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IZVLECEK

Su$ni stres predstavlja resno groznjo pri pridelovanju
kmetijskih rastlin, saj povzroca slabso rast in razvoj rastlin ter
posledi¢no vpliva na koli¢ino in kakovost pridelka. Odziv
rastlin na stres se kaze v spremembah metabolizma celice, ki
med drugim vkljuCuje spremenjeno izrazanje proteinov.
Ucinkovito analizo proteinov, udelezenih pri odgovoru rastlin
na stresne razmere, omogoca proteomika. Raziskave izrazanja
proteinov pri metuljnicah pri odzivu na suso igrajo veliko
vlogo, saj so metuljnice zelo pomembne v prehrani ljudi in
zivali ter tudi pogosto izpostavljene susi. Rezultati
proteomskih raziskav pri izbranih metuljnicah omogocajo
boljsSe razumevanje molekularnih mehanizmov odgovora
rastlin na suSni stres, prispevajo k razvoju markerjev,
povezanih z odgovorom rastlin na suso ter so uporabni pri
vzgoji novih, na su$o tolerantnih sort metuljnic.

Kljuéne besede: metuljnice, stres, susa, proteomika, proteini

ABSTRACT

PROTEOMIC STUDIES OF DROUGHT STRESS
RESPONSE IN FABACEAE

Drought stress is a serious threat to crop production that
influences plant growth and development and subsequently
causes reduced quantity and quality of the yield. Plant stress
induces changes in cell metabolism, which includes
differential expression of proteins. Proteomics offer a
powerful approach to analyse proteins involved in drought
stress response of plants. Analyses of changes in protein
abundance of legumes under drought stress are very important,
as legumes play an important role in human and animal diet
and are often exposed to drought. The presented results of
proteomic studies of selected legumes enable better
understanding of molecular mechanisms of drought stress
response. The study of drought stress response of plants with
proteomic approach may contribute to the development of
potential drought-response markers and to the development of
drought-tolerant cultivars of different legume crop species.

Key words: legumes, drought stress, proteomics, proteins

1UVOD

Rastline so pogosto izpostavljene mneugodnim
vplivom iz okolja, ki vplivajo na njihovo rast,
razvoj in pridelek. Poleg biotskega stresa, ki ga
povzro¢ajo bolezni in Skodljivci, k zmanjSanju
koli¢ine in kakovosti pridelka kmetijskih rastlin v
veliki meri prispeva tudi abiotski stres. Med
vrstami abiotskega stresa je najbolj razsirjen susni
stres, ki se pojavlja v povezavi z manj$o koli¢ino
padavin, njihovo neenakomerno razporeditvijo in
pogosto tudi s poviSanimi temperaturami. SuSni
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stres vpliva na pridelovanje kmetijsko pomembnih
rastlinskih vrst, tudi na metuljnice.

Metuljnice po koli¢ini pridelka zavzemajo tretjo
mesto svetovne pridelave kmetijskih rastlin
(Popelka in sod., 2004). Vrste med njimi, kot so
vrtni grah (Pisum sativum L.), bob (Vicia faba L.),
fizol (Phaseolus vulgaris L.), soja (Glycine max
(L.) Merr.), leCa (Lens culinaris Medik.), €i¢erika
(Cicer arietinum L.) in arasidi (Arachis hypogaea
L.) zavzemajo pomembno mesto v prehrani ljudi
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po svetu, predvsem zaradi svoje visoke hranilne
vrednosti, vsebnosti proteinov, dietnih vlaken in
mineralov. Pomembne so tudi krmne metuljnice,
kot sta soja in lucerna (Medicago sativa L.), ki
predstavljajo bogat vir proteinov pri krmi Zzivali.
Soja pa je pomembna tudi za pridobivanje olja. V
Sloveniji se najve¢ pridelujeta fizol in grah, v
manjs$i meri Se soja, bob, leca in CiCerika (Kocjan
Acko in sod., 2005). Po obsegu pridelovanja pa je
fizol dale¢ najpomembnejSa metuljnica v Sloveniji
(Popis vrtnarstva, 2000).

Metuljnice so zelo pomembne tudi zaradi
sposobnosti vezave dusika iz ozra¢ja s pomocjo
simbiotskih bakterij na koreninah (Muneer in sod.,
2012). Po njihovem spravilu ostanejo v tleh
rastlinski ostanki, ki so bogat vir duSika za
posevke, ki jim sledijo. NajpomembnejSe so
simbiotske bakterije iz rodu Rhizobium in njemu
sorodnih rodov, ki Zivijo v simbiozi z rastlinami in
na njihovih koreninah tvorijo posebne gomoljcke -
nodule, kjer poteka transformacija atmosferskega
dusika v organsko obliko. UCcinkovitost vezave
dusika iz ozracja in sposobnost uporabe organske
oblike dusika pri rastlini je v veliki meri odvisna
od abiotskih dejavnikov, med katerimi je tudi susni
stres.

Kombinacija suSnega stresa in visokih temperatur
povzroca 18-28 % izgube pridelka zrnatih
metuljnic (CGIAR Research program on grain
legume, 2012). Po mnenju klimatologov bodo
spremembe podnebja, ki jih bodo spremljale
manjSe koli¢ine padavin in poviSane temperature, v
prihodnje Se bolj izrazite kot v zadnjih desetletjih
(Kajfez-Bogataj, 2005). Z razvojem tolerantnih
sort lahko prispevamo k prilagoditvi kmetijskih
rastlin na podnebne spremembe, zato je toleranca
na suSo postala cilj Stevilnih Zlahtniteljskih
programov kmetijsko pomembnih rastlinskih vrst,
med njimi tudi metuljnic (Miklas in sod., 2006). Za
izbor in vzgojo sort, tolerantnih na suSo, je
potrebno poznati fizioloske, morfoloske in

biokemijske lastnosti, ki  dolofene  sorte
opredeljujejo kot tolerantne (Bray, 1993).
Toleranca na suSo je genetsko kompleksna
lastnost, zato je za razvoj tolerantnih sort potrebno
dobro poznavanje mehanizmov tolerance in odziva
na susni stres.

Pri odzivu rastlin na suSne razmere se sprozijo
celicno in tkivno specificni fizioloski in
molekularni mehanizmi, ki vkljucujejo izrazanje
specificnih genov in spremembe v vsebnosti
dolocCenih proteinov, ki igrajo pomembno vlogo
med stresom (Ramachandra Reddy in sod., 2004).
Razvoj novih metod je v zadnjem desetletju
omogocil velik napredek pri identifikaciji genov in
proteinov vklju¢enih v odgovor na stres. Med t.i.
metode »omike« uvrS¢amo poleg genomike,
transkriptomike, metabolomike tudi proteomiko.
Te metode omogocCajo analizo kompleksnih
celicnih procesov, medsebojnih vplivov med
bioloskimi  komponentami in  razumevanje
kompleksnih ~ procesov. Pristopi »omik«
omogocajo sistemsko analizo in povezavo med
spremembami v genomu, transkriptomu, proteomu,
metabolomu z odzivi rastlin na suSni stres in
omogocajo pridobitev podatkov/informacij, ki so
pomembni za pridobivanje in razvoj sort
tolerantnih na stres (Gupta in sod., 2013).

Proteomika obravnava celokupni nabor proteinov v
celici, delu celice, tkivu ali organizmu, obsega pa
metode, ki omogocajo dolocitev in identifikacijo
velikega Stevila proteinov, prisotnih v doloCenih
razmerah in v dolo¢enem casu. Doloceno Stevilo
kodirajo¢ih genov lahko doloc¢a veliko vecje
Stevilo proteinov, predvsem zaradi razlicnih
posttranslacijskih sprememb. Proteom tako prikaze
realno sliko aktivnosti v celici, saj so prav proteini
nosilci funkcij v celici. V prispevku je podan
pregled proteomskih raziskav odziva na suso pri
izbranih metuljnicah ter splosni vpogled v
strategije preuCevanja odziva na susni stres pri
rastlinah s tehnikami proteomike.

2 PROTEOMIKA IN SUSNI STRES PRI METULJNICAH

Kljub hitremu napredku tehnik in metod s podrocja
proteomike, so do sedaj identificirali samo majhen
delez celicnega proteoma. To je uspelo samo pri
najbolj preucevanih organizmih, kot so clovek,
vinska musica (Drosophila melanogaster Meigen),
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navadni repnjakovec (Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.) in riz (Oryza sativa L.) (Jorrin-Novo in
sod., 2009). Vendar celo pri nastetih organizmih
ostaja  funkcija velikega Stevila proteinov
nepojasnjena. DoloCen protein ima lahko v
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razli¢nih tkivih in celo v isti celici povsem razli¢no
funkcijo. Funkcija proteinov je v doloeni meri
odvisna od lokalizacije proteinov znotraj celice in
od njihove dejanske aktivnosti. Znotraj celice so
proteini glede na njihove funkcije porazdeljeni
neenakomerno, saj je Stevilo proteinov, ki so
vklju€eni v uravnavanje celitne homeostaze ter v
presnovo in strukturo celice, mnogo vecje, kot
Stevilo  tistth, ki sodelujejo v  procesih
signaliziranja. Zato sta dolocCitev in kvantifikacija
proteinov, ki v celicah niso prisotni v velikem
Stevilu, mnogo tezji od dolocCitve proteinov, katerih
vsebnosti so ve¢je (Zhang in sod., 2009; Corthals
in Rose, 2007).

Objavljene so Stevilne raziskave suSnega stresa na
proteomski ravni pri razli¢nih rastlinskih vrstah,
kot so riz (Salekdeh in sod., 2002a in 2002b),
sladkorna pesa (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var.
altissima Do6ll.) (Hajheidari in sod., 2005), koruza
(Zea mays L.) (Vincent in sod., 2005), pSenica
(Triticum durum Desf.) (Caruso in sod., 2009) ter
druge. V nadaljevanju je predstavljen pregled
odziva na su$ni stres pri razlicnih metuljnicah na
podroc¢ju proteomike, kratek povzetek pa je podan
v preglednici 1.

2.1 Proteomske analize odziva na suSni stres
pri trnati meteljki

Med metuljnicami se je trnata meteljka (Medicago
truncatula Gaertn.) uveljavila kot modelni
organizem zlasti pri $tudijah simbiotskih interakcij
med rastlino in mikrobi, kot tudi na drugih
podrocjih rastlinske biologije (Lei in sod., 2007).
Obsezno proteomsko Studijo o analizi proteoma
trnate meteljke v normalnih rastnih razmerah so
opravili Watson in sod. (2003). Identificirali so
proteine, ki so jih izolirali iz listov, stebel, korenin,
semen, cvetov in celiénih suspenzij. Pri listih,
steblih in cvetovih je bilo najvecje Stevilo
proteinov povezanih z energijsko presnovo, pri
suspenziji celic z energijsko presnovo in
skladiscenjem, pri koreninah z obrambnimi procesi
ter pri semenih s skladi§¢enjem. Larrainzar in sod.
(2007) so preucevali vpliv simbiotskih interakcij
med noduli trnate meteljke in bakterijami
Sinorhizobium meliloti v povezavi s su$nim
stresom. Locena izolacija rastlinskih in bakterijskih
proteinskih frakcij je omogocila neodvisno analizo
odziva na stres obeh simbiotskih udelezencev.
Najvec proteinov, ki so jih identificirali v nodulih
rastlin, je bilo udelezenih v presnovi aminokislin

ter pri sintezi ali razgradnji proteinov. Ugotovili
so, da imajo pomembno vlogo tudi proteini,
udelezeni pri obrambnih reakcijah proti stresu, v
signalizaciji in pri procesih presnove. Izpostavili so
protein saharoza sintazo, ki je vkljucen v odgovor
na susni stres. Poleg omenjene raziskave so
Larrainzar in sod. (2009) objavili raziskavo o
povezavi med presnovo ogljika in dusika v nodulih
ter simbiotsko fiksacijo duSika pri rastlinah trnate
meteljke v suSnem stresu. Na osnovi rezultatov
predvidevajo, da je inhibicija simbiotske fiksacije
dusika pri rastlinah v suSnem stresu povezana z
oslabljenim metabolizmom bakterij in
sposobnostjo fiksiranja N,.

2.2 Proteomske analize odziva na suSni stres
pri soji
Proteomske raziskave soje v suSnem stresu so
delali tako na koreninah, kot tudi na nadzemnih
zelenih delih. Yamaguchi in sod. (2010) so
ugotovili, da so proteini, ki so jih identificirali na
koreninah rastlin v suSnem stresu, v glavnem
udelezeni v mehanizmu tolerance na susni stres.
Proteine so povezali z vlogo pri kontroli
mehanizma reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS),
biosintezi izoflavonoidov, kontroli celi¢ne smrti in
kontroli razgradnje proteinov. Proteomsko analizo
korenin pri soji v susnem stresu so opravili tudi
Alam in sod. (2010). Prisotnost proteina feritina in
dehidrina so zasledili samo pri vzorcih v suSnem
stresu, Ceprav so identificirali §e 26 proteinov z
razlinimi celicnimi funkcijami, kot so presnova
ogljikovih  hidratov in duSika, transdukcija
signalov, obramba celic in programirana celicna
smrt. Mohammadi in sod. (2012) so analizirali
spremembe pri mladih kaleCih rastlinah soje
podvrzenih  suSi ali  osmotskemu  stresu,
vzpostavljenim s polietilen glikolom. Analizirali so
proteine iz listov, hipokotila in korenin. Korenine
so bile izmed vseh treh analiziranih tkiv organ z
najvecjim Stevilom proteinov, katerih izrazanje se
je spremenilo v stresnih razmerah. Pri listih so se v
stresnih razmerah povecale vsebnosti proteinov,
povezanih z energijsko presnovo, vsebnost
proteinov, povezanih s sintezo proteinov pa se je
zmanjSala. Ugotovili so, da se je v vseh treh
organih rastlin v suSnem stresu zmanjsala vsebnost
metionin sintaze. Na tej osnovi ter na osnovi
rezultatov izrazanja mRNA pri rastlinah v stresu
zaradi suse, slanosti in vrocine so sklepali, da je
izraZzanje metionin sintaze povezano z odzivom na
suso. Podobno so tudi Nouri in Komatsu (2010) za
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analizo proteinov plazmaleme uporabili mlade
kaleCe rastline soje v osmotskem stresu
induciranem s polietilen glikolom. Poseben
poudarek so avtorji namenili proteinu kalneksinu,
ki se v osmotskem stresu nalaga v plazmalemi in
proteinu H-ATPazi. Pri obeh proteinih so opazili
povecano izrazanje v stresnih razmerah. Hossain in
sod. (2013) so objavili obseZzen pregled
proteomskih raziskav abiotskega stresa pri soji.
Podali so prednosti in slabosti razli¢nih
proteomskih metodoloskih pristopov pri ekstrakciji
celotnega proteoma. Opredelili so tudi cilje
prihodnjih raziskav proteoma soje na ravni
posameznih rastlinskih tkiv oz. celotnih rastlin z
namenom, da bi dobili boljsi vpogled v mehanizem
odziva soje na abiotski stres. Ugotovili so, da bi
bilo potrebno nameniti ve¢ pozornosti preucevanju
interakcij protein-protein in protein-ligand ter
interdisciplinarnim raziskavam, zlasti v povezavi z
metabolomiko, da bi lahko preucili mrezo
interakcij med proteini in metaboliti, ki so
udelezeni v mehanizem tolerance na abiotski stres.
Avtorji so Se izpostavili pomembnost preucevanja
proteomov  posameznih  organelov, kar bi
pripomoglo do boljSega razumevanja molekularnih
mehanizmov celice pri odzivu na neugodne
okoljske razmere. PreuCevanje odziva soje na
razli¢ne stresne dejavnike bi bilo zelo zanimivo za
nadaljnje proteomske raziskave, saj bi tako dobili
globlji in natan¢nejsi vpogled v povezavo signalnih
poti ob delovanju razli¢nih abiotskih stresnih
dejavnikov.

2.3 Proteomske analize odziva na su$ni stres
pri Ciceriki
Pandey in sod. (2008) so analizirali jedrni proteom
Cicerike v povezavi s suso. Med proteini, ki so jih
dolocili, jih je mnajve¢ vpletenih v gensko
transkripcijo in replikacijo, celi¢no signaliziranje
ter remodeliranje kromatina. Bhushan in sod.
(2007 in 2011) so opravili dve raziskavi o
izrazanju proteinov pri ¢iceriki v suSnih razmerah.
V prvi so analizirali proteine, ki se razlicno
izrazajo v zunajcelicnem matriksu rastlin v susi
(Bhushan in sod., 2007). Identificirali so 134
proteinov, ki so v glavnem udelezeni v transdukciji
signala, modifikacijah celi¢ne stene, energijsko
presnovo ter celi¢ni obrambi. Sklepali so tudi na

morebitno vlogo obravnavanih proteinov v
toleranci na dehidracijo. V nadaljevanju so
analizirali proteom zunajcelicnega matriksa
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Cicerike v susnem stresu pri sorti, obcutljivi na
suSo, in sorti tolerantni na susSo (Bhushan in sod.,
2011). Ugotovili so, da je razlino izraZanje
dolocenih proteinov odvisno od obravnavanega
genotipa. Raziskave jedrmega proteoma cicerike v
susnem stresu so nedavno opravili tudi Subba in
sod. (2013). Pri sorti obcutljivi na suSo so
identificirali 75 proteinov z razli¢no vsebnostjo v
susi, ki so jih povezali z razli¢nimi presnovnimi in
regulatornimi potmi v celici. Nato so proteom
obcutljive sorte primerjali s tolerantno sorto, iz
Cesar so sklepali, da je toleranca lahko povezana s
spremenjenim izrazanjem Stevilnih strukturnih
proteinov ter proteinov, ki so povezani s
prilagoditvijo na stres, kot so encimi povezani s
katabolizmom  reaktivnih  kisikovih  spojin.
Najnovejsa studija, ki so jo objavili Jaiswal in sod.
(2014), obravnava proteomsko analizo
membranskih proteinov Cicerike v suSnem stresu.
Izpostavili so Sad1/UNC-84 protein (CaSUN1), za
katerega predvidevajo, da ima pri odzivu na stres
vlogo pri signalizaciji odziva na nezvite proteine.

2.4 Proteomske analize odziva na suSni stres
pri arasidih

Kottapalli in sod. (2009) so preucevali tri razlicne
genotipe arasidov v suSnem stresu. S proteomsko
analizo listov so identificirali proteine, ki so jih
glede na funkcije razvrstili v deset skupin.
Ugotovili so, da so najve¢je skupine proteinov
povezane s fotosintezo, transdukcijo signala in
suSnega stresa. Predvidevajo, da so proteini, ki
sodelujejo pri ojaCanju celicne stene, transdukciji
signala, energijski presnovi, detoksifikaciji celic in
genski regulaciji, udelezeni pri mehanizmu
tolerance na suSo pri arasidih. Novejsa Studija, ki
so jo opravili Kottapalli in sod. (2013), pa se
osredotoca na proteomsko analizo semen arasidov
izpostavljenih susi. Identificirali so 93 proteinov,
ki so se razlicno izrazali v susi. Ugotovili so, da
ima su$a najvec¢ji vpliv na proteine, udelezene pri
glikolizi, presnovi saharoze in Skroba ter presnovi
mascobnih kislin.

2.5 Proteomske analize odziva na suSni stres
pri grahu

Taylor in sod. (2005) so preucevali razli¢ne vplive
stresa, kot so susa, zmrzal in stres zaradi vpliva
herbicidov, na proteom mitohondrijev v listih
graha. Mitohondriji predstavljajo klju¢no mesto pri
oksidativnem stresu in celicnem odgovoru na
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stresne dejavnike. Ugotovili so, da je prisotnost
herbicidov povzrocila najvecji oksidativni stres v
mitohondrijih, medtem ko sta zmrzal in suSa
povzrocila stres v milejsi obliki. Identificirane
proteine so razvrstili v skupine glicin
dekarboksilaz in serin hidroksimetiltransferaz,
proteine vkljucene v cikel trikarboksilnih kislin in
oksidativno fosforilacijo ter proteine vro¢inskega
Soka. Spremembe v vsebnosti proteinov v nodulih
pri grahu v susnem stresu so preucevali Irar in sod.
(2014). Identificirali so 18 proteinov, nekatere med
njimi so razvrstili v skupino presnovo flavonoidov,
presnovo zvepla in proteine, ki se vezejo na RNA.

2.6 Proteomske analize odziva na su$ni stres
pri lucerni

Odziv na su$ni stres s proteomsko analizo pri
lucerni so proucevali Aranjuelo in sod. (2011). Z
namenom, da bi preucili odziv fotosintetskega
aparata na susni stres, so analizirali proteom listov.
Poleg proteomske analize so opravili meritve
fizioloskih parametrov za dolocanje fotosintetske
aktivnosti, pa tudi meritve nitrogenazne aktivnosti
koreninskih gomoljckov in analize vsebnosti
aminokislin in sladkorjev v listih. Ugotovili so, da
je inhibicija fotosinteze povezana z inhibicijo
proteina Rubisco. V listih so zasledili zmanjSanje
vsebnosti dolo¢enih aminokislin, kot sta asparagin
in glutaminska kislina ter zmanjSanje vsebnosti
proteina Rubisca, kar so povezali z manjSo
vsebnostjo dusika, ki je bila posledica zmanjSane
nitrogenazne aktivnosti. Susni stres je vplival tudi
na zmanjSanje vsebnosti proteina, ki se veze na
Rubisco ter na poveCanje izrazanja proteaz, ki
lahko wvplivajo na razgradnjo proteina Rubisco.
Zasledili so povecanje aminokisline prolina ter
sladkorja pinitola, ki sta udelezena pri osmotski
prilagoditvi na susni stres.

2.7 Proteomika in odziv na su$ni stres pri fiZolu

V koreninah mungo fizola (Vigna radiata (L.) R.
Wilczek), izpostavljenega razlicnim stopnjam
suSnega stresa, so s proteomskim pristopom
identificirali ~ proteine, ki  sodelujejo  pri
detoksifikaciji ROS, presnovi zvepla, morfogenezi
korenin, sintezi proteinov, v energijski presnovi in
v celicnem signaliziranju (Sengupta in sod., 2011;
Sengupta in Reddy, 2011). Na zacetni stopnji
suSnega stresa so zaznali zmanjSane vsebnosti
proteinov povezanih s citoskeletom, vendar se je
njihova vsebnost povecala pri daljsi

izpostavljenosti stresu. Pri glikoproteinih, kot so
lektini, pa so povecano vsebnost zaznali tako pri
kratkotrajni kot tudi pri daljSi izpostavljenosti
stresu, kar nakazuje na pomembno vlogo lektinov
pri odzivu na suSo pri metuljnicah. Avtorji
predvidevajo, da je povecana vsebnost lektinov
povezana z njihovo vlogo pri znotrajceli¢ni
regulaciji in poteh signalizacije, kar pripomore k
prilagoditvi rastline na suSni stres. V stresu so
opazili tudi poveCano vsebnost proteinov,
povezanih z oksidativnim stresom, kot so Cu/Zn
superoksid dismutaza, oksidoreduktaza in aldehid
reduktaza (Sengupta in sod., 2011). Yang in sod.
(2013) so opravili proteomsko analizo in analizo
fosforilacije proteinov (fosfoproteomska analiza)
koreninskih ~ vrSickov navadnega fizola v
osmotskem stresu induciranem s polietilen
glikolom. Pri analizi celokupnih proteinov se je 22
proteinov razli¢no izrazalo v razmerah osmotskega
stresa, kjer je bilo najvec identificiranih proteinov
udelezenih v presnovi gljikovih hidratov in
aminokislin. Analiza apoplastnih proteinov je
pokazala, da je pri petih proteinih prislo do
zmanjSanja vsebnosti pri osmotskem stresu, pri
sedmih proteinih pa do povecanja vsebnosti. Pri
analizi celokupnih fosfoproteinov so izpostavili
protein dehidrin, za katerega predvidevajo, da ima
za§Citno vlogo pri osmotskem stresu preko
zagotavljanja zaSCitne vloge celicne stene proti
poskodbam in vzdrzevanju integritete celiCne
stene.

Na Kmetijskem institutu Slovenije smo analizirali
odziv na su$o na ravni celokupnih proteinov v
listih navadnega fizola pri dveh sortah, 'Tiber' in
'Starozagorski ¢ern', ki se razlikujeta v toleranci na
susni stres (Zadraznik in sod., 2013). Ugotovili
smo, da susa najbolj negativno vpliva na vsebnosti
proteinov, ki so klju¢ni za fotosintezo, kot so
Rubisco, karbonska  anhidraza, proteinov
vkljuCenih v fotolizo vode ter druge. Pri teh
proteinih smo tudi zaznali najbolj izrazite razlike v
vsebnosti med tema sortama. Pri  sorti
'Starozagorski ¢ern', ki je na suso bolj obcutljiva,
se je vsebnost vseh proteinov tega tipa zmanjsala,
pri sorti 'Tiber' pa se je vsebnost nekaterih
proteinov, kot sta karbonska anhidraza in Rubisco,
zmanjSala, pri drugih, kot so proteini vkljuceni v
fotolizo vode, pa povecala. Ugotovili smo tudi, da
susa vpliva na vsebnost proteinov, ki so povezani z
energijsko presnovo, odzivom na stres, sintezo,
proteolizo in zvijanjem proteinov. Na podlagi
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rezultatov sklepamo, da lahko dolocene proteine
uporabimo kot markerje v selekcijskem procesu
tolerance na suso pri navadnem fizolu. Za ta

namen bi bili najbolj primerni proteini, katerih
vsebnost se med sortama razlikuje, to bi bili
predvsem proteini vkljuceni v fotolizo vode.

3 STRATEGIJE PREUCEVANJA SUSNEGA STRESA S PROTEOMIKO

Proteomske analize odziva na su$ni stres so tako
pri metuljnicah kot tudi pri ostalih rastlinah
usmerjene k primerjalnim analizam vsebnosti
proteinov med rastlinami v stresu in kontrolnimi
rastlinami, v nekaterih primerih pa vkljucujejo Se
proteomsko primerjalno analizo tolerantnih in
obcutljivih sort na stres (Barkla in sod. 2013).
Dolocitev razlik v vsebnosti proteinov med
razlicnimi vzorci je dokaj zahtevna zaradi velike
kompleksnosti proteoma in zahtevne analitike,
povezane s preuCevanjem proteinov. Rezultati
proteomskih analiz v vecini primerov ne nudijo
celostnega vpogleda odziva rastline na stres na
nivoju proteoma (Kosova in sod., 2011). Pri vecini
predstavljenih raziskav so identificirali samo
proteine, kjer so bile vsebnosti najvecje; pri tem
gre veCinoma za hidrofilne, nemembranske
proteine. Rezultati primerjalnih proteomskih analiz
so v veliki meri odvisni od uporabljenih metod.

V proteomiki se najve¢ uporablja metoda dvo-
dimenzionalne poliakrilamidne gelske
elektroforeze (2D-PAGE). Dobra stran 2D-PAGE
je, da se lepo opazijo proteinske izo-oblike in
razgradnja proteinov. Uporaba 2D-PAGE pa ima
tudi nekaj pomanjkljivosti, ki so povezane s slabo
ponovljivostjo izvedbe gelske elektroforeze in
problemi pri kvantifikaciji proteinov iz gelov. Za
zanesljivo kvantifikacijo je zato potrebno narediti
ve¢ ponovitev istega vzorca. Za 2D-PAGE se je
uveljavilo splo$no mnenje, da je identifikacijski
proces neobcutljiv in zahteven ter je v veliki meri
odvisen od barvanja proteinov ter ostalih tehnik
vizualizacije (Weckwerth, 2008). K delni resitvi
teh problemov je pripomogla uvedba diferencialne
gelske elektroforeze (DIGE), ki temelji na uporabi
fluorescentnih barvil (Timms in Cramer, 2008).
Vse bolj se uveljavljajo tudi metode, ki ne
temeljijo na uporabi gelov, temve¢ na locitvi
peptidov oz. proteinov s teko¢insko kromatografijo
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(LC), ki je sklopljena z masno spektrometrijo
(LC/MS) (Swanson in Washburn, 2005). Prednost
metod proteomike, ki temeljijo na LC/MS, je
moznost analize proteinov v zelo majhnih
koli¢inah ter analize hidrofobnih proteinov, kot so
membranski proteini (Barkla in sod., 2013).

Raziskave suSnega stresa pri metuljnicah ter ostalih
rastlinah se v zadnjem Casu vse bolj usmerjajo k
analizam  posameznim  celiénih  organelov
doloCenih rastlinskih  tkiv, ki v glavnem
vkljucujejo  analizo  proteinov  plazemske
membrane, apoplasta, tonoplasta, kloroplastov,
mitohondrijev ter jeder. Proteomska analiza
specificnih celicnih lokacij in organelov oz.
subproteomika je dokaj zahtevna, zaradi tezke
izolacije subproteomov in njihove kompleksnosti
(Barkla in sod., 2013). Poglobljeno znanje in
identifikacija subceli¢nih proteomov sta potrebna
za boljSe razumevanje odziva rastlin na stres ter
tudi za razvoj sort tolerantnih na stres. Prihodnje
raziskave se morajo tudi bolj usmeriti v analizo
posttranslacijskih modifikacij proteinov ter njihovo
spreminjanje pri rastlinah v stresnih razmerah.
Veliko stevilo razlicnih modifikacij, ki pogosto
spremenijo fizikalno-kemijske lastnosti proteinov,
je samo eden od izzivov proteomike. Proteinske
modifikacije, ki otezujejo analizo, so pogosto samo
zaCasno prisotne, Casovno in mestno specifi¢ne
(Reinders in Sickmann, 2007).

Povezava informacij proteomike z ostalimi
podatki, pridobljenimi s pomocjo metod »omik,
zlasti z metabolomiko in transkriptomiko,
omogoca ucinkovito  strategijo  preucevanja
suSnega stresa rastlin ter s tem preucevanje
celi¢nih poti in mehanizmov, ki so potrebni za
razumevanje tolerance rastlin na susni stres (Gupta
in sod., 2013).
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Preglednica 1: Pregled najpomembnejsih raziskav su$nega stres pri metuljnicah na podro¢ju proteomike.
Table 1: A summary of drought stress studies using proteomics in major legume species.

Stevilo
Tkivo/ del identificiranih
Metuljnica c;/lice Opis stresa Metoda* proteinov s Referenca
spremenjenimi
vsebnostmi v susi
10 tednov stare rastline, 377 proteinov Larrainzar in
trnata meteljka noduli brez zalivanja za 3 in 6 2D LC-MS/MS P .
dni rastlin sod. (2007)
10 tednov stare rastline, rla?sltl?lf(i)rtlelllggv Larrainzar in
trnata meteljka noduli brez zalivanja za 3 in 6 LC-MS/MS .
dni proteinov sod. (2009)
bakterij**
mlade kalece rastline pri ..
. . . 2D-MALDI TOF Yamaguchi in
soja korenine vodnem potencialu -1,6 MS/MS 27 d. (2010)
MPa za 3 dni soc:
. . 2 tedna stare rastline, brez Alam in sod.
soja korenine zalivania za 5 dni 2D-MALDI TOF 28 (2010)
. . 51 proteinov v
. . 3 dni stare rastline, 10 % . ..
soja listi, hlp(?kotll, PEG ali brez zalivanjaza 2D LC-MS/MS h.snh’ 4.9 v Mohammadi in
korenine . hipokotilu, 60 v sod. (2012)
4 dni .
koreninah
soja plazmalema 2 dni stare rastline, 10 % tze]? LC-MS/MS éilg iott:rué(gvi;z Nouri in sod.
PEG za 2 dni LC-MS/MS LC-MS/MS (2010)
e . 3 tedne stare rastline, brez Pandey in sod.
Cicerika jedro zalivanja do 6 dni 2D LC-MS/TOF 147 (2008)
. zunajceli¢ni 3 tedne stare rastline, brez ) Bhushan in sod.
Cicerika matriks zalivanja za 7 dni 2D LC-MS/TOF 134 (2007)
Sicerika zunajcghcm 3 te.dne.stare rast@lne, brez 2D LC-MS/TOF 81 Bhushan in sod.
matriks zalivanja za 8 dni (2011)
e . 3 tedne stare rastline, brez Subba in sod.
Cicerika jedro zalivanja za 6 dni 2D LC-MS/MS 75 (2013)
Sicerika membrane 3 tedne stare rastline, brez 2D MALDI- 95 Jaiswal in sod.
zalivanja za 5 dni TOF/TOF (2014)
w1 . 67 dni stare rastline, brez 2D MALDI TOF Kottapalli in
arasidi listi alivania za 7 dni MS in Q-TOF 49 sod. (2009)
zatvana z MS/MS :
2 tedna stare rastline,
w1 poseben rezim zalivanja, : Kottapalli in
aragidi semena pobirali 110 dni stare ID LC-MS/MS 93 sod. (2013)
rastline v stresu
cah noduli 4 tedne stare rastline, brez 2D MALDI- 18 Irar in sod.
& zalivanja za 7 dni TOF/TOF (2014)
. 10 dni stare rastline, brez Taylor in sod.
grah mitohondriji zalivanja 7 dni 2D Q-TOF 33 (2005)
. 91 dni stare rastline, Aranjuelo in
lucerna listi brez zalivanja 7 dni 2D LC-MS/MS 26 sod. (2011)
muneo fisol Korenine 30 dni stare rastline, brez 2D MALDI- 2% Sengupta in sod.
Hngo Hz zalivanja za 3 in 6 dni TOF/TOF (2011)
5 tednov stare rastline, 58 proteinov pri Zadrasnik in
navadni fizol listi brez zalivanjaza 12in 17 2D LC-MS/MS tolerantni sorti, 64

dni

pri ob¢utljivi sorti

sod. (2013)

*2D — dvodimenzionalna elektroforeza; LC-MS/MS — tekoc€inska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo; MALDI —
ionizacija s pomocjo laserske svetlobe; TOF — analizator na ¢as preleta ionov; Q — kvadrupolni analizator

** Stevilo vseh identificiranih proteinov
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4 ZAKLJUCKI

Susni stres spada med abiotske stresne dejavnike,
ki vplivajo na slabsi pridelek kmetijsko
pomembnih rastlin, med katere uvrScamo tudi
metuljnice. Odziv metuljnic na suso Se ni podrobno
raziskan. Najve¢ proteomskih raziskav susSnega
stresa je bilo opravljenih na modelnih rastlinah, kot
sta trnata meteljka in soja, ter na nekaterih drugih
metuljnicah, kot so Cicerika, araSidi, grah, lucerna

in fizol. PreuCevanje proteinov, povezanih z
odzivom na su$o, pomaga k razumevanju
molekularnih mehanizmov odziva na suso, kar je
bistveno za razvoj tolerantnih sort, sami rezultati
identifikacije proteinov pa so osnova za nadaljnje
raziskave odziva na suso pri metuljnicah, ki imajo
pomembno vlogo v prehrani ljudi in krmi Zivali.
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