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Badanie profili bialkowych w bulwach ziemniaka po porazeniu
bakteriami Dickeya solani
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Celem badan bylo opracowanie metody izolacji biatlek z bulw ziemniaka porazo-
nych bakteriami Dickeya solani do badania proteomu metodg spektrometrii mas. Pra-
widlowa izolacja biatek jest krytyczna w analizie proteomicznej do uzyskania powta-
rzalnych, dobrej jakosci wynikow, ze wzgledu na wysoka czulo$¢ metody. W badaniach
wykorzystano odmiany Irys, Ulster Supreme, o bulwach podatnych na bakterie D. solani oraz
odmian¢ Humalda o bulwach odpornych. Bulwy inokulowano w zranienia 10 pl inokulum
i inkubowano 8 lub 48 godzin w temperaturze 26°C. Probki z bulw pobrano na granicy po-
razenia bulwy, z tkanki zdrowej, przy pomocy korkoboru. Nastepnie probki zamrozono
w cieklym azocie i liofilizowano przez 72 godziny.

Sprawdzono dwie metody przygotowywania probek, w kazdej z nich wykorzystano
inny detergent: laurylosiarczan sodu (SDS) lub deoksycholan sodu (SDC). Oba detergenty,
z 16zng intensywnos$cig, wydobywajg biatka z bton, poprzez tworzenie z nimi komplek-
sow lepiej rozpuszczalnych w wodzie. W efekcie aktywno$¢ enzymatyczna, m.in. proteaz
i fosfataz jest zahamowana.

W metodzie pierwszej zastosowano protokot opierajacy si¢ na SDC, ktory jest kompa-
tybilny ze spektrometrig mas, lecz mniej wydajny. W drugiej metodzie wykorzystany zo-
stat SDS, ktory efektywnie ekstrahuje biatka, lecz blokuje aktywno$¢ trypsyny w stezeniu
powyzej 0,1%, a stezenie robocze uzyte do ekstrakcji wynosito 2%. W celu pozbycia si¢ de-
tergentu, biatka wytrgcono zimnym acetonem, a nastepnie rozpuszczono w 8M moczniku
i wstepnie trawiono Lys-C, ktdra jako nieliczna proteaza wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng
w tych warunkach. Po wstepnej proteolizie biatek przy pomocy Lys-C roztwoér rozcienczono do
1M mocznika (st¢zenie kompatybilne z trypsyna).

W powyzszych metodach biatka trawiono enzymem proteolitycznym trypsyna, ktora hydro-
lizuje wigzania peptydowe pomigdzy lizyng lub argining a innym dowolnym aminokwasem po
stronie karbonylowej zasadowego aminokwasu.

Podczas izolacji stosowano takze wodoroweglan amonu, ktory odpowiada za bufo-
rowanie roztworu, utrzymujagc pH optymalne dla trypsyny (pH 7.5), TCEP, ktory re-
dukuje mostki siarczkowe stabilizujace trzeciorzedowa strukture bialek oraz MMTS,
ktéry blokuje zredukowane grupy tiosiarczkowe co zapobiega odtwarzaniu wigzan. Uzy-
skane mieszaniny peptydéw byly nastepnie rozdzielane chromatograficznie. Kolumna na-
noHPLC byla sprzezona w czasie rzeczywistym ze spektrometrem mas. W wyniku anali-
zy proteomicznej, srednio w pierwszej metodzie otrzymano 1052 zidentyfikowanych biatek
w probie, w drugiej metodzie $rednia wynosita 1225 biatek. Srednie wartosci wspotczyn-
nikow korelacji Pearsona dla prob pochodzacych z tej samej bulwy odmiany Ulster Su-
preme (trzy bulwy po 4 proby z kazdej) wynosity od 0,95 do 0,96. Srednie pochodzace
z roznych bulw tej samej odmiany wahaty si¢ od 0,93 do 0,95. W przypadku bulw dwdch od-
mian, Irys i Humalda, traktowanych woda (dwie proby z réznych bulw kazdej odmiany) warto-
Sci wspoOtezynnikéw wynosity od 0,93 do 0,94, natomiast po porazeniu bakteriami od 0,89 do
0,91. Wyniki $wiadczg o duzej powtarzalno$ci pomiarow, co jest niezbedne dla wiarygodnej
i precyzyjnej analizy proteomicznej.



88 Sesja 3: Odpornosc roslin uprawnych na stresy biotyczne i abiotyczne.

Wstepne wyniki porownania proteomu podatnej odmiany Irys i odpornej odmiany Humalda po
inokulacji bakteriami D. solani w porownaniu do kontroli traktowanej woda wskazuja na wigksze
réznice w odmianie Irys niz w odmianie Humalda, ktore prawdopodobnie wynikaja z posiadane-
go mechanizmu odpornosci tej odmiany. W przypadku odmiany Irys w wyniku infekcji, obserwu-
jemy wzmozona syntez¢ m.in. biatek opiekunczych (czaperonin i biatek szoku cieplnego/stresu),
oktorychoddziatywaniaznanesazinnychbadan. Jednakze, nieudato sig¢zidentyfikowaé wsrdédnich
biatek posiadajacych aktywnos$¢ enzymatyczng, ktora mogtaby mie¢ wlasnosci antybakteryjne.
W przypadku odmiany Humalda obserwujemy mniejszg liczbe biatek syntezowanych w odpowie-
dzi na infekcje, nieznane sg ich interakcje. Jednakze biatka, ktore sg syntetyzowane w odpowiedzi
na infekcje majg silne wlasciwosci antybakteryjne w stosunku do D. solani. Sa to m.in. dechity-
nazy oraz glikozydazy glukanow, ktore sa odpowiedzialne za mechanizm patogenezy D. solani.
Badania beda kontynuowane.



