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,»Narzedzia biotechnologiczne stuzace do otrzymywania odmian zbdz o zwigkszonej
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Wielkopolski”,  Poddziatanie  8.2.2  Programu  Operacyjnego  Kapital = Ludzki
wspotfinansowanego ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
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3C NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego z wykorzystaniem **C (ang.
carbon-13 nuclear magnetic resonance)

'H NMR - protonowa spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. hydrogen-1
nuclear magnetic resonance)

1-SST - sacharozo-sacharozo fruktozylotransferaza (ang. sucrose:sucrose
fructosyltransferase)

50Pase — 5-oksoprolinaza (ang. 5-oxoprolinase)

6-SFT — sacharozo-fruktano 6-fruktozylotransferaza (ang. sucrose:fructan 6-
fructosyltransferase)

ABA — kwas abscysynowy (ang. abscisic acid)

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

ABRE - element odpowiedzi na kwas abscysynowy (ang. ABA-responsive element)
ADP — adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine diphosphate)

AFLP — polimorfizm dlugosci amplifikowanych fragmentéw (ang. amplified fragment length
polymorphism)

ANOVA — analiza wariancji (ang. analysis of variance)

APCI — jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. atmospheric pressure
ionization)

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

ASCA — analiza wariancji z jednoczesng analiza sktadowych (ang. analysis of variance -
simultaneous component analysis)

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

BAC - transporter aminokwasow zasadowych (ang. basic amino acid transporter)

BBCH — skala rozwojowa zb6z (niem. Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und
Chemische Industrie)

BSTFA — N,O-bis(trimetylsililo)trifluoroacetamid (ang. N,O-bis-(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide)

CAM - kwasowy metabolizm wegla gruboszowatych (ang. crassulacean acid metabolism)
CE - elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis)

CE — element taczacy (ang. coupling element)

CE-MS - elektroforeza kapilarna sprze¢zona ze spektrometrig mas (ang. capillary
electrophoresis - mass spectrometry)

ChEBI - baza danych substancji chemicznych o znaczeniu biologicznym (ang. Chemical
Entities of Biological Interest)

CI —jonizacja chemiczna (ang. chemical ionization)

CoA — koenzym A (ang. coenzyme A)

DIMS — spektrometria mas z bezposrednim wprowadzeniem probki (ang. direct infusion
mass spectrometry)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

10
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ECNI — jonizacja chemiczna z wychwytem elektronow (ang. electron capture negative
ionization)

El — jonizacja elektronami (ang. electron ionization)

eQTL — loci cech ilosciowych zwigzane z ekspresjg gendw (ang. expression QTL)

ESI — jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. electrospray ionization)

FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FAO - Organizacja Narodéow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization of the United Nations)

FI — jonizacja polem (ang. field ionization)

FTICR — analizator cyklotronowego rezonansu jondéw z fourierowska transformacjg wynikoéw
(ang. Fourier transform ion cyclotron resonance)

FTIR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier transform
infrared spectroscopy)

GABA — kwas y-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

GC - chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

GCxGC — dwuwymiarowa chromatografia gazowa (ang. two-dimensional gas
chromatography)

GGC - y-glutamylocyklotransferaza (ang. y-glutamyl cyclotransferase)

GMD - metabolomiczna baza danych z Golm (ang. Golm Metabolome Database)

GolS - syntaza galaktinolu (ang. galactinol synthase)

GSA - semialdehyd glutaminowy (ang. glutamate-semialdehyde)

GUS — Gtéwny Urzad Statystyczny

GWD - dikinaza glukan-woda (ang. glucan:water dikinase)

HCA — hierarchiczna analiza klastréw (ang. hierarchical cluster analysis)

HCAA — amidy kwaséw hydroksycynamonowych (ang. N-hydroxycinnamic acid amide)
HMDB - baza danych metabolomu ludzkiego (ang. Human Metabolome Database)
HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

HSP — biatko szoku cieplnego (ang. heat shock protein)

IUNG — Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa

KBW - Klimatyczny Bilans Wodny

KEGG - encyklopedia gendow i genomow z Kioto (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes)

LC — chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography)

LEA — biatka pdznej embriogenezy (ang. late embryogenesis abundant proteins)
MALDI — desorpcja laserowa z udziatem matrycy (ang. matrix-assisted laser desorption
ionization)

MANOVA — wielowymiarowa analiza wariancji (ang. multivariate analysis of variance)
METLIN — baza danych metabolitow i tandemowej spektrometrii mas (ang. Metabolite and
Tandem MS Database)

MFA — analiza przeplywu metabolitéw (ang. metabolic flux analysis)

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

MRM — monitorowanie reakcji nastgpczych (ang. multiple reaction monitoring)

MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

11
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MS/MS — tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass spectrometry)

MSI — inicjatywa ds. standardow w metabolomice (ang. Metabolomics Standard Initiative)
MS" — tandemowa spektrometria mas n-tego rzedu (ang. multiple stage mass spectrometry)
MST — znaczniki widma masowego (ang. mass spectral tags)

MSTFA - N-metylo-N-trimetylsililo-trifiuoroacetamid (ang. N-methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide)

NAD - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide adenine dinucleotide)
NADP — fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NetCDF — format danych (ang. network common data form)

NIST — Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii (ang. National Institute of Standards
and Technology)

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

P5C — pirolino-5-karboksylan (ang. pyrroline-5-carboxylate)

P5CDH - dehydrogenaza pirolino-5-karboksylanu (ang. pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase)

P5CR — reduktaza pirolino-5-karboksylanu (ang. pyrroline-5-carboxylate reductase)

P5CS — syntetaza pirolino-5-karboksylanu (ang. pyrroline-5-carboxylate synthetase)

PCA — analiza glownych sktadowych (ang. principal component analysis)

PCO — analiza glownych wspotrzednych (ang. principal coordinates analysis)

PDH — dehydrogenaza prolinowa (ang. proline dehydrogenase)

PEAMT — N-metylotransferaza fosfoetanoloaminowa (ang. phosphoethanolamine N-
methyltransferase)

PLS — regresja metoda czastkowych najmniejszych kwadratow (ang. partial least square
regression)

PMN — sie¢ metaboliczna roslin (ang. Plant Metabolic Network)

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

PWD - dikinaza fosfoglukan-woda (ang. phosphoglucan, water dikinase)

QQQ — potrdjny analizator kwadrupolowy (ang. triple quadrupole)

QTL —loci cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci)

RAPD - losowa amplifikacja polimorficznego DNA (ang. randomly amplified polymorphic
DNA)

RFLP — polimorfizm dlugo$ci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments length
polymorphism)

RFO - oligosacharydy z rodziny rafinozy (ang. raffinose family oligosaccharides)

RFS — syntaza rafinozy (ang. raffinose synthase)

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

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RWC — wzgledna zawarto$¢ wody (ang. relative water content)

SDC - dekarboksylaza seryny (ang. serine decarboxylase)

SHSP — niskoczasteczkowe biatka szoku cieplnego (ang. small heat shock proteins)
SIMRs — odpowiedzi morfogenezy indukowane stresem (ang. stress-induced morphogenesis
responses)

12
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SMPD - baza danych szlakéw zwiazkoéw niskoczasteczkowych (ang. Small Molecule
Pathway Database)

SMSR — System Monitoringu Suszy Rolniczej

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
SPE - ekstrakcja do fazy statej (ang. solid-phase extraction)

SPME - mikroekstrakcja do fazy statej (ang. solid-phase microextraction)

ssp. — podgatunek (tac. subspecies)

TDC — dekarboksylaza tyrozyny (ang. tyrosine decarboxylase)

TIC — catkowity prad jonowy (ang. total ion current)

TMS — grupa trimetylosililowa (ang. trimethylsilyl)

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

TPP — fosfataza trehalozo-6-fosforanu (ang. phosphatase trehalose-6-phosphate)
TPS - syntaza trehalozo-6-fosforanu (ang. trehalose-6-phosphate synthase)

UPLC — ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang. ultra performance liquid
chromatography)

UV - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

00OAT — 6-aminotransferaza ornitynowa (ang. ornithine-delta-aminotransferase)
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1. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1 Metabolomika

Metabolomika jest dziedzing nauki zajmujacg si¢ jakosciowa i/lub ilosciowa analiza
metabolitow znajdujacych si¢ w organizmie, tkance, komorce, organellum, soku roslinnym
czy w przypadku zwierzat, ptynie ustrojowym. Wraz z pozostatymi ,,omikami” takimi jak
m.in. genomika, transkryptomika, proteomika i epigenomika, odgrywa istotng role
w badaniach dotyczacych biologii systemow. Celem za$ biologii systemow jest integracja
istniejagcej wiedzy na temat sktadnikow biologicznych organizmu, opracowanie na jej
podstawie catosciowego modelu organizmu z uwzglednieniem ztozonych oddzialywan
wystepujacych pomiedzy poszczegdlnymi elementami, a nastgpnie sformutowanie
uniwersalnych zasad wyjasniajacych budowe i funkcjonowanie zywego organizmu (Coruzzi
I in. 2009). Ciagly postep w zakresie nowych technik analitycznych jak i bioinformatycznych
daje nadziej¢ na rozwigzanie ztozonych probleméw badawczych i lepsze zrozumienie sieci

powigzan miedzy r6znymi poziomami molekularnymi.

1.1.1 Rys historyczny

Badania dotyczace zwiazkow niskoczagsteczkowych oraz ich przemian budzily
zainteresowanie ludzi od wiekow. Pierwsze z nich miaty charakter medyczny, a ich celem
bylo znalezienie zwigzku pomiedzy sktadem ptynow ustrojowych a wystgpowaniem chorob.
W czasach starozytnych indyjscy lekarze uzywali w diagnostyce cukrzycy mrowek jako
biologicznych wskaznikow wysokiej zawartosci glukozy w moczu pacjentow (Zajac i in.
2010). Ponadto wiele wysoko rozwinigtych starozytnych cywilizacji Bliskiego Wschodu
(wtym m.in. Sumerowie, Babilonczycy, Asyryjczycy, Egipcjanie) oraz Chin i Indii
wykorzystywato naturalne wilasciwosci niektorych roslin do produkcji lekéw stosowanych
w profilaktyce i terapii chorob. Wiedza z tego okresu przetrwala w medycynie staro-
indyjskiej (Ajurweda) i chinskiej, a takze zostata udokumentowana w opisach takich jak np.
papirus Ebersa (1500r. p.n.e.), bedacy dwudziestometrowym spisem ponad 850 lekow
pochodzenia roslinnego (Sumner 2000). Przez kolejne stulecia medycyna wykorzystywata
ro$liny w celach leczniczych, jednak nadal nie bylo wiadomo co jest zrodlem ich tak
specyficznych wilasciwosci. Dopiero rozwoj technik analitycznych w XX wieku umozliwit
stopniowe poznawanie metabolizmu roslin i zwierzat.

W 1903 roku rosyjski botanik i biochemik Michait Cwiet, asystent na Uniwersytecie

Warszawskim, przedstawit swoje badania nad rozdzielaniem barwnikow roslinnych.
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W trakcie przeprowadzania tych badan, Cwiet opracowal technike¢ rozdziatu sktadnikow
mieszanin, ktorg udoskonalal w kolejnych latach; ostatecznie stala si¢ ona znana jako
chromatografia (Ettre 2003). W tym samym czasie powstawaty pionierskie prace w dziedzinie
spektrometrii mas. W 1912 roku Joseph John Thomson skonstruowat pierwszy spektrometr
mas, a kolejne dekady przynosity coraz to nowe rozwigzania techniczne, w tym nowe sposoby
jonizacji i1 typy analizatoro6w, przyczyniajac si¢ do gwaltownego rozwoju dyscypliny
(de Hoffmann i Stroobant 2007).

W drugiej potowie XX wieku dzigki coraz wigkszej czulo$ci, rozdzielczosci
I wydajnosci przyrzadéw analitycznych, spektrometria mas w potaczeniu z technikami
chromatograficznymi zaczeta odgrywac¢ znaczaca role w rozwoju metabolomiki. Pierwsze
proby analizy jakos$ciowej i iloSciowej metabolitow przypadty na lata 60. i 70. W 1966 roku
Dalgliesh ze wspotpracownikami przeprowadzili badania nad szeroka grupa zwigzkow
wchodzacych w sktad moczu ludzi i szczuréw, wykorzystujac do tego celu chromatografie
gazowa (Dalgliesh i in. 1966). W tym samym roku Tanaka i wspotpracownicy opisali nowa,
genetycznie uwarunkowang chorobe zwigzang z zaburzeniem metabolizmu leucyny -
acydemi¢ izowalerianowg. Dzigki wykorzystaniu chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas (GC-MS) badacze wykryli w surowicy i moczu chorych pacjentow
katabolit leucyny gromadzacy si¢ wskutek bloku metabolicznego — kwas izowalerianowy
(Tanaka i in. 1966). Na poczatku lat 70. ukazaly si¢ prace zespotu z Baylor College of
Medicine, dotyczace analiz steroidow, kwasow karboksylowych, weglowodanow, alkoholi
polihydroksylowych oraz lekow 1 ich metabolitow w moczu 1 krwi ludzi. Autorzy
zasugerowali, ze uzyskiwane w ten sposob profile metaboliczne moga by¢ uzyteczne
w badaniach nad rozwojem cztowieka, a takze chorobami oraz terapiami lekowymi (Horning
i Horning 1970, 1971a, 1971b, Devaux i in. 1971). W kolejnych latach zainteresowanie
problematyka profilowania metabolitow wzrastato, jednak nadal skoncentrowane bylo wokot
zastosowan medycznych. Dopiero w 1991 roku ukazata si¢ praca na temat analizy
jakosciowej 1 ilosciowej metabolitow ros§linnych dotyczaca siewek jeczmienia traktowanych
herbicydami. Autorzy stwierdzili, ze na podstawie uzyskanych charakterystycznych
metabolicznych wzoréw odpowiedzi mozliwe jest §ledzenie zmian zachodzacych pod
wplywem traktowania roslin herbicydami, a takze przeprowadzenie klasyfikacji zwigzkow na
te wywotujace znane i nieznane — nowe typy odpowiedzi fizjologicznych (Sauter i in. 1991).

Rosngce zainteresowanie badaniami metabolizmu roslin, zwierzat i ludzi wymusilo
ujednolicenie pojec 1 definicji zwigzanych z coraz to bardziej rozwijajacg si¢ dziedzing nauki.

W 1998 roku Stephen Oliver ze wspotpracownikami po raz pierwszy wprowadzili termin
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metabolom (analogicznie do poje¢ transkryptom 1 proteom) na opisanie zestawu
niskoczasteczkowych zwigzkéw wchodzacych w sktad zywych organizmow (Oliver i in.
1998). Nastepnie w 2002 roku Oliver Fiehn zasugerowat, ze dziedzina nauki skupiajgca si¢
na catoSciowej analizie (jakos$ciowej i ilo$ciowej) metabolitow badanego organizmu powinna
nosi¢ nazwe metabolomiki (Fiehn 2002). Dwa lata pdzniej, w 2004 roku zostala zalozona
mi¢dzynarodowa organizacja non profit Metabolomics Society
(www.metabolomicssociety.org), ktorej celem jest integrowanie naukowcoOw dziatajgcych
W podobnym obszarze tematycznym, umozliwienie im wspotpracy oraz publikowania swoich
osiggnie¢ w oficjalnym czasopi$mie towarzystwa oraz prezentowania wynikow badan na

corocznej konferencji.

1.1.2 Podejscia metodyczne stosowane w analizie metaboloméw

Badania metabolomoéw ze wzgledu na ich duzg zlozonos¢, zaréwno pod wzgledem
ilosci jak i roznorodnosci strukturalnej metabolitow, stawiajg ambitne zadanie chemii
analitycznej. Szacuje si¢, ze w krolestwie roslin wystepuje ponad 200 000 metabolitow, przy
czym dla pojedynczego gatunku ich liczba wynosi okoto kilku tysiecy (Weckwerth 2003,
Baker 2011). Poczatkowo celem badan metabolomicznych byto skatalogowanie wszystkich
metabolitow obecnych w danym organizmie, jednak szybko okazato si¢, ze zadanie to jest
niezwykle trudne. Obecnie zastosowanie nawet najbardziej zaawansowanych technik
analitycznych nie pozwala na kompleksowg analiz¢ metabolomu nawet najprostszego
organizmu. Stad tez z biegiem lat wypracowano kilka podejs¢ badawczych (Fiehn 2002,
Goodacre i in. 2004, Dunn i Ellis 2005, Nielsen i Oliver 2005, Hall 2006, Nielsen 2007,
Crown i Antoniewicz 2013), ktore maja za zadanie pomdéc W uzyskaniu odpowiedzi na
pytania 0 wplyw stanu w jakim znajduje si¢ organizm na sktad i poziom zawartosci
metabolitow oraz o sposob w jaki zwigzki niskoczasteczkowe oddziatuja na komorke. W celu
monitorowania zestawu niskoczgsteczkowych zwigzkow zawartych w komorce bez
konieczno$ci ich identyfikacji i analizy ilo$ciowej wykorzystuje si¢ metaboliczny odcisk
palca (ang. metabolic fingerprinting). Wszystkie etapy: od przygotowania probki, metody
ekstrakcji 1 rozdzialu, do stosowanej techniki analitycznej powinny by¢ w miar¢ mozliwosci
proste, szybkie i wysokoprzepustowe. Podejscie to czesto wykorzystywane jest jako wstepny
etap do profilowania metabolitow, poniewaz umozliwia wyszukiwanie znaczacych zmian,
przeprowadzenie szybkiej analizy réznicowej oraz klasyfikacji probek na podstawie ich
pochodzenia badz znaczenia biologicznego. Zwykle do tego celu stosuje si¢ magnetyczny

rezonans jadrowy (NMR), spektrometric mas z bezposrednim wprowadzeniem probki
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(DIMS), spektroskopie w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR) lub spektroskopig
Ramana; analiza chromatograficzna na ogo6t jest pomijana ze wzgledu na znaczace
wydtuzenie czasu badan. Poniewaz w obrgbie definicji metabolomu czgsto wyrdzniane sg
dwa pojecia: endo- | egzometabolomu, opisujace odpowiednio zestaw metabolitow wewnatrz-
I zewnatrzkomdrkowych, analogicznie, w przypadku analizy zwigzkéw wchodzacych w sktad
ptyndéw ustrojowych, badz wydzielanych do $rodowiska zewnetrznego (np. do podioza
hodowlanego) takie globalne podej$cie nosi nazwe¢ metabolicznego odcisku stopy (ang.
metabolic footprinting). Profilowanie metabolitow (ang. metabolite/metabolic profiling)
zawe¢za badania do wybranej klasy zwiazkéw, np. weglowodandw, aminokwasow, alkaloidow
lub zwigzkéw wchodzacych w sktad konkretnego szlaku metabolicznego. Analiza nie musi
by¢ iloSciowa, ale zazwyczaj jest przynajmniej potilosciowa. Przewaznie do tego celu
wykorzystuje si¢ techniki tgczone: chromatografi¢ cieczowa lub gazowa sprzgzong ze
spektrometria mas (LC-MS, LC-MS", GC-MS, GCxGC-MS), chromatografic cieczowa
sprz¢zong z magnetycznym rezonansem jadrowym (LC-NMR) oraz elektroforez¢ kapilarng
sprzezong ze spektrometrig mas (CE-MS). Analiza celowana (ang. metabolite target analysis,
targeted analysis) ogranicza badania do pojedynczych zwiazkoéw badz ich niewielkiej grupy,
np. substratow 1 produktow zaangazowanych w okres$long reakcja enzymatyczng. Podejscie
tego rodzaju dostarcza szczegdétowych informacji, zarowno jako$ciowych i ilosciowych na
temat wybranych zwigzkoéw. Dzigki zastosowaniu optymalnych, dedykowanych metod
ekstrakcji, rozdziatu 1 detekcji mozliwa jest doktadna analiza interesujacych nas metabolitow
nawet w probkach, w ktéorych wystepuja one w niskich stezeniach. Analiza przeplywu
metabolitow (ang. metabolic flux analysis, MFA) pozwala na zglebianiec metabolizmu
komoérkowego poprzez badanie struktury i1 aktywnosci szlakow metabolicznych. Kluczowym
elementem MFA jest wprowadzenie do badanego in vitro lub in vivo uktadu biologicznego
zwiazkéw  wyznakowanych  stabilnymi  (°C, 2H, N, O) Ilub nietrwalymi
(promieniotwérczymi) izotopami (**C, ®H). Po inkubacji przez okreslony czas izoluje sig,
a nastepnie oznacza zwiazki zawierajagce w swojej strukturze znaczniki izotopowe. Zwykle do
tego celu wykorzystuje sie techniki MS i NMR.

Kazde ze stosowanych w metabolomice podejs¢ charakteryzuje okreslona
selektywnos$¢, czutosé i precyzja analizy, a tym samym generowanie danych o zréznicowanej
jakosci. Najdoktadniejszych informacji dostarczaja metody dotyczace pojedynczych
zwigzkow badz niewielkiej ich grupy (analiza celowana). Z kolei podejscia takie jak
profilowanie metabolitow czy metaboliczny odcisk palca/stopy z jednej strony umozliwiaja

uzyskanie informacji o szerokiej grupie zwigzkow badz o ich profilu, z drugiej ze wzgledu na
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stosowane ogolne techniki przygotowania probki, nie dostarczaja danych tej samej jakosci dla
wszystkich analizowanych zwigzkow. Wykorzystywane strategie stanowig zatem kompromis
pomiedzy iloscig analizowanych metabolitoéw, a doktadnoscig uzyskiwanych danych (ryc.
1.1).

Liczba metabolitéw

1 10 100 1000 10 000
1 L 1 1 1

A 4

szlaki metabolom metabolom

‘ A metaboliczne Procaryota Eucaryota

Analiza
J‘:’. 1 poj.edynczego Profilowanie metabolitéw z réznych
£ QN 2viwkuine Klas (np. GC-MS, GC-TOF-MS, LC-MS)
:8 spektrofotometria,
8 HPLC, GC-MS, Analiza celowana
E LC-MS, NMR) wielu zwigzkéw lub

pojedynczej klasy
(np. HPLC, GC-MS,
GC-TOF-MS, LC-MS,
NMR)

Metaboliczny odcisk palca/stopy; :
pominiecie analizy jakoscioweji | _____ __________
ilosciowej (np. FTICR-MS, NMR, e
DIMS)

————g————

Ryc. 1.1. Podejscia stosowane w analizie metabolomow a jako$¢ uzyskanych danych
(wedtug: Fernie iin. 2004).

Na badania z zakresu metabolomiki sktadajg sie¢ trzy gldwne etapy: przygotowanie
materialu biologicznego, analiza biochemiczna i analiza statystyczna (ryc. 1.2). Staranne
zaplanowanie kazdego z nich jest kluczowym elementem wptywajagcym na wiarygodno$é¢
i doktadnos$¢ otrzymanych wynikow. Srodowisko naukowcow zainteresowanych tematyka
metabolomiczng szybko dostrzeglo koniecznos$¢ standaryzacji badan, umozliwiajacej ich
powtarzanie i poréwnywanie pomiedzy roéznymi osrodkami. Proponowane minimum
niezbednych informacji opisujacych metody przeprowadzania analiz metabolomicznych
zostalo ujete w  zaleceniach Metabolomics Standard Initiative (MSI) (msi-
workgroups.sourceforge.net) (Fiehn i in. 2007a, b, 2008, Sumner i in. 2007).

W celu zapewnienia homogenicznosci probek w analizach metabolomu ro$linnego
niezbedne jest Sciste kontrolowanie warunkéw hodowli 1 zbioru materialu (Gibon i Rolin
2012). Poniewaz sktad metabolitow w komorce zalezny jest od Srodowiska, w ktorym si¢ ona

znajduje, wazne jest jak najszybsze zahamowanie procesOw biochemicznych zachodzacych
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Przygotowanie probki

Zbiér materiatu, zahamowanie metabolizmu, ekstrakcja
3

(przygotowanie prébki do analizy)

=~

Zbieranie danych

Analiza probki
| 1
MS NMR

— | T~

&GC-MS GCxGC-MS  LC-MS

/ Eksploracja danych/ Analiza danych \

Wstepne przetwarzanie danych (filtrowanie,
wyrdwnanie czasu)

/

Wstepna obrdbka danych (brakujace dane,
normalizacja, skalowanie)

Modelowanie statystyczne (analiza jednoczynnikowa i

wieloczynnikowa: wybdr algorytmu, walidacja krzyzowa,
sprawdzenie modelu)

K Przypisanie sygnatow: Identyfikacja zwigzkow /

~~

Interpretacja
biochemiczna

Ryc. 1.2. Schemat prowadzenia badan metabolomicznych (wedtug: Tugizimana i in. 2013).

w roslinie. Zwykle osigga si¢ to poprzez gwattowng zmian¢ temperatury lub pH. Najczesciej
przebieg procesOw metabolicznych hamowany jest przez natychmiastowe zamrozenie
materialu roslinnego w temperaturze cieklego azotu (-196 °C) w momencie zbioru,
anastgpnie  podczas ekstrakcji z  wykorzystaniem gorgcych lub  schtodzonych
rozpuszczalnikow organicznych. Na metabolom kazdego organizmu sktada si¢ szeroka grupa
zwigzkow wykazujacych odmienne wlasciwosci fizykochemiczne takie jak m.in. masa

czasteczkowa, polarnosé, lotnos¢, rozpuszczalno$é czy stabilno$¢ termiczna. Obecnie nie jest
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znana metoda, ktora pozwalataby na jednoczesng ekstrakcje wszystkich zwigzkéw
wystepujacych w komorce czy tkance. Stad dobor odpowiedniego rozpuszczalnika, techniki
ekstrakcji, czasu jej trwania i temperatury sg waznymi czynnikami, decydujgcymi o sktadzie
jakosciowym 1 ilosciowym ekstraktu. Celem tego etapu jest izolacja z materiatu
biologicznego maksymalnej liczby metabolitow w pierwotnym stanie, w sposob powtarzalny
ilosciowo. Zwykle do ekstrakcji metabolitéw wykorzystywane sg rozpuszczalniki organiczne
takie jak: metanol, mieszanina metanol-woda, etanol — do izolacji metabolitow polarnych oraz
chloroform, octan etylu, heksan — do ekstrakcji zwigzkow lipofilowych (Villas-Bdas 2007,
Kim i Verpoorte 2010). Ponadto wybrany rozpuszczalnik powinien zapobiega¢ konwers;ji
zwigzkow 1 by¢ kompatybilny ze stosowang w nastgpnym etapie technikg analityczna.
Przyktadowo w analizach LC-MS w uktadzie faz odwr6conych nie jest wskazane stosowanie
rozpuszczalnikow takich jak octan etylu czy chloroform, gdyz nie rozpuszczajg si¢ w fazie
ruchomej podczas rozdzialu chromatograficznego. Z Kkolei inne rozpuszczalniki, zawierajace
np. nielotne sole (fosforany, cytryniany), moga odktadaé¢ si¢ w zrdodle jonow i zapychac
kapilary lub zmniejsza¢ wydajno$¢ jonizacji (np. detergenty podczas jonizacji przez
elektrorozpraszanie). W przypadku analiz NMR zwykle stosowany moze by¢ dowolny
rozpuszczalnik (w 'H NMR najlepiej deuterowany) (Moco i in. 2007). Dodatkowo w celu
oczyszczenia i zaggszczenia ekstraktu stosowane sa techniki ekstrakcji do fazy statej (SPE)
lub mikroekstrakcji do fazy statej (SPME). Umozliwiaja one zaggszczenie metabolitow
obecnych w rozpuszczalniku po ekstrakcji poprzez przepuszczenie uzyskanego ekstraktu
przez kolumienki wypelnione odpowiednim ztozem w przypadku SPE lub inkubacje probki
z wldknem z topionej krzemionki pokrytym faza ekstrakcyjnga w przypadku SPME.
W zaleznosci od charakteru chemicznego izolowanych zwigzkow stosuje si¢ zloza 1 widkna
0 réznych wlasciwosciach fizykochemicznych umozliwiajace wyizolowanie pozadanych
metabolitow. Zatrzymane w fazie stalej zwiazki sa nastgpnie wymywane ze zloza
odpowiednimi rozpuszczalnikami i zatgzane do koncowej mniejszej objetosci (SPE) lub
ulegaja desorpcji z witdkna pod wplywem wysokiej temperatury w komorze nastrzykowe;j
chromatografu gazowego (SPME) (Villas-Boas i in. 2005). Nadmiar rozpuszczalnika
W probkach ekstraktow jest odparowywany W koncentratorach prézniowych i tak
przygotowane probki sa przechowywane w -80°C do czasu analizy. Otrzymane suche
ekstrakty w zaleznosci od stosowanej techniki analitycznej sg przed analizg przeprowadzane
w pochodne lub rozpuszczane w matej objetosci rozpuszczalnika organicznego (Allwood i in.
2008).
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Wsrod stosowanych w metabolomice metod analitycznych dominuja techniki
spektrometrii mas oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (Villas-Boas i in.
2005). Gtowng zaletg technik spektrometrii mas jest wysoka czuto$¢ i przepustowos¢ oraz
mozliwos$¢ identyfikacji lub przynajmniej uzyskania informacji strukturalnych na temat
zwigzkéw obecnych w badanych probkach. Dodatkowo potaczenie technik separacyjnych,
gtownie chromatograficznych, ze spektrometria mas znaczaco poszerza mozliwosci analizy
chemicznej wysoce ztozonych probek biologicznych. Do analizy zwigzkéw, ktore sg lotne
W temperaturze powyzej 250 °C oraz do analizy zwigzkéw nie wykazujacych w stanie
naturalnym takich wtasciwosci, ale poddanych modyfikacjom chemicznym w celu uzyskania
pochodnych o wigkszej lotnosci, stosowana jest chromatografia gazowa. Technika ta
W potaczeniu ze spektrometria mas jest obecnie najcze¢$ciej stosowanym podej$ciem
w analizie polarnych ekstraktow metabolitow pierwotnych (Hall 2011). Z kolei
chromatografia cieczowa, najcz¢sciej wysokosprawna (HPLC, ang. high-performance liquid
chromatography) lub ultrasprawna (UPLC, ang. ultra performance liquid chromatography),
sprzezona ze spektrometria mas znajduje zastosowanie w analizie roslinnych metabolitow
wtornych, takich jak flawonoidy, alkaloidy, glukozynolany czy saponiny (Verhoeven i in.
2006). Wymienione techniki separacyjne sg sprzggane ze spektrometrami mas w rozmaitych
konfiguracjach z zastosowaniem réznych sposobow jonizacji. W przypadku GC-MS jest to
najczesciej jonizacja elektronami (ang. electron ionization) bedaca twarda technika jonizacji,
prowadzaca do uzyskania widma fragmentacyjnego. Z kolei w systemach LC-MS
wykorzystywane sg migkkie techniki jonizacji, gtéwnie elektrorozpraszanie (ESI, ang.
electrospray ionization) i jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (APCI, ang.
atmospheric pressure ionization). Poréwnanie najczeSciej wykorzystywanych technik
analitycznych: NMR, GC-MS i LC-MS przedstawione zostato w tabeli 1.1. Technika GC-MS
jako technika analityczna wykorzystywana w niniejszej pracy zostanie omowiona szerzej
w podrozdziale 1.1.3.

Aparatura wykorzystywana w badaniach metabolomicznych generuje duze ilo$ci
danych. Zastosowanie odpowiednich narzgdzi bioinformatycznych i statystycznych jest
niezb¢dnym elementem integracji i wizualizacji danych, dzigki ktorym mozliwa jest
interpretacje biologiczna. Eksploracja danych (ang. data mining) obejmuje przetworzenie
surowych danych, ich wstepng obrobke oraz modelowanie statystyczne. Poniewaz sktad
jakosciowy 1 ilosciowy metabolomu odzwierciedla aktualny stan komorki w okreslonych

warunkach $rodowiskowych i punkcie czasowym, celem analizy metabolomicznej jest pomiar
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Tab. 1.1. Zestawienie trzech technik analitycznych najczesciej wykorzystywanych
w badaniach metabolomicznych (wedtug: Hall 2011).

TECHNIKA
ANALITYCZNA

ZALETY

WADY

niedestrukcyjna

ilosciowa

wydajna technika o dtugiej tradycji
stosowania

dobre oprogramowanie i zaplecze w
postaci baz danych metabolitow
kroétki czas pomiaru

praktycznie nie wymaga

stosunkowo niska czuto$¢

droga aparatura i eksploatacja
ograniczenie analizy do zwiazkow
protonowanych

nie wykrywa soli i zwigzkow
nieorganicznych

Wymagana duza objetos¢ probki (0,5
ml)

NMR przygotowania probki do analizy

nie wymaga rozdziatu
nie wymaga derywatyzacji
wykrywa wszystkie klasy zwiazkow
organicznych
mozliwa identyfikacja strukturalna
nieznanych zwigzkoéw
mozliwa analiza ciat statych i cieczy
stosunkowo tania destrukcyjna
ilo$ciowa (przy zastosowaniu nielotne zwigzki wymagaja
standardow) derywatyzacji
wymagana niewielka ilo$¢ probki nieodpowiednia dla zwigzkow
dobra czutos¢ termolabilnych

GC-MS dobre oprogramowanie i wsparcie w dtugotrwata procedura
postaci baz danych metabolitow przygotowania probki
detekcja wickszo$ci zwigzkow dtugi czas pomiaru wynikajacy
organicznych i czgéci z rozdziatu (20-50 min)
nieorganicznych trudna identyfikacja zwiazkow
powtarzalnos$¢ rozdziatu nieznanych
wszechstronna technika separacii, destrukcyjna
umozliwia rozdziat zwiazkow o ograniczona analiza iloSciowa
szerokim zakresie polarnosci stosunkowo drogie oprzyrzadowanie
dobra czuto$¢ obszerna procedura przygotowania
detekcja wickszosci zwiazkow probki
organicznych i czesci dhugi czas pomiaru wynikajacy z

LC-MS nieorganicznych rozdziahu (20-50 min)

wymagana mata ilo$¢ probki (mg)
mozliwa szybka analiza (1-2 min)
poprzez bezposrednie wprowadzenie
probki (DIMS)

ma potencjat detekcji znacznej
czgsci metabolomu

rozdzielczo$¢ 1 powtarzalnos$¢ gorsza
niz w GC

stabe wsparcie ze strony
oprogramowania i baz danych
trudna identyfikacja zwiazkow
nieznanych
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zmiennosci biologicznej warunkowanej wptywem czynnikow zewnetrznych (abiotycznych
I biotycznych) lub réznicami rozwojowymi badz genetycznymi badanych organizmoéow (Hall
2006). Catkowita zmienno$¢ obserwowana w zbiorach danych pochodzacych z analiz
metabolomicznych wynika nie tylko z naturalnej (np. rdéznic mi¢dzyodmianowych) badz
indukowanej (np. czynnikiem stresowym) zmiennosci biologicznej, ale jest takze efektem
zmiennosci technicznej i analitycznej begdacej rezultatem Sposobu przygotowania i metody
analizy probki. Etap eksploracji danych ma na celu wstepne przetworzenie i obrobke danych,
tak aby wyeliminowa¢ wszystkie zmiany inne niz te wynikajgce z biologii badanego
organizmu. Poniewaz coraz bardziej rozbudowane zadania badawcze 1 stosowane
wysokorozdzielcze techniki analityczne przyczyniaja si¢ do powstawania coraz wigkszych
wielowymiarowych zestawow danych, uniemozliwiajac ich wydajne reczne przetworzenie,
ciggle opracowywane sg nowe programy pomocne W automatycznej analizie danych (van den
Berg i in. 2006, Katajamaa i Oresi¢ 2007, Sugimoto i in. 2012). W przypadku analiz opartych
0 techniki MS na otrzymane dane sktadajg si¢ zwykle trzy wielkosci: stosunek masy do
tadunku (m/z) zwigzkoéw badz ich fragmentow, intensywno$¢ m/z oraz jeden lub dwa
wymiary czasu retencji. Aby moc porownywaé zestawy danych uzyskane w poszczegélnych
analizach konieczne jest wyrownanie przesuni¢c¢ dla tych trzech wielkosci. Przesunigcia te sg
niecodlaczng czesécig kazdego podejscia stosowanego w analizie metabolomoéw i wynikaja
z zastosowanych technik analitycznych; moga by¢ zwigzane ze stanem zrodia jondw
i zmianami w wydajnosci jonizacji, Stopniem zuzycia kolumny chromatograficznej,
fluktuacjami cis$nienia czy temperatury w ukladzie podczas analizy. Na przetwarzanie
surowych danych sklada si¢ m.in. redukcja szumédw, grupowanie, dekonwolucja,
normalizacja, skalowanie, korekcja linii bazowej oraz wyréwnanie czasow retencji pomiedzy
analizami (Liland 2011). Kolejnym etapem jest analiza przetworzonych danych metodami
statystycznymi. Klasyczne podej$cie polega na ocenie rdéznic pomiedzy grupami obiektow
wykorzystujac do tego celu analize jednoczynnikowa: np. test t-Studenta, analiz¢ wariancji
(ANOVA, ang. analysis of variance) lub analiz¢ wieloczynnikowa: np. wielowymiarowa
analiz¢ wariancji (MANOVA, ang. multivariate analysis of variance), analizg¢ gléwnych
sktadowych (PCA, ang. principal component analysis), analize¢ wariancji z jednoczesna
analizg sktadowych bedaca potaczeniem metod ANOVA i PCA (ASCA, ang. analysis of
variance — simultaneous component analysis) oraz regresje metoda czastkowych
najmniejszych kwadratow (PLS, ang. partial least square regression). Ponadto stosowane sg

metody grupowania i1 wizualizacji probek na podstawie ich podobienstwa takie jak
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hierarchiczna analiza klastrow (HCA, ang. hierarchical cluster analysis) i grupowanie metoda
k-$rednich (Bartel i in. 2013).

Interpretacja wynikow uzyskanych w analizach metabolomicznych opiera si¢ w duzej
mierze na wykorzystaniu informacji zdeponowanych w rdéznego rodzaju bazach danych.
Dotyczy to zaréwno identyfikacji zwigzkow na podstawie zebranych widm MS lub NMR, jak
1 umiejscowienia metabolitow w szlakach, a takze powigzania ich z innymi poziomami
molekularnymi, glownie protcomem i genomem. Przyktady baz danych wraz z ich opisem

umieszczono w tabeli 1.2.
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Tab. 1.2. Przyktadowe bazy danych wykorzystywane w metabolomice (! Kopka i in. 2005, [ Horai i in. 2010, P! Tautenhahn i in. 2012, ™! Caspi i in. 2012,
[ Kanehisa i Goto 2000, ! Croft i in. 2013, 1 Jewison i in. 2013, ! Degtyarenko i in. 2008, I Pence i Williams 2010 , % Wishart i in. 2007, Y Shinbo i
in. 2006, % Bolton i in. 2008). Dostep do wymienionych baz danych jest bezplatny z wyjatkiem dostepu do komercyjnych baz NIST Mass Spectral Library
I Wiley Registry of Mass Spectral Data.

NAZWA BAZY DANYCH

ADRES INTERNETOWY

OPIS BAZY DANYCH

Techniki analityczne

Golm Metabolome Database
(GMD) 1

gmd.mpimp-golm.mpg.de

Baza danych zawierajaca widma uzyskane technika GC-MS oraz indeksy retencji metabolitow
i znacznikéw widma masowego (MST), odnoszacych sie do czesto wystepujacych, ale jeszcze nie
zidentyfikowanych zwigzkow.

MassBank @

www.massbank.jp

Biblioteka widm uzyskanych m.in. technikami LC-ESI-MS, CE-ESI-MS, EI-MS, MALDI-TOF.
Mozliwo$¢ porownywania otrzymanych widm do widm znajdujacych si¢ w bazie poprzez ustuge
»opectrum Search”. Mozliwos¢ przeszukiwania bazy po nazwie zwiazku, doktadnej masie,
sktadzie elementarnym, warto$ci m/z, wzorze strukturalnym.

Metabolite and Tandem MS
Database (METLIN) ¥

metlin.scripps.edu

Baza zawierajaca informacje o metabolitach (masa, budowa, wzoér sumaryczny) i dane pochodzace
z tandemowej spektrometrii mas.

NIST Mass Spectral Library

www.hist.gov/srd/nistla.cfm

Biblioteka widm EI-MS, MS/MS oraz biblioteka indeksow retencji.

Spectral Database for Organic
Compounds, SDBS

sdbs.db.aist.go.jp

Baza widm zwigzkow organicznych uzyskanych technikami EI-MS, *H NMR, **C NMR, FTIR.

Wiley Registry of Mass Spectral

onlinelibrary.wiley.com/book/10.

Biblioteka widm EI-MS, NMR (m.in. 'H NMR, *C NMR), FTIR. Mozliwo$¢ zakupienia dostepu

Data 1002/9780470175217 online do bazy, badz wersji instalowanej na komputerze uzytkownika.
Szlaki metaboliczne
Baza zawierajaca dane na temat szlakow metabolicznych i genoméw poszczegélnych
organizmow. Kazda PGDB (Pathway/Genome Database) w obrebie BioCyc sktada sie¢
BioCyc biocyc.org z kompletnego genomu i przewidywanej sieci metabolicznej danego organizmu. Do tego celu

wykorzystywane jest narzedzie ,Pathway Tool” dzialajace w oparciu o baze¢ MetaCyc.
Wygenerowana w ten sposob sie¢ sklada si¢ z metabolitow, szlakow metabolicznych, reakcji
chemicznych i enzymow.

KEGG PATHWAY Database !

www.kegg.jp/kegg/pathway.html

Na baze skladaja si¢ mapy szlakoéw metabolicznych przedstawiajace interakcje pomiedzy
poszczegdlnymi zwigzkami oraz sieci reakcji enzymatycznych obecnych w organizmach zywych.

MetaCyc [

WWw.metacyc.org

Baza danych gromadzaca dane na temat szlakow metabolicznych i enzyméw obecnych w rdéznych
organizmach. Opisane szlaki pochodza z danych eksperymentalnych i zostaly wybrane ze
zrodlowych publikacji naukowych.

Plant Metabolic Network (PMN)

www.plantcyc.org

PMN taczy bazy danych odnoszace si¢ do roslin. Informacje w niej zawarte pochodza z publikacji
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naukowych, a takze analiz obliczeniowych dotyczacych genow, enzymoéw, zwigzkow 1 reakcji
chemicznych oraz szlakéw zaangazowanych w metabolizm pierwotny i wtorny roslin.

Reactome [©

www.reactome.org

Recenzowana baza danych zawierajaca informacje o szlakach metabolicznych i reakcjach
chemicznych zachodzacych w organizmie cztowieka.

Small Molecule Pathway
Database (SMPD) "

www.smpdb.ca

Baza danych zawierajaca interaktywne ilustracje szlakow metabolicznych obecnych w organizmie
cztowieka.

Zwiqgzki niskoczgsteczkowe

Chemical Entities of Biological
Interest (ChEBI) ©

www.ebi.ac.uk/chebi

Baza zawierajagca dane na temat klasyfikacji zwigzkow niskoczasteczkowych (zarowno
naturalnych jak i syntetycznych) i relacji migdzy nimi.

ChemSpider

www.chemspider.com

Baza danych gromadzaca informacje o strukturach i wilasciwo$ciach ponad 30 milionéw
czasteczek, powiazana licznymi odno$nikami z innymi bazami.

Human Metabolome Database
(HMDB) !

www.hmdb.ca

Baza zawierajaca szczegdtowe informacje o zwigzkach niskoczgsteczkowych obecnych
W organizmie czlowieka.

KEGG LIGAND Database ©

www.kegg.jp/kegg/compound

Baza zwiazkéw niskoczasteczkowych i biopolimerdow istotnych dla organizméw zywych, a takze
reakcji chemicznych zachodzacych w komorkach. Zawiera informacje dotyczace budowy i funkcji
poszczegdlnych zwigzkoéw. Wpisy w bazie majg liczne odnosniki do innych baz w obrebie KEGG
jak i baz zewnetrznych.

KNApSAcK M

kanaya.naist.jp/KNApSAcK

Baza, w ktorej gromadzone sa dane dotyczace wystepowania metabolitow w poszczegdlnych
gatunkach.

Baza zawierajaca informacje o feromonach i substancjach semiochemicznych. Baza dostarcza

Pherobase www.pherobase.com informacji na temat wzorow sumarycznych i strukturalnych powyzszych zwiazkow oraz ich
indeksow retencji wraz z przypisami literaturowymi.
Na baze¢ danych PubChem sktadaja si¢ trzy bazy: PubChem Substance, PubChem Compound
PubChem 12 pubchem.ncbi.nim.nih.gov i PubChem BioAssay. Gromadzone sg w nich m.in. informacje na temat budowy i aktywnosci

biologicznej zwigzkoéw niskoczasteczkowych. Udostepnione jest takze narzedzie, dzigki ktoremu
mozliwe jest przeszukiwanie bazy pod katem podobienstwa budowy zwigzkow.
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1.1.3 Chromatografia gazowa sprzgzona ze spektrometria mas — zasada dziatania

I wykorzystanie w badaniach metabolomicznych roslin

Chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas tgczy w sobie wysoka
rozdzielczos¢ 1 powtarzalno$¢ rozdziatu z wysoka czuloscig i1 selektywnoscig detekci,
pozwalajacg na wykrycie zwigzkéw wystepujacych w stezeniach femtomolowych. Poniewaz
chromatografia gazowa zawe¢za analize do zwigzkow lotnych, techniki jonizacji stosowane
w spektrometrii mas sprzezonej z GC ograniczone sg do tych, w ktorych analit znajduje sie
w fazie gazowej. Do tych technik zalicza si¢ jonizacj¢ elektronami (EI), jonizacje chemiczng
(CI), jonizacj¢ chemiczna pod zmniejszonym ci$nieniem i jonizacj¢ chemiczng pod
cisnieniem atmosferycznym (APCI), jonizacj¢ chemiczng z wychwytem elektronow (ECNI)
oraz jonizacje¢ polem (FI) (Watson i Sparkman 2007). Obecnie najpowszechniej stosowang
technikg jonizacji w badaniach metabolomicznych jest jonizacja elektronami (EI) (Koek i in.
2011). Polega ona na wytworzeniu jonéw molekularnych (powstatych przez przytaczenie lub
oderwanie elektronu od czgsteczki obojetnej) w fazie gazowej, ktore nastgpnie w Sposob
powtarzalny ulegajg wielostopniowej fragmentacji. Poniewaz w widmie EI zwykle nie jest
widoczny jon molekularny, identyfikacja mozliwa jest dzigki charakterystycznemu dla
danego zwiazku wzorowi fragmentacji, nazywanego ,,odciskiem palca” analitu (ang.
fingerprint). Na zrodlo jonow EI (ryc. 1.3) sklada si¢ zarnik (katoda) emitujacy elektrony,
ktore sa przyspieszane W Kierunku anody (ang. trap) lezacej po drugiej stronie komory

jonizacyjnej. Emitowane elektrony zderzaja si¢ z czasteczkami w fazie gazowe;,

kolumna
chromatograficzna
N0 |

|
katoda | ()()()f
\&4&4,\,-2){) /
@5 4
AR
+. +. JONY
repeller @ bt M. M+.

oM+.

ad

elektrony trap przyspieszenie

Ryc. 1.3. Uproszczony schemat budowy zrodta jonoéw typu EI (wedtug Smedsgaard 2007).
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wyplywajacymi z kolumny chromatograficznej prowadzac do powstania jonéw. Utworzone
jony sg pdzniej odpychane przez elektrodg (ang. repeller) poza Zrédlo jonow i przyspieszane
w kierunku analizatora masy (Watson i Sparkman 2007).

Analizatorami mas stosowanymi w uktadach GC-MS sa zazwyczaj kwadrupole lub
analizatory czasu przelotu (TOF, ang. time-of-flight). Kwadrupol charakteryzuje si¢ wysoka
czutosciag 1 dobrym zakresem dynamicznym, ale nizszg czgstotliwoscia skanowania
i doktadnoscig pomiaru masy niz analizator TOF. Jednak ze wzgledu na jego nizszy koszt
I wickszg dostepnos¢, przy jednoczesnej niezawodnoSci, jest czgsto stosowany w analizach
metabolomicznych. Z kolei analizator TOF zapewnia wysoka rozdzielczo$¢ i doktadnosé
pomiaru masy oraz szybkie skanowanie, dzigki ktoremu mozliwa jest dekonwolucja
koelujacych pikow, co jest szczegdlnie pomocne przy analizie ztozonych mieszanin. Oprocz
pojedynczych kwadrupoli i analizatorow TOF stosowane sg takze potrojne analizatory
kwadrupolowe (QQQ, ang. triple quadrupole) umozliwiajace prace w trybie monitorowania
reakcji nastepczych (MRM, ang. multiple reaction monitoring) co utatwia analize ilo§ciowa
i identyfikacj¢ zwigzkow obecnych w mieszaninach wielosktadnikowych w  $§ladowych
ilosciach (np. pestycydow w zywnosci) (Lei i in. 2011).

Wymogiem stawianym zwigzkom poddawanym analizie GC-MS jest ich lotno$¢
| termiczna stabilno$¢. Jednak metabolity stanowig bardzo zrdéznicowang chemicznie grupg
zwigzkow, z ktérych tylko nieliczne spelniaja wyzej wymienione warunki; do tej grupy
mozna zaliczy¢ alkohole o krotkich tancuchach, estry, niskoczasteczkowe weglowodory
i lipidy. Wigkszo$¢ zwigzkéw wymaga etapu derywatyzacji, czyli przeprowadzenia analitu
w pochodne. Modyfikacja chemiczna poprzez alkilacje, acylacje lub sililacje polarnych grup
funkcyjnych zwieksza lotno$¢ zwigzkow i ich termiczng stabilno$¢ umozliwiajac analize
z wykorzystaniem chromatografii gazowej. W analizach metabolomicznych najczesciej
wykorzystywana jest metoda dwuetapowej derywatyzacji. Pierwszy etap polega na reakcji
hydroksyloaminy lub alkoksyaminy z grupami karbonylowymi, ktéra prowadzi do powstania
oksyméw. Reakcja ta stabilizuje konformacje tancucha cukrow redukujgcych oraz chroni
a-ketokwasy przed dekarboksylacja. Poniewaz oksymy wystepuja jako izomery przestrzenne
syn i anti (ze wzgledu na obecno$¢ podwojnego wigzania miedzy atomami wegla i azotu)
podczas analizy chromatograficznej moga si¢ one rozdzieli¢ dajac dwa piki pochodzace od
jednego zwigzku. Drugi etap — sililacja — polega na wymianie wodoru w polarnych grupach
funkcyjnych  (hydroksylowych, aminowych, karboksylowych, tiolowych) na grupe
alkilosililowa, gtownie trimetylosililowa (TMS, ang. trimethylsilyl). Do tego celu stosowane

sg odczynniki krzemoorganiczne, gtownie BSTFA i MSTFA. Przeprowadzenie derywatyzacji
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nie tylko zwigksza stabilnos¢ i lotnos¢ zwiazkow, ale takze dostarcza dodatkowych informacji
strukturalnych, dzigki obecnosci w widmie EI charakterystycznych wzoréw fragmentacji
posiadajacych wickszg warto$¢ diagnostyczng niz fragmentacje uzyskane ze zwiazkow
pierwotnych, nie przeprowadzonych w pochodne (Dettmer i in. 2007, Zaikin i Halket 2009).
Jednakze zastosowanie etapu derywatyzacji nie jest wolne od wad i ograniczen. Wraz ze
wzrostem ilo$ci derywatyzowanych grup funkcyjnych istnieje ryzyko, ze masa wytworzonej
pochodnej przekroczy zakres warto$ci m/z rejestrowanych przez detektor (zwykle 50 do 650-
1000 m/z). Ponadto wystgpienic zawady przestrzennej, kiedy to rozmiar grup funkcyjnych
W czasteczce utrudnia zajsScie reakcji chemicznej, moze prowadzi¢ do utworzenia wielu
produktow komplikujagc obraz chromatogramu. Dodatkowo wytworzone pochodne sg
wrazliwe na wilgo¢, rozpadaja si¢ w obecnosci wody, stad tez probki przed derywatyzacja
muszg zosta¢ catkowicie wysuszone (Halket i in. 2005).

Chromatografia gazowa sprzezona ze spekirometria mas znalazta szerokie
zastosowanie w badaniach metabolomicznych. Jest to technika powszechnie wykorzystywana
do analizy metabolitow zaréwno roslin modelowych m.in. Arabidopsis thaliana (Kaplan i in.
2004), Medicago truncatula (Broeckling i in. 2005), jak i uzytkowych m.in. ziemniaka
(Roessner i in. 2000), dyni (Fiehn 2003), pomidora (Roessner-Tunali i in. 2003) oraz zb6z,
w tym ryzu (Zhou i in. 2012), kukurydzy (Witt i in. 2012) i jeczmienia (Widodo i in. 2009).
Analiza metaboloméw z wykorzystaniem GC-MS odgrywa znaczaca rolg w badaniu roslin
poddanych transgenezie. Przyktadem moze by¢ profilowanie metaboliczne transgenicznego
ryzu, do genomu ktorego wprowadzono dwa geny kodujgce: d—endotoksyng z Bacillus
thuringiensis i inhibitor trypsyny z wpiggi wezowatej (Vigna unguiculata), majac na celu
zwigkszenie odporno$ci rosliny na szkodniki. Przeprowadzona analiza wykazata, ze wigcej
zmian w obrgbie metabolomu powstato w wyniku prowadzenia hodowli in vitro (zmiennos$ci
somaklonalnej) niz wprowadzenia transgenu (Zhou 1 in. 2012). Ponadto podejscie
z zastosowaniem GC-MS wykorzystywane jest w genomice funkcjonalnej, ktora ma na celu
poznawanie funkcji gendéw badanych organizméw, szczegdlnie tych, ktérych ekspresja
uruchamiana jest pod wplywem dzialania roznego rodzaju czynnikow biotycznych
I abiotycznych. Jako przyklad moze postuzy¢ profilowanie zmian metabolitow Arabidopsis
thaliana w odpowiedzi na stres niskiej i wysokiej temperatury. Przeprowadzone analizy
wykazaty, ze chiod bardziej wplynal na metabolizm ro$liny niz wysokie temperatury.
Dodatkowo zaobserwowano, ze podczas gdy w niskich temperaturach wigkszosé
zmieniajacych poziom akumulacji metabolitow byta charakterystyczna dla tego stresu, stres

ciepta powodowal mniej specyficznych odpowiedzi, a blisko dwie trzecie reagujacych
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W stresie wysokiej temperatury metabolitow byto tozsamych dla stresu chtodu. Wyniki te
wspieraja wczesniejsze, pozornie paradoksalne obserwacje, ze rosliny hartowane, z nabytg
odporno$cig na stres niskich temperatur sg jednoczesnie bardziej odporne na stres wysokich
temperatur (Kaplan i in. 2004). Kolejnym krokiem w interpretacji danych metabolomicznych
jest integracja z danymi pochodzacymi z innych pozioméw molekularnych — genomu,
transkryptomu i proteomu, bedaca nicodlgczng czgscig biologii systemow. Celem takiego
podejécia jest zrozumienie ztozonoS$ci sieci zalezno$ci w komorce poprzez badanie dynamiki
zachodzacych w niej proceséw genetycznych, regulatorowych i metabolicznych (Kitano
2002). Jedna z pierwszych prob podjecia tego wyzwania dotyczyla ziemniaka i analizy
metabolitow z wykorzystaniem GC-MS oraz ekspresji genéw przy uzyciu mikromacierzy.
Sposrdod ponad 26 tysigcy mozliwych par transkrypt-metabolit, silng korelacje¢ wykazalo 571
par, z ktorych wiekszos¢ nie byta wczesniej znana, co pokazuje jak duze mozliwosci

zwigzane sg z tym podejsciem (Urbanczyk-Wochniak i in. 2003).

1.2 Stresy srodowiskowe

Rosliny rosngce zarowno w warunkach naturalnych jak i $rodowisku upraw rolniczych
narazone s3g na dzialanie réznego rodzaju czynnikéw zewngtrznych, ktorych wplyw nie
zawsze jest korzystny dla wzrostu i rozwoju rosliny. Stresy $rodowiskowe znaczaco
ograniczaja produkcje rolna, przyczyniajac si¢ do powaznych strat ekonomicznych. Stad tez
badanie morfologicznych, fizjologicznych i molekularnych zmian zachodzacych w roslinach
w odpowiedzi na réznego rodzaju stresy moze pomoc w wyjasnianiu mechanizmow
rzadzacych nabywaniem przez nie tolerancji, a tym samym umozliwi¢ opracowanie strategii

stuzacych zwigkszeniu produktywnosci roslin w niesprzyjajacych warunkach srodowiska.

1.2.1 Rodzaje streséw i mechanizmy odpowiedzi na stres

Niesprzyjajace warunki srodowiskowe, prowadzace do zaburzen w funkcjonowaniu
rosliny, okre$lane sg terminami czynnikOdw stresowych, stresotworczych lub stresorow.
Z kolei na opisanie odpowiedzi wywotanej ich dzialaniem uzywa si¢ pojgcia reakcji stresowe;j
lub stanu stresowego (Kacperska 2012). Czynniki odpowiadajace za wystapienie reakcji
stresowej mozna podzieli¢ na biotyczne 1 abiotyczne. Do czynnikow biotycznych negatywnie
wplywajacych na rosling mozna zaliczy¢: zwierzeta roslinozerne (np. nicienie, owady,
gryzonie, przezuwacze), patogenne bakterie i1 grzyby, a takze inne ro$liny konkurujace
0 miejsce, $wiatlo, wode i sktadniki pokarmowe. Z kolei oddziatujace na rosling czynniki

abiotyczne majg charakter fizykochemiczny i sg to m.in. temperatura, woda, promieniowanie
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UV, sktad chemiczny atmosfery i gleby (w tym obecno$¢ mineratéw glebowych i metali
cigzkich). Przetrwanie organizmu zalezy wigc od jego zdolnosci do dostosowania si¢ do
niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych. W tym celu ro$liny rozwinglty rozmaite
mechanizmy, opisywane jako zmiany aklimatyzacyjne i adaptacyjne. Zsumowane efekty
dziatania tych mechanizmoéw, zaangazowanych w ochrone organizmu przed szkodliwymi
czynnikami zewnetrznymi, decyduja o wrazliwosci badz tolerancji (w literaturze czasem
nazywanej odporno$cig, chociaz preferowany jest pierwszy termin) danej rosliny na stresor.
Przy czym odpowiedz organizmu bedzie uzalezniona nie tylko od intensywno$ci i czasu
oddziatywania stresu, ale takze od gatunku, odmiany i stadium rozwojowego rosliny.
Przyktadowo ryz jest bardziej wrazliwy na stres zasolenia we wczesnym stadium siewki, niz
w fazie reprodukcyjnej (Lutts i in. 1995).

W fizjologii stresu na opisanie strategii dopasowania si¢ roslin do zmieniajacych si¢
warunkow $rodowiska wyrdzniane sa dwa pojecia: adaptacja i aklimatyzacja (Gaspar i in.
2002). Adaptacja dotyczy cech dziedzicznych nabywanych przez populacje w ciggu wielu
pokolen. Uzyskanie pozadanej cechy zachodzi w wyniku wieloletniej selekcji, podczas ktorej
organizmy z Kkorzystniejsza kombinacja genéw (zwigkszajaca prawdopodobienstwo
przetrwania w warunkach stresowych) zaczynaja dominowa¢ w populacji. Przyktadem
adaptacji jest fotosynteza CAM (ang. crassulacean acid metabolism) zachodzaca w ro$linach
zyjacych w klimacie potpustynnym i pustynnym. Ze wzgledu na warunki srodowiska rosliny
te muszg prowadzi¢ oszczedng gospodarke wodng, dlatego zamykajg aparaty szparkowe
W ciggu dnia, a otwierajag w nocy, co zapobiega nadmiernej utracie wody (Strzatka 2012).
Cechami adaptacyjnymi sg takze zmiany anatomiczne, jak na przyktad pokrycie lisci roslin
pustynnych wloskami, ktére wraz z grubg warstwa woskow epikutykularnych chronig ro$ling
przed nadmierng absorpcjg promieniowania stonecznego (Taiz i Zeiger 2002). Z kolei pojecie
aklimatyzacja uzywane jest do opisu przejSciowych zmian fizjologicznych 1 biochemicznych
dotyczacych pojedynczego organizmu. Podczas aklimatyzacji dochodzi do uruchomienia
mechanizmoéw, ktérych celem jest przystosowanie organizmu do zmieniajacych si¢ warunkow
w Srodowisku zewnetrznym. Przyktadem aklimatyzacji jest zwigkszona odpornos$¢ roslin
chtodoodpornych na mréz po ich wezes$niejszej dlugotrwatej ekspozycji na niskie temperatury
(Jouve i in. 2000). Do proceséw aklimatyzacyjnych mozna zaliczy¢ uruchamianie
mechanizméw prowadzacych do zmian pozioméw fitohormonoéw i innych czynnikéw
regulatorowych oraz akumulacji biatlek 1 metabolitow w odpowiedzi na czynniki

srodowiskowe.
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W reakcji roélin na stres mozna wyrozni¢ cztery fazy (ryc. 1.4) (Lichtenthaler 1996,
Kranner i in. 2010). Przed ekspozycja na czynnik stresowy roslina znajduje si¢ w warunkach,
ktore sa optymalne pod wzgledem dostepu do $wiatla, wody i1 sktadnikow mineralnych.
Poziom czynnosci zyciowych wykazywany przez organizm w tych warunkach opisywany jest
jako bazowy. Oddziatywanie czynnika stresowego powoduje, ze roslina przechodzi do fazy
alarmu, w ktdrej rozpoczyna si¢ odpowiedz na stres. Na tym etapie ograniczane sg czynnos$ci
zyciowe, m.in. spada aktywno$¢ fotosyntetyczna i transport metabolitow. W roslinach, ktore
nie wykazuja tolerancji na dziatajgcy czynnik stresowy dochodzi w tej fazie do ciezkich
uszkodzen. Jednak wickszo$¢ organizmow  uaktywnia mechanizmy naprawcze
I aklimatyzacyjne, na ktore skladajg si¢ zmiany na poziomie metabolizmu i zmiany
morfologiczne, prowadzace do przywrocenia stanu bazowego (restytucja). Przedtuzajacy sie
stres prowadzi do zahartowania ro$lin i ustanowienia najwyzszego poziomu odpornosci
w danych warunkach dziatania stresora. Trzeci etap — faza wyczerpania — pojawia si¢ gdy
dochodzi do przecigzenia mechanizméw aklimatyzacyjnych, zasoby organizmu si¢

wyczerpuja 1 nie jest on w stanie normalnie funkcjonowac. Przedtuzanie tego stanu prowadzi

PRZED FAZA FAZA ODPORNOSCI FAZA FAZA
WYSTAPIENIEM ALARMU WYCZERPANIA REGENERACII
STRESU

maksimum odpornosci

ustgpienie
odpowied? dziatania
na stres stresora
poziom .
l( f hartowanie nowy
poziom

bazowy

restytucja

/

powazne permanentne
uszkodzenia uszkodzenia,

$mieré komaorki

minimum odpornosci

CZAS TRWANIA >

Ryc. 1.4. Ogodlna koncepcja faz i reakcji wywotanych przez ekspozycje rosliny na stres
(wedhug Lichtenthaler 1996).
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do trwatych uszkodzen i ostatecznie $mierci komorek i rosliny. Jesli jednak dziatanie
czynnika stresowego ustagpi odpowiednio wczesnie, zanim procesy starzenia i obumierania
zaczng dominowac¢, wowczas roslina wchodzi w faze regeneracji. Na tym etapie ustalany jest
nowy poziom bazowy fizjologii, ktory znajduje si¢ pomigdzy wartoSciami minimum

I maksimum odpornosci.

1.2.2 Stres suszy

Woda stanowi 80-90% biomasy ro$lin zielnych, tworzy s$rodowisko, w ktorym
zachodzi transport sktadnikow odzywczych, niezbedne do przebiegu procesow
fizjologicznych (Lisar i in. 2012). Stad tez ograniczona dostepno$¢ wody w s$rodowisku
powoduje szereg zmian na réznych poziomach organizacji: molekularnym, biochemicznym
i fizjologicznym. Z tego powodu rosliny rozwingly rozmaite mechanizmy obronne
I naprawcze, a takze przystosowania anatomiczne, ktore sktadaja si¢ na trzy strategie, dzigki
ktérym mogg przetrwa¢ w warunkach deficytu wody (ryc. 1.5). Pierwsza z nich — ucieczka
(ang. drought escape) — polega na zakonczenia cyklu zyciowego przed okresem suszy, gdy
w srodowisku jest jeszcze wystarczajaca ilo§¢ wody (Araus i in. 2002). Kolejna — unikanie
suszy (ang. drought avoidance) — opiera si¢ na mechanizmach pozwalajacych roslinie na
zachowanie w warunkach suszy wysokiego potencjalu wody poprzez zwigkszenie pobierania
wody przez korzenie i/lub zmniejszenie jej utraty na drodze transpiracji z cz¢sci nadziemnych
(Chaves i in. 2003). Zwykle strategia ta dotyczy zmian morfologicznych takich jak
zmniejszenie powierzchni lisci lub rozwdj obszernego systemu korzeniowego, ale takze
innych cech jak np. zmniejszenie przewodnos$ci szparkowej. Trzecia — tolerancja suszy (ang.
drought tolerance) — polega na podtrzymywaniu normalnego poziomu funkcji zyciowych
przy obnizonym potencjale wody. Osiggane jest to poprzez uruchamianie specyficznych
mechanizméw biochemicznych i molekularnych, na ktore sktadajg si¢ m.in. ekspresja genow,

akumulacja biatek i metabolitow (Lisar i in. 2012).

Morfologia i fizjologia roslin w suszy

Rosliny w odpowiedzi na dziatanie stresu o umiarkowanej intensywnosci wykazuja
specyficzne modyfikacje morfologiczne. Co ciekawe sa one wspdlne dla wielu gatunkow
I niezalezne od zastosowanych czynnikow stresowych. Zmiany te opisywane sg jako SIMRs
(ang. stress-induced morphogeness responses) i sktadaja si¢ na nie: zahamowanie elongacji,

lokalna stymulacja podzialow komoérkowych oraz roznicowanie komorek. Kluczowymi
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STRATEGIE ODPOWIEDZI NA STRES SUSZY

N
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Ryc. 1.5. Rodzaje odpowiedzi roslin na stres suszy i gldowne cechy z nimi zwigzane (wedlug
De Leonardis i in. 2012).

elementami w powstawaniu tych odpowiedzi sg zalezne od stresu gradienty reaktywnych
form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), antyoksydantow i hormonéw, w tym auksyn
i etylenu (Potters i in. 2007). Zahamowanie podzialow i wzrostu komorek w suszy zwigzane
jest z obnizong aktywnoscig enzymow, utratg turgoru 1 mniejszym zaopatrzeniem w energi¢
(Kiani i in. 2007). Ponadto spadek turgoru wywotuje redukcje powierzchni lisci i ich liczby
(Farooq i in. 2010) oraz zmniejszenie ilosci pedow bocznych (Farooq i in. 2012). W skrajnych
warunkach niedoboru wody, gdy ro$lina traci wszystkie liscie, fotosynteze przeprowadzaja
todygi, zielone galezie i ogonki lisciowe (De Micco i Aronne 2012). Jedng z pierwszych
reakcji roslin na deficyt wody jest zamykanie aparatow szparkowych, ktore pozwala na
szybkie ograniczenie transpiracji. Podczas suszy zmniejsza si¢ nie tylko wielkos¢ aparatow
szparkowych, ale takze gesto$¢ ich rozmieszczenia. Badajac trawy zauwazono, ze stres
niedoboru wody o umiarkowanej intensywnosci powoduje zwigkszenie ggstosci
rozmieszczenia aparatow szparkowych, natomiast dotkliwy deficyt wody skutkuje spadkiem
gestosci (Xu i Zhou 2008). Pod wptywem dziatania suszy dochodzi takze do zmian w obrgbie
systemu korzeniowego. Skutkiem deficytu wody jest wzrost wskaznika okreslajacego
stosunek biomasy korzenia do biomasy pedu (Zollinger i in. 2006). Przy czym wzrost ten

moze by¢ spowodowany roéznymi czynnikami: (1) redukcjg przyrostu pedu bez zmiany
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biomasy korzeni, (2) rozbudowa systemu korzeniowego pod wptywem suszy lub
(3) mniejszym ograniczeniem wzrostu korzenia niz pedu. Mechanizm ten uwazany jest za
strategi¢ stuzaca pozyskiwaniu wody z glebszych warstw gleby, niedostepnej dla stabo
rozwinigtych korzeni. Jednak dotychczasowe badanie nie wykazaly wyraznego zwigzku
pomigdzy tolerancja roslin na stres suszy a stosunkiem masy korzeni do masy pgdu (Aroca
I Ruiz-Lozano 2012).

Stres suszy w duzym stopniu wplywa na aktywnos$¢ fotosyntetyczng roslin, ktéra
zmniejsza si¢ wraz ze spadkiem wzglednej zawartosci wody (RWC, ang. relative water
content) w lisciach (Lawlor 2002). Obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej wynika
z zamykania aparatow szparkowych 1 zwigzanej z tym mniejszej dyfuzji CO, do
chloroplastow oraz ze zmian w procesach metabolicznych (Pinheiro i Chaves 2011). Ponadto
zmniejszona dostepnos¢ wody glebowej skutkuje ograniczonym pobieraniem skladnikow
pokarmowych, w tym azotu, fosforu i potasu (Farooq i in. 2012). Dodatkowo stres suszy
prowadzi do stresu oksydacyjnego i nadprodukcji reaktywnych form tlenu powodujacych
uszkodzenia biatek, lipidow i DNA. Najpowszechniejszymi ROS wytwarzanymi w stresach
abiotycznych sa: anionorodnik ponadtlenkowy (O,7), tlen singletowy (*O,), nadtlenek
wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (OH®) oraz rodnik alkoksylowy (RO (Gill i Tuteja
2010). Stres suszy wplywa takze na synteze endogennych regulatoréw wzrostu. Zwykle
w warunkach stresowych wzrasta stezenie substancji hamujacych wzrost (np. kwasu
abscysynowego, etylenu) natomiast spada poziom promotorow wzrostu (np. cytokinin,
giberelin) (Farooq i in. 2012). Ograniczony dostgp wody zmienia takze termin zachodzenia
faz rozwojowych w tym m.in. kwitnienia, ktore w zaleznosci od gatunku moze zostaé

przyspieszone (McMaster 1 Wilhelm 2003) lub opdznione (Geerts i in. 2008).

Odpowied? na poziomie transkryptomu, proteomu i metabolomu

Stres niedoboru wody inicjuje $ciezki sygnatowe, ktorych uruchomienie prowadzi do
licznych zmian w ekspresji gendéw oraz hamowania lub indukowania syntezy biatek.
W roslinach regulacja transkrypcyjna w odpowiedzi na stres osmotyczny zalezy od dwoch
glownych klas elementow cis-regulatorowych (ang. cis-acting element) lezacych w regionach
promotorowych genoéw indukowanych stresem: ABRE i DRE (Kim i in. 2011). Wiele genow,
ktore ulegaja ekspresji podczas stresu osmotycznego ulega ekspresji pod wptywem dziatania
fitohormonu — kwasu abscysynowego (ang. ABA, abscisic acid) wskazujac ze zwigzek ten
dziala jako czasteczka sygnatowa w stresie. Geny te zawieraja w swojej strukturze

zakonserwowang sekwencje (PYACGTGG/TC) nazywang elementem odpowiedzi na kwas
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abscysynowy (ABRE, ang. ABA-responsive element). W sktad ABRE wchodzi rdzen ACGT,
ktory jest rozpoznawany przez bialka z motywem zamka leucynowego wigzace DNA,
nazywane biatkami/czynnikami wigzacymi sie¢ z ABRE (AREB/ABF, ang. ABRE-binding
protein, ABRE-binding factor). Na ogo6t pojedyncza kopia ABRE nie wystarcza zeby
uruchomi¢ ekspresje genow indukowanych ABA i wymagane sg dodatkowe kopie ABRE
albo obecnos¢ elementu taczacego (CE, ang. coupling element) (Fujita i in. 2011). Drugim
elementem dzigki ktoremu regulowana jest transkrypcja gendw w odpowiedzi na stres
osmotyczny jest element odpowiedzi na dehydratacje (DRE, ang. dehydration-responsive
element). Ekspresja genow zawierajacych w promotorze DRE (sekwencje A/IGCCGAC) jest
uruchamiana pod wptywem dziatania stresu osmotycznego, przy czym w mechanizm ten nie
jest zaangazowany kwas abscysynowy (Narusaka i in. 2003).

Produktami gendw, ktorych ekspresja jest uruchamiana pod wplywem Stresu
niedoboru wody sg biatka, ktore mozna podzieli¢ na dwie grupy: biatka regulatorowe 1 biatka
petiagce funkcje ochronne i naprawcze podczas suszy. Do pierwszej grupy naleza biatka
zaangazowane w transdukcj¢ sygnalu i regulacje ekspresji genéw. Mozna wsrdd nich
wyrézni¢ czynniki transkrypcyjne, kinazy biatkowe, fosfatazy biatkowe, enzymy zwigzane
Z metabolizmem fosfolipidéw 1 inne bialka biorgce udzial w przekazywaniu sygnatu
0 zaistniatym stresie takie jak np. biatka wigzace kalmoduling (Shinozaki i Yamaguchi-
Shinozaki 2006). Do drugiej grupy nalezg biatka uczestniczace w procesach transportu wody
i jondw, chronigce struktur¢ bton i bialek, enzymy bioragce udzial w zmiataniu reaktywnych
form tlenu, a takze bialka zaangazowane w synteze osmolitow. Jedng z klas biatek
odgrywajacych wazng role w stresach zarowno biotycznych jak i abiotycznych, w tym
podczas suszy sa biatka szoku cieplnego (HSP, ang. heat shock proteins). Wsrod HSP
wyroznia si¢ pie¢ glownych rodzin, do ktorych zaklasyfikowano biatka ze wzgledu na ich
mase czasteczkowa oraz homologie sekwencji aminokwasowej. Sa to: niskoczasteczkowe
HSP (sHSP, ang. small heat shock proteins; 15-30 kDa), HSP60, HSP70, HSP90 oraz
HSP100. Biatka te biorg udzial w faldowaniu polipeptydéw, ale tez odpowiadaja za
degradacje nieodwracalnie uszkodzonych biatek. Ponadto zapobiegaja agregacji nowo
syntetyzowanych tancuchow biatkowych, a takze pomagaja w rozpadzie nierozpuszczalnych
agregatow wytworzonych w wyniku dziatania stresu (Gupta i in. 2010). Kolejng klasg biatek
0 istotnej funkcji w stresie suszy sg biatka LEA (ang. late embryogenesis abundant proteins),
ktore po raz pierwszy zostaly wykryte w nasionach bawelny. Biatka te nagromadzaja si¢
podczas poznej fazy rozwoju zarodka, ale takze akumuluja si¢ w organach wegetatywnych

w warunkach niedoboru wody. W ich strukturze znajduje si¢ wiele hydrofilowych
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aminokwasow, poza tym charakteryzuja si¢ duza stabilno$cig termiczng. Przypisuje im si¢
rol¢ w ochronie cytoplazmy przed dehydratacja, jednak ich doktadne funkcje nie sg jeszcze do
konca poznane (Hong-Bo i in. 2005). Z kolei zmiatanie wolnych rodnikéw w roslinach
zwigzane jest z obecno$cig w organizmie dwoch mechanizmow: nieenzymatycznego
I enzymatycznego. W pierwszy zaangazowane sg M.in. takie zwigzki jak tokoferole, kwas
askorbinowy i glutation. Natomiast drugi zwigzany jest z obecnoscia w komorce szeregu
enzymoéw W tym dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, peroksydazy askorbinianowej,
peroksydazy glutationowej oraz peroksyredoksyny (Miller i in. 2010). Ponadto w warunkach
niedoboru wody zmienia si¢ poziom matych bialek membranowych — akwaporyn. Bialka te
uczestniczg w procesie transportu wody i innych zwigzkéw przez blony biologiczne.
Transport z udzialem akwaporyn zachodzi zarowno przez plazmoleme, czyli pomigdzy
wnetrzem komorki a $rodowiskiem zewnetrznym, jak i przez blony wewnatrzkomoérkowe —
miedzy organellami a cytoplazmg. Akwaporyny umozliwiaja utrzymywanie wysokiego
potencjalu wody w komorce podczas suszy, a takze odgrywaja wazna role w procesie
rehydratacji po ustaniu okresu niedoboru wody (Maurel i in. 2008).

Stres osmotyczny wywotuje szereg niekorzystnych zmian w roslinie. Jedna z linii
obrony przed konsekwencjami tych zmian polega na tzw. dostosowaniu osmotycznym, ktore
zachodzi poprzez zwigkszenie w komorce stgzenia niskoczasteczkowych zwigzkow
organicznych. Grupa tych zwiazkéw nazywana jest substancjami kompatybilnymi,
osmoprotektantami lub osmolitami. Uwaza sie, ze dzigki wzrostowi osmolarnosci w komorce,
wynikajagcemu z nagromadzenia zwigzkéw kompatybilnych, mozliwe jest utrzymywanie
wysokiego poziomu wody w komorce. Wynika to z faktu, ze obecno$¢ osmolitdow obniza
potencjat wodny w komorce, a poniewaz woda przeptywa w kierunku od roztworu
0 wyzszym potencjale do roztworu o nizszym potencjale, dochodzi do zwigkszenia naplywu
wody ze $rodowiska zewnetrznego do komorki i jednocze$nie zmniejszenia jej wyptywu
z komorki (Serraj i Sinclair 2002). Zwiazki kompatybilne oprocz petnienia gtownej roli
w utrzymywaniu turgoru w warunkach stresu osmotycznego, zaangazowane sg takze
W stabilizowanie biatek i struktur komorkowych, m.in. bton biologicznych. Ponadto biorg
udzial w zmiataniu reaktywnych form tlenu tworzonych podczas stresu suszy. Wsrod
substancji kompatybilnych mozna wyr6zni¢ aminokwasy (prolina, cytrulina), weglowodany
w tym monosacharydy (fruktoza) oraz di- i oligosacharydy (sacharoza, trehaloza, fruktany),
alkohole polihydroksylowe, poliaminy, czwartorzedowe zwiazki amoniowe (betaina
glicynowa) oraz trzeciorzedowe zwiazki sulfonowe (3-dimetylosulfoniopropionian) (Yokota

i in. 2006). Jednym z wazniejszych zwigzkow syntetyzowanych w stresie niedoboru wody,
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ktoremu przypisywana jest rola w uzyskiwaniu przez rosliny tolerancji na ten stres jest
betaina glicynowa (N,N,N-trimetyloglicyna, GlyBet). Zawarto$¢ GlyBet znaczaco si¢ rézni
zarOwno pomigdzy gatunkami roslin jak i poszczegdlnymi organami. U wielu gatunkow
ro$lin poziom tego zwigzku jest w normalnych warunkach niski i dopiero zaistnienie
czynnikow stresowych prowadzi do jego intensywnej akumulacji (Chen i Murata 2011).
Natomiast u innych gatunkow, jak np. u ryzu, GlyBet nie jest syntetyzowana ani w zwyktych
warunkach srodowiskowych, ani w stresowych (Shirasawa i in. 2006). Z dotychczasowych
badan wynika, ze GlyBet jest zaangazowana w osmoregulacje, a takze stabilizowanie
struktury bton biologicznych i biatek oraz ochrone¢ aparatu fotosyntetycznego (Giri 2011).
Kolejnym powszechnie wystgpujagcym w roslinach osmolitem jest prolina, ktora gromadzi si¢
w tkankach w odpowiedzi na réznego rodzaju stresy srodowiskowe. Wykazano jej role m.in,
w utrzymywaniu homeostazy komorki, w tym rownowagi oksydo-redukcyjnej. Poza tym
aminokwas ten moze dziala¢ jako czasteczka sygnatowa, ktéora moduluje funkcje
mitochondriow oraz wplywa na proliferacj¢ i $mieré¢ komodrek. Oprocz tego prolina moze
uruchamia¢ ekspresje genow koniecznych do regeneracji rosliny po ustgpieniu czynnika
stresowego (Szabados 1 Savouré 2010). Inng grupa zwiazkéw zaangazowanych w ochrong
ro$lin przed stresem suszy sg poliaminy. Najpowszechniej wystepujacymi przedstawicielami
tej grupy sa: triamina — spermidyna, tetraamina — spermina i jej prekursor diamina —
putrescyna. W srodowisku pH komoérki zwigzki te majg tadunek dodatni, co pozwala na ich
interakcje z czasteczkami obdarzonymi tadunkiem ujemnym takimi jak kwasy nukleinowe,
biatka i fosfolipidy (Groppa i Benavides 2008). Zwiazki te biorg udzial w stabilizowaniu bton
biologicznych i kwasoéw nukleinowych. Poza tym s3 zaangazowane w zmiatanie wolnych
rodnikow, dziatajg jako czasteczki sygnatowe w stresie oraz reguluja przewodno$¢ kanatow
jonowych. Poliaminom przypisywana jest takze rola w programowanej $mierci komorki
(Hussain i in. 2011). Liczne badania wykazuja, ze pod wptywem stresu osmotycznego
dochodzi do akumulacji wielu niestrukturalnych weglowodanéw 1 ich pochodnych w tym
heksoz (glukozy, fruktozy), sacharozy i alkoholi cukrowych (Bartels i Sunkar 2005). Wynika
to m.n. z faktu, Ze rosliny w warunkach ograniczonego dostgpu energii uwalniajg
z nagromadzonych wczeséniej zapasow skrobi i fruktanow cukry proste. Stresy abiotyczne,
W tym susza, powoduja zwigkszong hydrolize skrobi, skutkujacg akumulacja rozpuszczalnych
cukrow, ktore pozwalajg roslinie na utrzymanie turgoru oraz chronig btony i1 biatka przed
degradacja (Kaplan i Guy 2004). Ponadto niektore weglowodany, takie jak np. trehalozo-6-
fosforan, moga dziala¢ jako czasteczki sygnalowe (Hanson i Smeekens 2009). Poza

metabolitami pierwotnymi stres suszy wplywa na synteze metabolitow wtornych m.in.
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terpenoidow (Parida i in. 2007), zwigzkow fenolowych: kwasoéw fenolowych (Alvarez i in.
2008), flawonoidéw i proantocjanidyn (Hernandez i1 in. 2006), a takze zwigzkéw

zawierajacych azot: alkaloidow (Szabo i in. 2003) i glukozynolanow (Mewis i in. 2012).

1.2.3 Hodowla roslin o zwickszonej tolerancji na stresy abiotyczne

Stresy abiotyczne, w tym przede wszystkim stres suszy i zasolenia, sa glownymi
czynnikami odpowiedzialnymi za zmniejszenie produktywnosci roslin, przyczyniajac si¢ do
powaznych strat ekonomicznych (Vinocur i Altman 2005). Dlatego tez konieczne jest
wyprowadzanie nowych odmian ro$lin, ktére beda charakteryzowaé si¢ jednocze$nie
wysokim plonem jak i tolerancjg na roézne czynniki stresowe. Wprowadzenie do roslin
powyzszych cech nie jest tatwe, poniewaz wigkszo$¢ z nich jest warunkowana poligenowo
i zalezy od wspolnego dziatania i poziomu ekspresji indukowanych stresem genéw, a takze
biatek i metabolitow (Sinclair 2011).

Wsrod metod hodowli majacych na celu uzyskanie roslin wykazujacych tolerancje na
stresy abiotyczne mozna wyrézni¢ trzy glowne podejscia: hodowle tradycyjna, hodowle
z wykorzystaniem marker6w molekularnych oraz tworzenie nowych odmian przy uzyciu
technik inzynierii genetycznej (Ashraf 2010). Podejécie klasyczne polega na krzyzowaniu
ro$lin blisko spokrewnionych (np. nalezacych do jednej odmiany) lub daleko spokrewnionych
(np. pochodzacych z innych odmian, gatunkéw) w celu uzyskania mieszancowego
potomstwa, majacego inne niz formy rodzicielskie kombinacje cech, ktére moze zosta¢
wykorzystane jako materiat wyjSciowy do wyprowadzenia nowych odmian (Fiedziuszko i in.
1985). Przyktadowo do krzyzowania mogg zosta¢ wybrane rosliny rodzicielskie, z ktorych
jedna forma charakteryzuje si¢ wysoka plennoscig, natomiast druga — nizszym plonem, ale
wysoka tolerancjg na czynnik stresowy. Otrzymane mieszance testuje si¢ nastepnie pod katem
wielkosci plonu i odpornosci na stres, majac na celu znalezienie linii, ktora bedzie posiadac
obie wartosciowe cechy. Strategia ta jest niestety dlugotrwata i pracochtonna, a przez to
kosztowna. Poza tym charakteryzuje ja niska selektywnos$¢, poniewaz oprocz cech
korzystnych moga zosta¢ wprowadzone takze cechy niepozadane (Cominelli i1 in. 2013).
Zastosowanie technik biologii molekularnej pozwala na skrocenie cyklu hodowlanego
poprzez prowadzenie selekcji ro§lin w oparciu o réznice genetyczne, a nie jak w podejsciu
klasycznym tylko na podstawie obserwacji fenotypowych. Jak juz wcze$niej wspomniano
tolerancja na stresy abiotyczne jest cechg ztozong warunkowang przez poligeny, czyli geny
wspotdziatajace ze sobg w wytwarzaniu jednej cechy, ktorych efekty fenotypowe si¢ sumuja.

Regiony chromosoméw kontrolujace te cechy noszg nazwe loci cech ilosciowych (QTL, ang.
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quantitative trait loci) (Ashraf 2010). Podejscie opierajace si¢ na mapowaniu QTL polega na
analizie potomstwa pochodzacego ze skrzyzowania skrajnie rdéznigcych si¢ od siebie form
rodzicielskich, u ktorego interesujgca cecha podlega segregacji. Otrzymana populacja jest
nastepnie oceniana pod katem cech fenotypowych i polimorfizmu. Do analizy polimorfizmu
wykorzystywane sa techniki biologii molekularnej takie jak polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP, ang. restriction fragments length polymorphism), losowa
amplifikacja polimorficznego DNA (RAPD, ang. randomly amplified polymorphic DNA),
polimorfizm dlugosci amplifikowanych fragmentéw (AFLP, ang. amplified fragment length
polymorphism) czy polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide
polymorphism). Kolejnym krokiem jest skonstruowanie mapy genetycznej, ktorej
rozdzielczo$¢ bedzie tym wyzsza, im wigksza bedzie ilo§¢ markerow (Mauricio 2001).
Podejscie wykorzystujace mapowanie QTL, umozliwiajace poszukiwanie zwigzku pomigdzy
markerem genetycznym a fenotypem, moze pomdc w poznawaniu genetycznych podstaw
odporno$ci na stres, a tym samym znacznie utatwi¢ hodowlg roslin. W analizie QTL
wyrézniane sg takze loci cech ilosciowych zwigzane z ckspresja genow (eQTL, ang.
expression QTL), biatkami (pQTL, ang. protein QTL) oraz metabolitami (mQTL, ang.
metabolic QTL). Analiza zaleznosci migdzy markerami genetycznymi, transkryptami,
profilami biatlkowymi i profilami metabolicznymi a zmiennoscig fenotypowa, taka jak
wielko$¢ plonu lub tolerancja danego czynnika stresowego, moze przyczyni¢ si¢ do
wskazania procesow biochemicznych lezacych u podstaw odpowiedzi rosliny na stres oraz
pomodc w poszukiwaniu genow kandydatow zaangazowanych w te procesy (ryc. 1.6.) (Fleury
i in. 2010). Trzecim podej$ciem stosowanym w hodowli, majagcym na celu zwigkszenie
tolerancji roslin na stresy abiotyczne, jest transformacja genetyczna, polegajaca na
przenoszeniu genéw do roslin z pominigciem bariery krzyzowania. W przeciwienstwie do
klasycznych metod hodowli strategia ta pozwala na wprowadzenie do rosliny jedynie
pozadanych genow. Dotychczasowe prace dotyczyly wprowadzania do roslin jednego lub
kilku genow zaangazowanych albo w $ciezki sygnatowe lub regulatorowe, albo kodujgcych
biatka petlnigce funkcje ochronne (np. LEA, HSP), albo kodujacych enzymy uwiklane
w szlaki metaboliczne prowadzace do syntezy osmolitow i antyoksydantow (Athar i Ashraf
2009). Za przyktad rosliny transgenicznej z podwyzszong tolerancja na abiotyczny czynnik
stresowy moze postuzy¢ kukurydza transformowana genem pochodzacym z Escherichia coli,
kodujacym dehydrogenaze cholinowa, bedaca kluczowym enzymem w syntezie betainy
glicynowej. Otrzymana transgeniczna kukurydza wykazywata wyzszy poziom akumulacji

GlyBet i podwyzszong tolerancje na stres suszy w fazie kielkowania i mtodej siewki,
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w poréwnaniu do typu dzikiego. Ponadto w warunkach suszy plon ro$lin transgenicznych byt

znaczaco wyzszy 0d plonu roslin nietransformowanych (Quan i in. 2004).
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Ryc. 1.6. Schematyczne przedstawienie drogi od wyboru linii rodzicielskich do odkrycia genu
(wedtug Fleury i in. 2010).

1.3 Jeczmien

Jeczmien to rodzaj zbdz z plemienia Triticeae, podrodziny wiechlinowych (Pooideae),
rodziny wiechlinowatych (Poaceae), rz¢du wiechlinowcow (Poales). Do plemienia Triticeae
zalicza si¢ oprocz jeczmienia jeszcze ok. 350 gatunkow, z ktorych najbardziej znanymi
przedstawicielami sg zboza takie jak: pszenica, zyto, pszenzyto i owies (Barkworth i Bothmer

2009). Z kolei na rodzaj Hordeum sktada si¢ obecnie 31 gatunkow zajmujacych rozmaite
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siedliska: zarowno suche jak i wilgotne, nizinne i wysokogorskie, solniska oraz kamieniste
zbocza (Von Bothmer i Komatsuda 2011).

Jeczmien jest jednym z najstarszych i najwazniejszych rodzajow zboz. Wykopaliska
archeologiczne wskazuja, ze roslina ta byta uprawiana juz ok. 10 000 lat temu na terenach
tzw. Zyznego Potksiezyca rozciggajacego sie od Egiptu, przez tereny lzraela i Palestyny,
Jordanii, Libanu, Syrii i Iraku, az po Zatoke Perska. Obecnie uprawiany gatunek — jeczmien
zwyczajny (Hordeum vulgare L.) — wywodzi sie¢ od dzikiego przodka Hordeum vulgare ssp.
spontaneum. Obie ro$liny charakteryzuje taka sama budowa ktosa, tzn. osadka klosowa
podzielona jest na odcinki, a na kazdym odcinku znajduja si¢ trzy jednokwiatowe kloski:
srodkowy ktosek gtoéwny i dwa ktoski boczne (Von Bothmer i Komatsuda 2011). H. vulgare
ssp. spontaneum ma fenotyp dwurzedowy (w klosie widoczne sg dwa rzgdy ziaren) co wynika
z faktu, ze tylko $srodkowy ktosek jest ptodny, natomiast ktoski boczne sg sterylne. Podczas
udomawiania jeczmienia doszto do mutacji, skutkujacej sze$ciorzedowym fenotypem
u niektorych form jeczmienia. Rosliny takie daja wyzszy plon, poniewaz wszystkie ktoski
(gtowne i boczne) sa ptodne (Komatsuda i in. 2007).

Podstawowa liczba chromosoméw jeczmienia, tak jak wszystkich roslin z plemienia
Triticeae, wynosi x=7. W obrgbie rodzaju Hordeum mozna wyrdzni¢ diploidy (2n=14),
tetraploidy (2n=4x=28) i heksaploidy (2n=6x=42) (Von Bothmer i Komatsuda 2011). Genom
jeczmienia jest jednym z najwigkszych wséréd zboz genoméw i1 sktada sie z 5,1 Gpz.
W 2012 r. zostata opracowana fizyczna mapa genomu jeczmienia (Hordeum vulgare L.),
reprezentujgca ponad 95% genomu (4,98 Gpz) (The International Barley Genome Sequencing
Consortium 2012). Mozna si¢ wigc spodziewac, ze kolejne lata bedg obfitowa¢ w badania nad
genetyka i ulepszaniem cech hodowlanych tego gatunku.

Szacuje si¢, ze ok. 55-60% produkcji jeczmienia jest wykorzystywane na cele paszowe,
30-40% do produkcji stodu, 2-3% przeznaczane jest do produkcji zywnosci i okoto 5% na
cele siewne (Ullrich 2011). Mimo ze w wielu regionach $wiata jgczmien byt od wiekoéw
waznym dla zywienia ludzi surowcem, od XIX w. jego udzial w produkcji zywnosci zaczat
spada¢, gtéwnie ze wzgledu na wzrost znaczenia pszenicy i ryzu. Obecnie zboze to stuzy do
wyrobu kasz: peczaku, kaszy jeczmiennej perlowej i lamanej, ptatkow, otrab, maki
jeczmiennej oraz kawy zbozowej (Baik i Ullrich 2008). Ponadto jeczmien jest
wykorzystywany do uzyskiwania stodu do produkcji piwa oraz do wyrobu zacieru zbozowego
przy produkcji whisky. Jeczmien jest gtownie przeznaczany na cele paszowe, a jakos$¢ paszy

czesto jest porownywana do kukurydzy i pszenicy przy zastosowaniu odmian nieoplewionych
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lub z cienka tuska, i dodatkowo charakteryzujacych si¢ wysoka zawartoscig biatka (Ullrich
2011).

Swiatowa produkcja jeczmienia w 2012 r. wedtug danych statystycznych publikowanych
przez Organizacje Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (FAO, ang.
Food and Agriculture Organization of the United Nations) wynosita blisko 133 miln ton
(z powierzchnig upraw 49,5 mln ha) co plasuje jeczmien na czwartym miejscu wsrdd zboz,
zaraz po kukurydzy, ryzu i pszenicy. Ponadto prawie 60% produkcji jgczmienia skupiona jest
w Europie, przy czym gtéwnym producentem jest Rosja (faostat.fao.org). W Polsce w 2012 r.
wyprodukowano 4,18 mln ton jgczmienia (powierzchnia upraw: 1,16 min ha), z czego wedtug
danych Gloéwnego Urzedu Statystycznego 22% produkcji (905,6 tys. ton) pochodzito
z Wielkopolski (GUS 2012, www.stat.gov.pl).
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Celem badan jest przeprowadzenie profilowania metabolitow lisci i korzeni jgczmienia
jarego (Hordeum vulgare L.) form rodzicielskich Maresi i Cam/B1/Cl oraz populacji
mapujacej wyprowadzonej z tych genotypow, a takze odmian referencyjnych Sebastian
i Stratus, w warunkach niedoboru wody z zastosowaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej
ze spektrometrig mas. Ponadto niniejsza praca ma na celu poznanie sktadu jako$ciowego
I ilo$ciowego zwigzkow znajdujacych si¢ na powierzchni lisci oraz przebadanie wptywu jaki
deficyt wody moze wywotywac na zawarto$¢ tych metabolitow w warstwie kutykularnej.

Postawione zadanie badawcze jest cze¢$cig multidyscyplinarnego projektu POLAPGEN-
BD, ktorego celem jest uzyskanie narzedzi molekularnych umozliwiajacych prowadzenie
hodowli w kierunku form wykazujacych tolerancje niedoboru wody. Poznanie wzoréw zmian
profili metabolicznych poszczegdlnych odmian 1 linii w odpowiedzi na zadane warunki
stresowe pozwoli w przysziosci na potaczenie uzyskanych wynikéw z danymi z pozostatych
zadan Projektu dotyczacych zmian cech plonu, a takze cech morfologicznych, anatomicznych
oraz molekularnych (genomu, transkryptomu, proteomu). Zwigkszona lub zmniejszona
akumulacja metabolitow w tkankach roslin wywotana susza, potwierdzona i wsparta
informacjami z pozostatych poziomoéw, moze dostarczy¢ cennych markeréw determinujacych

odporno$¢ jeczmienia na suszg¢ i by¢ przydatna w selekcji roslin w programach hodowlanych.
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3.1 Odczynniki

Rozpuszczalniki stosowane do ekstrakcji oraz analiz GC-MS:

— chlorek metylenu >99,9% (cz.d.a.): Sigma-Aldrich (Niemcy)

— heksan >97.0% (czystos¢ HPLC): Sigma-Aldrich (Niemcy)

— izopropanol >99,9% (czystos¢ LC-MS): Sigma-Aldrich (Niemcy)
— metanol >99,9% (czystos¢ LC-MS): Sigma-Aldrich (Niemcy)

Woda dejonizowana w dwustopniowym systemie oczyszczania TKA Pacific (Thermo Fisher

Scientific, Niemcy).

Odczynniki do derywatyzaciji:

— chlorowodorek metoksyaminy: Sigma-Aldrich (Niemcy)
— MSTFA (N-metylo-N-trimetylsililo-trifluoroacetamid): Sigma-Aldrich (Niemcy)
— pirydyna: Merck (Niemcy)

Standardy wykorzystywane podczas analiz GC-MS:

— heptakozafluorotributyloamina: Apollo Scientific (Wielka Brytania) — do kalibracji
spektrometru z analizatorem czasu przelotu sprz¢zonego z chromatografem gazowym,

— rybitol: Sigma-Aldrich (Niemcy) — standard wewngtrzny dodawany do probek
poddawanych analizie GC-MS,

— dekan, dodekan, tetradekan, heksadekan, oktadekan, eikozan, dokozan, tetrakozan,
heksakozan, oktakozan, triakontan, dotriakontan, heksatriakontan: Sigma-Aldrich
(Niemcy) — markery indeksow retencji,

— standardy metabolitow:

- alanina, B-alanina, asparagina, fenyloalanina, fruktoza, fruktozo-6-fosforan,
glicyna, glukoza, glukozo-6-fosforan, glutamina, 1-heksakozanol, histydyna,
inozytol, izoleucyna, kampesterol, 1-kestoza, ksyloza, kwas a-ketoglutarowy,
kwas askorbinowy, kwas asparaginowy, kwas bursztynowy, kwas cytrynowy,
kwas glutaminowy, kwas jabtkowy, kwas maleinowy, kwas malonowy, kwas

mlekowy, kwas piroglutaminowy, kwas p-kumarowy, kwas trans-ferulowy,
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kwas y-aminomastowy, leucyna, lizyna, melibioza, prolina, putrescyna,
rafinoza, ryboza, p-sitosterol, sacharoza, seryna, sorbitol, stigmasterol,
trehaloza, treonina, tryptofan, tyramina, tyrozyna, walina: Sigma-Aldrich
(Niemcy)

- kwas arachidowy, kwas kapronowy, kwas a-linolenowy, kwas linolowy, kwas
palmitynowy, kwas stearynowy: Extrasynthese (Francja)

- kwas chinowy: The Brtitish Drughouse Ltd (Wielka Brytania)

- mocznik: BioShop (Kanada)

3.2 Materiat roslinny i warunki prowadzenia suszy

Badania prowadzone byly na dwurzgdowym jeczmieniu jarym (Hordeum vulgare L.).
Material roslinny stanowity 104 genotypy:

— 3 odmiany europejskie: Maresi (Niemcy), Sebastian (Dania) i Stratus (Polska),

— 1 linia hodowlana Cam/B1//C108887/CI05761 (w dalszej czgéci pracy stosowana

bedzie skrocona nazwa Cam/B1/CI) (Syria),

— 100 zrekombinowanych linii wsobnych (RIL, ang. recombinant inbred line)

pochodzacych z krzyzowki Maresi x Cam/B1/Cl.

Uprawa jeczmienia prowadzona byla w czesciowo kontrolowanych warunkach
szklarniowych w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu. Prace szklarniowe,
prowadzone dla uczestnikow projektu POLAPGEN-BD, wykonat Zespot Fenotypowania
I Genotypowania Zbdz kierowany przez prof. dr hab. Mari¢ Surme, wchodzacy w sktad
Zaktadu Biotechnologii kierowanego przez prof. dr hab. Tadeusza Adamskiego.

Nasiona byty wysiewane do doniczek zawierajacych 8 kg podtoza bedacego mieszanka
(w stosunku wagowym 2:7) piasku oraz gleby pochodzacej z pola (piasek gliniasty mocny),
dostarczonej przez jednego z wykonawcow projektu POLAPGEN-BD — Instytut Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa PIB w Putawach. Do kazdej doniczki wysiewano po 25 nasion
wykorzystujac do tego celu znacznik zaprojektowany w IUNG.

Warunki prowadzenia do$wiadczenia przy optymalne; wilgotnosci 1 ograniczonej
dostepnosci wody zostaly okreslone przez prof. dr hab. Grzegorza Jozefaciuka z Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego PAN w Lublinie. Rosliny kontrolne wzrastaty
w optymalnych warunkach wilgotnosci gleby (pF 2,2). Stres suszy polegat na utrzymaniu pF
gleby w obszarze wody trudno dostepnej dla rosliny (pF 3,2-3,8), ale nie przekraczajacym

warto$ci odpowiadajacej punktowi trwatego wiednigcia (pF 4,2). Pomiar wilgotnosci podtoza
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w doniczkach kontrolowany byt codziennie przy uzyciu miernika reflektometrycznego typu
FOM/mts (ang. Field Operated Meter for determination of moisture temperature and salinity
of soils) (EasyTest, Polska), a nastepnie wilgotno$¢ gleby doprowadzano do odpowiedniej
wartos$ci poprzez dodanie wodly.

Jeczmien poddawany byt stresowi niedoboru wody od fazy trzeciego liscia przez okres 10
dni. Stadium 3-listnej siewki odpowiada fazie 13 skali BBCH (niem. Biologische
Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie) (ryc. 3.1). W przypadku prob
przeznaczonych do analizy ogétu metabolitow wystepujacych w tkankach, rosliny kontrolne
jak i te poddane stresowi niedoboru wody zbierano po 10 dniach. Zarowno liscie jak
I korzenie zbierane byly w dwoch powtdrzeniach biologicznych. Na kazde powtdrzenie
biologiczne skladato si¢ okoto 10 ro$lin. LiScie byty $cinane, a nastgpnie natychmiast
zamrazane W cieklym azocie. Z kolei korzenie po wyrwaniu z ziemi najpierw ptukano
w wodzie, a dopiero pdzniej zamrazano. Pobrane probki przewieziono w suchym lodzie,
a nastepnie przechowywano w temperaturze -80 °C do czasu ekstrakcji. W przypadku prob
przeznaczonych do ekstrakcji woskoéw kutykularnych zbierano po 3 powtorzenia biologiczne
lisci form rodzicielskich (Maresi i Cam/B1/Cl) wzrastajacych w warunkach kontrolnych
i warunkach niedoboru wody przez okres 10 dni (okoto 6-7 roslin na powtdrzenie). Ekstrakcja
zwigzkow znajdujacych si¢ na powierzchni lisci nastegpowata natychmiast po $cieciu roslin

z doniczek.

) %’”%ff «1;/’ a@; all
Y

0005 09 11 13 21 22 29 30 31 32 39 45 49-51 52 59 61-69 71-92

Ryc. 3.1. Fazy rozwojowe zb6z wedtug skali BBCH (0. — kietkowanie, 1. — rozwoj lisci, 2. —
krzewienie, 3.—wzrost pedu na dlugos$¢, 4.—rozwoj kltosa w pochwie lisciowej, 5.—
kloszenie, 6. — kwitnienie, 7. — rozw0j ziarniakoéw, 8. — dojrzewanie, 9. — zamieranie) (BBCH
Monograph 2001).
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3.3 Ekstrakcja zwigzkow z materialu roslinnego
3.3.1 Ekstrakcja metabolitéw z lisci i korzeni

Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw izolacji metabolitbw 2z materiatu
roslinnego. Przetestowano ekstrakcje z wykorzystaniem schtodzonych (4 °C, -20 °C) oraz
goracych (70 °C) rozpuszczalnikoéw (metanol, metanol/woda, izopropanol/acetonitryl/woda,
metanol/chloroform/woda) (Fiehn 1 in. 2008, Roessner i in. 2000). W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen wybrano optymalne, opisane ponizej, warunki ekstrakcji.

Zamrozone probki lisci 1 korzeni umieszczano w schtodzonych cieklym azotem
naczyniach ze stali nierdzewnej o pojemnosci 50 ml z kulkami do homogenizacji (12 mm @),
a nastgpnie rozdrabniano na proszek przy uzyciu miynka kulkowego MM 400 (Retsch,
Niemcy) przez 45 s z czestotliwoscia 30 Hz. Rozdrobniony zamrozony material wazono (50
mg) w proboéwkach typu eppendorf (2 ml), po czym natychmiast dodawano 1,4 ml 80 %-
owego schtodzonego metanolu (4 °C) oraz roztworu standardu wewngtrznego (odpowiednio
w przypadku lisci i korzeni: 25 pl i 10 pl roztworu rybitolu 1mg/ml). Dla kazdego
powtorzenia biologicznego wykonano dwa powtdrzenia techniczne. Otrzymane mieszaniny
byly wytrzasane przez 10 min przy 950 rpm w temperaturze pokojowej z wykorzystaniem
termomiksera TS-100 (Biosan, Lotwa). Uzyskane zawiesiny byly wirowane przez 10 min
przy 11 000 g. Nastgpnie do nowych probowek (1,5 ml) przenoszono po 200 ul lub 500 pl
(odpowiednio 1is¢ i korzen) supernatantu. Otrzymane ekstrakty odparowywano do sucha
w temperaturze pokojowej w koncentratorze prozniowym Concentrator 5301 (Eppendorf,

Niemcy). Wysuszone ekstrakty przechowywano w zamrazarce (-80 °C) do czasu analizy.

3.3.2 Ekstrakcja zwigzkow znajdujacych si¢ na powierzchni lisci

Liscie jeczmienia zanurzano w 100 ml chlorku metylenu na 20 s 1 energicznie
wytrzasano. Czas ekstrakcji zostal dobrany tak, aby zapobiec uszkodzeniu komorek
I wyciekowi zwigzkoéw znajdujacych si¢ w cytozolu. Otrzymany roztwor odparowywano na
rotacyjne] wyparce prozniowej (Heidolph, Niemcy) do objetosci okoto 5 ml, nastepnie
przenoszono do szklanych probowek i odparowywano do sucha w strumieniu azotu na bloku
grzejnym w 40 °C (Major Science, Stany Zjednoczone). Uzyskany ekstrakt wazono, po czym
rozpuszczano w 2 ml chlorku metylenu. Nastepnie obje¢to$¢ odpowiadajaca 2 mg s.m.
przenoszono do nowych proboéwek i odparowywano do sucha w strumieniu azotu. Wysuszone

ekstrakty przechowywano w zamrazarce do czasu analizy (-30 °C).
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3.4 Derywatyzacja

Zamrozone, wysuszone probki ekstraktow umieszczano przed derywatyzacja na 30 min
W koncentratorze prézniowym, aby pozby¢ si¢ pozostatosci wody. Probki poddawano
dwuetapowej derywatyzacji. W pierwszym etapie ekstrakty rozpuszczano w 50 pul
chlorowodorku metoksyaminy w pirydynie (20 mg/ml), ktoére nastgpnie wytrzagsano przy
uzyciu termomiksera w 37 °C przy 950 rpm przez 1,5 h. Nastepnie probki wirowano przez
30 s, dodawano 80 ul MSTFA i ponownie wytrzasano w 37 °C przy 950 rpm przez 30 min.
Probki wirowano przez 10 min przy 11 000 g, po czym przenoszono do szklanych fiolek.

W przypadku probek przeznaczonych do analizy ogélu metabolitow w tkankach, przed
druga reakcja derywatyzacji dodawano 10 ul mieszaniny markerow indekséw retencji.
Roztwor ten sktadal si¢ z 13 alkanow w zakresie C10— C36 rozpuszczonych w heksanie
(4 mg/ml) zmieszanych w rownych stosunkach objetosciowych.

W przypadku ekstraktow pochodzacych z powierzchni lisci po drugiej reakeji

derywatyzacji rozcienczano probki 3-krotnie dodajac chlorek metylenu.

3.5 Analiza instrumentalna

Do analizy metabolitow wyekstrahowanych z korzeni i li§ci, oraz metabolitow obecnych
na powierzchni lisci wykorzystano chromatograf gazowy sprz¢zony ze spektrometrem mas
Z jonizacja elektronami i analizatorem czasu przelotu (GC-EI-TOF-MS). Na system GC-MS
skladal si¢ chromatograf gazowy 6890N 2z automatycznym systemem podawania
I nastrzykiwania probki 7683 (Agilent, Stany Zjednoczone), oraz spektrometr mas GCT
Premier (Waters, Stany Zjednoczone).

Analizy prowadzone byty przy parametrach wymienionych w tabelach 3.1 i 3.2. Kazda
probka bylta nastrzykiwana dwukrotnie. Calkowity czas trwania analizy wynosit 35 min
w przypadku analizy metabolitow lisci 1 korzeni, 1 40 min w przypadku analizy woskow

kutykularnych.
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Tab. 3.1. Parametry uktadu GC.

AGILENT 6890N

kolumna

wymiary kolumny
gaz no$ny
przeplyw gazu
nosnego
temperatura portu
nastrzykowego
objetos¢ nastrzyku

ptukanie strzykawki

dozownik

temperatura pieca

DB-5MS (J&W Scientific, Stany Zjednoczone)
30 m dtugosci x 0,25 mm @ % 0,25 um grubo$¢ filmu
hel 6.0 (Linde, Niemcy)

1 ml/min

230 °C

I ul

rozpuszczalniki: chlorek metylenu (A) i izopropanol (B)

ptukanie wstepne: 2xA, 2xB

ptukanie probka: 1

ptukanie po nastrzyku: 7xA,7xB

typu split (1:50)

70 °C (2 min) — 10 °C/min — 300 °C (10 min w przypadku analizy
metabolitow lisci 1 korzeni, 15 min w przypadku analizy woskow
kutykularnych)

Tab. 3.2. Parametry uktadu TOF-MS.

WATERS GCT PREMIER

temperatura interfejsu 250 °C

temperatura zrodia jonéw 250 °C

energia elektronow 70 eV

temperatura w rezerwuarze kalibranta 50 °C

temperatura potaczenia rezerwuar kalibranta — Zrédlo jonéw 150 °C

opodznienie czasu detekcji (ang. solvent delay) 5 min

tryb jonow El+

zakres rejestrowanych mas 50-650 m/z

program do analizy danych MassLynx v. 4.1, DataBridge

3.6 Analiza danych

3.6.1 Identyfikacja zwigzkow i analiza potilosciowa

W przypadku analizy zwiazkéw wystepujacych na powierzchni lisci, dane byty

integrowane recznie w programie MassLynx v. 4.1. Obliczenia statystyczne, w tym obliczenie

wartosci $rednich i odchylen standardowych, oraz graficzng prezentacjg¢ danych wykonano

w programie Microsoft Office Excel. Jesli chodzi o analize metabolitow lisci i korzeni czgs$¢

obrobki danych zostala wykonana recznie (jw.), jednak wickszos¢, ze wzgledu na duzy zbior

danych (ponad 3 tys. probek), zostata przetworzona przy pomocy programu do automatycznej
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identyfikacji i analizy iloSciowej widm uzyskanych technika GC-MS — TargetSearch (opisany
w podrozdziale 3.6.1.1).

Obliczenie indeksow retencji (RI, ang. retention index) zwiazkow przeprowadzono
zgodnie z ponizszym wzorem dla analiz chromatograficznych przeprowadzonych
w gradiencie temperaturowym z wykorzystaniem jako markeréw RI alkandéw o parzystej
liczbie wegli (Zellner i in. 2008):

t —t
RI =100 X n+(N—n)M

trv) — tr ()

przy czym: trm) < trw) <t

gdzie:
RI — indeks retencji Kovatsa,
n — liczba atoméw wegla w alkanie wyptywajacym przed zwigzkiem badanym,
N — liczba atoméw wegla w alkanie wyptywajacym za zwigzkiem badanym,
t, — czas retencji,

zw. — zwiazek 0 nieznanym indeksie retencji.

W analizach metabolomicznych pewne wyzwanie stanowi identyfikacja zwiazkow,
z tego wzgledu ze pojedynczy metabolit moze by¢ obecny w postaci réoznych pochodnych.
W analizach opartych o technik¢ GC-MS z wykorzystaniem chemicznej modyfikacji grup
funkcyjnych mozna przyktadowo obserwowa¢ aminokwasy z jedng, dwiema lub trzema
grupami TMS (Zaikin i Halket 2009). MSI wyrdznia 4 poziomy okreslajgce wiarygodnosé
identyfikacji (tab. 3.3). Zgodnie z powyzszymi zaleceniami jedynie pierwszy poziom — petna
identyfikacja potwierdzona przez poréwnanie ze zwigzkiem wzorcowym — zostat oznaczony
W niniejszej pracy gwiazdka (*). Poziom drugi — adnotacja zwigzku — zostal przypisany na
podstawie poréwnania uzyskanych widm z widmami zdeponowanymi w bazach danych:
Wiley Registry of Mass Spectral Data, Golm Metabolome Database oraz MassBank. Zwigzki
niezidentyfikowane, opisane sa w pracy jako N_Xx, gdzie x odpowiada indeksowi retencji
(zaokraglonemu do liczby catkowitej) nieznanego zwigzku. Dokladne masy monoizotopowe
zwigzkow zostaly obliczone przy uzyciu Molecular Weight Calculator v. 6.49

(www.alchemistmatt.com).
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Tab. 3.3. Poziomy identyfikacji zwigzkow zdefiniowane przez MSI (Dunn i in. 2013).

Poziom
PODSTAWA PRZYPISANIA DO DANEGO POZIOMU
IDENTYFIKACJI
1 petna identyfikacja Porownanie z dwoch lub wigkszej liczby cech wzgledem
zwigzku substancji wzorcowej w tych samych warunkach analitycznych.
Opiera si¢ o whasciwosci fizykochemiczne i/lub podobienstwo
przypuszczalna . . .
2 adnotacia zwiazku widm zdeponowanych w publicznych lub komercyjnych bazach
] 4 danych, bez odniesienia do zwigzkéw wzorcowych.
3 gézn)é?;sjzaci?;zs Opiera si¢ o charakterystyczne wiasciwosci fizykochemiczne

B danej klasy zwigzkow lub podobienstwo widm do danej grupy.

brak identyfikacji —

zwigzki nieznane

Pomimo braku identyfikacji i klasyfikacji do danej grupy
zwiazkow, zwigzki te mozna odrézni¢ od innych 1 obliczy¢ ich
1lo$¢ w oparciu o dane zawarte w widmie.

3.6.1.1 TargetSearch

Pakiet TargetSearch (Cuadros-lnostroza i in. 2009) dziala w $rodowisku R
(R Development Core Team 2010) i jest narzedziem do wstepnego przetwarzania danych
pochodzacych z profilowania metabolicznego przeprowadzonego z wykorzystaniem techniki
GC-MS. Ponadto program ten umozliwia jednoczesng analiz¢ jakosciowa 1 iloSciowa
zwigzkow obecnych w probkach.

Na dane wejsciowe wprowadzone przez uzytkownika sktadaty sie: pliki z danymi GC-
MS, opis probek oraz biblioteka widm zwiazkow. Analiza danych pochodzacych z lisci
i korzeni byta wykonana oddzielnie, jako dwa odrgbne zestawy danych, jednak przy takim
samym ustawieniu parametrow programu. Pierwszym etapem przetwarzania danych byta
konwersja surowych danych programu MassLynx do powszechnie uznawanego
I niezaleznego od stosowanej platformy obliczeniowej formatu NetCDF (ang. network
common data form) przy uzyciu dodatku DataBridge (Waters). Lacznie wprowadzono do
programu 3360 plikow (2 x 1680). Na wymagany do przetworzenia plikow opis probek
sktadata si¢ tabela zawierajgca: nazwy wszystkich probek i ich przypisanie do odpowiednich
grup (linia, kontrola/susza, powtodrzenie biologiczne/techniczne) oraz czas przeprowadzenia
analizy GC-MS liczony w dniach (1-59 dni dla lisci i 1-57 dla korzeni). Dodatkowo
wprowadzono plik opisujgcy stosowane jako markery indeksow retencji alkany, tj. przypisany
im indeks retencji, zakres czasow retencji podany w sekundach (dolna i gérna granica), przy
ktorych uzyte alkany eluowaly, oraz masg¢ charakterystyczng dla tych markeréw (85 m/z),
wzgledem ktorej mialy by¢ wyszukiwane w probkach. Ostatnim elementem wprowadzonym
do programu byta biblioteka widm zwigzkow. Ze wzgledu na niecelowany charakter analizy

wykorzystano publiczng baz¢ GMD (Kopka i in. 2005) kompatybilng z programem
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TargetSearch, zawierajaca blisko 2600 WpisOw. Wybrana baza:
GMD_20120203_VAR5_ALK_TargetSearch.txt (gmd.mpimp-golm.mpg.de/download),
oparta jest na indeksach retencji obliczonych na podstawie 9 alkanéw (C10-C36) i kolumnie
kapilarnej wypetionej 5%-fenylo-95%-dimetylopolisiloksanem, co najbardziej odpowiada
warunkom, w ktérych przeprowadzono analizy instrumentalne.

Analizy bioinformatyczne z wykorzystaniem pakietu TargetSearch zostaty
przeprowadzone we wspolpracy z dr Aneta Sawikowska z Zakladu Biometrii
i Bioinformatyki Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu i obejmowaty nastepujace
etapy:

I.  Konwersja doktadnych mas do mas nominalnych.

ii.  Usunigcie linii bazowej i identyfikacja wierzchotkow pikow we wszystkich
chromatogramach.

iii.  Wyszukanie czaséw retencji alkanow i ich konwersja na indeksy retencji. Na tym
etapie tworzony jest raport (ryc. 3.2), na ktory sktadajg si¢ wykresy czaséw retencji
kazdego alkanu we wszystkich probkach, co pozwala na wyznaczenie obserwacji
odstajacych (w odniesieniu do dnia przeprowadzenia analizy) i ich ewentualne reczne
skorygowanie badz usunigcie odstajacych probek.

iIv.  Przeszukiwanie poszczegélnych analiz pod katem obecnosci zwigzkoéw zawartych
w bibliotece widm GMD na podstawie charakterystycznych mas wystepujacych
w zadanym okienku czasowym przy oczekiwanym RI.

v.  Utworzenie macierzy zawierajacych:

a. Informacje o metabolitach (w tym: nazwa zwigzku, RI z biblioteki, RI z prob,
liczba korelujacych mas 1 ich rzeczywiste warto§ci oraz wspotczynnik
okreslajacy podobienstwo widm pochodzacych z biblioteki 1 prob),

b. Intensywno$ci zwiazkow w poszczegdlnych probkach.

Uzyskane w ten sposob macierze metabolitow byly nastepnie recznie sprawdzone pod
katem prawidtowosci przypisania identyfikacji. Ostatecznie w probkach ekstraktow lisci
zostalo adnotowanych 101 zwigzkéw, z kolei w probkach pochodzacych z korzeni
adnotowano 100 zwigzkéw. Nastepnie dane normalizowano wzgledem standardu

wewnetrznego.
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Ryc. 3.2. Przykladowy raport przedstawiajacy rozklad czasu retencji tetradekanu w 1680

prébkach ekstraktow lisci. Niebieskimi kotkami zaznaczono obserwacje odstajace. Czerwone
linie wyznaczaja dni analizy (ok. 30 probek/dobe).

3.6.2 Analiza statystyczna i wizualizacja wynikoéw

Analizy statystyczne zostaty wykonane przez dr Anete Sawikowska oraz prof. dr hab.
Pawta Krajewskiego z Zaktadu Biometrii i Bioinformatyki Instytutu Genetyki Roslin PAN
w Poznaniu przy uzyciu programu R (R Development Core Team 2010) oraz Genstat 16
(VSN International 2011).

W celu przeprowadzenia analizy zmian metabolitow pod wptywem niedoboru wody
w formach rodzicielskich, odmianach referencyjnych i liniach wsobnych pochodzacych
Z krzyzowki Maresix Cam/B1/CI w pierwszej kolejnosci wykonano logarytmowanie danych
(logz) w celu zblizenia ich rozktadu do rozktadu normalnego. Nast¢pnie przeprowadzono
analiz¢ wariancji majac na celu identyfikacje roznic statystycznie istotnych pomiedzy

odmianami oraz warunkami prowadzenia uprawy (kontrolnymi i z niedoborem wody), a takze
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identyfikacje interakcji odmiana x susza oraz interakcji linia x susza. Efekt suszy obliczono
jako réznice¢ intensywnosci danego zwigzku w warunkach suszy i1 kontroli.

Zawarto$¢ zwigzkoOw w poszczegolnych odmianach zostala przedstawiona w formie
wykresow kolumnowych, a w przypadku populacji mapujacej rozktad cech zostat
zobrazowany w postaci wykresow pudetkowych z wasami (ang. box-and-whisker plot).
Ponadto przeprowadzono klasyfikacje metabolitow opierajac si¢ o ontologi¢ zwigzkéw z baz
danych, gldwnie PubChem i KEGG. Przedstawienie stopnia podobienstwa odpowiedzi na
stres niedoboru wody pomiedzy odmianami Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian, Stratus
zobrazowano stosujgc analize gldéwnych wspotrzednych. Aby ukaza¢ zwigzek pomigdzy
poszczegodlnymi metabolitami i liniami w liciu oraz w korzeniu w warunkach kontrolnych

I stresowych wykreslono mapy cieplne z dendrogramami.
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4. WYNIKI

4.1 Analiza zwigzkéw wyizolowanych z li§ci 1 korzeni jeczmienia
4.1.1 Analiza jako$ciowa

Identyfikacje zwigzkow w pierwszym etapie przeprowadzono w oparciu o publiczne
i komercyjne biblioteki widm, dane literaturowe oraz dost¢pne standardy. W analizowanych
probkach ekstraktow tkanek jeczmienia wykryto w ten sposob 141 pochodnych, z czego 129
w lisciu i 119 w korzeniu (tab. 4.1). 46 metabolitow o intensywnos$ci powyzej 1000, ktorym
nie udato si¢ przypisac¢ struktury chemicznej, zostato opisanych jako N x (gdzie x to indeks
retencji), co stanowito okoto 32% wykrytych zwiazkéw (zwiazkow o intensywnosci mniejszej
niz 1000 nie uwzgledniono w tym zestawieniu). Dzigki zastosowaniu pakietu TargetSearch
w drugim etapie analizy mozliwe byto przypisanie nazw lub identyfikatoréw biblioteki Golm
Metabolome Database 34 zwigzkom nieznanym (dane umieszczone w suplemencie, tab. S.1),
przy czym w wigkszosci przypadkow (21 zwiazkow) byty to jedynie identyfikatory.
TargetSearch pozwolil na przypisanie nazw/identyfikatorow 114 pochodnym (101 w lisciu
1 100 w korzeniu) (tab. 4.2). Pomimo rgcznego sprawdzenia poprawnosci adnotacji nie
zawsze byta mozliwa jednoznaczna identyfikacja. Powyzsza sytuacja dotyczyta czterech par
metabolitow (tab. 4.2):

- 1,3-diaminopropanu i 1,2-diaminopropanu [50],

- glukopiranozy i zwigzku podobnego do glukopiranozy [78],

— lumichromu i zwigzku podobnego do lumichromu [21 i 24], oraz

- dwoch zwigzkoéw opisanych jako podobne do pochodnej fruktozy [63 i 65].
Dla dwoch pierwszych par korelacja obserwacji pomigdzy poszczegdlnymi zwigzkami
W danej parze byta bardzo wysoka w zwigzku z czym metabolity te zostaty opisane jednym
numerem. Z kolei analiza korelacji dwoch pozostalych par ujawnita roznice pomiedzy
obserwacjami dla par nr 63 i 65 zarowno w lisciu jak i w korzeniu oraz w korzeniu dla pary nr
21 i 24. Z powodu powyzszych rozbieznosci zwigzki z obu tych par zostaty potraktowane
jako osobne metabolity w dalszych etapach analizy danych.

Wykorzystanie techniki GC-MS pozwolito na identyfikacje wielu zwiazkoéw
reprezentujacych rozne klasy. Wigkszos¢ wykrytych zwigzkow wystgpowala w postaci
pochodnych trimetylosililowych (opisanych jako TMS), co wynikalo z obecnosci
w strukturze chemicznej metabolitow polarnych grup funkcyjnych (hydroksylowych,
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Tab. 4.1. Zwiazki wykryte w probkach ekstraktow lisci i korzeni jeczmienia (* — RI wedtug Golm Metabolome Database, ® — RI wedtug MassBank, b.d. —
brak danych, M — masa monoizotopowa, Mg, — marker indeksu retencji, obs. — warto$¢ obserwowana, wytluszczonym drukiem — charakterystyczne m/z o
najwickszej intensywnosci, czerwony — jon molekularny M*, ,— — brak derywatyzacji, ,,-” — nie wykryto, ,+’— wykryto, * — pela identyfikacja

potwierdzona zwigzkiem referencyjnym).

Wzér Obecnos¢
l.p. RI RI obs. Nazwa Derywatyzacja sumaryczny M [Da] Wybrane jony fragmentacyjne obecne w widmie El liée Korzet
pochodnej !

1. b.d. <1000 etano-1,2-diol 2TMS C8H2202Si2 206,1158 73,103, 133,147,191 + +

2. 1000 dekan = C10H22 142,1721 57,71, 85,99, 113, 142 Mg
1031,31"

3. 1823'213 1032,26 2-hydroksypirydyna 1TMS C8H13NOSi 167,0766 59,78, 97,122,136, 152, 166 + +

4. 1038,21A 1049,68 propano-1,3-diol 2TMS C9H2402Si2 220,1315 73,103, 115, 130, 147, 177, 205 + +
1044,47"

5. 1850,168 1051,61 kwas mlekowy* 2 TMS C9H2203Si2 234,1107 73,75, 88,101, 117, 133, 147, 191, 219 + +

6. 1062,00A 1069,03 kwas kapronowy* 1TMS C9H2002Si 188,1233 73,75, 117,131, 145, 147, 173, 188 + +

7. 1062,89A 1069,03 kwas glikolowy 2 TMS C8H2003Si2 220,0951 >9,66,73,75, 88, 103’2;5122131’ 133,147, 161,177, + -
1081,68" - .

8. 1085 62° 1084,52 walina* (1) 1TMS C8H19NO2Si 189,1185 55, 72,75, 87, 103, 130, 146, 156, 174 + +
1087,41A - . 59, 73,75, 86, 94, 100, 103, 116, 128, 131, 133, 147,

9. 1094,19B 1096,77 alanina* (1) 2 TMS C9H23NO02Si2 233,1267 174, 190, 218, 233 + +
1104,93A . . 59, 70, 73, 86, 95, 100, 113, 119, 130, 133, 144, 146,

10. 1112’405 1109,68 hydroksyloamina 3TMS C9H27NOSI3 249,1400 158, 161, 171, 188, 204, 205, 249 + +

59, 73,75, 86, 89, 100, 103, 117, 131, 133, 147, 160,
11. b.d. 1135,48 N_1135 b.d. b.d. b.d. 174, 190, 205, 220, 235 + +
12. b.d. 1150,97 N_1151 b.d. b.d. b.d. 73, 86, 100, 102, 129, 142, 160, 174, 216 + +
73,75,77, 85, 89,98, 103,113, 115, 119, 121, 133, 135,
13. 1165,67A 1170,32 fosforan metylu 2 TMS C7H2104PSi2 256,0716 137,147, 149, 151, 163, 165, 167, 169, 181, 195, 211, + +
225, 241, 256

14. 1176,03A 1172,26 prolina* (1) 1TMS C8H17NO2Si 187,1029 70, 75, 103, 144, 172, 187 + +
1197,16A " . 66, 73,75,77,87,93,99, 109, 117, 131, 133, 143, 147,

15. 1302,003 1198,06 kwas malonowy 2 TMS C9H2004Si2 248,0900 171, 189, 233, 248 + -

16. 1200 dodekan = C12H26 170,2034 57,71, 85,99, 113, 127, 141, 170 Mg,
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1207,10"
17. 1287'985 1210,00 walina* (2) 2 TMS C11H27N0O2Si2 261,1580 73,75,100, 128, 133, 144, 147, 156, 188, 202, 218, 246 +
18. b.d. 1226,43 N_1226 b.d. b.d. b.d. 59, 73, 75, 84, 86, 100, 102, 130, 133, 147, 174, 189 +
A
19. 1;2:’?25 1235,71 mocznik* 2TMS C7H20N20Si2 204,1114 73,75,99, 117,130, 147, 171, 189, 204 +
20. b.d. 1245,71 N_1246 b.d. b.d b.d. 73,77, 85,120, 134, 145, 157, 170, 176, 184, 211 -
1252,52A * . 57,69, 73,75, 100, 103, 116, 132, 144, 147, 159, 188,
21. 1251’943 1252,86 seryna* (1) 2TMS C9H23NO03Si2 249,1216 219, 234 +
A
22. 1259'943 1262,14 etanoloamina 3TMS C11H31NOSI3 277,1713 >9,73, 86,100, 114, 117, 130, 133, 147, 158, 174, 188, +
1261,50 262
59, 73, 75, 103, 115, 119, 133, 135, 147, 151, 163, 165,
23. 1261,98A 1264,29 kwas fosforowy 3TMS C9H2704PSi3 314,0955 167,177,179, 181, 189, 191, 193, 207, 211, 225, 227, +
239, 241, 253, 255, 267, 269, 283, 299, 314
1262,29A . . 59, 73, 75, 89, 101, 103, 117, 129, 133, 147, 163, 175,
24, 1267,ZOB 1267,14 glicerol 3TMS C12H3203Si3 308,1659 177,189, 191, 205, 218, 263, 293 +
1264,435A * . 59, 73, 75, 86, 100, 102, 116, 128, 133, 142, 147, 158,
25. 1265,OOB 1267,14 leucyna 2TMS C12H29N02Si2 275,1737 170, 218, 232, 260 +
1286,54A . * . 59, 73, 75, 86,100, 114, 128, 133, 142, 147, 158, 170,
26. 1286,70B 1288,57 izoleucyna 2 TMS C12H29NO02Si2 275,1737 203, 218, 232, 260 +
1295,77A I . 59, 70, 73, 75, 100, 133, 142, 147,170, 172, 175, 216,
27. 1293,SSB 1295,71 prolina* (2) 2 TMS C11H25N02Si2 259,1424 230, 244, 259 +
1300,72A . " . 73,75, 83,98, 115, 126, 133, 143, 147, 155, 157, 170,
28 12971543 1300,00 kwas maleinowy 2 TMS C10H2004Si2 260,0900 201, 215, 242, 245, 260 +
1302,68A . * . 59, 73, 86,100, 117, 130, 131, 133, 147, 158, 160, 174,
29. 1302’303 1302,86 glicyna 3TMS C11H29NO2Si3 291,1506 188, 202, 204, 248, 276, 291 +
1310,65A * . 55,73, 75, 86, 116, 129, 133, 143, 147, 172, 190, 203,
30. 1307,SlB 1312,14 kwas bursztynowy 2 TMS C10H2204Si2 262,1057 218, 231, 247, 262 +
1319,94A . . 55,59, 73,75, 89, 103, 117, 133, 147, 175, 177, 189,
31. 1318,94B 1324,29 kwas glicerynowy 3TMS C12H3004Si3 322,1451 205, 217, 221, 265, 279, 292, 307, 322 +
32. b.d. 1328,57 N_1329 b.d. b.d. b.d. 59, 73, 77, 86, 101, 130, 134, 174, 184, 227, 285, 300 +
1346,94A " . 73,75, 83,98, 113,115, 117, 127, 133, 143, 147, 155,
33. 1344893 1347,86 kwas fumarowy 2TMS C10H2004Si2 260,0900 157,170, 171, 201, 217, 245, 260 +
1352,85A * . 59, 69, 73, 75, 84, 100, 114 116, 133, 147, 159, 163,
34, 1349,493 1355,00 seryna* (2) 3TMS C12H31NO3Si3 321,1612 174, 188, 204, 216, 218, 278, 306, 321 +
35. 1356,55A 1355,00 alanina* (2) 3TMS C12H31NO2Si3 305,1663 >9, 73,86, 100, 114, 133, 147, 158, 172, 188, 202, 246, +

262, 290
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1365,15"
36. 122:'225 1362,14 kwas pipekolinowy 2 TMS C12H27N0O2Si2 273,1580 55, 59, 73, 84, 100, 103, 133, 147, 156, 175, 230
A . 55, 59, 66, 73, 75, 83, 87, 89, 101, 103, 116, 129, 133,
37. 1372,65 1369,29 treono-1,4-lakton 2 TMS C10H2204Si2 262,1057 147, 177, 189, 204, 217, 219, 233, 247, 262
1377 23* 57,59, 73,75, 84, 86, 100, 101, 117, 128, 130, 132, 147,
38. 1375'405 1378,57 treonina* 3TMS C13H33NO03Si3 335,1768 158,172,174, 186, 191, 202, 203, 218, 219, 230, 248,
! 276, 291, 320
39. 1400 tetradekan — C14H30 198,2347 57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 198 Mg
73, 75,101, 103, 110, 116, 129, 134, 143, 147, 184, 217,
40. b.d. 1415,75 N_1416 b.d. b.d. b.d. 228, 243, 256
1424 05" 59, 73, 75, 86, 100, 117, 130, 133, 142, 147, 160, 174,
41. 1422’125 1423,62 B-alanina* 3 TMS C12H31NO2Si3 305,1663 188, 190, 200, 204, 216, 218, 232, 248, 262, 274, 290,
! 304
. b 1452,76 N_1453 bd. b bd. 73, 82, 86, 100, 114, 130, 147, 154, 174, 201, 227, 243,
281, 327
43, b.d. 1466,14 N_1466 b.d. b.d. b.d. 70, 73, 100, 114, 133, 147, 174, 232, 306, 334
44, 1468,99A 1468,50 glutamina* (1) [-H20] 2 T™MS C11H24N202Si2 272,1376 >9,73,75, 83,100, 103, 123;3;’ 139, 147,155, 218, 229,
1479 34" 45,55, 59, 73, 75,93, 101, 116, 117, 129, 131, 133, 143,
45, 1478’008 1481,89 kwas jabtkowy* 3TMS C13H3005Si3 350,1401 147,171, 175, 189, 203, 217, 221, 233, 245, 265, 307,
! 319, 335, 350
73,7 100, 115, 128, 131, 142, 147, 158, 201
46. 1499,39A 1500,00 asparagina* (1) [-H20] 2 TMS C10H22N202Si2 258,1220 29, 73,75, 86,100, 52’15 2’433 ! ! , 158,201,
47. b.d. 1507,87 N_1508 b.d. b.d. b.d. 73, 84, 89, 98, 116, 128, 147, 156, 188, 200, 274
1511 16 kwas asparaginowy* 59, 73, 75, 100, 117, 130, 133, 142, 147, 160, 163, 172,
48. "8 1513,39 parag y 3 TMS C13H31NO4Si3 349,1561 174, 188, 202, 204, 216, 218, 232, 244, 262, 292, 306,
1508,22 (1)
334, 349
1521,73" kwas 58, 59, 66, 73, 75, 84, 100, 103, 107, 112, 117,121, 133
. 7’ 1 1 11 . . 2 11 2 ~2 2 1121 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ 7 7 ’ ’
49 1519,70B >18, piroglutaminowy* ™S C11H23NO3Si 73 6 140, 147, 156, 174, 186, 214, 230, 258, 273
1527,46A kwas y- . 59, 73, 75, 86, 100, 102, 114, 116,117, 130, 131, 133,
>0. 1526,60B 1525,98 aminomastowy* 3TMS CI3H33NG25i3 319,1813 147, 156, 158, 174, 216, 230, 246, 304
A . 55, 59, 73, 75, 89, 103, 117, 130, 133, 143, 147, 157,
51. 1528,59 1531,50 kwas erytronowy 4 TMS C16H4005Si4 424,1953 177, 189, 205, 217, 220, 245, 277, 292, 319, 379, 409
A . 55, 59, 73, 75, 83, 103, 117, 130, 133, 143, 147,177,
52. 1545,94 1547,24 kwas treonowy 4 TMS C16H4005Si4 424,1953 189, 205, 217, 220, 245, 277, 292, 319, 379, 409
53. 1572,85A 1568,50 kwas a-ketoglutarowy* 1 MeOX 2 TMS C12H25N05Si2 319,1271 55, 59, 73, 75, 89, 100, 112, 126, 129, 133, 147, 156,
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1567,76° 170, 186, 198, 202, 229, 244, 288, 304, 319
73,103, 117, 131, 133, 147, 157, 189, 191, 205, 218,
>4. b.d. 1570,87 N_1571 b.d b.d b-d. 231, 234, 259, 277, 291, 306, 321, 333, 393, 423
55. 1582,78" 1576,38 prolina* (3) [+CO2] 2 TMS C13H25N06Si2 347,1220 >9,73,75,99, 117,126,133, 142, 147, 170, 186, 216,
244, 288, 303
A - ) . 59, 73,75, 83,112, 126, 133, 139, 147, 155, 171, 185,
56. 1590,07° 1581,10 glutamina* (2) [-H20] 3 TMS C14H32N202Si3  344,1771 202, 211, 227, 257, 272, 285, 301, 316, 329, 344
59, 61, 73, 75, 100, 115, 130, 133, 142, 147, 163, 169,
57. 1594,18" 1592,00 asparagina* (2) 4 TMS C16H40N203Si4  420,2116 172, 188, 190, 202, 204, 206, 216, 231, 243, 257, 262,
278, 287, 290, 305, 315, 331, 347, 405, 420
58. 1600 heksadekan = C16H34 226,2660 57,71, 85, 99, 113, 127, 141, 155, 1609, 183, 197, 226 Mg
1614 59 56, 59, 61, 73, 75, 84, 100, 114, 117, 128, 133, 140, 147,
59. 1609’038 1608,97  kwas glutaminowy* (1) 3TMS C14H33NO04Si3 363,1717 156, 158, 174, 186, 204, 218, 221, 230, 246, 258, 274,
’ 276, 320, 348, 363
59, 73,75, 84,100, 114, 116, 133, 141, 147, 163, 172,
60. 1621,76" 1614,35 asparagina* (3) 4TMS C16H40N203Si4  420,2116 188, 202, 204, 216, 231, 281, 290, 303, 315, 330, 333,
405, 420
A
61. 1629'633 1620,63 fenyloalanina* 2TMS C15H27N0O2Si2 309,1580 73,75,91, 100, 120, 133, 147, 160, 192, 204, 218, 266,
1625,10 294
1636,76" * . 59,73,75, 89, 103, 114, 117, 129, 133, 147, 160, 189,
62. 1630,25° 1632,29 ksyloza* (1) 1 MeOX 4 TMS C18H45NO0O5Si4 467,2375 191, 204, 205, 217, 233, 234, 262, 277, 288, 291, 307
63. - 1638,56 N_1639 b.d. b.d. b.d. 59,73, 86, 100, 130, 146, 160, 172, 174, 186, 201, 259
1645,84" " . 59,73,75, 89, 103, 114, 117, 129, 133, 147, 160, 189,
64. 1637,22° 1641,26 ksyloza* (2) 1 MeOX 4 TMS C18H45NO0O5Si4 467,2375 191, 204, 205, 217, 233, 234, 262, 277, 288, 291, 307
1650 62° 59, 73,75, 89, 103, 114, 117, 129, 131, 143, 147, 160,
65. 1646,1OB 1647,53 arabinoza* 1 MeOX 4 TMS C18H45NO5Si4 467,2375 172,174, 189, 204, 205, 217, 231, 233, 262, 277, 291,
’ 307
1666,44" . . 59, 73, 75, 100, 116, 132, 141, 147, 154, 159, 172, 188,
66. 1661,08° 1659,19 asparagina* (4) 3TMS C13H32N203Si3  348,1721 202, 218, 231, 243, 258, 316, 333, 348
1665,99" % . 59,73,75, 89,103,117, 129, 131, 133, 143, 147, 160,
67. 1659,20° 1662,78 ryboza 1 MeOX 4 TMS C18H45NO5Si4 467,2375 189, 201, 204, 205, 217, 233, 262, 277, 307
73, 86, 89, 91, 105, 116, 135, 149, 163, 165, 180, 192,
68. b.d. 1689,69 N_1690 b.d. b.d. b.d. 206, 208, 275, 280
1694 65 59, 73,75, 89,101, 103, 117, 129, 131, 133, 143, 147,
69. 1684,883 1692,38 ksylitol* 5TMS C20H5205Si5 512,2661 157, 175, 189, 191, 204, 205, 217, 229, 243, 277, 291,

307, 319, 332, 395, 407, 422
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A

59, 73, 89, 101, 103, 117, 129, 133, 147, 157, 175, 177,

70. 12740 471031 rybitol* 5 TMS C20H5205Si5  512,2661 189, 205, 217, 229, 243, 277, 291, 307, 319, 332, 395, standard
1710,90 422 wewnetrzny
A - . 59, 73, 75, 83, 100, 103, 128, 131, 139, 147, 155, 156,
71. 1720,58 1722,87 glutamina* (3) 4 TMS C17H42N203Si4 434,2272 173, 188, 203, 216, 227, 317, 329, 344, 419, 434 + +
73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 143, 147, 157, 189, 191,
72. b.d. 1728,25 N_1728 b.d. b.d. b.d. 205, 217, 221, 229, 232, 245, 257, 305, 319, 333, 394, + -
422,511
A
73. 1736'703 1730,94 putrescyna* 4 TMS C16H44N2Si4 376,2581 73, 86,100, 130, 142, 146, 158, 174, 187, 200, 214, 361, + +
1734,06 376
73,75,103, 117, 129, 133, 147,157,171, 184, 189, 191,
74. b.d. 1739,91 N_1740 b.d. b.d. b.d. 205, 211, 217, 229, 245, 277, 285, 292, 307, 319, 333, + +
346, 375, 393, 421
A . 73,75, 89,101, 103, 117, 131, 133, 147, 157, 189, 205,
75. 1751,51 1748,87 kwas rybonowy 5TMS C20H5006Si5 526,2454 217, 256, 277, 292, 307, 333, 357, 421 + +
1750,51A . . 59, 73,75, 89, 101, 103, 131, 133, 147, 211, 256, 299,
76. 1740’003 1748,88 3-fosfoglicerol 4 TMS C15H4106PSi4 460,1718 315, 328, 341, 357, 370, 387, 445 + +
73,75, 133, 143, 147, 191, 203, 217, 232, 243, 245, 257,
77. b.d. 1755,16 N_1755 b.d. b.d. b.d. 271,288, 305, 318, 331, 345, 435, 450 + +
59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 143, 147, 159, 169,
78. b.d. 1761,43 N_1761 b.d. b.d. b.d. 189, 199, 217, 230, 257, 289, 379 + +
1766,72A sk . 56, 73,75, 83, 100, 114, 116, 128, 131, 139, 147, 155,
79. 1765,26B 1767,71 glutamina* (4) 3TMS C14H34N203Si3 362,1877 156, 173, 188, 203, 229, 245, 273, 301, 347, 362 + +
1774,08A . . 59, 73,75, 100, 114, 130, 133, 147, 172, 174, 188, 207,
80. 1772,GGB 1773,09 fosforan etanoloaminy 4 TMS C14HA0NOA4PSi4  429,1772 211, 225, 283, 299, 315, 328, 414 - +
59, 73,75, 81, 89, 103,117, 129, 143, 147, 163, 169,
81. b.d. 1776,68 N_1777 b.d. b.d. b.d. 177,184,189, 217, 229, 244, 257, 305, 317, 333, 348, + +
361, 436, 466
73,75,103, 117, 129, 147, 191, 207, 217, 230, 245, 257,
82. b.d. 1788,34 N_1788 b.d. b.d. b.d. 272,303, 317, 319, 347, 361, 437 + +
1794,63A i . 73,103, 133, 147, 167, 189, 193, 204, 221, 239, 243,
83. 1791,525 1797,31 kwas szikimowy 4 TMS C19H4205Si4 462,2109 254, 255, 267, 282, 312, 331, 357, 372, 447, 462 + -
73,75,103, 117, 129, 147, 191, 204, 207, 217, 230, 245,
84. b.d. 1797,31 N_1797 b.d. b.d. b.d. 257 272, 303, 319, 347, 361, 437 + +
7,71 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211
85. 1800 oktadekan — C18H38 254,2973 Sl iy B e ¢ ¢ ! ! ! ! ! Mg

225,254
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67,73,75,117, 129, 131, 133, 143, 147, 157, 183, 211,

A
86. 122?255 1806,86 kwas cytrynowy* 4 TMS C18H4007Si4 480,1851 217,221, 229, 231, 257, 273, 285, 305, 319, 333, 347, +
! 363, 375, 421, 437, 465
dimer kwasu 55,59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 147, 157,173
7. 1 71% 1 22 2 MeOX C14H18N2012 4 rEmr T ! ! ! ! ! ! !
8 838, 839, dehydroaskorbinowego €0 8N20 06,0860 189, 204, 217, 231, 245, 316 *
1842,69A . " . 73,75, 115,117,129, 133, 147, 191, 204, 217, 239, 255,
88. 183&885 1846,08 kwas chinowy 5TMS C22H5206Si5 552,2610 283, 334, 345, 357, 372, 419, 435, 447, 462, 537 +
1853 93" 59, 73,75, 84, 89, 103, 114, 117, 129, 133, 147, 172,
89. 185§50A 1855,88 fruktoza* (1) 1 MeOX 5 TMS C22H55N06Si5 569,2876 189, 191, 204, 205, 217, 231, 277, 291, 307, 335, 364, +
! 554, 569
1863 13" 59, 73,75, 84, 89, 103, 114, 117, 129, 133, 147, 172,
90. 186450A 1865,69 fruktoza* (2) 1 MeOX 5 TMS C22H55N06Si5 569,2876 189, 191, 204, 205, 217, 231, 277, 291, 307, 335, 364, +
, 554, 569
1876,44" . . 73,75, 100, 116, 130, 147, 171, 188, 201, 243, 316, 331,
91. 1875,3OB 1875,49 alantoina (1) 4 TMS C16H38N403Si4 446,2021 357,431, 446 +
1880.50" 59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 147, 157, 160, 189,
92. 188{608 1881,37 glukoza* (1) 1 MeOX 5 TMS C22H55NO06Si5 569,2876 191, 201, 205, 217, 229, 262, 274, 277, 291, 305, 319, +
! 364, 376
1899 05 59, 73, 75, 89, 103, 117, 129, 133, 147, 157, 160, 189,
93. 1902’608 1895,10 glukoza* (2) 1 MeOX 5 TMS C22H55N06Si5 569,2876 191, 201, 205, 217, 229, 262, 274, 277, 291, 305, 319, +
! 364, 376
1913,02" . .
94, 1913 44° 1910,78 tyramina* 3TMS C17H35NOSI3 353,2026 59, 73, 86, 100, 117, 130, 174, 179, 207, 250, 264, 338 +
1913,61" . " . 59, 73, 86, 100, 128, 147, 156, 174, 186, 200, 214, 218,
95. 1913.70° 1914,71 lizyna 4 TMS C18H46N202Si4  434,2636 228, 230, 258, 317, 329, 362, 391, 419, 434 +
1919 74* 73,75, 89, 103, 117, 129, 131, 133, 143, 147, 157, 175,
96. 191g858 1920,59 sorbitol* 6 TMS C24H6206Si6 614,3162 189, 191, 205, 217, 229, 231, 277, 291, 305, 307, 319, +
! 331, 345, 421
1934,12" " . 73,75, 100, 133, 147, 163, 179, 192, 203, 218, 265, 280,
97. 1932.30° 1930,39 tyrozyna 3TMS C18H35N03Si3 397,1925 292, 310, 354, 382 +
1937,86" . " . 59, 73, 75, 89, 103, 117, 133, 147, 157, 169, 205, 221,
98. 1935743 1934,31 kwas askorbinowy 4 TMS C18H4006Si4 464,1902 244, 304, 332, 345, 359, 374, 405, 419, 449, 462 -
1947,53" " . 73,75, 89, 102, 115, 131, 147, 179, 191, 203, 219, 233,
99. 1945168 1937,25 kwas p-kumarowy 2TMS C15H2403Si2 308,1264 249 293, 308 +
59, 70, 73,75, 100, 114, 133, 147, 154, 163, 172, 1
100. 1946,72" 1942,57 asparagina* (5) [+CO2] (4 TMS) C17HA0N205Si4  464,2014 e ! ! ! ! ! ¢ , 188, +

203, 216, 232, 244, 257, 287, 331, 334, 347, 359, 374,
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449, 464

59, 73,75, 89, 100, 103, 117, 129, 133, 143, 147, 157,

101. b.d. 1944,11 N_1944 b.d. b.d. b.d. 175, 189, 204, 217, 229, 231, 243, 247, 271, 299, 319,
332,361
73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 143, 147, 157, 169, 189,
102. b.d. 1963,55 N_1964 b.d. b.d. b.d. 191, 204, 217, 231, 243, 291, 305, 317, 319, 345, 361,
435
73,75, 89,103, 117, 129, 133, 143, 147, 189, 205, 217,
103. b.d. 1967,49 N_1967 b.d. b.d. b.d. 245 277,307, 333, 359, 394, 433
73,75,103,117, 129, 133, 143, 147, 157, 189, 205, 217,
104. b.d. 1986,27 N_1986 b.d. b.d. b.d. 229, 277,292, 305, 319, 333, 423, 435
. 57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
105. 2000 eikozan — C20H42 282,3286 225, 239, 253, 282 Mg
59, 73,75, 84, 89,103,117, 129, 133, 143, 147, 157,
106. b.d. 2010,75 N_2011 b.d. b.d. b.d. 175, 189, 191, 204, 217, 220, 231, 243, 305, 319
2045,44A . % . 55,57,73,75,83,95,98, 117, 129, 132, 145, 159, 171,
107. 2038,4OB 2043,01 kwas palmitynowy 1TMS C19H4002Si 328,2797 185, 187, 201, 227, 229, 243, 257, 269, 285, 313, 328
108. 2068,66A 2062,30 alantoina (2) 3TMS C13H30N403Si3 374,1626 73,75, 79, 86, 100, 11;’5192%7132' 147,189, 243, 259,
2080,20A L " . 73,75,103, 129, 133, 147, 191, 204, 217, 221, 230, 243,
109. 2075’913 2078,49 mio-inozytol 6 TMS C24H6006Si6 612,3005 265 291 305, 318, 343, 367, 393, 432, 507
2097,85A " . 59, 73,75, 89, 117, 145, 147, 154, 160, 175, 179, 191,
110. 20%1503 2089,25 kwas trans-ferulowy 2 TMS C16H2604Si2 338,1370 203, 209, 233, 249, 279, 293, 308, 323, 338
73,75, 84, 89, 103, 114, 117, 129, 133, 147, 157, 173,
111. b.d. 202,47 N_2092 b.d. b.d. b.d. 189, 191, 205, 217, 229, 262, 277, 291, 305, 319, 376
112. b.d. 2095,08 N_2095 b.d. b.d. b.d. 25, 59, 67, 81, 95, 109, 1;;"135’ 150, 164, 178, 262,
59, 73, 75, 89, 257, 285, 301, 331, 345, 358, 373, 417,
113. b.d. 2096,77 N_2097 b.d. b.d. b.d. 460, 476, 491
73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 147, 157, 172, 189, 191,
114. b.d. 2121,51 N_2122 b.d. b.d. b.d. 201, 205, 217, 229, 277, 291, 305, 307, 319
A . % . 73,75, 84, 100, 147, 154, 172, 191, 226, 238, 246, 254,
115. 2150,05 2145,36 histydyna 4 TMS C18H41N302Si4  443,2276 290, 310, 326, 356, 400, 428
73,75,103, 117, 129, 147, 189, 191, 200, 204, 217, 231,
116. b.d. 2161,29 N_2161 b.d. b.d. b.d. 243, 259, 273, 286, 291, 305, 319, 333, 345, 361, 444
117. b.d. 2175,27 N_2175 b.d. b.d. b.d. 59, 73,75, 101, 103, 116, 129, 131, 147, 227, 243, 257,
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285, 299, 315, 341, 357, 373, 387, 445, 461, 503, 516

57,71, 85, 99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,

118. 2200 dokozan — C22H46 310,3599 225, 239, 253, 267, 281, 310 Mg
2209,91A . " . 55, 67,73,75, 81, 95,109, 117, 121, 129, 135, 145, 150,
119. 2209,GOB 2208,19 kwas linolowy 1TMS C21H4002Si 352,2797 164, 178, 220, 234, 262, 337, 352 +
2217,55A * . 73,75, 100, 130, 147, 172, 190, 200, 202, 218, 230, 291,
120. 2216,3OB 2211,49 tryptofan 3TMS C20H36N202Si3  420,2084 303, 377, 405 +
2217,41A . * . 55, 67,73,75,79, 95,108,117, 121, 129, 135, 145, 149,
121. 2215,60B 2216,09 kwas a-linolenowy 1TMS C21H3802Si 350,2641 163, 173, 294, 335, 350 +
73,75, 103, 147, 154, 189, 191, 200, 204, 217, 231, 233,
122. b.d. 2216,37 N_2216 b.d. b.d. b.d. 243, 286, 291, 305, 319, 333, 361, 388, 402, 444, 467 *
943 49" 55,57,73,75, 81, 83, 95, 98, 117, 129, 132, 145, 159,
123. 2242'253 2239,77 kwas stearynowy* 1TMS C21H4402Si 356,3110 171, 185, 187, 201, 227, 241, 243, 257, 271, 297, 313, +
, 327, 341, 356
59, 73, 75, 89, 103, 117, 133, 147, 189, 191, 205, 217,
124. b.d. 2264,71 N_2265 b.d. b.d. b.d. 246, 290, 305, 307, 319, 346, 358, 392, 404
2292,48A * . 59, 73, 75, 84, 89, 101, 103, 114, 129, 133, 147, 191,
125. 2294’415 2290,06 fruktozo-6-fosforan 1 MeOX6TMS C25H64N0O9PSi6  721,2934 204, 211, 217, 225, 299, 315, 341, 357, 387, 403, 459
59, 73,75, 101, 103, 117, 129, 147, 189, 191, 204, 217,
126. b.d. 2300,00 N_2300 b.d. b.d. b.d. 243, 305, 337, 361
2307 34 59, 73,75, 89, 101, 103, 116, 129, 133, 147, 157, 160,
127. 2300'203 2301,75 glukozo-6-fosforan* 1 MeOX 6 TMS C25H64NO9PSIi6 721,2934 189, 191, 204, 211, 217, 230, 247, 299, 315, 331, 341, +
! 357,387,471
73,75, 84, 89,103, 114, 117, 129, 133, 147, 189, 191,
128. b.d. 2345,03 N_2345 b.d. b.d. b.d. 205, 217, 259, 262, 277, 291, 305, 307, 319, 331, 376, +
421
59, 73, 75,101, 103, 117, 129, 133, 143, 147, 169, 189,
129. b.d. 2356,73 N_2357 b.d. b.d. b.d. 191, 204, 217, 233, 245, 257, 275, 292, 305, 333, 337, +
363, 375, 451
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
130. 2400 tetrakozan — C24H50 338,3912 225, 239, 253, 267, 281, 295, 309, 338 Mg
73,75, 103, 129, 133, 147, 191, 204, 211, 217, 243, 246,
131. b.d. 2400,00 N_2400 b.d. b.d. b.d. 299, 305, 315, 318, 343, 387, 470
132. b.d. 2455,13 N_2455 b.d. b.d. b.d. 73, 86, 100, 117, 130, 174, 202, 260, 290, 449 -
133, bd. 247692 N_2477 bd. b.d. bd. 73, 75,101, 103, 116, 117, 129, 133, 143, 147, 189, 191,

204, 217, 231, 243, 271, 305, 321, 361
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73,75,101, 103, 117, 129, 131, 143, 147, 189, 191, 204,

134. b.d. 2519,23 N_2519 b.d. b.d. b.d. 219, 231, 245, 319, 335, 361
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
135. 2600 heksakozan — C26H54 366,4225 225,239, 253, 267, 281, 295, 309, 323, 337, 366 Mg
2623,04A * . 73,75,103,117, 129, 147, 157, 169, 191, 204, 217, 243,
136. 2614803 2613,25 sacharoza 8 TMS C36H86011Si8 918,4324 257,271 319, 331, 361, 437, 451
59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 147,173, 189, 191,
137. b.d. 2668,49 N_2668 b.d. b.d. b.d. 204, 205, 217, 230, 257, 277, 307, 361, 437, 480
59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 133, 147,173, 189, 191,
138. b.d. 2682,19 N_2682 b.d. b.d. b.d. 204, 205, 217, 230, 257, 277, 307, 361, 437, 480
2726,30A % . 73,75,103,117, 129, 147, 169, 191, 204, 217, 243, 271,
139. 2727.10° 2727,40 trehaloza 8 TMS C36H860115Si8 918,4324 305, 319, 331, 361
73,75,103,117, 129, 131, 147, 160, 189, 191, 204, 217,
140. b.d. 2794,70 N_2795 b.d. b.d. b.d. 231, 243, 271, 305, 319, 333, 361, 480
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
141. 2800 oktakozan — C28H58 394,4538 225, 239, 253, 267, 281, 295, 309, 323, 337, 351, 365, Mg
394
2837,47" ek . 59, 73,75, 89, 103, 117, 129, 147, 160, 169, 189, 191,
142. 2839, 40° 2838,46 melibioza 1 MeOX8 TMS  C37H89N011Si8  947,4590 204, 217, 243, 271, 305, 319, 331, 361, 451, 480
143. b.d. 2948,72 N_2949 b.d. b.d. b.d. 73,75,91, 147, 167, 191, 236, 239, 249, 255, 345, 447
73,75,103, 117, 129, 147, 169, 191, 204, 217, 230, 243,
144. b.d. 2968,21 N_2968 b.d. b.d. b.d. 271, 291, 305, 319, 361, 433
73,75,103, 117, 129, 147, 191, 204, 217, 230, 293, 305,
145. b.d. 2986,75 N_2987 b.d. b.d. b.d. 361, 416, 433
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
146. 3000 triakontan — C30H62 422,4851 225, 239, 253, 267, 281, 295, 309, 323, 337, 351, 365, Mg
379, 393, 422
73,75,103,117,129, 147, 169, 191, 204, 217, 243, 271,
147. b.d. 3093,72 N_3094 b.d. b.d. b.d. 289, 305, 319, 337, 361, 597
A . 73,75, 103, 147, 167, 183, 191, 204, 219, 239, 249, 255,
148. 3177,08" 3171,01 kwas chlorogenowy 6 TMS C34H6609Si6 786,3322 323, 345, 357, 419, 447
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
149. 3200 dotriakontan — C32H66 450,5164 225, 239, 253, 267, 281, 295, 309, 323, 337, 351, 365, Mg
379, 393, 407, 421, 450
150. 3298,18" 3237,36 kampesterol* 1TMS C31H560Si 472,4100 73,75, 81, 95,105, 121, 129, 145, 159, 213, 255, 261,

343, 367, 382, 457, 472
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55, 69, 73, 75, 83, 91, 95, 105, 119, 129, 133, 145, 159,

151. 3319,29" 3256,59 stigmasterol* 1TMS C32H560Si 484,4100 173, 199, 213, 227, 239, 255, 271, 282, 295, 309, 343, + +
351, 355, 372, 379, 394, 469, 484
A = " . 57,73,75, 81, 95, 105, 121, 129, 145, 159, 173, 213,
152. 3385,83 3302,75 B-sitosterol 1TMS C32H580Si 486,4257 255, 275, 303, 329, 357, 381, 396, 471, 486 + +
3350,64A . " . 73,75, 103, 117, 129, 147, 157, 169, 189, 191, 204, 217,
153. 3350,SSB 3329,12 rafinoza 11 TMS C51H120016Si11 1296,6038 230, 243, 271, 305, 319, 331, 361, 437, 451 + -
3361,28A % . 73, 75,103,117, 129, 147, 157, 169, 189, 191, 204, 217,
154. 3354.34° 3333,52 1-kestoza 11 TMS C51H120016Si11  1296,6038 230, 243, 271, 305, 319, 331, 361, 437, 451 + +
57,71, 85,99, 113, 127, 141, 155, 169, 183, 197, 211,
155. 3600 heksatriakontan — C36H74 506,5790 225, 239, 253, 267, 281, 295, 309, 323, 337, 351, 365, Mg

379, 393, 407, 421, 435, 449

Liczba pochodnych (141)

129

119
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Tab. 4.2. Zwiazki wykryte przy uzyciu pakietu TargetSearch (,,-” —
wykryto, * — pelna identyfikacja potwierdzona zwigzkiem referencyjnym).

WYNI

Kl

nie wykryto, ,,+ -

. . Obecnos¢

nr | Identyfikator GMD Nazwa pochodnej -
lis¢ | korzen

1 A105001 kwas mlekowy* (2 TMS) + +
2 A105003 2-hydroksypirydyna (1TMS) + +
3 A110001 alanina* (1) (2TMS) + +
4 A110002 hydroksyloamina (3TMS) + +
5 A114002 kwas weglowy (1IMEOX) (2TMS) + +
6 A115001 izopentyloamina (2 TMS) + +
7 A117006 prolina* (1) (1TMS) + +
8 A119001 fosforan metylu (2 TMS) + +
9 A122001 walina* (2) (2 TMS) + +
10 A122003 kwas malonowy* (2TMS) + -
11 A127002 mocznik* (2 TMS) + +
12 A128001 seryna* (1) (2 TMS) + +
13 A128002 etanoloamina (3 TMS) + +
14 A129001 kwas fosforowy (3 TMS) + +
15 A129002 leucyna* (2 TMS) + +
16 A129003 glicerol (3 TMS) + +
17 A132002 izoleucyna* (2 TMS) + +
18 A132003 prolina* (2) (2 TMS) + +
19 A133001 glicyna* (3 TMS) + +
20 A133003 kwas maleinowy* (2 TMS) + +
21 A133011 lumichrom (2 MeOX) + +
22 A134001 kwas bursztynowy* (2 TMS) + +
23 A135003 kwas glicerynowy (3 TMS) + +
24 A136002 zw. podobny do lumichromu (2 MeOX) + +
25 A137001 kwas fumarowy* (2 TMS) + +
26 A137004 kwas pipekolinowy (2 TMS) + +
27 A138001 seryna* (2) (3 TMS) + +
28 A138002 alanina* (2) (3 TMS) + +
29 A140001 treonina* (3 TMS) + +
30 A140005 treono-1,4-lakton (2 TMS) + -
31 A144001 B-alanina* (3 TMS) + +
32 A144004 A144004 + +
33 A145015 A145015 - +
34 A148002 glutamina* (1) [-H20](2 TMS) + +
35 A148003 A148003 + +
36 A149001 kwas jabtkowy* (3 TMS) + +
37 A151002 asparagina* (1) [-H20] (2 TMS) + +
38 A152002 kwas asparaginowy* (1) (3 TMS) + +
39 A153002 kwas piroglutaminowy* (2 TMS) + +
40 A153003 kwas y-aminomastowy* (3 TMS) + +
41 A154001 kwas erytronowy (4 TMS) + +
42 A156001 kwas treonowy (4 TMS) + +
43 A158004 kwas a-ketoglutarowy* (1 MeOX 2 TMS) + +
44 A159001 prolina* (3) [+C0O2] (2 TMS) + +
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

A159003
A160005
A163001
A164001
A164007
A164010/A164015
A165001
A168001
A168002
A174008
A175002
A177001
A177002
A177004
Al177014
A178001
A178003
A179010
A180002
A181002
A181004
A182004
A185001
A185002
A187002
A189002
A189007
A191004
A192003
A194002
A195001
A195002
A196010
A197003/A198006
A197007
A199003
A203003
A205001
A209001
A209002
A210001
A210010
A211001
A215003
A217007
A218002
A221003
A222003
A223001

A159003
glutamina* (2) [-H20] (3 TMS)
kwas glutaminowy* (1) (3 TMS)
fenyloalanina* (2 TMS)
asparagina* (3) (4 TMS)
1,3-diaminopropan (4 TMS) / 1,2-diaminopropan (4 TMS)
ksyloza* (2) (1 MeOX 4 TMS)
asparagina* (4) (3 TMS)
ryboza* (1 MeOX 4 TMS)
glutamina* (3) (4 TMS)
putrescyna* (4 TMS)
kwas rybonowy (5 TMS)
3-fosfoglicerol (4 TMS)
glukopiranoza [-H20] (4TMS)
fosforan etanoloaminy (4 TMS)
glutamina* (4) (3 TMS)
A178003
A179010
zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas szikimowy (4 TMS)
zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas cytrynowy* (4 TMS)
kwas chinowy* (5 TMS)
dimer kwasu dehydroaskorbinowego (2 MeOX)
fruktoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
glukoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
alantoina (1) (4 TMS)
tyramina* (3 TMS)
lizyna* (4 TMS)
tyrozyna* (3 TMS)
kwas p-kumarowy* (2 TMS)
kwas askorbinowy* (4 TMS)
asparagina* (5) [+CO2] (4 TMS)
zw. podobny do glukopiranozy (5 TMS) / glukopiranoza (5 TMS)
A197007
A199003
A203003
kwas palmitynowy* (1 TMS)
alantoina (2) (3 TMS)
mio-inozytol* (6 TMS)
kwas trans-ferulowy* (2 TMS)
ester metylowy kwasu linolowego
A211001
histydyna* (4 TMS)
A217007
glicerolo-fosfoglicerol (5 TMS)
kwas linolowy* (1 TMS)
kwas a-linolenowy* (1 TMS)
tryptofan* (3 TMS)

+ + 4+ o+ o+

+ + 4+ o+ + 4+ o+ o+

+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+

+

+ + 4+ o+ o+

+ + 4+ + + + + + 0 o+ + + + + + + + + + + 0+ + + + + + + + + + + + 0+ + + o+ +

+ + +

+ + + o+

68



WYNIKI

924 A225002 kwas stearynowy* (1 TMS) +

95 A228001 A228001 + +
926 A231002 zw. podobny do glicerolo-aldo-piranozydu (6 TMS) + -
97 A232002 fruktozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS) + +
98 A233002 glukozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS) + +
99 A236005 A236005 + +
100 A237001 A237001 + +
101 A243003 mio-inozytolo-2-fosforan (7 TMS) + +
102 A248001 5-hydroksytryptamina (4 TMS) - +
103 A250001 A250001 + -
104 A254002 A254002 + -
105 A264001 sacharoza* (8 TMS) + +
106 A270003 A270003 - +
107 A274002 trehaloza* (8 TMS) - +
108 A281001 A281001 + -
109 A296003 A296003 + -
110 A299002 galaktinol (9 TMS) + +
111 A300001 A300001 + +
112 A311002 A311002 + +
113 A319001 kwas chlorogenowy (6 TMS) + -
114 A338002 B-sitosterol* (1 TMS) + +

Liczba pochodnych (114) 101 100

aminowych, karboksylowych). Metabolity zawierajace w swojej budowie grupe karbonylowa
(m.in. kwas a-ketoglutarowy, fruktoza, glukoza) zostaly dodatkowo w pierwszym etapie
derywatyzacji przeksztalcone w oksymy (opisane jako MeOX). Ze wzgledu na wystepowanie
oksymow w formie izomeréw przestrzennych Syn i anti na otrzymanych chromatogramach
zaobserwowano, w przypadku fruktozy i glukozy, po dwa piki pochodzace od jednego
zwigzku. W przypadku pozostatych pochodnych przeprowadzonych w oksymy nie
zaobserwowano dodatkowych pikow, prawdopodobnie ze wzgledu na ich niska
intensywnosc¢.

Na podstawie przeprowadzonej analizy jakoSciowej zostal stworzony podziat
metabolitow obecnych w probkach ekstraktow lisci i korzeni jeczmienia ze wzgledu na
przynalezno$¢ do odpowiednich klas zwigzkéw (ryc. 4.1) oraz podzial ze wzgledu na ich
strukture (ryc. 4.2) (przypisanie zwigzkéw do Kklas: zatgcznik Tab. CD.1 na ptycie
kompaktowej). Dla 34 wykrytych zwiazkow nie udato si¢ przypisa¢ nazwy, w zwigzku
z czym nie zostaty one takze zaklasyfikowane pod wzglgdem budowy chemicznej. Pozostale
— zidentyfikowane metabolity — miaty w wigkszosci przypadkow charakter alifatyczny (93
pochodne), z czego ponad potowe stanowitly pochodne o otwartym tancuchu (ryc. 4.2).

Odnotowano takze obecnos¢ 11 zwigzkéw aromatycznych bedacych pochodnymi
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—> Zwiazki organiczne —> | Kwasy karboksylowe kwasy monokarboksylowe (4) —> hydroksykwasy (4)
(104) i pochodne
(14) kwasy dikarboksylowe (6) hydroksykwasy (1)
z ketokwasy (1)

kwasy trikarboksylowe (1) —> hydroksykwasy (1)

pochodne kwasu cynamonowego (3)

—> | Weglowodany | —> monosacharydy (13) z pentozy (4)

i pochodne heksozy (9) —> fosforany (2)
(34)

—> disacharydy (4)

—> trisacharydy (2)

—> alkohole cukrowe (7) —> fosforany (3)

> kwasy cukrowe (8)—> laktony (1)

Aminokwasy
—> | ipochodne E aminokwasy biatkowe (29)

(33)
aminokwasy niebiatkowe (4)
Aminy
- i pochodne —> fosforany (1)
(7)
Lipidy

nienasycone kw. tf. (3) —> estryfikowane kw. tt. (1)

—> | ipochodne kwasy ttuszczowe (6) z nasycone kw. tf. (3)
5 E

sterole (3)

Inne

= o

—> Zwiazki nieorganiczne
(3)

s Zwigzki nieznane
(34)

Ryc. 4.1. Uproszczony podzial zwigzkéw wykrytych w probkach ekstraktow tkanek
jeczmienia ze wzgledu na przynalezno$¢ do danej klasy zwigzkéw (w nawiasach liczba
wykrytych pochodnych zwigzkoéw reprezentujacych dang klase).

aminokwasow, amin oraz pochodnych kwasu cynamonowego. Jesli chodzi o przypisanie
zwigzkow do klas, najliczniej reprezentowana grupa zwigzkéw w przeprowadzonych
analizach byty weglowodany i aminokwasy oraz ich pochodne. Wsrod weglowodanow
odnotowano obecno$¢ mono-, di-, I trisacharydow, a takze alkoholi cukrowych i kwasoéw
cukrowych. Ponadto zaobserwowano fosforanowe pochodne weglowodanow, w tym m.in.
fruktozo-6-fosforan i glukozo-6-fosforan. Pikiem o najwigkszej intensywnosci na

chromatogramie byl pik pochodzacy od sacharozy, ktorej ilos¢, zarowno w probkach
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—> Alifatyczne (93) Acykliczne (58)

—> Cykliczne (35) Monocykliczne (26) Homomonocykliczne (4)
Heteromonocykliczne (22)

Policykliczne (9) Homopolicykliczne (3)
[ Heteropolicykliczne (6)
—> Aromatyczne (11) Monocykliczne (7) Homomonocykliczne (5)
E Heteromonocykliczne (2)
Policykliczne (4) Homopolicykliczne (1)
E Heteropolicykliczne (3)

— Inne (3)

—> Nieznane (34)

Ryc. 4.2. Klasyfikacja zwigzkéw wykrytych w siewkach jeczmienia ze wzgledu na strukture
(w nawiasach liczba wykrytych pochodnych zwigzkow reprezentujacych dang klasg).

ekstraktow lisci jak i korzeni, byta w wigkszo$ci przypadkow okoto jednego - dwoch rzgdow
wielkosci wigksza od ilo$ci pozostaltych zwiazkéw (ryc. S.1). Lacznie przypisano nazwy 30
weglowodanom w postaci 34 pochodnych TMS 1 MeOX/TMS. 10 pochodnym nie udato si¢
przypisa¢ nazwy przy uzyciu pakietu TargetSearch:
- trzem izomerom monosacharydéw modyfikowanym do oksymow: fruktozie
(2), glukozie (2) i ksylozie (1), ze wzgledu na duze podobienstwo widm
I bliskos¢ indeksoéw retencji odpowiadajacych im izomerdéw przestrzennych,
skutkujace trudno$cia rozdzielenia tych sygnatow,
- etano-1,2-diolowi, ze wzgledu na indeks retencji ponizej 1000, przy
korzystaniu z markerow indeksow retencji w zakresie Ci9-Css (RI 1000-3600)
i biblioteki GMD opartej na tym zakresie,
- ksylitolowi, melibiozie, sorbitolowi — ze wzgledu na niska abundancje, gorszej
jakosci widmami, czego efektem bylo przypisanie niskich wspolczynnikow
podobienstwa do odpowiadajagcych im wpisow W bibliotece GMD,

dyskwalifikujgcych wymienione metabolity w analizie przy uzyciu pakietu,
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- trisacharydom: 1-kestozie i rafinozie ze wzgledu na koelucje¢ i jednoczesne
wysokie podobienstwo widm.

W  przypadku koelucji zwigzkow rdéznigcych si¢ jonami fragmentacyjnymi
TargetSearch dobrze rozréznial poszczegdlne metabolity. Przykladowo taka sytuacja
dotyczyla nie rozdzielonych do konca podczas analizy chromatograficznej pikéw
pochodzacych od etanoloaminy, kwasu fosforowego, leucyny i glicerolu, widocznych na
chromatogramie catkowitego pradu jonowego (TIC, ang. total ion current) przedstawionego
na ryc. 4.3. Wykreslenie chromatogramow pojedynczych jondw pozwolito na odrdznienie
sygnatdéw odnoszacych si¢ do tych metabolitow. Jesli za§ chodzi o niewykryte
w TargetSearch trisacharydy: rafinoze (a-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1<2)-B-D-Fruf) oraz
1-kestozg¢ (B-D-Fruf-(2—1)-B-D-Fruf(2—1)-a-D-Glup), nie tylko ich czasy elucji byty
zblizone (ryc. 4.4 a), ale takze widma charakteryzowaty si¢ wysokim stopniem podobienstwa.
Glowna réznicg pomiedzy zarejestrowanymi widmami rafinozy i 1-kestozy jest intensywnos¢
wzgledna jonu 204, ktéra w przypadku rafinozy stanowi okolo 30% intensywnos$ci piku
podstawowego (piku o najwigkszej intensywnos$ci okreslanej jako 100%, w tym przypadku
m/z 361), a w przypadku kestozy okoto 5% (ryc. 4.4 b). 1-kestoza byla obecna zaréwno
w lisciu jak 1 w korzeniu badanych siewek jeczmienia, jednak obecno$¢ drugiego trisacharydu
— rafinozy — stwierdzono jedynie w lisciu (tab. 4.1).

Kolejng licznie reprezentowang grupa zwigzkow byly aminokwasy. Ogotem wykryto
21 aminokwasow biatkowych 1 niebiatkowych w postaci 33 pochodnych TMS (ryc. 4.1).
Zarowno w probkach ekstraktow lisci jak 1 korzeni zidentyfikowano cztery aminokwasy
niebiatkowe: [B-alaning, kwas y-aminomastowy (GABA, ang. gamma-aminobutyric acid),
kwas pipekolinowy (nazywany tez homoproling) oraz kwas piroglutaminowy (znany réwniez
jako 5-oksoprolina). Z wyrdoznianych 20 podstawowych aminokwasoéw biatkowych,
w badanym materiale roslinnym, zidentyfikowano 17 (nie wykryto argininy oraz
aminokwasow siarkowych: cysteiny i metioniny) w formie 29 pochodnych, z czego dla:
alaniny, seryny i waliny — po dwie pochodne, proliny — trzy, glutaminy — cztery, a asparaginy
— pig¢ (tab. 4.1). Wystepowanie wielu pochodnych TMS jest zwigzane z mechanizmem
I kinetyka reakcji derywatyzacji. Protony grupy aminowej reaguja z odczynnikiem sililujacym
sekwencyjnie i wolniej niz protony grup karboksylowej czy hydroksylowej. Peina
derywatyzacja zwigzkow zawierajagcych grupe —NH; moze trwa¢ nawet powyzej doby;
jednocze$nie wydluzanie czasu reakcji moze skutkowa¢ degradacja niektorych pochodnych

(Kanani i in. 2008). Zazwyczaj w podejsciu profilowania metabolitow sililacja jest skrocona
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Ryc. 4.3. Koelucja zwigzkow podczas analizy chromatograficznej (od gory: chromatogram

catkowitego pradu jonowego,

chromatogramy pojedynczych jonow poszczegolnych

zwigzkow: etanoloaminy m/z 174, kwasu fosforowego m/z 299, leucyny 158 m/z, glicerolu

205 m/z).
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Ryc. 4.4. Chromatogramy oraz widma EI rafinozy i 1-kestozy. a) chromatogramy
catkowitego pradu jonowego, kolejno (od gory): probki ekstraktu liscia jeczmienia, oraz
zwigzkow referencyjnych rafinozy i 1-kestozy b) widma mas zarejestrowane dla zwigzkéw
referencyjnych.
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do 30 min (Lisec i in. 2006), przez co przeprowadzenie zwiazkéw zawartych w probkach
ekstraktow w pochodne nie jest kompletne i na chromatogramie obserwowanych jest wiele
pikobw pochodzacych od jednego metabolitu. Ponadto pordéwnanie skladu jakosciowego
probek ekstraktow czesci nadziemnych 1 podziemnych siewek jeczmienia wykazato, ze dwa
aminokwasy aromatyczne — tyrozyna i histydyna — obecne byly jedynie w probkach
ekstraktow korzeni. Wykorzystanie do analizy danych pakietu TargetSearch pozwolito na
identyfikacje 31 z 33 pochodnych (nie przypisano nazw dwom pochodnym aminokwasow
0 niskich intensywnosciach: asparaginie (2) (4 TMS) i walinie (1) (1 TMS)).

W prébkach ekstraktow wykryto takze 14 pochodnych kwasoéw karboksylowych (ryc.
4.1). Do grupy tej przypisano metabolity cyklu Krebsa: kwas cytrynowy, a-ketoglutarowy,
kwas bursztynowy, kwas fumarowy oraz kwas jablkowy. Poza tym zaobserwowano obecnos¢
trzech pochodnych kwasu cynamonowego: kwasu p-kumarowego w ekstraktach korzeni oraz
kwasu trans-ferulowego i kwasu chlorogenowego w ekstraktach lisci. Sposréd powyzszych
trzech zwiazkow jedynie identyfikacja kwasu chlorogenowego nie zostala potwierdzona
zwigzkiem referencyjnym. Wykryty kwas chlorogenowy, bedacy izomerem kwasu
kawochinowego z estryfikacja w pozycji 5-OH zostal zidentyfikowany na podstawie
poréwnania otrzymanego widma i indeksu retencji z widmami i indeksami zdeponowanymi
w bibliotekach widm. Zastosowanie pakietu TargetSearch pozwolito na adnotacje 13 z 14
wykrytych pochodnych; ze wzglgedu na niskg intensywnos$¢ nie przypisano nazwy kwasowi
glikolowemu.

Ponadto wykryto 7 pochodnych amin (ryc. 4.1). Wsrdd zidentyfikowanych amin
znalazly si¢ monoaminy takie jak: etanoloamina bedgca aminoalkoholem a takze jej fosforan
(wykryty jedynie w korzeniach siewek jeczmienia), izopentyloamina (do ktorej identyfikatora
GMD zostata przypisana nazwa w czerwcu 2013 r.) oraz dwie monoaminy aromatyczne
tyramina i 5-hydroksytryptamina (wykryta tylko w korzeniu). 5-hydroksytryptamina znana
jest rowniez jako serotonina, i w krolestwie zwierzat odgrywa wazng role jako
neurotransmiter, hormon 1 czynnik indukujacy mitoze, natomiast w roslinach przypisuje si¢
jej funkcje w procesach kwitnienia, morfogenezy, adaptacji do zmian warunkéw Srodowiska
oraz starzenia (Kang i in. 2009). Oprocz wymienionych monoamin WyKryto takze diaminy
takie jak: diaminopropan (z grupami -NH; pozycji -1,2 lub -1,3, niejednoznaczne przypisanie
identyfikacji z biblioteki) oraz putrescyne. Wszystkie aminy zostaty adnotowane w programie
TargetSearch.

Do grupy lipidow zaklasyfikowano 6 pochodnych kwaséw tluszczowych oraz 3

pochodne steroli (ryc. 4.1). Wsrod zidentyfikowanych kwasow tluszczowych znalazty si¢ 3
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nasycone kwasy tluszczowe takie jak: kwas kapronowy, kwas palmitynowy i kwas
stearynowy. Oprocz tego wykryto 3 nienasycone kwasy tluszczowe: kwas linolowy z dwoma
wigzaniami podwojnymi w pozycjach -9,12 i jego ester metylowy, a takze kwas a-linolenowy
z trzema wigzaniami podwojnymi w pozycjach -9,12,15. Wsrod steroli zidentyfikowano
kampesterol, stigmasterol i B-sitosterol, ktorych obecnos$¢ zostata w petni potwierdzona przez
porownanie otrzymanych widm z widmami i indeksami retencji zwigzkow referencyjnych.
Jednakze ze wzgledu na bardzo niskg intensywno$¢ dwoch pierwszych steroli nie zostaly one
adnotowane przy uzyciu pakietu TargetSearch, podobnie jak jeden z nasyconych kwasow
thuszczowych (kwas kapronowy).

Do zwiazkow organicznych nie zaklasyfikowanych do zadnej z wyzej wymienionych
grup przypisano migdzy innymi mocznik, ktory w roslinach stanowi zro6dto azotu i jest albo
pobierany przez korzenie z roztworu glebowego, w przypadku zastosowania tego zwigzku
jako nawozu, albo pochodzi z przemian katabolicznych argininy majacych na celu
remobilizacje¢ azotu z tkanek (Witte 2011). Oprocz mocznika innym zroédtem azotu dla roslin
jest pochodna mocznika — alantoina (Desimone i in. 2002), ktéora rowniez zostata
zidentyfikowana w liSciach i korzeniach siewek jgczmienia. Ponadto wykryto trzy zwigzki
nieorganiczne, w tym hydroksyloaming oraz dwa kwasy nieorganiczne: kwas fosforowy
I kwas weglowy. Kwas weglowy, podobnie jak izopentyloamina zostal adnotowany w bazie
GMD w czerwcu 2013 r. Dzigki zastosowaniu przez Strehmel 1 wsp. dwoch chromatografow
gazowych sprzezonych ze spektrometrami mas, jednego z jonizacja elektronami
i kwadrupolem (GC-EI-Q-MS), drugiego =z jonizacja chemiczng pod ci$nieniem
atmosferycznym i tandemowym analizatorem kwadrupol - analizator czasu przelotu (GC-
APCI(+)-QTOF-MS), mozliwe byto potaczenie informacji otrzymanych z obu rodzajow
widm (w tym sktadu elementarnego i fragmentacji) i przypisanie 14 nieznanym zwigzkom
przypuszczalnych struktur, z czego 7 struktur zostato potwierdzonych przez poréwnanie
z widmami zarejestrowanymi dla zwigzkéw referencyjnych (Strehmel i in. 2014). Do
adnotowanych zwiazkow zaliczajg si¢: wspomniany wczesniej kwas weglowy, a takze
Al145015 ([33] tab. 4.2) opisany jako przypuszczalny  pierwszorzedowy
aminoaldehyd/aminoketon oraz A203003 ([81] tab. 4.2) opisany jako przypuszczalna
tioheksoza. Dzigki cigglemu rozbudowywaniu bibliotek mozna si¢ spodziewac, ze rowniez
pozostale zwigzki opisane identyfikatorami zostang w przysztosci adnotowane w bazach

danych, co umozliwi interpretacje biologiczng uzyskanych wynikow.
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Podsumowujac analiza sktadu ekstraktow lisci i korzeni siewek jeczmienia umozliwita
wykrycie 141 pochodnych zwigzkéw nalezacych do roznych klas, z czego przypisano nazwy
stu o$miu pochodnym, dwudziestu jeden przypisano identyfikatory GMD, natomiast

dwanascie wykrytych zwigzkow zostato opisanych jako N x.

4.1.2 Analiza zmian zawartosci metabolitow W liSciach 1 korzeniach siewek jeczmienia

w warunkach niedoboru wody

Ze wzgledu na duza ilo$¢ danych i zwigzane z tym ograniczone mozliwos$ci ich
manualnego przetworzenia analiza poétilosciowa wykrytych zwigzkow, zaréwno dla form
rodzicielskich Maresi, Cam/B1/Cl jak i odmian referencyjnych Sebastian, Stratus oraz
populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/Cl zostata przeprowadzona na 114 pochodnych
adnotowanych przy uzyciu pakietu TargetSearch (101 w liSciu i 100 w korzeniu).
Znormalizowane wzgledem standardu wewngtrznego wartosci $rednie poziomu akumulacji
metabolitow w badanych odmianach oraz liniach Maresi x Cam/B1/CI zostaly zawarte

w zatacznikach na dotaczonej ptycie kompaktowej (tab. CD.2a i tab. CD.2b).

4.1.2.1 Analiza zmian zawartosci metabolitow W odmianach Maresi, Cam/B1/Cl, Sebastian,

Stratus

Zestawienie wszystkich zwigzkéw obecnych w ekstraktach czterech badanych
genotypow ukazujace istotne oraz nieistotne zmiany zawartosci kazdego z metabolitow:

- zwigzane Z rdznicami biologicznymi mi¢dzy odmianami,
- wywotlane stresem niedoboru wody (wraz z kierunkiem tych zmian: spadek,
brak zmian, wzrost akumulacji podczas suszy) oraz
- wywotane interakcjg Odmiana x Susza (O x S) (wynikajgce z jednoczesnego
wplywu obu wymienionych czynnikow na akumulacje zwigzku)
przedstawiono osobno dla lisci i korzeni, odpowiednio, w tabelach 4.3. i 4.4.

Wigkszos¢ wykrytych w liSciach i w korzeniach metabolitow wykazata istotne
statystycznie zmiany pozioméw akumulacji. Przy czym liczba zwigzkow, ktorych zawartosé
nie ulegla zmianie pod wpltywem Zadnego z wymienionych wczes$niej czynnikow (réznice
odmianowe, wptyw suszy, interakcja O X S) byta dwukrotnie wyzsza w korzeniu (36
metabolity) niz w liSciu (16 metabolitow) (tab. S.2). Dodatkowo tylko w pigciu przypadkach
byly to te same metabolity nie wykazujace istotnych zmian zaréwno w lisciu i w korzeniu.

W grupie powyzszych zwigzkoéw obserwowano: mocznik, glicerol, izoleucyng, ryboze 1 mio-
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Tab. 4.3. Zmiany zawarto$ci metabolitow w probkach ekstraktow lisci odmian Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian i Stratus zwigzane z odmiang oraz wywotane
stresem niedoboru wody oraz efektem interakcji (p<0,05 — istotna zmiana, ,,-” — brak istotnosci statystycznej). Kierunek zmian zawartosci metabolitow
w warunkach suszy zakodowano w nastgpujacy sposob: -1 spadek, 0 brak zmian, 1 wzrost akumulacji.

Lis¢

Wyniki testu ANOVA

Kierunek zmian wywotanych suszg

Wzér reakgji

. p-wartos¢ p-wartos¢ p-wartosc . .
nr Metabolit ) Cam/B1/Cl Maresi Sebastian Stratus|Ca Ma Se St!
Odmiana Susza OxS

1 | kwas mlekowy* (2 TMS) 0,0005 - - 0 0 0 0 0000
2 | 2-hydroksypirydyna (1TMS) 0,0418 - - 0 0 1 0 0010
3 |alanina* (1) (2TMS) 0,0414  0,0005 - -1 -1 0 -1 -1-10-1
4 | hydroksyloamina (3TMS) - 0,0000 - -1 -1 -1 -1 -1-1-1-1
5 | kwas weglowy (IMEOX) (2TMS) 0,0010 - - 0 0 1 0 0010
6 |izopentyloamina (2 TMS) 0,0016 0,0000 0,0006 0 -1 -1 -1 0-1-1-1
7 | prolina* (1) (1TMS) 0,0000  0,0000  0,0000 1 1 1 1 1111
8 | fosforan metylu (2 TMS) 0,0000 0,0000 0,0004 0 1 1 1 0111
9 |walina* (2) (2 TMS) 0,0002  0,0030 - 0 0 1 1 0011
10 | kwas malonowy* (2TMS) 0,0043 - - 0 0 0 0 0000
11 | mocznik* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
12 |seryna* (1) (2 TMS) 0,0006 0,0017 - -1 -1 0 -1 -1-10-1
13 | etanoloamina (3 TMS) 0,0060 - - 0 0 0 0 0000
14 | kwas fosforowy (3 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
15 | leucyna* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
16 | glicerol (3 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
17 |izoleucyna* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
18 | prolina* (2) (2 TMS) 0,0002 0,0000 0,0001 1 1 1 1 1111
19 | glicyna* (3 TMS) 0,0029 - - 0 0 0 0 0000
20 | kwas maleinowy* (2 TMS) 0,0014 0,0000 0,0014 0 1 1 1 0111
21 | lumichrom (2 MeOX) - - - 0 0 0 0 0000
22 | kwas bursztynowy* (2 TMS) 0,0034 0,0390 - 0 -1 0 -1 0-10-1
23 | kwas glicerynowy (3 TMS) 0,0094 0,0021 - -1 -1 0 0 -1-100
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

zw. podobny do lumichromu (2 MeOX)
kwas fumarowy* (2 TMS)

kwas pipekolinowy (2 TMS)
seryna* (2) (3 TMS)

alanina* (2) (3 TMS)

treonina* (3 TMS)
treono-1,4-lakton (2 TMS)
B-alanina* (3 TMS)

A144004

A145015

glutamina* (1) [-H20](2 TMS)
A148003

kwas jabtkowy* (3 TMS)
asparagina* (1) [-H20] (2 TMS)
kwas asparaginowy* (1) (3 TMS)
kwas piroglutaminowy* (2 TMS)
kwas y-aminomastowy* (3 TMS)
kwas erytronowy (4 TMS)

kwas treonowy (4 TMS)

kwas a-ketoglutarowy* (1 MeOX 2 TMS)
prolina* (3) [+CO2] (2 TMS)
A159003

glutamina* (2) [-H20] (3 TMS)
kwas glutaminowy* (1) (3 TMS)
fenyloalanina* (2 TMS)
asparagina* (3) (4 TMS)
1,3-diaminopropan / 1,2-diaminopropan (4 TMS)
ksyloza* (2) (1 MeOX 4 TMS)
asparagina* (4) (3 TMS)

ryboza* (1 MeOX 4 TMS)
glutamina* (3) (4 TMS)
putrescyna* (4 TMS)

0,0151
0,0084
0,0049
0,0011
0,0053
0,0007
0,0032
0,0131

0,0000

0,0003
0,0047
0,0094

0,0003
0,0000
0,0055
0,0008
0,0022
0,0001
0,0172
0,0046
0,0074

0,0002

0,0034
0,0019

0,0007
0,0083
0,0092
0,0004

Nie znaleziono
0,0000
0,0083
0,0005
0,0017
0,0000
0,0000
0,0005
0,0000
0,0001
0,0000
0,0000
0,0005

Nie znaleziono

0,0019

0,0073

0,0000

0,0226

0,0029

0,0028

1 1
=
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0000
0-1-1-1
-1000
-1-100
-1-10-1
0000
0000
0000
0000

-1-1-10
0-10-1
0110
-10-10
-1-1-1-1
-1-10-1
0000
0110
00-10
1111
1111
1111
-100-1
0010
0000
0000

0000
-1000
0000
0000
0000
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

kwas rybonowy (5 TMS)
3-fosfoglicerol (4 TMS)
glukopiranoza [-H20] (4TMS)
fosforan etanoloaminy (4 TMS)
glutamina* (4) (3 TMS)

A178003

A179010

zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas szikimowy (4 TMS)

zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas cytrynowy* (4 TMS)

kwas chinowy* (5 TMS)

dimer kwasu dehydroaskorbinowego (2 MeOX)
fruktoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
glukoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
alantoina (1) (4 TMS)

tyramina* (3 TMS)

lizyna* (4 TMS)

tyrozyna* (3 TMS)

kwas p-kumarowy* (2 TMS)

kwas askorbinowy* (4 TMS)
asparagina* (5) [+CO2] (4 TMS)

zw. podobny do glukopiranozy (5 TMS) / glukopiranoza (5 TMS)
A197007

A199003

A203003

kwas palmitynowy* (1 TMS)
alantoina (2) (3 TMS)

mio-inozytol* (6 TMS)

kwas trans-ferulowy* (2 TMS)

ester metylowy kwasu linolowego
A211001

0,0498
0,0003
0,0086

0,0185

0,0163
0,0113

0,0069
0,0002
0,0011
0,0011
0,0065
0,0021

0,0008
0,0196

0,0053
0,0064

0,0136

0,0014
0,0030
Nie znaleziono
0,0000
0,0112
0,0423
0,0282
0,0003
0,0001
0,0172
0,0018
0,0001
0,0002
0,0163
Nie znaleziono
Nie znaleziono
Nie znaleziono
0,0000
0,0003
Nie znaleziono

Nie znaleziono
0,0001

Nie znaleziono
0,0025

0,0203

0,0165
0,0083

0,0126
0,0024

0,0095

0,0057

0,0288
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0000
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-100-1
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0000
0111
0111
0-100
0000
1010
1110
0110
0111
-1001

0000

0111
0110

0010
0010

0111
0000

0011
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

histydyna* (4 TMS)

A217007

glicerolo-fosfoglicerol (5 TMS)

kwas linolowy* (1 TMS)

kwas a-linolenowy* (1 TMS)
tryptofan* (3 TMS)

kwas stearynowy* (1 TMS)

A228001

zw. podobny do glicerolo-aldo-piranozydu (6 TMS)
fruktozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)
glukozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)
A236005

A237001

mio-inozytolo-2-fosforan (7 TMS)
5-hydroksytryptamina (4 TMS)
A250001

A254002

sacharoza* (8 TMS)

A270003

trehaloza* (8 TMS)

A281001

A296003

galaktinol (9 TMS)

A300001

A311002

kwas neochlorogenowy (6 TMS)
B-sitosterol* (1 TMS)

0,0000
0,0213
0,0001
0,0006

0,0221

0,0000

0,0424
0,0307
0,0105

0,0000
0,0251
0,0130

0,0000

0,0000
0,0003
0,0020
0,0129
0,0064

Nie znaleziono
0,0016 -
0,0033 -
0,0084 0,0325
0,0067 -

0,0059 -
0,0000 0,0189

0,0001 0,0352

Nie znaleziono
0,0001 0,0431
0,0058 -
0,0042 -
Nie znaleziono
Nie znaleziono
0,0000 0,0000
0,0000 0,0124

0,0000 0,0000
0,0000 0,0047
0,0000 s

0,0000 0,0265

s 0,0437
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-1-1-1-1
0001
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Tab. 4.4.

WYNIKI

Zmiany zawarto$ci metabolitow w probkach ekstraktow korzeni odmian Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian i Stratus zwigzane z odmiang oraz

wywotane stresem niedoboru wody oraz efektem interakcji (p<0,05 — istotna zmiana, ,,-” — brak istotno$ci statystycznej). Kierunek zmian zawartosci
metabolitow w warunkach suszy zakodowano w nastepujacy sposob: -1 spadek, 0 brak zmian, 1 wzrost akumulacji.

Korzen

Wyniki testu ANOVA

Kierunek zmian wywotanych suszg

Wzér reakgji

. p-wartos¢ p-wartos¢ p-wartosc . .
nr | Metabolit ) Cam/B1/Cl Maresi Sebastian Stratus|Ca Ma Se St!
Odmiana Susza OxS

1 | kwas mlekowy* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
2 | 2-hydroksypirydyna (1TMS) 0,0023 - - 1 -1 0 0 1-100
3 |alanina* (1) (2TMS) 0,0001 - - 1 0 0 0 1000
4 | hydroksyloamina (3TMS) 0,0225 0,0308 - -1 0 0 0 -1000
5 | kwas weglowy (1IMEOX) (2TMS) 0,0017 - - 0 0 0 0 0000
6 |izopentyloamina (2 TMS) 0,0020 - - 0 0 0 0 0000
7 | prolina* (1) (1TMS) - 0,0142 - 1 0 1 1 1011
8 | fosforan metylu (2 TMS) - 0,0009 0,0245 1 0 1 1 1011
9 |walina* (2) (2 TMS) - 0,0368 - 1 0 0 0 1000
10 | kwas malonowy* (2TMS) Nie znaleziono

11 | mocznik* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
12 |seryna* (1) (2 TMS) 0,0068 - - 1 0 0 0 1000
13 | etanoloamina (3 TMS) 0,0115 - 0,0030 1 0 -1 1 10-11
14 | kwas fosforowy (3 TMS) 0,0081 - - 0 -1 -1 0 0-1-10
15 |leucyna* (2 TMS) 0,0133 - - 0 0 -1 0 00-10
16 | glicerol (3 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
17 |izoleucyna* (2 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
18 | prolina* (2) (2 TMS) - 0,0128 - 1 0 0 0 1000
19 | glicyna* (3 TMS) - 0,0123 - 1 0 1 0 1010
20 | kwas maleinowy* (2 TMS) - 0,0251 - 1 0 1 0 1010
21 | lumichrom (2 MeOX) 0,0000 - - 0 0 0 0 0000
22 | kwas bursztynowy* (2 TMS) - 0,0144 0,0495 0 0 -1 0 00-10
23 | kwas glicerynowy (3 TMS) - - - 0 0 0 0 0000
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24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

zw. podobny do lumichromu (2 MeOX)
kwas fumarowy* (2 TMS)

kwas pipekolinowy (2 TMS)
seryna* (2) (3 TMS)

alanina* (2) (3 TMS)

treonina* (3 TMS)
treono-1,4-lakton (2 TMS)
B-alanina* (3 TMS)

A144004

A145015

glutamina* (1) [-H20](2 TMS)
A148003

kwas jabtkowy* (3 TMS)
asparagina* (1) [-H20] (2 TMS)
kwas asparaginowy* (1) (3 TMS)
kwas piroglutaminowy* (2 TMS)
kwas y-aminomastowy* (3 TMS)
kwas erytronowy (4 TMS)

kwas treonowy (4 TMS)

kwas a-ketoglutarowy* (1 MeOX 2 TMS)
prolina* (3) [+CO2] (2 TMS)
A159003

glutamina* (2) [-H20] (3 TMS)
kwas glutaminowy* (1) (3 TMS)
fenyloalanina* (2 TMS)
asparagina* (3) (4 TMS)
1,3-diaminopropan / 1,2-diaminopropan (4 TMS)
ksyloza* (2) (1 MeOX 4 TMS)
asparagina* (4) (3 TMS)

ryboza* (1 MeOX 4 TMS)
glutamina* (3) (4 TMS)
putrescyna* (4 TMS)

0,0000
0,0124
0,0015
0,0210
0,0088

0,0000
0,0036

0,0089

0,0108
0,0009
0,0000
0,0000

0,0129

0,0292

0,0449

0,0194
0,0305

Nie znaleziono
0,0009

0,0171
0,0081

Nie znaleziono
0,0199

Nie znaleziono

0,0368

0,0280

0,0263
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0000
1000
0000
1000
1000
1000

0000
00-10
0000
0000
0000
0000
0000
1001
0000
01-10
0100
00-10
1001
1011

0000
1001
0000
0000
0000

0000
0000
0000
0000
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56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

kwas rybonowy (5 TMS)
3-fosfoglicerol (4 TMS)
glukopiranoza [-H20] (4TMS)
fosforan etanoloaminy (4 TMS)
glutamina* (4) (3 TMS)

A178003

A179010

zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas szikimowy (4 TMS)

zw. podobny do pochodnej fruktozy
kwas cytrynowy* (4 TMS)

kwas chinowy* (5 TMS)

dimer kwasu dehydroaskorbinowego (2 MeOX)
fruktoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
glukoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
alantoina (1) (4 TMS)

tyramina* (3 TMS)

lizyna* (4 TMS)

tyrozyna* (3 TMS)

kwas p-kumarowy* (2 TMS)

kwas askorbinowy* (4 TMS)
asparagina* (5) [+CO2] (4 TMS)

zw. podobny do glukopiranozy (5 TMS) / glukopiranoza (5 TMS)
A197007

A199003

A203003

kwas palmitynowy* (1 TMS)
alantoina (2) (3 TMS)

mio-inozytol* (6 TMS)

kwas trans-ferulowy* (2 TMS)

ester metylowy kwasu linolowego
A211001

0,0231

0,0000
0,0444
0,0288

Nie znaleziono
0,0080
0,0173
0,0294
0,0185
0,0009

Nie znaleziono

0,0318
0,0184
0,0168

Nie znaleziono

0,0184

0,0157

0,0053
0,0348

0,0136
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00-10
0000
0000
0000
1000
0000
0000
0000

1-100
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0-100
00-1-1
0000
1010
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0000
00-11
0000
0000

0000
0000
0000
00-10
1-110
1000
1000
1000

1000
0000
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88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

histydyna* (4 TMS)

A217007

glicerolo-fosfoglicerol (5 TMS)

kwas linolowy* (1 TMS)

kwas a-linolenowy* (1 TMS)
tryptofan* (3 TMS)

kwas stearynowy* (1 TMS)

A228001

zw. podobny do glicerolo-aldo-piranozydu (6 TMS)
fruktozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)
glukozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)
A236005

A237001

mio-inozytolo-2-fosforan (7 TMS)
5-hydroksytryptamina (4 TMS)
A250001

A254002

sacharoza* (8 TMS)

A270003

trehaloza* (8 TMS)

A281001

A296003

galaktinol (9 TMS)

A300001

A311002

kwas neochlorogenowy (6 TMS)
B-sitosterol* (1 TMS)

0,0032
0,0151
0,0008

0,0194

0,0137
0,0320
0,0427
0,0200

0,0000
0,0021
0,0152

Nie znaleziono
0,0265 0,0174
0,0245 -
0,0078 -

Nie znaleziono

Nie znaleziono
Nie znaleziono

0,0092 -
Nie znaleziono
Nie znaleziono

0,0000 0,0000

0,0093 -
Nie znaleziono

0,0092 -
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inozytolo-2-fosforan (tab. 4.3, tab. 4.4). Najwigcej istotnych zmian w poziomie metabolitow
wynikato z r6éznic migdzy odmianami i sytuacja ta dotyczyta tak lisci (75 zwigzkow) jak
| korzeni (44 zwiazki) (tab. S.2). Drugim czynnikiem pod wzgl¢dem ilosci metabolitow, ktore
w wyniku jego oddzialywania wykazaty najwigkszg liczbe zmian, byta susza. Niedobor wody
spowodowat wzrost/spadek 61 metabolitow w lisciu i dwukrotnie mniejszy, bo jedynie 30-stu
metabolitow, w korzeniu (tab. S.2). Z kolei najmniejsza grupg stanowily metabolity, ktore
wykazaly efekt interakcji O X S i byto to 29 zwigzkéw w liSciu i 15 w korzeniu (tab. S.2).
Wirod efektow interakcji O x S, opisujacych jednoczesny wptyw badanego genotypu i suszy
na poziom akumulacji zwigzkéw, mozna doszukiwaé si¢ genetycznych uwarunkowan
tolerancji lub jej braku na stres niedoboru wody. W grupie zwigzkéw wykazujacych efekt
interakcji O x S zaobserwowano w przypadku lisci (tab. 4.3):
- aminokwasy, w tym trzy pochodne proliny [7, 18, 44] dwie pochodne glutaminy [34,
46], a takze dwie pochodne asparaginy [37, 52] i lizyng [73],
- weglowodany: jeden kwas cukrowy — kwas treonowy [42], 3-fosfoglicerol [57],
glukozg [70], jeden alkohol cukrowy — galaktinol [110], ale tez inne weglowodany nie
w petni zidentyfikowane [65, 78],
- kwasy karboksylowe: kwas maleinowy [30], kwas cytrynowy [66], kwas
chlorogenowy [113],
- jedng aming: izopentyloaming [6],
- lipidy: kwas linolowy [91] i B-sitosterol [114],
- inne zwiazki organiczne: alantoine [71] i fosforan metylu [8],
- inne zwigzki 0 dotychczas nie przypisanych identyfikacjach [81, 96, 99, 103, 108,
109, 111].
Z kolei w korzeniu dla czterech badanych genotypow efekt interakcji wykazywaty (tab. 4.4):
- aminokwasy: alanina [28], kwas asparaginowy [38], GABA [40],
- weglowodany: kwas rybonowy [56], zwigzek podobny do pochodnej fruktozy [65],
glukoza [70], glicerolo-fosfoglicerol [90], galaktinol [110],
- lipidy: kwas palmitynowy [82] i ester metylowy kwasu linolowego [86], a takze
- fosforan metylu [8], etanoloamina [13], kwas bursztynowy [22] oraz zwigzki nieznane
[81, 99].
Ponadto zaobserwowano zroznicowane zmiany pozioméw akumulacji metabolitow
w odpowiedzi na stres niedoboru wody pomiedzy czterema badanymi genotypami (tab. S.3).
Pod wpltywem suszy okoto 50 metabolitow obecnych w lisciach siewek jeczmienia odmian

europejskich (Maresi, Sebastian, Stratus) nie zmienito swojego poziomu. Z kolei w syryjskiej
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linii hodowlanej (Cam/B1/Cl) takich metabolitow, ktorych poziom nie ulegt zmianie, byto
wigcej 1 grupa ta liczyla 72 zwiazki. Zroéznicowanie to wynikato z faktu, ze podczas gdy
u genotypu Cam/B1/CI zaledwie 10 zwigzkéw obecnych w lisciu zwiekszyto poziom
akumulacji, dla odmian europejskich grupa metabolitow, ktorych zawarto§¢ w warunkach
suszy wzrosta byla 2,5-3,5 razy wigksza (27 zwigzkow w Maresi, 29 w Stratusie i 37
w Sebastianie). Oprocz tego dla 12 metabolitéw wykrytych w lisciach odmiany Sebastian i 19
metabolitow pozostalych odmian odnotowano spadek akumulacji w warunkach suszy.
Zroznicowanie reakcji odpowiedzi pomigdzy badanymi genotypami ha Stres suszy
odnotowano takze dla metabolitow wykrytych w korzeniach siewek jeczmienia. Reakcja
ro$lin na niedobér wody ze strony metabolitow obecnych w korzeniach w odmianach
europejskich byla mniejsza od rekcji metabolitow lisci. Z kolei u linii Cam/B1/CI
odnotowano odwrotng odpowiedz tj. wigksza w korzeniu niz w lisciu. Brak zmian
w zawarto$ci metabolitow w wyniku dziatania suszy dotyczyt 77-89 metabolitow odmian
Maresi, Sebastian i Stratus, podczas gdy u Cam/B1/CI bylo to 61 metabolitoéw. Syryjska
linia, w poréwnaniu z pozostaltymi odmianami, charakteryzowata si¢ takze najwyzszym
odsetkiem metabolitow, ktorych poziom wzrost w korzeniu na skutek suszy (37 metabolitow).
Ponadto wsrod wzorow kierunku reakcji metabolitéw zaobserwowano dwie grupy, po jednej
w lisciu i w korzeniu, w ktorych to odpowiedz linii Cam/B1/CI na zadany stres abiotyczny
byta odmienna od pozostatych genotypoéw (tab. S.4). Podczas gdy w lisciu Cam/B1/CI nie
zmienila si¢ zawarto$§¢ 12 metabolitow, w Maresi, Sebastianie i1 Stratusie poziom tych
metabolitow wzrost (reakcja 0_1 1 1). Podobnie w korzeniu — poziom 17-stu metabolitow na
skutek deficytu wody wzrost w linii syryjskiej, a u odmian europejskich nie ulegt zmianie
(reakcja 1_0_0_0). Zréznicowanie reakcji odpowiedzi metabolomu liScia i korzenia
w odmianach zobrazowano na rycinie 4.5, przedstawiajacej podobienstwa i roznice pomigdzy
badanymi genotypami Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian, Stratus. Odmiany podobne do siebie w
reakcji na stres suszy znajduja si¢ blizej siebie. Najbardziej zblizong reakcje wykazaly
odmiany Maresi i Stratus, jednak podobienstwo to bylo widoczne jedynie w metabolitach
pochodzacych z licia.

Zmiany pozioméw akumulacji dwoch trisacharydow, rafinozy i 1-kestozy, ktore nie
zostaly wykryte przy uzyciu TargetSearch ze wzgledu na koelucje 1 duze podobienstwo widm
El, przedstawiono na ryc. 4.6. Zaro6wno ilo$¢ rafinozy jak i 1-kestozy wzrastata w roslinach
poddanych stresowi suszy w poroéwnaniu do roslin kontrolnych. Szczeg6lnie znaczny wzrost

1-kestozy odnotowano w korzeniach jeczmienia odmian Maresi i Sebastian (ponad 40-krotny
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-0.6 -0.4 -0.2 -0.0 0.2

Ryc. 4.5. Analiza gléwnych wspotrzednych (PCO, ang. principal coordinates analysis).
Formy rodzicielskie (Maresi, Cam/B1/Cl) oraz odmiany referencyjne (Sebastian, Stratus)
przedstawione w plaszczyznie pierwszych dwoch gtownych wspotrzednych obliczonych na
podstawie efektu suszy (susza-kontrola) dla a) metabolitow liscia b) metabolitow korzenia.
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Ryc. 4.6. Wzory strukturalne a) oraz zmiany zawartoéci trisacharydow: b) rafinozy,
c) 1-kestozy, w warunkach deficytu wody w lisciu i korzeniu siewek jeczmienia (K —

kontrola, S — susza).
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w stosunku do kontroli). Ponadto zaobserwowano roznice migdzyodmianowe dotyczace
poziomu tego trisacharydu w roslinach kontrolnych, tj. podwyzszony poziom w Cam/B1/CI

I Stratus w stosunku do pozostatych dwoch genotypow.

4.1.2.1 Analiza zmian zawartosci metabolitbw w liniach populacji mapujacej

Maresi x Cam/B1/Cl

Do oceny ogolnych efektow suszy w populacji linii MaresixCam/B1/Cl postuzono si¢
analizg wariancji. Porownanie probek ekstraktow lisci i korzeni wykazato, ze korzenie siewek
jeczmienia charakteryzowatly si¢ mniejszg liczba réznicujacych metabolitow niz liscie i to
zardbwno jesli chodzi o liczbe zwiazkéw istotnie roznicujacych badane linie, a takze
roéznicujacych rosliny kontrolne od roslin poddanych stresowi suszy, jak i metabolitow
wykazujacych efekt interakcji Linia x Susza (L x S) (tab. S.5). Szczeg6lnie widoczne roznice
miedzy odpowiedzig ze strony metabolomu liscia a korzenia zaobserwowano dla ostatniej
cechy — efektu interakcji. Podczas gdy w korzeniach efekt interakcji wykazato 20
metabolitow, w lisciach grupa tych zwigzkow byta 4-krotnie wigksza.

Rozktad poszczegélnych cech (pozioméw akumulacji metabolitow) w populacji
Maresi x Cam/B1/Cl zostal zobrazowany w postaci wykreséw pudetkowych z wasami dla
lisci i korzeni w warunkach kontrolnych i deficytu wody (ryc. 4.7). Ponadto obliczony efekt
suszy (r6znica miedzy intensywno$cig danego metabolitu w suszy, a jego intensywnos$cia
w tkance w warunkach kontrolnych) zostal przedstawiony w formie map cieplnych
potaczonych z dendrogramami, ukazujac podobienstwo reakcji pomiedzy badanymi liniami
i metabolitami pod wzgledem odpowiedzi na zadany stres niedoboru wody (ryc. 4.8, ryc. 4.9).
Mapy cieplne obrazujace poziomy akumulacji metabolitow w liSciach 1 korzeniach

w warunkach kontrolnych i deficytu wody umieszczono w zataczniku (ryc. S.2 - ryc. S.5).
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log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znarmalizowana przez standard wewnetrzny)

1. Kwas mlekowy™ (2 TMS)

Cam/B1/CI

Cam/B1/CI

Maresi aresi m/B1/CI
m/B1/CI

Maresi

Maresi

Ligé I(K] Lisé (s) Korzeri (K] Konéﬁcsp

5. Kwas weglowy (1MEQX) (2TMS)
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Maresi
Gam/B1/CI Maresi
Cam/B1/CI
esi
CamiB1/CI
Cam/B1/CI
Lis¢ (K) Lisé (S)  Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnoéé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

2. 2-hydroksypirydyna (1TMS)
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miB1/CI
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Lige (K) Li€(S)  Korzeri (K)  Korzen(s)
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CamiB1/CI
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Cam/B1/CI Cam/B1/CI
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Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzeri (K)  Korzen(s)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

3. Alanina” (1) (2TMS)

Maresi
CamB1/CI
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| Maresi
el | .
m/swc:
" [Camiici
Lise (K) Lisé(S) Korzen (K)  Korzen(S)

7. Prolina* (1) (1TMS)
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Cam/B1/CI
CamiB1/CI ’
Cam/B1/CI
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

4. Hydroksyloamina (3TMS)
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-
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

1 wewnetrzny)

przez

log, (ints

9. Walina* (2) (2 TMS)

Maresi
Maresi
Maresi resi
;gmﬂBUCI Cam/B1/CI GBIt
Cam/B1/CI
Lis¢ (K) Lis¢(S) Korzen (K) Korzer(s)
13. Etanoloamina (3 TMS)
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— m/B1/CI
L Horete
m/B1/Cl

Lise (K)

Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

wewnetrzny)

przez

$¢ znor

log, (i

10. Kwas malonowy* (2TMS)

17.0
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16.0
/Bt/C! Maresi
155
Cam/B1/CI
15.0 4
145
14.0 4
1354
13.0 4
Lis¢ (K) Lisé (S) Korzen (K)  Korzen(s)
14. Kwas fosforowy (3 TMS)
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21
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= Mpresi
Cam/Bi/CI B1ICH
e
19 Cam/B1/CI
18 4
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log; (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)

11. Mocznik* (2 TMS)

mBIC | camBtrCl
resi
resi
resi
Mr'ss‘ miB1/CI
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Lisc (K) Lis¢(S)  Korzer (K}  Korzer(s)

15. Leucyna* (2 TMS)
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m/B1/CI CamiB1ICI
e m/B1/CI .

Cam/B1/CI

Liéér[K) Liéé (S) Korzelr'l (K) Korz‘eﬁ (S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

12. Seryna* (1) (2 TMS)

17
m/B1/CI
164 Maresi
Maresi
15 4 mBtel Maresi
Cam/B1/CI
Maresi ]
E
Cam/B1/CI —
134
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzer (K)  Korzer(S)
16. Glicerol (3 TMS)
19 4
18
17 4 CamB1/Cl Maresi
resi
Maresi LCam/B1/CI
CamvB1/CI
Tam/B1/Cl
16 |
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14 T T T T
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log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

17. Izoleucyna* (2 TMS)

m/B1/CI C4m/B1/CI
CamiB1/CI Maresi
Maresi
Maresi
—J —cam/B1/CI
LiS€ (K) Lis¢(S) Korzeri (K)  Korzeri(S)

21. Lumichrom (2 MeOX)

1iCH
e
resi resi
mVB1/CI
Cam/B1/CI
Lis¢ (K) Lis¢(S)  Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

18. Prolina* (2) (2 TMS)

ves
224
m/B1/CI
Cam/B1/CI

Cam/B1/CI

20 4
Maresi

18

Maresi
164

Cam/B1/CI
LSE(K)  LiSé(S) Korzen (K)  Korzen(s)
22. Kwas bursztynowy* (2 TMS)

19 4

Cam/B1/CI

CamvB1/CI

Maresi
184
174 J

ves

Maresi

—]
mrsum

m/B1/CI
resi

-

is¢ (K)

Liét::(S) Korzelr'l (K) Kurzleﬁ(S)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

19. Glicyna* (3 TMS)

[ e
et
Cam/B1/CI
Maresi
Maresi
am/B1/CI
Lisé (K) Lisé (S)  Korzen (K)  Korzen(S)

23. Kwas glicerynowy (3 TMS)

ECI
resi
mB1CI
l s
CamBi/CI
] m/B1/CI
Maresi
Lisé (K) Lis¢(S)  Korzen (K)  Korzen(s)

log, (intensywnos¢ znarmalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

20. Kwas maleinowy* (2 TMS)

[ aabresi
Cam/B1/CI L Cam/B1/CI
resi
Maresi
resi
Cam/B1/CI
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzeri (K)  Korzeri(S)

24. Zw. podobny do lumichromu (2 MeOX)

mrawm

Maresi
1/cH
ol resi
amiB1/CI
CamB1/CI
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzeri(s)
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log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnatrzny)

25. Kwas fumarowy* (2 TMS)
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15
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log; (intensywno$¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

41. Kwas erytronowy (4 TMS)
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42. Kwas treonowy (4 TMS)
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43. Kwas a-ketoglutarowy* (1 MeOX 2 TMS)
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47. Kwas glutaminowy* (1) (3 TMS)
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49. Asparagina* (3) (4 TMS)
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53. Ryboza* (1 MeOX 4 TMS)
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50. 1,3-diaminopropan (4 TMS) /
1,2-diaminopropan (4 TMS)
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51. Ksyloza* (2) (1 MeOX 4 TMS)
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52. Asparagina* (4) (3 TMS)
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56. Kwas rybonowy (5 TMS)
184
E miB1/CI miB1/CI
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57. 3-fosfoglicerol (4 TMS)
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BCH
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CamiB1/CI
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61.A178003
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CamiB1/CI
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58. Glukopiranoza [-H,0] (4TMS)

20
Cam/B1/CI
19
Cam/B1/CI
18 4
MBI
174 Maresi
Maresi
16 resi
15
Maresi
14 4
Cam/B1/CI

13
12

Ligé (K) Lisé (S) Korzen (K) Korzen(S)

62. A179010
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log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewngtrzny)

59. Fosforan etanoloaminy (4 TMS)

184
Maresi
Maresi
174 Cam/B1/Cl
16 4
15 4
144 Cam/B1/CI
Lisé (K) Lisé¢ (S) Korzen (K) Korzen(S)
63. Zw. podobny do pochodnej fruktozy
204
Maresi
Maresi
/et /B 1ICI
184
16 o
144 Maresi
Cam/B1/CI Cam/B1/Cl
124
Ligé (K) Ligé(S) Korzer (K)  Korzen(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)

d wewngtrzny)

przez

§€ znor

log, (i

60. Glutamina* (4) (3 TMS)

224
214 Maresi
Maresi
204 cjmmmﬂ
19 4
Camv/B1/CI
Maresi
N H
79 [ CamB1/CI
Cam/B1/CI
16
faresi
15
14 4
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzer(S)
64. Kwas szikimowy (4 TMS)
194
18 Si
e B 1/CH
17 4
16 4
154
14
134
124
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  KarzeA(S)
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log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

d wewnetrzny)

przez

05¢ ZNC

v

log, (i

65. Zw. podobny do pachodnej fruktozy

Maresi
Méresi

@m’m' Cam/B1/CI

m/B1/CI

Cam/B1/CI

Lis'él(K) Liéz;[sﬁ Korzelr'l(K) Korzleri(S)

69. Fruktoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)

Cam/B1/CI

Maresi

m/B1/CI

Cam/B1/CI

CamB1/CI

Maresi

Maresi

Lis¢ (K) Lis¢ (5)  Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

przez wewnetrzny)

£t

¥

log, (i

66. Kwas cytrynowy* (4 TMS)

22
resi
21
el Cam/B1/CI
20
Cam/B1/CI
Maresi
194 Maresi
18 miB1/CI
174
164
Lisc (K) Lisé(S) Korzen (K)  Korzen(s)
70. Glukoza* (1) (1 MeOX 5 TMS)
254
244
m/B1/CI
234
Cam/B1/CI resi
224
Mareal Cam/B1/CI
214
Mpresi
20
CamiB1/CI
194
18]

Lis¢ (K) Lis¢(S) Korzer (K)  Korzen(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

wewnetrzny)

przez

¥

log, (i

67. Kwas chinowy* (5 TMS)

Maresi

Cam/B1/CI

— | Maresi
VB ICI

resi

Cam/B1iCI

¥gtete

Lis¢ (K) Lisc (S)

71. Alantoina (1) (4 TMS)

Korzer (K)  Korzen(s)

m/B1/CI

[ Maresi

CamB1iCI

Maresi

Maresi

Cam/B1/CI

Lis¢ (K) Lisc (S)

Korzeni (K)  Korzen(S)

68. Dimer kwasu dehydroaskorbinowego (2 MeOX)

log, (intensywnosc znormalizowana przez standard wewnetrzny)

wewnetrzny)

przez

Y

log, (i

20 4
164 - resi
Cam/B1/CI
16 Cam/B1/CI
14
12
Maresi
Maresi
10
m/B1/Cl
m/B1/CI
8
5
4]
Ligé (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzer(s)
72. Tyramina* (3 TMS)
17
Maresi
18 Meresi
15 AmUB/CI am/B1/CI
14
resi
134

C4miB1/CH

Méresi Cam/B1/CI

Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

73. Lizyna* (4 TMS)

S Maresi
16 o m/B1/CI
m/B1/CI
LE resi
1/C1
124
Cam/B1/CI
104
8
6
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)
77. Asparagina* (5) [+CQO,] (4 TMS)
184
Maresi
17 4
16 4 Maresi
154
m/B1/CI
14 o
m/B1/CI
13 4
124

L (K) Lt () Korzen (K) Korzed(s)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnosc znormalizowana przez standard wewnetrzny)

74. Tyrozyna* (3 TMS)

Maresi
15
resi
14 4
m/B1/CI
13 ] m/B1/CI
1z 4
114
10 4
Lis¢ (K) Lis¢ (S) Korzen (K)  Korzen(s)

78. zw. podobny do glukopiranozy (5 TMS) /

glukopiranoza (5 TMS)

214

20 4

Cam/B1/CI
resi
Cam/B1/CI Maresi

CamiB1/Cl

Mgresi

Maresi

Cam/B1/CI

Lisé (K) Lis¢ (S) Korzen (K)  KorzeA(S)

log, (intensywnosc znarmalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

75. Kwas p-kumarowy* (2 TMS)

14
Maresi
13 Cam/B1/CI
12 E
Cam/B1/CI
"
10
Maresi
9
8
7
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)
79. A197007
20
m/B1/CI
resi
im/B1/CI
L Maresi
Maresi
| Cam/B1/CI
Maresi
16
CamB1/CI
144
12
Lisé (K) Lis€ (S) Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

ard wewnetrzny)

przez

0$¢ znor

o, (in

76. Kwas askorbinowy* (4 TMS)

204
L CamvB1/CI Cam/BI/CI
resi
16 4
resi
14 4
12 4
10 4
Lisc (K) Lisc(S) Korzen (K)  Korzen(s)
80. A199003
13 4
Maresi
12 4
Maresi
1
104
o
6
7
Cam/B1/CI
6
sJ CamB1/CI
Ligé (K) Li¢(S) Korzen (K)  Korzef(s)
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wewnetrzny)

przez

nor

log, (ir

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

81.A203003

Cam/B1/GI

Cam/B1/CI Maresi

miB 1/CI

resi

Cam/B1/CI

Lié (K) LiéE(S)  Korzeri (K)  Korzen(s)

85, Kwas trans-ferulowy* (2 TMS)

Cam/B1/CI

Cam/B1/CI

Maresi

Lis’c"(K] Lise (s) ¥orzerh (K) Kon'er'\(S]

log, (intensywno$¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

82. Kwas palmitynowy™ (1 TMS)

Cam/B1/CI
Cam/B1/CI
Maresi
Maresi
rrr:‘alfCl
— resi
Cam/B1/CI
Li4€ (K) Lié¢ () Korzeri (K)  Korzer(s)

86. Ester metylowy kwasu linolowego

Cam/B1/CI
Maresi
m/B1/C1 resi
Ligé (K) Lis€ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)

lard wewnetrzny)

przez

nor

log, (ir

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

83. Alantoina (2) (3 TMS)

Maresi
Cam/B1/CI
Maresi
Cam/B1/CI
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)
87. A211001
Cam/B1/CI
Cam/B1/CI resi
resi
Maresi
Maresi
m/B1ICH
miB1/CI
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

84. Mio-inozytol* (6 TMS)

resi

Cam/B1/CI
D 1/C1
Maresi
m/B1/CI
mFBVC\
Lis¢ (K) Li$¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)
88. Histydyna* (4 TMS)
Maresi
m/B1/CI
Cam/B1/Cl
Maresi
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzeri (K)  Korzer(S)
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log, (intensywnos$¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

89. A217007

Cam/B1/CI
Cam/B1/CI
Maresi
Ligé (K) Liéé(S) Korze (K)  Korzen(S)

93. Tryptofan* (3 TMS)

Cam/B1/CI B iCH

resi q
resi

Maresi
“Waresi

e L_cmene

Lisé (K) Lis¢ (S) Korzen (K)  Korzefi(S)

log, (intensywnoé¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)

og, (intensywnoéc znormalizowana przez standard wewnetrzny)

90. Clicerolo-fosfoglicerol (5 TMS)

Maresi
Maresi CamiB1/CI
[CammB1/CI roei
m/B1/CI
Maresi
Cam/81/C|
Ligé (K) Lisé (5)  Korzed (K)  Korzen(S)
94. Kwas stearynowy™ (1 TMS)
fricgied Cam/B1/CI
Maresi
Maresi
[ resi Cam/B1/CI
Cam/B1/CI

L‘\éél(K] Liﬁc:(S] Korzen (K) Korzrer'\(S)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

91. Kwas linolowy* (1 TMS)

mB1ICH

aresi

11c)

Maresi

Maresi

mB1/CI

m/B1/CI

Ligé (K) L (5) Korzer (K)  Korzed(s)

95. A228001

Maresi

Maresi Cam/B1/CI

camBi/cl
CamiB1/CI
resi

mlBUCI

Maresi

Lis(:kK) Liéé(s] Korze'rilK) Korz'erﬁ(S]

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

(=]
(o]

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)

92. Kwas a-linolenowy* (1 TMS)

19
184
m/B1/CI
1iC1
174
Maresi
16
Maresi
15
L] Camm1e)
14 4
CamB1/CI
13
T T T T
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzer(S)

. Zw. podobny do glicerolo-aldo-piranozydu (6 TMS)

Cam/B1/CI
CamiB1/CI

Maresi

Maresi

Lig¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzeni(S)
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny}

d wewnetrzny)

n

przez

znorr

log, (i

97. Fruktozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)

Maresi
g
Cam/B1iCI
“Mbresi Cam/B1/CI
MB1CI  —LMaresi
L'\éc"(K] Lis'C: (S) KOFZE‘I"I (K) Korzéﬁ{S)

101. Mio-inozytolo-2-fosforan (7 TMS)

m/B1/CI
"
-
Cam/B1/CI
Cam/B1/Cl
1/C1 aresi
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzeri (K)  Korzen(s)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny})

d wewnegtrzny)

d

preez

znorn

log, (i

98. Glukozo-6-fosforan* (1 MeOX 6 TMS)

16
Cam/B1/CI Maresi
15 4 Cam/B1/CI
=5 Maresi
14 4
Cam/B1/CI Cam/B1/CI
134 [
Liéc"(m Lisé (s) Korzert (K] Korzéﬁ(S)
102. 5-hydroksytryptamina (4 TMS)
14 4

CamB1CI
[ Maresi
CamB1/CI
L —wbresi L
Lisé (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnesc znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

204

99. A236005
d11c1
miB1/CI
Maresi Cam/B1/Cl
Cam/B1/CI
Liéc'l(K) Lis't::[S) Korzelﬁ(K] Korzleﬁ(S)
103. A250001
e CamB1/CI
Mhresi
Liéc’l(K) Lis’t::[S) Korze'ﬁ(K) Korzler’\(S)

log, (intensywnosc¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

wewnetrzny)

przez

znorm

log, (int

100. A237001
Maresi
CamiB1CI Fa !
jm‘ﬂl}cl
Cam/B1/CI
Mares|
Maresi
Ligé (K] LS (S) Korzer (K)  Korze(s)
104. A254002
miB1/CI
Maresi
Maresi
Lise (K) LE(s) Korzen (K)  Korzen(s]
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log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

105. Sacharoza* (8 TMS)

Maresi
cymm17C) rest Maresi
Maresi
m/B1/CI
mB1/CI
Cam/B1ICI
Lis¢ (K) Lis¢ (S) Korzen (K)  Korzen(s)
109. A296003
Maresi
Cam/B1/CI
rosi
camBI/C)
Lise (K} Lis¢ (S) Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

106. A270003

Cam/B1/CI

resi

Cam/B1/CI
Maresi

Lisc (K)

Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)

110. Galaktinol (9 TMS)

3]

Cam/B1/CI

Maresi

Cam/B1/CI 1/C1 Maresi

Lise (K)

Lis¢ (S) Korzen (K)  Korzen(S)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnasé znormalizowana przez standard wewngtrzny)

107. Trehaloza* (8 TMS)

18.0
Maresi
175
17.0 m/B1/CI
165
Méresi
160
mB1/CI
155
15.0 4
145
1404
Lisc (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(s)
111. A300001
Maresi
Cam/B1/GI ol
164
resi
CamiBA/CI
15 4
e Cam/B1/C]
134
12
i Cam/B1/CI
Maresi
104
o L
Lis¢ (K) Lis¢ (5)  Korzen (K)  Korzer(S)

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnetrzny)

log, (intensywnosé znormalizowana przez standard wewngtrzny)

108. A281001

miB1ICI

Mtrem
m/B1/CI

2] Maresi
Lis¢ (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzeni(s)
112. A311002
18
17 4
resi
mB1ICI
16 []
mB1ICH
Maresi Maresi
el Maresi
mB1/CI
144 mEB1CI
134
124
Lige (K) Lis¢ (S)  Korzen (K)  Korzen(S)
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113. Kwas chlorogenowy (6 TMS) 114. B-sitosterol* (1 TMS)

165 4

16.04 Maresi

Maresi

m/B1/CI
1554 L

Maresi

[ C3mBIICI
15 4
Maresi
13 4
CamiB1/CI

Lis’:’IlK) Liéé(s) Korzéﬁ (K) Korzleﬁ(S) L'\é(’:‘(K) Liéc:(S) Korzelr'l(K) Knrz;hfs)

Cam/B1/CI

1504 Maresi Whresi
camicl L
CamB1/CI
145

14.0 4

1354

13.0 4

log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewngtrzny)
log, (intensywnos¢ znormalizowana przez standard wewnegtrzny)

Ryc. 4.7. Rozktad poziomow akumulacji metabolitéw W lisciach i korzeniach linii populacji Maresi x Cam/B1/CI, w warunkach kontrolnych i deficytu wody

(K — kontrola, S — susza). Dodatkowo na wykresach zaznaczono warto$ci intensywnosci poszczegdlnych metabolitow dla genotypoéw rodzicielskich Maresi
i Cam/B1/ClI.
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Ryc. 4.8. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujaca efekt suszy w liSciach siewek linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI. W kolumnie po prawej linie jeczmienia

ponumerowane od 1 do 130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Kazdy kwadrat odpowiada rdznicy pomiedzy warto$cig $rednig intensywnos$ci danego metabolitu
w suszy a warto$cia $rednig intensywnosci tego metabolitu w kontroli. Skala koloréw zalezna od warto$ci: od niebieskiego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych Il Bl .
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Ryc. 4.9. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujaca efekt suszy w korzeniach siewek linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI. W kolumnie po prawej linie jeczmienia
ponumerowane od 1 do 130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Kazdy kwadrat odpowiada rdznicy pomiedzy warto$cig $rednig intensywnos$ci danego metabolitu
w suszy a warto$cia $rednig intensywnosci tego metabolitu w kontroli. Skala kolorow zalezna od wartosci: od niebieskiego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych Il Bl .
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4.2 Analiza zwigzkéw wyizolowanych z powierzchni lisci jgczmienia

4.2.1. Analiza jako$ciowa

Identyfikacje zwigzkéw obecnych na powierzchni lisci przeprowadzono dla roslin
form rodzicielskich Maresi i Cam/B1/Cl. Wykrytym zwigzkom przypisano nazwy nha
podstawie poréwnania otrzymanych widm z widmami zarejestrowanymi dla zwigzkow
referencyjnych oraz widmami zdeponowanymi w bazach danych, a takze na podstawie
charakterystycznych wzorow fragmentacji poszczegdlnych klas zwigzkow.

W ekstraktach metabolitow z powierzchni lisci dla obu genotypow wykryto 35
zwigzkow, z czego: 9 zostato w petni zidentyfikowanych (obecno$¢ potwierdzona zwigzkiem
referencyjnym), 20 adnotowanych (na podstawie fragmentacji i informacjach zawartych
w bazach danych), 6 zwigzkom nie udato si¢ przypisa¢ nazw (tab. 4.5). Wsrod wykrytych
zwigzkoéw zaobserwowano przede wszystkim alkany, alkanole i kwasy tluszczowe.

Najliczniej reprezentowang klasg byty n-alkany (12 zwigzkow) o dlugosci tancucha
weglowego w zakresie Cy-Css, Z €zego 5 z nich charakteryzowalo si¢ parzysta liczbg wegli
w tancuchu i w tej grupie wyrdzniono: eikozan (Cy), dokozan (Cy), tetrakozan (Cus),
heksakozan (Cjs) oraz oktakozan (Cyg). 7 alkanéw miato nieparzysta liczbe wegli: heneikozan
(C21), trikozan (Cys), pentakozan (Cgs), heptakozan (C,7), nonakozan (Cyg), hentriakontan
(Cay), tritriakontan (Cas). Intensywno$¢ jonu molekularnego (M**) w widmie El n-alkanow
spada wraz ze wzrostem dtugosci tancucha weglowego, ale M™* jest nadal widoczny nawet dla
alkanow 0 40 atomach wegla (Sparkman i in. 2011). Zwykle pierwszym fragmentem przed
pikiem pochodzacym od jonu molekularnego jest jon [M-29]" odpowiadajacy utracie
*CH,CHj3. Ponadto na widmie alkanow mozna zaobserwowaé serie pikow oddalonych od
siebie 0 14 m/z (43, 57, 71, 85, itd.). Obserwowane coraz mniejsze warto§ci m/z sg wynikiem
utraty coraz wigkszych rodnikéw alkilowych. Przyktadowe widmo nonakozanu
przedstawiono na ryc. 4.10.

Wsrod zidentyfikowanych 8-$miu pochodnych alkanoli obserwowano 6 alkanoli
0 parzystej liczbie wegli w tancuchu: eikozanol (Cy), dokozanol (Cy,), tetrakozanol (Cy),
heksakozanol (Cjs), oktakozanol (Cys), triakontanol (Cgp), oraz dwa akanole o nieparzystej
liczbie wegli: pentakozanol (Cgzs) i heptakozanol (Cy7). W widmie EI alkoholi o dhugich
tancuchach jon molekularny nie jest widoczny. Jednakze przeprowadzenie alkoholi
W pochodne TMS pozwala na okreslenie masy czasteczkowej nieznanego alkoholu, pomimo

braku obecnosci M*™*, poniewaz masa najwyzszego piku w koncowym zakresie m/z widma
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Tab. 4.5. Zwiazki wykryte na powierzchni lisci jeczmienia (* — RI wedtug Golm Metabolome Database, © — RI wedtug MassBank, b.d. — brak danych, M —
masa monoizotopowa, obs. — warto$¢ obserwowana, czerwony — jon molekularny (M™), niebieski — [M-CHs]" ,,— — brak derywatyzacji, ,,-” — brak nazwy
zwyczajowej, * — pelna identyfikacja potwierdzona zwigzkiem referencyjnym).

Nazwa Wzér Wybrane jony fragmentacyjne obecne w widmie
.p. . D j D El, 5 i
l.p RI Rl obs systematyczna swyczajowa erywatyzacja sumaryczny M [Da] I, wzgledem ktlo.ryc’h.wykonano analize
pochodnej potilosciowa
1. bd. 1954,68 _ benzeno-1,2- ftalan dibutylu - C16H2204 278,1518 56.1, 76, 104, 149, 205.1, 223.1
dikarboksylan dibutylu
tiofosforan O,0-dietylo-O- . 65, 97, 125, 197, 199, 208, 210, 213, 215, 258
2. .d. 197 ! hl f — H11CI3NO3P 48,92 e ! ! ! ! ! ! ! !
b 27635 35 6-trichloropirydyn-2-yl chioropiTyios COMLICISNO3PS ~ 348,9263 260, 286, 288, 314, 316
A . % ) _ 57.1,71.1,85.1,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
3. 2002,55 2000,00 eikozan C20H42 282,3286 155.2, 169.2
2045,44" _ _
4, 2038 40° 2044,32 kwas heksadekanowy* kwas palmitynowy* 1TMS C19H4002Si 328,2797 117,129, 132.1,145.1, 313.3,328.3
5. 2102,80A 2102,70 heneikozan - — C21H44 296,3443 >7.1,71.1,85.1,99.1, 113.1,127.1, 141.2,
155.2, 169.2
57.1,71.1,85.1,99.1,113.1, 127.1, 141.2
* _ — ’ 7 7 7’ ’ ’ ’
6. b.d. 2200,00 dokozan C22H46 310,3599 155.2, 169.2
2243,49" . . :
7. 9242 75" 2240,00 kwas oktadekanowy kwas stearynowy 1TMS C21H4402Si 356,3110 117,129, 132.1, 145.1, 341.3, 356.3
A . 57.1,71.1,85.1,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
8. 2301,60 2302,35 trikozan - C23H48 324,3756 155.2, 169.2
9. 2360,90A 2350,59 eikozanol alkohol arachidylowy 1TMS C23H500Si 370,3631 75,83.1,97.1,103.1, 111.1, 125.1, 355.3
10. 2400,46A 2400,00 tetrakozan* - — C24H50 338,3912 >7.1,71.1,85.1,99.1, 113.1,127.1, 141.2,
155.2, 169.2
11. 2453,82A 2439,24 kwas eikozanowy* kwas arachidowy* 1TMS C23H4802Si 384,3423 117,129, 132.1, 145.1, 369.3, 384.3
A 57.1,71.1,85.1,99.1, 113.1, 127.1, 141.2,
12. 2499,33 2501,27 pentakozan - C25H52 352,4069 155.2, 169.2
13. 2549,09A 2548,10 dokozanol - 1TMS C25H540Si 398,3944 75,83.1,97.1,103.1,111.1,125.1, 383.4
14. 2605,36A 2600,00 heksakozan* - — C26H54 366,4225 >7.1,71.1,851,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
155.2, 169.2
15. 2650,64A 2635,62 kwas dokozanowy kwas behenowy 1TMS C25H5202Si 412,3736 117,129, 132.1, 145.1, 397.4, 412.4
16. 2699,20A 2702,74 heptakozan - — C27H56 380,4382 >7.1,71.1,85.1,99.1, 113.1,127.1, 141.2,

155.2, 169.2
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17. b.d. 2745,21 tetrakozanol . alkohol 1TMS C27H580Si 426,4257 75,83.1,97.1,103.1,111.1, 125.1, 411.4
lignocerylowy

18. 2800,02"  2800,00 oktakozan* - — C28H58 394,4538 >7.1,71.1,85.1,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
155.2, 169.2

19. 2834,42A 2833,1034 kwas tetrakozanowy kwas lignocerynowy 1TMS C27H5602Si 440,4049 117,129, 132.1, 145.1, 425.4, 440.4

20. b.d. 2840,00 pentakozanol - 1TMS C28H600Si 440,4413 75,83.1,97.1,103.1,111.1, 125.1, 425.4

21. 2893,87"  2896,55 nonakozan - — C29H60 408,4695 >7.1,71.1,851,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
155.2, 169.2

57.1,83.1,97.1,111.1, 125.1, 138.1, 152.1,
22. b.d. 2915,86 N_2916 - b.d. b.d. b.d. 166.2, 180.2, 194.2, 378.4, 409.4
57.1,83.1,97.1,111.1, 125.1, 138.1, 152.1,

23. b.d. 2925,52 N_2926 - b.d. b.d. b.d. 166.2, 180.2, 194.2, 378.4, 409.4

24, b.d. 2940,69 heksakozanol* alkohol cerylowy 1TMS C29H620Si 454,4570 75,83.1,97.1,103.1,111.1,125.1, 439.4

25. 3036,31A 3029,19 kwas heksakozanowy kwas cerotynowy 1TMS C29H6002Si 468,4362 117,129, 132.1, 145.1, 453.4, 468.4

26. b.d. 3034,59 heptakozanol - 1TMS C30H640Si 468,4726 75,83.1,97.1,103.1, 111.1, 125.1, 453.5

27. 3092,83"  3094,05 hentriakontan - — C31H64 436,5008 >7.1,71.1,851,99.1,113.1, 127.1, 141.2,
155.2, 169.2

alkohol
28. b.d. 3130,81 oktakozanol montanylowy 1TMS C31H660SI 482,4883 75,83.1,97.1,103.1,111.1, 125.1, 467.5
(kluitylowy)

29. 3232,02A 3221,15 kwas oktakozanowy kwas montanowy 1TMS C31H6402Si 496,4675 117,129, 132.1, 145.1, 481.4, 496.5

30. b.d. 3233,97 N_3234 - b.d. b.d. b.d. 57.1,83.1,97.1, 105, 111.1, 123

31. b.d. 3240,38 N_3240 - b.d. b.d. b.d. >7.1,83.1,97.1, 1111617’ 2125'1’ 139.1,153.2,

32. 3292,83" 3274,36 tritriakontan - — C33H68 464,5321 >7.1,71.1,85.1,99.1, 113.1,127.1, 141.2,
155.2, 169.2

33.  bd. 3305,13 triakontanol a'komLEsz;owy 1TMS C33H700Si 510,5196 75,83.1,97.1,103.1, 111.1, 125.1, 495.5

34, b.d. 3417,95 N_3418 - b.d. b.d. b.d. 57.1,83.1,97.1, 105, 111.1, 123

35. b.d. >3600 N_3600+ - b.d. b.d. b.d. 57.1,83.1,97.1, 105, 111.1, 123
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Ryc. 4.10. Widmo mas El nonakozanu.

odpowiada masie jonu molekularnego pomniejszonej o rodnik metylowy (*CHz) pochodzacy
od grupy trimetylosililowej. Ponadto w widmie ElI TMS-pochodnych alkoholi widoczne sg
takie jony jak 73, 89 i 103 (Sparkman i in. 2011). Przyktadowe widmo tetrakozanolu
przedstawiono naryc. 4.11.

Zidentyfikowano takze 7 pochodnych TMS nasyconych kwasow thuszczowych,
wszystkie o parzystej liczbie wegli: kwas heksadekanowy (Cis), kwas oktadekanowy (Cis),
kwas eikozanowy (Cy), kwas dokozanowy (C,;), kwas tetrakozanowy (Co), kwas
heksakozanowy (Cy) oraz kwas oktakozanowy (Czs). Gtowny pik w widmie, podobnie jak
w widmie alkanoli, odpowiada masie jonu molekularnego pomniejszonej o rodnik metylowy
("CHs), jednak w przypadku kwasow tluszczowych widoczny jest takze M™*. Przyktadowe

widmo kwasu heksakozanowego przedstawiono na ryc. 4.12.
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Ryc. 4.11. Widmo mas ElI TMS-pochodnej tetrakozanolu.
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Ryc. 4.12. Widmo mas ElI TMS-pochodnej kwasu heksakozanowego.

Ponadto wsrod obecnych na powierzchni lisci jeczmienia zwigzkow zidentyfikowano
fosforoorganiczny srodek owadobojczy — chloropiryfos (ryc. S.6) (znany réwniez pod innymi
nazwami handlowymi takim jak m.in. dursban czy lorsban) oraz ftalan dibutylu. Ponadto
wsérod niezidentyfikowanych zwigzkow obserwowano metabolity: N _2916 i N_2926,
charakteryzujace si¢ podobnym widmem fragmentacyjnym. Podobnie trzy zwigzki N_3234,
N_3418 oraz N_3600+ wykazywaly duze podobienstwo widm.
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4.2.2. Analiza zmian ilo$ci metabolitéw znajdujacych si¢ na powierzchni liSci w warunkach
niedoboru wody

Zwiazkiem o najwyzszej intensywnos$ci, W probkach ekstraktow metabolitow
Z powierzchni lisci jeczmienia byt heksakozanol. Jednak jego ilo$¢ nie zmienita si¢ pod
wplywem suszy w znaczacy sposob u obu badanych genotypdéw. Podobna reakcja cechowata
wickszos¢ wykrytych alkanoli, w tym takze drugi co do intensywnos$ci — tetrakozanol (ryc.
4.13). Jedynie dla dwoch alkoholi obecnych w probkach ekstraktow — dokozanolu
i oktakozanolu — odnotowano spadek ilosci w odmianie Maresi w warunkach niedoboru
wody. Ponadto nie zaobserwowano znaczacych roznic migdzyodmianowych w sktadzie
dhugotancuchowych alkoholi obecnych w woskach kutykularnych u roslin kontrolnych
badanych genotypow rodzicielskich.

Podobnie jak w przypadku alkanoli deficyt wody nie wplynal na zmiang ilo$ci
wykrytych alkanow (ryc. 4.14). Odnotowano jednak pewne roznice migdzy badanymi
genotypami. Zaréwno w warunkach kontrolnych jak i niedoboru wody u odmiany
europejskiej Maresi w stosunku do linii syryjskiej Cam/B1/Cl zaobserwowano obnizong
zawarto$¢ alkandw o nieparzystej liczbie wegli w tancuchu, tj.: pentakozanu, heptakozanu,
nonakozanu oraz hentriakontanu.

W przypadku kwasow tluszczowych nie zaobserwowano u linii Cam/B1/CI zmian
wynikajacych z wptywu suszy na sktad metabolitow obecnych na powierzchni lisci (ryc.
4.15). Z kolei w odmianie Maresi niewielkie zmiany zawartosci kwasow thuszczowych
dotyczyly jedynie kwasoéw palmitynowego oraz stearynowego, ktorych ilo§¢ zwigkszyta sie
na skutek suszy. Nie zaobserwowano takze znaczacych réznic migdzyodmianowych; zardwno
Maresi jak iCam/B1/CI wykazywaly podobny sktad i ilos¢ kwasow tluszczowych na
powierzchni lisci.

Zmiany zawarto$ci pozostatych zwigzkow wykrytych w ekstraktach z powierzchni
lisci, w tym ftalanu dibutylu, chloropiryfosu oraz zwigzkow niezidentyfikowanych

zobrazowano naryc. S.7.
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Ryc. 4.13. Zmiany zawartosci alkanoli w warunkach deficytu wody (K — kontrola, S — susza).
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Ryc. 4.14. Zmiany zawartosci alkanow w warunkach deficytu wody (K — kontrola, S — susza).
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Ryc. 4.15. Zmiany zawartosci kwasow tluszczowych w warunkach deficytu wody (K —
kontrola, S — susza).
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5. DYSKUSJA

Straty plondw roslin uprawnych wywotlanych suszag s3 powaznym problemem
gospodarczym, dotykajacym wiele regionéw Polski, w tym Wielkopolske. W wojewddztwie
wielkopolskim wystepuja gltéwnie gleby I 1 II kategorii — sg to gleby lekkie 1 bardzo lekkie,
klasyfikowane jako podatne i bardzo podatne na susze¢. Na stronach internetowych Systemu
Monitoringu Suszy Rolniczej w Polsce (SMSR, www.susza.iung.pulawy.pl) prowadzonej
przez Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa (IUNG) w Pulawach na zlecenie
Ministerstwa Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi udostepniane sg wyniki monitoringu Klimatycznego
Bilansu Wodnego (KBW), na podstawie ktorych dokonywana jest ocena zagrozenia susza
rolnicza na obszarze Polski. KBW jest wskaznikiem okreslajacym stan uwilgotnienia
srodowiska 1 jest obliczany jako r6znica pomigdzy opadami atmosferycznymi
a ewapotranspiracja (utratg wody przez parowanie). W raportach z ostatnich lat zagrozenie
suszg rolnicza na terenie Wielkopolski odnotowywane byto wielokrotnie, co ukazuje skale
problemu deficytu wody w regionie. Przyktadowo w sprawozdaniach z 2011 roku az w 5
okresach raportowania (spo$rod 13 ogélem), obejmujacych drugi kwartat roku i poczatek
trzeciego, stwierdzono zagrozenie suszg rolniczg w roznych czesciach kraju (ryc. 5.1). We
wszystkich 5 okresach Wielkopolska byta zaklasyfikowana jako region zagrozony susza,
a zwlaszcza w okresie 2 13 (od 11 IV — 20 VI), gdy zagrozenie to dotyczylo wszystkich 316
gmin 1 ponad 90% gruntow ornych wojewodztwa. W raportowanych okresach stwierdzono
zagrozenia suszg rolnicza gtdéwnie dla krzewow owocowych, truskawek, drzew owocowych,
atakze zbdz ozimych 1 jarych, szczegoélnie na glebach 1 1 II kategorii, stanowigcych
dominujaca czes¢ gleb w Wielkopolsce. Wedtug prognozy IUNG z dnia 30 czerwca 2011 r.,
straty w plonach wywolane niekorzystnymi warunkami pogodowymi w calym okresie
wegetacyjnym miaty wynies¢ powyzej 10% dla zbdéz ozimych i jarych. Szacunki te
potwierdza raport GUS z dnia 19.12.2012 r. (GUS 2012). Plon jeczmienia w wojewodztwie
wielkopolskim w roku 2011, w ktorym wystapita dotkliwa susza, wynosit 32,6 dt/ha i byt
mniejszy o okoto 15% w poréwnaniu z wynikiem 38,6 dt/ha z roku 2012, w ktéorym
zagrozenie suszg rolniczg byto mniejsze.

Przygotowana rozprawa doktorska poruszajagca problematyke deficytu wody
I poszukiwania réznic pomigdzy badanymi genotypami jeczmienia jarego W odpowiedzi na
stres suszy, ktore wraz z danymi z innych poziomoéw molekularnych mogg przyczynic¢ si¢ do

szybszej selekcji form wykazujgcych odporno$¢ na niedobdér wody ma duze znaczenie
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Ryc. 5.1. Susza w Polsce w 2011 r.: a) Klimatyczny Bilans Wodny, b) potencjalne zasiegi
suszy dla upraw zbo6z jarych (www.susza.iung.pulawy.pl).
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gospodarcze dla regionu réwniez ze wzgledu na struktur¢ zasiewow Wielkopolski.
Powierzchnia zasiewdw zbdz w wojewodztwie wielkopolskim w 2012 roku byta najwicksza
w kraju 1 wynosita 1080,5 tys. ha dajac produkcje w wysokosci 4431,1 tys. ton
| wyprzedzajagc wojewoddztwo mazowieckie. Ponadto powierzchnia zasiewow jeczmienia
w wojewddztwie wielkopolskim wynosita 234,6 tys. ha, dajac plon w wysokosci 905,6 tys.
ton, umiejscawiajac tym samym Wielkopolske na pierwszym miejscu w kraju w produkcji
jeczmienia, przed wojewodztwem kujawsko-pomorskim z powierzchnig zasiewdw wynoszaca

161,9 tys. ha i produkcjg na poziomie 590,6 tys. ton (GUS 2012).

Mechanizmy, ktore decyduja o tolerancji roslin na stresy abiotyczne sg dotychczas stabo
poznane, a szczegblnie problematycznym zagadnieniem jest stres niedoboru wody (Roy i in.
2011). W przypadku suszy wazny jest moment zaistnienia warunkow stresowych, gdyz
w zalezno$ci od etapu rozwoju rosliny stres moze w roézny sposoéb wplywaé na przebieg
proceséw fizjologicznych i biochemicznych, co wymaga uruchomienia odmiennych
mechanizméw aklimatyzacyjnych. Ponadto stres suszy czesto jest zwigzany z wystapieniem
innych czynnikéw stresowych o rdéznej intensywnosci, w tym wysokich temperatur,
promieniowania, wysokiego zasolenia, obecnosci substancji toksycznych, czy niskiej
dostepnosci sktadnikow pokarmowych. Tolerancja na stres niedoboru wody wynika wigc nie
tylko z wielu indywidualnych mechanizmow obronnych, ale tez kombinacji mechanizmow
zwigzanych z odpowiedzia na inne, jednostkowe czynniki stresowe. Zlozono$¢ procesow
aklimatyzacyjnych i adaptacyjnych sprawia, ze hodowla roslin w kierunku uzyskania przez
nie tolerancji na dany abiotyczny czynnik stresowy jest niezwykle trudna. Poza tym nie
mozna zapomina¢, ze celem hodowli jest nie tylko uzyskanie ro$lin zdolnych do przetrwania
stresu suszy, ale takich, ktore w warunkach ograniczonej dostepnosci wody beda jednoczesnie
charakteryzowaty si¢ zadowalajacym plonem. Poniewaz tolerancja na stres jest warunkowana
przez dzialanie wielu genéw zastosowanie tzw. odwrotnej genetyki (ang. reverse genetics),
polegajacej na odkrywaniu funkcji genéw poprzez analize efektow fenotypowych
wynikajacych z obecnosci lub braku konkretnych sekwencji genow (uzyskanych w procesie
sekwencjonowania DNA) w organizmie, jest ograniczone. Bardziej wydajnym podejsciem
jest identyfikacja naturalnie wystepujacej zroéznicowanej tolerancji na stres pomiedzy
rozmaitymi genotypami (np. roslinami uprawnymi i ich formami dzikimi, badZz odmianami
0 r6znym pochodzeniu). Analiza genetyczna populacji mapujacych, wyprowadzonych z form
rodzicielskich o odmiennych cechach, a nastgpnie korelacja wynikdw z ich cechami

fenotypowymi takimi jak np. plon czy odporno$¢ na stres, pozwala na odkrycie loci
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determinujgcych te cechy. Dodatkowo uzupeinienie tych informacji danymi z innych
poziomow molekularnych (proteomu, metabolomu) moze pomoc w identyfikacji procesow

zaangazowanych w mechanizmy odpowiedzi roslin na stres.

Rosliny bedac narazone na dziatanie wielu niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych,
chcac przetrwa¢ w niesprzyjajacych warunkach, wyksztalcity zlozone mechanizmy
umozliwiajgce percepcj¢ czynnika stresowego, a nastepnie przetworzenie i przekazanie
sygnatu o stresorze. Uruchomienie tych mechanizmow pozwala na reakcje rosliny na réznych
poziomach organizacji. Na poziomie molekularnym dochodzi m.in. do syntezy wielu
niskoczasteczkowych zwigzkéw, ktoére moga petni¢ rozmaite funkcje w komorce.
Dotychczasowe badania wptywu stresow biotycznych i abiotycznych na metabolom
jeczmienia dotyczyly analizy zmian skladu jakosciowego 1 iloSciowego metabolitow
zwigzanych z: fuzarioza kltoséw — grzybowa chorobg wywotywang przez Gibberella zeae
(Bollina i in. 2010, Kumaraswamy i in. 2011), tolerancja zasolenia (Chen i in. 2007, Widodo
i in. 2009, Wu i in. 2013), suszg (Sicher i in. 2012), niskimi temperaturami (Mazzucotelli i in.
2006), toksycznos$cig boru (Roessner i in. 2006) oraz niedoborem fosforu (Huang i in. 2008)
i azotu (Kovacik 1 in. 2014). Jednak zazwyczaj badacze skupiaja si¢ na dwoch lub kilku
testowanych genotypach i nadal niewiele jest prac dotyczacych analiz metabolomicznych
duzych populacji. W ostatnich latach ukazato si¢ zaledwie kilka prac odnoszacych si¢ do
wiekszej liczby badanych obiektow, w tym populacji RIL, dotyczacych m.in. ryzu (Gong i in.
2013, Degenkolbe i in. 2013), kukurydzy (Riedelsheimer i in. 2012, Wen i in. 2014) oraz
pomidora (Do i in. 2010, Toubiana i in. 2012). Tematyka przedtozonej pracy dotyczaca m.in.
analizy metabolitow lisci i1 korzeni siewek linii populacji mapujacej jeczmienia zwyczajnego
w odpowiedzi na stres niedoboru wody jest zatem dotychczas nieporuszanym problemem

badawczym.

Przedstawione w niniejszej pracy doswiadczenia dotyczyly profilowania metabolitow lisci
1 korzeni, a takze analizy skladu jako$ciowego i iloSciowego woskow kutykularnych
jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w warunkach kontrolnych i niedoboru wody.

Z tego wzgledu dyskusja zostanie przeprowadzona 0sobno dla tych dwdch eksperymentow.
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Profilowanie metabolitow lisci i korzeni jeczmienia

Doswiadczenia przeprowadzono na siewkach trzech europejskich odmian jgczmienia
jarego: Maresi, Sebastian, Stratus oraz syryjskiej linii hodowlanej Cam/B1/CI, a takze liniach
populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI, ktore w stadium 3 liscia poddano stresowi
niedoboru wody trwajagcemu 10 dni (ryc. S.8). Rownolegle prowadzono uprawe roslin
w warunkach kontrolnych, odpowiadajacych optymalnej wilgotnosci gleby. Wybor mtodych
ro$lin w stadium 3 liscia byt podyktowany tym, ze jak dotad niewiele wiadomo o strategiach
obrony ro$lin przed suszag w poczatkowych fazach rozwoju rosliny. Jednocze$nie
kietkowanie, zdolnos$¢ do przezycia i wzrostu na wczesnych etapach rozwoju sg krytycznymi
etapami decydujacymi o sukcesie reprodukcyjnym rosliny, a stres niedoboru wody jest

glowna przyczyng wysokiej $§miertelnosci siewek (De Micco i Aronne 2012).

Zastosowanie chromatografu gazowego sprz¢zonego ze spektrometrem mas pozwolito na
wykrycie w ekstraktach lisci i korzeni jeczmienia 141 pochodnych (z czego 129 w lisciu i 119
w korzeniu). Dodatkowo wykorzystanie publicznie dostepnych programu TargetSearch i bazy
danych Golm Metabolome Database pozwolito na przypisanie nazw i/lub identyfikatoréw 34
zwigzkom nieznanym. Jonizacja elektronami zapewnia do$¢ dobrg powtarzalnosé
I podobienstwo uzyskiwanych widm niezaleznie od zastosowanego Systemu GC-MS, dzieki
czemu wraz ze zwigkszeniem popularnosci wykorzystania technik spektrometrii mas zaczely
powstawac¢ bazy danych widm ulatwiajace identyfikacje zwigzkow. 21 przypisanych do
wykrytych metabolitow identyfikatorow GMD dotyczyto zwigzkow, ktore byly obserwowane
juz wcezeéniej w innych badaniach i ich widma wraz z indeksami retencji, opisywane jako
znaczniki widm mas (MST, ang. mass spectral tag), zostaty zdeponowane w bazie GMD.
Przypisanie identyfikatorow daje szanse na dopisanie w przysziosci szczegdlowych
informacji na temat wykrytych metabolitow (takich jak sktad elementarny, masa
monoizotopowa), dzigki dynamicznemu rozwojowi publicznych bibliotek i ich ciggtemu
wzbogacaniu przez uzytkownikoéw. Przykladowo w ostatnim czasie zostaly adnotowane trzy
zwigzki, ktorych obecno$¢ zarejestrowano roOwniez w przeprowadzonych w niniejszej pracy
doswiadczeniach i mozna wérdd nich wymienié: kwas weglowy, A145015 — zwigzek opisany
jako przypuszczalny pierwszorzedowy aminoaldehyd/aminoketon, a takze A203003 —
zwigzek opisany jako przypuszczalna tioheksoza (Strehmel i in. 2014).

Ze wzgledu na duzg ilos¢ danych 1 wynikajaca z tego faktu czasochtonnos¢ recznego ich

przetworzenia w analizie poétilosciowej uwzgledniono 114 pochodnych wykrytych przy
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uzyciu pakietu TargetSearch (101 w lisciu i 100 w korzeniu). Prace dotyczace profilowania
metabolitow w roslinach przy uzyciu GC-MS zwykle obejmuja podobng ilos¢ zwigzkdéw
(Widodo i in. 2009, Witt i in. 2012). Nalezy jednak podkresli¢, ze nawet zastosowanie
roznych podej$¢ eksperymentalnych i technik analitycznych nie pozwala na okreslenie
kompletnego sktadu i ilosci metabolitow w roslinie. Przykladowo szacuje sig, ze
wykorzystanie obecnie dostgpnych technik pozwala na adnotacjg 10% metabolitow
pierwotnych i wtornych z okoto 5000 wystepujacych w lisciu Arabidopsis (Bino i in. 2004).
Ponadto kazda technika ma swoje ograniczenia i nie zawsze dostarcza informacji
pozwalajacych na jednoznaczng identyfikacje poszczegolnych zZwigzkow
w wielosktadnikowych mieszaninach ekstraktow roslinnych. W przypadku chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas nawet do 70% pikow obecnych na chromatogramie
moze nie zosta¢ zidentyfikowanych (Bino i in. 2004).

Wielosktadnikowe probki ekstraktow tkanek jeczmienia poddano przed analiza GC-MS
dwuetapowej derywatyzacji, w zwigzku z czym na zarejestrowanych chromatogramach
obserwowano piki reprezentujace zwigzki w postaci pochodnych, a nie w ich naturalnej
postaci. Wigkszos¢ wykrytych zwigzkow  wystgpowata w  formie pochodnych
trimetylosililowych (ze wzglgdu na podstawienie obecnych w badanych zwigzkach grup -OH,
-COOH, -NHy). W przypadku zwigzkéw posiadajgcych dodatkowo w swojej strukturze grupe
karbonylowg (-C=0), takich jak kwas a-ketoglutarowy, fruktoza, glukoza i ksyloza,
obserwowano TMS-oksymy. Ponadto w przypadku metabolitow zawierajacych grupy
aminowe (aminokwasow oraz alantoiny), pojedyncze metabolity wystepowaty w formie kilku
pochodnych trimetylosililowych. Z kolei czgs¢ metabolitow przeprowadzonych w oksymy
wystepowata w postaci dwoch pikow chromatograficznych, pochodzacych od dwoch
izomerow przestrzennych Syn i anti powstajacych na etapie reakcji z metoksyaming w wyniku
obecnosci podwojnego wigzania migdzy atomami wegla i azotu (-C=N-O-CH3) (Kanani
i Klapa 2007). Podej$cia eksperymentalne oparte na wykorzystaniu techniki GC-MS
w wiekszosci przypadkéw wymagaja etapu derywatyzacji. Zwigzki charakteryzujace si¢
wysoka polarnosciag oraz zwiazki o duzej masie cechuje jednoczes$nie niska lotnosc,
a zastosowanie wysokich temperatur w celu przeprowadzenia probek w stan gazowy moze
prowadzi¢ do ich rozpadu w komorze nastrzykowej, zanim probka zostanie wprowadzona na
kolumng chromatograficzng (Zaikin i1 Halket 2009). Poniewaz polarno$¢ metabolitow
zwigzana jest z obecno$cig w czasteczce grup hydroksylowych, karboksylowych, aminowych
I tiolowych, to wtasnie te grupy poddawane sa chemicznym modyfikacjom w celu

zwigkszenia lotnosci 1 stabilno$ci termicznej analizowanych zwigzkow. Obecnos¢ kilku
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pochodnych reprezentujacych jeden metabolit jest wynikiem zastosowania jednakowych
warunkow derywatyzacji probek w stosunku do wszystkich zwigzkéw obecnych
w ekstraktach, nalezacych do roznych klas, cechujgcych si¢ odmienng budowa i liczbg grup
funkcyjnych. Niestety jest to nicodlgczna czes¢ badan metabolomicznych opierajacych si¢ na
podejsciach niecelowanych, ktérych zamystem nie jest koncentrowanie sie podczas analizy na
jednej grupie zwigzkoéw o podobnych wlasciwosciach fizykochemicznych, co umozliwitoby
wybor optymalnych warunkéw analitycznych, ale badanie szerokiej gamy produktow
naturalnych reprezentujagcych rézne klasy metabolitow. Rozwigzaniem problemu
wystepowania wielu pochodnych jednego metabolitu jest zastosowanie do kazdej klasy
zwigzkéw innego protokotu derywatyzacji z wykorzystaniem réznych odczynnikéw
blokujacych grupy polarne w czasteczkach, ktéry bedzie prowadzit do wytworzenia jedne;j
pochodnej (Orata 2012). Jednakze w kontekécie wysokoprzepustowych —analiz
metabolomicznych oznaczatoby to konieczno§¢ wykonania serii analiz z rdéznymi
odczynnikami derywatyzujacymi, co znaczaco wydluzyloby czas potrzebny do ich
przeprowadzenia oraz zwigkszytoby ilos¢, juz i tak obszernych, danych.

Poznany sktad jako$ciowy probek ekstraktow lisci i korzeni jeczmienia postuzyt do
przeprowadzenia podziatu metabolitow ze wzgledu na przynalezno$¢ do odpowiednich klas
zwigzkoéw. Zastosowana metoda izolacji zwigzkow z materiatu roslinnego oraz technika
rozdzialu pozwolita na wykrycie wielu niskoczasteczkowych metabolitow zaréwno
alifatycznych jak i aromatycznych, w tym weglowodanow, aminokwasow, kwasow
karboksylowych, amin, kwaséw tluszczowych 1 steroli. Najliczniej reprezentowang grupe
zwigzkow stanowity weglowodany oraz aminokwasy. Wsr6d aminokwasow obserwowano
zardbwno aminokwasy biatkowe jak i niebiatkowe (B-alaning, kwas y-aminomastowy, kwas
pipekolinowy oraz kwas piroglutaminowy). Z podstawowych 20 aminokwasow wykryto 17 —
nie odnotowano obecnosci argininy oraz aminokwasow siarkowych: cysteiny i metioniny.
W innych pracach dotyczacych profilowania metabolomu jeczmienia obserwowano podobny
sktad aminokwasow, w tym brak trzech wymienionych aminokwaséw biatkowych (Widodo
I in. 2009, Wu i in. 2013). Posrod weglowodanow obserwowano gtownie monosacharydy, ale
tez di- i1 trisacharydy, alkohole i kwasy cukrowe oraz pochodne fosforanowe. Jedynymi
wykrytymi trisacharydami byly rafinoza i 1-kestoza, przy czym obecno$¢ rafinozy
stwierdzono jedynie w lisciu. Niestety wymienione cukry nie rozdzielity si¢ catkowicie
podczas rozdzialu metoda chromatografii gazowej, co utrudnito ich dalszg analizg ilosciows.
Roessner 1 in. w pracy dotyczacej zmian w metabolomie jgczmienia wywolanych toksycznym

wplywem boru rowniez obserwowali koelucj¢ rafinozy i kestozy, jednakze innego jej izomeru
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(6-kestozy) (Roessner i in. 2006). Porownanie widma i czasu retencji zarejestrowanych dla
standardu analitycznego 1-kestozy z probkami ekstraktow tkanek jeczmienia wskazuje jednak
na obecno$¢ w badanych probkach 1-kestozy. Ponadto wedlug danych zdeponowanych
w bazie GMD 1-kestoza jest oddalona od rafinozy o 10 jednostek RI, natomiast 6-kestoza
0 30 RI (podczas gdy w otrzymanych analizach czas pomi¢dzy koelujacymi pikami wynosit 4
jednostki RI) (gmd.mpimp-golm.mpg.de; GMD ID: A337002, A340003, A341001).
Dodatkowym potwierdzeniem sa dane pochodzace z bazy MassBank, w ktorej rafinoza
i 1-kestoza sg oddalone od siebie 0 4 jednostki RI (www.massbank.jp; MassBank ID:
OUF00153 i OUF00007). Poza weglowodanami 1 aminokwasami wykryto Kkwasy
karboksylowe — z jedna, dwiema i trzema grupami karboksylowymi, hydroksykwasy,
ketokwas oraz pochodne kwasu cynamonowego: kwas p-kumarowy w ekstraktach korzeni
oraz kwas trans-ferulowy i kwas chlorogenowy w ekstraktach lisci. Prace dotyczace
profilowania metabolitow jeczmienia z wykorzystaniem techniki GC-MS zwykle skupiajg si¢
na metabolitach pierwotnych i1 najczg¢$ciej pomijana jest obecno$¢ metabolitow wtornych
takich jak np. kwasy fenolowe. Jednak ich wystgpowanie jest szeroko rozpowszechnione
W krolestwie ro$lin i obecno$¢ kwasow fenolowych w tkankach jeczmienia byta juz wezesniej
raportowana przy wykorzystaniu innych niz GC-MS technik analitycznych, gtéwnie LC-MS
(Ferreres i in. 2009, Bollina i in. 2010, Kumaraswamy i in. 2011). Pomi¢dzy wykrytymi
metabolitami znalazty si¢ takze aminy (monoaminy alifatyczne i aromatyczne oraz diaminy)

oraz nasycone 1 nienasycone kwasy ttuszczowe oraz sterole roslinne.

Do$wiadczenia przeprowadzone na czterech genotypach (Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian
i Stratus) oraz liniach populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/Cl ujawnily, ze wigkszosc¢
wykrytych w lisciach i korzeniach jgczmienia metabolitow (64-100%) wykazata istotne
statystycznie zmiany poziomow akumulacji ze wzgledu na przynajmniej jeden z badanych
czynnikow, tj. wptywu rdznic genotypowych, wpltywu niedoboru wody, badz wspotdziatania
obu powyzszych — opisywanych jako interakcje OxS i LxS (tab. S.2, tab. S.5).
Zaobserwowano takze podobne zachowanie metabolitow obecnych w lisciach i korzeniach
pod wzgledem liczby zwiazkow, ktorych zawarto$¢ ulegla zmianie pod wptywem kolejnych
badanych czynnikoéw, tj. w przypadku obu badanych tkanek najwigcej istotnych zmian
w zawarto$ci metabolitow wywotanych bylo réznicami genetycznymi pomiedzy badanymi
odmianami/liniami (tab. S.2, tab. S.5). Przeprowadzone eksperymenty pokazaly, ze liczba
metabolitow liscia wykazujacych pod wptywem suszy zwiekszong akumulacje byta 2,5- 3,5-

krotnie mniejsza w linii Cam/B1/Cl w poréwnaniu z trzema pozostatymi odmianami (tab.
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S.3). Jednoczesnie liczba metabolitow korzenia charakteryzujacych si¢ podwyzszong
akumulacjg byta w linii Cam/B1/CIl 3- 7-krotnie wigksza niz u pozostatych odmian, z czego
wzrost zawarto$ci 17 metabolitow korzenia byt charakterystyczny dla Cam/B1/CI (tab. S.3,
tab. S.4). Powyzsze wyniki wskazujg odwrotny kierunek reakcji w suszy pod wzgledem
gromadzonych metabolitow w linii syryjskiej i odmianach europejskich, tj. silniejsza reakcje
tkanek podziemnych Cam/B1/Cl na stres niedoboru wody i odwrotnie — intensywniejsza
reakcj¢ tkanek nadziemnych u pozostatych genotypdéw. Drugim w kolejnosci czynnikiem
wpltywajacym na liczb¢ metabolitow wykazujacych istotne roznice akumulacji byt stres
niedoboru wody (tab. S.2, tab. S.5). Jednak istnialy pewne réznice mig¢dzy badanymi
tkankami, tzn. w przypadku lisci o 20 i 30% , odpowiednio w doswiadczeniach z liniami
i czterema genotypami, metabolitow wigcej wykazywato zmiany zawartosci W warunkach
stresu deficytu wody niz w przypadku korzeni. Z kolei w grupie interakcji (zarowno O X S
I L x S) procent istotnie roznicujgcych metabolitow byt najmniejszy, szczegdlnie jesli chodzi
o korzenie i wynosit 15 i 20% , odpowiednio w do$wiadczeniach z czterema genotypami
i liniami. W tej grupie zwigzkow mozna doszukiwaé si¢ potencjalnych markerow zwigzanych
z tolerancja przez rosling (lub jej brakiem) warunkow deficytu wody, ktore mogtyby postuzy¢
w selekcji i hodowli ro$lin, poniewaz to zwigzki wykazujace efekt interakcji swiadcza
0 istnieniu  odmiennych odpowiedzi na zadany stres pomig¢dzy badanymi genotypami.
Ponadto na szczegdlng uwage zashuguja zaobserwowane pomiedzy liniami populacji
mapujacej Maresi x Cam/B1/CI réznice w profilach akumulacji metabolitow wyizolowanych
z korzeni. Mapa cieplna obrazujgca efekt suszy w korzeniu (ryc. 4.9), czyli réznice pomigdzy
poziomem akumulacji metabolitow w roslinach poddanych stresowi niedoboru wody
I poziomem akumulacji tychze metabolitow w roslinach kontrolnych, pozwala zauwazyé
wyodrgbniong grupe 33 linii jgczmienia. Linie te w przypadku czgsci metabolitow (m.in.
proliny [7, 18, 44], kwasu maleinowego [20], kwasu a-ketoglutarowego [43] oraz A270003
[106]) wykazywaty odwrotng od pozostatych 67 genotypow reakcje na stres niedoboru wody
Wyniki badan dotyczacych wplywu stresow abiotycznych na gromadzenie
niskoczasteczkowych zwigzkéw w nadziemnych lub podziemnych czgéciach roslin nie daja
jednoznacznej odpowiedzi co do ich znaczenia w nabywaniu przez ro$liny tolerancji na
zadany czynnik stresowy. Podwyzszona akumulacja zwigzkéw niskoczasteczkowych
w odpowiedzi na stres niedoboru wody uwazana jest m.in. za mechanizm aklimatyzacyjny
zwigzany, w zaleznosci od badanego organu, z zahamowaniem, albo wrecz odwrotnie — ze
stymulowaniem wzrostu. Z jednej strony postuluje sie, ze zwickszone gromadzenie

metabolitow w liSciach i todygach wynika z ograniczenia ich wzrostu podczas suszy, dzigki
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czemu mozliwe jest dostosowanie osmotyczne oraz magazynowanie zrodla wegla i energii
(np. w postaci weglowodandow) na czas niesprzyjajacych warunkéw $rodowiskowych, co
umozliwitoby podtrzymanie niezbednych procesow zyciowych oraz szybki powrot
metabolizmu do stanu wyjéciowego po ich ustgpieniu (Bartels i Sunkar 2005). Z drugiej
strony podwyzszona akumulacja metabolitow w czesciach podziemnych uwazana jest za
mechanizm zwigzany z podtrzymywaniem wzrostu systemu korzeniowego, ktory
w warunkach suszy ulatwialby pobdér wody z glebszych warstw gleby (Sharp i in. 2004).
Dodatkowo liczne badania opisujg dostosowanie osmotyczne jako korzystny mechanizm

aklimatyzacyjny zwigzany nie tylko z przetrwaniem warunkéw deficytu wody, ale takze ze

Tab. 5.1. Wplyw dostosowania osmotycznego na wielko$¢ plonu (,,+” korelacja dodatnia, ,,—”
korelacja ujemna).

WPLYW DOSTOSOWANIA
GATUNEK ODNIESIENIE
OSMOTYCZNEGO NA PLON
+ Morgan i in. 1991

Ciecierzyca pospolita

. . + Moinuddin i Khanna-Chopra 2004
Cicer arietinum L.

brak korelacji Turner i in. 2007

Groch zwyczajny

Pisum sativum L. Sanchez i in. 1998

brak korelacji

- Grumet i in. 1987
+ Teulat i in. 1997
+ Gonzéalez 1 in. 2008

Jeczmien zwyczajny
Hordeum vulgare L.

Kukurydza zwyczajna
Zea mays L.
Nikla indyjska

brak korelacji Bolanos i Edmeades 1991

) ) +-® Subbarao i in. 2000
Cajanus cajan
Proso wloskie ..
L + Karyudi i Fletcher 2003
Setaria italica
Pszenica szorstka
.. . + Teulat i in. 1997
Triticum turgidum L. eulat iin. 199
Pszenica twarda N
+
Triticum durum Desf. Hafid i in. 1998
Pszenica zwyczajna + Morgan 1995

Triticum aestivum L. + Blum i in. 1999
B?’czmk posp 01.1 ke + Babita i in. 2010
Ricinus communis L.
Stonecznik zwyczajny + Chimenti i in. 2002
Helianthus annuus L. + Rauf i Sadagat 2008
brak korelacji Flower i in. 1990
Sorgo cukrowe + Ludlow i in. 1990
Sorghum bicolor (L.) M h '
orghum bicolor (L..) Moenc + Santamaria i in. 1990

! w zalezno$ci od fazy rozwojowej
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zwigkszonym plonowaniem roslin (tab. 5.1). Niemniej jednak publikowane s3 takze
doniesienia, w ktoérych wykazano brak wptywu dostosowania osmotycznego a nawet jego
negatywne oddzialywanie na wysokos¢ plonu. Poza tym w przypadku niektorych roslin, m.in.
jeczmienia, doniesienia na temat zwigzku pomiedzy dostosowaniem osmotycznym roslin
poddanych stresowi niedoboru wody a plonem sg niespojne. W przypadku tego gatunku
Z jednej strony obserwowano pozytywng korelacj¢ miedzy dostosowaniem osmotycznym,
wzgledng zawartoscig wody (RWC), potencjalem wody a plonem (Gonzalez i in. 2008).
Z kolei w innych do$wiadczeniach linie jeczmienia wykazujace wysokie dostosowanie
osmotyczne charakteryzowaly si¢ wolniejszym wzrostem, nizszg produkcja suchej masy
I mniejszym plonem niz linie wytypowane jako te o niskim dostosowaniu osmotycznym
(Grumet i in. 1987). Dodatkowo eksperymenty przeprowadzone na siewkach jeczmienia
przez Schmidhaltera i in. wykazaty, ze w warunkach niedoboru wody dostosowanie
osmotyczne bylo wicksze w korzeniach niz w lisciach badanych ro$lin, co korelowalo ze
zwigkszeniem stosunku biomasy korzeni do lisci, wynikajacym z silnego promowania

wzrostu korzeni w warunkach umiarkowanego stresu suszy (Schmidhalter i in. 1992).

Wiekszo$¢ ujetych w analizie potilosciowej weglowodandw, obecnych w ekstraktach
tkanek odmian Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus, wykazywata réznice w poziomach
akumulacji zarowno ze wzgledu na badang odmiang badz linig, jak i ze wzgledu na zmiany
wywotane niedoborem wody (tab. 4.3, tab. 4.4). W przypadku obu powyzszych czynnikow,
wplywajacych na zawarto$¢ tej klasy metabolitow w tkankach jgczmienia, wigcej istotnych
statystycznie zmian zaobserwowano wsrod weglowodandow obecnych w lisciu niz w korzeniu.
Ponadto zmiany stezen niektorych zwigzkéw reprezentujacych te klase (m.in. glukozy [70]
i galaktinolu [110]) zwigzane byly z jednoczesnym wplywem genotypu i suszy. Jesli chodzi
0 zmiany ilosci weglowodanoéw pomigdzy czterema badanymi genotypami — u linii
Cam/B1/Cl w lisciu odnotowano najmniejszg liczb¢ zwigzkow, ktorych stezenie pod
wplywem suszy wzrosto (w grupie tej znajdowaly sie¢ 4 metabolity: fruktoza [69], glukoza
[70], rafinoza i 1-kestoza) (tab. 4.3, ryc. 4.6). Jednoczesnie w korzeniu tej linii obserwowano
najwigksza liczbe¢ weglowodandw, w poroOwnaniu z pozostatymi odmianami, ktorych ilos¢
w roslinach poddawanych stresowi wzrosta (mozna tu wyrdznié: zwigzek podobny do
pochodnej fruktozy [65], glukoze [70], mio-inozytol [84], glicerolo-fosfoglicerol [90],
trehaloze [107], galaktinol [110], 1-kestoze) (tab. 4.4, ryc. 4.6). Rowniez w przypadku linii
jeczmienia populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/Cl odnotowano zmiany ilosci niektorych

weglowodanéw wywotane niedoborem wody (ryc. 4.7). Wsrod metabolitow obecnych
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w ekstraktach li§ci linii jeczmienia obserwowano przesunigcia rozktadu poszczegdlnych
zwigzkéw w kierunku wyzszych stezen m.in. dla kwasu erytronowego [41], glukozy [70],
zwigzku podobnego do glukopiranozy [78], kwasu askorbinowego [76], mio-inozytolu [84]
oraz galaktinolu [110]. Jesli chodzi o metabolity wyizolowane z korzeni widoczne byty
przesunigcia w kierunku wyzszych stezen gtownie dla trehalozy [107] oraz galaktinolu [110].
Ponadto cze$¢ wykrytych w tkankach jeczmienia weglowodanéw wykazywata wysokie
zroznicowanie pod wzgledem zmian w poziomach akumulacji wywotanych stresem suszy
pomiedzy badanymi liniami (zwigkszone lub zmniejszone gromadzenie zwigzkéw) (ryc. 4.8,
ryc. 4.9). Wsrod metabolitow wykazujacych takg niejednakows reakcje mozna byto wyr6znic
m.in. fruktoze [69] w lisciu oraz fruktozo-6-fosforan [97] w korzeniu. Dodatkowo zwigzek
wystepujacy w lisciach i korzeniach badanych roslin w najwyzszych ilosciach — sacharoza
[105] — nie wykazywal duzych zmian akumulacji. Jednak ze wzgledu na wysokie stg¢zenie
tego metabolitu w probkach oraz duzg intensywno$¢ otrzymanych sygnalow m/z, powodujaca
wysycenie detektora, wyniki dotyczace analizy potilosciowej sacharozy moga by¢ obarczone
btedem.

Gromadzenie w tkankach pod wplywem streséw S$rodowiskowych niestrukturalnych
weglowodandw jest skutkiem zmian w metabolizmie wegla. Wielkos$¢ tych zmian zalezy od
wielu czynnikow, w tym m.in. od gatunku rosliny, czasu oddziatywania, intensywnos$ci oraz
momentu zaistnienia czynnika stresowego. Wykryta w probkach ekstraktow lisci i korzeni
jeczmienia 1-kestoza, wykazujaca w warunkach deficytu wody podwyzszong akumulacje
(ryc. 4.6), nalezy do grupy zwigzkow nazywanych fruktanami, ktore tak jak skrobia peinig
funkcje materialu zapasowego w roslinie. Jednak w przeciwienstwie do skrobi, ktora jest
gromadzona w plastydach, zwiazki te wystepuja w wakuolach komorek (Ritsema i Smeekens
2003a). U traw fruktany sa magazynowane u nasady blaszki lisciowej i wykorzystywane m.in.
do ponownego wzrostu lisci po ich zrzuceniu (Morvan-Bertrand i in. 2001). Ponadto sugeruje
sie, ze w niesprzyjajacych warunkach srodowiska fruktany mogg stabilizowac 1 chroni¢ przed
uszkodzeniami btony biologiczne poprzez oddziatywanie z polarnymi glowkami lipidow
(Vereyken i in. 2001). Fruktany wystepuja u okoto 15% roslin okrytonasiennych, nalezacych
zarowno do ro$lin dwuliSciennych, m.in. z rodzin astrowatych, dzwonkowatych
I ogérecznikowatych, jak i roslin jednolisciennych z rodzin liliowatych i wiechlinowatych;
przedstawicielem tej ostatniej jest jeczmien (Hendry 1993, Ritsema i Smeekens 2003a).
Przebieg syntezy fruktandbw jest =zlozony 1 zaangazowane s3 W nig cztery
fruktozylotransferazy (Livingston i in. 2009). Wykryta w jeczmieniu 1-kestoza jest

trisacharydem be¢dacym najprostszym przedstawicielem jednej z grup fruktanéw — inulin
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(monocukry polaczone wigzaniami [-2,1-glikozydowymi) (Ritsema i Smeekens 2003b).
Metabolit ten powstaje w pierwszej reakcji zapoczatkowujacej szlak syntezy fruktanow,
polegajacej na reakcji enzymatycznej dwoch czasteczek sacharozy, przebiegajacej
z uwolnieniem glukozy, przy udziale sacharozo-sacharozo fruktozylotransferazy (1-SST, ang.
sucrose:sucrose fructosyltransferase). U jeczmienia oprocz 1-SST obecny jest takze drugi
enzym, sacharozo-fruktano  6-fruktozylotransferaza (6-SFT, ang. sucrose:fructan
6-fructosyltransferase), ktory jest zdolny do przeprowadzenia syntezy 6-kestozy, a takze
formowania polimeréw fruktanowych z grupy lewanow poprzez tworzenic wigzan [-2,6-
glikozydowych (Livingston i in. 2009). Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty
kilkudziesigciokrotny wzrost zawarto$ci 1-kestozy w korzeniach roslin jeczmienia poddanych
stresowi niedoboru wody w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi (ryc. 4.6). Wywotang suszg
podwyzszong akumulacje zarowno 1-kestozy, jak i 1-SST obserwowali takze De Roover i in.
w lisciach i korzeniach cykorii podroznik (Cichorium intybus L.) (De Roover i in. 2000).
Jednakze brak dotychczas doniesien o zachowaniu tego metabolitu w jeczmieniu
w warunkach deficytu wody. Badania przeprowadzone przez Sicher i in., dotyczace zmian
zawartosci metabolitow pierwotnych w korzeniu jeczmienia poddanego suszy, obejmowaty
30 zwigzkow, w tym 6 weglowodandw, aczkolwiek w grupie monitorowanych metabolitow
nie uwzgledniono 1-kestozy (Sicher i in. 2012). Ponadto warto nadmieni¢, ze ro$liny
jeczmienia poddane toksycznemu oddziatywaniu boru wykazywaty wzrost zawarto$ci
fruktanu z grupy lewanow, doktadnie kilkunastokrotny wzrost 6-kestozy w lisciach (Roessner
i in. 2006). Wskazuje to na istotng role zwigzkéw nalezgcych do tej grupy w odpowiedzi
roslin na czynniki stresowe pochodzace ze srodowiska.

W badanych probkach ekstraktow tkanek jeczmienia obserwowano takze wzrost rafinozy
(ryc. 4.6) oraz jej prekursorow galaktinolu [110] i mio-inozytolu [84] (tab. 4.3, tab. 4.4,
ryc.4.7). Reakcja dajaca poczatek szlakowi metabolicznemu oligosacharydow z rodziny
rafinozy (RFO, ang. raffinose family oligosaccharides) jest reakcja syntezy galaktinolu z mio-
inozytolu i urydynodifosfogalaktozy katalizowana przez syntaze galaktinolu (GolS, ang.
galactinol synthase). Nastgpnie syntaza rafinozy (RFS, ang. raffinose synthase) katalizuje
reakcje galaktinolu i sacharozy prowadzaca do powstania rafinozy i1 mio-inozytolu.
Przeprowadzenie nadekspresji GolS w Arabidopsis przez Taji i in. skutkowato akumulacja
w roslinach zaré6wno galaktinolu, jak i rafinozy (Taji i in. 2002). Ponadto u roslin poddanych
transgenezie stwierdzono obnizong transpiracj¢ W stosunku do roslin typu dzikiego, cO
przyczynito si¢ do zwickszonej tolerancji na stres niedoboru wody ro$lin z nadekspresja GolS.

Zwickszong zawarto$¢ weglowodanéw z grupy RFO, takich jak trisacharydu — rafinozy,
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tetrasacharydu — stachiozy oraz pentasacharydu — werbaskozy, obserwowano takze u innych
gatunkow ro$lin poddanych zarowno stresowi suszy, jak i innym czynnikom abiotycznym,
w tym stresom niskich i wysokich temperatur oraz zasolenia (Jouve i in. 2004, Kaplan i in.
2004, Peters i in. 2007, Suguiyama i in. 2014). Weglowodanom z tej rodziny przypisuje si¢
rolg w dostosowaniu osmotycznym, Stabilizowaniu bton biologicznych poprzez
oddziatywanie z grupami fosforanowymi lipidow oraz w zmiataniu wolnych rodnikéw
(Suguiyama i in. 2014).

Poza wyzej wspomnianymi weglowodanami obserwowano takze wzrost stezenia glukozy
[70] (tab. 4.3, tab. 4.4, ryc. 4.7), co moze by¢ zwigzane z degradacja skrobi. Skrobia
i sacharoza sg produktami fotosyntetycznej asymilacji CO, i powstajg z fosforanow trioz
generowanych w cyklu Calvina. Sacharoza jest syntetyzowana w cytozolu, a nast¢pnie
rozprowadzana w ro$linie poprzez tyko. Z kolei skrobia powstaje w chloroplastach, jest
nierozpuszczalna i shuzy jako material zapasowy. Synteza sacharozy 1 skrobi sa
konkurujacymi ze soba reakcjami, a uruchomienie odpowiedniego szlaku biosyntetycznego
zalezy od wzglednych stezen kilku metabolitow (ortofosforanu, fruktozo-6-fosforanu, kwasu
3-fosfoglicerynowego oraz fosfodihydroksyacetonu) (Taiz i Zeiger 2002). Niezbednym
etapem poprzedzajagcym rozpad skrobi jest fosforylacja ziaren skrobi, w ktorej uczestnicza
dwa enzymy: dikinaza glukan-woda (GWD, ang. glucan, water dikinase) oraz dikinaza
fosfoglukan-woda (PWD, ang. phosphogluca, water dikinase). Reakcje te umozliwiajg rozpad
wierzchniej, krystalicznej warstwy ziaren skrobi, pozwalajac na dostgp enzymow
hydrolitycznych (takich jak B-amylaza i izoamylaza), ktore degraduja skrobi¢ do maltozy.
Maltoza nastepnie przechodzi do cytozolu, gdzie ulega dalszym przemianom (K&tting 1 in.
2010). Zawartos¢ skrobi w lisciach jgeczmienia sigga okoto 5% suchej masy, a jej ilos¢
zmienia si¢ w rytmie okotodobowym (Sicher i in. 1984). Metabolizm skrobi zalezy jednak nie
tylko od pory dnia, ale takze od zmian zachodzacych w $rodowisku zycia rosliny, w tym
stresow abiotycznych. Udowodniono, ze stresy zasolenia oraz niedoboru wody prowadza do
zmniejszenia zawartosci skrobi i jednoczesnego zwigkszenia stezenia rozpuszczalnych
cukrow w lisciach roslin poddawanych tym stresom (Todaka i in. 2000, Basu i in. 2007,
Kempa i in. 2008). Uwaza si¢, ze gromadzone cukry odgrywaja role w dostosowaniu
osmotycznym pomagajac w zachowaniu turgoru oraz chronig blony i biatka przed skutkami
stresu (Kaplan i Guy 2004). Ponadto Dreier i in. w ro$linach jeczmienia poddanych stresom
niedoboru wody, zasolenia i wysokich temperatur obserwowali wzrost akumulacji jednego

z enzymow biorgcych udziat w hydrolizie skrobi — B-amylazy (Dreier i in. 1995).
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W  przeprowadzonych doswiadczeniach obserwowano rowniez wzrost zawartosci
trehalozy [107] w korzeniach badanych siewek jeczmienia poddanych stresowi deficytu wody
(tab. 4.4, ryc. 4.7). Trehaloza jest nieredukujagcym disacharydem zbudowanym z dwoch
czasteczek glukozy. U roslin synteza trehalozy zachodzi w dwoéch etapach. W pierwszej
reakcji, katalizowanej przez syntaze trehalozo-6-fosforanu (TPS, ang. trehalose-6-phosphate
synthase), z urydynodifosfoglukozy i glukozo-6-fosforanu powstaje trehalozo-6-fosforan.
Zwigzek ten jest nastepnie defosforylowany do trehalozy przy udziale fosfatazy trehalozo-6-
fosforanu (TPP, ang. phosphatase trehalose-6-phosphate) (Paul i in. 2008). Trehaloza u wielu
gatunkow bakterii, grzybow oraz bezkregowcow jest zaangazowana w odpowiedz na czynniki
stresowe, w tym m.in. stres osmotyczny i stres oksydacyjny (Fernandez i in. 2010). Jednakze
u roslin jej funkcja nie jest jeszcze doktadnie poznana, chociaz istnieja doniesienia
potwierdzajace jej ochronng role podczas stresow abiotycznych. Avonce i in. pokazali, ze
nadekspresja TPS w Arabidopsis prowadzita do niewielkiego wzrostu trehalozy i trehalozo-6-
fosforanu. Badane mutanty nie wykazywaty widocznych zmian morfologicznych poza
opoznionym kwitnieniem, za 10 charakteryzowaly si¢ podwyzszong tolerancja na
dehydratacj¢ (Avonce i in. 2004). Podobnie, badania nad pomidorami z wprowadzong
drozdzowa TPS pokazaly, ze ro§liny transgeniczne cechowaly si¢ zwigkszong tolerancja na
susze, zasolenie i stres oksydacyjny W porownaniu z roslinami typu dzikiego (Cortina
| Culiafiez-Macia 2005). Jednakze autorzy pracy, poza zmianami w odpowiedzi ro$lin na
czynniki stresowe, obserwowali takze zmiany w morfologii badanych mutantow, takie jak
grubsze pedy, sztywniejsze 1 ciemnozielone liscie, wyprostowane galazki 1 nietypowy rozwoj
korzenia. Ponadto transgeniczne pomidory charakteryzowaly si¢ podwyzszona zawartoscia
skrobi i chlorofilu w lisciach. Niewiele jednak wiadomo o zmianach w syntezie trehalozy lub
trehalozo-6-fosforanu w odpowiedzi na stresy abiotyczne w ro$linach nie poddawanych
transgenezie, szczegodlnie w roslinach uprawnych. Wynika to z faktu, Ze trehaloza w ro$linach
zwykle jest obecna w $ladowych iloSciach 1 jedynie grupa ro$lin nazywana
zmartwychwstankami (przedstawicielem jest np. r6za jerychonska), zdolnych do przetrwania
w warunkach skrajnej suszy, cechuje si¢ podwyzszonymi stezeniami tego zwigzku (Paul i in.
2008). Jak dotad nie udato si¢ takze wyjasnic¢, na czym doktadnie polega rola trehalozy lub
trehalozo-6-fosforanu w odpowiedzi na deficyt wody. Niemniej jednak, wydaje sig, ze
zwigzki te mogg bra¢ udzial w osmoregulacji, przekazywaniu sygnatow, zmiataniu wolnych

rodnikow oraz opdznianiu apoptozy (Fernandez i in. 2010).
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Przeprowadzona analiza poétilosciowa aminokwasoéw ujawnita zroznicowang odpowiedz
tej klasy zwigzkéw pomigdzy badanymi genotypami jeczmienia w warunkach niedoboru
wody oraz pomig¢dzy tkankami: lisciem i korzeniem. Je$li chodzi o zmiany ilo$ci
aminokwasow obecnych w tkankach genotypow Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus
najwiecej zmian, podobnie jak w przypadku weglowodanow, byto konsekwencja roznic
odmianowych, a nastgpnie wptywu suszy (tab. 4.3, tab. 4.4). Najmniej réznic zwigzanych
bylo z jednoczesnym wptywem genotypu i suszy na zawarto$¢ analizowanych aminokwasow
w badanych tkankach (interakcja O x S) (tab. 4.3, tab. 4.4). Odpowiedz linii Cam/B1/CI na
warunki niedoboru wody pod wzgledem zmiany poziomoéw akumulacji aminokwasow,
podobnie jak w przypadku weglowodanow, wyrdzniala ten genotyp spos$rod pozostatych.
Wsrod aminokwasow wykrytych w ekstraktach lisci linii syryjskiej odnotowano najwigksza
liczbe zwigzkow, ktorych akumulacja w warunkach suszy istotnie si¢ zmniejszyta (tab. 4.3).
W tej grupie metabolitow mozna bylo wyrdézni¢ aminokwasy biatkowe: alaning [3, 28],
seryng [12, 27], kwas asparaginowy [38], glutaminge (3 z 4 wykrytych pochodnych
wykazywaly obnizong akumulacje [34, 46, 60]), lizyng¢ [73] oraz niebiatkowe: kwas
pipekolinowy [26] i kwas piroglutaminowy [39]. Jednoczes$nie korzen linii Cam/B1/ClI
cechowata najwieksza liczba zwigzkow wykazujacych pod wplywem suszy podwyzszong
akumulacje (tab. 4.4). Grupa ta obejmowata alanin¢ [3, 28], proling [7, 18, 44], waling [9],
seryng [12, 27], glicyne [19], treoning [29], oraz kwasy asparaginowy [38] i glutaminowy
[47]. W przypadku linii jeczmienia populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/Cl roéwniez
zaobserwowano zmiany w metabolizmie aminokwaséw skutkujace podwyzszonymi lub
obnizonymi stezeniami tych zwigzkow w tkankach.

Aminokwasem wysoce rdéznicujacym profile metabolitow roslin poddanych stresowi
niedoboru wody od roslin kontrolnych byta prolina. Wewnatrzkomodrkowe stgzenie proliny
zalezy od stopnia jej biosyntezy, katabolizmu 1 transportu pomigdzy komorkami
| przedziatami komoérkowymi (ryc. 5.2). Prolina jest syntetyzowana glownie z kwasu
glutaminowego, ktory w cytozolu jest redukowany do semialdehydu kwasu glutaminowego
(GSA, ang. glutamate-semialdehyde) przez syntetaze pirolino-5-karboksylanu (P5SC, ang.
pyrroline-5-carboxylate synthetase). Nastgpnie GSA jest przeksztatcany do pirolino-5-
karboksylanu (P5C, ang. pyrroline-5-carboxylate). W kolejnym etapie powstaty P5C jest
redukowany do proliny przez reduktaze pirolino-5-karboksylanu (P5CR, ang. pyrroline-5-
carboxylate reductase). U wigkszosci gatunkow roslin PSCS jest kodowany przez dwa geny,

z kolei P5CR przez jeden. Z kolei szlak kataboliczny proliny przebiega w mitochondrium,
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Ryc. 5.2. Metabolizm proliny u ro$lin wyzszych. Kolor zielony — szlak syntezy, czerwony —
katabolizm, niebieski — szlak ornityny, ? — nieznane transportery, BAC — transporter
aminokwasow zasadowych, G/P — mitochondrialny antyporter kwas glutaminowy/prolina,
GSA - semialdehyd glutaminowy, KG - kwas a-ketoglutarowy, P — mitochondrialny
transporter proliny, P5C — pirolino-5-karboksylan, PSCDH — dehydrogenaza P5C, P5CR —
reduktaza P5C, P5CS - syntetaza P5C, PDH — dehydrogenaza prolinowa, Pi — fosforan
nieorganiczny, ProT — transporter blonowy proliny, SOAT — d-aminotransferaza ornitynowa
(wedtug Szabados i Savouré 2010).

gdzie na skutek dziatania dehydrogenazy prolinowej (PDH, ang. proline dehydrogenase),
prolina jest przeksztalcana do P5C. Nastepnie z P5C tworzony jest kwas glutaminowy przy
udziale dehydrogenazy pirolino-5-karboksylanu (P5CDH, ang. pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase). Ponadto istnieje alternatywny szlak biosyntezy proliny, w ktérym to
syntetyzowana jest ona z ornityny. W pierwszym etapie dochodzi do transaminacji ornityny
przez d-aminotransferaze ornitynowa (8OAT, ang. ornithine-d-aminotransferase) do GSA,
ktory jest nastgpnie spontanicznie przeksztalcany do PSC (Szabados i Savouré 2010).
Przeprowadzone na czterech genotypach (Cam/B1l/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus)
doswiadczenia ujawnity podwyzszong akumulacje proliny (trzech zarejestrowanych
pochodnych [7, 18, 44]) w warunkach suszy w li§ciach wszystkich czterech odmian (tab. 4.3).
Poziom tego aminokwasu w liSciach zmienial si¢ nie tylko na skutek niedoboru wody, ale

takze roznicowal odmiany w warunkach kontrolnych; ponadto wykazywat efekt interakcji, co
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swiadczy o niejednakowej odpowiedzi badanych odmian na stres deficytu wody. Linia
Cam/B1/CI charakteryzowata si¢ najwyzsza zawarto$cig proliny w lisciach w warunkach
kontrolnych i jej stezenie bylo 2- 14-krotnie wigksze niz u pozostatych genotypow (tab.
CD.2a.). Jednoczesnie u linii syryjskiej obserwowano najmniejsze, bo niespelna dwukrotne,
gromadzenie tego aminokwasu na skutek stresu, podczas gdy u odmian Maresi, Sebastian
I Stratus poddanych stresowi suszy odnotowano, odpowiednio, 24-, 34- i 7-krotne
podwyzszenie poziomu akumulacji (tab. CD.2a.). Podobnie w przypadku analizy stu linii
jeczmienia, pochodzacych z krzyzowania Maresi i Cam/B1/Cl, obserwowano przesuni¢cia
rozktadu proliny [7, 18, 44] w badanej populacji w kierunku wyzszych stezen (ryc. 4.7).
Dodatkowo odnotowano roznice pomigdzy profilami metabolitow wyizolowanych z tkanek
nadziemnych i podziemnych. W przypadku lisci wzrost poziomu akumulacji na skutek suszy
byt widoczny we wszystkich stu liniach (ryc. 4.8). Jesli za§ chodzi o korzen, dla kilkunastu
linii z populacji Maresi x Cam/B1/Cl, obserwowano obnizone, w stosunku do roslin
kontrolnych, gromadzenie proliny (ryc. 4.9). Z kolei zaangazowany w metabolizm proliny
kwas glutaminowy [47] wykazywal nieznaczne, w poréwnaniu z proling, zmiany poziomow
akumulacji (ryc. 4.7, ryc. 4.8, ryc. 4.9). Do zwigkszenia stezenia proliny w roslinach dochodzi
w wyniku dziatania rozmaitych czynnikdw biotycznych 1 abiotycznych, w tym stresu
zasolenia, suszy, wysokich i niskich temperatur, obecno$ci metali cigzkich i zanieczyszczen
srodowiska, promieniowania UV, niedoboru sktadnikow odzywczych oraz ataku patogendéw
(Verbruggen i Hermans 2008). Aminokwasowi temu przypisuje si¢ wiele funkcji 1 oprocz
udzialu w biosyntezie bialek, prolina petni funkcje ochronne jako osmolit oraz molekularny
chaperon — poprzez stabilizowanie bialek i zapobieganie ich agregacji. Ponadto przyczynia si¢
do utrzymania réwnowagi oksydoredukcyjnej, bierze udziat w przekazywaniu sygnatow,
atakze odgrywa wazng role na roéznych etapach rozwoju rosliny (m.in. w fazie rozwoju
zarodka i kwitnienia) (Mattioli i in. 2009, Szabados i Savouré 2010, Kavi Kishor
i Sreenivasulu 2014). Jedng z pierwszych prac, w ktorej zaobserwowano korelacje pomigdzy
poziomem akumulacji proliny a zwigkszong tolerancje na stres suszy byl jeczmien.
W doswiadczeniach na 10 genotypach autorzy zarejestrowali wielokrotnie wyzsza zawarto$¢
proliny u odmian wykazujacych tolerancje niz u odmian wrazliwych (Singh i in. 1972).
Ponadto znaczenie proliny w stresie osmotycznym zostalo potwierdzone w licznych
doswiadczeniach z wykorzystaniem ros$lin transgenicznych. Jedno z nich polegato na
nadekspresji P5CS w tytoniu, ktora prowadzita do podwyzszenia poziomu proliny
I mniejszego spadku potencjalu osmotycznego w lisciach roslin transgenicznych w stosunku

do roslin kontrolnych w warunkach niedoboru wody (Kavi Kishor i in. 1995). Aczkolwiek nie
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zawsze obserwowana jest dodatnia korelacja pomiedzy akumulacja proliny a tolerancjg stresu.
Przyktadem moze by¢ jeczmien poddany stresowi solnemu, w li§ciach ktorego co prawda
obserwowano podwyzszone st¢zenie proliny w odpowiedzi na zadany czynnik stresowy
zarowno u odmian wrazliwych jak i wykazujacych tolerancje, jednak w przypadku tych
pierwszych akumulacja proliny byta dwukrotnie wyzsza, co wskazuje na zwiazek proliny ze
zwigkszong wrazliwos$cig na stres (Chen i in. 2007). Stad tez zalezno$¢ migdzy gromadzeniem
proliny a aklimatyzacja do niekorzystnych warunkow $rodowiskowych pozostaje
niejednoznaczna. Sugeruje sie, ze nie sam poziom akumulacji proliny, ale jej prawidtowy
metabolizm  (regulacja syntezy i katabolizmu proliny oraz jej wewnatrz-
I zewnatrzkomorkowy transport) pozwalajacy na utrzymanie homeostazy, jest kluczowy dla
tolerancji stresu (Kavi Kishor i Sreenivasulu 2014).

Jesli chodzi o zmiany w profilach akumulacji pozostatych aminokwasow biatkowych
w ekstraktach roslin poddanych stresowi niedoboru wody raportowano, w zaleznosci od
badanego gatunku i organu, wrazliwosci badz tolerancji badanych roslin na susz¢ oraz
momentu zaistnienia i intensywnosci dzialania czynnika stresowego, zarowno podwyzszona,
jak 1 obnizong zawarto$¢ zwigzkow z tej klasy. Bowne i in. w badaniach nad pszenica
obserwowali oprocz zwigkszonego stezenia proliny w lisciach, takze wzrost akumulacji
tryptofanu oraz aminokwaséw o rozgal¢zionych tancuchach: leucyny, izoleucyny i waliny
(Bowne i in. 2012). Witt i in. w doswiadczeniach dotyczacych kukurydzy poddanej stresowi
suszy odnotowali podwyzszony poziom wielu aminokwaséw w badanych lisciach, w tym
przede wszystkim proliny, tryptofanu, fenyloalaniny i histydyny (Witt i in. 2012). Sanchez
I in. badajac kilka gatunkoéw ro$lin z rodzaju Lotus obserwowali zr6znicowang odpowiedz ze
strony aminokwasow. Podczas gdy poziom proliny, leucyny i izoleucyny wzrastat na skutek
suszy, ilo§¢ seryny, glicyny i treoniny spadata. Z kolei czg§¢ aminokwasow nie wykazywata
istotnych r6znic, w tym asparagina, lizyna i walina (Sanchez i in. 2012). Podobne
zroznicowanie odpowiedzi na stres suszy byto widoczne pod wzgledem reakcji aminokwasow
niebiatkowych. W przeprowadzonych w niniejszej pracy doswiadczeniach, w tkankach
jeczmienia wykryto P-alaning, GABA, kwas pipekolinowy oraz kwas piroglutaminowy.
Sposréd powyzszych aminokwaséw niebiatkowych najwigksze zmiany wywotane susza
odnotowano dla kwasu piroglutaminowego [39], ktorego ilos¢ w lisciach wigkszoSci
przebadanych genotypéw poddanych stresowi spadata (tab. 4.3, ryc. 4.7). Kwas
piroglutaminowy, nazywany tez S5-oksoproling, jest jednym z produktow metabolizmu
glutationu w roslinach. Glutation jest tripeptydem zbudowanym z kwasu glutaminowego,

cysteiny i glicyny, pelnigcym wielorakie funkcje w roslinie; jednak glownie zaangazowany
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jest w reakcje oksydo-redukcyjne. Wedlug zaproponowanego przez Ohkame-Ohtsu i in.
szlaku glutationu w Arabidopsis, glutation w cytoplazmie jest przeksztalcany do kwasu
piroglutaminowego, a nastgpnic do kwasu glutaminowego w wyniku dziatania
v-glutamylocyklotransferazy (GGC, ang. y-glutamyl cyclotransferase) oraz 5-oksoprolinazy
(50Pase, ang. 5-oxoprolinase) (Ohkama-Ohtsu i in. 2008). Takze Witt i in. we wspominanej
wczesniej pracy dotyczacej kukurydzy obserwowali wzrost ilosci kwasu piroglutaminowego
pod wpltywem suszy w lisciach badanych roslin (Witt i in. 2012). Jednak autorzy tego
doniesienia odnotowali takze zmiany w akumulacji pozostatych aminokwaséw
niebiatkowych, szczegolnie B-alaniny. Z kolei w pracy dotyczacej wptywu niedoboru wody
na profil metabolitow obecnych w lisciach grochu obserwowano podwyzszony poziom
GABA (Charlton i in. 2008). Powyzsze badania pokazuja, ze zmiany poziomow akumulacji
niektorych aminokwaséw sa zmianami zachowanymi ewolucyjnie pomi¢dzy gatunkami,

powszechnie wystepujacymi u roslin, za$ cz¢$¢ z nich jest gatunkowo-specyficzna.

Profilowanie metabolitow obecnych w probkach ekstraktow lisci i korzeni jeczmienia
pozwolito na analiz¢ zmian ilo$ci siedmiu amin organicznych pod wptywem zastosowanego
stresu deficytu wody. Dwie aminy: 5-hydroksytryptamina (serotonina) oraz fosforan
etanoloaminy obecne byty jedynie w ekstraktach korzeni. W przypadku analizy tkanek 4
genotypow: Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian 1 Stratus, obserwowano gtéwnie spadek ilo$ci
izopentyloaminy [6] oraz podwyzszong akumulacje tyraminy [72] w li§ciach trzech odmian
europejskich (tab. 4.3). Jesli za$ chodzi o linie jeczmienia uzyskane w wyniku krzyzowania
Maresi i Cam/B1/Cl, odnotowano jedynie niewielkie przesunigcia rozktadu fosforanu
etanoloaminy [59] i tyraminy [72] w badanej populacji w kierunku wyzszych st¢zen (ryc.
4.7). Etanoloamina w ro$linach powstaje glownie w wyniku dekarboksylacji seryny
katalizowanej przez dekarboksylaze seryny (SDC, ang. serine decarboxylase) (Rontein i in.
2003). Nastepnie w wyniku dziatania kinazy etanoloaminy (ang. ethanolamine kinase) grupa
fosforanowa z ATP zostaje przeniesiona na etanoloaming prowadzac do powstania fosforanu
etanoloaminy (Wharfe i Harwood 1979). Kolejne reakcje (w tym 3 reakcje metylacji)
prowadza do syntezy choliny, ktéra peini istotne funkcje w roslinie biorac udziat w syntezie
lipidu btonowego — fosfatydylocholiny, oraz bedac prekursorem betainy glicynowej, waznego
osmoprotektanta gromadzacego si¢ w roslinach pod wpltywem stresow $rodowiskowych
(Chen i Murata 2011). Nadekspresja N-metylotransferazy fosfoetanoloaminowej (PEAMT,
ang. phosphoethanolamine N-methyltransferase) w tytoniu, katalizujacej reakcje metylacji

prowadzace do przeksztalcenia fosforanu etanoloaminy do fosfocholiny, prowadzita do
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5-krotnego wzrostu akumulacji fosfocholiny, 50-krotnego choliny i 30-krotnego betainy
glicynowej (McNeil i in. 2001). Wyniki te wskazuja na mozliwo$¢ podwyzszenia poziomu
betainy glicynowej na drodze inzynierii genetycznej W organizmach, u ktérych w warunkach
naturalnych zwigzek ten nie wystepuje w duzych ilosciach, a takze ukazujg istotng role jaka
etanoloamina i fosfoetanoloamina petnig w roslinach. Z kolei tyramina powstaje w wyniku
dekarboksylacji tyrozyny przy udziale dekarboksylazy tyrozyny (TDC, ang. tyrosine
decarboxylase). Zwigzek ten nastepnie bierze udzial m.in. w biosyntezie metabolitow
wtornych — amidéw kwasoéw hydroksycynamonowych (HCAA, ang. N-hydroxycinnamic acid
amide). HCAA powstaja w wyniku kondensacji tioestrow hydroksycynamoilo-CoA
z aminami aromatycznymi, takimi jak np. tyramina, tryptamina czy serotonina (Kang i in.
2006). HCAA bedace pochodnymi tyraminy sg obecne w $cianach komoérkowych, a ich
wystepowanie w roslinach jest szeroko rozpowszechnione. Przypisuje si¢ im rol¢ w ochronie
przed patogenami oraz wilasciwosci przeciwutleniajgce (Zacarés i in. 2007). Podczas gdy
podwyzszony poziom akumulacji poliamin w komorce czgsto jest wigzany z ochrong rosliny
przed niekorzystnym wptywem stresow $rodowiskowych (Hussain i in. 2011), w przypadku
probek ekstraktow metabolitéw wyizolowanych z lisci 1 korzeni jeczmienia poddanego
stresowi niedoboru wody nie obserwowano duzych zmian w ilo$ci wykrytej putrescyny [55],
bedacej przedstawicielem tej klasy zwigzkow (tab. 4.3, tab. 4.4, ryc. 4.7). Odnotowano jednak
duzy rozrzut wynikow pomiedzy badanymi genotypami (wzrost i spadek akumulacji) dla
inngj poliaminy — diaminopropanu (1,2- lub 1,3-; niejednoznaczna identyfikacja) [50].
1,3-diaminopropan jest koncowym produktem degradacji poliamin: triaminy — spermidyny
oraz tetraaminy — sperminy. W reakcjach katalizowanych przez oksydazy, ze spermidyny
| sperminy powstajg 1,3-diaminopropan, aminoaldehydy i nadtlenek wodoru. Powstaty
w wyniku utleniania poliamin 1-3-diaminopropan moze nastgpnie postuzy¢ do syntezy
B-alaniny lub innych, nietypowych poliamin: norsperminy i norspermidyny. Rowniez
utworzony w powyzszych reakcjach katabolizmu poliamin H;O, odgrywa istotng role
W obronie rosliny przed niekorzystnymi warunkami srodowiskowymi. Produkcja nadtlenku
wodoru wigzana jest z dojrzewaniem 1 lignifikacja Sciany komorkowej, a takze jej
wzmacnianiem podczas ataku patogenow. Poza tym H;O, bedac czasteczka sygnalng
posredniczy w przekazywaniu informacji o $mierci komorki, reakcji nadwrazliwosci, a takze

uruchamia ekspresj¢ niektorych genow zwigzanych z obrong komorki (Cona i in. 2006).

Wsréd wykrytych kwaséw karboksylowych obserwowano 5 kwaséw bioracych udziat

w cyklu Krebsa: kwas cytrynowy [66], kwas a-ketoglutarowy [43], kwas bursztynowy [22],

137



DysKUSJIA

kwas fumarowy [25] i kwas jablkowy [36]. Analiza potilosciowa tych zwiazkow
przeprowadzona dla czterech genotypéw jgczmienia: Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian i Stratus,
ujawnita odmienng reakcje linii syryjskiej od odmian europejskich w warunkach stresu suszy
(tab. 4.3, tab. 4.4). Szczegélnie duze roznice byly widoczne pomiedzy genotypami
rodzicielskimi Maresi i Cam/B1/CI, z ktorych wyprowadzono sto linii jgczmienia
stanowigcych populacje mapujacg. Podczas gdy w probkach ekstraktow korzeni linii
Cam/B1/Cl trzy kwasy cyklu Krebsa [25, 43, 66], z pieciu wykrytych, wykazywaty
podwyzszony poziom akumulacji, w odmianie Maresi dla zadnego ze wspomnianych pieciu
kwasow nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian ilosci wywotanych niedoborem
wody (tab. 4.4). Jesli za$ chodzi o analiz¢ ekstraktow lisci, odnotowano odwrotng zaleznos¢,
tj. zmiany poziomow akumulacji wszystkich pigciu kwasow u odmiany Maresi pod wplywem
suszy i brak zmian u linii Cam/B1/CI poza wzrostem ilosci kwasu a-ketoglutarowego (tab.
4.3). W przypadku analizy stu linii jeczmienia, pochodzacych z krzyzowania Maresi
i Cam/B1/Cl, najwicksze przesunigcia rozkltadu kwasow karboksylowych cyklu Krebsa
w lisciach badanej populacji w kierunku wyzszych st¢zen obserwowano dla kwasoéw
jabtkowego [36] i a-ketoglutarowego [43] (ryc. 4.7). Cykl Krebsa dostarcza komoérce energi¢
oraz prekursory dla wielu szlakow biosyntez. Zmiany poziomoéw akumulacji kwasow
karboksylowych zaangazowanych w ten cykl moga $wiadczyé o zmianach w aktywnosci
metabolicznej badanych tkanek. Podwyzszona ilo$¢ kwasoéw biorgcych udziat w cyklu Krebsa
w korzeniach linii Cam/B1/CI moze by¢ zmiang aklimatyzacyjna, pomagajaca ro$linie
przetrwaé w niekorzystnych warunkach ograniczonej dostepnosci wody. Widodo i in.
w badaniach dotyczacych wptywu zasolenia na metabolom jeczmienia stwierdzili
podwyzszony poziom kwaséw karboksylowych z cyklu Krebsa u odmiany cechujacej sie
tolerancjag na stres zasolenia, co korelowato z kontynuacja wzrostu rosliny pomimo
oddziatywania niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych. Jednocze$nie u odmiany nie
wykazujacej tolerancji na zadany czynnik stresowy badacze obserwowali obnizony poziom
kwasow karboksylowych i zahamowanie wzrostu w warunkach stresu. Autorzy zasugerowali,
ze to energia generowana w cyklu Krebsa postuzyla roslinom z podwyzszong tolerancja na
zasolenie na kontynuowanie wzrostu pomimo obecnosci w srodowisku czynnika stresowego
(Widodo i in. 2009). Wyniki te nie sg jednak zgodne z obserwacjami poczynionymi przez
Bowne i in., ktorzy w liSciach odmian pszenicy wykazujacych tolerancje na stres niedoboru
wody odnotowali niewielkie obnizenie poziomu akumulacji wigkszos$ci wykrytych kwasow
organicznych, poza kwasem a-ketoglutarowym, dla ktorego obserwowali podwyzszong ilo$¢

(Bowne i in. 2012). Z kolei Sanchez i in. w doswiadczeniach dotyczacych wplywu suszy na
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rézne gatunki z rodzaju Lotus obserwowali istotny wzrost poziomu akumulacji produktow
posrednich w cyklu Krebsa, w tym kwasu bursztynowego i jabtkowego (Sanchez i in. 2012).
Za$ Witt i in. w badaniach nad kukurydzg poddang stresowi deficytu wody raportowali
obnizong ilo$¢ kwasu a-ketoglutarowego i kwasu bursztynowego (Witt i in. 2012).

Poza kwasami karboksylowymi biorgcymi udzial w cyklu Krebsa wykryto pochodne
kwasow hydroksycynamonowych: kwas trans-ferulowy [85] i chlorogenowy [113] w li$ciach
oraz kwas p-kumarowy [75] w korzeniach jeczmienia. Jesli chodzi o kwas trans-ferulowy [85]
nic obserwowano znaczgcych zmian w poziomach akumulacji pomiedzy czterema
genotypami: Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus w warunkach niedoboru wody (tab. 4.3);
odnotowano jednak przesunigcie rozktadu ilosci tego kwasu w populacji stu linii jeczmienia
w kierunku wyzszych stezen (ryc. 4.7). Oprocz zmian w poziomach akumulacji kwasu
ferulowego pod wplywem suszy obserwowano takze zmiany zawarto$ci kwasu
chlorogenowego [113]. Jednak w przeciwienstwie do kwasu ferulowego dla wigkszosci
przebadanych genotypoéw, w tym dla dwoch genotypoéw rodzicielskich, dwoch odmian
referencyjnych oraz duzej cze¢sci linii Maresi x Cam/B1/Cl odnotowano obnizong akumulacje¢
tego metabolitu (tab. 4.3, ryc. 4.7). Zwiazki fenolowe ze wzgledu na swojg budowe moga
dziata¢ jak swego rodzaju filtr $wiatla, chronigc aparat fotosyntetyczny przed nadmiernym
promieniowaniem (Lichtenthaler i Schweiger 1998). Ponadto metabolity te zaangazowane sa
w zmiatanie wolnych rodnikow. Hura i1 in. w pracy poswigeconej wplywowi suszy na ilos¢
kwasu ferulowego w pszenzycie stwierdzili istotny wzrost poziomu akumulacji tego zwigzku
w warunkach deficytu wody w fazie kwitnienia u roslin wykazujacych tolerancje na suszg,
W poréownaniu z ro§linami wrazliwymi na ten stres (Hura i in. 2007). Jednakze ci sami autorzy
nie odnotowali zwigkszonej ilosci wolnego kwasu ferulowego w odpowiedzi na deficyt wody
w fazie wegetatywnej pszenzyta. Aczkolwiek u odmiany wykazujacej tolerancje
zaobserwowali podwyzszony poziom akumulacji kwasu ferulowego zwigzanego
z weglowodanami budujgcymi $ciang komorkowa (Hura i in. 2009). Wykryty kwas
chlorogenowy, bedacy estrem kwasu kawowego i chinowego jest jednym z produktow szlaku
fenylopropanoidow u ro$lin. Wiele stresow biotycznych i abiotycznych, w tym
promieniowanie UV, zasolenie, susza oraz niedobdr sktadnikow mineralnych, moze
wywotywac zmiany poziomow akumulacji tego zwigzku. Zwykle jednak, w przeciwienstwie
do uzyskanych w niniejszej pracy wynikow, obserwowana jest podwyzszona ilos¢ tego kwasu

w warunkach stresu (Del Moral 1972, Kirakosyan i in. 2004).
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Przeprowadzona na czterech genotypach jgczmienia Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian
I Stratus analiza potilosciowa kwasow ttuszczowych i steroli ujawnita podwyzszony poziom
akumulacji zwiazkow reprezentujacych te klase w odpowiedzi na stres niedoboru wody
w probkach ekstraktow lisci odmian Sebastian i Stratus oraz korzeni linii Cam/B1/CI (tab.
4.3, tab. 4.4). Jednoczesnie nie stwierdzono wigkszych roznic w ilosci tych zwigzkoéw
pomigdzy liniami jeczmienia stanowigcymi populacje mapujaca Maresi x Cam/B1/ClI (ryc.
4.7). Lipidy w ro$linach pelnig rozmaite funkcje: sg sktadnikami bton komoérkowych,
czgsteczkami sygnatowymi, a takze stanowig zrodto wegla i energii. Ponadto mogg petnié
funkcje ochronne, tworzac barier¢ migdzy wne¢trzem komorki a srodowiskiem zewnetrznym,
podczas stresOw abiotycznych i biotycznych (Schmid i Ohlrogge 2002). Zachowanie
integralno$ci bton komodrkowych jest istotnym czynnikiem decydujacym o zdolnosci rosliny
do przetrwania w s$rodowisku z ograniczong dost¢pnoscia wody. Z kolei stabilnos¢ bton
uzalezniona jest od sktadu kwasow tluszczowych tworzacych dwuwarstwe lipidowa (Gigon
i in. 2004). Zhong i in. w badaniach nad wptywem suszy na sktad kwasow thuszczowych
u trawy bermudzkiej stwierdzili r6znice w stopniu nasycenia kwasow tluszczowych pomiedzy
genotypami wykazujacymi wrazliwos$¢ oraz tolerancj¢ na zadany czynnik stresowy. Genotyp
cechujacy si¢ zwigkszong tolerancjg na odwodnienie utrzymywal w warunkach niedoboru
wody wyzszy poziom RWC, nizszy wyciek elektrolitow oraz wigksza zawarto$é
nienasyconych kwasoéw thuszczowych w stosunku do genotypu wrazliwego na dehydratacje
(Zhong i in. 2011).

Posrod zwigzkow wykazujacych zmiany poziomoéw akumulacji w odpowiedzi na stres
niedoboru wody znalazly si¢ takze metabolity, jak dotad niezidentyfikowane, ktore moga by¢
interesujagcymi markerami zwigzanymi z odpowiedzig ro$lin na susze. Jako przyklad
podwyzszonego gromadzenia zwigzku na skutek niedoboru wody moze postuzy¢ metabolit
opisany identyfikatorem A159003 [45], ktory obecny byl jedynie w liSciach jeczmienia.
Poziom tego metabolitu wzrdst zar6wno u czterech badanych odmian Cam/B1/CI, Maresi,
Sebastian i Stratus, jak i u linii populacji mapujacej jeczmienia (tab. 4.3, ryc. 4.7). Z Kkolei
obnizong akumulacja w suszy charakteryzowal si¢ zwigzek opisany identyfikatorem A296003
[109], takze wykryty jedynie w lisciach, ktorego poziom obnizyt si¢ pod wpltywem deficytu
wody u genotypéw Cam/B1/CI, Maresi i Stratus oraz u wigkszosci linit MCam (tab. 4.3, ryc.
4.7).
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Analiza woskow kutykularnych

Kutykula jest wielowarstwowa struktura pokrywajaca zewngtrzng $ciang komorkowa
epidermy nadziemnych, niezdrewnialych czgsci roslin. Sktada si¢ z wierzchniej warstwy
wosku, srodkowej warstwy zwanej kutykulg wtasciwg budowanej przez polimery (kutyne
I kutan) osadzone w wosku, oraz dolnej — warstwy kutykularnej — tworzonej przez kutyne
I wosk zmieszanych z elementami $ciany Komoérkowej (pektynami, celuloza
i weglowodanami) (ryc. 5.3) (Taiz i Zeiger 2002). Glownym sktadnikiem kutykuli jest
kutyna, bedaca polimerem wielu dtugotancuchowych kwasow tluszczowych potaczonych ze
soba wigzaniami estrowymi, tworzaca sztywnag trojwymiarowg sie¢, swego rodzaju ,,szkielet”
kutykuli. Drugim istotnym sktadnikiem, stanowigcym 20-60% masy kutykuli, sg woski
kutykularne, ktére mozna wyekstrahowa¢ za pomoca rozpuszczalnikow organicznych
(Samuels i in. 2008). Woski kutykularne nie sa makroczgsteczkami, ale ztozonymi
mieszaninami  dlugotancuchowych kwasow tluszczowych, weglowodoréow, alkoholi,
aldehydow, ketonow, estréw, triterpendw, steroli oraz flawonoidow, ktorych sktad rézni sig
pomiedzy gatunkami roslin (Post-Beittenmiller 1996). W niniejszej pracy analizie poddano
sktad jakos$ciowy 1 iloSciowy woskow kutykularnych dwoch genotypow jeczmienia
zwyczajnego (Hordeum wvulgare L.) Maresi i Cam/B1/Cl w warunkach optymalnej

wilgotnosci podioza 1 w warunkach niedoboru wody. Przeprowadzone analizy metabolitow

woski epikutykularne

r / kutykula wtasciwa
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= SRS
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Ryc. 5.3. Schematyczne przedstawienie budowy kutykuli (wedtug Taiz i Zeiger 2002).
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obecnych na powierzchni li§ci jeczmienia wykazaly, Zze dominujacymi sktadnikami woskéw
utego gatunku sa szeregi homologiczne dtugotancuchowych zwigzkoéw alifatycznych:
alkanoli, alkanow i kwasow thuszczowych. Ogotem wykryto 35 zwigzkow, z czego
adnotowano lub zidentyfikowano 29 (tab. 4.5). Zwigzkiem o najwickszej intensywnoS$ci byt
heksakozanol (ryc. S.9). W przypadku wigkszosci gatunkow traw, do ktorych zalicza si¢ takze
jeczmien, pod wzgledem sktadu woskéw kutykularnych, mozna wyrdzni¢ dwie grupy roslin:
pierwsza, u ktorej dominujgcym sktadnikiem jest alkohol pierwszorzedowy (heksakozanol lub
oktakozanol) oraz druga, u ktorej przewazajagcym zwigzkiem jest B-diketon (hentriakontano-
14,16-dion lub tritriakontano-12,14-dion) (Jeffree 1 in. 2006). Sktad woskow kutykularnych
ro$lin z rodzaju Hordeum jest bardzo homogenny i w okoto 90 proc. tworzony jest przez
alkohole pierwszorzegdowe (Schreiber i Schonherr 2009). W badaniach nad depozycja
woskéw w rosngcym lisciu jeczmienia, w ktoérych heksakozanol wykorzystano jako marker
odkladania si¢ woskow, stwierdzono, ze alkanol ten stanowi ponad 75% sktadu woskoéw
kutykularnych u tego gatunku (Richardson i in. 2005). Goérna warstwa woskow kutykularnych
(tzw. woski epikutykularne) czesto krystalizuje tworzac charakterystyczne wzory (np. rurek,
lasek, kokardek)  widoczne w obrazowaniu przy uzyciu skaningowej mikroskopii
elektronowej. Woski kutykularne obecne na powierzchni lisci jeczmienia wykazujg wysoki
stopien krystalizacji (okoto 50% woskow ma charakter krystaliczny) i przybieraja postaé
ptytek (Schreiber 1 Schonherr 2009). Podobne wzory krystalizacji wystgpuja u innych roslin,
u ktéorych odnotowano wysokg zawarto$¢ alkoholi pierwszorzedowych np. u pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum L.) (wysoka zawarto$¢ oktakozanolu) i koniczyny bialej
(Trifolium repens L.) (wysoka zawarto$¢ triakontanolu) (Jeffree i in. 2006). Morfologia
woskow epikutykularnych zalezy nie tylko od wysokiego ste¢zenia danej klasy zwiazkow, ale
takze od temperatury, intensywnosci $wiatta oraz wilgotno$ci powietrza. Wyzsze temperatury
sprzyjaja powstawaniu struktur utozonych rownolegle do powierzchni kutykuli (np. ptatkow),
z kolei w niskich temperaturach tworzg si¢ struktury utozone w kierunku prostopadtym (np.
laski, rurki) (Shepherd i Wynne Griffiths 2006). Ponadto u wielu gatunkéw ro$lin warunki
stresowe wywoluja zmiang ilosci odktadanych na powierzchni lisci woskéw kutykularnych.
Przyktadowo wysokie promieniowanie przyczynia si¢ do zwigkszenia ilosci woskow
epikutykularnych, co zwigzane jest z jedng z funkcji warstwy woskow, tj. odbijaniem
promieniowania UV (Blum 2011). Liczne badania wskazuja, ze do zwigkszenia depozycji
woskow na powierzchni lisci dochodzi rowniez w warunkach deficytu wody (Premachandra
i in. 1991, Bondada i in. 1996, Jenks i in. 2001, Kim i in. 2007). W optymalnych warunkach

srodowiska 94-99% dyfuzji pary wodnej zachodzi przez aparaty szparkowe. Stres suszy
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prowadzi do zamykania aparatéw szparkowych, spadku przewodnos$ci szparkowej i tym
samym zwigkszenia udzialu transpiracji kutykularnej w utracie wody z komorek (Mackova
i in. 2013). Stad tez odktadanie woskow na skutek stresu moze stanowic¢ jedng z linii obrony
rosliny przed nadmiernym parowaniem wody. W niniejszej pracy doktorskiej nie stwierdzono
duzych zmian w zawarto$ci zwigzkéw obecnych na powierzchni lisci odmian Maresi
I Cam/B1/CI wynikajacych z niedoboru wody. Najwigksze roznice dotyczyty dwoch alkanoli
(dokozanolu i oktakozanolu), ktorych ilo§¢ zmniejszyta si¢ w roslinach odmiany Maresi
poddanych stresowi suszy (ryc. 4.13) oraz dwoch kwasow tluszczowych (palmitynowego oraz
stearynowego), ktorych ilos¢ w tej odmianie wzrosta na skutek niedoboru wody (ryc. 4.15).
Gonzalez 1 Ayerbe w badaniach nad wplywem deficytu wody na odktadanie woskow
epikutykularnych na powierzchni lisci jeczmienia, stwierdzili 9%-owy wzrost zawartoScCi
catkowitej ilosci woskdw w roslinach poddanych stresowi suszy w stosunku do ro$lin
kontrolnych (Gonzalez i Ayerbe 2010). Jednak ten relatywnie niewielki wzrost odnotowano
u roslin poddanych dotkliwemu i dlugotrwatemu (22-dniowemu) stresowi niedoboru wodly.
By¢ moze niewielkie zmiany w sktadzie i iloSci woskow na skutek niedoboru wody na
powierzchni lisci jeczmienia wynikaja z charakterystycznej morfologii woskow u tego
gatunku. Jak juz wspomniano woski jeczmienia wykazuja wysoki stopien krystalizacji.
Obszary krystaliczne uwaza si¢ za barier¢ przenikania wody oraz substancji rozpuszczonych,
w zwigzku z czym transport w woskach kutykularnych zachodzi jedynie w warstwie
amorficznej na drodze dyfuzji (Shepherd i Wynne Griffiths 2006). Stad mozna przypuszczac,
Ze u jeczmienia to budowa 1 posta¢ woskoéw (ich stopien krystalizacji 1 utozenie w postaci
rownolegtych do powierzchni liSci plytek), a nie sama grubos¢ kutykuli (u mtodych lisci 0,4-
1,5 um, u starszych 2,5-5 um; Mehrotra i Aggarwal 2003) odpowiadaja za przystosowanie

roslin do wzrostu W warunkach ograniczonej dostepnosci wody.

Pomimo réznego pochodzenia badanych odmian (Europa 1 Bliski Wschod) nie
zaobserwowano duzych réznic pomiedzy analizowanymi genotypami pod wzgledem profili
woskéw obecnych na powierzchni lisci. Grupa zwigzkow, ktére w najwigkszym stopniu
réznicowaty odmiany byly alkany (ryc. 4.14). Przeprowadzone analizy ujawnity zmniejszong
zawarto$¢ alkandw o nieparzystej liczbie wegli w fancuchu u odmiany Maresi w stosunku do
linii Cam/B1/Cl, by¢ moze jest to cecha pozwalajaca linii syryjskiej na lepsza ochrone przed
utrata wody w warunkach suszy. W badaniach nad sktadem alkanéw lisci réznych gatunkow
akacji i eukaliptusa stwierdzono istnienie zaleznosci pomigdzy stezeniem i dystrybucja

alkanow o roznej dtugosci tancucha a klimatem (Hoffmann i in. 2013). W przytoczonej pracy
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autorzy analizowali rosliny wystepujace na przestrzeni 1500 km w pdinocnej i centralnej
Australii, rosngce w klimacie od subtropikalnego (roczne opady 2000 mm) do suchego
(roczne opady 400 mm). Badacze stwierdzili 10-krotnie wicksza zawartos¢ alkanow
u gatunkow zasiedlajacych obszary blizsze srodkowi kontynentu (klimat suchy), od tych
lezacych blizej wybrzeza. Ponadto $rednia dlugo$¢ tancucha alkanéw u akacji zmniejszala si¢
w gatunkach rozmieszczonych blizej centrum kontynentu, podczas gdy u roslin rodzaju
Eucalyptus obserwowano odwrotny kierunek zmian, tj. wzrost $redniej dlugos¢ tancucha

weglowego u gatunkoéw zasiedlajgcych centralny obszar Australii.

Ponadto w analizowanych ekstraktach woskow wykryto znaczace ilosci chloropiryfosu
i ftalanu dibutylu (DBP, ang. dibutyl phthalate). Pierwszy z nich to fosforoorganiczny
insektycyd, z kolei drugi to popularny plastyfikator, a takze rozpuszczalnik, powszechnie
zanieczyszczajacy srodowisko. Ftalany mogg przedostawaé si¢ do powietrza, wody i gleby
podczas produkcji i przetwarzania tworzyw sztucznych, z odciekow ze sktadowisk odpadow,
wyciekow oleju z maszyn rolniczych, jak réwniez ze zbyt czestego stosowania nawozow
organicznych (Vikelsee 1 in. 2002). Zanieczyszczenia obecne w $rodowisku moga by¢
pobierane przez ro§liny zardwno przez system korzeniowy, jak i przez czgsci nadziemne.
Badania nad drogami wnikania ftalanéw do roslin wskazuja na istnienie réznic w sposobie ich
pobierania pomig¢dzy gatunkami. W przypadku papryki obserwowano pobieranie ftalanow
z gleby 1 ich akumulacj¢ w korzeniach, fodygach i owocach (Yin i in. 2003). Z kolei
do$wiadczenia nad kukurydza wykazaty, ze u tego gatunku nie dochodzi do akumulacji
ftalanow w wyniku pobierania ich przez rosling z zanieczyszczonej gleby. Zaobserwowano
jednak, Ze ekspozycja kukurydzy na zanieczyszczenia powietrza prowadzita do gromadzenia
ftalanow w warstwie kutykuli (Miller i Kordel 1993). Ponadto w badaniach nad
wykorzystaniem beninkazy szorstkiej w fitoremediacji stwierdzono pobieranie przez t¢
ro$ling ftalanu dwu-2-etyloheksylu (DEHP, ang. di(2-ethylhexyl) phthalate) z powietrza
i jego akumulacje w lisciach, todygach i owocach (Wu i in. 2013). Stad tez obecnos¢
w analizowanych ekstraktach woskéw jeczmienia DBP w stosunkowo duzych ilosciach
wynika albo z gromadzenia zanieczyszczen powietrza na powierzchni liSci badanych roélin,

albo z pobierania przez ro$ling zanieczyszczen z gleby.
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. WNIOSKI

. Dzigki wykorzystaniu techniki GC-MS mozliwe bylo przeprowadzenie analiz
jako$ciowych 1 ilosciowych zmian w poziomach metabolitow obecnych w tkankach lisci
| korzeni jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w odpowiedzi na stres niedoboru

wody.

. W analizowanych probkach ekstraktow lisci 1 korzeni jeczmienia wykryto 141
pochodnych zwigzkéw reprezentujagcych rézne klasy metabolitow. 21 zwigzkow
(opisanych identyfikatorami GMD) zostato rozpoznanych jako zarejestrowane w bazach
danych, ale dotychczas niezidentyfikowane. Wykorzystanie pakietu TargetSearch
pozwolito na analize¢ ilosciowg 101 i 100 pochodnych, odpowiednio w ekstraktach lisci

i korzeni jgczmienia.

. Rosliny jeczmienia syntetyzuja liczne metabolity, ktorych ilo§¢ zmienia si¢ zaré6wno
w odpowiedzi na stres niedoboru wody, jak i pomiedzy genotypami, co wskazuje na
ztozone mechanizmy proceséw adaptacyjnych i aklimatyzacyjnych w poszczegdélnych

genotypach w obre¢bie tego samego gatunku.

Istotne statystycznie efekty interakcji Odmiana/Linia x Susza wskazuja potencjalne
metabolomiczne markery zwigzane z tolerancja roslin (lub jej brakiem) na stres niedoboru
wody. Wsérod metabolitow wykazujacych efekt interakcji wyrdzni¢ mozna zwiazki
nalezace do réznych klas, w tym aminokwasy, weglowodany, kwasy karboksylowe,

aminy, lipidy oraz zwigzki dotychczas niezidentyfikowane.

Odmiany europejskie w odpowiedzi na stres niedoboru wody wykazujg silniejsza reakcje
ze strony metabolomu liScia, natomiast linia syryjska Cam/B1/Cl intensywniejsza reakcje

ze strony metabolomu korzenia.

Pomigdzy liniami jgczmienia populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI  mozna
zaobserwowaé wyodrebniong grupe 33 linii jeczmienia, u ktéorych odpowiedz na stres
niedoboru wody pod wzgledem zmian poziomdéw akumulacji niektéorych metabolitow

W korzeniach rdznita si¢ od pozostatych 67 linii.
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7. W analizowanych probkach metabolitow wyekstrahowanych z powierzchni lisci
jeczmienia wykryto 35 zwigzkow. Analiza sktadu jakosciowego i iloSciowego wykazata,
ze na wosk u tego gatunku sktadajg si¢ przed wszystkim alkanole (gtéwnie heksakozanol),
ale takze alkany i1 kwasy tluszczowe. Jednakze stres niedoboru wody nie wpltywa

W znaczacy sposob na sktad woskow obecnych na powierzchni lisci jeczmienia.

8. Zmiany poziomoéw akumulacji metabolitow w lisciach i1 korzeniach jgczmienia powinny
zosta¢ skorelowane z wynikami otrzymanymi w pozostalych zadaniach projektu
POLAPGEN-BD, w tym z danymi dotyczacymi plonu, a takze danymi morfologicznymi,
genetycznymi i proteomicznymi. Integracja tychze danych moze dostarczy¢ biomarkerow

zwigzanych z tolerancjg jeczmienia na stres niedoboru wody.
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- BioCyc: biocyc.org

- Chemical Entities of Biological Interest: www.ebi.ac.uk/chebi

- ChemSpider: www.chemspider.com

- Glowny Urzad Statystyczny: www.stat.gov.pl

- Golm Metabolome Database: gmd.mpimp-golm.mpg.de

- Human Metabolome Database: www.hmdb.ca

-  KEGG LIGAND Database: www.kegg.jp/kegg/compound

-  KEGG PATHWAY Database: www.kegg.jp/kegg/pathway.html

- KNAPpSACcK: kanaya.naist.jp/KNApSAcK

- MassBank: www.massbank.jp

- Metabolomics Society: www.metabolomicssociety.org

- Metabolomics Standard Initiative: msi-workgroups.sourceforge.net

- MetaCyc: www.metacyc.org

- METLIN: metlin.scripps.edu

- Molecular Weight Calculator v. 6.49: www.alchemistmatt.com

- NIST Mass Spectral Library: www.nist.gov/srd/nistla.cfm

- Organizacja Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa: faostat.fao.org

- Pherobase: www.pherobase.com

- Plant Metabolic Network: www.plantcyc.org

- POLAPGEN: www.polapgen.pl

- Program R: www.R-project.org

- PubChem: pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

- Reactome: www.reactome.org

- Small Molecule Pathway Database: www.smpdb.ca

- Spectral Database for Organic Compounds, SDBS: sdbs.db.aist.go.jp

- System Monitoringu Suszy Rolniczej: www.susza.iung.pulawy.pl

- Wiley Registry of Mass Spectral Data:
onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9780470175217
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SUPLEMENT

Tab. S.1. Przypisanie nazw badz identyfikatorow zwigzkom nieznanym na postawie automatycznej analizy jakosciowej i ilosciowej z wykorzystaniem
pakietu TargetSearch (* — RI wedtug Golm Metabolome Database, b.d. — brak danych, M — masa monoizotopowa).

Nazwy Numeracja
nzi‘évzlzzl:’;\::vh Z::’Laezzk_?_:;;gls(g;tx;h Identyfikator GMD RIA Nazwa Wzdr sumaryczny M [Da]
(tab. 4.1) (tab.4.2)
1. N_1135 5 A114002 1131,09 kwas weglowy (IMEOX) (2TMS) C8H21NO3Si2 235,1060
2. N_1151 6 A115001 1147,89 izopentyloamina (2 TMS) C11H29NSi2 231,1838
3. N_1329 21/24 A133011/ A136002 1332,56 lumichrom (2 MeOX)/ zw. podobny do lumichromu (2 MeOX) C14H16N602/- 300,1335/-
4. N_1416 32 A144004 1415,51 A144004 b.d. b.d.
5. N_1453 33 A145015 1455,48 A145015 b.d. b.d.
6. N_1466 35 A148003 1464,64 A148003 b.d. b.d.
7. N_1571 45 A159003 1575,36 A159003 b.d. b.d.
8. N_1639 50 A164010/A164015 1645,38/1645,55 1,3-diaminopropan (4 TMS) / 1,2-diaminopropan (4 TMS) C15H42N2Si4 362,2425
9. N_1755 58 A177004 1755,75 glukopiranoza [-H20] (4TMS) C18H4406Si4 468,2215
10. N_1761 61 A178003 1762,26 A178003 C19H4606Si4 482,2371
11. N_1777 62 A179010 1781,65 A179010 b.d. b.d.
12. N_1797 63/65 A180002/ A181004 1789,22/1796,98 zw. podobny do pochodnej fruktozy C21H5206Si5 540,2610
13.  N_1964 78 A197003/A198006 1958,51/1959,24  zw. podobny do glukopiranozy (5 TMS) / glukopiranoza (5 TMS)  b.d./C21H5206Si5 b.d./540,2610
14. N_1967 79 A197007 1962,09 A197007 b.d. b.d.
15. N_1986 80 A199003 1980,30 A199003 C24H6007Si6
16. N_2011 81 A203003 2014,18 A203003 b.d. b.d.
17.  N_2095 86 A210010 2089,16 ester metylowy kwasu linolowego C19H3402 294,2559
18. N_2092 87 A211001 2098,30 A211001 b.d. b.d.
19. N_2161 89 A217007 2160,69 A217007 b.d. b.d.
20. N_2175 90 A218002 2173,41 glicerolo-fosfoglicerol (5 TMS) C21H5508PSi5 606,2481
21. N_2265 95 A228001 2265,18 A228001 b.d. b.d.
22. N_2300 96 A231002 2298,80 zw. podobny do glicerolo-aldo-piranozydu (6 TMS) b.d. b.d.
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23, N_2345 99 A236005 2360,28 A236005 b.d. b.d.
24.  N_2357 100 A237001 2361,83 A237001 b.d. b.d.
25. N_2400 101 A243003 2414,29 mio-inozytolo-2-fosforan (7 TMS) C27H6909PSi7 764,3064
26.  N_2455 102 A248001 2471,94 5-hydroksytryptamina (4 TMS) C22H44N20Si4 464,2531
27. N_2477 103 A250001 2484,98 A250001 b.d. b.d.
28. N_2519 104 A254002 2530,38 A254002 b.d. b.d.
29. N_2682 106 A270003 2691,64 A270003 b.d. b.d.
30. N_2795 108 A281001 2798,55 A281001 b.d. b.d.
31.  N_2949 109 A296003 2951,33 A296003 b.d. b.d.
32, N_2968 110 A299002 2966,29 galaktinol (9 TMS) C39H94011Si9 990,4719
33. N_2987 111 A300001 2987,50 A300001 b.d. b.d.
34. N_3094 112 A311002 3098,96 A311002 b.d. b.d.
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Ryc. S.1. Przykladowe chromatogramy catkowitego strumienia jonow zarejestrowane dla
probek ekstraktow lisci jeczmienia roslin kontrolnych i poddanych stresowi niedoboru wody
linii MCam 101. Najwyzszy pik na obu chromatogramach pochodzi od sacharozy.
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Tab. S.2. Zestawienie nieistotnych i istotnych zmian zawartosci metabolitow wystepujacych
w odmianach Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus na podstawie tab. 4.3 i tab. 4.4,

Liczba Liczba metabolitow Li(.:zba metal?olit(')w wykazujacych
Organ metabolitow nie wykazujacych istotne zmiany ze wzgledu na:
istotnych zmian Odmiane (O) Susze¢ (S) Interakcje (OxS)
Lis¢ 101 16 75 61 29
Korzen 100 36 44 30 15

Tab. S.3. Zestawienie metabolitow ze wzgledu na charakterystyke odpowiedzi w warunkach
niedoboru wody dla odmian Cam/B1/Cl, Maresi, Sebastian i Stratus na podstawie tab. 4.3 i
tab. 4.4.

Liczba metabolitow wykazujacych pod

. Liczba
Organ Odmiana wplywem suszy: metabolitéw
Spadek (-1) Brak zmian (0) Wzrost (1)

Cam/B1/ClI 19 72 10
. Maresi 19 55 27

Lise Sebastian 12 52 37 101
Stratus 19 53 29
Cam/B1/ClI 2 61 37
. Maresi 6 89 5

Korzen s opastian 14 77 9 100
Stratus 1 88 11

163



SUPLEMENT

Tab. S.4. Zestawienie liczby wzorow kierunkéw odpowiedzi metabolitéw lisci i korzeni pod
wplywem niedoboru wody dla odmian Cam/B1/CI, Maresi, Sebastian i Stratus na podstawie
tab. 4.3 i tab. 4.4 (-1 spadek, 0 brak zmian, 1 wzrost).

Lisé Korzen

Cam/B1/ClI Maresi Sebastian Stratus Ir‘(;acigeil Cam/B1/Cl Maresi Sebastian Stratus Ir_elglili,)j?
-1 -1 -1 -1 4 -1 0 -1 0 1
-1 -1 -1 0 1 -1 0 0 0 1
-1 -1 0 -1 6 0 -1 -1 0 1
-1 -1 0 0 2 0 -1 0 0 1
-1 0 -1 0 1 0 0 -1 -1 1
-1 0 0 -1 2 0 0 -1 0 8
-1 0 0 0 2 0 0 -1 1 1
-1 0 0 1 1 0 0 0 0 46
0 -1 -1 -1 3 0 1 -1 0 1
0 -1 0 -1 2 0 1 0 0 2
0 -1 0 0 1 1 -1 0 0 3
0 0 -1 -1 2 1 -1 1 0 1
0 0 -1 0 1 1 0 -1 1 1
0 0 0 0 31 1 0 0 0 17
0 0 0 1 1 1 0 0 1 5
0 0 1 0 7 1 0 1 0 4
0 0 1 1 6 1 0 1 1 4
0 1 0 1 2 1 1 0 0 2
0 1 1 0 4
0 1 1 1 12
1 0 1 0 1
1 1 0 0 1
1 1 0 1 1
1 1 1 0 1
1 1 1 1 6

Tab. S.5. Zestawienie nieistotnych i istotnych zmian zawarto$ci metabolitow w lisciach i
korzeniach linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI.

Liczba metabolitow

Liczba metabolitow wykazujacych

Liczba . . . .
Organ metabolitow nie wykazuj qc_ych istotne zmiany ze wzgledu na:
istotnych zmian Lini¢ (O)  Susze (S) Interakcje (LXS)
Lis¢ 101 0 101 81 80
Korzen 100 26 74 60 20
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Ryc. S.2. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujagca wartosci $rednie poziomu
akumulacji metabolitow w liSciach siewek linii populacji mapujgcej Maresi x Cam/B1/ClI
w warunkach kontrolnych. W kolumnie po prawej linie jeczmienia ponumerowane od 1 do
130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Skala koloréw zalezna od
warto$ci: od kremowego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych B |
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Ryc. S.3. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujagca wartosci $rednie poziomu
akumulacji metabolitow w liSciach siewek linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI
w warunkach niedoboru wody. W kolumnie po prawej linie jeczmienia ponumerowane od
1do 130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Skala kolorow
zalezna od wartos$ci: od kremowego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych
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Ryc. S.4. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujagca wartosci $rednie poziomu
akumulacji metabolitéw w korzeniach siewek linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI
w warunkach kontrolnych. W kolumnie po prawej linie jeczmienia ponumerowane od 1 do
130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Skala kolorow zalezna od
warto$ci: od kremowego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych - A
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Ryc. S.5. Mapa cieplna wraz z dendrogramami obrazujagca wartosci $rednie poziomu
akumulacji metabolitéw w korzeniach siewek linii populacji mapujacej Maresi x Cam/B1/CI
w warunkach niedoboru wody. W kolumnie po prawej linie jeczmienia ponumerowane od
1do 130. W dolnym wierszu numeracja metabolitow zgodna z tab. 4.2. Skala kolorow
zalezna od warto$ci: od kremowego dla najnizszych do czerwonego dla najwyzszych
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Ryc. S.6. Widmo EI insektycydu obecnego na powierzchni lisci jeczmienia — chloropiryfosu.
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Ryc. S.7. Zmiany zawarto$ci zwigzkéw obecnych na powierzchni lisci (K — kontrola, S — susza).
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Ryc. S.8. Jeczmien zwyczajny (Hordeum vulgare L.) a) Cam/B1/CI b) Maresi c) populacja
mapujaca Maresi x Cam/B1/CI (czerwony — rosliny poddane stresowi niedoboru wody,
niebieski — warunki kontrolne) (fot. Pawet Rodziewicz).
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Ryc. S.9. Przyktadowe chromatogramy catkowitego strumienia jondéw zarejestrowane dla
probek ekstraktow woskoéw z powierzchni liSci jgczmienia roslin kontrolnych i poddanych

stresowi niedoboru wody odmiany Maresi. Najwyzszy pik na obu chromatogramach pochodzi

od heksakozanolu.
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