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Popularnonaukowe streszczenie projektu

Postepujace zmiany warunkéw $rodowiska naturalnego, bedace rowniez wynikiem dziatalno$ci
czlowieka, prowadza do utraty wigoru nasion i ich przyspieszonego starzenia. Nasiona typu
ortodoksyjnego, mimo wyksztalcenia mechanizmow pozwalajacych im uzyskaé stan glebokiego
spoczynku réwniez sg narazone na niekorzystne czynniki zewnetrzne, takie jak wzrost temperatury czy
zmiany wilgotnosci podtoza. W konsekwencji, problem starzenia nasion i zachowania bioréznorodnosci
dotyczy nie tylko samego srodowiska (naturalne banki nasion), ale rowniez ma aspekt ekonomiczny
(negatywny wplyw na produkcj¢ rolnicza, ogrodnictwo, lesnictwo). W zwiazku z tym, Ze naturalne
procesy starzenia zachodzg wolno, w warunkach laboratoryjnych stosuje si¢ rdézne techniki
przyspieszonego postarzania nasion, opisane w specjalnych protokotach. Na zachowanie zywotnosci
nasion majg wptyw reaktywne zwigzki, do ktorych zalicza si¢ m.in. tlenek azotu (NO). Dzialanie tej
regulatorowej czasteczki na nasiona opisuje model tzw. ,,drzwi nitrozacyjnych”. Charakterystyczne dla
danego gatunku roéliny, optymalne stezenie NO w nasionach stanowi ,klucz” umozliwiajacy
przetamanie spoczynku i stymulujacy ich kietkowanie. Z kolei, wysokie — patofizjologiczne stgzenie
NO sprzyja nieodwracalnym modyfikacjom podstawowych czasteczek w komoérkach i w konsekwencji
moze prowadzi¢ do $mierci organizmu. Wyniki badan opublikowanych w ostatnich latach wskazuja, ze
w przypadku postepujacej utraty zywotnoSci nasion, obserwuje si¢ raczej ,,niedobor” NO. Z kolei,
traktowanie sztucznie postarzatych nasion donorami NO ma dzialanie ,,regenerujace”. Proponuje sie, ze
NO moduluje metabolizm reaktywnych form tlenu (ROS), ktérych dziatanie ,,postarzajace tkanki” jest
powszechnie znane, zard6wno u roslin jak i1 zwierzat, w tym ludzi. O ile skgpe informacje dotyczace
udzialtu NO w zachowaniu zywotno$ci nasion dotycza gltownie proponowanych mechanizmow
dziatania, to brakuje danych opisujgcych zmiany metabolizmu tej czasteczki. Podstawowym enzymem
zwigzanym z biosyntezag NO jest reduktaza azotanowa (NR), ktéra w warunkach niedoboru tlenu
(wystepujacych w poczatkowych etapach kielkowania / starzenia) katalizuje reakcje powstawania NO.
Biatkami modulujacymi stezenie NO sg takze fitoglobiny (Pgb), zwlaszcza klasy 1 (Pgbl),
odpowiedzialne za przeksztatcanie NO do jonéw azotanowych.

Celem proponowanych badan jest okreSlenie zmiany w metabolizmie NO w osiach
zarodkowych nasion typu ortodoksyjnego poddanych sztucznemu postarzaniu przez rézny okres
czasu, w odniesieniu do przemian NO zachodzacych w osiach nasion niepostarzalych -
spoczynkowych. Material badawczy bedg stanowily osie zarodkowe nasion jabtoni (Malus domestica
Borkh.) postarzanych od 7 do 21 dni (nasiona zmieszane ze sterylnym piaskiem zwilzonym woda
destylowang, umieszczone w temperaturze 33 °C), a za kontrole bedg stuzyty osie zarodkowe izolowane
ze spoczynkowych nasion, poddanych imbibicji przez 12 h w wodzie, w temperaturze pokojowe;j.

Realizacja celu bedzie wiazata si¢ z badaniami prowadzonymi na poziomie transkryptomicznym,
proteomicznym i metabolicznym. W projekcie zostang wykorzystane techniki z zakresu biologii
molekularnej, standardowe analizy biochemiczne i fizjologiczne. W badaniach zaplanowano okreslenie
poziomu transkryptow gendéw kodujacych NR (NI4) i Pgb (Pgbl) (iloSciowa reakcja tancuchowej
polimerazy DNA w czasie rzeczywistym — qRT-PCR), elektroforetyczny rozdzialt mieszaniny biatek
oraz oznakowanie specyficznymi przeciwcialami biatek NR i Pgb (WesternBlot), pomiar aktywnosci
NR i catkowitej aktywnosci NO-dioksygenazy fitoglobin. Ponadto, zostanie przeprowadzony pomiar
zawartosci metabolitéw (jony azotanowe i azotynowe — metody kolorymetryczne) oraz ATP (z
wykorzystaniem bioluminescencji). Ponadto, celem jest okreslenie zmian ilosci NO (wykorzystujac
techniki spektrofluorymetryczne), towarzyszacych modyfikacjom aktywnosci podstawowych enzymow
anabolizmu i katabolizmu NO.

Hipoteza badawcza zaklada, Ze starzeniu nasion typu ortodoksyjnego towarzysza zmiany w ilo$ci
transkryptow jak i aktywnosci biatek zwigzanych z przemianami NO. Zmiany te najprawdopodobnie;j
zalezg od czasu trwania zabiegu postarzania nasion i wigzg si¢ z modyfikacja ilo§ci metabolitow
bedacych albo zZrodtem NO Iub stanowigcych produkt reakcji enzymatycznych zwigzanych z
metabolizmem tej czasteczki. Postulujemy, ze poprzez przeksztalcanie NO do jondw azotanowych,
fitoglobiny maja dzialanie promujace starzenie, gdyz ograniczaja dostgpnos¢ NO regulujacego to
zjawisko.

Uzyskane wyniki pozwola uzupemi¢ model ,,drzwi nitrozacyjnych” pod katem udzialu NO w
zachowaniu zywotno$ci nasion.



