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I F R PAN zaprasza do wspotpracy

w ramach projektéw badawczych poswieconych miedzy innymi

tematyce stresu roslin:

W opisie analiz podano przyktadowe gatunki roélin dla ktérych metoda zostata juz
zoptymalizowana; mozliwa jest optymalizacja metody dla innych gatunkéw

W przypadku analiz spektrofotometrycznych mozliwos¢ pomiaru w kuwetach adla

wysoka /
niska temperatura

zasolenie

patogeny

i inne

matych ilosci materiatu - na mikroptytkach

Badanie nieinwazyjne oznacza, ze wykonywane jest przyzyciowo na roslinie, badania

inwazyjne wymagaja pobrania probek

MOB - pomiar urzadzeniem mobilnym, mozliwos¢ dojazdu i wykonania pomiaru

poza IFR PAN



Pa kiet1

I Gospodarka wodna roslin

Analizy nieinwazyjne

¢ Uwodnienie liscia - wyznaczenie wartosci parametru WBI (ang. Water Band Index)
na podstawie pomiaru wtasnosci spektralnych lisci/refleksji lisci spektrometrem lisci
CID Bio-Science CI-710 - wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym jeczmien i rzepak
MOB

¢ Transpiracja (parowanie wody z lisci) - pomiar analizatorem gazéw w podczerwieni
(CIRRUS lub LCpro-SD); wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica, pszenzyto,
jeczmien, trawy (zycica, kostrzewa), kukurydza, roza, ogérek, pomidor, papryka, burak,
rzepak, Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity), Mesembryanthemum crysta-
llinum (krysztatka l$niaca) MOB

e Zuzycie wody do produkcji biomasy roslinnej - oszacowanie parametru WUE (ang.
Water Use Efficiency) ze stosunku wigzania CO, i transpiracji mierzonych analizatorem
gazow w podczerwieni (LCpro-SD); wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica,
pszenzyto, jeczmien, trawy, kukurydza MOB

Analizy inwazyjne

« Test na szybkosc utraty wody z lisci (ELWLW, ang. Excised Leaf Water Loss Weight);
wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym owies i pszenica

» Wzgledna zawartos¢ wody w lisciach (LRWC, ang. Leaf Relative Water Content);
wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym owies i pszenica

 Potencjat wody (metoda higrometryczna) i potencjat osmotyczny (metoda higrome-

trycznalub osmometrem krioskopowym); wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym psze-
nica, zyto, jeczmien, pszenzyto, trawy (Zycica, kostrzewa, miskant), sorgo, tulipan, A. tha-

liana

« Analiza ekspresji kanatéw wodnych (akwaporyn: PIP1, PIP2, TIP1) -> patrz pakiet 4
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Fotosynteza
Analizy nieinwazyjne

FAZA JASNA

e Intensywnos$¢ wybarwienia lisci (wzgledna zawartosc chlorofilu) analizatorem
SPAD Konica Minolta - wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica, jeczmien,
pszenzyto, kukurydza, Zycica, kostrzewa, rzepak, réza

» Wzgledna zawartosc karotenoidéw - wyznaczenie wartosci parametru CRI1
(ang. Carotenoid Reflectance Index) na podstawie pomiaru wtasnosci spektralnych
lisci/refleks;ji lisci spektrometrem lisci CID Bio-Science CI-710 - wszystkie gatunki
ro$lin wyzszych w tym jeczmien i rzepak MOB

o Wzgledny stosunek karotenoidy/chlorofil a- wyznaczenie wartosci parametru
SIPI (ang. Structure Insensitive Pigment Index) na podstawie pomiaru wtasnosci spek-
tralnych lisci/refleks;ji lisci spektrometrem lisci CID Bio-Science CI-710 - wszystkie ga-
tunki roélin wyzszych w tym jeczmieri i rzepak MOB!

 Analiza wielopigmentowa: pomiar zawartosci chlorofilu, antocyjanéw, flawonoi-
doéw oraz indeksu NFI (Nitrogen-Flavonol Index) z uzyciem miernika MPM-100
Bioscientific - wszystkie gatunki roslin wyzszych

¢ Wzgledna sumaryczna zawartosc¢ karotenoidéw wyznaczana na podstawie widm
FT-Ramanowskich - wszystkie gatunki roslin wyzszych

¢ Ocena funkcjonowania fotosyntetycznego taricucha transportu elektronéw [po-
miar aktywnosci PSI i PSIl] poprzez analize fluorescencji chlorofilu aw lisciach oraz
analize zmian transmisji Swiatta przez lis¢; metody fluorymetryczne PEA, MPEA,
Dual-PAM 100 - wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym owies, pszenica,
pszenzyto, jeczmien, trawy (zycica, kostrzewa), kukurydza, r6za, rzepak, konopie, A. ta-
liana, M. crystallinum; kultury mikroglondw i cyjanobakterii - pomiar w/w aparatami

z przystawka MOB!

¢ Ogolny wskaznik wydajnosci fotosyntetycznej - wyznaczenie wartosci parame-
tru PRI (ang. Photochemical Reflectance Index) na podstawie pomiaru wtasnosci spe-
ktralnych lisci/refleksji lisci spektrometrem lisci CID Bio-Science CI-710 - wszystkie
gatunki roslin wyzszych w tym jeczmierii rzepak MOB'
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Fotosynteza

Analizy nieinwazyjne

FAZA CIEMNA

» Przewodnos¢/opornosc aparatéw szparkowych - pomiar na podstawie oporu dy-
fuzyjnego przy uzyciu porometru SC-1 Leaf Porometer; wszystkie gatunki roslin
wyzszych w tym pszenica, zyto, jeczmien, pszenzyto, trawy (Zycica, kostrzewa, mis-
kant), sorgo, tulipan, A. thaliana, M. crystallinum

¢ Przewodnictwo szparkowe - pomiar przy uzyciu analizatora gazéw w podczerwie-
ni (CIRRUS lub LCpro-SD) na podstawie zmian CO, i H,O; wszystkie gatunki roslin

wyzszych w tym pszenica, pszenzyto, jeczmien, trawy (zycica, kostrzewa), kukurydza,
roza, ogorek, pomidor, papryka, burak, rzepak, A. thaliana, M. crystallinum MOB “

« Fotosynteza netto (wigzanie CO, netto) - pomiar analizatorem gazéw w podc-
zerwieni (CIRRUS lub LCpro-SD); wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica,
pszenzyto, jeczmien, kukurydza, trawy (Zycica, kostrzewa), réza, ogérek, pomidor, pa-
pryka, burak, rzepak, A. thaliana, M. crystallinum MOB

* Podszparkowe stezenie CO, - pomiar analizatorem gazéw w podczerwieni (Cl-
RRUS lub LCpro-SD); wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica, pszenzyto,
jeczmien, trawy (Zycica, kostrzewa), kukurydza, r6za, ogérek, pomidor, papryka,
burak, rzepak, A. thaliana, M. crystallinumMOB
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Fotosynteza

FAZA JASNA

¢ Zawartos¢ barwnikéw fotosyntetycznie czynnych (chlorofil a, chlorofil b, karote-
noidy) w ekstraktach roslinnych metoda spektrofotometryczng - wszystkie gatunki
roslin w tym pszenica, jeczmien, owies, zyto, rzepak, kukurydza, tyton, A. thaliana, M.
crystallinum, glony i cyjanobakterie

« Profil karotenoidéw w ekstraktach roslinnych metoda chromatografii cieczowej;
wszystkie gatunki roslin

¢ Aktywnosé PSI i PSII w izolowanych tylakoidach; pomiar z wykorzystaniem elek-
trody tlenowej Clarka Oxytherm przy zastosowaniu inhibitoréw; wszystkie gatunki _
roslinw tym A. thaliana, M. crystallinum :

e Analiza komplekséw biatkowych w btonach tylakoidéw - zmiany ilosciowe, jakos-
ciowe oraz w fosforylacji biatek np. D1, LHCB2 metoda BLUE-NATIVE PAGE
potaczong z Western blotting; rosliny wyzsze w tym A. thaliana, M. crystallinum

» Izolacja RNA z materiatu roslinnego, odwrotna transkrypcja i oznaczenie pozio-
mu ekspresji wybranych genéw metoda RT-PCR (gatunki roslin: pszenicai

pszenzyto):

prA - kodujacy biatko D1 kompleksu fotosystemu Il (kluczowy dla transportu ele-
ktronéw, centrum reakgji PSII)

petC - kodujacy podjednostke zelazowo-siarkowa Rieske kompleksu cytochromu
b,f, ktory uczestniczy w transporcie elektronéw

rbcl - kodujacy duza podjednostke Rubisco - enzymu karboksylujacego w cyklu
Calvina

RCA- kodujacy aktywaze Rubisco - biatko regulacyjne, aktywujace Rubisco
poprzez usuwanie inhibitora RuBP)




Pakiet
Fotosynteza

FAZA CIEMNA

 Akumulacja biatka enzymatycznego Rubisco metoda Western blotting; gatunki 'y J
roslin: pszenica, jeczmien, owies, zyto, kukurydza, rzepak, tyton, A. thaliana, M. crysta-
llinum, glony i cyjanobakterie

¢ Aktywnos¢ biatka enzymatycznego Rubisco, metodga spektrofotometryczna;
wszystkie gatunki roslin w tym pszenica, jeczmien, owies, zyto, kukurydza, rzepak,
tyton, A. thaliana, M. crystallinum, glony i cyjanobakterie

¢ Aktywnosé enzymow jabtczanowych (NAD(P)-ME) metoda spektrofotometrycz-
na; gatunki roslin: pszenica, topola, A. thaliana, M. crystallinum

» Aktywnosc dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, transketolazy, se-
doheptulozo-1,7-bisfosfatazy oraz fruktozo-1,6-bisfosfatazy metodami spektrofo-
tometrycznymi lub fluorometrycznymi; wszystkie gatunki roslin wyzszych

o Zawartos¢ NADP+/NADPH w tkankach metoda spektrofotometryczna lub fluoro-
metryczna; wszystkie gatunki roslin

» Aktywnosc enzymow: syntazy sacharozy (SUS) i syntazy fosforanu sacharozy
(SPS) metodg spektrofotometryczng; wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym
rzepak

» Sumaryczna zawartos¢ cukréw rozpuszczalnych; metoda spektrofotometryczna
- wszystkie gatunki roslin w tym pszenica, owies, marchew, rzepak, bazylia, stewia,
réza, $niezyca letnia (Leucojum aestivum), kordylina australijska (Cordyline australis),
glony

« Profil cukrow rozpuszczalnych (m.in. sacharoza, glukoza, fruktoza) metoda chro-
matografii cieczowej - wszystkie gatunki roslin w tym zboza i rzepak

¢ Akumulacja skrobi metoda spektrofotometryczng - wszystkie gatunki roslin w tym
zbozairzepak
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Analizy dodatkowe

ODDYCHANIE KOMORKOWE
/METABOLIZM MITOCHONDRIALNY

 Pomiar wydzielania CO, przez liscie; pomiar wykonywany w warunkach ciemnosci Vi
analizatorem gazéw w podczerwieni (CIRRUS lub LCpro-SD); wszystkie gatunki / :
roslinwyzszych MOB

e Pomiar aktywnosci izolowanych mitochondriéw (pobieranie tlenu) z wykorzysta-
niem elektrody tlenowej Clarka Oxytherm; gatunki roslin: A. thaliana, M. crystallinum

» Oznaczanie aktywnosci enzyméw mitochondrialnych (fumaraza, oksydaza cyto-
chromowa) metodg spektrofotometryczna; wszystkie gatunki roslin v

¢ Oznaczanie poziomu metabolitow (jabtczan, cytrynian) metoda spektrofotome-
tryczna; wszystkie gatunki roslin
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Reaktywne formy tlenu i elementy
systemu antyoksydacyjnego

REAKTYWNE FORMY TLENU

e llos¢ nadtlenku wodoru w ekstraktach z tkanek z wykorzystaniem testu Amplex
Red; gatunki: A. thaliana, M. crystallinum

¢ Histochemiczna detekcja nadtlenku wodoru (metodg barwienia DAB); wszystkie
gatunki roslin w szczegdlnosci zboza, kapusta (biata i pekifiska), M. crystallinum

¢ Histochemiczna detekcja anionorodnika ponadtlenkowego (metoda barwienia
NBT); wszystkie gatunki roslin w szczegdélnosci zboza, kapusta (biata i pekiriska), M.
crystallinum

ENZYMATYCZNE ANTYOKSYDANTY

1. Analiza aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych w ekstraktach z tkanek roslin-
nych metoda spektrofotometryczna:

(a) katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPX), peroksydaza askorbinianowa
(APX), oksydaza NADPH; wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym rzepak, kapusta
biata i pekinska, A. thaliana, musztarda solna (Eutrema salsugineum)

(b) peroksydaza ogdlna (POX), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD); wszystkie gatunki
roslin wyzszych w tym pszenica, owies, rzepak, kapusta biata i pekinska, bazylia,
stewia, Sniezyca letnia

2. Identyfikacja i oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)i kata-
lazy (CAT) metoda elektroforezy natywnej w zelu poliakrylamidowym oraz oznacza-
nie metodg immunoblottingu poziomu biatek w przypadku tych enzymdéw; gatunki
roslin: stewia, musztarda solna, A. thaliana, M. crystallinum; wybrane gatunki mikro-
glondéw i cyjanobakterii

3. Izolacja RNA z materiatu roslinnego, odwrotna transkrypcja i oznaczenie pozio-
mu ekspresji genéw enzymow antyoksydacyjnych: katalazy (CAT), dysmutazy pona-
dtlenkowe] (SOD) oraz peroksydazy (POX); metoda gPCR; gatunki: pszenica

i pszenzyto
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Reaktywne formy tlenu
i elementy stresu antyoksydacyjnego

NIEENZYMATYCZNE ANTYOKSYDANTY

o Zawartosc tokoferoli - a-tokoferolu, y-tokoferolu i §-tokoferolu metoda
chromatografii cieczowej; wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym pszenica i rzepak
o Zawartosc¢ zwiazkow fenolowych

- pula ogdlna fenoli metoda spektrofotometryczna; wszystkie gatunki roslin
wyzszych w tym pszenica, owies, rzepak, marchew, bazylia, stewia, réza, sniezyca
letnia, kordylina australijska

- profil kwaséw fenolowych (kwas 3,4-dihydroksobenzoesowy, kwas benzoesowy,
kwas kawowy, kwas chlorogenowy, kwas ferulowy, kwas galusowy, kwas gentyzy-
nowy, kwas p-kumarowy, kwas p-hydroksybenzoesowy, kwas protokatechowy, kwas
salicylowy, kwas syryngowy, kwas wanilinowy metoda chromatografii cieczowej;
wszystkie gatunki roslin

o Zawartosc karotenoidow

- pula ogdlna karotenoidéw metoda spektrofotometryczng; wszystkie gatunki roslin
- profil karotenoidéw (6-karoten, likopen, luteina, zeaksantyna); metoda chromatogra-
fii cieczowej; wszystkie gatunki roslin

o Zawartosc flawonoidow

- pula ogdlna flawonoidéw metoda spektrofotometryczng; wszystkie gatunki roslin

- profil flawonoiddw (kwas litospermowy, kwas litospermowy B/E, kwercetyna, scute-
llareina, rutyna, luteolina, apigenina, diosmetyna) metoda chromatografii cieczowe;j;
wszystkie gatunki roslin

e Zawartosc antocyjanéw metoda spektrofotometryczng; wszystkie gatunki roslin
* Wzgledna zawartos¢ antocjanéw, karotenoidow i flawonoidéw na podstawie
nieinwazyjnej analizy wtasnosci spektralnych lisci (refleksiji lisci) spektrometrem lisci
CID Bio-Science CI-710; wszystkie gatunki roslin wyzszych w tym rzepak i jeczmien

» Catkowita matoczasteczkowa (nieenzymatyczna) aktywnosé antyoksydacyjna
tkanek metoda DPPH (2,2-Diphenyl- 1-picrylhydrazyl); wszystkie gatunki roslin w
tym pszenica, zyto, jeczmien, pszenzyto, trawy (Zycica, kostrzewa, miskant), sorgo, tuli-
pan, réza, burak, rzepak, A.thaliana, glony

NISKOCZASTECZKOWE ANTYOKSYDANTY | ENZYMY ZAANGAZOWANE W CYKL HALLIWELLA-ASADY

o Zawartosc askorbinianu i glutationu metoda spektrofotometryczna; wszystkie ga-
tunki roslin

o Aktywnosc enzymow: reduktazy monodehydroaskorbinianowej, dehydroge-

nazy askorbinianowo-glutationowej i reduktazy glutationu metoda spektrofoto-
metryczng; wszystkie gatunki roslin
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I Metabolizm podstawowy
i fitohormony

e Ogolny profil metaboliczny materiatu roslinnego metoda spektrometrii rama-
nowskiej - analizy poréwnawcze obiektéw (analiza klastrowa); wszystkie gatunki
roslinw tym rzepak i jeczmien

AMINOKWASY | BIALKA

1. Profil aminokwasow (14 zwiazkéw: kwas glutaminowy, glicyna, histydyna, izoleu-
cyna, leucyna, lizyna, metionina, treonina, tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina, prolina,
seryna, walina) metoda chromatografii cieczowej; wszystkie gatunki roslin

2. Ogélna/catkowita zawartosé biatka rozpuszczalnego metodg spektrofotome-
tryczna; wszystkie gatunki roslin w tym pszenica, owies, jeczmien, rzepak, bazylia,
stewia, sniezyca letnia, kordylina australijska

3. Okreslanie masy czasteczkowej biatek metoda denaturujacej elektroforezy w
zelu poliakrylamidowym; gatunki roslin: topola, A. thaliana, M. crystallinum

4. Poréwnywanie profili biatkowych za pomoca elektroforezy dwuwymiarowej
(2DE); gatunki roslin: zyto, pszenzyto, gryka

CELOWANA ANALIZA AKUMULACJI BIALEK

¢ akwaporyna PIP1 (ang. Plasma membrane intrinistic protein 1), akwaporyna
PIP2 (ang. Plasma membrane intrinistic protein 2), akwaporyna TIP1 (ang. Tonoplast
intrinsic protein 1), syntaza sacharozy SUS (ang. sucrose synthase), syntaza fosfo-
ranu sacharozy SPS (ang. sucrose-phosphate synthase), biatko Rubisco - metoda
Western blotting; gatunek: rzepak

¢ cytoplazmatyczne/chloroplastowe biatka szoku cieplnego HSP70 i HSP90 (ang.
Heat Shock Proteins) i biatko receptorowe brasinosteroidéw BRI1 (brassinosteroid
insensitive 1) metoda Western blotting; gatunki roslin: rzepak, A. thaliana

5. Analiza komplekséw biatkowych w btonach tylakoidéw - zmiany ilosciowe,
jakosciowe oraz w fosforylacji biatek np. D1, LHCB2 metoda BLUE-NATIVE PAGE
potaczona z Western blotting; rosliny wyzsze w tym A. thaliana, M. crystallinum

6. Analizy bioinformatyczne sekwencji aminokwasowych biatek i sekwencji
nukleotydowych kwaséw nukleinowych, w tym rekonstrukcja drzew filogenetycz-
nych i sekwencji ancestralnych; rézne gatunki roslin, mikroorganizmoéw i zwierzat
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Metabolizm podstawowy
i fitohormony

CUKRY

e glukoza, fruktoza, sacharoza, kestoza, nystoza i inne; metoda chromatografii
cieczowej, wszystkie gatunki roslin

TUSZCZE

o thuszcz ogélny; metoda wagowa; wszystkie gatunki roslin
¢ profil kwasow ttuszczowych: kwas laurynowy, kwas mirystynowy, kwas linole-
nowy, kwas linolowy, kwas arachidowy, kwas y-linolowy, kwas a-linolowy, kwas
cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenowy, kwas cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenowy;
metoda chromatografii gazowej, wszystkie gatunki roslin w tym pszenica, rzepak

FITOHORMONY

¢ auksyny, cytokininy, gibereliny, poliaminy, kwas abscysynowy, kwas jasmo-
nowy, kwas salicylowy; metoda chromatografii cieczowej, wszystkie gatunki roslin
¢ kwas abscysynowy immunometoda ELISA (ang. Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay); wszystkie gatunki roslin w tym pszenica, zyto, jeczmien, pszenzyto, trawy (zy-
cica, kostrzewa, miskant), sorgo, tulipan, A. thaliana
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Kultury in vitro

Optymalizacja lub opracowanie de novo technik in vitro dedykowanych dla roslin:

+ Mikrorozmnazanie (jeczmien, pszenica, pszenzyto, zyto, rzepak, koniczyna)
« kultury organéw/tkanek/komérek/protoplastow na pozywkach statych/ptynnych
. organogeneza bezposrednia

. organogeneza posrednia (poprzez tkanke kalusowa)

+ Embriogeneza somatyczna/gametyczna (jeczmien, pszenica, pszenzyto, zyto, rzepak)
. androgeneza (kultury pylnikowe oraz izolowanych mikrospor);

. gynogeneza (krzyzowania oddalone);

Wyprowadzane przy uzyciu tych metod linie podwojonych haploidéw (ang. doubled
haploids): jeczmienia, owsa, pszenicy, pszenzyta, rzepaku i Zyta moga by¢ wykorzys-
tywane w badaniach podstawowych m.in. genetycznych, do identyfikacji loci cechilos-
ciowych oraz w hodowli roslin w celu przyspieszenia produkcji nowych /ulepszonych
odmian

o Optymalizacja warunkéw in vitro do transformacji przy pomocy Agrobacterium tu-
mefaciens (rzepak)

e Optymalizacja warunkéw in vivo i in vitro do poliploidyzacji; gatunki: jeczmien, psze-
nica, pszenzyto, zyto, rzepak

¢ Prowadzenie i transformacje genetyczne kultur glonéw jednokomaérkowych
Chlamydomonas reinahrdtii oraz bakterii Escherichia coli
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Mikroskopia swietlna
i fluorescencyjna

» Monitorowanie Zzywotnosci komérek roslinnych i ich rozwoju poprzez obserwac-
je przyzyciowe na szalkach/szkietkach

» Obrazowanie tkanek/komarek/struktur komérkowych/chromosomoéw/biatek te-
chnikami histologicznymi i cytologicznymi

» Analiza ilosciowa i jakosciowa obrazu mikroskopowego wraz z graficzng wizuali-
zacja tkanek/komorek/struktur komérkowych/chromosomaéw/biatek przy uzyciu
oprogramowania Image Pro-Premier



Pozostate

mozliwosci pomiarowe

1. Pomiar aktywnosci metabolicznej (wyptywu ciepta) z tkanek, komérek, nasion,
catych roslin lub wybranych organéw metoda kalorymetrii izotermicznej

2. Frakcjonowanie komérek metoda ultrawirowania - uzyskiwanie do badan frak-
cji:

» btonowej (jeczmien, pszenica)

e cytoplazmatycznej (jeczmien, pszenica)

e jadrowej (pszenica)

e chloroplastéw (pszenica, jeczmien, rzepak)

e mitochondriéw (A. thaliana, M. crystallinum)

Pakiet specjalny

1. Fizjologiczne markery stresu - badania nieinwazyjne - fluorescencja chlorofilu a,
intensywnosc fotosyntezy netto, zmiany wybarwienia lisci (degradacja barwnikéw fo-

tosyntetycznych [chlorofili]) MOB

2. Biochemiczne markery stresu - badania inwazyjne - stezenie hormonu stresu
ABA, detekcja wybranych ROS (anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku
wodoru), aktywacja systemu antyoksydacyjnego, uszkodzenia bton komérkowych,
akumulacja proliny, koncentracja barwnikéw fotosyntetycznych
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