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Analiza roli bialek ARGONAUTE w po-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genow w kieltkujacych
nasionach Arabidopsis thaliana

Wytwarzanie nasion jest uznane za najbardziej skomplikowang, ale i najskuteczniejsza metode
rozmnazania ptciowego u roslin naczyniowych, pozwalajaca tym organizmom rozmnaza¢ si¢ niezaleznie od
wody. Organy te odgrywaja kluczowa rolg w cyklu zyciowym roslin, gdyz przechowuja informacj¢ genetyczna
niezbgdng do przetrwania nastgpnego pokolenia, rozprzestrzeniania i zasiedlania nowych ekosystemow.
Nasiona wykazuja gatunkowo-specyficzne roznice w ich strukturze i sktadzie zwiazkow zapasowych. Zarodek
dojrzatych nasion wigkszo$ci gatunkow roslin wyzszych, w tym Arabidopsis thaliana (jednej z najczesciej
stosowanych w naukach biologicznych roslin modelowych) jest otoczony dwiema warstwami okrywajgcymi:
zywymi komorkami bielma i martwa tuping nasienng. W momencie, gdy suche nasiona znajda si¢ w
korzystnych warunkach i maja dostep do wody, wowczas rozpoczyna si¢ proces kietkowania. Niemniej jednak,
zyCiu nasion towarzyszy rowniez stan spoczynku zdefiniowany, jako niezdolno$¢ zdrowych nasion do
kietkowania nawet w sprzyjajacych warunkach. Fenomen ten wystepujac w naturze ma charakter waznej cechy
adaptacyjnej, gdyz zwicksza szanse przezycia nastepnego pokolenia poprzez optymalizacje kietkowania w
czasie, zapewniajac nasionom warunki srodowiskowe i pore roku dogodne dla przebiegu tego procesu.

Glownym celem wspotczesnej biologii nasion jest rozwiktanie zagadek dotyczacych skomplikowane;j
sieci proces6w biochemicznych i komoérkowych prowadzacych do biosyntezy i/lub degradacji okreslonych
sktadnikow komoérkowych, niezbednych dla regulacji spoczynku i kietkowania nasion. Do tej pory, wiele
badan potwierdzito, ze obok bodzcow $rodowiskowych, takich jak $wiatto, takze czynniki wewnetrzne -
hormony roslinne (np. gibereliny - GA i kwas abscysynowy — ABA) odgrywaja kluczowg role w modulowaniu
proceséw zachodzacych w nasionach. Co ciekawe, coraz wiecej dowodéw uzyskanych w badaniach
dotyczacych transdukcji sygnatu w komoérkach ro§linnych wskazuje na to, ze reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS) dotychczas uznawane gtéwnie za produkty uboczne metabolizmu tlenowego,
wykazujace niezwykle szkodliwy wptyw na organizmy zywe, maja rowniez istotne, pozytywne znaczenie dla
prawidtowego funkcjonowania komoérek roslinnych. Przetomowe badania przeprowadzone przez dr Krystyne
Oracz, wykazaty, ze ustepowanie spoczynku nasion jest skorelowane ze wzrostem poziomu ROS i utlenianiem
specyficznych biatek. Jednakze, aby ROS mogly peli¢ pozytywng funkcje, to ich poziom musi by¢
nieustannie kontrolowany przez aktywnie funkcjonujgcy system antyoksydacyjny, skladajacy sie z
czasteczkowych przeciwutleniaczy (np.: karotenoidy, witaming C i E, etc.), jak réowniez enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak: katalaza (CAT), dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), itp.

Nasiona posiadajg liczne wyspecjalizowane receptory i biatkowe regulatory pozwalajgce na detekcje
réznych zmian w otaczajgcym $rodowisku. Zaréwno czynniki srodowiskowe, jak i endogenne wytwarzane
przez nasiona uruchamiajg kaskade oddziatywan migdzy-biatkowych, angazujac réznego rodzaju enzymy,
regulatory oraz czynniki transkrypcyjne i prowadzac w efekcie do zmian profilu ekspresji wielu genow.
Wiadomym jest, ze zarowno proces transkrypcji, jak i translacji sa wymagane do wykietkowania nasion i
umozliwienia wzrostu siewki. Nalezy jednak pamigtac, iz ilo$¢ transkryptu genu nie zawsze koreluje z synteza
biatka. Powszechne mechanizmy dzialajace we wszystkich organizmach eukariotycznych, takie jak po-
transkrypcyjna regulacja ekspresji gendéw, sa niezbedne do selekcji transkryptow, wykorzystywanych
nastgpnie W syntezie biatek w cyklu rozwojowym roslin, w tym takze procesow zachodzacych w nasionach,
lub w odpowiedzi na bodzce srodowiskowe (np. $wiatto czy temperatura). Pomimo tego, ze wiadomo iz wiele
biatek regulatorowych (np. ARGONAUTE, AGO) uczestniczy w modulacji kluczowych procesow
komoérkowych poprzez modulowanie poziomu okreslonych transkryptow, to wiedza o ich funkcji w fizjologii
nasion jest niezwykle ograniczona. Dlatego gtéwnym wyzwaniem niniejszego projektu i by¢ moze jednym z
najbardziej ekscytujacych aspektow przysztych badan przeprowadzonych w zespole badawczym -
SeedExplorerGroup  (www.seedexplorer.eu), kierowanym przez dr Krystyne Oracz, bedzie
scharakteryzowanie biologicznej funkcji biatek AGO w regulacji $wiatlo-zaleznego kietkowania nasion
Arabidopsis thaliana. Poszukujac odpowiedzi na postawione pytania dotyczace biologicznej funkcji AGO w
po-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genéw w stymulowanym przez §wiatto kietkowaniu spoczynkowych
nasion A. thaliana, zostang wykonane liczne eksperymenty z zastosowaniem réznorodnych metod
badawczych, takich jak np.: testy kietkowania, iloSciowa analiza ekspresji gendow w czasie rzeczywistym,
pomiary aktywnosci biatek, obserwacje mikroskopowe, analizy cytometryczne, Wysoko przepustowe analizy
transkryptomiczne Microarray i wiele innych. Uzyskane dane pozwola zaproponowaé¢ nowe przyklady
elementow szlakow sygnatowych uczestniczacych w regulacji procesow zachodzacych w nasionach,
ujawniajac nowe molekularne poziomy kontroli kietkowania nasion przez spoczynek. Doktadne poznanie tego
rodzaju mechanizmow regulatorowych bedzie miato istotny wktad w rozwoj badan z zakresu transdukcji
sygnatow komoérkowych i biologii rozwoju roslin. Wyniki powstate w wyniku realizacji projektu beda mogty
by¢ wykorzystane takze w celu poprawy zdolnosci kietkowania i wytworzenia nasion wykazujacych
zwigkszong tolerancj¢ na zmienne i nieprzewidywalne warunki srodowiska.



