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Z uwagi na rosngcg populacje¢ Swiata i globalny problem zmian klimatu, glownym wyzwaniem staje si¢
rozw0j upraw dajacych wysokie plony i wartosci odzywcze. Poprawe efektywnosci plonowania zb6z mozna
osiggng¢ poprzez regulacje procesu starzenia, zaré6wno w kierunku jego opdznienia jak i przyspieszenia.
(1) Opdznienie starzenia lisci i wydluzenie tym samym okresu ich intensywnej fotosyntezy zwigksza
zawarto$¢ skrobi w ziarnach. (2) Natomiast w uprawach przeznaczonych na paszg¢ dla zwierzat mozna
poprzez przyspieszenie procesu starzenia podnie$¢ poziom azotu w masie zielonej i ziarnach. Poglebienie
wiedzy dotyczacej sygnalizacyjnej roli PA powinno doprowadzi¢ do lepszego zrozumienia mechanizmow
starzenia si¢ ro$lin oraz dostarczy¢ nowej wiedzy na temat mechanizmoéw autofagicznych, takze u
organizméw o odleglych pozycjach systematycznych, na poziomie molekularnym i komérkowym.

Poliaminy oraz ich analogi ze wzgledu na tatwa aplikacje oraz brak negatywnego wptywu na srodowisko
naturalne z powodzeniem moga by¢ stosowane w rolnictwie. Zwiazki te moga by¢ aplikowane pojedynczo
lub w kombinacjach, jako roztwor wodny, podawane dolistnie w formie opryskow i/lub doglebowo roslinom
po zaindukowaniu procesu starzenia. Dzigki aplikacji PA mozliwe jest zwigkszenie tolerancji roslin
uprawnych na stres.

Wedlug naszej hipotezy wspodldzialanie poliamin (PA) z czgsteczkami sygnalowymi takimi jak
tlenek azotu (NO) i nadtlenek wodoru (H,O) moze stanowi¢ element szlaku transdukcji sygnatu NO-
PA-H,0,. Poliaminy moglyby w ten sposob warunkowaé ,,przeprogramowanie” metaboliczne, ktére
wprowadza komérke na droge starzenia.

Proces starzenia jest regulowany poprzez dzialanie endogennych sygnatow, wsrdd ktorych opisuje sie
glownie hormony. Wykazano, ze regulatorami procesu starzenia sg rowniez poliaminy (PA). W _naszym
projekcie postulujemy udziat PA w sygnalizacji procesu starzenia mi¢dzy innymi z uwagi na fakt, ze
homeostaza PA jest w komorce $cisle kontrolowana. Zmiany stezen PA w prawidlowo funkcjonujgcej
komorce sa mato prawdopodobne. Indukowane starzenie zaburza ich homeostaze co przyczynia si¢ kolejno
do starzeniowo-zaleznych zmian metabolicznych. Katabolizm PA zostal zaproponowany jako sprzyjajacy
starzeniu gtownie poprzez produkcje H,O,. U mutantow PAO4(bc) Arabidopsis, u ktorych wytaczona jest
aktywnos$¢ PAO4(bc) (z ang. PA back-conversion oxidase), stwierdzono op6znione wejscie w faze starzenia
wywolanego ciemnoscig, ktorego konsekwencjg jest zmniejszona produkcja reaktywnych form tlenu i
zwiekszony poziomu NO. Opublikowana niedawno praca Grof i in. (2017) wigze katabolizm PA (gléwnie
putrescyny — Put) z syntezg NO. W pracy Sobieszczuk-Nowicka i in. (2016) sugerowano udzial katabolizmu
Put w starzeniowo-zaleznych zmianach zachodzacych na terenie komorki. Rozwazano tam jednak gtéwnie
synteze z Put kwasu y-amino mastowego (GABA). Katabolizm Put w procesie starzenia moze prowadzi¢ do
generowania NO lub zmiatania NO w kierunku syntezy Put. NO-PA-H,0, moga by¢ zatem sktadnikami
transdukcji sygnatu propagujacego wprowadzenie komorek liscia na droge starzenia.

W projekcie bedzie wykorzystana opracowana przez nas procedura indukcji ciemno$cig procesu
starzenia w lisciach jeczmienia (cv Golden Promise) (Sobieszczuk i in. 2015, 2016). W celu dokladnej
weryfikacji naszej hipotezy wspoldzialania PA z czasteczkami sygnalowymi takimi jak NO i H,O,,
wykorzystane bedq inhibitory enzyméw metabolizmu PA i syntezy NO. Poglebienie wiedzy dotyczacej
sygnalizacyjnej roli PA doprowadzi do lepszego zrozumienia mechanizméw starzenia si¢ roslin oraz pozwoli
na opracowanie nowych metod agrotechnicznych zwigkszajacych tolerancje roslin uprawnych na stres.

Jeczmienne geny metabolizmu PA nie zostaly wystarczajaco poznane. Dzigki analizie identyfikacji in
silico mozliwe jest zaprojektowanie starterow i okreSlenie starzeniowo-zaleznych zmian poziomu
transkryptow gendéw metabolizmu PA: ADC, ODC, SAMDC, SPDS, DAO i PAObc, metodg Real-Time PCR.
Analiza ekspresji genéw ro$lin kontrolnych podpowie nam, ktory fragment metabolizmu PA i syntezy NO
bedzie istotny dla dalszych analiz, a tym samym, ktére z inhibitoréw stosowane beda w kolejnych zadaniach.
Cel projektu zostanie osiagnigty dzigki: 1) poréwnaniu fenotypow roslin traktowanych inhibitorami oraz
ro$lin kontrolnych w warunkach stresowych, stosujac pomiary: fluorescencji chlorofilu a, pomiary
wzglednej zawartosci chlorofilu i flawonoidéw oraz pomiary morfometryczne. 2) Analizie wolnych poliamin
metodg HPLC. 3) Okresleniu poziomu NO i H,0,. Cytochemiczna wizualizacja NO wykonana zostanie przy
uzyciu specyficznych fluorochroméw tj. DAF-2DA, wraz z pomiarem ilosciowym metodg fluorymetryczna.
Preparaty kontrolne traktowane bedg zmiataczem NO (cPTIO). Poniewaz zrédlo syntezy NO w procesie
starzenie nie zostalo dotad zdefiniowane dodatkowo w zadaniu tym zostanie oznaczona pula azotyndw,
poniewaz to one s3 bezposrednim substratem dla NR w syntezie NO. Poza tym NO moze powstawac z
azotyn6w na drodze nieenzymatycznej. Pomiar poziomu H,O, przeprowadzony zostanie technika
spektrofotometryczng z wykorzystaniem zwigzkow tytanu, jak rowniez wykonana zostanie wizualizacja
cytochemiczna H,0,z uzyciem specyficznego fluorochromu DCFH-DA.



