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Popularnonaukowe streszczenie projektu

W wyniku dziatania niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych i/lub starzenia nasiona traca
wigor i zdolno$¢ Kkielkowania. Ma to negatywny wplyw na produkcje rolniczg, ogrodnictwo,
niekorzystnie oddzialuje na zachowanie bioréznorodnosci. Tlenek azotu (NO) to gazowa,
regulatorowa czgsteczka o podwodjnym dziataniu, ktére mozna opisa¢ modelem tzw. ,,drzwi
nitrozacyjnych”. W fizjologicznych stezeniach NO dziala niczym klucz do zamka inicjujac
komorkowe szlaki sygnatowe, w wyzszych sprzyja patofizjologicznym zjawiskom zwigzanym m.in. z
modyfikacja (np. nitracjg) biatek i kwaséw nukleinowych. Starzenie nasion jest spowodowane m.in.
hiekontrolowang produkcja reaktywnych form tlenu (ROS - produktow niepelnej redukcji czasteczki
tlenu), ktore podobnie jak NO w nizszych stezeniach pelniag funkcje regulatorowe. W przypadku,
kiedy w komorkach wzrasta zawarto§¢ ROS moze dochodzi¢ do utleniania biatek (biatka
karbonylowane), kwasow nukleinowych (utlenianie zasad azotowych, co prowadzi do powstania 8-
hydroksyguanozyny) czy do peroksydacji lipidow. Wyniki badan ostatnich lat wskazuja, ze u chorych
na cukrzyce, czy Alzheimera dochodzi do akumulacji meta-tyrozyny - toksycznego izomeru jednego z
aminokwasow - tyrozyny. Powstawaniu meta-tyrozyny sprzyja wysokie stezenia ROS. meta-Tyrozyna
moze by¢ wbudowywana w biatka w miejsce fenyloalaniny i w ten sposéb zakldca metabolizm. Nie
ma dotychczas danych literaturowych, ktore wskazywatyby na obecnos¢ meta-tyrozyny w nasionach,
zwlaszcza poddanych starzeniu, chociaz jest to bardzo prawdopodobne.
Celem proponowanych badan jest wykazanie krotkotrwalego (sygnalnego) dziatania NO na poprawe
zdolnosci kietkowania nasion postarzonych (w wyniku cieplej stratyfikacji) poprzez okreslenie zmian
w ilosci modyfikowanych bialek (karbonylowanych i nitrowanych). Badania bedg prowadzone na
zarodkach izolowanych z nasion jabtoni (Malus domestica Borkh.) poddanych zabiegowi cieptej lub
chlodnej stratyfikacji (zabieg prowadzacy do ustgpienia glebokiego, spoczynku zarodkowego nasion
jabtoni) i traktowanych NO po cieptej stratyfikacji. Badania proteomiczne chcemy powigza¢ z analizg
ekspresji genow kodujacych biatka systemu antyoksydacyjnego (modulujacego stgzenie ROS) jak i
kodujacych biatka majace wptyw na dlugowiecznos$¢ nasion (np. L-metylotransferaza izoaspartylowa,
czy kinaza biatkowa tzw. cel rapamycyny). Ponadto, naszym celem jest wykazanie obecnosci meta-
tyrozyny w zarodkach i okreslenie przebiegu zmian ste¢zenia tego niebiatkowego aminokwasu podczas
starzenia nasion.
Projekt chcemy zrealizowaé stosujac techniki z zakresu biologii molekularnej, biochemii i
fizjologii roslin. Jakosciowe analizy proteomiczne (analizy biatek) bedg wigzaé si¢ z
dwukierunkowym rozdziatem biatek po ich uprzedniej immunoprecypitacji (wyodrebnieniu biatek z
mieszaniny przy pomocy swoistych przeciwcial), a nastepnie identyfikacja technika spektometrii mas.
llosciowo biatka zostang oszacowane z wykorzystaniem specyficznych przeciwciat technika
immunoenzymatyczng — ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Molekularna ocena zmian
ekspresji gendw zostanie przeprowadzona metoda ilosciowej reakcja tancuchowej polimerazy DNA w
czasie rzeczywistym (qRT-PCR), a w przypadku okreslenia zawartosci meta-Tyr podczas starzenia jak
i w czasie ustgpowania spoczynku nasion zastosujemy wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa
(HPLC) - technike pozwalajaca na bardzo doktadny rozdziat zwigzkow wystepujacych w mieszaninie.
Oszacowanie jako$ci zarodkow jabtoni izolowanych z nasion poddanych chtodnej 1 cieptej
stratyfikacji bedzie polegato na okresleniu: stopnia fragmentacji DNA, nagromadzania dialdehydu
malonowego (MDA), $wiadczacego o postepujacej peroksydacji lipidow oraz na o0szacowaniu
nagromadzania 8-hydroksyguanozyny i 8-nitroguanozyny (znaczniki stresu oksydo-nitrozacyjnego).

Hipoteza badawcza zaklada, Zze krétkotrwate dzialanie NO moze przetamywaé spoczynek
zarodkow jabloni izolowanych z nasion poddanych stratyfikacji w cieple i poprawia¢ ich zdolno$¢ do
kietkowania poprzez zmian¢ sktadu modyfikowanych biatek, ekspresji gendéw i zawartosci meta-
tyrozyny. Uzyskane wyniki pozwolg uzupeti¢ wiedzg dotyczaca molekularnych mechanizmow
dzialania NO w biologii nasion, zwlaszcza w aspekcie przeciwdzialania ich starzeniu. Okreslenie
zmian stezenia meta-tyrozyny w nasionach moze by¢ wykorzystane przy ocenie ich jakosci nie tylko
jako materiatu siewnego, ale rowniez w bankach nasion.



