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Vicia faba subspminor (bobik) jest jeda z najwczéniej "udomowionych" i wykorzystywanych przez ludzi
roslin. Takze obecnie jest szeroko stosowany jako skfadniknkuafiy wielu kuchnéwiata, r@lina pastewna
dla rolnictwa, a L-DOPA (prekursor dopaminy, aminals pozyskiwany z bobiku), jest skutecznie
wykorzystywany w leczeniu choroby ParkinsonaslRa ta jest bardzo ceniona, zaréwno ze wdglna jej
wysoce odywczy skiad, jak i zdolnd do wzrostu w niesprzyjagych warunkachsrodowiskowych
(wliczajgc w to niewystarczage nawodnienie, zwkszone zasolenie czy inne potencjalnie szkodliwe
czynniki chemiczne obecne w glebie).

Badania prowadzone na modelu intensywnie glzyeh s¢, merystematycznych komorek korzeni
bobiku wykazaly,ze posiadaj one niezwykle dig zdolnGg¢ do przeycia, nawet w ekstremalnych
warunkach (mechanizmy odpowiedzialne zaniezwykle wysol przezywalncé¢ nie zostaly jeszcze
poznane).

W komérkachV. faba poddanych dziataniu stresu replikacyjnego, inigaego hydroksymoczni-
kiem (HU), oraz indukcji przedwczesnej kondensadjromosoméw (PCC), wywotywanej wplywem
kofeiny (CF), zaobserwowano popukacghromosoméw mitotycznych typu-PCC wykagmyjch silry
pulweryzacg, a jednoczénie - zachowujcych kompetenejdo replikacji DNA w mitozie. Badane komorki
merystemu korzenia byly w stanie przetéwadukcg PCC - i w petni zregenerowasie - juz w ciggu 12
godzin po przeniesieniu ich do wody (caly cykl kakawy bobiku ‘zamyka si w 24 godzinach). Z naszych
dotychczasowych badawynika, ze za taki stan rzeczy odpowiada ¢ddy innymi ewolucyjne
"przygotowanie" réliny do skutecznej i mdiwie szybkiej replikacji DNA, a take posiadanie przez i
niezwykle efektywnych mechanizméw naprawy DNA.

Gtownym celem tego projektu jest zbadanie mechamizadpowiedzialnego za zdokw
adaptacyjneV. faba, w tym ochrog przed negatywnymi skutkansrodowiska. Dlatego planowane jest
zaimplementowanie wysoce precyzyjnych metod obraniav dynamiki replikacji oraz zmian
obserwowanych na poziomie chromatyny.

W pierwszym etapie badaloprecyzowany zostanie wplyw stresu replikacyjnegz indukcji PCC
na zachowanie sipostpujacych widetek replikacyjnych i ewentualne zaargyganie zapasowych miejsc
startu replikacji. Wykonane zostanie podwojne, imoaytochemiczne znakowanie nici DNA markerami
replikacji (m.in. CldU, 1dU), take w pohczeniu z opracowanym przez nasz zespot protokoleebgeni
molekularnych. Przeprowadzone zostanie rown{ee wspoitpracy z naszym naukowym partnerem
z Wielkiej Brytanii) modelowanie matematyczne priegin replikacji DNA i re-startu replikacji podczas
indukcji PCC. Wyniki przeprowadzonych badamailiwia lepsze poznanie dynamiki replikacji oraz
odpowiedzi na jej zaburzenia nie tylko ulio, ale rownie - ze wzgkdu na analogie w organizacji procesu
powielania DNA - u wszystkich organizméw eukariayggch posiadagych duy, mierzony w Gb, genom
(w tym takze u ludzi).

W kolejnym etapie realizacji projektu badaniom paola zostanie struktura chromatyny, ze szcze-
golnym uwzgednieniem regionow heterochromatynowych (ze waglna toze poprzez inhibicyjny wptyw
HU regiony heterochromatyny $iajbardziej narsone na wysipowanie uszkodze powstatych w wyniku
niedoreplikowa). Zaplanowano ustalenie lokalizacji i §mowego zaangawania heterochromatynowego
biatka HP1 ¢, B i y) w komérkach 'przed' oraz 'po' dziataniu hydrokegmmika, jak réwnig podczas
indukcji PCC. Z kolei, przeprowadzenie poréwnawckhgprydyzacji genomowej (CGH) pozwoli na
zweryfikowanie jaki jest wptyw hydroksymocznika argofeiny, na struktgrheterochromatyny.

Zaplanowano tate zbadanie, czy przedienie czasu zatrzymania widelek replikacyjnych nie
zwieksza prawdopodobistwa bkdnej re-asocjacji histondw rdzeniowych na DNA. Wkhtgelu wykonamy
immunoprecypitag) chromatyny (ChIP) dla biatek CAF1A i wybranych atbwych kompleksu MCM2-7
(np. MCM2). CAF1A to biatko montawe dla histonéw na nici DNA. Biatka MCM2-7 to rada széciu
pokrewnych biatek niezioinych do inicjowania i wyditania replikacji DNA.

W ostatnim etapie badalanowane jest modelowanie c&@bzachodzcych zdarzg, migdzy innymi
w formie wizualizacji na poziomie 3D przeprowadzpmewykorzystaniem specjalistycznych programow
graficznych (to specjalié kierownika projektu).

Wyniki zaplanowanych badapomog nam potwierdz (lub zaprzecz§) postawion hipotez —
uwazamy, ze zdolngci adaptacyjne/. faba mog wynikaé migdzy innymi z jej zdolnéci do nieznacznej
reorganizacji struktury chromatyny, szczegolnie &gionie heterochromatyny fakultatywnej. Poznanie
mechanizmow odpowiedzialnych za zddicioprzetrwania badanej przez nasliry oraz efektéw ich
dziatania mee mi€ ogromne znaczenie dla hodowcéw, w szczedainprzy opracowywaniu nowych
odmian przeznaczonych do wzrostu w regionach bamgdmrzystnych dla upraw.

Zdolngé¢ roslin do wzrostu w niesprzyjagym srodowisku - w szczegéldoi w kontelécie coraz bardziej
zauwaalnych zmian klimatycznych i zanieczyszczenia Ziemaiszej planety - jest czynnikiem, ktéry imo
stat sie niebawem celem modyfikacji hodowlanych dotyozch wigkszaici roslin rolniczo-wytecznych.



