prezivijo rastline sposobne ozivitve.

Na suSo tolerantne rastline so razvile mnoge mehanizme, ki jim pomagajo prezZiveti v
razmerah, ko primanjkuje vode. Nekatere nizje rastline, npr. mah Tortula ruralis, se
izsu$ijo celo v eni uri in se zato posluzujejo predvsem popravljalnih mehanizmov med
rehidracijo. V nasprotju pa se visje rastline, sposobne ozivitve, posluzujejo predvsem
indukcije mehanizmov, ki §€itijo celovitost celice med izgubljanjem vode (Oliver in
Bewley, 1997). Da lahko rastline, sposobne ozivitve, tolerirajo izsusitev, se morajo znati
boriti proti trem glavnim oblikam stresa: mehani¢énemu stresu (npr. kréenje membrane
stran od celicne stene), oksidativnemu stresu (povzro¢ijo ga ROS) ter poskodbam

makromolekul, kot so npr. DNA in proteini (Farrant, 2000; Alpert, 2006).

Susni stres vodi do znatnih sprememb, tako v zviSanju ali znizanju ravni izrazanja
posameznih genov (Shinozaki in Yamaguchi-Shinozaki, 1999). Med obdobji vodnega
primanjkljaja se v rastlini kot odziv na ta stres inducira veliko Stevilo genov. Mnoge od
njih so v razli¢nih rastlinskih vrstah ze identificirali in opisali (Bray, 1997; Ingram in
Bartels, 1996). Rezultat indukcije genov oz. izrazanja informacije DNA v celici, je sinteza
proteinov, ki so nosilci vecine bioloskih funkcij. Lahko so torej encimi, transportni,
skladiS¢ni, regulatorni, receptorski proteini, lahko imajo zascitno vlogo itd. (Boyer, 2005).

Pri identifikaciji induciranih genov moramo biti pozorni, ¢e so le-ti res izrazeni za
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spodbuditev rastline, da se prilagodi na stres ali pa je sprememba v genski ekspresiji le

rezultat celi¢nih poskodb nastalih med suso (Bray, 2002).

Sledi opis zaznavanja in prenosa signala o pomanjkanju vode, kako rastlina $¢iti celovitost
celic ter kako popravlja morebitne nastale poSkodbe, ki so posledice suSe. Podani so tudi
primeri genov, ki so imeli med dehidracijo povisano ekspresijo. Posebej so izpostavljeni

geni rastlin, ki so sposobne oZivitve.

2.1.2.1 Zaznavanje in prenos signala o pomanjkanju vode

Da pride do ekspresije genov kot odziv na susni stres, je potrebno, da rastlina najprej zazna
ta drazljaj ter obdela sprozene signale, kar pomeni, da jih ojaa (pomnoZi) in zdruzi
(Ingram in Bartels, 1996). Najmanj je znanega o zaznavanju suSnega stresa, ko se prvotne
fizikalne spremembe, ki jih je povzrocil primanjkljaj vode, pretvorijo v celi€ni biokemi¢ni
0dziv. Mozni fizikalni in tudi kemijski signali so zniZanje vodnega potenciala, padec
turgorja, spremembe prostornine celice ali povrSine membrane, vodne aktivnosti, vsebnosti
topljencev, povezave med celicno steno in membrano (Bray, 1997). Raziskave kvasovk, ki
so sluzile kot model za preuCevanje zaznav stresa in aktivacijo nadaljnjega prenosa
stresnega signala, so pokazale, da toplotni Sok povzroci povecano fluidnost membran, kar
kvasovke zaznajo in sprozijo odgovor na ta stres (Kiyosue in sod., 1994b). V mutantah
kvasovk so tudi identificirali in izolirali gene za proteine, ki so vklju¢eni v odgovor na
zaznavanje osmotskega stresa. Zdi se, da bi rastline lahko imele podobne mehanizme

zaznavanja (Bray, 1997).

Ko rastlina zazna stres, se mora signal prenesti po rastlini, le-ta pa se nanj odzove — lahko
ze v nekaj sekundah (sprememba fosforilacije proteinov) ali pa minutah oz. urah (izrazanje
dolocenih genov) (Bray, 1997). Klju¢no vlogo pri prenosu signala in posledi¢no pri
regulaciji izrazanja genov naj bi imela abscizinska kislina (ABA), rastlinski hormon, ki
deluje kot antistresni signal tudi pri ostalih abiotskih stresih. Akumulacija ABA torej vodi
do sprememb v izrazanju ABA-reguliranih genov (Bray, 2002). Poznani so nekateri genski

elementi promotorjev iz rastline Arabidopsis thaliana: ABRE (element DNA odziven na
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ABA-0), sestavljen iz zaporedja nukleotidov RYACGTGGYR (R oznacuje nukleotid s
purinsko bazo, Y pa nukleotid s pirimidinsko bazo) in DRE (element DNA odziven na
dehidracijo), sestavljen iz zaporedja nukleotidov TACCGACAT. Izrazanje obeh elementov
je pogojeno s pomanjkanjem vode in prisotnostjo ABA, poleg tega pa Se s prisotnostjo
nekaterih transkripcijskih faktorjev. Prisotnost doloenega fragmenta DNA v genomu
rastline pa Se ne pomeni, da je ta nujno vpleten v proces regulacije izrazanja specificnega
gena (Bray, 1997). PoveCanje vsebnosti ABA v rastlinskih tkivih kot odziv na vodni
primanjkljaj gre lahko na raCun zviSanja biosinteze ali pa zniZanega razpada ABA (Cutler
in Krochko, 1999). Biosinteza ABA-e same poteka po terpenoidni poti, vanjo pa je
vkljucenih veliko genov. Koncentracija tega rastlinskega hormona v tkivih zelo niha, med
susni stresom se v nekaj urah povisa tudi za 50-krat. Korenine, ki so v direktnem stiku s
zemljo, so prve, ki zaznajo pomanjkanje vode, zato se ABA tam tudi najprej zacne
sintetizirati in se po ksilemu prevede do listov, kjer povzro€i zapiranje listih rez in s tem
tudi manjSe izgubljanje vode. ABA pa kot odgovor na nizke vodne potenciale tudi pospesi

rast korenin in inhibira rast poganjkov (Taiz in Zeiger, 2006).

Pri Xerophyta viscosa, rastlini sposobni ozivitve, so kot posledico pomanjkanja vode
dokazali poviSano ekspresijo gena za fosfatazo, ki ima vlogo negativnega regulatorja
signalne poti z ABA-o0 (Ingle in sod., 2007). Osnovni odziv na stres se tudi pri rastlinah
kaze v spremenjenem primarnem metabolizmu. Tako so iz rastline, ki prenese izsusitev, C.
plantagineum, izolirali gen za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo, ki ima med su$o in

pod vplivom ABA-e povisano ekspresijo (Ingram in Bartels, 1996).

Ob vodnem stresu je pomembna povezava med abscizinsko Kislino in etilenom, saj naj bi
ABA regulirala sintezo etilena. Ob vodnem stresu etilen predvsem pospeSuje staranje in
odpadanije rastlinskih organov. To naj bi bila do dolo¢ene mere obrambna funkcija, ker se s
tem zniZuje transpiracijska povrSina rastlin. Stresni etilen naj bi bil ob vodnem stresu
udeleZzen pri zascCiti rastlin pred prehudimi posledicami stresnih pogojev v okolju

(McMichael in sod., 1972;Virant-Klun, 1993).

Znano je tudi, da ob izpostavljenosti rastline razlicnim biotskim in abiotskim stresom

mocno poraste sinteza etilena v rastlinskih tkivih Le-ta je regulirana preko aktivnosti
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encima ACC sintaze (ACC — aminonociklopropan karboksilna kislina). V stresnih pogojih,
med katerimi je tudi vodni stres, moc¢no porasteta sinteza in aktivnost tega encima.

Posledica tega je povecana sinteza ACC in pretvorba ACC v etilen (Abeles in sod., 1992).

Za su$ni stres naj bi bile znacilne tudi nekatere proteaze, encimi, ki cepijo posamezne
proteine, na primer dolo¢ene encime, ki sodelujejo v prenosu signalov, ali pa take, ki
katalizirajo spremembo spojin in celici pomagajo pri adaptaciji na dehidracijo oz.
rehidracijo (Hieng in Kidri¢, 2001).

2.1.2.2 Osmotsko prilagajanje ali osmoregulacija

Eden od nacinov, kako se rastlina odziva na pomanjkanje vode, je tudi osmotsko
prilagajanje oz. osmoregulacija, med katero pride do kopicenja osmotsko aktivnih substanc
oz. osmotikov v celicah. Posledica je znizanje osmotskega potenciala, ki ugodno vpliva na
vodni potencial celice (ga zniza). Tako se poveca razlika med vodnima potencialoma
celice in zunanjega okolja, rezultat je poviSano osmotsko prehajanje vode iz okolja v
celico. S tem se ohranja celi¢ni turgor in omogoca nadaljnji potek metabolnih procesov
(Bray, 1997). Anorganske osmotike zastopajo predvsem K*, Na* in CI', med organskimi
osmotiki pa so pomembni sladkorji (saharoza, maltoza...), proste aminokisline (npr.
prolin), metilirane kvarterne amonijeve soli, polioli in organske Kisline. Znacilnost
organskih osmotikov je, da stabilizirajo proteinsko strukturo in s tem §€itijo encime pred
povedano koncentracijo ionov (Zivkovi¢ in sod., 2005). Encimi metabolizma ogljikovih
hidratov imajo pomembno vlogo pri toleranci izsuSitve, saj namre¢ sladkorji pri mnogih
organizmih predstavljajo zaS¢ito med dehidracijo. Poznani so encimi, ki so vklju€eni v
sintezo Se nekaterih ostalih osmotskih topljencev, katerih vsebnost se med suso ravno tako
povisa, npr. 5A-pirolin-5-karboksilat - sintetaza (biosinteza prolina), in betain aldehid -
dehidrogenaza (biosinteza glicin betaina). Indukcija fosfoenolpiruvat - karboksilaze med
suSo tudi kaze na pomembnost tega encima, ki omogoca fiksacijo ogljika z nizkimi

izgubami vode, za rastline rastoce v susnih pogojih (Ingram in Bartels, 1996).
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Iz C. plantagineum so izolirali gena za saharoza-fosfatno - sintazo in saharozno - sintazo,
pri X. viscosa pa gena za fosfopiruvat - hidratazo in alkoholdehidrogenazo, ki imajo
povisano ekspresijo med su$nim stresom (Elster, 2004; Ingle in sod., 2007). V osnovi je

njihova vloga, da se v celici zviSa vsebnost sladkorjev.

Akumulacija prolina, tudi Ze omenjenega osmotika, korelira z rezistenco rastlin na vodni
stres. Prolin verjetno predstavlja zalogo aminokislin med vodnim stresom, ki naj bi se
porabile v sintezi proteinov ob rehidraciji. Od susSnem stresu se tudi poveca vsebnost
glikoproteinov, bogatih s hidroksiprolinom v celi¢nih stenah, to pa ima za posledico vecjo
stabilnost celi¢ne stene in celice. Prolin pa naj bi bil tudi pomemben prekurzor za sintezo
klorofila, takoj, ko stres preneha in se pricne vzpostavljati prvotno fiziolosko stanje
(Virant-Klun, 1993).

Pri osmoregulaciji kot odzivu rastlin na pomanjkanje vode pa sodelujejo tudi transportni
proteini, ionski kanalcki in prenasalci. Izolirali so nekaj genov, ki kodirajo polipeptide z
znacCilnostmi ionskih kanal¢kov (Ingram in Bartels, 1996). Akvaporini, druzina
membranskih proteinov, ki skrbi za transport vode skozi membrano, bi ravno tako lahko
bili vkljuceni v odziv rastlin na suSo. Z znizanjem njihove fosforilacije, ki sicer poveca

sposobnost kanalckov za transport, bi med pomanjkanjem vode lahko upocasnili izhajanje

vode iz celic (Bray, 1997).

2.1.2.3 Strukturne prilagoditve

Ko se zaradi pomanjkanja vode rast celic upoCasni oz. ustavi, se poveca tudi ekspresija
genov, ki kodirajo S-adenozilmetionin sintetazo, kar pomeni vecjo lignifikacijo celi¢nih
sten. To kaze, da se med suSo spreminjajo tudi sestava in fizioloSke lastnosti sten
rastlinskih celic (Robertson in Chandler, 1992). Vodni primanjkljaj ima pri¢akovano velik
vpliv tudi na celicne membrane. Obicajen odziv rastlin je znizanje vsebnosti lipidov, ki ga
lahko razlagamo kot posledico zmanjSanja povrSine celiéne membrane, spremenijo pa se
tudi interakcije med lipidi in membranskimi proteini (Navari-lzzo in Rascio, 1999;

Hernandez in Cooke, 1997). Sestava in organizacija lipidov plazemske membrane igra
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pomembno vlogo pri intracelularnem metabolizmu. Veliko kljuénih celi¢nih aktivnosti, se
zaCne v membrani, katere struktura in funkcija se hitro spremenita zaradi vodnega stresa,
to pa vodi tudi do poveCane permeabilnosti. Celice se temu upirajo tako, da med suSnim
stresom povecajo rigidnost (neproznost, manjso prehodnost) membrane. To lahko dosezejo
tako, da jih obogatijo s prostimi steroli, hkrati pa s poviSanjem vsebnosti nasi¢enih
mascobnih kislin, znizajo membransko fluidnost (zniza se transport skozi membrano).
Raziskave so pokazale splo$no tendenco dehidriranih rastlin prilagoditi njthove membrane
spremenjenim okoljskim razmeram ter ¢imprejSnjo obnovitev sestave lipidov in ostalih
parametrov v fazi rehidracije (Quartacci in sod., 2002). Za preZivetje rastlin, sposobnih
ozivitve, je klju¢nega pomena, da se po dehidraciji membranam hitro povrne njihova

organizacija in funkcionalnost.

C. plantagineum, rastlina, ki prenese izsusitev, je med dehidracijo podvrzena morfoloSkim
spremembam kloroplastov. Toda med rehidracijo se raven fotosinteze hitro povrne na
obiCajno raven, pri tem pa verjetno sodeluje izoliran gen za protein dsp-22 s povecanim
izrazanjem med suSo, ki veze pigmente ali pa pomaga ohraniti fotosintetske strukture
(Ingram in Bartels, 1996). Z ohranjanjem fotosintetske aktivnosti so povezani tudi geni za
fotosintetske proteine, za katere so odkrili, da imajo razli¢no izrazanje pri homoioklorofilni
C. plantagineum in poikiloklorofilni rastlini sposobni ozivitve X. viscosa (Ingle in sod.,
2007).

2.1.2.4 Zascita celiénih struktur

LEA proteini

LEA proteini (Late-Embryogenesis-Abundant proteins) so skupina heterogenih proteinov,
ki so jih nasli v rastlinah, nato pa $e v ostalih organizmih in jih glede na njihovo podobnost
aminokislinskih sekvenc razvr§€amo v ve¢ skupin. Predvidevajo, da imajo pomembno
vlogo pri odzivu na stres, tako pri algah, bakterijah, kvasovkah in seveda rastlinah. V vi§jih
rastlinah se LEA proteini izrazajo v razli¢nih stadijih pozne embriogeneze pri embrijih
semen (kopi¢ijo se v embriju), in pri razliénih stresih, vklju¢no s suso v vegetativnih

tkivih. V sploSnem je torej izrazanje teh proteinov povezano s pomanjkanjem vode v
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rastlinskih tkivih in dehidracijo v semenih, kopicijo pa se v citoplazmi in plastidih. Kljub
intenzivnim raziskavam njihova biokemicna funkcija Se ni v celoti pojasnjena (Ingram in

Bartels, 1996; Singh in sod., 2005).

LEA proteini so povezani Se z dvema skupinama proteinov, in sicer RAB (responsive to
ABA), ki smo jih prej Ze omenili, in DHN (dehydrin) proteini. Ti proteini se kopi¢ijo v
razli¢nih tkivih kot odziv rastlin na dehidracijo, npr. pri razvoju embrijev in peloda, v
vegetativnih tkivih, ki so izpostavljeni susnemu stresu, vklju¢no s popolno izsusitvijo pri
rastlinah sposobnih oZivitve. LEA, RAB in DHN proteini so zaradi svoje aminokislinske
sestave izrazito hidrofilni in zato poslediéno vodotopni, bazicni, bogati z glicinom in
lizinom, imajo malo hidrofobnih aminokislinskih ostankov in so temperaturno stabilni. Na
podlagi teh znacilnosti so predlagali, da je njihova funkcija predvsem zas¢ita membran in
proteinov pred pomanjkanjem vode (Dure in sod., 1989). V takih pogojih naj bi tesno
vezali vodo, tvorili hidrofilne interakcije oz. obdajali aminokislinske ostanke, ki so na
povrsini proteinov ter preprecevali kristalizacijo celiénih komponent (podobne posledice
imajo tudi sladkorji). Eden od teh proteinov je povzrocil povecano osmotoleranco v
transgeni kvasovki (Swire-Clark in Marcotte, 1999). LEA proteine ter tudi njim po
fiziokalno-kemijskih lastnostih podobne proteine so odkrili v rastlini, sposobni ozivitve C.

plantagineum (Ditzer in Bartels, 2006; Rodrigo in sod., 2004; Taiz in Zeiger, 2006).

Sladkorji

Sladkorji, ki smo jih Ze omenili pri osmoregulaciji, imajo tudi zas¢itno vlogo. Saharoza, ki
se kopici npr. v listih X. viscosa in R. serbica, §¢iti membrane in proteine namesto vode.
To ji omogoca veliko Stevilo OH-skupin, s katerimi zavaruje morebitne izpostavljene
nepolarne dele razvitih proteinov. Saharoza povzroci vitrifikacijo namesto kristalizacije

sladkorja in tako ustvari nekakSen »film« okrog proteinskih struktur (Ingle in sod., 2007;

Miiller in sod., 1997).
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2.1.2.5 Mehanizmi za popravilo skode

Veliko proteinov je vklju¢enih v omejevanje skode ali v odstranjevanje toksi¢nih spojin, ki
nastajajo v celicah zaradi suSnega stresa. Mednje spadajo npr. ubikvitin, Saperoni in
proteaze, ki skrbijo bodisi za ponovno pravilno zvitje proteina ali pa za njihovo razgradnjo,
¢e so nepopravljivo poskodovani (Bray, 1997). Med sus$nim stresom namre¢ lahko pride do
sprememb aminokislinskih ostankov v proteinin v kemijskih procesih deaminacije,
izomerizacije ali oksidacije, zato je zelo verjetno, da se povisa ekspresija encimov, ki
pomagajo pri popravilu proteinov. Gene s podobno sekvenco kot jo imajo proteaze, in se
inducirajo med suSo, so ze izolirali iz graha in A. thaliana. Njihova naloga naj bi bila
razgradnja moc¢no poskodovanih proteinov. V A. thaliana so prav tako nasli zviSane
vsebnosti MRNA, ki kodira ubikvitin (Kiyosue in sod., 1994a). Gre za protein, ki ima zelo
dobro ohranjeno aminokislinsko sekvenco in je zato podoben v razli¢nih vrstah. Ubikvitin
med drugim v celici sodeluje pri razgradnji proteinov. Med suSo induciranimi geni so nasli
tudi gene s sekvencami podobnimi proteinom toplotnega Soka. Verjetno gre za Saperone, ki
pomagajo proteinu, da se po denaturaciji ali nepravilnem zvitju, ponovno zvije v nativno

konformacijo (Ingram in Bartels, 1996).

Pri rastlinah, izpostavljenih kakrs$nikoli obliki stresa, vklju¢no s suSo, je poveCana
produkcija reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Le-te na biokemijskem nivoju povzroéijo
oksidativne poSkodbe ogljikovih hidratov in lipidov ter razgradnjo proteinov in klorofilov.
Proti negativnim uc¢inkom ROS se rastline branijo z antioksidanti nizke molekulske mase
(askorbat, glutation) in zascitnimi encimi (superoksidna dismutaza, peroksidaze, glutation
reduktaza...), ki katalizirajo znizanje ROS v celici. To so torej snovi, ki preprecijo
oksidacijo in s tem tvorbo Skodljivih prostih radikalov, ki jih spremenijo v bolj stabilne
produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije (Sgherri in sod., 2004; Luo in
sod., 1991). Askorbinsko-glutationski cikel je glavna antioksidacijska pot v plastidih, saj se
Z njegovo pomocjo tam odstranjujejo nastali reaktivni prosti radikali kisika (Hieng in
Kidri¢, 2001). Varovalni vpliv pred oksidacijskim stresom imajo tudi fenoli, ki zaustavijo
oksidacijo lipidov, ker se njihov vodikov atom hitro poveze z lipidnim radikalom (Abram,
2000).



Franko M. Studij su$nega stresa pri rastlinah iz druzine Gesneriaceae na ravni proteoma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Pri rastlini X. viscosa so nasli tri proteine, ki imajo verjetno zas¢itno vlogo proti
oksidativnim poskodbam. Omenjeni proteini s spremenjenim izrazanjem so: 2-Cya-Prx,

GDP-manoza-3',5'-epimeraza in askorbat peroksidaza (Ingle in sod., 2007).

Do sedaj smo najveCkrat kot odziv na sus$ni stres omenjali zviSano izrazanje $tevilnih
genov. Ni pa dovolj, da se geni samo izrazijo, pomembno je tudi pravilno nadaljnje
procesiranje mRNA, stabilnost transkripta, u€inkovitost translacije in posttranslacijskih
modifikacij proteinov. Pri koruzi pMAH?9 pa tudi pri rastlini, sposobni ozivitve, X. viscosa,
so naSli protein, ki ima med suSo poviSano izraZanje, in ima karakteristike podobne
proteinom, ki se veZejo na MRNA. Na podlagi tega sklepajo, da bi lahko imel ta protein
vlogo pri selektivni stabilizaciji molekul mRNA. Nekatere Studije pa tudi potrjujejo
hipotezo, da se v rastlinah, sposobnih ozivitve, med dehidracijo kopi¢ijo molekule mRNA
in se med rehidracijo samo $e prevedejo. Zaradi tega bi lahko prislo do velikih razlik med
vsebnostjo mRNA in proteinov v dehidriranih listih. Druga kontrolna tocka so
posttranslacijske modifikacije ze sintetiziranih proteinov, kjer fosforilacija predstavlja

kljuéni mehanizem. (Ingram in Bartels, 1996; Ingle in sod., 2007).

Potrebno pa je omeniti, da kljub ve¢ini pozitivno izrazenih genov, odziv na suSo vkljucuje
tudi nekaj genov, z znizanim izrazanjem. V listih fizola Phaseolus vulgaris so dokazali kar
nekaj genov z znizanim izrazanjem med su$nim stresom (Kavar in sod., 2007). Studije C.
plantagineum pa so na primer razkrile, da imajo nekateri tudi Ze prej omenjeni geni za
proteine, vkljuceni v fotosintezo, znizano izrazanje med dehidracijo in da bi njihova vloga

lahko bila v redukciji fotooksidativnega stresa (Ingram in Bartels, 1996).

2.1.3 Homoiohidri¢ne rastline

Homoiohidri¢ne rastline so skupina rastlin, za katere je znalilno, da so sposobne
uravnavati vsebnost vode v tkivih. To jim omogoca, da so bolj ali manj neodvisne od
vlaznosti okolja. Za celice teh rastlin je znacilna velika centralna vakuola, ki pomaga
uravnovesiti spremembe v vlaznosti okolja. V krajSih obdobjih omejene preskrbe z vodo,

se protoplazma nasicuje z vodo iz vodne raztopne vakuole. Vendar je ta velika centralna
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vakuola hkrati tudi prepreka za reverzibilne spremembe celi¢ne strukture med procesi
dehidracije in rehidracije. Celica zaradi nje ni dovolj prozna in tako ne vzdrzi sprememb
zaradi kréenja pri dehidraciji in ponovnega Sirjenja med rehidracijo. Za te rastline je tudi
znacilna prisotnost kutikule, ki omejuje izparevanje vode, ter mocan koreninski sistem

(Stevanovic¢ in Jankovi¢, 2001).

2.1.3.1 Saintpaulia sp.

AfriSka vijolica (Saintpaulia ionantha H. Wendl.) pripada druzini gesnerjevk
(Gesneriaceae) in ni, kljub imenu, prav ni¢ v sorodu z vijolicami. Prihaja iz Tanzanije in
Kenije, so pa jo v ve¢ kot 100 letih vzgajanja v okrasne namene zelo spremenili. Se vedno
razvijajo mnogo novih sort, bogato cvetoc¢ih in zelo razli¢nih barv, v svoji domovini so bile
le modro cvetoce. Cvetijo skozi vse leto, zato so priljubljene okrasne sobne rastline.
AfriSke vijolice imajo pritlicne, skoraj vodoravno StrleCe, dolgopecljate, temno zelene,
mesnate liste, ki so ovalne ali srcaste oblike, so dlakavi, s poudarjenimi listnimi reZami in
sestavljajo rozeto, ki v premeru meri od 3 do 30 cm. Primerno okolje za rast afriskih vijolic
je zraCno in sen¢no, prisotna precejSnja stopnja vlage, nikoli ne smejo biti izpostavljene
neposrednemu soncu. Razmnozujemo jih s semeni, listnimi potaknjenci ali delitvijo

mati¢ni rastlin (Longman, 1986).

V literaturi smo zasledili le rezultate raziskave vpliva pomanjkanja vode na proteoliti¢no
aktivnost v listih afriSke vijolice. Proteaze, skupina hidroliticnih encimov, imajo
pomembno vlogo tako pri razvoju rastlin kot v mnogih fizioloskih in celi¢nih procesih, saj
je selektivna razgradnja proteinov vkljuCena v ves zivljenjski cikel rastlin. Pri afriSkih
vijolicah, ki je bile izpostavljene susi, so v primerjavi z redno zalivanimi rastlinami opazili
nizjo proteazno aktivnost, le-te pa v listih popolnoma suhe afriske vijolice niso zaznali

(Muzerlin, 2009).
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2.1.4 Poikilohidri¢ne rastline

Poikilohidri¢ne rastline so skupina rastlin, ki spreminjajo vsebnost vode v tkivih v skladu z
razgibanostjo vodnega rezima okolja, saj same niso sposobne uravnavati vodnega stanja.
To pomeni, da v vlaznem okolju sprejemajo vodo s celotno povrsino, kapilarnim sistemom
in nabrekanjem ter so bioloSko aktivne, dokler je prisotna voda. Z znizanjem vlaznosti v
okolju te rastline znizajo svojo metabolno aktivnost in preidejo v Stanje mirovanja oz.
anabiozo, ki je reverzibilno stanje. Dehidracija tkiv teh rastlin ne pomeni njihovega
propada, temve¢ le umik pred susSo in ekstremno neugodnimi pogoji v okolju. V takem
stanju lahko ostanejo ve¢ mesecev ali celo let. Ko se zviSa vlaznost v okolju, se vsi
metabolni procesi ponovno obnovijo in vzpostavijo. Tako lahko v okolju prezivijo vec
zaporednih ciklov dehidracije — rehidracije. Zaradi tako posebnih lastnosti, ki jih ima v
vsej svetovni flori le malo vrst vi§jih rastlin, bolj pa so zastopane pri algah, liSajih in
mahovih, poikilohidri¢ne rastline imenujemo tudi ozivitve sposobne. Rastejo pocasi in
imajo majhno razmnozevalno sposobnost. Njihovo tkivo sestavljajo majhne celice z gosto
citoplazmo z velikim S$tevilom mitohondrijev in peroksisomov ter mnogimi majhnimi
vakuolami, v katerih se kopicijo taninske snovi. Razdelimo jih lahko v dve kategoriji: tiste,
ki hitro izenaCujejo notranjo vsebnost vode z vodnim potencialom okolja (prave
poikilohidri¢ne rastline, ve¢ina med njimi spada med nizje rastline) in ki ob rehidraciji
izjemno hitro preidejo v aktivno zivljenje, in tiste, ki imajo mehanizme za zadrZevanje in
nadzorovanje izgubljanja vode (modificirane poikilohidri¢ne rastline, ki jih najdemo med
vi§jimi rastlinami, a ne med golosemenkami) in zato potrebujejo ve¢ Casa, da preidejo v

suho oz. ponovno v rehidrirano stanje (Stevanovi¢ in Jankovi¢, 2001).

2.1.4.1 Ramonda sp.

Ramonde spadajo v zelo majhno skupino modificiranih poikilohidri¢nih kritosemenk, ki
uspevajo na severni polobli. Rod Ramonda sestavljajo Ramonda serbica, Ramonda
nathaliae in Ramonda myconi. Veéino, od skupno 60 vrst ozivitve sposobnih kritosemenk
v vsej svetovni flori, najdemo na juzni polobli. Med njimi je Craterostigma plantagineum

dale¢ najbolj raziskana vrsta. Ramonde spadajo v subtropsko druZino gesnerjevk
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(Gesneriaceae). So homoioklorofilne rastline, saj med izsuSitvijo lahko ohranijo celo do
90% pigmentov, vkljucno s klorofilom, zato so njihovi listi tudi med dehidracijo e vedno

vidno zeleni (Drazi¢ in sod., 1999).

Ramonda nathaliae in Ramonda myconi sta diploidni vrsti (48 kromosomov), Ramonda
serbica pa je heksaploid (144 kromosomov) (Siljak-Yakovlev in sod., 2007). Ramonde so
veCletne rastline. Nazobcani, z dlacicami porasli listi se prilegajo k podlagi in oblikujejo
prizemno rozeto, ki v premeru meri od 2 do 15 cm. Sestavlja jo 10-30 listov, dolgih 3-5 cm
in dolgih 1-3 cm. Po obliki so eliptojajcasti do Sirokojaj¢asti. Imajo 1-3, v¢asih celo do 5
cvetov roznatovijoli¢aste barve. R. sebica, R. nathaliae ter kultivirana R. myconi cvetijo

aprila in maja, nekultivirana R. myconi pa od junija do avgusta (Hieng in Kidri¢, 2001).

Ramonda serbica je endemicna vrsta, ki se je kot terciarni relikt obdrzala na Balkanskem
polotoku. Razgirjena je v Albaniji, zahodni Makedoniji, juZni in severovzhodni Crni gori,
Metohiji, Epiru v Gr¢iji, severovzhodni Bolgariji ter v enklavah v Srbiji, predvsem v
okolici Nisa (Hieng in Kidri¢, 2001). Rastejo izklju¢no na severni strani apnencastih
sotesk, najdemo jih tudi ob robovih gozdov, tudi do 2000 metrov nadmorske viSine. Njihov
zivljenjski prostor na skalnatih pobocjih je zaznamovan z ostrimi okoljskimi razmerami —
visoko sevanje in temperature ter hudo pomanjkanje vode, ki lahko traja ve¢ mesecev

(Stevanovi¢ in sod., 1997).

Ramonde so z leti postale pomemben model v fizioloskih Studijah in so veliko prispevale k
dosedanjemu razumevanju mehanizmov tolerance na suso (Toth in sod., 2004). Kot smo Ze
omenili ramonde spadajo med ozivitve sposobne rastline, ki so zmozne preziveti popolno
dehidracijo protoplazme brez trajnih poskodb. Ko se zaradi ostrih pogojev v njenem okolju
zniza vsebnost vode, postopno ovenijo in padejo v anabiozo. V treh tednih brez vode se
relativna vsebnost vode (RVV) v listih ramond zniZa celo na manj kot 4 %, v enem tednu
rehidracije pa listi ponovno ozelenijo, rastlina »oZivi«, RVV naraste na ve¢ kot 93 %.
Zacetne spremembe teh rastlin zaradi suse so podobne odzivu netolerantnih rastlin (Gaff,
1989), vendar le-te po daljSem pomanjkanju vode utrpijo strukturne in funkcionalne

nereverzibilne spremembe, medtem ko oZivitve sposobne rastline zapadejo v anabiozo,
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vendar ohranijo sposobnost nadaljnjih bioloskih aktivnosti med rehidracijo (Stevanovi¢ in

sod., 1997).

Kaksne prilagoditve so torej razvile ramonde, da lahko prezivijo ekstremno suso? Najpre;]
se osredotoCimo na celicno membrano. Sestava in organizacija lipidnega dvosloja, ki poleg
proteinov sestavlja membrano, namre¢ klju¢no vpliva na znotrajcelicni metabolizem
(Quartacci in sod., 2002). Celica se ohranja pri zivljenju, dokler more ohranjati stabilne
notranje razmere, ki se ve¢inoma moc¢no razlikujejo od razmer v okolju. Vsebnost lipidov
v listih ramond je v primerjavi z ostalimi kritosemenkami nizka, zato imajo njihove celice
posledi¢no manj membranskega materiala. V izsuSenih listih je druga¢na sestava lipidov,
npr. v galaktolipidih je nizka vsebnost linolenske kisline, ki je nenasiCena mascobna
kislina. Detektirali so tudi poviSane vsebnosti prostih sterolov, ki pripomorejo k povecani
rigidnosti celic (Quartacci in sod., 2002). Omenili smo Ze, da je membrana z nizjo
vsebnostjo nenasicenih 0z. vi§jo vsebnostjo nasi¢enih masScobnih kislin bolj stabilna,
posledi¢no pa manj prehodna, permeabilna. Dobljeni rezultati torej kazejo, da ramonde
stabilizirajo strukturo membran na ra¢un znizane fluidnosti in posledi¢no tudi metabolne
aktivnosti (Stevanovi¢ in sod., 1991). Med dehidracijo je redukcija listnih lipidov
drasticna, sinteza med rehidracijo pa izredno hitra (Hieng in Kidri¢, 2001), saj je
ohranjanje celovitosti membrane in njena u¢inkovita rekonstrukcija prvi pogoj za celi¢no
prezivetje (Stevanovi¢ in sod., 1991). S tem se skladajo tudi rezultati raziskav, kjer so
dokazali, da je izhajanje topljencev skozi celicno membrano iz ozivitve sposobnih rastlin,
VKljuéno z ramondami, neprimerno manjSe kot pri obcutljivih ali rezistentnih

homoiohidri¢nih rastlinah, npr. pri afriski vijolici (Stevanovi¢ in sod., 1997).

Toleranco izsuSitve pri ramondah lahko povezemo tudi s kopi¢enjem saharoze v listih, ki
za8¢iti membrane in proteine. Med dehidracijo se njena vsebnost poveca iz 2 % na 10 %
suhe teZe na racun razgradnje $kroba, rafinoze ter de novo sinteze ogljikovih hidratov.
Akumulirana saharoza na zacetku rehidracije se hitro metabolizira. Za$¢itna vloga
saharoze je povezana z rafinozo, sladkorjem, ki je tudi prisoten v listih ramond. Med
dehidracijo se vsebnost rafinoze sicer zniza, vendar je Se vedno zadostna, da preprecuje
kristalizacijo saharoze (Miiller in sod., 1997). Le-ta pa skupaj s kopi¢enimi anorganskimi

ioni sodeluje tudi pri osmoregulaciji (Zivkovi¢ in sod., 2005). V dehidriranih listih ramond
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se povisajo vsebnosti K*, Na*, Ca?* ter §e nekaterih anionov oz. kationov. Med rehidracijo
vrednosti padejo, v prvi fazi rehidracije ostane visoka oz. se Se dodatno povisa le vsebnost
K, kar kaZe na njegovo pomembno vlogo pri odpiranju listnih reZ in posledi¢no vedjem
privzemu CO,. Med osmolite sodi tudi aminokislina prolin, ki pa pri ramondah nima vloge
pri osmotski regulaciji, saj ga je v izsusenih listih prisotnega manj kot v kontrolnih, ves ¢as

zalivanih (Zivkovi¢ in sod., 2005).

Med ucinkovite za$¢itne mehanizme ramond v dehidriranem stanju sodijo tudi zviSane
vrednosti zeaksantina ter reduciranega askorbata in glutationa (Sgherri in sod., 2004). V
prvih 13 dneh suse tkiva rastline R. serbica producirajo veliko ROS, kar je sicer obicajen
odziv rastlin na stres, v stanju anabioze pa se zniza. PoSkodbam zaradi ROS se izognejo s
poviSano sintezo antioksidativnih substanc, kamor sodita tudi askorbat in glutation, ki
metabolizirata vodikov peroksid v askorbinsko-glutationskem ciklu. Nizja oksidacija
antoksidantov v anabiozi vpliva na poviSanje oz. akumulacijo njihove reducirane oblike, ki
predstavlja rezervo, ki rastlini R. serbica omogoca tolerirati oksidativne poskodbe med
dehidracijo, Se bolj pa med rehidracijo, ko se morajo popraviti med suso povzrocene
poskodbe. Pri ramondah v odzivu na antioksidativni stres sodelujejo tudi fenolne kisline
(Sgherri in sod., 2004). Njihova vsebnost v listih med dehidracijo moc¢no pade, ter se ze v
prvi stopnji rehidracije zelo povisa. Vsebnost fenolnih kislin pri rastlini R. serbica je
nenavadno visoka v primerjavi z ostalimi vis$jimi rastlinami. Padec skupnih fenolnih kislin
kaze na njihovo pomembno vlogo proti oksidaciji, namre¢ kot substrat za peroksidaze, Ki
odstranjujejo ROS (Sgherri in sod., 2004). Se eden od za§¢itnih mehanizmov ramond pa je
tudi Ze prej omenjeni zeaksatin. Gre za karatenoid, rastlinski pigment, ki scCiti liste pred
fotoinhibicijo (Sircelj, 2008) — zmanjianjem fotosintetske aktivnosti zaradi negativnih
vplivov premoc¢ne svetlobe na fotosintetski aparat, ki so mu ramonde v gorskem svetu Se
bolj izpostavljene. Ceprav je v stanju anabioze prisotnega le malo zeaksantina, verjetno
vseeno pomembno prispeva k odvajanju ekscitacijske energije v obliki toplote med
rehidracijo (Augusti in sod., 2001). Proti fotoinhibiciji se ramonde upirajo tudi z zvitjem

dehidriranih listov, s ¢imer preprecijo vpliv svetlobe na klorofil (Sherwin in Farrant, 1998).

Kot smo Ze omenili, so ramonde homoioklorofilne rastline, saj izgubijo le priblizno 20%

klorofila med dehidracijo. Prisotnost vode inducira ponovno sintezo klorofila, kar kaze, da
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je voda osnovni faktor za rekonstrukcijo ultrastrukture fotosintetskega aparata in ne
svetloba, ki pa spodbudi k popolni povrnitvi njegovih fizioloskih funkcij. Rehidracija
rastline R. serbica je v temi potekala celo hitreje kot na svetlobi, kar bi lahko bila
evolucijska, strukturna in fizioloska prilagoditev te rastline na rastiS¢a v stalni senci

(Drazi¢ in sod., 1999; Markovska in sod., 1995).

Zanimivi pa so tudi podatki o raziskavah proteaz, encimov, ki cepijo proteine. V nasprotju
z afriSko vijolico, pri kateri so pod vplivom pomanjkanja vode v listth zaznali niZjo
aktivnost proteaz kot v kontrolnih listih, v suhih pa je sploh niso zaznali, so pri ramondi
zaznali visoko proteazno aktivnost v izsuSenih listih oz. jih v kontrolnih listih sploh niso
zaznali. (MuzZerlin, 2009). Ti rezultati kazejo, da so serinske endopeptidaze in serinske
aminopeptidaze, ki so jih odkrili v listih ramonde, pomembne za specifiCen nacin
prezivetja izsuSitve v anabiozi in za ozivitev ob ponovni vzpostavitvi stanja zadovoljive
oskrbe z vodo. Opazili so tudi, da se v ekstraktih listov stresiranih rastlin koli¢ina topnih
proteinov poveca v primerjavi z ekstrakti kontrolnih rastlin. Proteaze, ki se sintetizirajo
pred izsuSitvijo in ostanejo aktivne v anabiozi, lahko v rehidrirani rastlini sodelujejo v
razgradnji poskodovanih proteinov in proteinov, ki so potrebni v izsuSenem listu in ne pa
ve¢ v rehidriranem. Ne gre zanemariti tudi omejeno proteolizo oz. cepitev specifi¢nih
peptidnih vezi in posledi¢no aktivacijo encimov, potrebnih za specificen odziv ramonde.
Dejstvo, da izsuSeni listi niso bili poskodovani, lahko pomeni, da so proteaze bile

inhibirane oz. blokirane z zas¢itnimi proteini ali ogljikovimi hidrati (Muzerlin, 2009).

2.2 PROTEOMIKA

Proteini so najkompleksnejSe in najStevilénejSe organske molekule v celicah. Predstavljajo
ve¢ kot polovico suhe mase celice (Stusek in sod., 1998) in so nosilci ve€ine bioloskih
funkcij. Da bi razumeli, kako celice delujejo, je potrebno raziskovati, kateri proteini so
prisotni, Kje se nahajajo, kako interagirajo z drugimi molekulami in katere funkcije
opravljajo tekom razvoja ali v razli¢nih stresnih oz. bolezenskih stanjih. Pojem proteom
zajema celokupen nabor proteinov v doloceni celici, tkivu ali organizmu v dolo¢enem

trenutku (Krizaj, 2008). Celotnega proteoma pa dejansko nikoli ne moremo analizirati, ker
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SO proteini prisotni v ogromnem razponu koncentracij, uporabljene metode pa imajo neko
spodnjo mejo detekcije (Mandelc, 2008). Za razliko od genoma, ki je razmeroma stabilen,
je celiéni proteom podvrzen neprestanim spremembam — kot odziv na spremembe v
zunanjem in notranjem celi¢nem okolju. Obicajno nas zanimajo razlike med normalnim in
patoloskim stanjem oz. stanjem, ko celice niso izpostavljene optimalnim pogojem (Komel

in sod., 2008).

2.2.1 Priprava bioloskih vzorcev za proteomske analize

V proteomskih raziskavah sta prvi dve fazi najpomembne;jsi. To sta zasnova eksperimenta
in priprava vzorca. Zasnova eksperimenta obsega natan¢no opredelitev, in sicer, kaj nas
zanima, ter doloCitev ustreznega Stevila ponovitev, da zadostimo zahtevam statistike.
Stremimo k temu, da se pogoji preiskovane, vzoréne skupine razlikujejo od kontrolne samo
VvV pogoju, Ki nas zanima (npr. prisotnost/odsotnost neke snovi, temperatura, pomanjkanje
vode...) (Mandelc, 2008).

Pri delu z bioloskim materialom se sreCujemo z veliko raznolikostjo vzorcev in Sirokim
razponom izrazanja proteinov v celicah, zato priprava reprezentativnega vzorca predstavlja
tehni¢ni in metodoloski izziv (Hrovat in Vrecl, 2008). Ko dolo¢imo, kaj bo nas izhodni
material za nadaljnje analize, izberemo Se ustrezen nacin ekstrakcije proteinov. Rastline
imajo, v primerjavi z mikroorganizmi in Zzivalskim tkivom relativno nizko vsebnost
proteinov glede na volumen oz. suho maso. Zelimo si, da v vzorec dobimo &im veé
proteinov, da so v topni in denaturirani obliki, da prekinemo vse obstojeCe interakcije,
reduciramo disulfidne vezi, preprecimo razgradnjo proteinov, se znebimo vseh substanc, ki
bi motile lo¢evanje proteinov (Mandelc, 2008). Teh snovi je v rastlinskih ekstraktih veliko,
npr. polifenoli, ogljikovi hidrati, pigmenti, terpeni, inhibitorni ioni. Za odstranjevanje
motecih substanc, ve¢ina protokolov za izolacijo proteinov iz rastlinskega tkiva vkljucuje
precipitacijo proteinov, s katero proteine oborimo, ostale mote¢e molekule pa ostanejo v
raztopini. Najpogosteje je uporabljena precipitacija s triklorocetno kislino (TCA) ali TCA

v acetonu (Carpentier in sod., 2005).



Franko M. Studij su$nega stresa pri rastlinah iz druzine Gesneriaceae na ravni proteoma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

2.2.2 Dvodimenzionalna gelska elektroforeza

Dvodimenzionalna gelska elektroforeza (2-DE) je metoda za lo¢evanje proteinov. V prvi
dimenziji jih locujemo glede na njihovo izoeletricno tocko (pl) z izoelektri¢nim
fokusiranjem (IEF), v drugi dimenziji pa glede na njihovo molekulsko maso z
poliakrilamidno gelsko elektroforezo z natrijevim dodecil sulfatom (SDS-PAGE). Za kako
ucinkovito metodo gre, nam pove podatek, da so na enem gelu uspeli lo¢iti celo do 10000
razli¢nih proteinov, kar sovpada z oceno Stevila izrazenih proteinov v evkariontski celici. Z
uporabo Sirokega razpona pH gradienta (3-12) pri IEF lahko naredimo vpogled v celotne
celiéne ekstrakte. Kljub temu pa lahko hitro izgubimo hidrofobne, zelo velike ali majhne,
zelo kisle ali bazi¢ne proteine ali pa tistih, ki jih je v celici zelo malo, sploh ne zaznamo. Z
uporabo ozkega pH gradienta z razponom 1-1,5 pH enot dobimo podrobnejsi vpogled v
celicni ekstrakt in lo¢imo tudi manj zastopane proteine. Kljub visoki zmogljivosti
lo¢evanja proteinov z 2-DE, je vc€asih potrebno razdeliti proteom nekega vzorca na

subproteome (Cellini in sod., 2004; Gorg in sod., 1999).

Po koncani lo¢itvi proteine vizualiziramo z ustreznimi barvili. Visoko obcutljivost imajo
barvila fluorofori, npr. barvilo Sypro Ruby. S pomo¢jo ustreznih ra¢unalniskih programov
dolo¢imo lise oz. proteine, ki se diferencialno izrazajo in so zato zanimivi za identifikacijo

(Komel in sod., 2008).

2.2.3 ldentifikacija proteinov

Glavna metoda za identifikacijo proteinov je masna spektometrija (MS). Povezava 2-DE in
MS je omogocila prve obseznejSe analize kompleksnih proteinskih vzorcev. Meritve se
izvajajo z ioniziranimi molekulami v plinski fazi. Glavni sestavni deli masnega
spektrometra so ionizator, masni analizator in detektor. V ionizatorju se tvorijo ioni, v
masnem analizatorju se ioni lo¢ijo glede na razmerje med maso in nabojem (m/z) — torej
vsi analizatorji ne izmerijo dejanske mase peptida, detektorji pa izmerijo ionski tok pri
posamezni vrednosti m/z. Za peptide sta primerna nacina ionizacije MALDI (matrix

assisted laser desorption ionization) in ESI (electrospray ionization). Rezultat meritve,
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masni spekter, je prikaz absolutne ali relativne intenzitete ionskega toka v odvisnosti od
m/z. Temu sledi zelo pomemben korak, in sicer interpretacija masnega spektra (Krizaj,
2008). V proteomiki se izvajata dve obliki MS: peptidno mapiranje in tandemska MS.
Metoda peptidnega mapiranja je uporabna le, ¢e je znano genomsko zaporedje

preiskovanega organizma (Mandelc, 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA

Priprava rastlinskega materiala;
afriska vijolica in ramonda

¥ ¥
[R.astline izpostavljene suSnemu st:resu} [ Kontrolne, redno zalivane rastline J

Dolotanje vsebnosti vode in

relativne vsebnosti vode v listih

L 3

Ekstrakeija proteinov iz listov

L 3

fDr:-lr:-Eanje koncentracije proteinov v
ekstraktih

L 3

Cis¢enje proteinskih ekstraktov

2-D elektroforeza

t J

Detekcija proteinov na gelu

L 3

Slikanje gelov in

raéunalnigka obdelava slik

L 3

Identifikacija proteinov

Slika 1: Shematski prikaz poteka dela
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3.2  MATERIALI

3.2.1 Rastlinski material

Vpliv suSnega stresa na ravni proteoma smo preucevali na afriski vijolici Saintpaulia
ionantha H. Wendl. in ramondi Ramonda serbica Panc., ki pripadata druzini Gesneriaceae.
AfriSka vijolica je homoiohidri¢na rastlina, ramonda pa je poikilohidri¢na rastlina. Rastline
afriSke vijolice smo vzgojili na Odseku za biotehnologijo Instituta »JoZef Stefan« iz ene
rastline komercialnega vira najprej s pomocjo potaknjencev, potem pa z delitvijo mati¢nih
rastlin, ko so na njih zrasli poganjki. Ramondo smo dobili v Botani¢nem vrtu Fakultete za
biologijo Univerze v Beogradu, kamor so jo prenesli iz njenega naravnega okolja v
jugovzhodnem predelu Srbije. Cele rastline smo skupaj z zemljo, v Kateri so rasle,
prepeljali v Ljubljano in jih dali v isto rastno komoro kot afriSke vijolice. Rastlinski
material so predstavljali v tekocem dusiku homogenizirani in na -80 °C shranjeni listi obeh

rastlinskih vrst.

3.2.2 Reagenti in raztopine

Priprava ekstraktov iz listov afriSke vijolice

e pufer za ekstrakcijo:

Preglednica 1: Sestava pufra za ekstrakcijo proteinov

Sestavine Kolic¢ina Konéna koncentracija
urea (Sigma) 10,5¢ 7™M

tiourea (Sigma) 3,8¢ 2M

CHAPS (GE Healthcare) 1g 4 % (wiv)

IPG pufer (GE Healthcare) 500 puL 2 % (vIv)

DTT (Sigma) 0,259 1 % (w/v)

Inhibitor proteaz (Complete mini

Roche Diagnostic) 1 tableta

dodamo ddH,0 do 25 mL
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e Polivinilpirolidon (PVP)

Dolocanje koncentracije proteinov v celi¢nih ekstraktih listov

e Bradfordov reagent (BioRad Protein Assay)

e Goveji serumski albumin (Sigma)

Cis¢enje proteinskih ekstraktov

e 2-D Clean Up Kit (GE Healthcare)

Dvodimenzionalna elektroforeza

Prva dimenzija:
e Trakovi z imobiliziranim pH gradientom od pH 3 — 10, dolzine 13 cm
(GE Healthcare)
e Mineralno olje (Sigma)

e Raztopina za rehidracijo trakov:

Preglednica 2: Sestava raztopine za rehidracijo trakov z imobiliziranim pH gradientom

Sestavine Koli¢ina Konéna koncentracija
urea (Sigma) 10,5¢ 7™M

tiourea (Sigma) 3.8¢ 2M

CHAPS (GE Healthcare) 05¢g 2 % (W)

IPG pufer (GE Healthcare) 500 uL 2 % (vIv)

BFM (Sigma) 1 kristaléek 0,002 % (wi/v)

dodamo ddH,0 do 25 mL

Pripravljeno raztopino za rehidracijo trakov alikvotiramo po 2 mL. Preden ga dodamo

oc¢is¢enim ekstraktom osnovno sestavino odtajamo na sobni temperaturi in dodamo

0,0200 g DTT/2 mL raztopine, da je koncentracija DTT 65 mM.
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Druga dimenzija:

e locilni gel:

Preglednica 3: Sestava loCilnega gela z debelino 1 mm za SDS-PAGE

Sestavine Koli¢ina (za 4 gele)
Raztopina akrilamid/bisakrilamid (30%/0,8%) |31,4 mL

1,5 M raztopina Tris-HCI, pH 8,8 19,6 mL

10 % (w/v) raztopina SDS 0,8 mL

ddH20 26,0 mL

10% (w/v) raztopina APS 390 uL

TEMED 26 uL

Raztopino (akrilamid/bisakrilamid, raztopina Tris-HCI, raztopina SDS, ddH20) pred

dodatkom raztopine APS in TEMED razplinjujemo 10 min v ultrazvo¢ni kopeli.

e pufer za uravnoteZenje trakov — 0SNovnNi:

Preglednica 4: Sestava pufra za uravnotezenje trakov z imobiliziranim pH gradientom — osnovni

Sestavine Koli¢ina Konéna koncentracija
1,5 M raztopina Tris-HCI, pH 8,8 |5 mL 75 mM

urea (Sigma) 36 g 6 M

glicerol (Sigma) 30 mL 30 % (v/V)

SDS (Sigma) 29 2 % (W)

BFM (Sigma) 1 kristal¢ek 0,002 % (w/v)

dodamo ddH,O do 100 mL

e pufer za uravnotezenje I

Zatehtamo 0,2 g DTT (Sigma) v falkonko in dodamo 20 mL pufra za uravnotezenje

— osnovni. ZmeSamo, da se raztopi in razdelimo v 2 epruveti po 10 mL.
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e pufer za uravnotezenje 11

Zatehtamo 0,96 g JAA (Sigma) v falkonko in dodamo 20 mL pufra za

uravnotezenje — osnovni. Zmesamo, da se raztopi in razdelimo v 2 epruveti po 10

mL.

e Raztopina proteinov znanih molekulskih mas za SDS - PAGE (10 — 220

kDa) (Invitrogen)

e agarozna raztopina:

Preglednica 5: Sestava agarozne raztopine

Sestavine

Koli¢ina

agaroza (Sigma)

0549

BFM (Sigma)

1 kristal¢ek

dodamo 1x SDS elektroforetski pufer do 100 mL

e 5x SDS elektroforetski pufer:

Preglednica 6: Sestava 5x SDS elektroforetskega pufra

Sestavine Kolic¢ina Konéna koncentracija
Tris-baza (Sigma) 1509 260 mM

glicin (Merck) 72,09 960 mM

SDS (Sigma) 500 0,5 % (w/v)

dodamo ddH20 do 1000 mL

e 1x SDS elektroforetski pufer:

Preglednica 7: Sestava 1x SDS elektroforetskega pufra

Sestavine Koli¢ina Konc¢na koncentracija
Tris-baza (Sigma) 30¢g 25 mM

glicin (Merck) 144 ¢ 192 mM

SDS (Sigma) 109 0,1 % (w/v)

dodamo ddH20 do 1000 mL
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Detekcija celokupnih proteinov

o fiksacijska raztopina:

Preglednica 8: Sestava fiksacijske raztopine

Sestavine Koli¢ina Konéna koncentracija
100 % (v/v) metanol (Merck) 500 mL 50 % (v/v)
100% (v/v) ocetna kislina (Merck) |70 mL 7 % (VIv)

ddH20 do 1000 mL

e barvilo Sypro Ruby ((Invitrogen)

e raztopina za razbarvanje:

Preglednica 9: Sestava raztopine za razbarvanje

Sestavine Koli¢ina Konéna koncentracija
100 % (v/v) metanol (Merck) 100 mL 10 % (viv)
100% (v/v) ocetna kislina (Merck) |70 mL 7 % (viv)

ddH20 do 1000 mL

3.2.3 Pribor in oprema

Aparature:

e tehtnica (Sartorius analytic)

tehtnica — (Radwag)

e suhi sterilizator

o eksikator

e centrifuga (Sigma)

e cetrifuga (Eppendorf)

e vrtin¢nik (IKA R Works)
e hladilnik (LTH)

e zamrzovalnik (LTH)

e magnetno meSalo (Tehtnica)

e pH meter (Metler Toledo)
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mikrovalovna pecica (Candy)

¢italec mikrotiterskih plos¢ Safire 2 (Tecan)

podstavek z rezami in pokrovom za rehidracijo trakov (GE Healthcare)
Multiphor Il elekroforetska enota (GE Healthcare)

steklen podstavek z elektrodnimi prikljucki (GE Healthcare)

plasti¢na plosca z vdolbinami (GE Healthcare)

elektrodni trakovi (GE Healthcare)

elektrodi (anoda in katoda) (GE Healthcare)

nosilec s plastiénimi vdolbinami za nanos vzorca (GE Healthcare)
usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare)

MultiTemp 111 termostatski cirkulator (GE Healthcare)

vertikalni diskontinuiran elektroforetski sistem SE 600 (Hoffer Scientific
Instruments)

zgornja in spodnja posoda z elektrodama

hladilni sistem v obliki preto¢nih cevi

usmernik EPS 3501 XL (GE Healthcare)

ultrazvoc¢na kopel (Sonis Pio)

sistem za dokumentacijo gelov GBOX_HR (Syngene)

Steklovina (razli¢ni proizvajalci):

steklene plosce

tehtici

centrifugirke, epruvete
Case

merilne bucke

lij

merilni valji

pipete

Plasti¢ni material;

13 cm IPG - trakovi (pH 3 — 10) (BioRad)
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e 1 mm distan¢niki

e nastavki za avtomatske pipete

e falkonke

e 1,5 mL centrifugirke (Eppendorf)
e prozorna mikrotiterska plosca

e petrijeve plosce

e plasti¢ne kadicke

Programska oprema:

e racunalniski program za obdelavo gelov 2-D Dymension (Syngene)
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3.3 METODE

3.3.1 Priprava rastlinskega materiala

3.3.1.1 Gojenje afriske vijolice

Vse rastline smo za namene poskusa vzgajali v rastni komori na Institutu »Jozef Stefan« v
Ljubljani. Pridobljene so bile z vegetativnim razmnoZevanjem in so bile torej kloni ene
mati¢ne rastline. Rastline smo, skupaj z zemljo, v kateri so rasle, prenesli na tri plasti¢ne
kadicke. Le-te smo oblozili z vec sloji papirnatih brisa¢ ter filter papirjem, na katerem je
bila plast zemlje. Na pladnju A je bilo posajenih 8 rastlin za kontrolo, na pladnju B in C pa
je bilo po Sest rastlin za susni stres. Vsaka rastlina v posamezni fazi suse je predstavljala
eno biolosko ponovitev. Za vsako fazo suSe in zacetno ter konéno kontrolo smo imeli po tri
bioloske ponovitve. Po 2 mesecih aklimatizacije, med katero smo rastline redno zalivali in
prsili z vodo, smo najprej prenehali z zalivanjem pladnja C (3. in 4. faza suSe) ter nato Se
pladnja B (1. in 2. faza suse) in s tem povzrocili susni stres pri rastlinah (Preglednica 10).
Kontrolne rastline smo zalivali ves ¢as ter tako vzdrzevali vlazno podlago. Rastline so rasle
v rastni komori, kjer so bile dnevno osvetljene 16 ur z mo&jo 121,3 W/m? dnevna
temperatura je bila 25 - 27 °C, no¢na temperatura 19 - 21 °C, relativna vlaznost zraka pa je
bila 70 - 80 %. Ko smo uvedli su$ne pogoje smo temperaturo uravnali pri 27 - 29 °C,

relativno vlaznost zraka v komori pa na 40 - 50 %.
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Preglednica 10: Vzorci rastlinskega materiala (afriska vijolica), ki smo ga uporabili pri analizah

Vzorec Zacetek suSe Pobiranje listov Trajanje suSe

SpK1 / 25. 8. /
SpK2 / 10. 10. /
SpS1 15. 8. 25. 8. 10 dni
SpS2 15. 8. 4.9 20 dni
SpS3 7.8. 11. 9. 35 dni
SpS4 7.8. 10. 10. 64 dni
SpS5 / / 3 mesece

Kratice oznacujejo: SpK1 - Saintpaulia ionantha 1. kontrola , SpK2 - Saintpaulia ionantha 2. kontrola, SpS1
- Saintpaulia ionantha 1. faza suse, SpS2 - Saintpaulia ionantha 2. faza suse, SpS3 - Saintpaulia ionantha 3.

faza suse, SpS4 - Saintpaulia ionantha 4. faza suse, SpS5 - Saintpaulia ionantha 5. faza suse

Ko smo liste rastlin v posameznih fazah suse odrezali in shranili za nadaljnje raziskave,
smo vsako afriSko vijolico iz kadicke presadili v lon¢ek in jo nato redno zalivali. Tako smo

lahko spremljali sposobnost rehidracije susi izpostavljenih rastlin.

3.3.1.2 Gojenje ramonde

Dve rastlini ramonde, ki smo jih dobili za raziskave, smo gojili v isti rastni komori kot
afriS8ko vijolico pod pogoji opisanimi v 3.3.1.1. Ramondi smo skupaj z zemljo, v kateri so
rasle in bile prinesene v Ljubljano, postavili v plasti¢no kadi¢ko. Na le-to smo predhodno
polozili papirnato brisaco in nekaj zemlje ter vse skupaj oblozili z mahom. Po sedmih dneh
aklimatizacije, med katero smo rastlini redno prsili z vodo in vzdrZzevali vlazno podlago,
smo jih loc¢ili v dve plasti¢ni kadicki. Eno ramondo smo nehali zalivati in jo s tem
izpostavili su$i, drugo pa smo redno vlazili. Pred zacetkom postopka suse smo s kontrolne
rastline odvzeli en list, ga zamrznili v teko¢em duSiku in shranili pri -70 °C. Ramonde,

izpostavljeno suSnemu stresu, nismo zalivali 19 dni.

Sposobnosti rehidracije pri ramonah nismo preverjali, saj smo obema rastlinama porezali

in Se za potrebe ostalih raziskav shranili vse liste.



Franko M. Studij su$nega stresa pri rastlinah iz druzine Gesneriaceae na ravni proteoma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

3.3.1.3 Pobiranje in shranjevanje rastlinskega materiala

Pobiranje listov kontrolnih in susi izpostavljenih rastlin je bilo enako tako pri afriski
vijolici kot pri ramondi, in sicer je vedno potekalo v dopoldanskem ¢asu. Zdrave liste za
analize smo odrezali iz srednjega dela rozete. Za pripravo listnih ekstraktov afriSke vijolice
smo v fazah suSe z vsake od treh rastlin, ki so predstavljale tri bioloske ponovitve dolo¢ene
faze suse, Ze v rastni komori odrezali po dva lista, ju dali na led prekrit z alu folijo, liste
prekrili, prenesli do laboratorija in ju takoj stehtali. Tako je sveza teZa lista ostala konstanta
oziroma se je spreminjala le minimalno. Nato smo lista takoj zamrznili v teko¢em dusiku
ter shranili pri - 70 °C. Za dolo¢itev VV in RVV pa smo z vsake od rastlin odrezali po en
list. Za pripravo listnih ekstraktov ramonde je bil postopek enak, le da smo bili omejeni pri

Stevilu rastlin in s tem pri bioloskih ponovitvah.

3.3.2 Dolocanje vsebnosti vode (VV) in relativne vsebnosti vode (RVV) v listih

3.3.2.1 Dolocanje VV

Vsebnost vode nam pove odstotek vode v odrezanem listu glede na celotno maso lista in jo

dolo¢imo na osnovi sveze (mj) in suhe (m;) mase listov po sledeci enacbi:

W (%) = =M 100 (D)

1

Za kontrolo in za vsako fazo suse smo od vsake od treh rastlin odrezali po en list priblizno
enake velikosti kot so bili ostali listi za vzoréenje, ga takoj zaprli v steklen tehti¢ oziroma
epruveto z zamaskom, ga stehtali in mu tako dolocili svezo maso (m;j). List Smo nato na
80 °C susili 24 ur oz. do konstantne teze, ga stehtali in mu tako dolocili suho maso (my).

Na osnovi pridobljenih mas smo s pomoc¢jo enacbe 1 izra¢unali VV.

Postopek za doloc¢evanje VV zemlje, v katerih so rasle rastline, je bil podoben zgoraj

opisanemu, le da smo uporabili plasticne epruvete z zamaski, vanje pa smo po vsakem
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vzorcenju dali nekaj zemlje (mj), jo na 80 °C susili 24 ur oz. do konstantne teze in jo

ponovno stehtali (my).

3.3.2.2 Dolocanje RVV

Relativna vsebnost vode nam pove vsebnost vode v odrezanem listu glede na maksimalno
vsebnost vode, ki jo list lahko privzame. RVV dolo¢imo na osnovi sveze (mj) in suhe (my)

mase listov ter mase lista, ki je popolnoma nasic¢en z vodo (My,s) po sledeci enacbi:

m, —m,

RWV (%) = x100 Q)

nas 2

List smo odrezali, dali v tehti¢, stehtali in mu s tem dolocili svezo maso (mj). Nato smo list
polozili v petrijevko z omocenimi papirnatimi brisacami. Pecelj lista smo ovili z omocenim
kosmom vate. Pokrito petrijevko smo pustili 24 ur, da je list privzel vodo. Nato smo list
prenesli v tehti€, stehtali in dobili maso po saturaciji oz. maso lista, ko je popolnoma
nasi¢en z vodo (myss). Listu smo nato Se dolocili suho maso (my) s 24-urnim susenjem pri

80 °C. Na osnovi pridobljenih mas smo s pomocjo enacbe 2 izracunali RVV.

3.3.3 Priprava celi¢nih ekstraktov iz listov - ekstrakcija proteinov

Pripravo ekstrakta smo zaceli s homogenizacijo in drobljenjem listov v teko¢em dusiku v
terilnici v droben prah. Po dva v tekoem duSiku zamrznjena lista vsake bioloske
ponovitve, smo homogenizirali posebej. Tako zdrobljen rastlinski material smo prenesli v
drugo terilnico na ledu in dodali PVP (2,5 g PVP/1 g suhe mase) ter pufer za ekstrakcijo
(23 mL pufra za ekstrakcijo/1 g suhe mase) (Preglednica 1). Po ponovnem trenju smo
pridobljen ekstrakt prefiltrirali skozi pleni¢no predlogo v liju v centrifugirko na ledu, v
enakih koli¢inah razdelili v epice ter centrifugirali (13200 obratov/min, 15 min, 4 °C).
Pridobljeni supernatant smo ustrezno alikvotirali, zamrznili v teko¢em dusiku in shranili

pri-80 °C.
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3.3.4 Dolocanje koncentracije proteinov v ekstraktih

Uporabili smo metodo po Bradfordu (Bradford, 1976), ki temelji na vezavi barvila
Coomassie Brilliant Blue G-250 na stranske skupine arginina in lizina na proteinu. V
kislem mediju se na protein veze anionska modra oblika barvila. Koncentracijo proteinov
dolo¢imo z merjenjem absorbance modrega barvnega proteinskega kompleksa pri 595 nm.

Absorbanco kompleksa lahko merimo po 5 minutah, stabilen pa ostane najve¢ do eno uro.

Za merjenje koncentracije proteinov v ekstraktih smo v jamico mikrotiterske plosce z
ravnim dnom odpipetirali 4 uL. ekstrakta, dodali 196 pL 5-krat red¢enega Bradfordovega

reagenta, premesali, ter po 5 minutah izmerili absorbanco na ¢italcu mikrotiterskih plos¢.

Umeritveno krivuljo smo pripravili z BSA. Naredili smo red¢itve BSA v 0,15 M NaCl z
naslednjimi koncentracijami BSA: 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 in 1mg/mL. 4 ulL posamezne
redc¢itve smo odpipetirali v vdolbinico mikrotiterske ploscice ter k vsaki red¢itvi dodali po
196 pL Bradfordovega reagenta. Absorbanco smo izmerili na Citalcu mikrotiterskih plos¢
pri valovni dolzini 595 nm. Na podlagi rezultatov smo naredili umeritveno krivuljo

(Priloga A) ter po njej izracunali koncentracijo proteinov v ekstraktih.

3.3.5 Cis¢enje proteinskih ekstraktov

Prvi del ¢is€enja smo izvedli ze med samo ekstrakcijo z dodatkom PVP, s katerim smo
odstranili nezelene fenolne snovi. Nadaljnji postopek ¢is¢enja proteinskih ekstraktov smo
izvedli z uporabo kompleta za CiS€enje proteinskih ekstraktov (2-D Clean Up kit), ki
temelji na obarjanju proteinov in odstranjevanju motecih snovi, kot so detergenti, soli,

lipidi, fenoli in nukleinske kisline (Stasyk in sod., 2001).

Cis¢enje proteinov v ekstraktih smo izvedli po navodilih proizvajalca.

150 pL vzorca ekstrakta smo prenesli v mikrocentrifugirko, dodali 3-kratni volumen

precipitanta, premeSali na vrtinniku in inkubirali na ledu 15 minut. Nato smo meSanici
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vzorca in precipitanta dodali 3-kratni volumen koprecipitanta (500 pL), premesali na
vrtinéniku in centrifugirali 10 minut pri 8000 g in 4 °C. S previdnim pipetiranjem smo
odstarnili supernatant in pazili, da se sediment ni resuspendiral. Dodali smo koprecipitant
(80 uL), 5 minut inkubirali na ledu, centrifugirali 5 minut pri 8000 g in 4 °C. Odstranili
smo supernatant, dodali bidestilirano vodo (50 pL), mesali na vrtin¢niku, da se je sediment
resuspendiral. Dodali smo pufer za izpiranje (1 mL), ki je bil predhodno ohlajen na -20 °C,
in aditiv (5 pL) ter zopet mesali na vrtin¢niku. Sledila je 30 minutna inkubacija vzorca pri
-20 °C ter meSanje na vrtinéniku vsakih 10 minut. Nato smo centrifugirali 10 minut pri
8000 g in 4 °C, odstranili supernatant, sediment najve¢ 5 minut susili na zraku, do nanosa

na gel pa smo pelet v epicah shranili pri -20 °C.

3.3.6 Dvodimenzionalna elektroforeza

Dvodimenzionalna (2-D) elektroforeza zajema, kot nam ze ime pove, loCevanje proteinov
v dveh dimenzijah. Vsi proteini imajo naboj, ki je odvisen od S$tevila kislih in bazi¢nih
preostankov v proteinu. V prvi dimenziji potujejo v gelu z imobiliziranim pH gradientom
do tocke, kjer je njihov neto naboj enak ni¢. To tocko oz. pH, kjer se protein ustavi,
imenujemo izoelektricna tocka (pl), to tehniko pa izoelektricno fokusiranje. Sledi druga
dimenzija, kjer pa se proteini lo¢ijo glede na molekulsko maso (SDS-PAGE) (Nelson in
Cox, 2000).

2-D elektroforezo smo izvedli po metodi z modifikacijo 1. dimenzije (O'Farrell, 1975). Ta

vkljucuje uporabo komercialnih trakov z imobiliziranim pH gradientom (Gorg, 1991).

3.3.6.1 Prvadimenzija

Rehidracija trakov z imobiliziranim pH gradientom

Ociscen proteinski pelet smo raztopili v ustreznem volumnu raztopine za rehidracijo trakov
(Preglednica 2) s predhodno dodanim DTT, mesali na vrtinéniku, da se je pelet popolnoma
raztopil, ponovno centrifugirali (8000 g, 20 °C), da smo odstranili morebitne netopne

SNOVI.
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Sledil je nanos vzorca na trakove z imobiliziranim pH gradientom (v nadaljevanju IPG
trakove). Masa proteinov na gel je bila 150 pg. Uporabili smo IPG trakove s pH
gradientom 3 - 10, dolzine 13 cm, ki smo jih hranili na -20 °C. Za rehidracijo IPG trakov
smo uporabili podstavek z rezami in pokrovom. Podstavek smo postavili v ravnotezno
pozicijo in na sredino reze odpipetirali 250 pL raztopine za rehidracijo trakov z vklju¢enim
ocis¢enim proteinskim peletom. Z IPG traku smo odstranili plasti¢no folijo, ki je prekrivala
gel, in ga previdno, brez tvorbe mehurckov polozili v rezo z gelom obrnjenim navzdol.
Rehidracijski pufer s proteini se je tako enakomerno porazdelil po celotni dolzini traku.
IPG trak smo prekrili s 3 mL mineralnega olja, da smo preprecili izhlapevanje in nastajanje

kristalov uree. Podstavek z IPG trakovi v rezah smo pokrili s pokrovom in pustili, da je

rehidracija trakov potekala ¢ez noc.

Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

Na plosco, ki med potekom izoelekricnega fokusiranja zagotavlja konstantno temperaturo
20 °C, saj je povezana z vodno kopeljo, smo v Stirth vertikalnih ¢rtah nanesli 4 mL
mineralnega olja. Na to smo polozili steklen podstavek z elekrodnimi prikljucki (anodni
priklju¢ek na zgornjem koncu), vanj na sredino vlili 10 mL mineralnega olja ter na to
polozili plos¢o z vdolbinami za trakove. Rehidriran IPG trak smo vzeli s podstavka z
rezami za rehidracijo trakov, ga potopili v merilni valj napolnjen z bidestilirano vodo ter ga
nato sprali Se s curkom bidestilirane vode. S tem smo odstranili proteine, ki niso vstopili v
gel, in morebitne kristale uree. Trak z gelom obrnjenim navzgor smo osusili na papirnatem
robCku. Tako pripravljene IPG trakove smo enega za drugim polagali na plosco z
vdolbinami za trakove in pazili, da so bili plus konci trakov na zgornji, anodni strani ter da
so bili trakovi poravnani. Nato smo ustrezno dolga, v bidestilirani vodi omocena in
popivnana elektrodna trakova polozili pravokotno preko trakov na plus in minus koncu.
Cez njiju smo previdno namestili elektrodi (plus konec — anoda, minus konec — katoda).

IPG trakove smo prelili s 150 mL mineralnega olja in pokrili s pokrovom.

Elektroforetsko enoto smo povezali z usmernikom ter nastavili naslednje Stiri faze

izoelektricnega fokusiranja:
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1. faza: doseganje 300 V, 1 min
2.faza: 300V, 1 h

3. faza: doseganje 3500 V, 1 h 30 min
4. faza: 3500 V, 5 h

Kmalu po zacetku IEF smo lahko videli potovanje modrega barvila v IPG trakovih proti
plus koncu, ki se je na koncu zbral v elektrodnem traku in je bil rumene barve zaradi
bazi¢nega pH. Po koncani IEF smo previdno odstranili elektrodi in elektrodna trakova, IPG
trakova skupaj zavarili v plasticne mape ter jih do izvedbe druge dimenzije shranili na

-80 °C.

3.3.6.2 Druga dimenzija

V drugi dimenziji smo proteine ekstraktov loCevali v poliakrilamidnem locilnem gelu

glede na molekulsko maso proteinov.

Vlivanje gelov za SDS-PAGE

Med dve stekleni plos¢i, ki skupaj z ostalimi deli tvorita kalup, smo vlili 19 mL loc¢ilnega
gela (Preglednica 3), nato smo previdno dolili Se bidestilirano vodo do cca. 1 cm pod
zgornjim robom stekla. S tem smo preprecili dostop kisika do gela, ki bi motil
polimerizacijo, in zagotovili ravno povrSino gela. Gele smo pustili polimerizirati ¢ez noc,

pred nadaljnjo uporabo smo vodo odlili in gele dobro osusili.

UravnoteZenje IPG trakov

Trakove smo vzeli iz zamrzovalnika, jih prenesli v epruvete z 10 mL pufra za
uravnotezenje | in stresali 15 minut na stresalniku. Nato smo prenesli trakove v epruvete z
10 mL pufra za uravnotezenje II ter ponovno pustili na stresalniku 15 minut. Pred
prenosom trakov na gel smo jih popivnali na filter papirju ter po potrebi odrezali konce

trakov.
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Nanos markerja
Na majhen koscek filter papirja smo nanesli raztopino proteinov znanih molekulskih mas
za SDS-PAGE (10220 kDa). Ko smo prenasali trakove na gel, smo filter papir z

markerjem vstavili med stekleni plos¢i na levo stran gela.

Prenos traku na lo¢ilni gel

Na povrsino locilnega gela smo do vrha steklenih plos¢ nalili agarozno raztopino
(Preglednica 5), ki smo jo prej segreli na 100 °C. Nato smo trak spustili v rezo med stekli
in ga s pomocjo igle potisnili do lo¢ilnega gela. Strjena agaroza je tako fiksirala gel.

SDS - PAGE elektroforeza

Ko se je agaroza strdila, smo kalup namestili v posodi, kjer se nahajata elektrodi. Obe
posodi smo napolnili z 1x SDS elektroforetskim pufrom (Preglednica 7). Tako pripravljen
elektroforetski sistem smo povezali z usmernikom ter s povezavo na hladilni sistem
zagotovili konstantno temperaturo 20 °C. Potovanje proteinov v smeri anode je najprej
potekalo 15 minut pri konstantnem toku 20 mA/gel, nato pa pri konstantnem toku 40
mA/gel, dokler barvilo bromfenol modro ni doseglo spodnjega roba gela. Nato smo

elektroforezo ustavili, previdno odstranili vse dele in gele ustrezno oznacili.

3.3.7 Detekcija proteinov na gelu

Fiksacija
V kadi¢ki na stresalniku smo 2-krat po 30 minut fiksirali po dva gela skupaj v 300 mL
fiksacijske raztopine (Preglednica 8). Po vsaki fiksaciji smo raztopino odlili. S fiksacijo

smo preprecili difuzijo proteinov in sprali SDS.

Barvanje
Geloma v kadi¢ki smo prilili 300 mL barvila Sypro Ruby in ¢ez no¢ pustili na stresalniku.

Delali smo v temi, kadicke smo pred svetlobo dodatno zas¢itili z aluminjasto folijo.
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Razbarvanje
Gela smo previdno prenesli v novo kadicko in dodali 300 mL raztopine za razbarvanje

(Preglednica 9). Razbarvali smo dvakrat po 30 minut na stresalniku v temi.

Izpiranje

Po dva gela skupaj smo izpirali trikrat po 5 minut v bidestilirani vodi na stresalniku.

3.3.8 Slikanje gelov in ra¢unalni$ka obdelava slik

2-D gele smo slikali z uporabo dokumentacijskega sistema GBOX_HR (Syngene). Slike
gelov smo nato obdelali z raGunalniskim programom 2-D Dymension (Syngene). Med sabo
smo lahko primerjali ve¢ slik gelov. Kontrolni gel (vzorec, ki smo ga pripravili iz listov
zalivane rastline) smo postavili kot referen¢nega, s katerim smo primerjali ostale gele (vse
faze suSe). Za vsak vzorec sta bila v analizo vzeta 2 gela. S program smo dolo¢ili to¢no
lego 2-D elektroforetskih lis (jih obkrozil) in kvantitativno ovrednotil vsako liso na podlagi
normaliziranega volumna. Le-ta pomeni razmerje med volumnom ene lise glede na
celokupen volumen vseh lis na gelu. Sledilo je ujemanje in primerjava lis med geli. Vsa
ujemanja, poravnave lis na gelih smo preverili S¢ z rocnim pregledovanjem slik. V
programu se izriSe preglednica s Stevilkami lis, ki predstavljajo isto liso na vseh gelih in
njihovo razmerje normaliziranih volumnov glede na kontrolni gel (relativne vrednosti, R).
Kot diferencialno izrazene proteine smo upostevali le tiste, kjer je bilo razmerje R > 2 in
statisticno znacilno (p < 0,05). Statisticna znacilnost diferencialnega izrazanja je bila
preverjena s t-testom, saj smo v racunalnisko obdelavo vkljucili po 2 gela vsake bioloske

ponovitve.

3.3.9 Identifikacija proteinov

Izbrane proteine smo izrezali iz gelov in jih poslali na analizo z masno spektrometrijo (LC-
MS/MS) z uporabo instrumenta ESI-TRAP (Institute of Medical Sciences, Aberdeen).

Analiza MS spektrov je bila obdelana s programom Mascot. Uporabljena je bila
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podatkovna zbirka NCBInr (NCBInr 20091128). Parametri iskanja so bili slede¢i: masna
toleranca peptidov =+ 1,5 Da, masna toleranca fragmentov + 0,5 Da. Oksidacija metionina

in karbamidometilacija sta bili upostevani kot mozni modifikaciji proteinov.
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4 REZULTATI

41  DOLOCANIJE VSEBNOSTI VODE (VV) IN RELATIVNE VSEBNOSTI VODE
(RVV) TER SPOSOBNOSTI REHIDRACIJE

Ustrezna priprava bioloskih vzorcev, v naSem primeru rastlinskega materiala, je bila eden
klju¢nih korakov h kon¢nim rezultatom proteomskih analiz. Ob pobiranju in shranjevanju
listov smo dolocili VV in RVV, kar je dopolnilo na$ vizualni opis stanja rastlin. Doloc¢ili
smo tudi VV zemlje, ki je kazal na dostopnost vode v zemlji. Pozorno smo spremljali
morfoloSke lastnosti kontrolnih rastlin ter rastlin, ki so bile pod su$nim stresom
(Preglednica 11). Opazili smo veliko razliko med afrisko vijolico in ramondo v njunem
odzivu na pomanjkanje vode. Pri afriSki vijolici so listi pri postopno daljSem obdobju brez
vode postajali vedno bolj ohlapni in tanj$i. Ta proces se je zacel Sele okoli dva tedna po
prenehanju zalivanja, na zacetku samo pri najstarejSih listih na robu rozete. S¢asoma so
zaceli veneti tudi sredinski in najmanjsi listi. Po ve¢ kot mesecu dni, ko so rastline
pocrpale ze skoraj vso razpolozljivo vodo iz zemlje, so imele rastline Se vedno nekaj
mladih, neovenelih, zelenih listkov. Po 64-ih dnevih suSe so se zaceli su$iti od roba rozete
proti sredini, dokler se niso popolnoma posusili in otrdeli. Razlicno dolgo pomanjkanje
vode je vplivalo na sposobnost rehidracije rastlin afriSke vijolice. Rehidrirali so se le listi,

ki niso bili posuseni.
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Slika 2: Vpliv trajanja izpostavljenosti pomanjkanju vode na afrisko vijolico. A in B: Kontrolni rastlini na
zadetku in koncu poskusa, ki sta bili redno zalivani; C in D: 1. faza suse (10 dni) in po rehidraciji; E in F: 2.
faza suse (20 dni) in po rehidraciji; G in H: 3. faza suse (35 dni) in po rehidraciji; 1 in J: 4. faza suse (64 dni)
in po rehidraciji; K: 5. faza suse (3 meseci)
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Preglednica 11: Vrednosti vode v listih (VV), relativne vseb. vode v listin (RVV) in vsebnosti vode v zemlji
(VVz), morfoloske lastnosti rastlin in njihova sposobnost rehidracije v povezavi z razliéno dolgimi fazami
suse pri afriski vijolici

Trajanje| VV RVV | VVz Morfoloske
Vzorec| suSe (%) (%) (%0) lastnosti/stanje rastlin Rehidracija rastlin
g SpK1 |/ 958 | 989 | 76,0 |Bunarast listinisouveli |,
= ali rjavi, rastline cvetijo.
[_|
é spK2 |/ 949 | 923 | 66,0 |Bunarast listinisouveli |,
ali rjavi, rastline cvetijo.
. .. Rehidrirali so se vsi listi.
Rast ni upocasnjena, - ;
. zunaniji listi rahlo venijo M n?l.(aj dneh faS“'”e v
SpS1 | 10dni 94,3 86,3 17,1 L " | rasti in cvetenju dosegle
cvetijo in imajo popke, kontrolo in ni vidne
vendar manj kot kontrola. ont o
razlike med njimi.
Rehidrirali so se tudi
Rast rahlo upocéasnjena, najbolj uveli zunanji listi
listi precej uveli, pecelj Se | rozete, posusil se je le
SpS2 | 20 dni 92,8 80,3 10,6 |vedno trd, cvetijoin tudi | eden. Po 14 dneh v rasti
Se imajo popke, vendar (premeru listov) Se ni
manj kot kontrola. enaka kontroli, ne cveti,
ima pa popke.
Listi so se skoraj
popolnoma rehidrirali,
peclji so trdi. 2-3 listi na
rastlino ne kazejo znakov
Rast je zelo upocasnjena, | rehidracije in se susijo, 2-
” zunanji listi in peclji so 3 listi pa kazejo znake
' zelo uveli, ob robovih delne rehidracije (konica
2 | SpS3 | 35 dni 89,8 80,8 9,0 | uvihajo navzdol, prisotni | lista suha). Po enem
le 2 - 3 manjsi notranji tednu nastaja veliko
listki rozete, cvetov in mladih listkov. Tudi po
popkov ni. mesecu dni opazna
intenzivna rast, velikost
listov $e vedno zaostaja
za kontrolo. Ne cvetijo,
poganjajo prvi popki.
Rast je mocno
upocasnjena, prisotni le 2-
3 manjsi notranji listki
rozete, cca. 10 zunanjih Cetri dan rehidracije so
listov se je Ze posusilo, rehidrirani vsi listi razen
SpS4 | 64 dni 86,0 | 70,1 | 10,2 |srednji listi so se zaceli 7e prej suhih. Dodatno se
zelo tanjsati, slabijo od je posusil le cca. 1zunanji
kanice lista proti peclju, list na rastlino.
listi se uvihajo navzdol in
so zbledeli, cvetov in
popkov ni.
SpS5 | 3 meseci | 40,0 / / Vsi listi suhi in rjavi. Rastlina se ni rehidrirala.
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Pri ramondi so se listi zadeli susiti opazno hitreje. Ze po dveh dneh brez zalivanja so vsi
listi postali mehkejsi, potem pa so se, razen najstarejSih na robu rozete, zaceli zvijati
navznoter in oblikovati trd tulec. V primerjavi z afriSko vijolico se je torej ramonda zacela
susiti mnogo hitreje, Ze samo po petih dneh nezalivanja je izgledala kot popolnoma suha,
mrtva rastlina. Izjemna lastnost ramond pa je, da obdrzijo sposobnost rehidracije tudi po
dolgotrajni izsusSitvi (Drazi¢ in sod., 1999). Ker smo lahko susi izpostavili le eno rastlino
ramonde in smo ekstrakte njenih listov porabili Se za druge analize, nismo imeli moznosti
poskusiti rehidrirati cele rastline. En popolnoma suh list ramonde smo za 24 ur polozili v
petrijevko obloZzeno z ovlazeno papirnato brisa¢o. List se je razvil in bil popolnoma

podoben listom rastline, ki je bila redno zalivana.

Slika 3: Vpliv trajanja izpostavljenosti pomanjkanju vode na ramondo. A: kontrolna, redno zalivana rastlina;
B: 3 dni po prenehanju zalivanja; C: 19 dni po prenehanju zalivanja; D: suh list z rastline, prikazane v C; E:

list prikazan pod D po rehidraciji.
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Preglednica 12: Vrednosti vode v listih (VV) ter morfoloske lastnosti rastlin pri ramondi

\Vzorec Trajanje suSe

VV (%)

Morfoloske lastnosti/stanje rastlin

RsK (kontrola) /

75,9

Listi niso uveli, zviti ali rjavi, rastline
ne cvetijo.

RsS (susa) 19 dni

7,2

Listi popolnoma suhi, trdi na otip,
zviti v tulec s spodnjo, dlakavo stranjo
navzven, zgornja stran lista Se vedno
zelena.

4.2 VPLIV SUSE NA IZRAZANJE PROTEINOV IN PRIMERJAVA SPREMEMB

PROTEINSKIH PROFILOV

Vzorce afriSke vijolice smo analizirali z 2-D elektroforezo. Proteinske profile vzorcev

rastlin, ki so bile izpostavljene susi, smo primerjali s kontrolnim vzorcem s pomocjo

uporabe racunalniskega programa 2-D Dymension.
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Slika 4: Prikaza reprezentativnih 2-DE gelov kontrole in posameznih faz suse pri afriski vijolici. A: primer
2-DE gela - kontrolna rastlina; B: Primer 2-DE gela — 1. faza suse (10 dni); C: Primer 2-DE gela — 2. faza
suSe (20 dni); D: Primer 2-DE gela — 3. faza suse (35 dni); E: Primer 2-DE gela — 4. faza suse (64 dni);
F: Primer 2-DE gela — 5. faza su$e (3 meseci)
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Slika 5: Vpliv trajanja suse na izraZanje proteinov v afriski vijolici — primer 2-D elektroforetskih lis. RDECE
puscice - primer induciranega gena (3t. 2-DE lise: 1). ZELENE pus¢ice — primer represiranega gena (5t.
2-DE lise: 12).

Pri afriSki vijolici smo s kontrolnim vzorcem primerjali Stiri faze suSe, peto fazo pa smo
pregledali le ro¢no, saj zaradi velikih razlik v proteinskem profilu racunalniska primerjava
ni bila mogoca. V primerjavi s kontrolo smo Ze v prvi fazi suSe opazili odziv afrisSke
vijolice na pomanjkanje vode, saj se vidijo dolo€ene razlike v proteinskih profilih (Slika 4,
A in B). Ta razlika v zacetnih fazah susSe ni tako velika, kljub temu pa smo opazili, da se
izrazanje nekaterih proteinov zviSuje s stopnjevanjem suSe ter v zadnji, peti fazi izginejo,
nekateri pa tudi Se ostanejo (Slika 4, F). Nekaj proteinov se mocno inducirajo Sele v
zadnjih fazah suSe. Med z 2-D elektroforezo na gelu lo¢enimi proteini opazimo tudi taksne,
pri katerih pride do njihove povisane sinteze le v prvi fazi suSe, kasneje pa pride do
represije. Vendarle pa smo pri afriski vijolici skozi stopnjujoce faze suSe opazili trend
sploSne represije izrazanja proteinov v primerjavi s kontrolo (Slika 5). Slednja je najbolj
vidna v peti fazi suSe. Znizano izrazanje skozi faze suse na slikah ni zelo izrazito, saj se
afriSka vijolica bori proti susi vse do pete faze suse, ko pride do popolnega kolapsa in
rastline propade. Na gelih z nanesenimi proteini iz ekstraktov listov rastlin v peti fazi suse
je opaznih le majhno Stevilo 2-D elektroforetskih lis, ki predstavljajo tiste proteine, Ki
nerazgrajeni ostanejo tudi v peti fazi suSe, v popolnoma suhih listih. Med vsemi
omenjenimi proteini pa so seveda tudi taks$ni, pri katerih nismo opazili diferencialnega
izrazanja zaradi suSnega stresa. Razlike v izrazanju skozi faze suSe smo potrdili s

kvantitativnim ovrednotenjem lis na gelu s programom 2-D Dymension.
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Slika 6: Primer obdelave 2-D elektroforetske lise (obkrozena z rdeco barvo) v programu 2-D Dymension. 3D

vrhovi prikazujejo indukcijo sinteze proteina od kontrolne preko Stirih faz suse.

Na podlagi podatkov, pridobljenih z uporabo omenjenega programa, in $¢ z naknadnim
rocnim pregledovanjem smo dobili seznam diferencialno izraZzenih proteinov skozi
stopnjujoce faze suSe (Preglednica 13). Poseben poudarek smo dali na proteine z izrazito
indukcijo oz. represijo v Cetrti fazi suSe, za katere smo predvidevali, da bi lahko
pripomogli k tako dolgemu vztrajanju afriSke vijolice v pomanjkanju vode. Proteini, za
katere bi sicer po vizualnem pregledu gelov lahko tudi rekli, da izstopajo oz. je pri njih
opazna sprememba Vv velikosti lis na gelu, pa jih na omenjen seznam nismo uvrstili, niso
zadostili zahtevam statistike 0z. niso bili statisticno znacilni. V peti fazi suSe smo pri
ro¢nem pregledu opazili protein (Slika 9, $t. lise 16), ki ga glede na polozaj lise ni na gelih

vzorcev ostalih faz suSe.
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Preglednica 13: Prikaz izrazanja proteinov pri vzorcih afriSke vijolice v 4. fazi suse (64 dni)

Indukcija sinteze

Represija sinteze

St. 2-D lise . - - -
R p R p

1 2,145 0,01 / /
2 2,096 0,025 / /
3 5,471 0,01 / /
4 2,763 0,007 / /
5 / / -2,229 0,018
6 / / -2,327 0,001
7 / / -4,186 0,004
8 / / -2,901 0,001
9 / / -2,231 0,005
10 / / -3,495 0,001
11 / / -6,381 0,020
12 / / -3,627 0,001
13 / / -3,486 0,002
14 / / -3,844 0,004
15 / / -6,979 0,010

R — razmerje vrednosti normaliziranih volumnov, izraunano s programom 2-D Dymension.

® t-test je bil izveden za preveritev statisti¢ne zna&ilnosti diferencialnega izrazanja.

Slike 7, 8 in 9 prikazujejo reprezentativne gele kontrole, 4. in 5. faze suse pri afrisSki

vijolici.

Slika 7: Prikaz izraZanja proteinov pri kontrolnem vzorcu afriske vijolice (inducirani proteini so oznaceni z
rdecimi pus€icami, represirani proteini pa z zelenimi pus¢icami).
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Slika 8: Prikaz izraZanja proteinov pri vzorcu 4. faze suse (64 dni) afriske vijolice (inducirani proteini so
oznaceni z rde¢imi pus€icami, represirani proteini pa z zelenimi puscicami).

Slika 9: Prikaz izraZanja proteinov pri vzorcu 5. faze suse (3 meseci) afriske vijolice.

Pri ramondi smo s kontrolnim vzorcem primerjali le eno fazo suse. Po morfologiji bi se

le-ta lahko primerjala s 5. fazo suse pri afriski vijolici, le da slednja za razliko od ramonde
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ni sposobna rehidracije. Opazili smo visoko stopnjo de novo sinteze proteinov (St. lis 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 in 22) ter represijo sinteze proteinov (St. lis
1, 2,3,4,5 in 6). Zanimali so nas predvsem v su$i na novo sintetizirani proteini, ki bi
lahko bili klju¢nega pomena za sposobnost rehidracije ramond tudi po daljSem suSnem
obdobju. Proteine, ki so na gelu oznaceni pod st. lis 20, 21 in 22, smo dodali med novo
sintetizirane proteine v susi po ro¢nem pregledu slik gelov. Zaradi omejitev racunalniskega
programa smo namreC robni del slik gelov izlo€ili iz obdelave in so bili posledi¢no ti

proteini izvzeti iz racunalniSke analize.

Sliki 10 in 11 prikazujeta reprezentativna gela kontrole in suSe pri ramondi.

Slika 10: Prikaz izraZanja proteinov pri kontrolnih vzorcih ramonde (represirani proteini so oznaceni z

zelenimi puséicami).
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Slika 11: Prikaz izraZanja proteinov pri vzorcih ramonde v susi (represirani proteini so oznaceni z zelenimi
pus¢icami; na novo sintetizirani proteini z modrimi; potencilano zanimivi proteini, ki pa niso bili vklju¢eni v

racunalnisko obdelavo, so oznaceni s érnimi puscicami)

Preglednica 14: Prikaz izrazanja proteinov pri vzorcih ramonde v sus$i (19 dni)

St 2-D lise ~ Represija sinteze 5
1 -3,483 0,024
2 -4,082 0,036
3 -2,859 0,004
4 -3,972 0,014
5 -3,215 0,029
6 -3,178 0,001

# R — razmerje vrednosti normaliziranih volumnov, izradunano s programom 2-D Dymension.
® t-test je bil izveden za preveritev statisti¢ne znacilnosti diferencialnega izrazanja.

Zaradi prevelike razli¢nosti proteinskih profilov afriSke vijolice in ramonde med seboj

nismo primerjali.
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4.3 IDENTIFIKACIA IZBRANIH PROTEINOV Z MASNO SPEKTROMETRIJO

Na identifikacijo masno spektrometrijo smo poslali deset (afriska vijolica — $t. lis 1, 4, 3,
16; ramonda — st. lis 13, 14, 17, 19, 20, 21) 2-D lis. Za identifikacijo proteinov v
omenjenih lisah smo se odlocili na podlagi predvidevanja, da imajo vlogo v fizioloSkem
odzivu na suSo. Pri afriski vijolici so nas zanimali proteini, ki so skozi §tiri faze suSe
inducirali in verjetno pripomogli, k vztrajanju rastlin v sus$i, v peti fazi, pa jih na gelih
nismo vec¢ opazili. Zanimali so nas tudi proteini, ki so se mo¢neje inducirali Sele v zadnjih
fazah suse in ostali vidni tudi v peti fazi suse. Pri ramondi smo se omejili predvsem na
identifikacijo nekaterih de novo sintetiziranih proteinov. Zanje smo namre¢ predvidevali,
da bi lahko imeli pomembno vlogo pri oZivitvi ramond iz na videz mrtvega stanja, ko bi
bile v okolju zopet ugodne Zivljenjske razmere. Ker genom afriSke vijolice in ramonde ni
poznan, posledi¢no tudi ni poznana proteinska mapa. Iz tega razloga je bilo potrebno v
postopku identifikacije iskati homologijo z Ze znanimi proteini rastlin, ki Ze imajo narejeno
proteinsko mapo, posledi¢no so bili rezultati identifikacije omejeni. Od desetih proteinov,

ki smo jih poslali v analizo, smo uspesno identificirali 3 proteine (Preglednica 15).

Preglednica 15: Seznam identificiranih proteinov v listih afriske vijolice in ramonde

Stevilka [R® p° Ime Pristopna SC (%)° Sestevek®
2-D lise proteina Stevilka®
AFRISKA VIJOLICA
1 2,145 0,01 Pektin gil1321997 |14 287
metilesteraza
4 2,763 0,007 Beta podenota | 14504933 |5 57
proteasoma
RAMONDA
20 / / Rubisco, velika | io597910 |29 700
podenota

® R — razmerje vrednosti normaliziranih volumnov, izradunano s programom 2-D Dymension.
® t-test je bil izveden za preveritev statisti¢ne zna&ilnosti diferencialnega izrazanja.

¢ Pristopna $tevilka v NCBI podatkovni bazi.

¢ Odstotek v pokritosti aminokislinske sekvence ujemanih peptidov v identificiranem proteinu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V naravi skorajda ni rastlinske vrste, ki ne bi bila tekom Zivljenjskega cikla izpostavljena
pomanjkanju vode. Z evolucijo so rastline razvile razli¢ne mehanizme odziva na suSo, ki
so tako raznoliki, kot so rastline, ki se srecujejo s takimi razmerami. Mnoge kulturne
rastline so v Casu selekcije na vecji pridelek izgubile lastnosti, ki omogocajo prezivetje v
skrajnih razmerah. Nekatere rastline, ki pa so v naravi redke, jih Se vedno imajo in so
zaradi svoje posebne strategije za prezivetje v suSnih obdobjih izredno zanimive za

preucevanje (Hieng in Kidri¢, 2001).

AfriSka vijolica in ramonda imata, kljub temu, da spadata v isto druzino rastlin, popolnoma
razliCen odziv na su$ni stres. Prva pomanjkanje vode dlje Casa tolerira, se proti njej bori,
kar se je pokazalo tudi pri naSem raziskovalnem delu. Celotna rastlina se je posusila Sele
po priblizno treh mesecih brez vode. Listi so veneli in se ob stopnjevanju trajanja suse tudi
posusili postopoma od zunanjih do tistih v sredini rozete. Izjemna je sposobnost rehidracije
listov vijolic, saj so se Se zelo uveli, na otip mehki in tanki listi, po zalitju rastline z vodo,
sposobni dokaj hitro povrniti v »normalno« stanje. Afriska vijolica torej v susi precej dolgo
vztraja, vendar Ce le-ta traja predolgo, na koncu zaradi strukturnih in funkcionalnih

ireverzibilnih sprememb celic ni veC sposobna rehidracije ter propade.

Ozivitve sposobne rastline, med katere spada tudi ramonda, so Ze po svojem imenu sodec,
zmozne preziveti dolgotrajno popolno dehidracijo celiéne protoplazme brez trajnih
poskodb. Odziv ramond na su$o je na videz sicer podoben kot pri rastlinah, ki ne tolerirajo
pomanjkanja vode in v takih pogojih hitro propadejo. Pri ramondi, ki smo jo izpostavili
susi, so se, v nasprotju z afri§ko vijolico, Ze samo po nekaj dneh nezalivanja vsi listi, razen
Cisto zunanjih, zvili v trd, suh tulec. Zdelo se je, kot da je rastlina propadla. Njeno
sposobnost ponovne ozivitve smo potrdili z rehidracijo lista s te rastline. Le-ta je na
omocenem papirju v petrijevki v enem dnevu ozelenel in dajal videz lista s kontrolne,

redno zalivane rastline. Ramonde so zaradi svojih izjemnih lastnostih, ki so med vi§jimi
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rastlinami zelo redke, z leti upravi¢eno postale pomemben model v fizioloskih Studijah in
so veliko prispevale k dosedanjemu razumevanju mehanizmov tolerance na suso, ki pa Se

vedno niso v celoti pojasnjeni.

Susni stres pri rastlinah vodi do znatnih sprememb, tako v znizanju ali zviSanju ravni
izrazanja posameznih genov, kar se lahko posledicno odrazi pri sintezi proteinov
(Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki, 1999). Pri preuéevanju odzivov rastlin na suso in
iskanju klju¢nih proteinov na tem podrocju, so nam v veliko pomo¢ analize proteinskih
profilov. V okviru moje diplomske naloge smo skusali s pomoc¢jo 2-DE najti proteine s
spremenjenim izraZzanjem, za katere smo predvidevali, da so vkljuceni v odziv rastline na
suSo. Na podlagi razlicnega fizioloskega odziva ramode in afriSke vijolice na suSo, smo
predpostavili, da pride pri afriSki vijolici do sploSnega zniZanja izraZanja proteinov, pri
ramondi pa do poveCanega izrazanja veéjega Stevila proteinov 0z. do morebitne sinteze

novih proteinov.

Da so bili rezultati proteomskih analiz relevantni, smo dali velik poudarek na ustrezno
pripravo bioloskih vzorcev. Ker smo preucevali odziv rastlin na suSo, smo poskusali v
najvecji meri izkljuciti morebitne ostale stresne dejavnike, zato smo rastline gojili v rastni
komori s kontroliranimi pogoji. Ob pobiranju in shranjevanju listov smo doloc¢ili vsebnost
vode (VV) in relativno vsebnost vode (RVV), ki sta dopolnili nas vizualni opis stanja
rastlin (Preglednica 11 in Preglednica 12). Zanimivo je dejstvo, da vrednost VV pri afriski
vijolici iz zacetnih skoraj 96 % pri kontroli in 86 % Se v Cetrti fazi suSe, pade v popolnoma
suhih listih na 40 %, medtem ko pri ramondi pade iz 76 % pri kontroli, na 7 % pri suhi
rastlini. Slednja VV je izredno nizka, toda ramonda je sposobna preZiveti tudi tako hudo
izsuSitev vegetativnih tkiv. Poleg kontrolnih rastlin, ki smo jih redno zalivali, smo afriske
vijolice izpostavili petim razli¢no dolgim fazam suse (Preglednica 10). Le-te so se odrazale
tudi na morfologiji rastlin, ki se je med fazami precej razlikovala (Slika 2), do vidnih razlik
v nacinu odziva na su$o pa je prislo tudi med obema rastlinskima vrstama. Pri preucevanju
odziva ramonde na su$o smo bili omejeni z zelo majhnim Stevilom rastlin, saj gre namre¢
za zasCiteno endemicno rastlinsko vrsto. Zato smo poleg kontrole pridobili le vzorec
popolnoma suhe ramonde, ki bi se po morfoloskih lastnostih lahko Se najbolj primerjala s

peto fazo suse pri afriSki vijolici. Razlike med obema rastlinskima vrstama so v Casu, ki ga
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rastlina rabi, da se popolnoma posusi, v izgledu posusenih listov, najvecja pa se pokaze
med rehidracijo, ko popolnoma suhi rastlini ponovno zalijemo — afriska vijolica ne kaze
znakov Zzivljenja, ravno nasprotno pa pri ramondi opazimo hitro ozelenitev suhih listov

(Drazi¢ in sod., 1999).

V ¢em se torej fizioloski odziv ramonde razlikuje od fizioloskega odziva afriske vijolice, ki
po priblizno treh mesecih boja vendarle podleze posledicam suSe? Kot smo Ze omenili,
smo odgovor iskali s pomocjo proteomskih analiz. 1zvedli smo 2-DE proteinov ekstraktov
listov v obmo¢ju molekulske mase 10 — 220 kDa in pH obmoc¢ju 3 — 10. Proteinske profile
kontrolnih vzorcev smo s pomocjo racunalniSkega programa primerjali s proteinskimi
profili vzorcev rastlin izpostavljenih susi. S slik gelov ekstraktov afriSkih vijolic in ramond
je razvidno, da so rezultati potrdili naSo hipotezo. Razlike v odzivu obeh rastlinskih vrst na
suSo namre¢ niso bile vidne samo pri njunem fizioloSkem odzivu, temve¢ tudi na ravni
proteoma. Tu je bila po pri€akovanjih najvecja razlika med njima v stanju popolnoma

suhih rastlin.

Pri afriski vijolici se skozi stopnjujoce faze suSe kaze trend represije izrazanja vecine
proteinov v primerjavi s kontrolo. To na slikah gelov od prve do Cetrte faze suSe ni tako
zelo izrazito, vendar nam je to potrdila analiza z racunalniSkim programom 2-D
Dymension. Najvecjo razliko v proteinskem profilu smo zaznali med 4. fazo suse, ko se je
rastlina Se lahko rehidrirala (Slika 4E), in 5. fazo suse, ko je bila rastlina popolnoma suha
in ni ve¢ ozelenela (Slika 4F). Pri slednjem smo opazili zelo malo 2-D elektroforetskih lis
(v nadaljevanju lis), kar kaze na popoln kolaps v celicah. Na gelih je bilo le Se nekaj
proteinov, kar je najverjetneje posledica represija sinteze in tudi razgradnje proteinov. Med
njimi je le nekaj izjem, pri katerih smo v 4. fazi susSe opazili poviSano izrazanje (lise §t. 1,
2, 3in 4), v 5. fazi pa tudi pri njih opazimo represijo sinteze ali celo odsotnost. Afriska
vijolica se ocitno med relativno dolgim vztrajanjem v suSi posluzuje Stevilnih
mehanizmov, ki s€¢asoma postanejo manj ucinkoviti. To nam potrjujeta tudi identifikaciji
dveh proteinov, pri katerih smo skozi prve stiri faze suse opazili povecano izrazanje.
Protein pod liso stevilka 4, je bil identificiran kot beta podenota proteasoma. Gre za velik
proteinski kompleks v citosolu celic, ki skrbi za razgradnjo poskodovanih in predhodno z

ubikvitinom oznacenih proteinov. Skozi faze suSe opazna poviSana sinteza omenjene
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podenote proteasoma, bi lahko bila pokazatelj, da je v celicah veliko poSkodovanih

proteinov in da se ucinkovitost ostalih obrambnih/popravljalnih mehanizmov zmanjsuje.

Identifikacija lise pod st. 1 kaze, da gre za encim pektin metilesterazo (PE). Predvidevamo,
da je njegovo povecano izrazanje v su$i izpostavljenih listih afriSkih vijolic lahko na
fizioloski ravni povezano z opaznim tanjSanjem listov. PE namre¢ razgrajuje pektine,
kompleksne oligosaharide, ki so prisotni v vseh celi¢nih stenah rastlin (Micheli, 2001).

PoviSana sinteza tega proteina v kon¢nih fazah suSe bi lahko pripomogla k propadu listov.

O sposobnosti rastlin, ki med suSo zapadejo v anabiozo, prenesejo skoraj popolno izsusitev
vegetativnih tkiv, med rehidracijo hitro »ozivijo« ter o zaS€itnth in popravljalnih
mehanizmih, ki so vkljuceni v to, smo veliko pisali ze v Pregledu objav. Z naSim delom,
opisanim v moji diplomski nalogi, smo deloma dopolnili znanje o izjemni lastnostih
ramonde na podroc¢ju proteomike. Proteinski profil ekstraktov suhih listov ramonde (Slika
11) se je namreC popolnoma razlikoval od proteinskega profila suhe afriske vijolice (Slika
4F). Medtem, ko je pri slednji represija sinteze vecine proteinov zelo izrazita, je slika pri
ramondi popolnoma obratna. Pri primerjavi proteinskih profilov ramonde z racunalniSkim
programom smo opazili de novo sintezo velikega Stevila proteinov (8t. lis 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 in 19, 20, 21, 22), pri nekaj proteinih je prislo do zniZzanega
izrazanja (St. lis 1, 2, 3, 4, 5 in 6). Proteine, ki so na gelu oznaceni pod st. lis 20, 21 in 22,
smo dodali med novo sintetizirane proteine v susi po naknadnem ro¢nem pregledu slik
gelov. 1z omenjenih rezultatov lahko sklepamo, da ramondina zmoznost preziveti popolno
dehidracijo zagotovo izhaja tudi iz dejstva, da je zmozZna med tako izrednimi suSnimi
razmerami obdrzati vecino proteinov oz. celo sintetizirati nove, ki sodelujejo v njenem

specificnem odzivu.

Identifikacija lise pod st. 20 na sliki gela vzorca ramonde v sus$i kaze, da gre za veliko
podenoto proteina ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza (Rubisco). To je encim Calvinovega
cikla, ki je se nahaja v kloroplastih in katalizira prvi korak fiksacije ogljika — proces
vkljucevanja atmosferskega CO- v ogljikove hidrate. Predhodne raziskave (Degl’Innocenti,
2008) ramond so deloma osvetlile tudi to podro¢je. Porocajo, da je asimilacija CO, med

susnim stresom omejena, saj se listne reze zaprejo. Med dehidracijo se pomembno zniza
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tudi specifi¢na aktivnost Rubisca, ki pa med rehidracijo zelo naraste, s€asoma pa pade na
kontrolno raven. Aktivnost Rubisca se torej spreminja tekom dehidracije-rehidracije in ni v
direktni povezavi z njegovo vsebnostjo. To bi lahko sklepali tudi na podlagi nasih
rezultatov. Omenjeni protein smo sicer na gelu sami oznacili kot novega, saj robni del slik
gelov nismo mogli vkljuciti v racunalniSko obdelavo. Glede na znane informacije o
Rubiscu, o€itno ne gre za sintezo novega proteina kot odziv ramonde na suso, kljub vsemu
pa smo pokazali, da se vsaj njegova vsebnost v celicah takrat mo¢no povisa. Ker je znano,
da ima ta rastlina sposobnost takojSnje ponovne oZivitve in s tem ozelenitve, si povecano
vsebnost Rubisca razlagamo kot pripravo rastline na morebitno rehidracijo, kjer takoj$nja
fiksacija CO, pripomore k ozivitvi. Poleg tega je znano tudi, da ramonda v listih med
izsusitvijo obdrzi tudi do 80 % klorofila, kar Se dodatno pripomore, k ¢imprej$nji ponovni

vzpostavitvi fotosinteze (Drazi¢ in sod., 1999).

Zaradi finanéno zahtevnih raziskav smo bili pri identifikaciji omejeni na deset 2-D
elektroforetskih lis. Ker genom afriske vijolice in ramonde ni poznan, posledi¢no tudi ni
poznana proteinska mapa. Zato je bilo potrebno v postopku identifikacije iskati homologijo
z 7e znanimi proteini rastlin, ki Ze imajo narejeno proteinsko mapo. Kot rezultat lahko le za
tri od desetih v analizo poslanih proteinov predvidevamo njihovo identiteto — pri afriski
vijolici sta to proteina pektinmetilesteraza in beta podenota proteasoma, pri ramondi pa
encim Rubisco. Za preostale, ki imajo verjetno vlogo v odzivu rastlin na su$ni stres, pa bi
bila potrebna Se nadaljnja analiza pridobljenih sekvenc z bioinformatskimi orodji, kar bi

lahko vodilo do potrditve njihove identitete.
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5.2 SKLEPI

Nacin gojenja rastlin, izpostavitev su$nemu stresu in nacin vzorcenja so bili
izvedeni optimalno, kar je vodilo k minimalnim razlikam med proteinskimi profili

bioloskih ponovitev rastlin.

Vpliv suse se je odrazil na fizioloSkih lastnostih obeh vzorcnih rastlin, ki so se med
fazami suSe razlikovale. AfriSka vijolica se je proti pomanjkanju vode dlje Casa
borila, vendar se je na koncu posuSila. Pri ramondi smo opazili popolnoma
drugacen odziv na su$o, saj je bil ¢as do suhe faze izrazito krajsi, listi pa so se v
nasprotju z afriSko vijolico zvili v tulec. V popolnoma suhem stanju sta obe rastlini
izgledali kot propadli rastlini. AfriSka vijolica v takem stanju ni bila zmozna
ponovne ozivitve, z rehidracijo lista ramonde pa smo dokazali, da je bila ramonda

tudi po izsusSitvi svojih tkiv sposobna ponovne ozivitve.

V zadnji fazi suSe, ko sta bili torej obe vzor¢ni rastlinski vrsti suhi, so se velike

razlike pokazale pri njunih vsebnostih vode in relativnih vsebnostih vode.

V fazi popolne izsuSitve smo opazili znatne razlike v spremembi proteinskih
profilov obeh rastlin. Pri afriSki vijolici je tekom faz suSe prislo do zniZanja
izrazanja ve€ine proteinov v primerjavi z zalivanimi kontrolnimi rastlinami. Pri
ramondi pa je suSa povzroila de novo sintezo vejega Stevila proteinov v

primerjavi s kontrolno rastlino.

Identificirati smo uspeli 3 od 10 proteinov poslanih na identifikacijo, saj gre
verjetno za zelo specifi¢ne proteine. Posledicno nismo nasli homologije z do sedaj
znanimi proteini v rastlinah. Za preostale, ki imajo vlogo v odzivu rastlin na susni
stres, pa bi bila potrebna Se nadaljnja analiza pridobljenih sekvenc z

bioinformatskimi orodiji.
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6 POVZETEK

Vecina rastlin je tekom svojega zivljenjskega obdobja izpostavljena razlicnim vplivom
okolja. Da lahko prezivijo, so tekom evolucije razvile obrambne mehanizme, ki so tako
razlicni, kot so rastline, ki se soocajo z njimi. Pomanjkanje vode predstavlja enega
najpogostejsih in najSkodljivejSih abiotskih stresov za rastline, saj je voda klju¢nega

pomena za rast in razvoj rastlin.

Vse rastline se vecji ali manjSi meri odzovejo na pomanjkanje vode, vendar v hudi susi
vztrajajo in preZivijo le nekatere rastlinske vrste. Do razlik v toleranci na suSo prihaja celo
med rastlinskimi vrstami znotraj iste druzine rastlin. Primer iz druZine gesnerjevk sta
afriSka vijolica (Saintpaulia ionantha H. Wendl.) ter ramonda (Ramonda serbica Panc.), ki
sta bili predmet naSe raziskave v okviru te diplomske naloge. AfriSka vijolica je
homoiohidri¢na rastlina in ima sposobnost uravnavanja vsebnosti vode v svojih
vegetativnih tkivih, ramonda pa te sposobnosti nima, zato jo uvrs¢amo med poikilohidrice

rastline. Po svojem odzivu na susni stres se povsem razlikujeta.

V diplomskem delu smo preucevali, kako suSni stres vpliva na proteom teh dveh
rastlinskih vrst. Velik poudarek smo dali na ustrezno pripravo biloSkih vzorcev. Afriske
vijolice smo preucili v petih razli¢no dolgih fazah suse (1. faza — 10 dni, 2. faza — 20 dni, 3.
faza — 35 dni, 4. faza — 64 dni, 5. faza — 3 meseci), ramondo pa zaradi omejenega dostopa
rastlin le v eni fazi suSe (19 dni). Kontrolo so pri obeh rastlinskih vrstah predstavljale
redno zalivane rastline. Na§ vizuelni opis stanja rastlin smo dopolnili z dolocitvijo

vsebnosti vode in relativne vsebnosti vode v listih.

Afriska vijolica je v pomanjkanju vode vztrajala skoraj tri mesece, na koncu se je posusila
in propadla. Pri ramondi je bil ¢as do suhe faze izrazito krajsi. V stanju popolne izsusitve
vegetativnih tkiv sta obe izgledali kot propadli rastlini. Afriska vijolica v takem stanju ni
bila zmoZna ponovne ozelenitve, z rehidracijo lista ramonde pa smo dokazali, da bi bila

ramonda tudi po izsuSitvi svojih tkiv sposobna ponovne oZivitve.
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Proteine celi¢nih ekstraktov listov rastlin, vzorenih v vseh fazah suSe, smo analizirali z
2-D elektroforezo v obmoc¢ju 10 — 220 kDa in obmo¢ju pH = 3 - 10. Proteinske profile
kontrolnih in susi izpostavljenih vzorcev smo primerjali med sabo z uporabo
racunalniskega programa 2-D Dymension. Razlike v 2-D elektroforetskih lisah so bile
ugotovljene s statisticno analizo (t-test). Rezultati analiz kazejo, da obstajajo pomembne

razlike v odzivu omenjenih rastlinskih vrst na susni stres na ravni proteoma.

Pri afriSki vijolici se je stopnjevanje suSe kazalo na sploSnem zniZevanju izraZanja
proteinov v primerjavi z zalivanimi kontrolnimi rastlinami. Pri ramondi je suSa povzrocila
de novo sintezo veéjega Stevila proteinov v primerjavi s kontrolno rastlino. Najvecje
razlike v spremembah proteinskih profilov obeh rastlin smo opazili v fazi popolne
izsusitve. Sposobnost ramond, da lahko prezivijo popolno dehidracijo torej zagotovo izhaja
tudi iz dejstva, da je zmoZna med tako izrednimi suSnimi razmerami, v nasprotju z afriSko
vijolico, obdrzati ve¢ino proteinov nerazgrajenih 0z. celo sintetizirati nove, ki sodelujejo v

njenem specificnem odzivu.

Z namenom identificirati vsaj nekatere proteine v 2-D elektroforetskih lisah, ki afriski
vijolici omogocajo dolgo vztajanje v susi ter tiste, ki ramondi omogocijo ponovno ozivitev,
smo potenciano zanimive proteine izrezali iz gelov in jih poslali na analizo z masno
spektrometrijo. Identificirati smo uspeli nekaj potencialno zanimivih proteinov (3 od 10
proteinov poslanih na identifikacijo), saj gre verjetno za zelo specificne proteine. Pri afriSki
vijolici smo identificirali beta podenoto proteasoma ter encim pektin metilesterazo (PE),

pri ramondi pa protein Rubisco.
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PRILOGE

Priloga A: Umeritvena krivulja za dolo¢anje koncentracije proteinov v celicnem
ekstraktu
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