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Tomasz Pawtowski
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Seed proteomics
Summary

Proteome analysis is becoming a powerful tool in the functional character-
ization of seeds. About 150 original articles focusing on seed proteomics have
been published. These papers concern the proteome of at least 21 plant spe-
cies, but have concentrated mainly on Arabidopsis thaliana and Oryza sativa. The
scientific objectives have ranged from proteomic analysis of whole, separate
parts of the seeds, seed development, maturation, dormancy, dormancy break-
ing, germination, response to various stresses, to characterization of individual
proteins. The dominant analytical platform has been 2-dimensional electropho-
resis coupled to mass spectrometry, but new techniques such as difference gel
electrophoresis and isotope coded affinity tags have begun to make an impact.

Key words:
seed proteome, seed development, germination, mass spectrometry,
two-dimensional gel electrophoresis.

1. Wprowadzenie

w wyszukiwarce “ISI Web of Knowledge” od 1997 do maja
2008 r. wygenerowano 147 publikacji w odpowiedzi na stowa
kluczowe “proteom* and seed”. W wiekszosci badah koncentru-
je sie na modelowej roS$linie dwulisciennej jaka jest rzodkiewnik
(Arabidopsis tholiana) oraz modelowej roslinie jednolisciennej ja-
ka jest ryz (Oryza sativa). Kompletnie zsekwencjonowane geno-
my tych gatunkéw sg dostepne w publicznych bazach danych, co
utatwia identyfikacje biatek na podstawie wynikdéw analiz iden-
tyfikacji biatek metodami spektrometrii mas (MS, ang. mass spec-
trometry). Innymi gatunkami bedacymi przedmiotem badan sa;
jeczmien, pszenica oraz soja. Sposréd ogolnej liczby 500. prac
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dotyczacych proteomiki roslin, 14 to prace przegladowe (np. 1-3), w tym 3 poswie-
cone tylko nasionom: pszenicy (4) oraz ryzu (5,6).

Proteomika znajduje zastosowanie w wielu aspektach badan na roslinach, m.in.
w badaniach biologii nasion. Proteomika nie skupia sie juz wylacznie na opisie
biatek, ale na powigzaniu ich funkcji z badanym procesem, co stwarza szerokie per-
spektywy w dalszym jej wykorzystaniu.

Brak kompletnie zsekwencjonawanych genomoéw roslin, bedacych obiektem za-
interesowan badaczy, utrudnia identyfikacje wyizolowanych biatek. Dla wielu gatun-
kéw brak jest danych o sekwencji DNA lub etykiet ekspresyjnych (EST, ang. expressed
sequence tags), co skutkuje niemozliwoscig identyfikacji bialek oraz niskim pozio-
mem ufnosci. Powoli rosnie jednak liczba baz danych sekwencji genomowych, przy-
kladem jest opublikowana ostatnio baza genomu Populus trichocarpa, co otwiera
nowe mozliwosci zastosowania metod proteomicznych do badan drzew. Réwnoczes-
nie wzrasta liczba prac zamieszczajgcych wyniki analiz catych proteomow roslin lub
poszczegolnych ich organéw: lisci, todyg, nasion itd., np. Arabidopsis (7).

Analiza zmian zachodzgcych w proteomie znajduje zastosowanie w badaniach
r6znorodnych proceséw fizjologicznych i biochemicznych nasion. Opublikowane
dotychczas prace wykonywane byly na poziomie calego proteomu nasiona, subpro-
teoméw poszczegodlnych czesci nasiona (tab. i rys.): zarodka, korzonka, liscieni,
bielma, okryw oraz warstwy aleuronowej, substancji zapasowych, biatek jadrowych
czy btonowych. Na podstawie analizy zmian w proteomie roslinnym mozna badaé
bior6znorodnos¢ genetyczng, okreslaé wptyw réznych czynnikéw stresowych na
biologie nasion, czy tez badaé¢ r6zne mechanizmy fizjologiczne, np. dziatanie hor-
monow. Innym waznym aspektem prac sg badania nad poprawa cech jakosciowych
nasion, i - co za tym idzie - cech jakosciowych zywno$ci, tworzeniem nowych

okrywy

bielmo warstwa aleuronowa

liscien

korzonek

liscienie
koleoryza

merystem wierzchotkowy plumula

koleoptyl

Rys. Schemat budowy nasion roslin: A - dwuliSciennych {Arabidopsis tbaliana), B - jednoliscien-
nych (zboza).
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odmian, czy tez alergenami zawartymi w nasionach. Zastosowanie technik prote-
omicznych moze stuzy¢ do oceny jakosci i bezpieczenstwa zywnosci i pasz otrzyma-
nych z nasion roslin zmodyfikowanych genetycznie (8,9). Ostatecznie, techniki sto-
sowane do badania proteomoéw traktowane jako technologia, znajdujg zastosowa-
nie w praktyce, narodzit sie w zwigzku z tym nowy termin ,proteomika procesow

przemystowych”.

Tabela

Przedmiot badan, badane procesy biologiczne oraz zastosowanie praktyczne w publikacjach o proteomice nasion

Roslina (19)

Modelowa

Arabidopsis thaliana (10)
lucerna (Medkapo truncatula)
(©)

Zboza

ryz {Oryza saliva) (13)
kukurydza {Zea mays) (2)
pszenica (Triticum aestimm)
®)

jeczmien (Hordeum vulgare)
(12)

Drzewa

Pruuus campenulata (1)
kauczukowiec (Hevea
brasiliensis (1)

buk {Fagas sylvatica) (1)
Pozostate

soja {Glycine max) (8)
tubin {Lupinus albus) (2)
orzech brazylijski {JierthoUetia
excelsa) (1)

orzech ziemny {Arachis
hypogea) (1)

stonecznik {Helianthus
annuus) (3)

rzepak {Brassica napas) (2)
gorczyca {Brassica kaber) (1)
rgcznik {Ricinas commanis)
&

pomidor {Lycopersicon
esculentum) (1)

Capsicam sp. (1)

Cleome g)>nandra (1)
Cyclamen persicam (1)

106

Proteomy

Genotypy (12)
/mutanty (3)/GMO (3)

Organy/tkanki/komorki
nasiono (18)

zarodek (9)

korzonek (4)

liscienie (2)

bielmo (13)

okrywy (4)

warstwa aleuronowa (5)

Substancje zapasowe (1)
skrobia (1)

albumina (1)

biatka zapasowe (8)
a-amylaza (1)

tluszcze (4)

Specyflczne biatka
biatka btonowe (1)
biatka jadrowe (1)

siateczka endoplazmatyana (2)

Procesy biologiczne

Rozwdj i kietkowanie
rozwéj (11)

dojrzewanie (2)
ustepowanie spoczynku (3)

kietkowanie (25)

Odpowiedz hormonalna
ABA (3)
gibereliny (2)

Stres
promieniowanie (1)
susza (2)

stres solny (2)
temperatura (3)
stres osmotyczny (1)
kadm (1)

miedz (1)

siarka (1)
dwuchromian potasu (1)
utlenianie (4)

azot (1)

Aspekt praktyczny

jakos¢ stodowania (7)
alergeny (4)

jakos¢ zywnosci (10)
rozmnazanie wegetatywne (1)
nowe odmiany (2)
produkcja kauczuku (1)

jakos¢ nasion (1)
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1.1. Metodologia

Do ekstrakcji biatek najpowszechniej sg uzywane dwie metody: strgcanie w mie-
szaninie kwasu trichlorooctowego z acetonem oraz ekstrakcja fenolem. Chinnasamy
i Rampitsch (10) stwierdzili, ze najbardziej odpowiednim buforem do ekstrakc;ji
biatek pszenicy, do elektroforezy dwuwymiarowej w zakresie pH 4-7, jest roztwor
zawierajacy chaotropy: mocznik i tiomocznik oraz detergenty: CHAPS i SB3-10.
Z kolei bufor zawierajgcy mocznik, tiomocznik, CHAPS i DeStreak reagent (GE Heal-
thcare) byt najbardziej odpowiedni do rozpuszczania bialek zasadowych w zakresie
pH 6-11. Natomiast Natarajan i wsp. (11) podali, ze najlepszg metodg ekstrakcji
biatek nasion soi do elektroforezy dwuwymiarowej oraz identyfikacji z uzyciem
MALDI-TOF-MS jest strgcanie w mieszaninie kwas tréjchlorooctowy/aceton i eks-
trakcja biatek w buforze z mocznikiem i tiomocznikiem.

Do rozdziatu biatlek mozna wykorzysta¢ elektroforeze dwuwymiarowa (2D) na
zelu poliakrylamidowym. W pierwszym kierunku wykorzystuje sie ogniskowanie
izoelektryczne (IEF) w gradiencie pH (amfolity), z kolei w drugim - biatka rozdzie-
lane sg w zaleznosci od ich mas czgsteczkowych, po natozeniu prébek z dodatkiem
dodecylosiarczanu sodu -SDS, elektroforeza (SDS-PAGE). W drugim podejsciu wyko-
rzystuje sie techniki 2D chromatografii cieczowej na kolumnach z wymieniaczem jo-
nowym (kationit) i nastepnie z faza odwrécong (RT CI8). W tym przypadku przed
natozeniem na kolumne mieszanine biatek poddaje sie trawieniu proteazami (tryp-
syng). Do identyfikacji biatek, oprocz klasycznej metody degradacji Edmana, po-
wszechnie wykorzystuje sie techniki spektrometrii mas. Najczesciej stosowane sa;
spektrometry z jonizacjg laserem wspomagang matryca wyposazone w analizator
mierzacy czas przelotu (MALDI TOF MS, ang. matrix-assisted laser desorption/ionization
time offlight) - oraz uklady do chromatografii cieczowej sprzezone z tandemowy-
mi analizatorami wyposazonymi w Zzrddta jonizacji poprzez elektrorozpraszanie
(LC-ESI/MS/MS, ang. Liquid Chromatography/Electrospray lonization/Tandem Mass Spec-
trometry).

Zastosowanie technik proteomicznych ‘drugiej generacji' takich jak zelowa
elektroforeza roéznicowa (DIGE, ang. Difference Gel Electrophoresis) itp. jest jeszcze
bardzo rzadkie. W jednej pracy zastosowano, metode znakowania biatek amino-
kwasami z wbudowanym izotopem (ICAT, ang. isotope coded affinity tag labeling)
(12). Metoda ta ma zastosowanie w proteomice roznicowej. W jednej z prob
okreslony aminokwas zostaje zastgpiony analogiem znakowanym “H, "AC lub "*N.
Nastepnie proby odniesienia i znakowana zostajg ze sobg potaczone, a ich prote-
omy wspoélnie poddane analizie spektrometrycznej. Zarejestrowane widma masowe
umozliwiajg okreslenie ewentualnych réznic ilosciowych pomiedzy analizowanymi
prébkami.
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2. Badane proteomy nasion

2.1. Badane subproteomy nasion: organy, tkanki, organelle

W wiekszosci badan cel doswiadczen stanowit proteom catego nasiona. Jesli
chodzi o czeéci nasiona zainteresowanie badaczy koncentrowato sie gtéwnie na za-
rodku, bielmie (endosperm) czy warstwie aleuronowej (13). Li i wsp. skoncentrowali
swoje badania na subproteomie jgdrowym bielma ryzu (14). Autorzy opracowali me-
tode izolacji biatek o bardzo niskiej zawartosci, nie zwigzanych z ziarnami skrobi.
Zidentyfikowano 468 biatek jadrowych korzystajgc z dwéch metod: MALDI-TOF/TOF
oraz LC/LC/ESIIMSIMS, byly to: czynniki transkrypcyjne, biatka modyfikujgce histony,
biatka kinetochorowe, biatka wigzace mikrotubule do centromeréw oraz biatka
transpozonowe. Wszystkie wyizolowane biatka sg zwigzane z regulacjg proceséw
rozwojowych nasion. Inna ciekawa praca dotyczyta badan biatek siateczki endopla-
zmatycznej, gtbwnego miejsca syntezy bialek zapasowych i lipidéw, w czasie roz-
woju i kietkowania nasion rgcznika (Ricinus communis) (15,16). Biatka wyizolowano
korzystajagc z metody 2-D DICE oraz identyfikowano korzystajagc z metod MAL-
DI-TOF i LC/ESIIMS/MS. Druga z wymienionych metod wykorzystano réwniez w ba-
daniach subproteomu btonowego warstwy aleuronowej nasion jeczmienia w czasie
kietkowania. Zidentyfikowano nowe izoformy H+-ATPazy oraz dwa biatka biorace
udziat w regulacji kanatéw jonowych (17).

2.2. Badane substancje zapasowe

Obiektem badan wielu prac proteomicznych byly substancje zapasowe zmagazy-
nowane w nasionach roslin uprawnych. W wiekszosci przypadkéw prace te miaty
charakter praktyczny. Badano przede wszystkim biatkowe substancje zapasowe:
gluteliny w ryzu (18), biatka zapasowe w nasionach dzikiej gorczycy (Brassica kaber)
i Cleome gynandra (19), konglutyny i globuliny w tubinie (20), albuminy w nasionach
orzecha brazylijskiego (21), ktore sg gtdbwnym materiatem zapasowym nasion wielu
roslin m.in. jeczmienia. Stosujac techniki proteomiczne w badaniach granul skrobi,
zidentyfikowano 74 biatka metodg MALDI-TOF MS i wykazano, ze za wytwarzanie
skrobi sg odpowiedzialne syntazy granul skrobi (GBSS, ang. granul bond starch syn-
thase) (22). Podczas badan proteomu nasion lucerny (Medicago trunctula) z wykorzy-
staniem metod elektroforezy 2-D oraz LC/ESI/IMS/MS stwierdzono, ze w trakcie kiet-
kowania nasion oraz wzrostu miodych siewek biatka zapasowe, typu legumin sg
stopniowo zuzywane jako zrédto substancji odzywczych (23).
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3. Genotypy, mutanty, GMO

Wiekszo$¢ przeprowadzonych analiz proteomicznych dotyczyta nasion posia-
dajacych duze znaczenie komercyjne. Celem tych prac byto zbadanie bioréznorod-
nosci roslin uzytkowych, badania nad mutantami oraz roslinami modyfikowanymi
genetycznie. Skylas i wsp. wykorzystali metody proteomiki w celu rozréznienia od-
mian uprawnych pszenicy {Triticum aestivum) (4). W swoich badaniach Islam i wsp. zi-
dentyfikowali metoda MALDI TOF MS dwie nowe podjednostki gluteniny jako mar-
kera réznorodnosci genetycznej pszenicy (24). Newton i wsp. (25) oraz Majoula
i wsp. (26,27) w swoich badaniach ujawnili r6znice pomiedzy zawartoscia puroindo-
lin (odpowiedzialnych za miekkos$¢ ziarna i jakoS¢ maki) a odmianami pszenicy. Pod-
czas analizy 16. genotypdéw soi metodami proteomicznymi wykazano genetyczny
polimorfizm w biatkach zapasowych typu glicynin (28). Metody proteomiki zastoso-
wano réwniez do badan réznorodnosci genetycznej rodzaju Capsicum (29). Finnie
i wsp. (30,31) obserwowali rézne izoformy 1-cys-peroksyredoksyny i a-amytazy
w réznych odmianach ziarniakéw jeczmienia w czasie kietkowania. W wymienio-
nych badaniach stosowano metody MALDI TOF MS. Korzystajgc z mozliwosci, jakie
daja techniki analityczne stosowane w badaniach proteomicznych, jak i tez analiza
QTL (ang. Quantitative Trait Loci - geny cech iloSciowych), AFLP (ang. Amplification
Fragment Lenght Polymorphism - polimorfizm dtugo$ci amplifikowanego fragmentu)
i SSR (ang. Simple Sequence Repeat - tzw. marker mikrosatelitarny), oszacowano
ré6znorodnos¢ genetyczng dziesieciu odmian pszenicy chlebowej (32).

Analiza proteomu, jak sie okazuje, jest skuteczng metodg detekcji zmian spowo-
dowanych w DNA modyfikacjami transgenicznymi. Islam i wsp. (18) badali zawartos¢
biatlek zapasowych typu glutelin, bedacych wskaznikiem jakosci nasion, w transge-
nicznych ziarnach ryzu, z wbudowanym genem albuminy stonecznika kodujacym
biatka bogate w siarke. Stwierdzili oni zmniejszong akumulacje tych bialek. Na pod-
stawie przeprowadzonych analiz udowodniono tez przemieszczanie sie siarki z al-
bumin do glutelin. Badano takze proteom transgenicznego jeczmienia (33). Autorzy
wykazali zmiany w ekspresji trzech biatek zwigzanych z obiegiem azotu podczas
dojrzewania nasion, co moze wplywac na szybkos¢ wzrostu siewek podczas dodat-
kowego nawozenia azotem. Stwierdzili takze, ze biatka moga ulega¢ modyfikacjom
posttranslacyjnym. Takie modyfikacje mogg potencjalnie zmienia¢ funkcje produk-
tow transgenicznych. Do identyfikacji biatek zastosowali metode MALDI TOF MS.

Badania proteomiczne wykorzystuje sie takze do analizy rodowodowej, np. hy-
bryd ryzu (34). Trisiroy i wsp. (35) wykorzystali techniki proteomiczne (MALDI
QffOF oraz analize sekwencji N-korica) do okreslenia r6znic pomiedzy aromatyczny-
mi i niearomatycznymi odmianami ryzu.

Wykorzystanie technik MS w badaniach proteomicznych jest skutecznym podej-
sciem w badaniu interakcji genéw w ekspresiji bialek, pozwala na okreslenie poliplo-
idalnosci, np. odmian pszenicy (36), wptywu delecji (10) czy dwutelocentrycznosci
chromosomu na ekspresje biatek (24).
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Proteomiczna analiza nasion stonecznika postuzyta do selekcji odmian odpo-
wiednich do uprawy pod wzgledem zawartosci olei. Na podstawie wynikéw wykaza-
no, ze zawarto$¢ olei jest zwigzana z metabolizmem weglowodorow i syntezg bia-
tek, metoda DIGE oraz LC MS/MS zidentyfikowano 61 biatek (37). Podobne badania
wykonano na odmianach rzepaku o r6znej zawartosci kwasu erukowego oraz gluko-
zynolanow (38). Najwieksze zmiany ilosciowe dotyczyly biatek obronnych oraz zwia-
zanych z metabolizmem weglowodoréw. Te biatka poddano identyfikacji metoda
MALDI TOF MS i LC/ESI/MS/MS.

4. Rozwdj i kietkowanie nasion

Rozwdj nasion roslin wyzszych obejmuje okres od formowania sie zarodka i biel-
ma, ktore dostarcza sktadnikéw pokarmowych dla rosnacego zarodka, az do w petni
dojrzatego nasiona, gotowego do kietkowania. Okres rozwoju nasion, w ktérym na-
stepuje wyksztatcenie sie w petni dojrzatego nasiona, charakteryzuje sie gromadze-
niem substancji zapasowych, utratg wody (podsuszanie) oraz dojrzewaniem fizjolo-
gicznym nasiona. Rozw0j ma decydujgcy wpltyw na jako$¢ nasion oraz przysziej
siewki i rosliny. Rozwoj nasion jest kontrolowany poprzez kompleksowe genetycz-
ne programy oraz sygnaly srodowiskowe. Z catego okresu rozwoju rosliny, rozwoj
nasion jest gtbwnym celem zainteresowan badaczy korzystajgcych z metod, jakie
oferuje proteomika (39). Badania proteomiczne sg obecnie wprowadzane do biolo-
gii nasion w celu identyfikacji biatek odgrywajgcych zasadniczg role w procesach
rozwojowych. Wiekszos¢ badan jest wykorzystywanych w celu wygenerowania refe-
rencyjnych obrazéw biatek na okreslonych etapach rozwojowych (40). Badania fizjo-
logiczne dotyczg tez wplywu egzogennych sygnaléw na poszczegodlne tkanki na-
sion.

Na podstawie badan proteomicznych ziarniakOéw jeczmienia, stwierdzono, ze
okres ich dojrzewania w przypadku réznych odmian rézni sie diugoscig trwania
(30). Metodami MALDI-TOF MS oraz ESI-Q-TOF MS/MS zidentyfikowanych zostato
250 biatek zwigzanych z rozwojem bielma w ziarnach pszenicy (endospermu, gdzie
gtdbwnie gromadzone sg substancje zapasowe tych nasion). Na podstawie klasyfika-
cji biatek pokazano, ze biorg w nim udziat biatka enzymatyczne 13. szlakow meta-
bolicznych (41). W przypadku nasion kukurydzy stwierdzono, ze zasadniczg role
peini ortofosforanowa dikinaza pirogronianu (PPDK) odpowiedzialna za robwnowage
skrobia-biatko poprzez ograniczanie syntezy ADP-glukozy oraz rownowage alanina
- synteza aromatycznych aminokwaséw (42). Badania te obejmowaty 632 biatka,
ktére zidentyfikowano metodg LC MS/MS.

W trakcie dojrzewania, ostatniego etapu rozwoju prowadzgcego do wyksztatce-
nia w peini dojrzalego nasiona, nastepuje podsuszanie (cecha nasion typu ,ortho-
dox”, moga by¢ one przechowywane przez dluzszy czas) i wchodzenie nasion
w stan metabolicznego spokoju, w ktorym pozostaja do chwili skietkowania. Do ba-
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dan biatek zwigzanych z rozwojem i kietkowaniem nasion wykorzystano modetowg
rosling, jaka jest/\rah/dops/s (43). Z nasion wyizolowano i zidentyfikowano 74 biatka,
metoda MALDI-TOF MS, sposréd ktérych: a- i |3-tubuliny, krucyferyna, karboksytaza
fosfoenolopirogronianowa (PEPC), akonitaza, katalaza 2, WD-40 oraz aktyna 7 zwig-
zane byly z uwadnianiem nasion, etapem potrzebnym do skietkowania nasion. Z sa-
mym procesem kietkowania zwigzane byly: myrosina (biatko odpornosciowe prze-
ciwko patogenom), Ado-Met syntetaza (odgrywajgca istotng role w biosyntezie ety-
lenu, spermidyny, sperminy i biotyny), biatka p6znej embriogenezy (LEA, ang. Late
Emryogenesis Abundant - zwigzane z tolerancjg na podsuszanie, 44) oraz szoku ter-
micznego (HSP, ang. Heat Shock Protein - biatka ochronne), biatko dojrzewania na-
sion (SMP, ang. Seed Maturation Protein - petnigce role magazynu biotyny) i chloro-
plastowy czynnik elongacyjny (ang. Elongation Eactor - EF-Tu).

W proteomicznych i transkryptomicznych badaniach nad rozwojem nasion
Medicago truncatula wskazano na udzial enzymow biosyntezy metioniny oraz enzy-
mow proteolitycznych w asymilacji substancji odzywczych w czasie dojrzewania na-
sion (45). W pracy tej postuzono sie metodg nano-LC/ESI/Q/TOF MS/MS. W bada-
niach prowadzonych nad rozwojem nasion Medicago truncatula (46) wykazano zmia-
ny w ekspresji biatek: zwigzanych z podziatami komoérek (a-tubulina i anneksyna),
zapasowych (teguminy, wicyliny i konwicyliny), metabolizmu wegla (syntaza sacha-
rozy, skrobi) i wydtuzania sie komérek (aktyna). Taka r6znorodnos¢ ekspresji biatek
markerowych moze by¢ pomocna w scharakteryzowaniu wigoru nasion.

Hajduch i wsp. (47) zidentyfikowali, metodg MALDI TOF MS, 422 biatka nasion
Soi w czasie rozwoju. Zaobserwowali spadek akumulacji biatek zwigzanych z meta-
bolizmem oraz wzrost akumulacji bialek zwigzanych z modyfikacjg i transportem
biatek oraz syntezg substancji zapasowych. Zbadano réwniez zmiany w proteomie
rzepaku (48). Zidentyfikowano 517 bialek (korzystajgc z metod MALDI TOF MS oraz
LC/ESIIMS/MS), co wskazuje, ze z rozwojem tych nasion zwigzane sg zmiany wielu
szlakébw metabolicznych, w szczegdlnosci metabolizmu cukrow.

Kietkowanie nasion nastepuje w warunkach odpowiedniego uwodnienia, dostepu
powietrza i okreslonej temperatury. Wznowienie przez zarodek nasiona procesu
wzrostu stanowi poczatek kietkowania, korzen zarodkowy przebija okrywy nasienne.

Gallardo i wsp. (49) zaobserwowali wpltyw giberelin (hormondéw stymulujacych
kietkowanie nasion) na biatka kietkujacych nasion Arabidopsis: a-tubuling, Ado-Met
syntetaze oraz P-glukozydaze. W badaniach tych pokazano, ze gibereliny nie biorg
udziatu w procesach zwigzanych z kietkowaniem przed pojawieniem sie korzonka.
Badajgc wpltyw a-amanityny (inhibitora transkrypcji) na poziomie proteomu Rajjou
i wsp. (50) stwierdzili, ze kietkowanie nasion Arabidopsis wymaga transkrypcji de novo.

W badaniach nad kietkowaniem nasion kauczukowca, wykazano powigzania
biatek beta-glukozydazy, enzymdéw syntezy skrobi, kwasnej lektyny oraz 20-oksyda-
zy gibereliny z tym procesem (51). Na podstawie proteomicznej analizy nasion ryzu
podczas kietkowania pokazano zmiany w 148. biatkach (52). Bialka te zidentyfiko-
wano metodg MALDI TOF MS. Zaobserwowano spadek akumulacji biatek zapaso-
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wych i LEA oraz wzrost a-amylazy i biatek glikolitycznych. Stwierdzono réwniez, ze
kietkowaniu nasion towarzyszg zmiany stanéw utlenienia i redukcji (redox) biatek.
W badaniach na nasionach Medicago truncatula stwierdzono, ze to thioredoksyna
bierze udziatl w przejsciu biatek z formy utlenionej u nasion suchych do formy zre-
dukowanej u nasion kietkujgcych (53). Do identyfikacji tych bialek zastosowano me-
tode LC/ESI/Q/TOF MS/MS.

Nasiona wielu gatunkéw roslin, szczegolnie klimatu umiarkowanego charaktery-
ZUjg sie spoczynkiem. Spoczynek jest mechanizmem adaptacyjnym, pozwalajgcym
nasionom przezy¢ niekorzystne warunki zewnetrzne i skietkowa¢ w momencie naj-
bardziej odpowiednim. Niektére nasiona w celu ustgpienia spoczynku i skietkowa-
nia musza by¢ poddane specjalnym metodom traktowania, np. musza przejs¢ okres
tzw. dojrzewania posprzetnego (przechowywania przez diugi czas) lub musza by¢
poddane stratyfikacji, tzn. po uwodnieniu umieszczone w niskich temperaturach
dodatnich (1-5°C), na okres od kilku tygodni do kilku miesiecy.

Na podstawie analizy zmian w proteomie nasion buka podczas stratyfikacji
w 3°C wykazano, ze z mechanizmem ustepowania spoczynku zwigzane sg biatka (zi-
dentyfikowano 74 metodg ESI MS/MS) odpowiedzialne za przebieg wielu procesow,
zaczynajac od inicjacji sygnatu hormonalnego, poprzez transdukcje sygnalu, tran-
skrypcje, synteze biatek, metabolizm energii, wykorzystanie materiatéw zapaso-
wych, konczac na inicjacji podziatow komaérkowych (54). Z ustepowaniem spoczyn-
ku zwigzane sg prawdopodobnie nastepujace bialka: biatko proteasomalne PRCI,
czynnik elongacyjny EF-Tu, kinaza nukleotydo-difosforanowa (NDPK, regulowana
pozytywnie przez egzogenng gibereting GA3, stymulujgca kietkowanie nasion), piro-
fosforylaza UDP-glukozowa, eukariotyczny czynnik inicjacyjny elF-5a2 i elongacyjny
EF-1(32, kalretikulina (biatka regulowane negatywnie przez kwas abscysynowy ABA).
Z ustepowaniem spoczynku nasion buka byta zwigzana ekspresja bialek z grupy LEA
(biatko Em, dehydryna) oraz HSP, regulowanych pozytywnie przez ABA (54). W bada-
niach proteomicznych nasion Prunus campaniilata pokazano zaleznos¢ akumulacji
dehydryny, prekursoréw prunin | i 2 z ustepowaniem spoczynku (55). Biatka te zi-
dentyfikowano metodg MALDI-TOF MS oraz LC/ESI/MS/MS. Na podstawie analizy
zmian proteomoéw wykazano, ze czynnikiem decydujgcym w ustepowaniu spoczyn-
ku nasion moze by¢ produkcja reaktywnych form tlenu oraz celowe zmiany w karbony-
lacji biatek, co stwierdzono na podstawie badan nasion stonecznika (56), Arabidopsis
(57) i ryzu (58).

5. Stres

Nasiona w trakcie rozwoju, spoczynku oraz kietkowania poddawane sg rézno-
rodnym czynnikom stresowym, zaréwno endogennym jak i egzogennym. Czynniki
egzogenne moga mie¢ charakter biotyczny oraz abiotyczny. Wykorzystanie metod
proteomicznych oferuje mozliwos¢ praktycznego zbadania wplywu na regulacje
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syntezy biatek m. in. nie prowadzacych do $mierci streséw abiotycznych, takich jak
susza, szok wysokiej i niskiej temperatury, stres osmotyczny czy solny (59).

Nasiona typu ,orthodox” na ostatnim etapie dojrzewania ulegajg odwodnieniu
(w przeciwieristwie do nasion typu ,recalcitrans” nieodpornych na odwodnienie),
w wyniku czego zawartos¢ wody spada nawet do 1%. Tolerancja na odwodnienie
Zwigzana jest m. in. z zawartoscig specyficznych biatek. W przypadku nasion pszeni-
cy takim bialkiem, jak sie okazato, jest tioredoksyna (Trx) zwigzana z obrong prze-
ciwko stresowi oksydacyjnemu towarzyszgcemu suszy (60).

Dzialanie stresu osmotycznego, wywotanego NaCl, spowodowato opéznienie
oraz spadek kietkowania nasion soczewicy. W przeprowadzonych analizach wykaza-
no, ze biatkami indukowanymi tym stresem byly: biatka LEA, HSP70, EFl, EF2, a-
i p-tubuliny. Autorzy sugerujg, ze zmniejszona ilos¢ HSP moze by¢ zwigzana z dzia-
faniem czynnikow srodowiskowych oraz, ze te biatka moga petni¢ role wskaznikow
dziatania stresu solnego (61).

Zmiany w ekspresji bialek nasion pszenicy wywotanych przenawozeniem azo-
tem zostaly opisane w pracy Bahrmana i wsp. (62). Zidentyfikowano 20 biatek, funk-
cje wiekszosci z nich byly zwigzane z metabolizmem wegla. Zmiany w akumulacji
tych bialek byly zalezne od odmiany uprawnej pszenicy.

W badaniach nad biatkiem bogatym w glicyne wigzacym RNA wykazano, ze od-
grywa ono wazna role w kietkowaniu nasion Arabidopsis oraz w tolerancji na prze-
marzanie, zasolenie i odwodnienie poprzez modulacje ekspresji roznych klas ge-
now (63,64).

Proteomika jest powszechnie wykorzystywanym podejsciem w badaniach wpty-
wu metali ciezkich na stan metabolicznej aktywnosci nasion, pomocnym w lepszym
zrozumieniu mechanizméw towarzyszacych obronie i tolerancji komorek. Analiza
proteomu daje mozliwos¢ identyfikacji nowych biatek - biomarkeréw, ktére mo-
glyby by¢ uzyteczne w biomonitorowaniu roslin. Identyfikacja czynnikéw zwigza-
nych ze strategig bioakumulacji/bioograniczania jest bardzo wazna azeby zrozu-
mie¢, ktoére produkty rolne zawierajg wysoki poziom stezen metali ciezkich i sg
przez to potencjalnie toksyczne dla ludzi. W badaniach nad wptywem chromu na na-
siona kukurydzy zaobserwowano indukcje biatek zwigzanych z tolerancjg na stres
oksydacyjny (dysmutazy ponadtlenkowej - SOD, peroksyredoksyny, glioksalazy) oraz
inne stresy (np. syntetazy S-adenozylo metioniny - SAM) (65). MiedZz w Kkietku-
jacych nasionach ryzu spowodowata zmiany w ekspresji 25 biatek (66). Sposrdod nich
byty biatka antyoksydacyjne i zwigzane ze stresem: glioksalaza, peroksyredoksyna
i reduktaza aldozy. Natomiast biatka regulatorowe: chaperony typu DnaK, proteaza
UIPI sg bezposrednio zwigzane z reakcjami obronnymi ro$liny. Natomiast zmniej-
szona akumulacja podstawowych metabolicznie enzyméw jak a-amylaza czy enola-
za, spowodowata zahamowanie kietkowania nasion. Wptyw kadmu na kietkujgce na-
siona ryzu byt zwigzany ze zwiekszong akumulacjg biatek biorgcych udziat w obro-
nie, detoksyfikacji, biosyntezie biatka i procesach kietkowania (67). W wymienio-
nych pracach biatka zidentyfikowano metodg MALDI-TOF MS.
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Czynnik stresogenny moze mie¢ nie tylko negatywny wptyw na zycie rosliny, ale
moze by¢ wykorzystany w celach praktycznych, np. hodowlanych. W celu otrzyma-
nia nowych odmian ros$lin uprawnych wykorzystuje sie m. in. réznorodne Zzrddta
promieniowania, jednym z nowo stosowanych Zrédet promieniowania mutagenne-
go sg ciezkie jony promieniotwoércze. W celu sprawdzenia wpltywu mutagennych
wiasciwosci jonu promieniotwdrczego N+ oraz zbadania mechanizmu mutacji do-
konano analizy i identyfikacji metodg MALDI-TOF MS biatek nasion stonecznika
z wszczepionymi jonami N+. Okazato sie, ze dwa bialka: czynnik transkrypcyjny
HAMS59 oraz biatko zamka leucynowego HAHB-4 zwigzane sg ze zjawiskiem mutage-
nezy (68).

6. Aspekt praktyczny

Techniki, ktore sg wykorzystywane do badan proteomicznych sg takze pomocne
w dziedzinach majgcych znaczenie praktyczne. W wielu publikowanych pracach do-
tyczacych proteomow nasion opisane sg badania dotyczgce analiz bialek zwigza-
nych z jakoscig nasion, zywnosci, jakoscig stodu wykorzystywanego w browarnic-
twie. Badania koncentrujg sie tez na alergenach zawartych w zywnosci, co stanowi
cze$é prac podnoszacych bezpieczenstwo zdrowotne konsumentow.

Stodowanie nasion tzn. kietkowanie nasion jeczmienia w kontrolowanych wa-
runkach, jest waznym procesem w browarnictwie, jakos¢ stodu zalezy od odmiany
uprawnej jeczmienia, ale takze od warunkéw stodowania (69). Uzywajac metod pro-
teomicznych poréwnano 4 odmiany jeczmienia oraz poziom stodowania. Zidentyfi-
kowano metodami MALDI TOF MS oraz nano-ESI/Q/TOF MS/MS 42 biatka z nasion
w pehi dojrzatych. Inhibitor a-amylazy/ trypsyny oraz a-amylaza izoenzym 2 byly
biatkami réznicujgcymi poszczegélne odmiany, co wskazuje na ich role w procesie
dojrzewania nasion i stodowania (70). Badano réwniez biatka zwigzane z rozwojem
i kietkowaniem nasion jeczmienia, ktére mogg wptywac na jakos¢ stodu (71). Ziden-
tyfikowano biatko regulowane przez chtéd Corl4b, ktére byto zwigzane z odporno-
Scig nasion na podsuszanie. Stwierdzono réwniez spadek zawartosci wraz z kietko-
waniem inhibitoréw a-amylaz, ktére odpowiadajg za hamowanie rozkladu substan-
cji zapasowych. Dwie izoformy thioredoksyny h (reduktaza dwusiarczkowa biatek),
FIvTrxhl i 2, prawdopodobnie biorg udziat w regulacji biatek waznych dla kietkowa-
nia nasion. Badano takze biatka specyficzne dla poszczegoélnych czesci nasiona: za-
rodka, endospermu oraz warstwy aleuronowej. Porébwnywano rowniez cate prote-
omy nalezace do réznych odmian uprawnych. Stwierdzono zmiany w akumulacji
serpiny Z4, a- i (3-amylazy oraz inhibitoréw a-amylazy. Serpiny sg inhibitorami pro-
teaz seryny. Rola ich jest prawdopodobnie zwigzana z ochrong substancji zapaso-
wych przed proteolizg, zaréwno przez czynniki wewnetrzne, jak i zewnetrzne (33).
Zidentyfikowano réwniez biatka (metodg nano-LC/Q7TOF MS/MS), ktére maja istotny
wptyw na jako$¢ nasion jeczmienia, stodu i w korcowym efekcie piwa. Modyfikacje
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biatek przenoszacych lipidy (LTP, ang. lipid transport protein): acylacja oraz glikozyla-
Cja pojawiajace sie w trakcje stodowania, moga by¢ czynnikami zmieniajacymi ja-
kos¢ piwa (72).

W celu zbadania jakosci ziarna pszenicy, uzywanej w piekarnictwie, wykorzysta-
no metody, jakie oferuje proteomika (73). Zidentyfikowano biatka (metodg MALDI
TOF MS) typu puroindolin (biatka amfifilowe, rozpuszczalne w detergencie Triton
X-114), ktére prawdopodobnie sg odpowiedzialne za cechy jakoSciowe pszenicy,
szczegolnie twardo$¢ ziarna i w konsekwencji jako$¢ maki.

Podejscie proteomiczne zastosowano tez w badaniach nad somatyczng embrio-
genezg Cyclamen persicum (74), w celu jak najefektywniejszego wykorzystania tej me-
tody w wegetatywnym rozmnazaniu roslin ozdobnych. Zidentyfikowano metoda
nano-LC/Q/TOF MS/MS biatka zwigzane z glikolizg i zapasowe, ktdre mogg postuzy¢
jako markery jakosci otrzymanych somatycznych zarodkéw.

Do badan cech jakosciowych biatek zapasowych nasion soi wykorzystano podej-
Scie proteomiczne. Analiza proteomu, jak sie wydaje, jest bardzo efektywnym na-
rzedziem wspomagajacym prace hodowcow roslin w ich selekcji najlepszych jakos-
ciowo odmian soi (75). Zidentyfikowano 41 biatek zapasowych, metodg LC-ESI-Q-TOF
MS/MS, ktére mogg postuzy¢ jako wskazniki jakosci ré6znych odmian soi.

Kolejnym aspektem, w ktérym korzysta sie z metod, jakie oferuje proteomika sg
badania alergenéw w zywnosci. Proteomika moze by¢ traktowana jako wazne podej-
scie w funkcjonalnej charakteryzaciji roslin i ocenie bezpieczenstwa zywnosci. Anali-
za porOéwnawcza bialek zawartych w nasionach réznych genotypéw jest niezwykle
istotna dla identyfikacji i eliminacji potencjalnych alergenéw. W nasionach soi wy-
kryto i zidentyfikowano metodg MALDI TOF MS i LC/MS/MS podjednostki a- i p-kon-
glicynin, ktérych poziom wystepowania byt zalezny od pochodzenia od odmian dzi-
kich, rodowych czy nowoczesnych (76). Na podstawie identyfikacji kolejnych biatek
pokazano, ze za reakcje alergiczne odpowiedzialne sg biatka: typu LEA oraz inhibi-
tor proteazy cysteiny (77). Genetyczna modyfikacja soi nie wptyneta na wzrost aku-
mulacji tych biatek.

7. Podsumowanie

Proteomika stata sie popularnym kierunkiem badan w funkcjonalnej charaktery-
styce nasion. Sposrod prac proteomicznych dotyczacych roslin, okoto 150 dotyczy
waznego etapu ich rozwoju, zapewniajgcego reprodukcje pitciowa, jakim jest nasio-
no. Obserwuje sie w ostatnich latach zwiekszenie liczby publikacji na temat réznych
aspektéw biologii nasion. Prace te dotycza proteomdw co najmniej 21 gatunkéw ros-
lin, w wiekszosci skoncentrowane sg one na roslinach modelowych: rzodkiewniku
(Arabidopsis thaliana) i ryzu {Oryza sativa). Zakres badan obejmuje analize czesci na-
sion, rozw@j nasion, dojrzewanie, przygotowanie do kietkowania i samokietkowa-
nie, odpowiedzi na r6znorodne czynniki stresowe oraz charakteryzacje poszczegol-
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nych biatek, np. alergenéw czy markeréw genetycznych. Dominujaca platforma ana-
litycznag pozostaje ciagle elektroforeza dwuwymiarowa w potaczeniu ze spektrome-
trig mas, ale coraz wiekszym zainteresowaniem zaczynaja sie cieszy¢ techniki ,dru-
giej generacji”, takie jak zelowa elektroforeza réznicowa (DICE), czy metoda znako-
wania biatlek aminokwasami z wbudowanym izotopem (ICAT), ktére czynig badania
bardziej precyzyjnymi. Interesujgcym kierunkiem dalszego rozwoju proteomiki na-
sion powinno by¢, jak sie wydaje, wykorzystanie najnowszych metod identyfikacji
biatek na podstawie spektrometrii mas. Wprowadzenie réwnoczesnie nowych tech-
nik, np. immunodetekcji pozwolitoby scharakteryzowac lepiej poszczegodlne biatka.
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