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Wyjatkowos¢ roslin jako organizmow samowystarczalnych i osiadtych, wynika z wyksztatcenia u nich
ztozonych systemOw reagowania na zmieniajgce si¢ warunki $rodowiska. Niska temperatura, susza,
wysokie zasolenie lub wysoka zawarto§¢ metali w glebie to typowe warunki stresowe, ktore
niekorzystnie wptywaja na wzrost i rozwoj roslin oraz produktywnos$¢ upraw. W poréwnaniu do innych
organizmow eukariotycznych, genomy roslin maja zdolno$¢ do szybkiej ewolucji, ktora zwieksza ich
plastyczno$¢ reagowania na stres i przystosowania si¢ do nowych warunkow. Duza role odegraty tu
procesy calogenomowej duplikacji (WGD) i intensywnej diploidyzacji, w wyniku ktorych wiele genow
reprezentowana jest przez wigkszg liczbe wariantow (zwanych paralogami). Geny te pomimo wysokiej
homologii sekwencji, wskutek stopniowego nagromadzenia si¢ mutacji nabyly nowe funkcje (modele
sub- i neofuncjonalizmu), a ich produkty biatkowe sa odpowiedzialne za zmiany funkcjonalne u ich
bezposrednich partnerow biatkowych. Pomimo dowoddéw wskazujacych na zalezno$¢ miedzy
pojawieniem si¢ nowych cech adaptacyjnych a WGD, mechanizmy ich powstania sg nadal stabo
poznane.

Rzepak (Brassica napus L.) jako roslina ozima jest szczegdlnie narazony na susz¢ w dwoch
okresach podczas rozwoju. Pierwszy okres to kietkowanie nasion i wzrost korzeni wczesng jesienig. W
drugim okresie bez$niezna zima odpowiada za susze glebowa wczesng wiosna, co przyczynia si¢ do
skrocenia okresu kwitnienia rzepaku, stabszego rozwoju samych roslin i mniejszej zdolnoséci do
regeneracji uszkodzen wyrzadzonych przez patogeny. Dlatego wyzwaniem dla wspotczesnej biologii i
hodowli jest zrozumienie zmian w transkryptomie i proteomie zachodzacych na roéznych etapach
rozwoju rzepaku, gdy rosliny sg narazone na stres. Rzepak jest ro$ling allopoliploidalng, powstata na
drodze hybrydyzacji pomigdzy diploidalnymi gatunkami B. rapa (dawca genomu A) i B. oleracea
(dawca genomu C), ktorych genomy przeszty w przesztosci trzy rundy duplikacji. Ze wzgledu na swoje
pochodzenie, jest on doskonalym modelem do badania mechanizméw funkcjonalnej dywergencji
duplikatow prowadzacej do plastycznej odpowiedzi na stres.

Celem projektu jest scharakteryzowanie dynamiki zmian proteomu i réznic w sieciach
biatkowych zwigzanych z dwoma biatkami przynety ABI1 (fosfataza biatkowa 2C) w warunkach suszy
i stresu solnego u rzepaku. Badania te powinny pozwoli¢ pozna¢ nowe elementy regulujace reakcje
roslin na stres i zwigkszajace ich tolerancje na niekorzystne warunki $rodowiskowe. Wiadomo, ze
funkcje wielu biatek zaleza od okreslonych fizycznych interakcji z innymi biatkami, ktore wspdlnie
kontroluja procesy komoérkowe i relacje migdzy genotypem a fenotypem. Dlatego ustalenie interakcji
miedzy wieloma biatkami z centralng rolg biatka paralogu BnaABIl jest wazne dla zrozumienia
zmiennego stanu fizjologicznego roslin pod wptywem roéznych bodzcéw srodowiskowych. W ramach
projektu poréwnamy sktady kompleksow biatkowych zwigzanych z dwoma izoformami BnaABI1 w
warunkach stresu suszy i zasolenia. Fosfataza biatkowa ABII jest centralnym biatkiem regulatorowym
(ang. hub protein), ktére kontroluje rozne $ciezki sygnatowe indukowane stresem u roslin. W naszych
badaniach wykazaliSmy, ze pomimo zachowanej podstawowej aktywnosci fosfatazowej, 6 paralogow
genu ABI1 u rzepaku ulegto dywergencji funkcjonalnej w kierunku specyficznej aktywnos$ci w stresie
dehydratacyjnym. Poréwnanie obu kompleksow biatkowych kontrolowanych przez BnaABI1 pozwoli
opracowac pierwsza mape interakcji ABI1 u rzepaku. Znajomo$¢ catkowitej liczby oddzialywan
biatkowych zaleznych od bodzcéw zewnatrzkomorkowych jest niezbedna do lepszego zrozumienia
sieci sygnalizacyjnych i zmiany stanu komoérek pod wptywem stresu w organizmach zywych.

Aby osiagnac cele projektu, poczatkowo przeprowadzimy analiz¢ zmian proteomu rzepaku pod
wplywem stresu suszy i zasolenia. Wykorzystamy tu podejscie proteomiki réznicowej w oparciu o
metode iTRAQ. Nastepnie, okreslimy zmiany w sieci oddzialywan biatko-biatko zwigzane z
izoformami BnaAO1ABI1 i BnaCO7ABII jako rdzen. Zastosujemy tu podej$cie oparte na technologii
chromatografii powinowactwa sprzgzonej z spektrometria mas (AP-MS). Obejmuje ona 5 etapow:
przygotowanie kaset ekspresyjnych dla obu izoform ze znacznikiem His, przej$ciowa ekspresje
zrekombinowanych biatek w protoplastach lub roslinach B. napus, oczyszczanie, identyfikacje biatek
przez MS i analiz¢ komplekséw biatkowych. Wybrane oddziatywania pomiedzy danag izoforma
BnaABI1 a docelowym biatkiem bedg weryfikowane przy zastosowaniu metod Y2H, BiFC i pull down.
Okreslimy réwniez role BnaABI1 w regulacji funkcji ich partnerow biatkowych.



