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STRESZCZENIE

Ze wzgledu na osiadly tryb Zycia, przetrwanie stresu wywotlanego czynnikiem
abiotycznym, wymaga od roslin dynamicznej adaptacji do zmieniajacych warunkow
srodowiska. Jest to mozliwe migdzy innymi przez przestrzenng regulacje ekspresji genow z
udzialem granul stresowych. Granule stresowe (z ang, stress granules; SGs) to nieoblonione
biokondensaty powstajace w cytoplazmie komorek narazonych na stres biotyczny i abiotyczny.
Te bogate w biatka 1 poli(A) RNA struktury s3 miejscem wystgpowania transkryptéw
nieulegajacych translacji. Odlagczanie mRNA od rybosoméw 1 ich akumulacja w SG moze
stanowi¢ mechanizm umozliwiajacy syntez¢ jedynie tych biatek, ktore sg kluczowe do
przetrwania w warunkach stresu. Jak dotad jednak nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢ funkcji
SG oraz ich zwigzku z tolerancja na stres. Nieznany jest rowniez mechanizm selektywnej
sekwestracji transkryptow w SG ani dalszy los zgromadzonego na ich terenie mRNA.
Podejrzewa sig, ze modyfikacje epitranskryptomiczne, takie jak N6-metyloadenozyna (m6A),
mogg wplywaé na lokalizacj¢ komérkowa mRNA. Jednakze do tej pory nie prowadzono badan

nad rolag m6A w organizacji transkryptomu SG u roslin.

Dlatego celem niniejszej pracy bylo poznanie natury i funkcji granul stresowych w
komorkach korzeni L. angustifolius (tubinu waskolistnego) 1 A. thaliana podczas stresu hipoksji
(niedotlenienia), natomiast szczegétowymi zadaniami badawczymi byty:

e identyfikacja i badania etapéw powstawania SG oraz poznanie struktury i dystrybucji

molekut na ich terenie,

e badania zmian transkryptomu tubinu w odpowiedzi na stres hipoksji oraz podczas

powrotu do warunkéw fizjologicznych,

e poznanie zmian ilosci m6A na poziomie epitranskryptomu tubinu.

e okreslenie roli m6A w powstawaniu SG.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podczas niedotlenienia w komorkach korzeni
L. angustifolius dochodzi do powstawania SG bogatych w poli(A) RNA i biatka PAB2.
Stwierdzono, ze SG formuja si¢ w cytoplazmie w odpowiedzi na stres, poczatkowo jako mate
biokondensaty, ktore z czasem tacza si¢ w wigksze struktury. Badania ilo§ciowe dotyczace
poli(A) RNA przez caly okres trwania hipoksji wykazaly, ze transkrypty z cytoplazmy

przemieszczaja si¢ do SG.

Analizy z udzialem, m.in. mikroskopii wysokorozdzielczej (STORM) oraz transmisyjnej

mikroskopii elektronowej (TEM) ujawnity charakterystyczng dwustrefowa strukture SG,
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dotychczas nieopisang w literaturze. SG skladaja si¢ z pierscienia bogatego w poli(A) RNA i

PAB2 oraz centralnej strefy wolnej od tych molekut, w ktérej obecne sg rybosomy.

Wykazano, ze po ustaniu dziatania czynnika stresowego, podczas ponownego natlenienia roslin
dochodzi do demontazu SG. Porownujac poziomy poli(A) RNA w komorkach korzeni a takze
blokujac transport jadrowo-cytoplazmatyczny transkryptow podczas stresu i reoksygenacji
ujawniono, ze SG s3 gtownym sa zrédlem zwigkszajacej si¢ ilosci mRNA w cytoplazmie 1 jest
to poziom transkryptow wystarczajacy dla funkcjonowania komoérki podczas pierwszych

godzin po ponownym natlenieniu.

Badania RNA-seq ujawnily bardzo silng odpowiedz na indukcje i zakonczenie stresu
niedotlenienia na poziomie transkryptomu korzeni tubinu. Zidentyfikowano 21 036 genow
réznicowo eksprymowanych w czasie niedotlenienia. Do dalszych analiz wyznaczono
transkrypty wéréd genow odpowiedzi na stres oraz o obnizonej ekspresji podczas hipoksji. W
kolejnym etapie badan przeprowadzono analize¢ MeRIP-Seq, co pozwolito zidentyfikowac
zmiany w rozmieszczeniu 1 poziomie m6A w obrebie transkryptow. Ustalono, ze m6A
wystepuje gldownie w koncu 3’ we wszystkich transkryptach a poziom tej modyfikacji zwickszat
si¢ w poczatkowym okresie trwania hipoksji a nastgpnie malal w trakcie wydtuzonego czasu

niedotlenienia, co moze by¢ zwigzane z regulacja stabilizacji mRNA.

Nastepnie stosujac techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ FISH oraz MeRIP-qPCR
wykazano, ze transkrypty regulujgce hipoksje, na przyktad ADHI1 i HUP7 charakteryzujg si¢
niskim poziomem m6A a dodatkowo ADHI1 wystepuje tylko w czesci centralnej SG, gdzie
obserwowano rybosomy. Z kolei, mRNA genéw niezwigzanych z niedotlenieniem byto silnie

wzbogacone w m6A 1 transkrypty byly obecne w obu strefach SG.

Dalsze badania nad rola modyfikacji m6A w formowaniu i1 funkcjonowaniu SG
przeprowadzono u mutantow A. thaliana o wysoce obnizonym poziomie m6A. W wyniku braku
zajécia procesu metylacji adenozyny obserwowano spadek liczby SG oraz zawartosci poli(A)

RNA na ich terenie.

Uzyskane wyniki wskazujg na istotny udzial m6A w odpowiedzi na stres hipoksji,
zardwno zwigzanej z regulacja ilosci mRNA ale takze z przechowywaniem transkryptéw na
okres po zakonczeniu stresu w SG. Te dwa zjawiska moga odbywac si¢ rownoczesnie ale w
réznych rejonach komorki. Wykazanemu w pracy spadkowi ilosci pewnych mRNA w
cytoplazmie poza SG towarzyszy wzrost poziomu m6A w hipoksji. Natomiast, w SG

modyfikacja ta jest niezbedna dla rekrutacji czeSci mRNA do granul stresowych. W celu
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ochrony mRNA przed degradacja w SG na pozniejszych etapach odpowiedzi na stres
niedotlenienia, ALKBH9B moze demetylowaé transkrypty. Tak przechowany mRNA w SG
moze by¢ wykorzystywany po zakonczeniu stresu do szybkiej translacji. Wynika z tego, ze rola
mo6A w odpowiedzi na stres hipoksji u roélin jest bardzo ztozona. Wraz z mechanizmami, ktore
podczas transkrypcji metyluja adenozyn¢ w pozycji 6 oraz dzialania demetylaz waznym

aspektem funkcjonowaniu tej modyfikacji jest lokalizacja komorkowa poszczegdlnych mRNA.
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ABSTRACT

Due to their sessile lifestyle, plants must dynamically adapt to changing environmental
conditions to survive abiotic stresses. This adaptation, among other mechanisms, is achieved
through the spatial regulation of gene expression involving stress granules. Stress granules
(SGs) are non-membranous biocondensates that form in the cytoplasm of cells exposed to biotic
or abiotic stress. These structures, rich in proteins and poly(A) RNA, serve as reservoirs for
untranslated transcripts. The dissociation of mRNA from ribosomes and its sequestration in SGs
may represent a mechanism that prioritizes the synthesis of proteins essential for survival under
stress conditions. Despite their significance, the exact roles of SGs and their connection to stress
tolerance remain unclear. The mechanisms governing the selective sequestration of transcripts
into SGs and the fate of stored mRNAs are also poorly understood. It has been hypothesized
that epitranscriptomic modifications, such as N6-methyladenosine (m6A), may influence the
cellular localization of mRNA. However, no studies to date have explored the role of m6A in

the organization of the SGs transcriptome in plants.

This study aimed to investigate the nature and function of SGs in root cells of Lupinus
angustifolius (narrow-leafed lupin) and Arabidopsis thaliana under hypoxic (low oxygen)
stress. Specific objectives included:

e identifying and analyzing the stages of SGs formation and exploring their structure and

the distribution of molecules within them.

e examining transcriptomic changes in Lupinus in response to hypoxic stress and during

recovery to normal physiological conditions.

e investigating alterations in m6A levels at the epitranscriptomic level in Lupinus.

e determining the role of m6A in the formation of SGs.

The research revealed that SGs enriched with poly(A) RNA and PAB2 proteins form in the
root cells of L. angustifolius during hypoxia. It was observed that SGs develop in the cytoplasm
as a response to stress, initially appearing as small biocondensates that gradually merge into
larger structures. Quantitative analyses of poly(A) RNA throughout the hypoxic period showed

that cytoplasmic transcripts relocate to SGs during stress.

Analyses using high-resolution microscopy technique STORM (Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy) and Transmission Electron Microscopy (TEM) revealed a
previously unreported two-zoned SGs structure. SGs consist of a ring rich in poly(A) RNA and

PAB2, surrounding a central zone devoid of these molecules but containing ribosomes.
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It was demonstrated that upon cessation of hypoxic stress, during plant reoxygenation, SGs
disassembled. By comparing the levels of poly(A) RNA in root cells and blocking the nuclear-
cytoplasmic transport of transcripts during both stress and reoxygenation, it was revealed that
SGs act as the primary source of increasing cytoplasmic mRNA levels. This pool of transcripts

is sufficient to support cellular functions in the initial hours following reoxygenation.

RNA-seq analysis revealed a strong transcriptomic response to both the induction and cessation
of hypoxic stress in the roots of Lupinus. A total of 21,036 differentially expressed genes were
identified during hypoxia. For further analysis, transcripts associated with stress response genes
and those showing reduced expression during hypoxia were selected. In the subsequent research
phase, MeRIP-Seq analysis was performed, which enabled the identification of changes in the
distribution and levels of m6A modifications across transcripts. It was found that m6A
predominantly localized at the 3' end of all transcripts. The level of this modification increased
in this part of transcripts during the initial phase of hypoxia but subsequently decreased during

prolonged hypoxic conditions, suggesting a potential role in regulating mRNA stability.

Using fluorescence in situ hybridization (FISH) and MeRIP-qPCR, it was shown that hypoxia-
related transcripts, such as ADHI and HUP?7, exhibit low levels of m6A. Notably, ADHI
localized exclusively in the central SGs zone, where ribosomes were observed. In contrast,
mRNA of non-hypoxia-related genes was highly enriched in m6A and present in both SGs

Zones.

Further investigations into the role of m6A modifications in the formation and function of SGs
were conducted using Arabidopsis thaliana mutants with significantly reduced levels of m6A.
The absence of adenosine methylation resulted in a decreased number of SGs and a lower

poly(A) RNA content within them.

The findings highlight the significant role of m6A in hypoxic stress responses. m6A
contributes to both the regulation of mRNA levels and the storage of transcripts in SGs for post-
stress recovery. These two processes may occur simultaneously but in different regions of the
cell. The observed decrease in certain mRNA levels in the cytoplasm outside SGs during
hypoxia was accompanied by an increase in m6A levels. Conversely, within SGs, m6A is
essential for recruiting specific transcripts. To protect mRNA from degradation in SGs during
the later stages of the hypoxic stress response, ALKBH9B may demethylate transcripts. This
preserved mRNA can then be rapidly translated once the stress ends. These findings suggest

that the role of m6A in the plant hypoxia response is highly complex. In addition to the
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transcriptional mechanisms that methylate adenosine at position 6 and the actions of
demethylases, the cellular localization of individual mRNA transcripts is a crucial aspect of the

function of this modification.
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WSTEP

1.1 STRES NIEDOTLENIENIA U ROSLIN

Dostepnos¢ tlenu jest kluczowym czynnikiem determinujagcym zycie wigkszosci
organizméw. Gdy jego dostepnos¢ jest niewystarczajaca, dochodzi do zaktocenia procesow
komorkowych, co w skrajnych przypadkach konczy si¢ ich $miercig. Chociaz rosliny stanowia
glowne zrodto tlenu uwalnianego do atmosfery, ich metabolizm w duzej mierze zalezy od
dostepnosci tego gazu w srodowisku. W przeciwienstwie do zwierzat, ro§liny nie posiadajg
aktywnego systemu dystrybucji tlenu (Sasidharan i Mustroph, 2011). Tym bardziej dla tych
organizméw jego dostepnos¢ ze srodowiska ma kluczowe znaczenie (Drew, 1997; Bailey-
Serres 1 Voesenek, 2008). Niedobor tlenu w srodowisku zewnetrznym jest najczesciej efektem
ulewnych deszczy i powodzi, ktore prowadza podtopienie korzeni lub catkowitego zanurzenie
roslin. W takich warunkach jego dyfuzja do tkanek ros§linnych jest utrudniona, co prowadzi do
obnizenia natlenienia tkanek (Armstrong, 1979; Sasidharan i Mustroph, 2011). Gdy st¢zenie
tlenu spada do poziomu ograniczajacego proces oddychania tlenowego (zazwyczaj w zakresie
0,5-5%), dochodzi do zjawiska niedotlenienia, znanego réwniez jako hipoksja (Sasidharan i
wsp., 2017).

W ostatnich dziesigcioleciach na skutek globalnych zmian klimatu wzrosta
czestotliwoscei ekstremalnych zjawisk pogodowych czesto o przeciwstawnej naturze, takich jak
susze 1 powodzie. Wedtug danych Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
1 Rolnictwa (FAO), w latach 2005-2015 straty w sektorze rolniczym krajow rozwijajacych sie,
spowodowane powodziami, wyniosty okoto 19 miliardow dolarow (FAO, 2015). Prognozy
wskazuja, ze do 2050 roku ryzyko zwigzane z powodziami moze wzrosnaé trzykrotnie
(Jongman i wsp., 2012).

Nadmierny poziom wody wywotuje nie tylko niedobdr tlenu, ale réwniez zmniejsza
ilos¢ $wiatla docierajacego do roslin 1 zmienia wlasciwosci gleby. Beztlenowe warunki
sprzyjaja denitryfikacji, prowadzac do ograniczenia dostg¢pnosci azotu w glebie (Yu 1 wsp.,
2019). Ponadto, utrudniona wymiana gazowa skutkuje nagromadzeniem si¢ produktow
ubocznych oddychania beztlenowego, takich jak CO:, metan czy hormony gazowe. Obnizenie
pH gleby w tych warunkach pociaga za sobg szereg dodatkowych negatywnych skutkow (Dat
1 wsp., 2006). Nadmiar wody sprzyja takze rozwojowi mikroorganizmoéw, w tym wielu
patogendw roslinnych, co znacznie komplikuje regeneracj¢ roslin po ustgpieniu stresu (Gravot

1 wsp., 2016). Zmiany metabolizmu roslin oraz srodowiska otaczajacego podczas hipoksji
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prowadzg zatem do pogorszeni wzrostu i rozwoju a dlugotrwate niedotlenienie moze prowadzi¢
do $mierci. Aby ograniczy¢ straty w rolnictwie oraz przeciwdziata¢ skutkom powodzi w
uprawach, konieczne jest poglebienie wiedzy o mechanizmach adaptacyjnych roslin do stresu.

Jest to jednym z waznym wyzwan dla wspotczesnej biologii komorkowej i molekularne;.

1.2 GRANULE STRESOWE

Ekstremalne warunki $rodowiskowe wymagaja wyjatkowych reakcji na wielu
poziomach w tym rowniez genomu, aby zwiekszy¢ adaptacje do stresu. Rosliny sa organizmami
osiadtymi, ktorych miejsce zycia wyznacza miejsce kietkowania, dlatego tym bardziej
wymagaja szerokich mozliwosci reagowania na warunki $rodowiskowe. Prowadzi to
zazwyczaj do mocnej odpowiedzi na poziomie transkryptomu. Jednak synteza RNA jak
wykazano jest prowadzona czgsto z obu nici DNA a takze z regiondw promotorowych czy
sekwencji wzmacniajacych aktywnos¢ gendw (Djebali i wsp. 2012; Hon 1 wsp. 2017). Wynika
z tego, ze sam proces transkrypcji w duzym stopniu jest stochastyczny. Stad wzrasta znacznie
mechanizméw po transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendéw. Wsrod nich jednym z
wazniejszych jest dostepnos¢ mRNA do rybosoméw. Reguluje to retencja mRNA w jadrze
komorkowym i1 kumulacja w cytoplazmatycznych granulach stresowych (SG) (Niedojadlo i in.
2014, 2016, Sorenson i1 Bailey-Serres 2014). Poniewaz translacja jest procesem niezwykle
energochtonny ma to istotne znacznie podczas warunkow stresowych.

Nover i wspotpracownicy (1983) po raz pierwszy opisali powstawanie
cytoplazmatycznych granul w odpowiedzi na stres cieplny w trakcie badan na komorkach
pomidora. Sktadaly si¢ one gléwnie z biatek szoku cieplnego i nietranslatowanych mRNA
(Nover 1 wsp. 1989). Wkrétce potem, obecnos¢ granul ztozonych z biatek szoku cieplnego
zaobserwowano u zwierzat w fibroblastach zarodkow kurzych i komorkach HeL A narazonych
na stres cieplny (Collier i Schlesinger, 1986; Arrigo 1 wsp. 1988). Kolejnym waznym krokiem
bylo opisanie przez Kedersha i wspdtpracownikow (1999) warunkow stresowych indukujacych
powstawanie cytoplazmatycznych skupisk w komorkach ssaczych. Ich sktad obejmowat przede
wszystkim poliadenylowane RNA oraz liczne biatka rdzeniowe. Ze wzgledu na specyficzne
warunki prowadzace do ich powstania, skupiska te zostaly okreslone mianem granul
stresowych (ang. stress granules, SGs).

Granule stresowe to nieobtonione struktury cytoplazmatyczne o wielkosci od 100 do
2000 nm powstajace najprawdopodobniej na skutek zatrzymania procesu translacji mRNA
(Moser 1 Fritzler, 2010). Stanowia element ewolucyjnie konserwowanego mechanizmu
odpowiedzi komorkowej na stres wywotany czynnikami biotycznymi oraz abiotycznymi. U
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ro$lin, SGs powstaja w odpowiedzi na rozmaite czynniki stresowe, w tym m.in. zasolenie,
skrajne temperatury, niedotlenienie czy wirusy, a nast¢pnie ulegaja demontazowi po ustgpieniu
stresu. (Maruri-Lopez i wsp. 2021; Sorenson i Bailey-Serres, 2014; Reuper i wsp. 2021).
Powr6t do warunkéw fizjologicznych inicjuje w komorkach faze regeneracji w trakcie ktorej
dochodzi do przywrocenia zatrzymanej translacji oraz wznowienia mechanizmow zwigzanych
ze wzrostem. Na istotng role¢ SGs w odpowiedzi na stres wskazuje kilka dotychczasowych
badan przeprowadzonych na komdérkach zwierzecych. Zaburzenie powstawania SGs u danio
pregowanego zakldcito regeneracje po ustgpieniu stresu cieplnego, co w efekcie doprowadzito
do obnizenia przezywalno$ci w poréwnaniu z grupa kontrolng (Zampedri i wsp. 2016).
Podobne obserwacje poczyniono w przypadku komorek ludzkich, gdzie mutacje w genach
kodujacych biatka SGs uniemozliwiaty ich formowanie, tym samym ograniczajac zdolnos¢
regeneracji (Kwon i wsp. 2007).

Wyniki badan u roslin wskazuja takze na istotng role SG w odpowiedzi na warunki
stresowe. Nadekspresja UBPIB (biatko wystepujace w SG) prowadzita do zwigkszenia ilosci
granul stresowych oraz wyzszej tolerancji na stres cieplny. Natomiast mutanty ubplb
A.thaliana charakteryzowaty si¢ zwigkszong wrazliwo$cig na stres solny, cieplny i osmotyczny
(McCue i wsp. 2012; Nguyen i wsp. 2016). Interesujacym przyktadem jest biatko HSP101,
ktore podczas stresu cieplnego silnie akumuluje w SGs u A. thaliana. Przy czym HSP101 jest
niezb¢dnym biatkiem opiekunczym dla przezycia roslin poddanych stresowi cieplnemu
(McLoughlin i wsp., 2019). Zatem obecnos¢ w SGs bialek kluczowych dla odpowiedzi na stres
wskazuje, ze nie sg one jedynie strukturami magazynujacymi, ale moga petni¢ funkcje centréw
koordynujacych reakcj¢ na bodzce stresowe.

Powstawanie SGs oraz sekwestracja mRNA 1 biatek w tych strukturach mogg odgrywac
kluczowa role w tolerancji na stres. Jednak obecnie jest wcigz za mato informacji zeby

jednoznacznie zweryfikowac t¢ hipoteze.

1.3 MECHANIZM POWSTAWANIA SGS

Dotychczasowe badania przeprowadzone na komodrkach ssaczych 1 drozdzach
umozliwity opracowanie modelu powstawania granul stresowych, obejmujacego trzy kluczowe
etapy: 1) nukleacje, 2) utworzenie gestego rdzenia, zawierajacego podstawowe sktadniki SGs,
oraz 3) formowanie dynamicznej otoczki, potaczone z fazg wzrostu i fuzji (Jain 1 wsp., 2016;
Markmiller 1 wsp. 2018). Nalezy zaznaczy¢, ze zarowno tempo, jak 1 liczba powstajacych SGs
zaleza od rodzaju, intensywnos$ci oraz czasu trwania stresu (Kedersha i wsp. 2002; Wallace i
wsp. 2015).
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W poczatkowej fazie dziatania czynnika stresowego dochodzi do zahamowania procesu
translacji na skutek fosforylacji eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2 (z ang.
eukaryotic initiation factor 2, elF2a), ktory uwazany jest za kluczowy element wyzwalajacy
proces montazu SGs (Kedersha i Anderson, 2002). Fosforylacja elF2a powoduje dysocjacje
kompleksow inicjacji translacji z polisoméw, prowadzac do ich rozpadu i uwolnienia RNA do
cytoplazmy (Wolozin, 2012). Powstajace wysokie lokalne st¢zenie kompleksow mRNP
indukuje pierwsze etapy nukleacji SGs (Protter 1 Parker, 2016). Proces ten jest modulowany
przez liczne oddzialywania bialko-biatko, RNA-RNA i RNA-biatko, a takze modyfikacje
potranskrypcyjne 1 potranslacyjne (Sanders i wsp. 2020; Protter i Parker 2016). Jednakze
najwazniejszg role w etapie nukleacji odgrywa RNA. Mechanizm lezacy u podstaw kondensacji
SGs opiera si¢ na odwracalnym zjawisku separacji faz ciecz-ciecz (z ang. liquid-liquid phase
separation, LLPS). Polega on na oddzielaniu i agregacji biatek i kwaséw nukleinowych ze
srodowiska wodnego, prowadzac do utworzenia bezbtonowych organelli zdolnych do
gromadzenia sktadnikow w stgzeniach nawet trzystukrotnie wyzszych niz w otaczajacym je
srodowisku (Banani i wsp., 2017). Obecnie tego typu struktury nazywamy biokondensatami.
Poprzez parowanie zasad Watsona-Cricka oraz niekanonicze interakcje pomigdzy RNA
wyzwalaja LLPS i promuja montaz SGs in vitro (Van Treeck i Parker, 2018).

W kolejnym etapie, w wyniku nukleacji, dochodzi do miejscowego nagromadzenia
podstawowych sktadnikow SGs, takich jak G3BP1 (z ang. GTPase-activating protein-binding
protein 1), TIA-1 (z ang. T-cell intracellular antigen-1) oraz PABP1 (z ang. polyadenylate-
binding protein 1). Sktadniki te wigza si¢ zarowno ze soba, jak i z poliadenylowanymi mRNA
oraz podjednostkami rybosomalnymi 40S, co prowadzi do rekrutacji dodatkowych biatek i
inicjacji agregacji stabilnego rdzenia SGs (Khong i wsp., 2017). Jak dotad, wszystkie poznane
biatka rdzeniowe indukujagce LLPS u ssakow, drozdzy 1 ro$lin charakteryzujg si¢
wielodomenowg strukturg. Zwykle obecne w nich s3g domeny oligomeryzacji, domeny wigzace
RNA, inherentnie nieuporzadkowane domeny (z ang. intrinsically disordered domeins, IDDs)
oraz domeny prionopodobne (z ang. prion-like domains, PrLD) (Sanders i wsp. 2020). U roslin
wsrdd zidentyfikowanych dotychczas kanonicznych biatek SGs znalazly si¢ miedzy innymi
biatko wigzagce RNA — Rbp47 (z ang. RNA-binding protein 47) oraz biatko wigzace poli(A) —
PAB2 (z ang. poly(A) binding protein 2) (Bhasin i Hiilskamp, 2017). Co ciekawe w trakcie
agregacji rdzenia SGs, istotne znaczenie ma zardwno rodzaj zgromadzonego RNA jak i jego
struktura drugorzgedowa. Specyficzne konfiguracie mRNA mogg selektywnie odstania¢ lub
ukrywa¢ komplementarne sekwencje w celu interakcji z innymi RNA, determinujgc tworzenie

komplekséw w SGs (Langdon i wsp. 2018). Z kolei niektére RNA petnig funkcje¢ rusztowan
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dla bialek RBP, promujac powstawanie SGs poprzez interakcje RNA-RBP (Van Treeck i1 wsp.,
2018).

Dotychczas opisane SGs, strukturalnie stanowig dwufazowe skupiska sktadajace si¢ z
kilku gestych rdzeni o S$rednicy okoto 200nm zanurzonych w mniej skoncentrowanej i
dynamicznej otoczce o zmiennych rozmiarach (Youn i wsp. 2019). Jednakze u ro$lin nie
wykazano silnych skupisk biatek w SG przypominajacych rdzenie tych struktur u ssakow. W
komorkach zwierzat po utworzeniu stabilnego rdzenia SGs, biatka RBP poprzez wysokie
lokalne st¢zenie inherentnie nieuporzadkowanych regiondw (z ang. intrinsically disordered
regions, IDRs) rekrutuja dodatkowe biatka, ktére promujg LLPS i umozliwiaja formowanie
otoczki. Zazwyczaj rekrutowane sg biatka specyficzne dla otoczki, ktére nie wykazujg
aktywnos$ci wigzania RNA, a ich obecno$¢ zalezy od rodzaju stresu, typu komorki lub
organizmu (Markmiller 1 wsp., 2018; Riggs i wsp., 2020). Nastepnie po wytworzeniu otoczki,
nastepuje fuzja SGs, prowadzaca do powstania wielordzeniowych struktur o rozmiarze do 2
pm (Lin i wsp., 2015). Rdzen i1 otoczka SGs r6znig si¢ zarowno pod wzgledem dynamiki, jak i
sktadu u r6znych organizmoéw oraz stresu (Jain 1 wsp. 2016; Gutierrez-Beltran 1 wsp. 2021).
Rdzen, dzi¢ki silnym oddziatywaniom biatko-biatko, stanowi stabilng struktur¢ w obrgbie SGs.
Z kolei otoczka, w ktorej interakcje migdzy IDRs sg stabsze i przejsciowe, charakteryzuje si¢
ciagla wymiang sktadnikéw z polisomami, co §wiadczy o jej dynamicznej naturze (Zhang i
wsp. 2011; Wheeler 1 wsp 2016). Pomimo kilku podobienstw do mechanizmow
obserwowanych w komorkach zwierzecych i drozdzach, wiedza na temat powstawania i
organizacji SGs u roslin jest wcigz ograniczona. Brakuje szczegélowych informacji
dotyczacych migdzy innymi kolejnych etapéw formowania tych struktur, analizy budowy i

ewentualnego rozrdznienia rdzenia i otoczki, a takze procesow regulujacych ich powstawanie.

1.4. CHARAKTERYSTYKA SKELADU SGS

Pomimo istotnej roli SGs w funkcjonowaniu komorek roslinnych w trakcie stresu, ich
sktad w dalszym ciggu pozostaje stabo poznany. Brak btony otaczajacej te struktury stanowi
wyzwanie w procesie izolacji, a tym samym w badaniach nad identyfikacja ich sktadnikéw. Na
poszerzenie wiedzy na temat sktadu SGs wptynely badania przeprowadzone w ostatnich latach,
wykorzystujace bialka znacznikowe w procesach immunoprecypitacji w polaczeniu z
metodami chromatograficznymi 1 immunoprecypitacyjnymi (Kosmacz i wsp. 2019; Markmiller
1 wsp. 2018). Co niezwykle istotne sktad SGs charakteryzuje si¢ heterogennoscia, a obecnos¢ i
rozmieszczenie poszczegolnych sktadnikéw moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci od rodzaju stresu
(Jain 1 wsp. 2016; Wheeler i wsp. 2016). Dotychczas w bazie danych proteomu ssaczych SGs
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opisano 637 bialek (Nunes 1 wsp., 2019). Sktada sie on gtéwnie z biatek zawierajacych domeny
sprzyjajace agregacji, takich jak IDDs, PrLD, RBP oraz ATPazy (Youn i wsp., 2018; Nunes i
wsp., 2019). Najlepiej zbadanymi do tej pory integralnymi sktadnikami SGs u ssakow sg przede
wszystkim: podjednostka rybosomalna 40S, eukariotyczny czynniki inicjacji translacji elF3 1
4G, biatko wiazace poli(A) 1 (z ang. poly(A)-binding protein 1, PABI1), bialka Ras-GAP
wigzace domene SH3 — G3BP1 i1 G3BP (z ang. Ras-GAP SH3 domain-binding protein) oraz
biatko TIA-1 (z ang. prion-related RNA-binding protein) (Kedersha 1 wsp. 2016; Huang 1 wsp.
2020). Z kolei u roslin zidentyfikowano 120 bialek obecnych w SGs indukowanych stresem
cieplnym. Sposrdd nich jedynie jedna czwarta posiada znane homologi w SGs ssakow i
drozdzy, co umozliwito ich identyfikacje (Kosmacz i wsp. 2019). Przyklad stanowig biatka
znacznikowe SGs u A.thaliana — Rbp47b (z ang. RNA-binding protein 47b) oraz UBP1B (z
ang. oligouridylate binding protein 1B), ktoére sa blisko zwigzane z biatkiem TIA-1
indukujacym powstawanie SGs u ludzi (Kosmacz i wsp. 2018). Wérdd zidentyfikowanych w
SGs u A. thaliana biatek, znalazty si¢ takze RBP, ATPazy, biatka opiekuncze oraz czynniki
inicjacji 1 elongacji translacji (Kosmacz i wsp. 2019). W SG u roslin znaleziono rowniez
ewolucyjnie konserwowane biatko ECT2, ktore bezposrednio wigze m6A. Natomiast sposrod
16 biatek, ktére wigza si¢ z Rpb47b w warunkach bezstresowych, 3 sa zwigzane z
metabolizmem m6A, tj. ECT2, ECT4 i ALKBHS demetylaza m6A. To silnie sugeruje udziat
m6A w biogenezie SG.

Oprocz biatek w SGs zidentyfikowano réwniez metabolity, takie jak aminokwasy, lipidy
i nukleotydy (Kosmacz i wsp., 2019). Z jednej strony obecno$¢ tych molekut moze by¢
przypadkowa, wynikajaca z sekwestracji biatek wraz z ich matoczasteczkowymi ligandami. Z
drugiej strony, moze by¢ intencjonalna i stuzy¢ regulacji dynamiki oraz funkcji SGs, jak w
przypadku ATP, ktore jest niezbedne do aktywnosci biatek opiekunczych obecnych w SGs.
Dodatkowo petni role hydrotropu, ktory zapobiega tworzeniu si¢ agregatéw biatkowych oraz
rozpuszcza juz istniejgce skupiska na terenie SGs (Jain i wsp. 2016). Endogenne metabolity
komorkowe sg uwazane za nowo wylaniajacy si¢ element biologii SGs.

Wczesniejsze badania nad SGs koncentrowaty si¢ gldéwnie na analizie obecnych w nich
bialek oraz ich sekwestracji w kontekscie odpowiedzi komodrkowej na stres. Obecnie jednak
coraz wicksze zainteresowanie badaczy wzbudza transkryptom SGs, ktéry moze odgrywac
kluczowa rol¢ w procesach zwigzanych z formowaniem, stabilizacja oraz funkcjonowaniem
tych struktur. Znaczenie akumulacji RNA w SGs potwierdza fakt, ze stanowi ono az 78-95%
ich sktadu (Khong i1 wsp., 2017). Jak wczesniej wspomniano, proces powstawania SGs jest

scisle powigzany z uwolnieniem mRNA z polisomoéw. Zaleznos$¢ t¢ potwierdzaja obserwacje
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uzyskane po zastosowaniu cykloheksymidu, inhibitora elongacji translacji. Jego dziatanie
zatrzymuje mRNA na rybosomach, co skutecznie uniemozliwia tworzenie SGs w odpowiedzi
na stres. Powodem jest prawdopodobnie brak dostepnosci mRNA w cytoplazmie do tworzenia
SG. Z tego powodu cykloheksymid stosuje si¢ do pelnej identyfikacji SG w materiale
poddanym stresowi. Z kolei uzycie puromycyny, ktéra prowadzi do calkowitej dysocjacji
rybosomoéw, sprzyja formowaniu SGs (Kedersha i wsp., 2000). Powyzsze obserwacje sugeruja
ze mRNA gromadzone w granulach stresowych to gldwnie te, ktore nie podlegajg translacji.
Jednakze pomimo istotnego zahamowania procesu translacji w trakcie stresu, do SGs trafia
zaledwie okoto 10% mRNA, co rodzi pytanie dotyczace selektywnosci gromadzonych
transkryptow (Khong i wsp. 2017). Na poziomie funkcjonalnym wigkszo$¢ transkryptow
akumulowanych w SGs u zwierzat koduje bialka rybosomalne. Natomiast nie stwierdzono
obecnosci mRNA gendw zaangazowanych w odpowiedz na stres, takich jak HSP70 (z ang. heat
shock protein 70) oraz MDRI (z ang. multidrug resistance 1) (Maruri-Lopez i wsp., 2021).
Roéwniez w przypadku komorek drozdzowych transkrypty gendéw indukowanych stresem nie
byty kierowane do SGs (Zid i O'Shea, 2014). Podczas gdy w komorkach ssakow
zidentyfikowano wiele mRNA zwigzanych z SGs, wiedza na temat sekwestrowanych mRNA u
ro$lin jest znikoma. Niemniej jednak Merret i wspdtpracownicy (2017) w badaniach nad
odpowiedzig A.thaliana na stres cieplny wykazali obecno$§¢ w SGs mRNA kodujacych biatka
rybosomalne oraz czynniki translacyjne. Zaobserwowano takze, ze w trakcie stresu cieplnego
zmniejszata si¢ ilo§¢ mRNA biatek rybosomalnych zwigzanych z polisomami, przy
jednoczesnym wzroscie ich interakcji z biatkiem UBP1a, markerem SGs. Catkowita ilo$¢ tych
transkryptow pozostawala jednak niezmieniona (Merret i wsp., 2017). Natomiast inne badania
na A. thaliana dostarczyty posrednich dowoddw na potencjalng mozliwos¢ sekwestracji mRNA
rowniez genéw odpowiedzi na stres w SGs (Tong 1 wsp., 2022; Kanodia 1 wsp., 2020; Yan i
wsp., 2014). Yan i wspotpracownicy wykazali, ze mRNA kodujace enzym biosyntezy kwasu
giberelinowego GA200x%3, ktorego ekspresja wzrasta w odpowiedzi na stres solny, jest wigzane
1 regulowane przez biatko TSN, ktore wystepuje w SGs w trakcie stresu solnego. Autorzy
zasugerowali, ze TSN moze rekrutowa¢ mRNA GA200x3 do SGs w celu jego stabilizacji i
optymalizacji translacji, cho¢ sama lokalizacja transkryptu w SGs nie zostata bezposrednio
zbadana. Z drugiej strony Sorenson i Bailey-Serres (2014) zaobserwowali, ze transkrypty
gendw odpowiedzi na niedotlenienie, mimo silnej ekspresji w trakcie hipoksji, pozostawaly
zwigzane z polisomami, a nie z UBPlc. Wynika z tego ze sktad transkryptomu jest bardzo
zroznicowany u roslin i wymaga dalszych badan. Interesujacym wydaje si¢ weryfikacja danych

transkryptomicznych przez lokalizacj¢ poszczeg6lnych transkryptow w komorkach. Wzajemne
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relacje pomigdzy RNA w SG 1 cytoplazmie przyczynig si¢ do pelnego poznania funkcji
badanych struktur.

Powyzsze wyniki sugerujg istnienie mechanizméw selektywnej sekwestracji mRNA do
SGs, jednak proces odpowiedzialny za kierowanie poszczegdlnych transkryptéw do tych
struktur pozostaje nieznany. Niejasny jest rowniez los mRNA akumulowanych w SGs. Badania
przeprowadzone gtownie na komorkach zwierzgcych wskazuja, ze zgromadzone w SGs
transkrypty moga by¢ degradowane, przechowywane lub selektywnie kierowane do transportu
do innych struktur cytoplazmatycznych (Chantarachot i in., 2018). Nadal brakuje takze
odpowiedzi na pytanie, co dzieje si¢ z mRNA zmagazynowanym w SGs po zakonczeniu

dziatania czynnika stresowego 1 powrocie komorki do warunkow fizjologicznych.

1.5 ZWIAZEK POMIEDZY SGS A CIALKAMI P (Z ANG. PROCESSING BODY)

Granule stresowe w komorkach eukariotycznych moga wspotistnie¢ 1 wchodzi¢ w
interakcje z innymi cytoplazmatycznymi bezblonowymi kompleksami mRNP, zwanymi
ciatami P (z ang. P-bodies, PB). W przeciwienstwie do SGs, obecno$¢ PB nie jest zalezna od
dziatania stresu, cho¢ czynniki stresowe moga wplywac na ich liczbg 1 wielkos¢. W sktad PB
wchodzg: biatka zwigzane z degradacja mRNA zalezng od deadenylacji, biatka egzosomu,
elementy wyciszajace RNA oraz biatka zaangazowane w degradacje¢ transkryptow droga NMD
(z ang. Nonsense-mediated mRNA Decay) (Anderson i Kedersha, 2009; Xing i wsp., 2020). Na
tej podstawie wysunigto hipoteze, ze PB sa miejscem degradacji mRNA w cytoplazmie. Jednak
inne badania wykazywaly, ze mRNA akumulowane w PB mogg by¢ stabilizowane, a takze
ponownie wilaczane do translacji, co podwaza ich wylacznie funkcje degradacyjng (Sheth 1
Parker, 2003; Kedersha i wsp., 2005; Chantarachot i Bailey-Serres, 2018; Hubstenberger i wsp.,
2017).

Udzial PB w regulacji mRNA oraz ich interakcje z SGs nadal budzg wiele watpliwosci.
Badania dowodza, ze PB sa fizycznie, kompozycyjnie 1 funkcjonalnie zwigzane z SGs u
eukariontow (Chantarachot i Bailey-Serres, 2018). Kedersha i wspotpracownicy (2005)
przeprowadzili analiz¢ mikroskopowa interakcji SGs i PB w komoérkach zwierzecych z
zastosowaniem fluorescencyjnych biatek markerowych. Wykazali, ze cz¢$¢ SGs asocjowata z
jednym lub kilkoma PB. Wynika 2z tego, ze SG i1 PB stanowig osobne struktury
cytoplazmatyczne aczkolwiek moga wspdtpracowac podczas warunkow stresowych.

Dotychczas pojawito si¢ réwniez kilka sprzecznych informacji na temat kierunku
potencjalnej wymiany skladnikow biatkowych oraz mRNA pomig¢dzy obiema strukturami

(Buchan 1 wsp. 2008; Hondele 1 wsp. 2019; Wilbertz i wsp. 2019; Chantarachot 1 wsp. 2020).
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Rola interakcji pomi¢dzy SGs a PB oraz ich kooperacja w odpowiedzi komoérkowej na stres

wymaga dalszych badan.

1.6 EPITRANSKRYPTOM — NOWY MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI GENOW

W ostatnich latach, dynamiczny rozwoj technik biologii molekularnej przyczynit si¢ do
ponownego zainteresowania chemicznymi modyfikacjami RNA, uznawanymi za kluczowy
element ztozonego mechanizmu regulacji ekspresji genow. Do tej pory zidentyfikowano ponad
170 rodzajow modyfikacji w RNA, ktére obecne sa w rybosomalnym RNA (rRNA),
transportujgcym RNA (tRNA), matrycowym RNA (mRNA) oraz niekodujgcym RNA (ncRNA)
(Boccaletto 1 wsp., 2018). Podobnie jak w przypadku epigenomu modyfikacje RNA nie sg
kodowane genetycznie, wykazuja odwracalny charakter i reguluja los oraz ekspresje
transkryptow. Ze wzgledu na te wlasciwosci, zbiorczo okresla si¢ je mianem epitranskryptomu
(Hussain i wsp. 2013; Saletore i wsp. 2012).

Sposrod  dotychczas  zidentyfikowanych modyfikacji RNA, najpowszechniej
wystepujaca w eukariotycznym mRNA jest metylacja atomu azotu w pozycji 6 pierScienia
purynowego adeniny, znana jako N6-metyloadenozyna (m6A) (Liu i Pan, 2016; Yu i wsp.
2021). Mimo ze m6A odkryto juz w latach 70. XX wieku u ssakéw i roslin, modyfikacja ta
dhugo pozostawata niezbadana. Ograniczenia technik badawczych oraz brak bezposredniego
wpltywu m6A na sekwencje RNA znacznie utrudnialy detekcje oraz poznanie funkcji tej
modyfikacji (Desrosiers i wsp., 1974; Kennedy i Lane, 1979). Dopiero w ostatnim czasie
opracowanie zaawansowanych metod, takich jak MeRIP-seq (methylated RNA
immunoprecipitation sequencing), umozliwito precyzyjne mapowanie m6A w transkryptomie.
Technika ta wykorzystuje wysoce specyficzne przeciwciata anty-mo6A, ktore w reakcji
immunoprecypitacji pozwalaja na izolacj¢ fragmentéw metylowanego mRNA, a nastgpnie jego
sekwencjonowanie (Dominissini i wsp., 2012; Meyer 1 wsp., 2012). Pierwsze badania z
wykorzystaniem tej metody, przeprowadzone na komoérkach ludzkich zidentyfikowaty okoto
12 000 miejsc metylacji w ponad 7000 genach. Analiza sekwencji mRNA zawierajacych m6A
wykazata, ze u wszystkich zbadanych do tej pory eukariontéw, wiekszos¢ modytikacji znajduje
si¢ w obrebie wysoce konserwowanego motywu ,,RRACH” (R = A/G, H = A/C/U, A jako
miejsce modyfikacji) (Dominissini 1 wsp., 2012; Parker i wsp., 2020; Arribas-Hernandez i
Brodersen 2020). Mimo powszechnos$ci sekwencji ,,RRACH”, jedynie 1-5% tych miejsc jest
rzeczywiscie metylowanych, co wskazuje na selektywny charakter modyfikacji (Dominissini i

wsp., 2012).
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Rozmieszczenie miejsc metylacji w mRNA nie jest przypadkowe. Zar6wno u zwierzat,
jak 1 u roslin, m6A jest wzbogacane w regionach 3’ niepodlegajacych translacji (3’UTR) oraz
w poblizu kodonu stop. Obserwuje si¢ rowniez zwigkszone wystepowanie w obszarze kodonu
start (Shen 1 wsp. 2016). Dodatkowo, lokalizacja m6A w obrebie transkryptow moze byc¢
modulowana przez warunki §rodowiskowe. Na przyktad, w warunkach stresowych u ssakéw
obserwowano znaczace wzbogacenie w m6A w regionie 5’UTR (Zhou i wsp., 2015).

Warto podkresli¢, ze m6A jest wysoce dynamiczng modyfikacja, a jej poziom wykazuje
znaczng zmienno$¢ w zalezno$ci od organizmu, etapu rozwoju, a nawet migdzy
poszczegdlnymi komoérkami (Dominissini 1 wsp., 2012; Meyer 1 wsp., 2012; Tegowski 1 wsp.,
2022). Analizy transkryptomiczne zwierzgcego materiatu wskazuja, ze mRNA ponad 80%
genow zawiera m6A, przy czym Srednio jedna czasteczka mRNA posiada 10 miejsc metylacji
(Liu 1 wsp., 2022). Wczesniejsze badania na A. thaliana wykazaty, ze m6A stanowi 1-1,5%
catkowitej liczby adenozyn w poliadenylowanych transkryptach (Zhong i wsp., 2008).
Zastosowanie techniki MeRIP-Seq pozwolilo na identyfikacje ponad 15 000 miejsc m6A w
okoto 4000 transkryptach. Srednia liczba miejsc modyfikacji przypadajacych na jeden
transkrypt wynosita 2, jednak w niektérych mRNA zaobserwowano znacznie wyzsza ich liczbe

(Wong i wsp., 2023).

1.7 BIALKA REGULUJACE METABOLIZM I FUNKCJE M6A

Genom A. thaliana zawiera 29 genoéw kodujacych 55 bialek odpowiedzialnych za regulacje
modyfikacji m6A (Nishat 1 wsp., 2022). Funkcjonalnie biatka te dzielg si¢ na trzy grupy:
"writers", "erasers" 1 "readers". Kompleks metylotransferaz, okreslany jako "writers",
identyfikuje konserwowang sekwencj¢ RRACH 1 katalizuje dodanie grupy metylowej do
adeniny w tej sekwencji. Z kolei kompleks demetylaz, zwany "erasers", usuwa grupy metylowe
z RNA w procesie utleniania, co zapewnia odwracalno$¢ modyfikacji (Martinez-Pérez i wsp.,
2017). Na poziomie molekularnym m6A odgrywa kluczowg role w regulacji interakcji RNA z
RBP. Modyfikacja ta moze zarowno przyciggac, jak i odpychac r6zne RBP. Biatka rozpoznajace
1 wigzace m6A, okreslane jako "readers", petnig istotng funkcje w przekazywaniu sygnatow
zwigzanych z obecno$cia m6A. Wplywaja one na los docelowego RNA, bezposrednio
regulujac jego funkcje lub rekrutujac biatka efektorowe, ktére posrednicza w procesach

zaleznych od m6A (Arguello 1 wsp., 2017)
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1.8 KOMPLEKS METYLUJACY M6A

W proces metylacji m6A  zaangazowany jest ewolucyjnie konserwowany,
wielosktadnikowy kompleks ,,writer”. U A. thaliana podstaw¢ kompleksu tworza dwie N6-
metylotransferazy mRNA — MTA (ortolog zwierzecego METTL3) oraz MTB (ortolog
zwierzecego METTL14). Dodatkowo obecne sg w nim biatka pomocnicze VIRILIZER (VIR,
ortolog VIRMA), HAKAI i FIP37 (z ang. FKBP12 INTERACTING PROTEIN 37KD, ortolog
WTAP) (Bujnicki 1 wsp. 2002; Zhong i wsp. 2008; Shen i wsp. 2016; Litholdo i Bousquet-
Antonelli, 2019). Roélinne biatka kompleksu ,writer”, podobnie jak ich zwierzece
odpowiedniki, zlokalizowane sg przede wszystkim w nukleoplazmie (Ruzicka i wsp. 2017). Na
podstawie badan przeprowadzonych na komorkach ssaczych zaproponowano podziat
kompleksu metylotransferaz na dwie podjednostki. Pierwsza, utworzona przez MTA i MTB,
stanowi katalityczny rdzen kompleksu "writer" i jest okreslana jako kompleks m6A-METTL
(MAC). Druga, nazywana kompleksem powigzanym z m6A-METTL (MACOM), zawiera
biatka FIP37, VIR 1 HAKALI, ktére sg niezbedne do peinej aktywnosci katalitycznej MAC
(Knuckles i wsp., 2018).

Wiedza dotyczaca specyficznej funkcji poszczegdlnych biatek wchodzacych w sktad
kompleksu ,,writer” u roslin wciaz jest ograniczona. Dotychczas nie zidentyfikowano
precyzyjnych mechanizméw, poprzez ktore biatka pomocnicze kompleksu MACOM mogtyby
regulowa¢ aktywno$¢ metylotransferaz. Mimo to badania wskazuja, ze kazde z biatek
wchodzacych w sklad kompleksu ,,writer” jest wymagane do przeprowadzenia procesu
metylacji m6A. Swiadczy to o ich wzajemnej zalezno$ci oraz koniecznosci wspétdziatania w
celu utrzymania funkcjonalno$ci kompleksu metylotransferaz u 4. thaliana (Shen 1 wsp. 2023)

Jak wspomniano wczesniej nie wszystkie motywy RRACH w mRNA oraz nie kazdy
transkrypt jest metylowany. Mechanizmy decydujace o selektywnosci metylacji zaréwno na
poziomie transkryptu, jak i konkretnych miejsc w jego obrebie, pozostaja malo poznane.
Ostatnie badania sugeruja, ze za procesy te moga odpowiada¢ biatka RBP, okreslane mianem
rekruterow m6A. Przyktadem sg biatka FCA oraz OsFAP1 odpowiedzialne za potaczenie
metylotransferaz do okreslonych mRNA odpowiednio podczas kwitnienia 4. thaliana oraz w
trakcie mejozy u ryzu (Xu i wsp. 2021; Cheng i wsp. 2022). U zwierzat w regulacj¢ m6A
zaangazowane s3 rowniez modyfikacje epigenetyczne histonéw. Wykazano, ze modyfikacja
H3K36me3, ktora przez METTL14 kotranskrypcyjnie kieruje metylacja m6A u zwierzat
(Huang 1 wsp. 2019). Podobny mechanizm zaobserwowano u A. thaliana, gdzie m6A moze by¢

regulowane przez H3K36me2 (Shim i wsp. 2020). Powyzsze wyniki sugeruja, ze proces
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metylacji m6A jest regulowany na wielu poziomach, ktorych wspotdziatanie umozliwia
tworzenie specyficznych wzorcow metylacji w zaleznosci od rodzaju transkryptu, warunkéw
srodowiskowych czy etapéw rozwoju organizmu. Jednakze zalezno$Sci pomiedzy tymi

elementami sg niejasne i wymagaja dalszych badan.

1.9 ODWRACALNOSC METYLACJI MOA - DEMETYLAZY

Kiedy po raz pierwszy zidentyfikowano m6A w RNA, uznano t¢ modyfikacje za malo
istotna, zakladajac jej statyczny charakter. Przetom nastapit dopiero w 2011 roku, kiedy Jia i
wspotpracownicy odkryli biatko FTO (z ang. fat mass and obesity-associated protein), petnigce
role demetylazy RNA. Odkrycie to dostarczylo dowodéw na odwracalnos¢ 1 dynamicznosé
mo6A, zmieniajgc dotychczasowe spojrzenie na jej funkcje 1 znaczenie.

W przeciwienstwie do kompleksu ,,writer”, ktorego aktywno$¢ wymaga wspotpracy
wielu biatek, demetylazy usuwajace mO6A dziataja niezaleznie. Do tej pory jedynymi
zidentytikowanymi demetylazami u zwierzat sg biatka FTO 1 ALKBHS (z ang. alkB homolog
5) (Zheng i wsp. 2013). U A. thaliana nie wykryto ortologow FTO, jednakze obecnych jest 13
biatek homologicznych do ALKBH, wykazujacych roznorodng lokalizacje komoérkowa
(Mielecki 1 wsp., 2012; Duan i wsp., 2017). Sposrod nich ALKBH9A/9B/9C/10A/10B zostaly
zidentytfikowane jako homologi ALKBHS (Duan i wsp. 2017). Natomiast tylko ALKBH9B i
ALKBHI10B potwierdzono jako aktywne demetylazy zarowno w badaniach in vitro, jak i in
vivo (Duan i wsp. 2017; Martinez-Perez i wsp. 2017). U mutantéw alkbh9b i alkbhl0b
zaobserwowano hipermetylacj¢ transkryptow, gtdwnie wzbogaconych odpowiednio w regionie
CDS i 3°’UTR (Duan i wsp. 2017; Tang 1 wsp. 2022). Obie demetylazy wystepuja w roznych
obszarach komoérki. ALKBH9B jest obecna w cytoplazmie oraz w granulach stresowych w
trakcie stresu cieplnego. Z kolei ALKBH10B charakteryzuje si¢ lokalizacja jadrowo-
cytoplazmatyczng. Na tej podstawie przypuszcza si¢, ze obie demetylazy dzialaja niezaleznie
kierujac swoja aktywno$¢ na r6zne rodzaje RNA w rdznych przedziatach komérkowych (Song

1 wsp. 2024).

1.10 BIALKA ROZPOZNAJACE M6A
Regulacja funkcji zaleznych od m6A opiera si¢ na mechanizmie rozpoznawania tej
modyfikacji przez specyficzne biatka, okre§lane mianem kompleksu ,,reader”. Dotychczas

zidentyfikowane biatka rozpoznajace m6A podzielono na trzy grupy w zaleznosci od sposobu

wigzania tej modyfikacji. Pierwsza grupe stanowig biatka wykorzystujace wysoce
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konserwowang domen¢ YT521-B (YTH), ktora bezposrednio i specyficznie wigze m6A (Wang
1 wsp. 2014). Druga obejmuje heterogeniczne jadrowe nukleoproteiny (z ang. heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins, hnRNPs), ktére rozpoznaja m6A w jednoniciowych fragmentach
RNA, powstajacych w wyniku przebudowy struktury drugorzedowej indukowanej przez
metylacje (Alarcon i wsp. 2015; Liu 1 wsp. 2017). Dziatanie trzeciej grupy biatek polega na
wigzaniu mo6A przez biatka RBP, takie jak IGF2BP2 (z ang. insulin-like growth factor 2 mRNA
binding protein 2), cho¢ szczegoty tego procesu nie zostaly jeszcze wyjasnione (Huang i wsp.
2018).

Wigkszos¢ poznanych do tej pory biatek rozpoznaje m6A za posrednictwem domeny
YTH, ktora jest wysoce konserwowana ewolucyjnie wsroéd eukariontow, w tym ludzi, drozdzy
i1 roslin (Song i wsp., 2021a). W komodrkach ssakow zidentyfikowano pie¢ biatek zawierajacych
te domene: YTHDF1-3 oraz YTHDCI1-2. Bialka te wigza m6A w roznych przedzialach
komorkowych, YTHDF1-3 w cytoplazmie a YTHDC1-2 w jadrze komorkowym (Liao i wsp.,
2018). Z kolei w genomach roslinnych liczba gendw kodujacych biatka z domeng YTH jest
znacznie wigksza. W A. thaliana zidentytikowano 13 takich biatek, u ryzu 12, a w pszenicy az
39. Wykazano takze, ze ekspresja bialek zawierajacych domene YTH moze podlegac istotnym
zmianom w zaleznosci od etapu rozwoju rosliny lub dziatania czynnikow $rodowiskowych.
Sugeruje to ztozony mechanizm regulacyjny, w ktorym poszczegdlne biatka YTH moga
rozpoznawac specyficzne transkrypty, peinigc rdéznorodne role w modulacji proceséw
komoérkowych (Song i wsp., 2024).

Bialka zawierajace domen¢ YTH obecne w A. thaliana mozna podzieli¢ na dwie
podgrupy, bazujac na ich homologii do biatek ssaczych. Pierwsza podgrupa obejmuje 11 biatek
oznaczonych jako ECTI1-11 (z ang. evolutionarily conserved C-terminal region), ktdre
posiadaja ewolucyjnie zachowany region C-koncowy 1 nalezg do rodziny YTHDF (Arribas-
Hernandez 1 wsp. 2018; Chuong i wsp. 2023). Druga podgrupa sktada si¢ z dwoch biatek:
ECT12 oraz CPSF30 (z ang. cleavage and polyadenylation specificity factor 30), zaliczanych
do rodziny YTHDC (Scutenaire i wsp. 2018; Song i wsp. 2021a).

Strukturalng r6znicg migdzy obiema grupami jest lokalizacja domeny YTH w obrebie
biatek. W biatkach ECT1-11 domena ta znajduje si¢ w poblizu C-konca, natomiast w ECT12 1
CPSF30 zlokalizowana jest w regionie wewnetrznym (Li i wsp. 2014). Niezaleznie od swojego
polozenia, ~150-aminokwasowa domena YTH wigze m6A poprzez specyficzng kieszen, w
ktorej reszty tryptofanu otaczaja miejsce modyfikacji (Song i wsp., 2024). Dodatkowo
sgsiednie regiony RRACH, bogate w uracyl, wchodza w interakcj¢ z inherentnie

nieuporzadkowanym regionem biatek ECT. Taka konfiguracja umozliwia ECT regulowanie
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wigzania bialek do RNA w sasiedztwie mo6A, co jest kluczowe dla proceséw translacji 1
metabolizmu RNA (Arribas-Hernandez 1 wsp. 2018).

Pierwszym bialkiem rozpoznajacym mo6A, ktore scharakteryzowano u A. thaliana, byto
ECT2. W cytoplazmie ECT2 wspotpracuje z biatkami ECT3 1 ECT4, co zwigksza jego zdolno$¢
do wigzania m6A (Arribas-Hernandez 1 wsp. 2018; Wei 1 wsp. 2018). Oba biatka wspoétpracuja
ze sobg, wigzagc mRNA zawierajgce mo6A 1 regulujac ich stabilnos¢ w komorce, natomiast nie
wplywaja bezposrednio na proces translacji tych transkryptow (Arribas-Hernandez 1 wsp. 2021;
Song 1 wsp. 2023). Istniejg jednak sprzeczne doniesienia na temat funkcji 1 miejsca dziatania
ECT2. Wei 1 wspolpracownicy (2018) sugerowali, ze ECT2 jest obecne zarowno w jadrze,
gdzie reguluje dtugos¢ 3’UTR, jak i w cytoplazmie, gdzie odpowiada za stabilno$¢ mRNA. Z
kolei najnowsze badania wskazuja, ze ECT2 jest ograniczone do cytoplazmy, gdzie peini
kluczowa rolg¢ w ochronie mRNA przed degradacja, przy niewielkim wptywie na alternatywna
poliadenylacje (Arribas-Hernandez i wsp. 2021). Innym biatkiem rozpoznajagcym mo6A u A.
thaliana jest CPSF30-L, ktore funkcjonuje jako jadrowe biatko wigzace m6A. CPSF30-L,
poprzez mechanizm LLPS, tworzy nieoblonione struktury w jadrze, gdzie odgrywa kluczowa
role w regulacji alternatywnej poliadenylacji mRNA zawierajacych m6A (Song i wsp. 2021Db).
Roéznorodnos¢ lokalizacji komorkowej i mechanizméw dzialania biatek wigzacych m6A
odzwierciedla ztozono$¢ 1 precyzje regulacji przetwarzania oraz metabolizmu RNA, ktore sg
kluczowe dla odpowiedzi komorki na zmieniajgce si¢ warunki srodowiskowe i etapy rozwoju.

Poza A. thaliana, biatka rozpoznajace m6A zostaty zidentyfikowane rowniez w innych
ro$linach, takich jak pomidor, ryz czy jablon (Guo i wsp., 2022; Ao i wsp., 2023; Cai 1 wsp.,
2023). Natomiast wcigz sg odkrywane nowe biatka zdolne do wigzania m6A, co wskazuje na
dynamiczny rozwoj badan w tym obszarze (Huang i wsp., 2018; Amara i wsp., 2023). Pomimo
tych postepow, wiedza na temat pelnego spektrum biatek wigzacych m6A oraz mechanizmow,
ktére umozliwiajg ich specyficzne rozpoznawanie modyfikacji i wptyw na los mRNA,

pozostaje niepetna.

1.11 WPLYW M6A NA METABOLIZM RNA

N6-metyloadenozyna reguluje rozne etapy metabolizmu RNA. Poprzez takie procesy
jak stabilizacja, lokalizacja i struktura RNA, m6A reguluje¢ translacje, splicing, degradacje czy
transport transkryptow z jadra komorkowego (Nguyen i Kang, 2024). Dotychczasowy stan
wiedzy na temat funkcji m6A opiera si¢ w gtownej mierze na wynikach badan komorek
zwierzgcych. Niemniej obecne dowody sugeruja, ze podobnie jak u zwierzat, m6A u roslin
moze odgrywac istotng role w regulacji stabilnosci RNA (Chuong i wsp. 2023).
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N6-metyloadenozyna moze modulowaé proces translacji mRNA, promujac go lub
spowalniajac w zalezno$ci od lokalizacji modyfikacji w transkrypcie, co wykazano w
badaniach na zwierzetach (Rodriguez i wsp. 2022). Ponadto, znaczaca rol¢ w regulacji
translacji petnig biatka rozpoznajace m6A. Na przyktad biatka YTHDF1 i YTHDF3 wspieraja
translacj¢ swoich docelowych mRNA, zwigkszajac efektywnos¢ tego procesu (Nguyen i Kang,
2024; Li 1 wsp. 2017, Shi i wsp. 2017). Do bialek zwigzanych ze wzrostem wydajnosci
translacji naleza réwniez YTHDFI 1 YTHDC?2, z ktorych to drugie petni kluczowa role w
procesie spermatogenezy (Wang i wsp. 2015; Hsu i wsp. 2017).

Dotychczas opublikowano niewiele danych na temat roli m6A w regulacji translacji u
roslin, jednak wyniki dostgpnych badan dostarczajg interesujgcych spostrzezen. Badania
przeprowadzone z udzialem mutanta mta A. thaliana, charakteryzujacego si¢ obnizonym
poziomem metylacji m6A, wykazaly wyzsza wydajno$¢ translacyjng mRNA zaréwno w
warunkach kontrolnych, jak i podczas stresu wywotanego niska temperaturag (Wang i wsp.
2023). Natomiast obecnos¢ m6A w regionie kodonu start mRNA koreluje z wyzszym
poziomem syntezy biatka wskazujac, ze moze pehic role sygnatu wzmacniajacego translacje
(Luo i wsp. 2020).

Poziom mRNA prawdopodobnie poprzez wplyw na stabilizacje jest roéwniez
regulowany przez m6A. Wskazuja na to wyniki badan, ktére wykazaty, ze wylaczenie
kluczowych elementdw maszynerii, takich jak ECT2, CPSF30 czy MTA, prowadzito do
obnizenia ilo$ci m6A a nastgpnie do przyspieszonej degradacji mRNA w komorkach 4.
thaliana (Duan 1 wsp. 2017; Wei i wsp. 2018; Song i wsp. 2021b). Inne rezultaty uzyskano w
badaniach z uzyciem roslin z knockoutem metylotransferazy FIP37, ktéry skutkowal
obnizeniem poziomu m6A jego docelowych mRNA, kodowanych przez geny WUS i STM
zwigzanych z merystemem wierzchotkowym, co w tym przypadku prowadzito do
zwigkszeniem ich stabilnosci (Shen i wsp. 2016). Podobne tendencje wskazujace, ze m6A
negatywnie koreluj¢ z stabilno$cia RNA wykazano u mutanta demetylazy alkbhl0b. Gdzie u
roslin pozbawionych demetylazy, odnotowano wzrost poziomu m6A na mRNA kodowanym
przez geny FT, SPL3 1 SPLY, co prowadzito do przyspieszonej degradacji tych transkryptow
(Hofmann 1 wsp. 2017).

Szczegoty molekularnych mechanizmoéw, dzigki ktorym m6A wpltywa na stabilno$§¢
mRNA, wcigz nie sg w pelni poznane. Dotychczasowe badania pozwolity na sformutowanie
dwoéch potencjalnych modeli dziatania m6A w tym procesie. W pierwszym modelu m6A
bezposrednio oddzialuje na transkrypty, rekrutujagc specyficzne biatka, takie jak kompleks
CCR4-NOT, ktoéry inicjuje deadenylacj¢ i tym samym destabilizacje mRNA. Alternatywnie,
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m6A moze kierowac¢ transkrypty do PB, co prowadzi do ich degradacji (Du i wsp. 2016; Wang
1 wsp. 2014). Drugi model zaktada, ze m6A wplywa na stabilno$¢ RNA poprzez modytikacje
jego struktury, wynikajaca ze zmian w wewnetrznym parowaniu zasad (Roost i wsp., 2015).
Badania wykazaty, ze dwuniciowe fragmenty RNA zawierajace m6A s3 mniej stabilne w
poréwnaniu z ich niemetylowanymi odpowiednikami. Jednocze$nie m6A moze wzmacniaé
stabilno$¢ jednoniciowych fragmentow RNA (Roost i wsp., 2015; Kierzek 1 Kierzek, 2003).
Przedstawione wyniki pokazuja, ze brak jednoznacznych dowodéw na udziat m6A w degradacji
czy stabilizacji mRNA i zalezno$ci te wymagaja dalszych badan. Wydaje, ze te regulacje moga
dotyczy¢ roéznych pojedynczych mRNA i nie maja jednoznacznego odzwierciadlenie na
poziomie catkowitego trnaskryptomu. Nie mniej jednak epitranskryptomiczna modyfikacja
m6A pozostaje jednym z najbardziej obiecujacych obszarow badawczych w dziedzinie

regulacji ekspresji genow.

1.12 FUNKCJA N6- METYLOADENOZYNY W ODPOWIEDZ NA STRES HIPOKSJI I

POWSTAWANIE SGS

Mechanizmy molekularne z udzialem m6A odgrywaja kluczowsa role w wielu etapach
wzrostu i1 rozwoju roslin, a takze w odpowiedzi na czynniki $rodowiskowe. O znaczeniu tej
modyfikacji swiadczy fakt, ze brak podstawowych biatek maszynerii m6A, takich jak MTA,
MTB czy FIP37, prowadzi do letalnosci na etapie zarodkowym. Aby oming¢ letalny fenotyp
wynikajacy z braku metylotransferaz i umozliwi¢ badanie funkcji m6A, grupa prof. Ruperta
Fray’a opracowata strategi¢ z wykorzystaniem promotora ABI3, ktory aktywuje synteze
metylotransferaz podczas rozwoju embrionalnego, a nast¢pnie silnie redukuje ich ekspresj¢ po
ok. 2 tygodniach od wysiania (Bodi i wsp., 2012). Dzi¢ki tej metodzie uzyskano mutanta mta
A. thaliana, u ktorego bylo mozliwe badanie roli m6A w pdzniejszych stadiach rozwoju. Brak
tej modyfikacji w RNA powodowat deformacje kwiatow oraz utrate¢ dominacji wierzchotkowe;j
(Bodi i wsp., 2012). Podobnie, zaburzenia ekspresji innych metylotransferaz prowadzity do
nieprawidlowosci w rozwoju korzeni, kwiatow, lisci oraz merystemow wierzchotkowych
pedow 1 korzeni (Ruzicka 1 wsp., 2017; Shen 1 wsp., 2016; Tzafrir 1 wsp., 2004; Zemlyanskaya
1 wsp., 2023). Réwniez mutanty z wylaczonymi genami kodujacymi biatka rozpoznajace m6A
wykazywaty zaburzenia fenotypowe, obejmujace opdzniony wzrost 1 nieprawidlowe
powstawanie lisci, korzeni, todygi, a takze zaburzenia filotaksji i podziatow komodrkowych
(Arribas-Hernandez 1 wsp. 2018. 2020, Scutenaire i wsp. 2018). Interesujace jest, ze

nadekspresja tych bialek prowadzita do deformacji tuszczyn i obumierania nasion (Arribas-
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Hernandez i wsp. 2020). Powyzsze wyniki wskazuja, ze prawidlowe funkcjonowanie roslin
wymaga precyzyjnego utrzymania odpowiedniego poziomu bialek zaangazowanych w mo6A
oraz samej modyfikacji. Zaburzenia w ich ilo$ci moga prowadzi¢ do powaznych defektow, co
podkresla znaczenie m6A w koordynacji kluczowych procesow rozwojowych roslin.

Metylacja m6A moze by¢ istotnym elementem strategii szybkiego dostosowania wzorca
ekspresji gendw w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe. Dotychczasowe fragmentaryczne
badania sugeruja, ze zarbwno metylotransferazy, jak 1 demetylazy m6A mogg odgrywac wazng
role w reakcjach roslin na stres biotyczny i abiotyczny (Martinez-Perez i wsp. 2021; Hu 1 wsp.
2019). W warunkach stresu solnego u A4. thaliana zaobserwowano wzrost poziomu metylacji
transkryptow gendw odpowiedzialnych za reakcj¢ na stres, co prowadzito do zwigkszenia ich
stabilnosci (Anderson 1 wsp., 2018). Podobne zmiany odnotowano podczas stresu wywotanego
niska temperaturg, zarbwno w ekspresji metylotransferaz, jak i w ogdlnym poziomie mo6A.
Mutant mta A. thaliana charakteryzowatl si¢ wyraznie zwigkszong wrazliwos$cia na zimno, co
podkres§la kluczowa role m6A w adaptacji ro$lin do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych (Govindan i wsp., 2022).

Udziat w odpowiedzi na stres wykazano rowniez dla demetylaz. W tym przypadku
mechanizm odpowiedzi zalezy od typu stresu. Mutanty ALKBH10B wykazuja nizsza tolerancje
na stres suszy a ich transkryptom jest mniej stabilny (Han 1 wsp., 2023). Natomiast w
wyciszenie funkcjonalne tej metylazy w stresie solnym stabilizuje niektore mRNA zwigzane z
odpowiedzig na stres solny oraz metabolizmem kwasu abscysynowego (Shoiab i wsp. 2021;
Tang i wsp. 2021). Niestety brak danych dotyczacych udziatu m6A w odpowiedzi na stres
hipoksji.

Ostatnie badania sugeruja, ze metylacja adenozyny w pozycji 6, moze odgrywac
kluczowg role w selektywnej sekwestracji mRNA do SGs u zwierzat. Postuluje si¢ udzial tej
modyfikacji w indukcji LLPS badz interakcji z biatkami obecnymi w SGs (Kearly i wsp. 2024).
Anders 1 wspotpracownicy (2018) w badaniach na komorkach ludzkich wykazali, ze poziom
mO6A wzrasta w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Zwigkszeniu ulegla zaréwno pula
metylowanych mRNA jak i stopien metylacji w poszczegdlnych transkryptach. Wykazano, ze
95% mRNA ktorych poziom m6A wzrost w odpowiedzi na stres byto zlokalizowanych w SGs.
Z kolei usunigcie miejsc metylacji w pojedynczym mRNA skutkowalo zatrzymaniem jego
akumulacji w granulach stresowych (Anders 1 wsp. 2018). Podobna zalezno$¢ zaobserwowano
w trakcie badan na linii komoérkowej pozbawionej genu METTL3 odpowiedzialnego za
metylacje (Ries 1 wsp. 2023). Autorzy tej pracy wskazuja, ze zalezna od dlugosci mRNA

akumulacja w SGs jest wynikiem wylacznie metylacji m6A. Dhugie mRNA czesto zawieraja
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jeden lub wigcej dlugich eksonow, ktore potencjalnie posiadaja wigcej miejsc metylacji. W
komorkach ssakow pozbawionych m6A, dlugie mRNA nie lokalizowaly w granulach
stresowych Pomimo, ze wigkszo$¢ prac prowadzonych na komorkach zwierzat pokazuje
pozytywny udzial m6A w rekrutacji mRNA do SG, ostatnio Khong i wsp. (2022) sugeruje
raczej jej umiarkowany wpltywa w tym procesie. Wykazano, Ze transkrypty niezaleznie od m6A
1 przytaczenia biatek YTHDF sg sekwestrowane w SG.

Do tej pory opublikowano znacznie mniej badan dotyczacych roli m6A w SGs u roslin
(Scutenaire i wsp. 2018, Fan i wsp., 2023). Jedna z nich potwierdza mechanizmy z udziatem
moOA obserwowane u zwierzat. Wykazano, ze u A. thaliana metylacja m6A aktywowanego
termicznie retrotranspozonu Onsen prowadzita do jego akumulacji w SGs, co ograniczato jego
mobilnos¢ (Fan i wsp., 2023). Natomiast nie badano innych typow transkryptow. O potencjalnej
roli modyfikacji m6A w lokalizacji mRNA w SGs moze rowniez $wiadczy¢ fakt, ze biatka
zawierajagce domen¢ YTH zostaly wykryte w tych strukturach u A.thaliana w trakcie stresu
cieplnego (Scutenaire 1 wsp. 2018; Kosmacz 1 wsp. 2019). Jednak nie wiemy jaka role w
powstawaniu SG maja te biatka oraz czy wplywajg na transkryptom tych struktur. Ostatnio
wykazano takze wptyw m6A na kumulacj¢ RNA w PB u roslin (Liu iwsp., 2024). Zatem
pozostaje do wyjasnia funkcje tej modyfikacji w sekwenstracji mRNA w SG u ro$lin. Co

odpowie na pytaniem, czy mechanizm ten jest uniwersalny dla eukariota?
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CEL PRACY

Granule stresowe stanowig wazny element odpowiedzi organizmu na stres abiotyczny.
Zwiazane s3 z regulacja ekspresji genu w tym glownie z iloscig 1 dostgpnoscia mRNA dla
procesu translacji. Pomimo trwajacych badan, ciggle nie wiadomo jak powstajg te struktury u
ro$lin. Czy ich skiad jest $cisle regulowany czy jest tylko wypadkowsa zageszczenia pewnych
molekul w cytoplazmie. Nie znamy takze roli nowo poznanych mechanizméw regulacji
ekspresji gendow takich jak np.: regulacje epitranskryptomiczne na montaz tych struktur w
cytoplazmie. Dodatkowo dotychczasowe badania gldwnie sa prowadzone na ro$linie
modelowej A. thaliana. Zatem nieznany jest stopien uniwersalnosci tego zjawiska oraz w jakim
stopniu dotyczy ros$lin uprawnych.

Dlatego tez badajac nature i funkcje ciat stresowych u roslin podczas niedotlenienia celem
pracy byto:

e identyfikacja i badania etapow powstawania SG oraz poznanie struktury i dystrybucji

molekut na ich terenie,

e zbadanie zmian transkryptomu lubinu w odpowiedzi na stres hipoksji oraz podczas

powrotu do warunkéw fizjologicznych,

e poznanie zmian ilo$ci m6A na poziomie epitranskryptomu tubinu,

e okreslenie roli m6A w powstawaniu SG.

Badania prowadzono gléwnie na na Lupinus angustifolius (L.) Ze wzgledu na swoje liczne
wlasciwosci odzywcze, m.in. wysoka zawarto$¢ biatka 1 blonnika pokarmowego przy
jednoczesnie niskim indeksie glikemicznym, jawi si¢ jako potencjalny element zdrowej
zywnosci dla ludzi (Foley i wsp. 2011). Eksperci prognozuja, ze w ciggu najblizszych lat moze
sta¢ sie¢ gldwnym komponentem pasz oraz zielonych nawozéw. Jego duzg zaleta jest
przynalezno$¢ do roslin dnia diugiego, co daje mu przewage adaptacyjng w warunkach
klimatycznych Polski w poréwnaniu np. do soi (Stawinski, 2016). W ostatnich latach znacznie
wzrosta dostepnos¢ zasoboéw genomowych dla L. angustifolius, co czyni t¢ rosling obiecujacym
modelem do badan transkryptomicznych (Singh i wsp., 2020). Dzi¢ki duzym rozmiarom
komorek i struktur komorkowych, tubin waskolistny stanowi doskonaly model do badan
komoérkowo-molekularnych.

Poniewaz jak dotad nie ma mutantow L angustifolius, dlatego w badaniach funkcyjnych
wykorzystano rosliny typu wt i mutanty A. thaliana. Dodatkowo w celu poglebionej analizy
roli m6A w biologii granul stresowych wygenerowano mieszance umozliwiajace badanie tego

zjawiska.
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MATERIALY

3.1 MATERIAL BADAWCZY

W trakcie eksperymentéw wykorzystano nast¢pujacy materiat roslinny:

- Lupinus angustifolius (L.) odmiany Sonet (Torseed, Polska)

- Arabidopsis thaliana (L.) ro$lina transgeniczna Pro35S:GFP-Rbp47b — nasiona
otrzymano od Emilio Gutierrez-Beltran z University of Seville

- Arabidopsis thaliana (L.) roslina transgeniczna ECT2-GFP — nasiona otrzymano od
Cecile Bousquet-Antonelli z Université de Perpignan Via Domitia

- Arabidopsis thaliana (L.) mutant mtaABI3:MTA — nasiona otrzymano od Rupert
George Fray z University of Nottingham

- Arabidopsis thaliana (L.) mieszaniec ECT2-GFP x mtaABI3:MTA

- Arabidopsis thaliana (L.) mieszaniec Pro35S:GFP-Rbp47b x mtaABI3:MTA

3.2 OLIGONUKLEOTYDY

Oligonukleotydy zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed (Polska).

Hybrydyzacja in situ
Nazwa Sekwencja (5° - 3’) Znakowanie
Poli(A) RNA T(T)29 Cy3, TET, Cy5

ADH1 CACCTGGTTTCAGATGAGTCACACCCTCTCCTA Cy3
HUP7 TTGGCTAGTCGAGCTGTGTTGCCATGTGATACAA TET
5’HUP7 ACGAATTCTTGTGGCTGCCAGCATTGTTCCA Cy3
PCO1 ATCAGCTAAAGTCCTCTCAGTACCCATTCAA Cy3
WINI1 ACTGTGATGGTTGCTTGTTTTGTTGTTATCAGA Cy3
RPB1 CATAATCATCTTTTGTAAAGTGAGGCAATGTCCGGTCTAT Cy3
5’RPBI1 TGCTCAATTTGCACCACAGACATCTGTCTAATTTC TET
L37 TGATAATGAAGCCACTAAATATCATAGGAA Cy3
L44 GTGCAGTGTATGCTTCTTGCATTCCTTGTTC Cy3
18S rRNa TTATCTAATAAATGCATCCTTCCAGGAAGTCG TET
26S rRNA TCCCGACAGGACGCTCTCACTCGAACCCTTC TET
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RT-qPCR

Nazwa Sekwencja (5°-3’)

UBCS F: GAAATCGAGCGATGAAGAGC  R: CCCCTACCAGCAGCAATAAA
ADH1-1 F: ATGAAGCTGGAGGGATTGTG R: AGGTTCCGACAAAATGATGC
ADH1-2 F: CATGAAGCTGGAGGGATTGT R: CGAGGTTCCGACAAAATGAT
HUP7-1 F: CACGTCATTCCAAGAGCGAG R: TCGTACATCAAATGCGCTGG
HUP7-2 F: CCGCCGCTGAAATCTTGTAA R: CCCCAAATGGCAAGGAAGAG
RPB1-1 F: TTGGATTGAAACCCAGAAGC R: TTCAGCCTCAAACACACTGC
RPB1-2 F: TACCCCGAGACTGTGACTCC R: ATGACGCTCCACCTTGTACC

L37-1 F: AGGGTTCTGCATCTGCATCT R: ACGACTCTTCTGGAGGTGGA

L37-2 F: ATGGGGAAGGGAACAGGTA R: ACGAATTGCCTTCACACTCC

L44-1 F: GCAAACAGTCCGGTTATGGT R: CCCTTCTTGTCACCACCAAT

L44-2 F: TGCAAGAACAAGGAATGCA R: GCACTGCAACCTCAAGACAA
WIN1-1 F: CGTGCAGGGTCTAGTTCTGA R: TGCTCCTCATCCAACCCATT
WIN1-2 F: GATGAGTGGAAGAAACGCCA  R: TCAGAACTAGACCCTGCACG
PCO1-1 F: CGCTGACTCTTCCACCTTTG R: GAGGACCAAGCACGTCTAGA
PCO1-2 F: AACCGGTGGCGTACTAAGAA R: ATACGGCATGTCAGGTGTCA

GLuc F: CGACATTCCTGAGATTCCTGG  R: TTGAGCAGGTCAGAACACTG

CLuc F: GCTTCAACATCACCGTCATTG  R: CACAGAGGCCAGAGATCATTC

PCR - genotypowanie
Nazwa Sekwencja (5°-3) Cel
Lewy/przedni starter do
074069LP TCGAAACGATTTGGAAAAATG
endogennego MTA
Prawy/wsteczny starter do
074069RP AGGATTGGTTTGCATGTCAAG
endogennego MTA
Lewy/przedni starter do T-
LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
DNA
Lewy/przedni starter do
MTAGFPfwd ACGGTTTGATTTTCCTCTGGG
transgenu ABI3:MTA
Prawy/wsteczny starter do
GFPrev GAAGTCGTGCTGCTTCATGTGG

transgenu ABI3:MTA
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3.3 PRZECIWCIALA

Przeciwciala pierwotne

Rozpoznawany
Klonalnos¢ Pochodzenie Firma Znakowanie
antygen
Dzieki uprzejmosci Cecile
PAB2 poliklonalne krolicze -
Bousquet-Antonelli
New England Biolabs,
mo6A monoklonalne krolicze -
USA
mo6A poliklonalne krolicze Synaptic Systems, Niemcy -
mo6A poliklonalne krélicze Merck, Niemcy
Dzigki uprzejmosci Shu
DCP5 poliklonalne krolicze . -
Hsing Wu
Przeciwciala wtorne
Thermo Fisher Scientific, Alexa fluor
krolicze IgG poliklonalne kozie
USA 488
20nm ziarna
krolicze 1gG poliklonalne kozie BBInternational

zlota

3.4 ODCZYNNIKI

albumina wotowa (BSA)

agar

agaroza

alkohol etylowy 96%

AMPure XP Beads

Biobond

BMM - mieszanina metakrylanu
butylu i metakrylanu metylu
celulaza Onozuka R10

chlorek sodu

chloroform

Sigma-Aldrich
Duchefa Biochemie
Merck

POCH S.A.
Beckman Coulter

Pelco

Merck

Serva
Sigma-Aldrich
POCH S.A.
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cykloheksymid

cytrynian otowiu
cytrynian trdjsodowy
czterotlenek osmu

DEPC - Piroweglan dietylu
ditiotetriol (DTT)
Dynabeads protein G
EDTA

formamid

GlycoBlue Coprecipitant
Hoechst 34580

Proteaze Inhibitor Cocktail
inhibitor Rybonukleaz
isopropanol

kwas cytrynianowy
leptomycyna B

Loading Buffer BLUE 6X
LR gold

NP.-40

octan magnezu

octan potasu

octan sodu

octan uranylu

paraformaldehyd

PBS — buforowana fosforanem

sol fizjologiczna
pektynaza

podchloryn sodu

Pozywka Murashige & Skoog

Merck

Roth

POCH S.A
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Invitrogen

Eurx
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen

Merck

Eurx

Thermo Scientific
POCH S.A
Sigma-Aldrich
Eurx
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Serva
Sigma-Aldrich
Agar Scientific
Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
POCH S.A

Duchefa Biochemie
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ProLong Gold

Proteinaza K

RiboRuler High Range RNA Ladder
RNA Loading Buffer 2X

Rnaza A

Sacharoza

SDS - dodecylosiarczan sodu
SimplySafe

TAE x 50

Tris

TRIzol

Witaminy Murashige & Skoog x1000

Zestawy odczynnikow

Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent)
EpiMark N6-Methyladenosine Enrichment Kit (New England Biolabs)

Invitrogen

Eurx

Thermo Scientific
Eurx

Thermo Scientific
POCH S.A
Sigma-Aldrich
Eurx

Eurx
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Duchefa Biochemie

LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche)

NEBNext Magnesium RNA Fragmentation Module (New England Biolabs)

NEBNext Multiplex Oligos for [llumina (Dual Index Primers Set 1) (New England Biolabs)

NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs)

NEBNext Ultra II Directional RNA Second Strand Synthesis Module (New England Biolabs)

PolyATtract mRNA Isolation Systems (Promega)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen)

RQ1 RNase-Free DNase (Promega)

Spurr Low Viscosity Embedding Kit (Sigma-Aldrich)

Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
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3.5 BUFORY I MIESZANINY

Woda wolna od RNaz

W celu przygotowania wody wolnej od RNaz, do 1 litra wody destylowanej dodano 1 ml
pirokarbonianu dietylu (DEPC) (Sigma) i1 inkubowano roztwor przez noc w temperaturze
pokojowej. Po zakonczeniu inkubacji roztwor poddano dwukrotnemu autoklawowaniu w

temperaturze 121°C przez 30 minut przy ci$nieniu 1 atm.

Pozywka Murashige & Skoog (MS)

Pozywke MS przygotowywano na wodzie destylowanej. W jej sktad wchodzity:
- 2,15 g/l pozywka Murashige & Skoog
- 103.1 mg/l Witaminy Murashige & Skoog x1000 stezone
- 10 g/l Sacharoza

Wszystkie sktadniki doktadnie mieszano, po czym ustalano pH roztworu na warto$¢ 5,8.
Nastepnie dodawano 7,5 g/l agarozy 1 podgrzewano mieszaning do momentu catkowitego
rozpuszczenia agaru. Pozywke sterylizowano w autoklawie w temperaturze 121°C przez 30
minut pod ci$nieniem 1 atm. Po ostygnieciu, pod komorg laminarng, pozywke wylewano na

szalki Petriego, pozostawiajac do zestalenia.
Utrwalacz

Sktad mieszaniny utrwalajacej obejmowat:
- Yadocelowej objetosci 16% formaldehydu
- Y docelowej objetosci 2 x PBS

- Yidocelowej objetosci wody destylowane;j

Bufor do izolaciji DNA (EB)

W sktad buforu EB wchodzity:
- 200mM Tris-HC1
- 250mM NaCl
- 25mM EDTA
- 0,5% SDS

Bufor doktadnie mieszano i ustalano pH 8.
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Bufor lizujacy (BL) do izolacji SGs

Bufor BL przygotowywano na wodzie wolnej od RNaz (DEPC) i przechowywano w RT. W
jego sktad wchodzity:

- 50 mM Tris — HCI (pH 7.4)

- 100 mM KOAc

- 2mM MgOAc

- 0,5mM DTT

- 0,5% NP40
Bezposrednio przed uzyciem buforu dodawano do niego: inhibitor proteaz (1ml/100ml buforu)

inhibitor RNaz (40 U/ul) oraz DTT (0,5 mM).

Bufor cytrynianowy 10x

Bufor cytrynianowy 10x o objetosci 500 ml przygotowywano poprzez rozpuszczenie 4,2 g
kwasu cytrynowego w 200 ml wody destylowanej (Bufor A) oraz 8,5 g cytrynianu
trojsodowego w 300 ml wody destylowanej (Bufor B). Oba roztwory mieszano, po czym

ustalano pH mieszaniny do wartosci 4,8.

Mieszanina enzymow trawiacych

W sktad mieszaniny enzymow trawigcych wchodzity:
- 4% celulaza Onozuka R10
- 35 U/ml pektynaza
- 0.01M bufor cytrynianowy

Zel agarozowy

Zele agarozowe wykorzystywano do rozdziatu produktow reakcji PCR (2%) oraz analizy RNA
(1,5%). W tym celu odwazano odpowiednio 1,5 g lub 2 g agarozy, dodawano 98 ml wody
wolnej od RNaz oraz 2 ml buforu 50x TAE. Mieszaning podgrzewano kilkukrotnie, az do
catkowitego rozpuszczenia agarozy. Po przestudzeniu dodawano 5 pl barwnika SimplySafe i
mieszano do uzyskania jednorodnego roztworu. Nastepnie mieszaning wylewano na saneczki

z uprzednio umieszczonym grzebieniem, pozostawiajac do catkowitego zestalenia.

Bufory do immunoprecypitacii m6A

Roztwor 10% NP-40 przygotowano w wodzie wolnej o RNaz (DEPC). Nastepnie
przefiltrowano z uzyciem filtra strzykawkowego 0,22 uM (Genoplast) i przechowywano w RT.
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Bufor o niskiej zawartosci soli (LSB):
- 0.05M NaCl
- 0.01M Tris-HCI, pH 7.5.
Bufor o wysokiej zawartosci soli (HSB):
- 0.5M Na(Cl
- 0.01M Tris-HCI, pH 7.5
Bufor do immunoprecypitacji (IP)
- 0.15M NaCl
- 0.01M Tris-HCI, pH 7.5
Nastepnie bufory autoklawowano w temperaturze 121°C przez 30 minut pod cisnieniem 1 atm

1 przechowywano w RT.
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METODY

4.1 HODOWLA ROSLIN

4.1.1 L. angustifolius

Nasiona L. angustifolius poddawano sterylizacji w 70% alkoholu etylowym przez 5
minut. Nastgpnie pieciokrotnie przeptukiwano wodg destylowana, aby usung¢ pozostatosci
alkoholu, po czym inkubowano przez 30 minut w wodzie destylowanej. Nawodnione nasiona
umieszczano na bibule nasaczonej woda i hodowano w ciemno$ci w temperaturze 21°C. Po
trzech dniach cze$¢ siewek poddano stresowi hipoksji, a z pozostatych odcinano korzenie, ktore
postuzyty jako proba kontrolna. Korzenie zamrazano w cieklym azocie lub utrwalano w 4%

paraformaldehydzie do dalszych analiz.

Stres hipoksji indukowano poprzez zalanie siewek wodg kranowa przy zachowaniu niskiej
saturacji tlenem (st¢zenie tlenu: 8,7 mg/l), utrzymujac poziom wody okoto 4 cm nad roslinami.
Siewki hodowano w tych warunkach przez okres 1, 6, 9 1 15 godzin. Po zakonczeniu kazdego
okresu korzenie siewek odcinano, a nastgpnie zamrazano lub utrwalano. W celu ponownego
natlenienia rosliny po 15 godzinach hipoksji inkubowano na bibule nasgczonej woda, w

warunkach stosowanych do kietkowania nasion, a nastgpnie zbierano korzenie.

4.1.2 Kultura in vitro A. thaliana

Calg procedurg przeprowadzono w warunkach sterylnych pod komorg laminarng.
Nasiona A. thaliana sterylizowano w 75% alkoholu etylowym przez 2 minuty, a nast¢pnie 8
minut w 5% podchlorynie sodu. Po zakonczeniu sterylizacji nasiona przeplukiwano
siedmiokrotnie sterylng wodg destylowang. Przy kazdym plukaniu wode dodawano, a po chwili
odciggano. Dodatkowo, pigte i sibdme ptukanie wydtuzono do 10 minut. Wysterylizowane

nasiona wysiewano na szalkach Petriego zawierajacych sterylna pozywke MS o pH 5,8.

Rosliny hodowano przez 17 dni w komorze fitotronowej w warunkach kontrolowanych:
temperatura 21°C, fotoperiod 16/8 godzin (dzief/noc) oraz natezenie swiatta 60 pmol m=2 s™.
Po zakonczeniu tego okresu czg$¢ korzeni poddawano stresowi niedotlenienia, a pozostale

ro$liny pozostawiono do dalszej hodowl:.

W celu indukcji niedotlenienia szalki z siewkami umieszczano w pojemniku wypetnionym
sterylng wodg o niskim nate¢zeniu tlenu (8,7 mg/1). Poziom wody utrzymywano okoto 5 cm nad

ro$linami. Hodowle kontynuowano w tych samych warunkach hodowlanych, ale przy niskim
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nate¢zeniu $wiatta. Nastepnie korzenie grupy kontrolnej oraz poddanej stresowi niedotlenienia

odcinano i utrwalano w 4% paraformaldehydzie

4.2 WSTEPNE PRZYGOTOWANIE MATERIALU

Korzenie przeznaczone do analiz transkryptomicznych, bezposrednio po zebraniu
zamrazano w ciekly azocie 1 przechowywano w -80°C. Korzenie przeznaczone do analiz
mikroskopowych po zebraniu utrwalano przez noc (L. angustifolius) lub godzing (4. thaliana)
w 4°C w mieszaninie utrwalajacej. Po utrwalaniu, korzenie trzykrotnie odptukiwano w PBS

przez 10 minut.

4.3 KRZYZOWANIE MUTANTOW A.THALIANA

Krzyzowanie

Rosliny transgeniczne ECT2-GFP 1 Pro35S:GFP-Rbp47b krzyzowano z mutantem mta,
nanoszac pylek jednej z roslin na znami¢ stupka drugiej. Nasiona z oznaczonych tuszczyn
zbierano i wysiewano w doniczkach na nasaczonych woda krazkach torfowych. Z uzyskanego
pokolenia F2, bedacego heterozygotycznym pod wzgledem mutacji mta, zbierano nasiona po
samozapyleniu. Nasiona te poddano sterylizacji i hodowano w kulturze in vitro zgodnie z
wczesniejszym opisem. Po 8 dniach od wysiewu selekcjonowano siewki na podstawie
fluorescencji GFP w korzeniach, obserwowanej pod mikroskopem fluorescencyjnym.
Wyselekcjonowane siewki przenoszono do hodowli doniczkowej na krazkach torfowych. Po

tygodniu z kazdej rosliny pobierano 1i$¢, z ktorego izolowano DNA.

Izolacja DNA

Do 1,5 ml probowki typu Eppendorf dodawano 200 pl buforu EB, po czym umieszczano
w niej pojedynczy lis¢, ktory homogenizowano przez ucieranie. Nastepnie proby wirowano
przez 3 minuty przy 13 000 X g w RT, a supernatant przenoszono do nowej probowki. Do
uzyskanego supernatantu dodawano 250 pl izopropanolu i inkubowano w -20°C przez 20
minut. Po inkubacji probki wirowano przez 7 minut przy 13 000 x g w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie dwukrotnie przemywano schtodzonym 70% alkoholem etylowym. Po kazdym
ptukaniu proby wirowano przez 5 minut przy 13 000 x g w temperaturze pokojowej, a
supernatant odrzucano. Osad suszono w otwartej probowce w temperaturze pokojowej przez

okoto 30 minut, po czym zawieszano w 20 pl sterylnej wody.
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Reakcja PCR

Analize¢ homozygotycznosci roslin prowadzono metoda PCR. Do przeprowadzenia
reakcji PCR wykorzystano odczynnik Taq PCR Master Mix Kit. Sktad mieszaniny reakcyjnej
obejmowat: 12,5 ul polimerazy Taq DNA, 1 ul pary wybranych starterow stezeniu 0,2 uM, 2
ul DNA oraz 9,5 ul sterylnej wody. Reakcje PCR prowadzono z wykorzystaniem termocyklera

C1000 (Bio-Rad) zgodnie z ponizszym profilem termicznym:

Etap Temperatura  Czas  Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94°C 3 minuty 1
Denaturacja 94°C 1 minuta
Przylaczanie starterow 55°C 1 minuta 40
Wydhuzanie 72°C 1 minuta
Wydluzanie koncowe 72°C 10 minut 1

Uzyskane produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie.

4.4 INHIBICJA TRANSLACJI I TRANSPORTU JADROWO-CYTOPLAZMATYCZNEGO

Siewki tubinu waskolistnego hodowano zgodnie z wcze$niej opisanym protokotem. Przed
wprowadzeniem stresu niedotlenienia przeprowadzono pomiar dlugosci korzeni oraz masy
siewek. Nastepnie poddano je 14-godzinnej hipoksji. Po zakonczeniu tego etapu czes¢ korzeni
zebrano 1 utrwalono, stanowigc kontrolg pozytywna do oceny wywotania stresu 1 obecnosci
granul stresowych. Pozostale korzenie podzielono na dwie grupy: kontrolng oraz
eksperymentalng. Do grupy eksperymentalnej dodano jeden z nastepujacych inhibitorow:

¢ 4 mg/ml cykloheksymid (inhibitor elongacji translacji)

¢ 10 ng/ml leptomycyna B (inhibitor transportu jadrowo-cytoplazmatyczny)

Obie grupy poddano dodatkowej godzinnej hipoksji, przeprowadzajac inkubacje w pompie
prozniowej. Po zakonczeniu tego okresu ponownie zmierzono dlugo$¢ korzeni oraz maseg
siewek, a nastepnie czeS¢ korzeni utrwalono. Pozostate korzenie poddano procesowi
ponownego natlenienia, umieszczajac je na bibule nasgczonej roztworem inhibitora przez
okresy 6, 10 1 20 godzin. Po zakonczeniu kazdego etapu ponownie oceniano dtugo$¢ i mase
korzeni oraz utrwalano je w celu przygotowania preparatéw mikroskopowych do dalszych

analiz.
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4.5 1ZOLACJA GRANUL STRESOWYCH

Wszelkie wykorzystane w trakcie izolacji materialy 1 odczynniki byly wolne od RNaz.
Zamrozone poddane 15 godzinnemu niedotlenieniu, korzenie L. angustifolius ucierano w
schtodzonym cieklym azotem mozdzierzu. Odwazano 2 g zamrozonego, utartego materiatu i
zawieszano go w 5 ml buforu lizujagcego (BL). Uzyskang mieszaning filtrowano przez dwie
warstwy Miracloth (Merck), po czym wirowano przy 850 x g przez 5 minut w temperaturze
4°C. Supernatant przenoszono do nowej proboéwki typu falcon, dodawano 5 ml BL i ponownie
wirowano przy 4000 x g przez 10 minut w 4°C. Po odrzuceniu supernatantu, osad zawieszano
w 2 ml BL i wirowano przy 18000 % g przez 10 minut w 4°C. Nast¢pnie supernatant usuwano,
a osad zawieszano w 2 ml BL, worteksowano i ponownie wirowano przy 18000 x g przez 10
minut w 4°C. Po odrzuceniu supernatantu osad zawieszano w 1 ml BL i wirowano przy 850 x
g przez 10 minut w 4°C. Supernatant zawierajacy frakcje SGs przenoszono do nowego,

schtodzonego eppendorfa.

4.6 ANALIZY MIKROSKOPOWE

4.6.1 Przygotowanie materialu do obserwacji mikroskopowych

Preparaty z protoplastow z korzeni L. angustifolius

Utrwalone korzenie plukano dwukrotnie przez 4 minuty w 0,01 M buforze
cytrynianowym pH 4.,8. Nadmiar tkanki korzeniowej odcinano, a nast¢pnie korzenie
inkubowano w mieszaninie enzymow trawigcych w celu usunigcia Sciany komoérkowe;j. Proces
trawienia prowadzono przez 2 godziny w temperaturze 37°C przy cigglym mieszaniu z
predkosciag 60 RPM. Po zakonczeniu trawienia korzenie delikatnie ptukano: dwukrotnie po 3
minuty w 0,01 M buforze cytrynianowym oraz dwukrotnie po 5 minut w PBS. Nastepnie
wykonywano rozmaz korzeni na adhezyjnych szkietkach mikroskopowych pokrytych
Biobondem. Szkietka z probkami zamrazano w temperaturze -80°C na 20 minut, po czym

suszono je w termostacie w 37°C.

Preparaty ze skrawkow polcienkich

Utrwalone korzenie A. thaliana 1 L. angustifolius odwadniano w rosnagcych stezeniach
wodnych roztworéw alkoholu etylowego z dodatkiem 10 mM DTT. Korzenie inkubowano
kolejno w roztworach o stezeniach 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% i1 96%,

kazdorazowo przez 10 minut. Nastgpnie przenoszono je do 99,8% alkoholu etylowego, gdzie
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inkubowano dwukrotnie po 30 minut. Po odwodnieniu korzenie przesycano roztworem zywicy
BMM w 99,8% alkoholu etylowym z dodatkiem 10 mM DTT, stopniowo zwigkszajac proporcje
zywicy do alkoholu: 1:3, 1:1 oraz 3:1. Préby w kazdej z mieszanin inkubowano przez noc w
temperaturze 4°C. Nastgpnie korzenie inkubowano w 100% zywicy BMM przez 24 godziny w
4°C.Aby usuna¢ pozostatosci powietrza z prob i zywicy, korzenie przenoszono do §wiezej
zywicy BMM 1 umieszczano w pompie prozniowej (0,1 MPa) na 2 godziny. Po zakonczeniu
przesycania probki zamykano w kapsutkach, ktére wypelniano 100% zywica BMM. Tak
przygotowany materiat polimeryzowano przez 5 dni w $wietle UV w temperaturze -20°C.
Nastepnie korzenie krojono na polcienkie skrawki o grubosci 1,5 um przy uzyciu
ultramikrotomu Leica UCT. Skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych pokrytych

Biobondem 1 suszono przez 2 godziny w temperaturze 37°C.

Przygotowanie skrawkow ultracienkich

Korzenie przeznaczone do standardowej transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
utrwalano w 3% glutaraldehydzie w PBS przez noc w temperaturze 4°C, po czym trzykrotnie
ptukano je w PBS przez 10 minut. Nastepnie utrwalano je dodatkowo w 1% czterotlenku osmu
(OsO4) w PBS przez 1 godzing w 4°C i ponownie ptukano w PBS. Proces odwadniania
przeprowadzano w roztworach alkoholu etylowego o wzrastajacych stezeniach (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%), inkubujac probki w kazdym roztworze przez 15
minut. Po tym etapie korzenie umieszczano w 99,8% alkoholu etylowym na dwie inkubacje po
30 minut kazda. Odwodnione korzenie przesaczano stopniowo roztworem zywicy Spurr w
99,8% alkoholu etylowym w proporcjach: 1:3 (zywica:alkohol) przez 1 godzing w 4°C,
nastepnie 1:1 przez 1 godzing w 4°C, a kolejno 3:1 przez noc w 4°C. Nastepnie probki
inkubowano w 100% zywicy Spurr przez 8 godzin, po czym umieszczano je w silikonowych
formach, zalewano zywica i1 polimeryzowano w cieplarce w temperaturze 65°C przez 24
godziny. Gotowy material krojono na ultracienkie skrawki o grubos$ci 50-80 nm za pomoca
ultramikrotomu Leica UCT 1 przenoszono na miedziane siatki. Skrawki przeznaczone do
analizy ultrastruktury kontrastowano w 2,5% roztworze octanu uranylu przez 20 minut, a
nastepnie w 2,5% roztworze cytrynianu olowiu przez 20 minut. Po kazdym etapie
kontrastowania siatki ptukano pieciokrotnie w wodzie destylowanej (po 3 minuty), a nast¢pnie

Suszono.

Korzenie przeznaczone do lokalizacji immunozlotowej utrwalano w roztworze 4%
paraformaldehydu 1 0,25% glutaraldehydu w PBS przez 24 godziny w temperaturze 4°C.
Utrwalacz odplukiwano trzykrotnie po 10 minut w PBS, a nastepnie probki odwadniano i
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przesaczano zywica LR Gold zgodnie z opisanym powyzej schematem. Przesycone zywica
korzenie umieszczano w zelatynowych kapsutkach wypetnionych 100% zywica LR Gold 1
polimeryzowano w temperaturze 4°C przez minimum 72 godziny. Gotowy materiat krojono na
ultracienkie skrawki o grubosci 50-80 nm przy uzyciu ultramikrotomu Leica UCT 1

przenoszono na miedziane siatki.

4.6.2 Hybrydyzacja in situ i immunolokalizacja

Przygotowanie protoplastow

Przed rozpoczeciem lokalizacji badanych molekul, protoplasty poddawano
permeabilizacji blony komorkowej. W tym celu protoplasty inkubowano w 0,1% roztworze
Triton X-100 w PBS przez 10 minut w temperaturze pokojowej (RT), po czym trzykrotnie
ptukano w PBS (3 x 3 min).

Przygotowanie skrawkow podlcienkich

Aby usung¢ zywice BMM ze skrawkow, preparaty inkubowano w 100% acetonie
przez 15 minut, nastgpnie w 50% acetonie przez minute. Skrawki ptukano dwukrotnie po 5

minut w wodzie destylowaneji i kolejne 2 x 5 minut w PBS.

Hybrydyzacija in situ

Hybrydyzacje in situ rozpoczgto od tzw. reakcji prehybrydyzacji w celu przystosowania
materiatu do warunkéw hybrydyzacji 1 zwigkszenia jej efektywnos$ci. Na preparaty natozono

mieszaning hybrydyzacyjng o sktadzie:

Skladnik Objetosé
bufor hybrydyzacyjny 50%
formamid 30%
H>0O bez RNaz 20%

Inkubacj¢ prowadzono w wilgotnej komorze wypeinionej 30% formamidem przez 30 minut w

temperaturze 26°C na wytrzgsarce (60 RPM). Nastepnie na preparaty nakladano sond¢ w
nastepujacych rozcienczeniach:

e Sonda komplementarna do poli(A) RNA 1:250 w mieszaninie hybrydyzacyjnej —
mikroskopia konfokalna

e Sonda komplementarna do poli(A) RNA 1:600 w mieszaninie hybrydyzacyjnej —

mikroskopia wysokorozdzielcza
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e Sonda komplementarna do mRNA 1:200 w mieszaninie hybrydyzacyjnej — mikroskopia
konfokalna
Przy jednoczesnej lokalizacji poli(A) RNA 1 mRNA nakltadano obie sondy jednoczes$nie.
Inkubacj¢ prowadzono przez noc w opisanych warunkach. Po inkubacji preparaty ptukano
dwukrotnie po 5 minut w 4 X SSC, a nastepnie 5 minut w 2 X SSC. Nastepnie:

a) W przypadku podwdjnego znakowania (hybrydyzacja in situ i immunolokalizacja)
kontynuowano procedure zgodnie z opisem zawartym w kolejnym podrozdziale.

b) W przypadku znakowania wylacznie przy uzyciu hybrydyzacji in situ po
odptukaniu w 2 x SSC wykonano barwienie DNA. Preparaty inkubowano przez 10 minut w
temperaturze pokojowej w roztworze Hoechst (1:2500 w 2 x SSC). Po barwieniu ptukano je
przez 5 minut w 2 x SSC, pozostawiano do wyschnigcia, a nastgpnie zamykano odczynnikiem

ProLong Gold, przedtuzajacym efekt fluorescenc;ji.

Immunolokalizacja

Preparaty inkubowano z przeciwciatem pierwotnym w wilgotnej komorze wypetnione;j

PBS w 4°C przez noc:

e anty-m6A 1:200 w 1% BSA rozpuszczonym w PBS

e anty-PAB2 1:100 w 1% BSA rozpuszczonym w PBS

e any-DCP5 1:200 w 1% BSA rozpuszczonym w PBS
Preparaty odplukiwano trzykrotnie przez 5 minut w PBS w celu usuni¢cia niezwigzanych
przeciwcial. Nastepnie naktadano przeciwciato wtoérne (antykrdlicze znakowane Alexa 488,
1:250 w 1% BSA w PBS) i inkubowano w wilgotnej komorze na wytrzasarce (60 RPM) przez
godzing w temperaturze 35°C. Po dwukrotnym plukaniu przez 5 minut w PBS przeprowadzano
barwienie DNA, inkubujgc preparaty w Hoechst (1:2500 w PBS) przez 10 minut w RT. Po

ptukaniu przez 5 minut w PBS preparaty suszono i zamykano odczynnikiem ProLong Gold.

Immunolokalizacja na poziomie ultrastrukturalnym

Ultracienkie skrawki preinkubowano w 1% BSA w PBS przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie natozono krélicze przeciwciatlo pierwotne anty-PAB2, rozcienczone w
stosunku 1:100 w 1% BSA w PBS, i inkubowano w wilgotnej komorze przez noc w 4°C. Po
trzykrotnym odptukaniu w PBS (5 minut), probki inkubowano z kozim przeciwciatem wtornym
anty-kroliczym, znakowanym 20 nm ziarnami zlota, rozcienczonym 1:50 w 1% BSA w PBS
(pH 7.,4), przez godzing w wilgotnej komorze w 37°C. Niezwigzane przeciwciata usuwano

poprzez trzykrotne ptukanie przez 5 minut w wodzie destylowanej. Nastepnie skrawki
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kontrastowano kolejno w 2,5% roztworze octanu uranylu (20 minut) oraz w 0,4% roztworze
cytrynianu otowiu (20 minut). Po kazdym etapie kontrastowania siateczki ptukano 5x3 minuty

w wodzie destylowanej i pozostawiano do wysuszenia.

Reakcja kontrola

Dla kazdej reakcji wykonywano kontrole negatywna. Reakcje przeprowadzano wedtug
tego samo protokotu, natomiast w przypadku hybrydyzacji in situ pomijano dodanie sondy, z

kolei przy immunolokalizacji nie stosowano przeciwciata pierwotnego.

Aby sprawdzi¢  specyficzno$¢ przeciwcial anty-m6A  stosowanych w  reakcji
immunolokalizacji, przetestowano trzy rézne przeciwciala. Przeciwcialo o najlepszej jakosci
sygnatu poddano dodatkowej weryfikacji specyficznosci. W tym celu potcienkie skrawki
inkubowano w roztworze 0,1 % RNazy A przez 30 minut w 37°C. Nastgpnie, po trzykrotnym
ptukaniu w PBS (5 minut), przeprowadzano reakcje immunolokalizacji m6A zgodnie z

opisanym wczesniej protokotem.

4.6.3 Mikroskopia

Mikroskopia konfokalna

Wyniki rejestrowano za pomocg oprogramowania FV3000 (Evident Technology Center
Europe) oraz konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego Olympus FV3000,
wyposazonego w immersyjny obiektyw 60% (apertura numeryczna 1,4). Aby unikngé
nakladania si¢ sygnalow miedzy kanalami, obrazy pozyskiwano sekwencyjnie w kanatach
czerwonym (Cy3), zielonym (Alexa Fluor 488) i niebieskim (Hoechst 33342). Przekroje
optyczne rejestrowano z interwalem 0,5 um. Zdjecia przeznaczone do analiz ilosciowych byty
wykonywane w stalych warunkach akwizycji, obejmujagcych moc lasera, pasmo emisji,

wzmocnienie, rozdzielczos¢ oraz powigkszenie.

Mikroskopia wysokorozdzielcza

Lokalizacja pojedynczych czasteczek poli(A) RNA na potcienkich skrawkach korzenia
L. angustifolius zostata wykonana przy uzyciu mikroskopu Bruker Vutara VXL z oswietleniem
szerokokatnym i detekcja Bi-plane do akwizycji 3D. Obraz rejestrowano przy nastepujacych
parametrach: 20ms czas ekspozycji, 90% moc lasera 638 nm, filtr emisji nm dla kanatu Cy5
oraz 50 prog tla zastosowany w algorytmie lokalizacji. Analiza klastréw sygnatu

przeprowadzona zostata z parametrami: algorytm DBSCAN, 0,3 um maksymalna odlegtos¢
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miedzy czasteczkami, 50 minimalna ilo$¢ czasteczek do wygenerowania klastra, 50 nm

1izopowierzchnia czasteczki.

Mikroskopia elektronowa

Wykonane preparaty obserwowano przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu

elektronowego JEOL EM 1010.

Analiza obrazu i ilo$ciowy pomiar sygnatu fluorescenciji

Aby obliczy¢ natezenie sygnatu fluorescencji uzyskanego podczas hybrydyzacji in situ
poli(A) RNA oraz zmierzy¢ $rednice SGs, analizowano co najmniej 60 komorek dla kazdego z
trzech niezaleznych powtoérzen eksperymentalnych. Natezenie sygnatu sond do poszczegdlnych
mRNA mierzono w 40-60 komorkach. Obrazy przetwarzano i analizowano za pomocg
oprogramowania ImageJ (Schneider i wsp., 2012). Na podstawie natezenia autofluorescencji z
reakcji kontrolnych ustalono warto$¢ odciecia tla, ktora postuzyta do korekcji danych. Poziom
sygnatu wyrazano we wzglednych jednostkach fluorescencji lub jako wzgledna intensywnos¢
fluorescencji na um?. Pomiar nat¢zenia fluorescencji dla badanych mRNA przeprowadzano
zarowno w SGs, jak 1 w cytoplazmie, w 3 arbitralnie wybranych miejsca o rozmiarach

odpowiadajacych SGs.

4.7 ANALIZY TRANSKRYPTOMICZNE
4.7.1 Izolacja RNA

W trakcie izolacji wszelkie wykorzystane materiaty i odczynniki byty wolne od RNaz.
Zamrozone korzenie L. angustifolius ucierano w schtodzonym cieklym azocie w mozdzierzu.
Nastepnie odwazano 100 mg utartego materialu i przenoszono do nowej probowki typu
eppendorf. Do préb dodawano 1000 pl odczynnika TRIzol 1 worteksowano przez 30 sekund.
Proby inkubowano przez 6 minut w RT, kilkukrotnie mieszajac przez odwracanie probowki.
Nastepnie wirowano przez 10 minut przy predkosci 12000 x g w 4°C. Supernatant przenoszono
do nowego eppendorfa, dodawano 200 pl chloroformu, mieszano poprzez worteksowanie i
inkubowano przez 5 minut w RT. Po inkubacji proby wirowano przez 15 minut, 12000 x g w
4°C. Gorng, wodng faz¢ uzyskang po wirowaniu przenoszono do nowego eppendorfa, po czym
dodawano 500 pl izopropanolu. Po inkubacji przez 5 minut w RT proby ponownie wirowano
przez 10 minut przy 12000 x g w 4°C. Supernatant ostroznie zlewano, a osad RNA

przeptukiwano dwukrotnie schtodzonym 75% alkoholem etylowym. Po kazdym ptukaniu
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proby wirowano przez 5 minut przy 7500 x g w 4°C, a supernatant zlewano. Po ostatnim
ptukaniu osad RNA suszono przez 10 minut w RT przy otwartym wieczku probowki, a

nastgpnie zawieszano w 15 ul wody wolnej od RNaz.

Wszystkie proby RNA poddawano procesowi DNazowania z uzyciem zestawu odczynnikow
RQ1 RNase-Free DNase zgodnie z protokotem producenta. W skrocie, do kazdej proby RNA
dodawano 2 pl 10 x buforu reakcyjnego, 1 u/ug RNA DNazy, a nast¢pnie uzupetniano woda
wolng od RNaz do objetosci 20 pl. Proby inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut,
po czym dodawano 1 ul RQ1 DNase Stop Solution i poddawano inkubacji w 65°C przez 10

minut, w celu inaktywacji enzymu.

4.7.2 1zolacja poli(A) RNA

RNA przeznaczone do reakcji immunoprecypitacji m6A oraz przygotowania bibliotek
cDNA poddawano izolacji poli(A) RNA z uzyciem zestawu odczynnikow PolyATtract®
mRNA Isolation Systems zgodnie z zaleceniami producenta. Do izolacji wykorzystano 900 pg
RNA catkowitego na probe. W skrdcie, proby uzupetniano wodg wolng od RNaz do 500 pl i
inkubowano w 65°C przez 10 minut. Po zakonczeniu inkubacji dodawano 3 pl sondy
Biotinylated-Oligo(dT), komplementarnej do ogonow poli(A), oraz 25 ul 20 x SSC, a nastepnie
delikatnie mieszano i pozostawiano do ostygni¢cia w temperaturze pokojowej. W tym czasie
przygotowywano kulki magnetyczne, ktore plukano trzykrotnie w 300 pul 0,5 x SSC na statywie
magnetycznym, a nast¢pnie zawieszano w 100 pl 0,5 x SSC. Do kulek dodawano wczesniej
przygotowana mieszaning RNA 1 inkubowano przez 10 minut w RT, mieszajac przez
odwracanie probowek co 1-2 minuty. Po inkubacji proby umieszczano na statywie
magnetycznym, odciggano supernatant, a kulki ptukano trzykrotnie w 300 ul 0,2x SSC. Kulki
zawieszano w 100 pl wody wolnej od RNaz, ponownie umieszczano na statywie
magnetycznym, a supernatant zawierajacy wyizolowane poli(A) RNA przenoszono do nowego

eppendorfa. Etap elucji powtarzano dwukrotnie.

4.7.3 Fragmentacja poli(A) RNA

Poli(A) RNA przeznaczone do analizy MeRIP-Seq poddano fragmentacji przy uzyciu
zestawu NEBNext® Magnesium RNA Fragmentation Module, zgodnie z zaleceniami
producenta, uzyskujac fragmenty o dlugosci okoto 150 nt. Do 18 ul wyizolowanego poli(A)

RNA dodawano 2 pl 10 x buforu do fragmentacji, a nastepnie proby inkubowano przez 3 minuty
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w temperaturze 94°C. Po zakonczeniu inkubacji reakcj¢ zatrzymywano, przenoszac proby na

16d 1 dodajac 2 ul 10x RNA Fragmentation Stop Solution.

Do pofragmentowanego poli(A) RNA dodawano 5% objetosci alkoholu etylowego, 0,1x
objetosci octanu sodowego (NaAc) oraz 1 ul odczynnika Glycoblue. Mieszaning inkubowano
przez noc w temperaturze -20°C. Nastgpnego dnia proby wirowano przez 30 minut przy 12
000x g w 4°C, a powstaly osad przemywano schtodzonym 75% alkoholem etylowym. Osad

osuszano w temperaturze pokojowej, a nast¢gpnie zawieszano w 11 pl wody wolnej od RNaz.

4.7.4 Immunoprecypitacja m6A

Reakcje immunoprecypitacji m6A przeprowadzono z uzyciem zestawu EpiMark N6-
Methyladenosine Enrichment Kit, wykorzystujac 9 pg poli(A) RNA na prébg.
Pofragmentowane poli(A) RNA po immunoprecypitacji stuzyto do przygotowania bibliotek
cDNA, natomiast niefragmentowane poli(A) RNA wykorzystywano do reakcji RT-qPCR. Do
oceny efektywnosci immunoprecypitacji przygotowano probe kontrolng zawierajaca 3 ul RNA
wzorcowego z mo6A (Gluc) oraz 3 pl RNA wzorcowego bez m6A (Cluc). Reakcje
przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta, wprowadzajac kilka modyfikacji. W
skrocie, 25 pl kulek magnetycznych Dynabeads protein G (na probe) przemywano dwukrotnie
w 200 pl buforu IP z dodatkiem 0,075% NP-40, po czym zawieszano w 250 pl buforu IP z NP-
40. Do kulek dodawano 2 pl przeciwciata anty-m6A (z zestawu) na probe 1 inkubowano na
wytrzasarce rotacyjnej przez 1 godzing w 4°C z predkosciag 2—4 RPM. Kulki przemywano
dwukrotnie w 200 pl buforu IP z NP-40, a nastgpnie zawieszano w 250 pl buforu IP z NP-40.
Do proéb poli(A) RNA dodawano 1 pul RNA wzorcowego zawierajacego mo6A oraz 1 pl RNA
wzorcowego pozbawionego m6A (rozcienczone 1:1000). Ten etap pomijano w probach
przeznaczonych do sekwencjonowania. RNA uzupeiniano woda wolng od RNaz do 13 pul, z
czego 10% objetosci (1,3 pl) odktadano jako probe wejsciowa (input). Reszte poli(A) RNA,
wraz z 3 pl inhibitora RNaz, dodawano do przygotowanych kulek magnetycznych i
inkubowano przez 2 godziny w 4°C przy 3 RPM. Po inkubacji kulki przemywano kolejno: 2 x
200 pl buforu IP z 0,075% NP-40, 1 x 200 ul HSB z 0,075% NP-40, 1 x 200 ul HSB, 2 x 200
ul LSB. Na koniec kulki zawieszano w 40 pul buforu IP, dodawano 4 pl proteinazy K oraz 0,4
ul 10% SDS i inkubowano przez 1 godzing w 56°C. Po inkubacji proby umieszczano na
statywie magnetycznym, a supernatant, zawierajacy mo6A poli(A) RNA, przenoszono do
nowego eppendorfa. Do préb dodawano 500 upl odczynnika TRIzol, worteksowano i

inkubowano w RT przez 6 minut. Nastgpnie dodawano 100 pl chloroformu, mieszano i
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wirowano przez 15 minut przy 12 000 x g w 4°C. Faz¢ wodna przenoszono do nowego

eppendorfa i strgcano RNA wedtug wczesniej opisanej procedury.

4.7.5 Odwrotna transkrypcja i reakcja qPCR

Odwrotna transkrypcja

W celu syntezy cDNA wykorzystywanego w analizach qPCR, RNA poddawano
odwrotnej transkrypcji z uzyciem zestawu Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit,
zgodnie z zaleceniami producenta. Do kazdej reakcji uzywano 3 pg RNA catkowitego lub 10
pul m6A poli(A) RNA na probe.

e W przypadku RNA catkowitego stosowano startery komplementarne do ogona poli(A)

(Anchored Oligo(dT)18 Primer).

e Dla m6A poli(A) RNA stosowano startery losowe (Random Hexamer Primer).

Reakcje prowadzono wedtug nastgpujacego programu:

Etap Temperatura  Czas
Anchored Oligo(dT)1s Primer
Denaturacja RNA 65°C 10 minut
Odwrotna transkrypcja 55°C 30 minut
Inaktywacja enzymu 85°C 5 minut

Random Hexamer Primer

Denaturacja RNA 65°C 10 minut
Odwrotna transkrypcja etap I 25°C 10 minut
Odwrotna transkrypcja etap 11 55°C 30 minut

Inaktywacja enzymu 85°C 5 minut

Uzyskane cDNA przechowywano w -20°C do dalszych analiz.

PCR w czasie rzeczywistym

Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej zastosowano odczynnik LightCycler® 480
SYBR Green I Master. Sktad mieszaniny obejmowat: 5 ul 2 x stezony Master Mix, 3 ul wody
wolnej od RNaz, 1 pl pary specyficznych starterow o stezeniu 0,2 pM. Mieszaning pipetowano
do dotkow ptlytki 96-dotkowej, po czym dodawano 1 pl matrycy cDNA. Ptytke worteksowano
30 sekund 1 wirowano przez 2 minuty w 1500 x g. Reakcje prowadzono w wykorzystaniem

termocyklera LightCycler 96 (Roche), z nast¢pujacym profilem termicznym:

Strona | 53



Etap Temperatura Czas Liczba cykli

Preinkubacja 95°C 5 minut 1
95°C 10 sekund

Amplifikacja 52°C 10 sekund 45
72°C 20 sekund
95°C 5 sekund

Krzywa topnienia 65°C 60 sekund 1
97°C 1 sekunda

Chtodzenie 40°C 1

Wzgledny poziom ekspresji gendw 1 metylowanych mRNA

Wszystkie proby analizowano w trzech powtoérzeniach. Wzgledny poziom ekspresji
genow obliczano na podstawie numeru cykli progowych (Ct) amplikonow badanych genow
oraz genu referencyjnego UBCS5, ktérego poziom oznaczano réwnolegle z badanymi mRNA.
Gen UBCS, bedacy stabilnym genem referencyjnym u L. angustifolius (Taylor 1 wsp., 2016),
charakteryzowat si¢ stala wartoscig Ct we wszystkich analizowanych warunkach. Ekspresje
genow wyliczano przy uzyciu metody 222¢T (Livak i Schmittgen, 2001). Wydajnoéé reakcji
qPCR weryfikowano na podstawie krzywych standardowych, przygotowanych dla genow

badanych oraz genu referencyjnego, z wykorzystaniem serii rozcienczen matrycy cDNA.

Wzgledny poziom metylowanych transkryptow wyznaczano, analizujac rdéznice Ct
amplikonow badanych w probach przed (input) i po (IP) immunoprecypitacji. Wyliczenia

2—ACT

prowadzono zgodnie z metoda , gdzie warto$¢ ACt byla normalizowana wzgledem ACtIP,

ACtinput oraz wspotczynnika rozcienczenia inputu.

4.7.6 Przygotowanie bibliotek cDNA

Wyizolowane poli(A) RNA, po przeprowadzeniu analizy iloSciowej 1 jako$ciowej,
wykorzystywano jako matryc¢ do syntezy bibliotek c¢DNA przeznaczonych do
sekwencjonowania. Do ich przygotowania uzywano zestawu odczynnikéw NEBNext® Ultra™
IT RNA Library Prep Kit for Illumina, postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Proces
przygotowania bibliotek obejmowat nastepujace etapy: fragmentacj¢ RNA, synteze pierwszej
nici cDNA, synteze drugiej nici cDNA, adenylacje koncow 3’°, ligacje adaptorow oraz

wzbogacenie i indeksowanie bibliotek w reakcji PCR. Do indeksowania stosowano zestaw
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NEBNext® Multiplex Oligos for [llumina® (Dual Index Primers Set 1). Po kazdym etapie

dwuniciowe cDNA oczyszczano przy uzyciu kulek magnetycznych AMPure XP Beads.

Do przygotowania bibliotek z m6A poli(A) RNA stosowano ten sam zestaw odczynnikow,
NEBNext® Ultra™ [I RNA Library Prep Kit for Illumina, przy czym synteze bibliotek
rozpoczynano od etapu syntezy pierwszej nici cDNA, poniewaz RNA bylo juz fragmentowane
przed procesem immunoprecypitacji. Syntez¢ drugiej nici przeprowadzano z uzZyciem
odczynnika NEBNext® Ultra™ II Directional RNA Second Strand Synthesis Module,
wykorzystujacym metodg ,,dUTP” dla uzyskania bibliotek specyficznych dla nici. Pozostate

etapy syntezy przeprowadzano zgodnie z powyzszym opisem.

4.7.8 Sekwencjonowanie i analiza bioinformatyczna

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie zostalo wykonane przez firm¢ Genomed (Warszawa, Polska).
Biblioteki cDNA zostaly zaindeksowane przy pomocy zestawu TruseqHT. Sekwencjonowanie
odbytlo sie na sekwenatorze NovaSeq6000 (Illumina) w trybie PE150, z zatozeniem 20 mlIn par
odczytow na probke.

Analiza bioinformatyczna RNA-Seq

Kontrola jako$ci surowych odczytow sekwencjonowania zostata przeprowadzona za
pomocg programu FastQC (Andrews, 2010) a nast¢pnie wykonano filtrowanie odczytéw oraz
przycinanie adaptorow za pomocg narzedzia BBDUK z pakietu BBMAP. Odczyty
odpowiadajace rRNA zostaly odrzucone przy uzyciu Bowtie2 (Langmead i wsp. 2018),
wykorzystujac sekwencje rybosomalnego RNA L. angustifolius dostepne w bazie Ensembl
Plants 56. Oczyszczone odczyty oraz genom tubinu (LupAngTanjil v1.0) postuzyty do ztozenia
transkryptomu ab initio przy pomocy StringTie (Pertea i wsp. 2016). Ztozony transkryptom
zostal nastepnie poréwnany z transkryptomem referencyjnym (LupAngTanjil v1.0.55)
uzyskanym z Ensembl Plants 56 (Yates i wsp. 2022) przy uzyciu narz¢dzia Cuffcompare
(Trapnell 1 wsp. 2012), aby zidentyfikowa¢ wczes$niej adnotowane transkrypty. Dalsza
charakterystyke transkryptomu przeprowadzono, wykorzystujagc znane ortologi genoéow A.
thaliana pobrane z Ensembl Plants. Narzgdzie TransDecoder (Haas i wsp. 2013) umozliwito
identyfikacj¢ przewidywanych otwartych ramek odczytu (ORF) oraz kodowanych bialek, ktore
poddano analizie w BLASTP (Camacho i wsp. 2009) z wykorzystaniem bazy danych
SwissProt. Poziomy ekspresji genéw obliczono przy pomocy RSEM (Li i Dewey, 2011), a

Strona | 55



analiz¢ roznicowej ekspresji przeprowadzono za pomoca DESeq2 (Love 1 wsp. 2014). Jedynie
geny o wartosci p < 0,05 zostaty uznane za roznicowo eksprymowane. Wyniki wizualizowano
w formie wykresow w R/RStudio z wykorzystaniem pakietu ggplot2 (Wickham, 2016)
dostgpnego w repozytorium Bioconductor. Analiza nadreprezentacji terminéw Gene Ontology
(GO) dla gendéw o zwigkszonej 1 zmniejszonej ekspresji zostala przeprowadzona przy uzyciu
pakietu clusterProfiler (Wu i1 wsp. 2021). Dla kazdego poréwnania analizowano jedynie 1000
genow o najnizszej wartosci padj (uzyskanej za pomocg DESeq2) 1 wykazujacych co najmniej

dwukrotng zmian¢ poziomu ekspresji.

Analiza bioinformatyczna MeRIP-Seq

Analogicznie jak w analizie RNA-Seq, kontrol¢ jakosci surowych odczytow MeRIP-
Seq, filtrowanie odczytow i eliminacje sekwencji rRNA przeprowadzono przy uzyciu FastQC,
BBDUK i Bowtie2. Oczyszczone odczyty zostaly zmapowane do genomu referencyjnego za
pomocg programu STAR (Dobin 1 wsp. 2013). Narzgdzia samtools i bamCoverage z pakietu
deepTools (Ramirez 1 wsp. 2016) zostaly wykorzystane do scalenia powtorzen biologicznych
oraz wygenerowania plikow do wizualizacji w przegladarce genomowej. Dystrybucje m6A w
obrebie transkryptow przedstawiono za pomocag programu plotProfile z pakietu deepTools.
Poziomy ekspresji obliczono przy uzyciu programu StringTie, ktéry dostarczyt zar6wno
surowe, jak 1 znormalizowane (FPKM ang. Fragments Per Kilobase of transcript per Million
mapped reads) wartosci ekspresji dla poszczegdlnych genow/transkryptow. Analize genow
réznicowo eksprymowanych wykonano z zastosowaniem pakietu DESeq2. Aby zbadaé
zalezno$¢ miedzy wzbogaceniem mo6A a poziomem ekspresji, dane dotyczace réznicowo
eksprymowanych gendéw oraz warto$ci wzbogacenia m6A zilustrowano na wykresach,
wygenerowanych w §rodowisku R z uzyciem pakietu ggplot2. Nastepnie w R za pomoca

pakietu clusterProfiler, przeprowadzono funkcjonalng analize terminéw GO (Wu i wsp. 2021).

4.7.9 Ocena jakosciowa i ilosciowa kwasow nukleinowych

Spektrofotometria

Analize spektrofotometryczng ilosci 1 jakosci RNA oraz bibliotek cDNA
przeprowadzano na urzadzeniu NanoDrop One (Thermo Scientific). Absorbancje kwasow
nukleinowych mierzono przy dlugosci fal 230 nm, 260 nm, 280 nm i na ich podstawie
wyliczano stosunek Azeo/A280 1 A260/230 informujacy odpowiednio o zanieczyszczeniu prob

biatkami i pozostatosciami odczynnikéw do izolacji.
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Fluorymetria

Analize ilo$ciowg uzyskanych bibliotek cDNA wykonano metoda fluorymetryczng przy
uzyciu urzadzenia Qubit (Thermo Scientific). Do oznaczenia stgzenia cDNA zastosowano
zestaw odczynnikow Qubit dSDNA HS Assay Kit, a calg procedurg przeprowadzono zgodnie z

instrukcjami producenta.

Elektroforeza w zelu agarozowym

Stopien degradacji RNA oceniano poprzez rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu
agarozowym. Do kazdej proby RNA (4 pul) dodawano 4 pl buforu obcigzajacego 2x RNA
Loading Buffer, mieszano przez pipetowanie, a nastgpnie nanoszono na studzienki zelu. W
jedna ze studzienek wprowadzano 5 pl wzorca RNA — RiboRuler High Range RNA Ladder.
Elektroforeze prowadzono przez okoto 30 minut przy napieciu 110 V. Wizualizacje wykonano

na aparacie ChemiDoc (Bio-Rad).

Analiz¢ produktow reakcji PCR mieszancow A. thaliana przeprowadzano w 2% zelu
agarozowym. Do 5 pl proby DNA dodawano 1 pl buforu obcigzajacego 6x Loading Buffer
BLUE, mieszano przez pipetowanie, po czym nanoszono na studzienki zelu. W jedng ze
studzienek wprowadzano 5 pl wzorca DNA — Perfect Plus 2 kb DNA Ladder. Elektroforeze
prowadzono przez okoto 30 minut przy napigciu 110 V. Wizualizacj¢ wykonano na aparacie

ChemiDoc (Bio-Rad).

Elektroforeza kapilarna

Wyizolowane RNA przeznaczone do reakcji immunoprecypitacji m6A oraz
przygotowania bibliotek cDNA analizowano rowniez za pomoca urzadzenia Bioanalyzer 2100
(Agilent). Dodatkowo oceniano poli(A) RNA po fragmentacji do MeRIP-Seq w celu okreslenia
wielkosci uzyskanych fragmentow. Analizy prowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikow

Agilent RNA 6000 Nano Kit, zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

4.8 ANALIZY STATYSTYCZNE

Analize statystyczng przeprowadzano przy uzyciu programéw PAST (Hammer 1 wsp.,
2001) oraz Microsoft Excel 2007 (Microsoft, USA). Wszystkie do§wiadczenia wykonano w
trzech niezaleznych powtorzeniach. Do identyfikacji roéznic migdzy dwiema grupami
zastosowano test t-Studenta. Normalno$¢ rozktadu danych weryfikowano testem Shapiro-

Wilka. W przypadku danych spetniajacych zatozenie normalnosci, do poréwnan wielu grup

Strona | 57



stosowano jednokierunkowa analiz¢ wariancji (ANOVA), a w przypadku istotnych roznic
przeprowadzano test HSD Tukeya. Jesli dane nie spetniaty zatozenia normalnos$ci, stosowano
nieparametryczny test Kruskala-Wallisa, a nast¢pnie test post-hoc Dunna. Za statystycznie
istotne uznawano poréwnania z wartoscia p < 0,05. Stupki btedéw przedstawione na wszystkich

rysunkach ilustrujg $rednie odchylenie standardowe uzyskane z wszystkich powtorzen.
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WYNIKI

5.1 POWSTAWANIE GRANUL STRESOWYCH W KORZENIACH LUBINU

WASKOLISTNEGO (L. ANGUSTIFOLIUS) W TRAKCIE STRESU NIEDOTLENIENIA

Wczesniejsze badania prowadzone przez Niedojadto i wsp. (2016) wykazaty, ze stres
niedotlenienia prowadzi do kumulacji mRNA, zaréwno na terenie jadra komoérkowego, jak i w
postaci skupisk cytoplazmatycznych przypominajacych granule stresowe (SG). W celu
identyfikacji tych struktur w cytoplazmie oraz charakterystyki kolejnych etapéw ich
formowania, wykorzystujac techniki immunofluorescencji i fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) przeprowadzono kolokalizacje biatka znacznikowego SG - PAB2
(z ang. polyadenylate-binding protein 2) oraz poli(A) RNA w utrwalonych protoplastach
komorek merystematycznych korzeni lubinu waskolistnego (L. angustifolius) poddanych
stresowi hipoksji (Ryc. 1A-S). Nastepnie dokonano analizy ilosciowej uzyskanych sygnatow
fluorescencji z uwzglednieniem poszczego6lnych struktur komorkowych (Ryc. 1T-W).

Obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej wykazato, ze w warunkach
kontrolnych, zblizonej intensywno$ci sygnat sondy komplementarnej do poli(A) RNA
wystepowal homogennie na terenie cytoplazmy oraz poza jaderkowej czgsci nukleoplazmy
(Ryc. 1A). Podobng dystrybucje fluorescencji zaobserwowano dla biatka wigzacego ogon
poli(A) czasteczek mRNA - PAB2, bedacego biatkiem markerowym SG (Ryc. 1B) (Kosmacz i
wsp. 2019). Natozenie fluorescencyjnego sygnatu PAB2 oraz poli(A) RNA wykazato silng ich
kolokalizacje na terenie jadra i cytoplazmy (Ryc. 1C).

Krotkie, jednogodzinne niedotlenienie skutkowato wyraznym wzrostem intensywnosci
fluorescencji sondy komplementarnej do poli(A) na terenie catej komodrki (Ryc. 1D, 1T).
Wysoki sygnat w jadrze komorkowym wyr6zniat si¢ na tle sygnatu cytoplazmatycznego.
Dodatkowo na terenie jadra, poza homogenng fluorescencja, zaobserwowano pojedyncze
skupiska sygnatu. Jaderko, tak jak miato to miejsce w warunkach kontrolnych, pozbawione
byto fluorescencji. W cytoplazmie z kolei, zmienita si¢ dystrybucja poli(A) RNA. Sygnat stracit
na homogennosci, co przejawialo si¢ obszarami o wyraznie nizszym poziomie fluorescencji.
Ponadto pojawily si¢ zblizone rozmiarami i ksztattem liczne skupiska poli(A) RNA (Ryc. 1D).
Jednakowa tendencje zmian lokalizacji i intensywnos$ci sygnalu zaobserwowano dla PAB2.
Roéwniez w tym przypadku, w cytoplazmie komorki obecne byty skupiska tego biatka, jednakze
o zréznicowanym poziomie fluorescencji (Ryc. 1E). Te ze skupisk, ktére charakteryzowaty si¢

silnym sygnatem kolokalizowaly z ogniskami poli(A) RNA (Ryc. 1F). Na podstawie
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uzyskanych wynikéw, w tym reakcji z cykloheksymidem (patrz Rozdziat 5.2), bogate
w poli(A) RNA struktury cytoplazmatyczne, zostaty zidentyfikowane jako granule stresowe.
Zawieraly one 3,3% puli cytoplazmatycznego mRNA (Ryc. 1W).

W trakcie kolejnych szesciu godzin niedotlenienia obserwowano widocznego spadek
poziomu sygnatu poli(A) RNA i PAB2 na terenie cytoplazmy i jadra komorkowego (Ryc. 1G,
IT). Fluorescencja $wiadczaca o obecnosci poli(A) RNA pojawila si¢ w jaderku oraz na
nizszym poziomie obecna byla w nukleoplazmie. Wyraznie zmienit si¢ takze charakter
obecnych w cytoplazmie SG. Ich liczba zmniejszyta si¢ o potowe w odniesieniu do jednej
godziny niedotlenienia (Ryc. 1U). Ponadto zauwazalna stala si¢ dysproporcja w ksztatcie i
rozmiarze pomigdzy poszczegolnymi granulami. Staty si¢ one ponad czterokrotnie wigksze
(Ryc. 1V), o wydhuizonym ksztatcie 1 skladaly sie¢ z kilku pojedynczych, okraglych SG.
Powyzsza obserwacja wskazuje, ze po szeSciu godzinach hipoksji nastgpuje taczenie si¢
pojedynczych granul stresowych w wigksze struktury. Jednoczes$nie w cytoplazmie obecne byly
takze granule stresowe niewielkich rozmiar6w, o wyraznie nizszym poziomie sygnatu reakcji.

Podczas dziewieciogodzinnego niedotlenienia nie zaobserwowano istotnych zmian w
poziomach intensywnosci fluorescencji oraz dystrybucji PAB2 oraz poli(A) RNA w odniesieniu
do szesciogodzinnego niedotlenienia (Ryc. 1J-K, 1T). W niewielkim stopniu zwigkszyl si¢
rozmiar granul stresowych, jednakze analiza wielko$ci struktur nie wykazata istotnych
statystycznie roznic w odniesieniu do szesciogodzinnej hipoksji (Ryc. 1V). Nadal widoczne
byto dalsze Iaczenie si¢ SG.

Wydhuzona, pigtnastogodzinna hipoksja prowadzila do obnizenia intensywnosci
sygnatu poli(A) RNA calej komorki. W tym okresie byly to najnizsze poziomy fluorescencji
sposrod wszystkich badanych wariantow trwania hipoksji, zar6wno na terenie jadra, jak i
cytoplazmy. Jedyny wzrost poziomu fluorescencji zaobserwowano w SG (Ryc. 1M, 1T). Sygnat
jadrowy zlokalizowany byt gtownie w jaderku oraz w niewielkim stopniu w nukleoplazmie. Z
kolei sygnat z cytoplazmy w wiekszosci skoncentrowany byt w silnie wyznakowanych,
okragglych SG. W porownaniu do szescio- 1 dziewigciogodzinnego niedotlenienia,
zaobserwowano wzrost rozmiaréw oraz liczby granul stresowych w cytoplazmie (Ryc. 1U, 1V).
Co ciekawe, w tym okresie, dobrze widoczne byly zmiany w dystrybucji sygnatu poli(A) RNA
i PAB2 w obrebie SG. Granule stresowe przejawialy dwustrefowa strukture: silnie
wyznakowany pierScien oraz obszar centralny o stabszym nate¢zeniu fluorescencji, osiagajac
warto$¢ 20,4% obecnych w cytoplazmie transkryptow wyposazonych w ogon poli(A) (Ryc.

1W). Warto zaznaczy¢, ze podobne struktury obserwowano w komorkach zrdznicowanych
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korzeni tubinu, co dowodzi, ze SG nie sa specyficzne wylacznie dla komoérek
merystematycznych korzeni (Ryc. 2 A-C).

Nastepujace po pigtnastogodzinnej hipoksji, szeSciogodzinne ponowne natlenienie
wywotalo wzrost poziomu sygnatu poli(A) RNA w komorce (Ryc. 1P, 1T). Sygnat w jadrze
zlokalizowany byl gtownie w nukleoplazmie poza jaderkiem, jednakze jego intensywnos$¢
pozostata na poziomie obserwowanym w jadrach komoérkowych podczas pietnastogodzinnej
hipoksji (Ryc. 1T). Znaczaco zwigkszyla si¢ natomiast intensywnos$¢ homogennego sygnatu w
cytoplazmie, w ktdérej nie stwierdzono obecno$ci granul stresowych. Podobna, silnie
kolokalizujaca z poli(A) RNA dystrybucje sygnatu obserwowano w przypadku PAB2 (Ryc. 1
R-S).
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Ryc. 1 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i biatka znacznikowego SGs PAB2
(zielona fluorescencja) w protoplastach komorek merystematycznych korzeni L. angustifolius w
warunkach fizjologicznych (A-C), hipoksji (1h, 6h, 9h, 15h D-0) i reoksygenacji (15+6h; P-S).
Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I, L, O, S). Groty — granule stresowe, N —
jadro komérkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Srednia liczba SGs (U), rozmiar SGs (V),
zawartos¢ cytoplazmatycznego poli(A) RNA w SGs (W) na komorke, oraz wzgledny poziom
fluorescencji (T) w kolejnych godzinach niedotlenienia (1h, 6h, 9h, 15 h). Stupki bledow
wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice wskazuje symbol: (*) pomiedzy
oznaczonymi porownaniami, (*) w porownaniu do poprzedniego stadium (**/** P < 0,01, */*
P <0,05).

poly(A) RNA PAB2 Merge + DAPI

Ryc. 2 Lokalizacja poli(A) RNA (A) i biatka PAB2 (B) w  protoplastach komorek
zroznicowanych korzeni L. angustifolius w warunkach niedotlenienia (15 h). Natozenie
sygnatow i barwienie DNA DAPI (C), Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C —
cytoplazma. Skala 5 um.

5.2 WPLYW CYKLOHEKSYMIDU NA POWSTAWANIE GRANUL STRESOWYCH W

KORZENIACH L. ANGUSTIFOLIUS

W celu dodatkowej weryfikacji, czy obserwowane w trakcie stresu niedotlenienia
cytoplazmatyczne ogniska fluorescencji poli(A) RNA oraz PAB2 lokalizowane s3 w granulach
stresowych, korzenie lubinu w trakcie hipoksji poddano dziataniu cykloheksymidu.
Cykloheksymid poprzez zatrzymanie etapu elongacji w procesie translacji prowadzi do
zablokowania rozpadu polisomow, ograniczajgc tym samym pule wolnych kompleksow mRNP
wchodzacych w sktad granul stresowych.

W badaniach wstgpnych, aby potwierdzi¢ dziatanie cykloheksymidu, poréwnano
zmiany masy 1 dlugosci korzeni w trakcie pig¢tnastogodzinnej hipoksji oraz w kolejnych
godzinach ich ponownego natlenienia, zarbwno w grupie kontrolnej, jak i poddanej dodatkowo
jednogodzinnemu dzialaniu inhibitora. Podczas hipoksji masa korzeni wzrosta o okoto 20% w
obu grupach w poréwnaniu do masy przed wystapieniem stresu (Ryc. 3A). Przywrdcenie
warunkow fizjologicznych nie wplyngto na zmiane masy korzeni traktowanych

cykloheksymidem. Masa ta utrzymywala si¢ na stalym poziomie przez caly okres

Strona | 63



reoksygenacji, w trakcie ktorej korzenie byly poddawane dziataniu inhibitora. W przypadku
grupy kontrolnej (nie poddanej dziataniu inhibitora) masa korzeni zwigkszala si¢ przez caly
czas trwania eksperymentu.

Taka samg korelacje zaobserwowano w przypadku zmian dlugosci korzeni. Po
pigtnastogodzinnym niedotlenieniu korzenie obu grup uroslty o okoto 10% w stosunku do
dhugosci przed wywotlaniem hipoksji (Ryc. 3B). W trakcie kolejnych godzin w warunkach
fizjologicznych, dtugos¢ korzeni traktowanych cykloheksymidem pozostawala taka sama,
podczas gdy grupa kontrolna wykazywata ich wzrost.

Ustalono, ze na skutek dziatania cykloheksymidu doszlo do zatrzymania przyrostu
biomasy korzeniowej, co wskazuje na jego aktywnos$¢ w blokowaniu translacji w korzeniach
L. angustifolius. Dlatego tez wykonano znakowanie poli(A) oraz PAB2 w komorkach
poddanych dziataniu inhibitora syntezy biatek. W materiale kontrolnym (nie poddanym
dziataniu cykloheksymidu) w trakcie czternastej i pi¢tnastej godziny stresu niedotlenienia, na
terenie cytoplazmy widoczne byty bogate w poli(A) RNA i PAB2 SG (Ryc. 3F-K). W
przypadku komérek traktowanych cykloheksymidem, nie zaobserwowano obecnosci zadnych
skupisk cytoplazmatycznych (Ryc. 3L-N). Sygnat poli(A) RNA i PAB2 wykazywat
rozproszong dystrybucj¢ na terenie cytoplazmy oraz jadra komoérkowego. Uzyskany wynik
wskazuje, ze aktywno$¢ cykloheksymidu doprowadzita do rozpadu cytoplazmatycznych
skupisk. Powyzsze obserwacje oraz wyniki badan mikroskopowych dowodzg jednoznacznie,
ze struktury cytoplazmatyczne pojawiajace si¢ podczas niedotlenienia bogate w poli(A) RNA i

PAB2 reprezentujg granule stresowe.
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Ryc. 3 Srednia masa (A) i dlugosé¢ korzeni (B) proby kontrolnej oraz poddanej dziataniu
cykloheksymidu (przez ostatniq, 15 godzing hipoksji oraz w trakcie kolejnych godzin
reoksygenacji) w warunkach fizjologicznych (Normoksja), niedotlenienia (15h) oraz
ponownego natlenienia (15+6h, 15+10h, 15+20h). Stupki bledow wskazujg btqd standardowy.
Istotne statystycznie roznice wskazuje symbol: (*) pomiedzy oznaczonymi porownaniami, (*) w
porownaniu do poprzedniego stadium (**/** P < 0,01, */* P < 0,05). Lokalizacja poli(4) RNA
(czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja) w protoplastach komorek
merystematycznych korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (C-E), 14h hipoksji
przed dodaniem cykloheksymidu (F-H), 15h hipoksji bez cykloheksymidu (I-K), 15h hipoksji po
dodaniu cykloheksymidu (L-N). NatoZenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (E, H, K, N).
Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um.

5.3 ANALIZA DWUSTREFOWEJ STRUKTURY GRANUL STRESOWYCH

Analiza kolejnych etapéw powstawania SG w  protoplastach komorek
merystematycznych korzeni tubinu ujawnita, ze poliadenylowane RNA oraz PAB2 wykazuja
niejednorodng dystrybucje w obrgbie badanych struktur. W celu weryfikacji dwustrefowe;j
natury SG, detekcje testowanych czasteczek przeprowadzono na poélcienkich skrawkach
korzeni L. angustifolius (Ryc. 4A-I). Obrazowanie z wykorzystaniem mikroskopii konfokalne;j
potwierdzito dwustrefowy wzorzec lokalizacji obu badanych molekut w SG w trakcie szesciu
— pigtnastu godzin hipoksji (Ryc. 4D-I). Poli(A) RNA obecne byto glownie w pierscieniu, z
wyraznie mniejszg iloscig w strefie centralnej, podczas gdy PAB2 zlokalizowano wylacznie w
intensywnie wyznakowanym pier$cieniu tworzacym SG.

Nastepnie w celu precyzyjnego okreslenie rozktadu poliadenylowanego RNA na terenie
granul stresowych, przeprowadzono obrazowanie technika STORM z wykorzystaniem
mikroskopii wysokorozdzielczej. Lokalizacja pojedynczych czasteczek poli(A) RNA
wykazala, ze réwnomiernie roztozony sygnat tworzyt pierscien SG, a czg$¢ centralna
pozostawala wolna od fluorescencji, potwierdzajac tym samym dwustrefowa naturg granul
stresowych (Ryc. 4J).

Co istotne, dwustrefowa strukture SG obserwowano niezaleznie od zastosowanej
metody preparatyki materiatu roslinnego (protoplasty i skrawki). Jednak aby wykluczy¢
ewentualny wptyw dtugiego procesu utrwalania, zatopienia w zywicy na struktur¢ badanych
skupisk cytoplazmatycznych, przeprowadzono izolacj¢ SG, a nastepnie zbadano rozktad PAB2
w ich obrebie. Metoda izolacji SG z korzeni L. angustifolius zostala opracowana na podstawie
dostgpnych danych literaturowych dotyczacych pozyskiwania frakcji wzbogaconej w
cytoplazmatyczne granule RNA u 4. thaliana (Lei 1 wsp. 2021, Kosmacz 1 wsp. 2020) oraz

dostosowana do specyfiki korzeni tubinu. Na wyizolowanej frakcji SG przeprowadzono
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immunolokalizacje biatka PAB2 (Ryc. 4K-O). Uzyskane wyniki wykluczaja wptyw metody
utrwalania 1 preparatyki korzeni na strukture granul stresowych.

W kolejnym etapie badan w celu analizy ultrastrukturalnej SG zastosowano
transmisyjng mikroskopie elektronowa (TEM). W warunkach kontrolnych nie zaobserwowano
granul stresowych ani struktur cytoplazmatycznych przypominajacych SG (Ryc. 5A). W
komorkach korzeni tubinu poddanych hipoksji w cytoplazmie wystepowaty natomiast okragte,
nieoblonione granule stresowe o $rednicy 1,5-3 um z elektronowo gestym pier§cieniem i
jasniejszym obszarem centralnym (Ryc. 5B). W celu upewnienia, czy opisywane struktury to
SG przeprowadzono immunoziotowa lokalizacj¢ z uzyciem przeciwcial skierowanych do
PAB2. Obecnos$¢ ziaren ztota nad cytoplazmatycznymi strukturami potwierdzita, ze
obserwowane w mikroskopie elektronowym ciata to SG (Ryc. 5C).

Wyniki uzyskane z zastosowaniem zréznicowanych technik mikroskopowych oraz
metod preparatyki materiatu ros§linnego do tych badan wskazujg na obecno$¢ w komorkach
korzeni tubinu dwustrefowych granul stresowych.

Powyzsze techniki udokumentowaly obecnosci poli(A) RNA i PAB2 glownie w
pierscieniu SG, natomiast centralny obszar SG jest ubogi w badane molekuty . Ponadto analizy
ultrastrukturalne ujawnity obecno$¢ w centralnej strefie SG wolnych rybosoméw (Ryc. 5D).
Struktura rybosomoéw w SG nie rdznila si¢ od tych znajdujacych si¢ w cytoplazmie. W celu
potwierdzenia obecnosci rybosomow w strefie centralnej SG przeprowadzono hybrydyzacje in
situ do 18S 1 26S rRNA, wystepujacych odpowiednio w matej i duzej podjednostce rybosomu,
oraz dokonano analiz ilo$ciowych uzyskanych wynikéw. W warunkach kontrolnych sygnat
obu sond przejawiat dos¢ silny dyfuzyjny charakter w obrebie jaderka i cytoplazmy (Ryc. 6A-
C, 6G-I). W trakcie hipoksji, wysoki poziom fluorescencji, zaréwno 18S, jak i 26S rRNA
zaobserwowano dodatkowo w strefie centralnej SG, podczas gdy pierscien charakteryzowat si¢
istotnie nizszg intensywnos$cia znakowania (Ryc. 6D-F, 6J-L). Co ciekawe poziom sygnatu w
centrum granul stresowych byl zblizony do poziomu fluorescencji z terenu cytoplazmy, a w
przypadku 26S rRNA byl on-wyzszy (Ryc. 6M-N). Interesujacy jest rowniez fakt, iz w poblizu
granul stresowych obserwowana byta akumulacja sygnatu sondy do 26S rRNA (Ryc. 6J-L).
Powyzsze obserwacje wskazuja, ze centralna czes¢ SG jest podobna do okalajacej te struktury
cytoplazmy. Obecnos$¢ 18S i 26S rRNA oraz obserwacje ultrastrukturalne potwierdzaja

obecnos¢ rybosomow w czgsci centralnej granul stresowych.
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Ryc. 4 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja)
na skrawkach potcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C) i
hipoksji (6h, 15 h; D-1). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I). Groty strzatek —
granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Analiza STORM granul
stresowych na poicienkich skrawkach korzeni L. angustifolius (J). Kropki reprezentujq
pojedyncze czgsteczki poli(A) RNA. Kropki oznaczone sq kolorami wedtug glebokosci przekroju
optycznego. Rozmiar kropki na obrazie jest ustawiony na 50 nm. Struktura SG na obrazie to
izopowierzchnia klastra obliczona przez wykonanie analizy klastrowej na zestawie danych.
Skala 600 nm. Immunolokalizacja PAB2 na wyizolowanej frakcji SGs (K-O). Powigkszenie
poszczegolnych SGs (L-0). Groty — granule stresowe, R — pierscien SGs, Cn — obszar centralny
SGs. Skala 5 um.

H':'" Bih

Ryc. 5 Analiza utrastrukturalna: komorki merystematycznej korzenia L. angustifolius w
warunkach fizjologicznych (A), dwustrefowych SGs (B, D). Immunoztotowa lokalizacja PAB?2
w komorkach merystematycznych korzeni L. angustifolius w warunkach niedotlenienia (1h) (C).
Skala 1 um. m — mitochondrium, v — wakuola, n — jgdro komorkowe, er — retikulum
endoplazmatyczne, r — pierscien SGs, cn — obszar centralny SGs, SG — granula stresowa, groty
— rybosomy.
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Ryc. 6 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i 18S (A-F), 26S (G-L) rRNA (zielona
fluorescencja) na skrawkach polcienkich merystematycznych korzeni L. angustifolius w
warunkach fizjologicznych (A-C, G-1) i 15 h hipoksji (D-F, J-L). Nalozenie sygnatow i
barwienie DNA DAPI (C, F, I, L). Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C —
cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom fluorescencji 18S (M) i 26S (N) rRNA podczas 15h
hipoksji w cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i obszarze centralnym. Stupki
bledow wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie rozmice pomiedzy oznaczonymi
porownaniami wskazuje symbol (*) (P < 0,05).

5.4 ROLA GRANUL STRESOWYCH W OKRESIE POWROTU DO WARUNKOW

FIZJOLOGICZNYCH

Dotychczas nie wyjasniono w pelni roli cytoplazmatycznych granul stresowych w
odpowiedzi na stres u roslin, dlatego tez sprawdzono, czy zmagazynowane w SG poli(A) RNA
jest wystarczajace dla komorki podczas pierwszych etapdw regeneracji po ustgpieniu

niekorzystnych warunkow. W tym celu korzenie tubinu poddane stresowi niedotlenienia
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traktowano leptomycyng B — inhibitorem transportu jadrowo-cytoplazmatycznego, w celu
wytaczenia wplywu transkrypcji jadrowej na rekonwalescencje roslin po hipoksji a nastepnie
analizowano zmiang¢ dystrybucji mRNA w komorce oraz dynamike przyrostu biomasy
korzeniowe;j.

Kolokalizacj¢ poli(A) RNA i PAB2 przeprowadzono na korzeniach traktowanych i nie
nietraktowanych leptomycyng B (LMB) (Ryc. 7A-L). W czternastej godzinie niedotlenienia,
przed poddaniem dziataniu inhibitora, potwierdzono w komorkach obecnos¢ SG (Ryc. 7D-F).
Po godzinie od wprowadzenia leptomycyny B zaobserwowano natomiast zanik wigkszosci
granul stresowych (Ryc. 7J-L). W cytoplazmie komorek widoczne byly jedynie pojedyncze SG
o stabej intensywnosci sygnatu obu badanych molekut. Zarowno poli(A) RNA jaki i PAB2
wykazaty homogenng dystrybucje na terenie jadra i cytoplazmy. Co wazne, intensywnos$¢
sygnatu w obu tych obszarach byta wyzsza w porownaniu do komoérek przed zastosowaniem
inhibitora (Ryc. 7G-I). W wyniku zablokowanego eksportu doszto do uwolnieniu mRNA z
granul stresowych do cytoplazmy oraz nagromadzenia transkryptow w jadrze komorkowym.
Uzyskany wynik wskazuje wigc, ze na skutek zastosowania inhibitora eksportu jadrowo -
cytoplazmatycznego nastepuje zanik granul stresowych przy jednoczesnym zwickszeniu
poziomu poli(A) RNA na terenie cytoplazmy, a takze akumulacji w jadrze komérkowym.

W kolejnym etapie tej czes$ci badan przeanalizowano zmiany dlugosci i masy korzeni
tubinu podczas hipoksji oraz w kolejnych godzinach reoksygenacji przy jednoczesnym
dziataniu leptomycyny B. W trakcie stresu niedotlenienia wzrost badanych parametrow, w
poréwnaniu do warunkéw fizjologicznych, odnotowano zarowno w grupie kontrolnej, jak i
traktowanej inhibitorem (Ryc. 7M-N). Tendencj¢ wzrostowa dlugosci i masy korzeni
zaobserwowano réwniez po szeSciu godzinach reoksygenacji, przy czym niewielka rdznica
pomigdzy grupami nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej. Co interesujace, w kolejnych
dziesieciu i dwudziestu odzinach reoksygenacji korzenie grupy kontrolnej wykazaly
proporcjonalny do czasu trwania eksperymentu przyrost biomasy, podczas gdy w grupie
poddanej dziataniu leptomycyny B nie odnotowano statystycznie istotnych réznic w dtugosci i
masie korzeni.

Powyzsze obserwacje oraz wyniki opisanych wczesniej analiz mikroskopowych wskazujacych
na silny wzrost poziomu cytoplazmatycznej puli poli(A) RNA, przy jednoczesnym zatrzymaniu
transportu transkryptow z jadra komorkowego w czasie reoksygenacji, wskazuja, iz w
pierwszych godzinach po przywroceniu warunkow fizjologicznych granule stresowe stanowig

gléwne zrodio poli(A) RNA w komorce.
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Ryc. 7 Lokalizacja poli(4) RNA (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja)
w  protoplastach komorek merystematycznych korzeni L. angustifolius w warunkach
fizjologicznych (A-C), 14h hipoksji przed dodaniem leptomycyny B (D-F), 15h hipoksji bez
leptomycyny B (G-I), 15h hipoksji po dodaniu leptomycyny B (J-L). Nalozenie sygnatow i
barwienie DNA DAPI (C, F, I, L). Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C —
cytoplazma, przerywana linia wyznacza obszar jadra komorkowego. Skala 5 um. Srednia masa
(M) i diugos¢ korzeni (N) proby kontrolnej oraz poddanej dzialaniu leptomycyny B (przez
ostatniq, 15. godzing hipoksji oraz w trakcie kolejnych godzin reoksygenacji) w warunkach
fizjologicznych (Normoksja), niedotlenienia (15h) oraz ponownego natlenienia (15+06h,
15+10h, 15+20h). Stupki bledow wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice
wskazuje symbol: (*) pomiedzy oznaczonymi porownaniami, (*) w porownaniu do
poprzedniego stadium (**/** P < 0,01, */* P < 0,05).

5.5 PRZESTRZENNE I STRUKTURALNE POWIAZANIA SG Z CIALAMI P

W kolejnym etapie zbadano, czy granule stresowe sg przestrzennie lub funkcjonalnie
powigzane z innymi dotychczas poznanymi strukturami cytoplazmatycznymi,
zaangazowanymi w metabolizm RNA, zaréwno podczas warunkow fizjologicznych, jak i
stresu — cialami P. Przeprowadzono reakcje podwojnego znakowania sondg komplementarng
do poli(A) RNA oraz przeciwciatem skierowanym przeciwko DCPS5 (z ang. Decapping 5-like
protein), stanowigcym biatko znacznikowe ciatl P (Jang i wsp., 2019).

W warunkach kontrolnych sygnat DCP5 tworzyt niewielkich rozmiarow struktury w
cytoplazmie (Ryc. 8B). Sygnat poli(A) RNA zazwyczaj kolokalizowat z biatkiem markerowym
ciat P (Ryc. 8A-C). Podczas szesciogodzinnej hipoksji, zwickszata si¢ natomiast akumulacja
sygnatu DCP5 w cialach P, ktérych rozmiar i liczba wzrosty (Ryc. 8E). Niektére z ciat P
zlokalizowane byty na peryferiach SG (Ryc. 8D-F). Niekiedy w obregbie granul stresowych
widoczny byt homogenny sygnat DCP5 o niewielkim natezeniu kolokalizujacy z poli(A) RNA.
W trakcie kolejnych dziewieciu godzin niedotlenienia, wzrastata intensywnos¢ sygnatu DCPS
w granulach stresowych (Ryc. 8G-I). W tym okresie ciata P w wickszosci pozostawaty w
bliskim kontakcie z SG. Interesujace, ze podczas pigtnastogodzinnej hipoksji, wigkszo$¢
sygnatu cytoplazmatycznego DCP5 wystepowata homogennie, w $cistej kolokalizacji z SGs
(Ryc. 8J-L). Jedynie w peryferyjnej strefie cytoplazmy, widoczne byly pojedyncze skupiska
sygnatu DCPS5.

Powyzsze wyniki wskazuja, na odrgbnos¢ ciat P 1 SG w warunkach fizjologicznych oraz
podczas pierwszych etapoéw stresu hipoksji. Wraz z kolejnymi godzinami niedotlenienia w
granulach stresowych zwigkszata si¢ akumulacja biatka DCPS5, ktorej towarzyszy zanik ciat P
w cytoplazmie. Swiadczy to o przestrzennym i mozliwym funkcjonalnym powigzaniu SG z

ciatami P w trakcie stresu hipoksji w korzeniach L. angustifolius.
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Ryc. 8 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i biatka znacznikowego ciat P DCP5
(zielona fluorescencja) w protoplastach komorek merystematycznych korzeni L. angustifolius w
warunkach fizjologicznych (A-C) i hipoksji (6h, 9h, 15h; D-L). Natozenie sygnatow i barwienie
DNA DAPI (C, F, I, L). Groty — granule stresowe, strzatki — ciata P, N — jgdro komorkowe, C
— cytoplazma. Skala 5 um
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5.6 ZMIANY TRANSKRYPTOMICZNE W KORZENIACH L. ANGUSTIFOLIUS W

ODPOWIEDZI NA STRES NIEDOTLENIANIA

Aby zbada¢ transkryptomiczng odpowiedZz na indukcje 1 zakonczenie stresu
niedotlenienia w korzeniach L. angustifolius, porownano ekspresj¢ gendw w warunkach
fizjologicznych, pig¢tnastogodzinnej godzinnej hipoksji oraz sze$ciogodzinnego ponownego
natlenienia. W tym celu wyizolowano z korzeni poli(A) RNA 1 przygotowano biblioteki cDNA,
ktore nastepnie sekwencjonowano metodag RNA-Seq.

Ze wzgledu na to, ze L. angustifolius nie jest rosling modelowa, dostgpne dane
genomowe oraz transkryptomiczne charakteryzuja si¢ niekompletnymi adnotacjami i
ograniczonymi informacjami dotyczacymi poznanych gendéw 1 izoform splicingowych.
W zwiazku z tym przeprowadzono de novo ztozenie transkryptomu, co umozliwito uzyskanie
bardziej precyzyjnych danych, odzwierciedlajacych zmiany w korzeniu oraz warunki
prowadzenia eksperymentu. W celu identyfikacji adnotowanych dotychczas transkryptow
uzyskany transkryptom poréwnano z transkryptomem referencyjnym LupAngTanjil v1.0.55,
dostepnym w bazie ENSEMBL Plants (Yates i in., 2022). U L. angustifolius zidentyfikowano
66 097 transkryptéw reprezentujacych 35 811 genow, z czego 91% odpowiadato znanym
transkryptom lub ich nowym izoformom splicingowym. Dodatkowo odkryto 911 nowych
transkryptow antysensownych oraz 1 938 transkryptéw eksprymowanych z wcze$niej
nieopisywanych loci, z ktérych wiele prawdopodobnie stanowi dtugie niekodujace RNA
(IncRNA).

Nastgpnie w celu okreslenia stopnia zréznicowania wzorca ekspresji gendw miedzy
probami, a takze pomigdzy powtorzeniami biologicznymi, przeprowadzono analiz¢ gtéwnych
sktadowych (z ang. principal component analysis, PCA) oraz grupowanie hierarchiczne genow
na podstawie danych RNA-Seq. Analiza PCA wykazata wyrazne, oddalone od siebie klastry
dla kazde; z grup, co wskazuje, ze warunki fizjologiczne, hipoksji 1 reoksygenacji
charakteryzowaly si¢ wysoce zrdéznicowanymi wzorcami ekspresji gendéw (Ryc. 9A) a
powtdrzenia biologiczne sg spdjne w obrebie badanych warunkéw. Wyniki wskazujg zatem na
wysoka wiarygodno$¢ uzyskanych danych. Hierarchiczne grupowanie gendw na podstawie
odlegtosci euklidesowych migdzy prébami, rowniez potwierdzito wysoka specyficznos$¢
odpowiedzi na zmienne warunki hodowli, w tym glownie na hipoksje. W probach korzeni
poddanych niedotlenieniu geny tworzyty odrebny klaster, wyraznie oddzielony od klastrow
gendéw zidentyfikowanych w probach korzeni hodowanych w warunkach fizjologicznych 1

podczas reoksygenacji (Ryc. 9B). Geny w probach po ponownym natlenieniu grupowaty si¢
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blizej tych z prob korzeni rosngcych w warunkach kontrolnych, co moze wskazywac na znaczne
przywrdcenie profilu ekspresji gendw po stresie hipoksji. Wyniki te wskazuja, ze warunki
hipoksji i1 reoksygenacji indukuja specyficzne zmiany w transkryptomie korzeni L.
angustifolius 1 moga odzwierciedla¢ dynamiczng odpowiedz komoérek na stres i proces
regeneracji. W kolejnym etapie, aby szczegdlowo zbada¢ zmiany zachodzacych na poziomie
transkryptomu w stresie niedotlenienia korzeni tubinu wykonano analize¢ ro6znicowg
eksprymowanych gendéw, obejmujaca poréwnania pomig¢dzy hipoksja a kontrolg (Ryc. 9C),
reoksygenacja a hipoksja (Ryc. 9D) oraz reoksygenacja a kontrola (Ryc. 9E). We wszystkich
tych poréwnaniach zaobserwowano zblizong liczbe gendw o zwigkszonej, jak i1 obnizonej
ekspresji. Jednakze najwieksza liczbe roznicowo eksprymowanych genow — 21036,
odnotowano w poroéwnaniu pomig¢dzy hipoksja a kontrolg, co wskazuje na silng odpowiedz
komoérek na warunki niedotlenienia. Wzrost poziomu ekspresji wykazano dla genéw
odpowiedzi na hipoksj¢ (z ang. Hypoxia Responsive Genes, HRG), zidentyfikowanych
uprzednio u 4. thaliana (Mustroph i wsp., 2010). Wsérdd nich znalazly si¢ HUP7 (z ang.
hypoxia-response unknown protein 7), ADHI (z ang. alcohol dehydrogenase 1), PDCI (z ang.
pyruvate decarboxylase-1) i HRAI (z ang. hypoxia response atteunator 1), ktérych krotnosé¢
zmiany poziomu ekspresji wynosita 5.8 — 8.9 (Ryc. 9C). Zwrdcono takze uwage na zwigkszong
ekspresje genow zwigzanych z metabolizmem mo6A, w tym genow kodujacych biatka
kompleksu metylujacego: MTB (z ang. methyltransferase B), VIR (z ang. virilizer), HAKAI (z
ang. E3 ubiquitin-protein ligase), a takze demetylaze ALKBH9B, podczas gdy jej bliski
homolog, demetylaza ALKBHY9C wykazata obnizony poziom ekspresji. Sposrod gendw,
ktorych ekspresja obnizyta si¢ pod wpltywem stresu, wyodrebniono grupe zwigzang z
podstawowymi procesami metabolicznymi, do ktorej nalezaty: L37 (z ang. 60S ribosomal
protein L37), L44 (z ang. 60S ribosomal protein L.44) oraz RPB1 (z ang. DNA-Directed RNA
polymerase II Subunit RPB1). W przypadku poréwnania pomigdzy reoksygenacja a hipoksja,
zaobserwowano natomiast odwrotng tendencj¢ w ekspresji opisanych powyzej réznicowo
eksprymowanych gendéw (Ryc. 9D). Z kolei analiza zmian transkryptomicznych dla
poréwnania reoksygenacji z kontrolg wykazata, ze geny HRG, mimo ustgpienia warunkéw
stresowych, w dalszym ciggu ulegaly ekspresji, lecz na nizszym, niz w czasie hipoksji
poziomie, z krotno$cig zmian mieszczacg si¢ w zakresie 2,5 — 5 (Ryc. 9E). W poréwnaniu do
warunkéw fizjologicznych, wyzszym poziomem ekspresji charakteryzowaty rowniez sie
opisane wczesniej geny kodujace biatka metylujace oraz demetylazy. Z kolei sposrod
analizowanych gen6w metabolizmu podstawowego, wylacznie ekspresja RPBI byta

podwyzszona w stosunku do warunkéw kontrolnych.
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Nastepnie w celu zbadania procesow regulacyjnych zaangazowanych w odpowiedz na
niedotlenienie 1 zidentyfikowania sekwencji kodujacych wykonano adnotacje funkcjonalna,
czyli przypisanie funkcji potencjalnym produktom genow z zastosowaniem terminologii GO (z
ang. Gene Ontology). Analiz¢ GO przeprowadzono osobno dla genéw o zwigkszonym (Ryec.
10A, C, E) oraz obnizonym (Ryc. 10B, D, F) poziomie ekspresji we wszystkich badanych
poréwnaniach. Ze wzgledu na wysoka liczbe réznicowo eksprymowanych genow, podczas
analizy uwzgledniono jedynie 1000 genow nadreprezentowanych w pordwnaniach, tj. o
najnizszej wartosci p oraz wykazujacych co najmniej dwukrotng zmian¢ poziomu ekspresji.

W przypadku porownania pomi¢dzy hipoksja a kontrola, geny ulegajace zwigkszonej
ekspresji zostaty podzielone na 14 kategorii GO (Ryc. 10A). Wsrod nich, 6 gtownych terminow
zwigzanych z odpowiedzig na stres dotyczyto: 1. aktywnosci kinaz serynowo-treoninowych,
2. regulacji $§ciany komoérkowej w tym ksyloglukanow, 3. biosyntezy trehalozy, 4. metabolizmu
sacharozy, 5. odpowiedzi na kwas abscysynowy oraz 6. aktywno$ci oksydoreduktazy. W
aspekcie genow, ktorych ekspresja ulegla obnizeniu w trakcie hipoksji wieksza czgs$¢ termindw
GO dotyczyta metabolizmu komoérkowego oraz funkcji organelli, w szczegolnosci: 1. wigzania
hemu, 2. proteolizy, 3. transportu miedzybtonowego, 4. aktywnosci hydrolaz glikozydowych,
5. biosyntezy kwasow tluszczowych (Ryc. 10B).

Analiza GO dla poréwnania reoksygenacji z hipoksja wykazata odwrotng tendencje dla
wiekszosci sklasyfikowanych termindéw, zarowno w przypadku gendéw o zwigkszonym (Ryc.
10C), jak i obnizonym (Ryc. 10D) poziomie ekspresji, w porownaniu do zestawienia hipoksji
z kontrolg. Dodatkowo w trakcie ponownego natlenienia silniejszej ekspresji ulegaty geny,
ktorych funkcja zwigzana jest przede wszystkim z aktywno$cig enzymatyczng, m.in. liaz 1
acylotransferaz.

Genom, ktérych ekspresja zwigkszyta si¢ w zestawieniu reoksygenacji z kontrolg
przypisano 25 kategorii (Ryc. 10E). Najwiecej gendw przypisano do kategorii zwigzanych z
regulacja metabolizmu, regeneracja komorek oraz obrong przed stresem oksydacyjnym, do
ktorych nalezalty m.in.: 1. wigzanie hemu, 2. wigzanie jonow zelaza, 3. aktywnos$¢
oksydoreduktaz, 4. aktywno$¢ monooksygenazy, 5. reakcja obronna. Co ciekawe geny o
obnizonej ekspresji w porownaniu do warunkdéw kontrolnych zostaly réwniez zaklasyfikowane
glownie do kategorii wigzania hemu, a takze procesow zwigzanych z: 1. proteoliza, 2.
detoksyfikacja, 3. apoplastem 4. mikrotubulami oraz 5. biosynteza kwasow thuszczowych (Ryc.
10F). Uzyskane wyniki wskazujg na wystgpienie intensywnych procesow regeneracyjnych po

ustgpieniu  warunkéw stresowych. W szczegolny sposéb we wszystkich porownaniach
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wyrdzniajg si¢ terminy zwigzane z biosynteza skladnikow i1 remodelowaniem S$ciany
komorkowe;.

W celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw analiz transkryptomicznych w kolejnym
etapie badan wybrano geny wykazujace istotne rdznice poziomu ekspresji w odpowiedzi na
zmienne warunki hodowli , by okresli¢ poziom ich transkryptow za pomoca reakcji iloSciowego
PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR, RT-qPCR). Otrzymane wyniki
normalizowano wzgledem genu referencyjnego UBC (z ang. Ubiquitin C).

Sposréd gendéw odpowiedzi na hipoksje, wezesniej zidentyfikowanych u A. thaliana,
wybrano geny WINI (z ang. Ethylene-responsive transcription factor WIN1), PCO! (z ang.
plant cysteine oxidase 1), HUP71 ADHI. W przypadku HUP7 1 ADH1 zaobserwowano znaczny
(odpowiednio ponad 100 - i 12 - krotny) wzrost ilosci transkryptow podczas niedotlenienia,
natomiast powrot do warunkéw fizjologicznych skutkowat ich obnizeniem (Ryc. 11A). W
przypadku poziomu ekspresji PCOI pozostal on niezmieniony w trakcie stresu, a natomiast
poziom WINI ulegl obnizeniu, wskazujac, ze geny te nie sg zaangazowane w odpowiedZ na
niedotlenienie u L. angustifolius (Ryc. 11B). Z kolei dla wybranych genow metabolizmu
podstawowego, tj. RPB1, L37, L44 w warunkach hipoksji widoczny byt spadek ilo§ci mRNA,
podczas gdy ich poziom zwigkszat si¢ po ponownym natlenieniu (Ryc. 11B). Jednakze tylko w
przypadku RPBI ilos¢ mRNA w czasie reoksygenacji byta wyzsza, od tej odnotowanej dla
warunkow kontrolnych. Powyzsze wyniki sg zatem zgodne z danymi RNA-Seq, co potwierdza

wiarygodnos¢ przeprowadzonych analiz.
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Ryc. 9 Analiza gtownych sktadowych (PCA) danych RNA-Seq dla 3 powtorzen biologicznych w
oparciu o poziomy ekspresji genow, w korzeniach L. angustifolius w warunkach fizjologicznych
(C), hipoksji (H) i reoksygenacji (R) (A). Hierarchiczne grupowanie genow na podstawie
macierzy odleglosci euklidesowej pomiedzy powtorzeniami biologicznymi powyzszych prob
(B). Wykres wulkaniczny genow roznicowo eksprymowanych dla porownan pomiedzy hipoksjg
a kontrolg (C), reoksygenacjq a hipoksjq (B), reoksygenacjq a kontrolg (E). Oznaczone zostatly
geny: odpowiedzi na niedotlenienie (ADHI, HUP7, PDCI, HRAI), zwigzane z regulacjg m6A4
(metylazy m6A: MTB, Vir i HAKAI; demetylazy m6A: ALKBH9B, ALKBHYC) i metabolizmu
podstawowego (L37, L44, RPBI).
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Ryc. 10 Schemat punktowy przedstawiajqcy nadreprezentacje terminow analizy GO wsrod
genow ktorych poziom ekspresji wzrastat (A, C, E) bgdZz zmniejszal si¢ (B, D, F) w
porownaniach pomigdzy hipoksjq a kontrolg (A, B), reoksygenacjq a hipoksjq (C, D),

reoksygenacjq a kontrolg (E, F).
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Ryc. 11 Wzgledy poziom ekspresji genow odpowiedzi na niedotlenienie (A) i metabolizmu
podstawowego (B) w warunkach fizjologicznych, hipoksji (15h) i reoksygenacji (15+6). Wyniki
znormalizowano wzgledem genu referencyjnego UBCS. Stupki bledow wskazujg blgd
standardowy. Istotne statystycznie rozmice pomiedzy oznaczonymi porownaniami wskazuje

symbol (*) (P < 0,05).
5.7 LOKALIZACJA WYBRANYCH MRNA W KOMORKACH KORZENI

L. ANGUSTIFOLIUS ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM GRANUL STRESOWYCH

Aby zbadac korelacje migdzy iloscig transkryptow o znanym poziomie ekspresji a ich
lokalizacja komorkowa, przeprowadzono hybrydyzacje in situ wraz z jednoczesng detekcja
granul stresowych. Nastepnie uzyskany sygnat fluorescencyjny poddano analizom ilo$ciowym.

Na poczatku okreslono lokalizacj¢ komorkowsa transkryptu ADHI (gen markerowy
hipoksji) (Ryc. 12A-S). W warunkach kontrolnych oraz w ciggu pierwszych szesciu godzin
niedotlenienia sygnat mRNA ADH1 byt niski, homogennie rozmieszczony w cytoplazmie, a
jego intensywnos$¢ wzrastata wraz z czasem trwania stresu (Ryc. 12A-F, T). W ciaggu kolejnych
dziewigciu godzin niedotlenienia obserwowano wyrazny wzrost poziomu sygnalu w
cytoplazmie (Fig. 12J-L, T). W granulach stresowych zaobserwowano znikomy poziom
sygnatu ADH1 o niejednolitej dystrybucji, ktory wystepowat gldwnie w strefie centralnej,
podczas gdy pierscien SG pozostawal wolny od fluorescencji. Podobny wzorzec rozktadu
sygnatu w SG oraz wzrost jego intensywnos$ci w cytoplazmie obserwowano po pig¢tnastu
godzinach niedotlenienia (Ryc. 12M-O, T). Z kolei po powrocie do optymalnych warunkow
tlenowych poziom fluorescencji ADH1 znaczaco si¢ obnizat (Ryc. 12P-S, T). Analiza ilosciowa
fluorescencji ADHI wykazala, ze w trakcie stresu pierscien SG charakteryzowat si¢ ponad
czterokrotnie nizszg intensywnos$cia sygnatu w poréwnaniu do cytoplazmy i strefy centralne;j
SG (Ryc. 12T). Poziom fluorescencji w pierscieniu byl zblizony do wartosci odnotowane;j dla

cytoplazmy w warunkach kontrolnych, co §wiadczy o jego znikomej ilosci. Z kolei w centralne;j
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czesci SG fluorescencja byta odpowiednio 15% 1 25% procent nizsza, niz w cytoplazmie w
trakcie dziewieciu 1 pietnastu godzin niedotlenienia. Warto zaznaczy¢, ze dystrybucja
transkryptu ADHI w SG byta podobna do wzorca obserwowanego dla rRNA.

Kolejnym genem odpowiedzi na stres, ktorego lokalizacj¢ mRNA zbadano, byl HUP?.
W warunkach kontrolnych, sygnat fluorescencji o niskiej intensywnosci byt obecny w
cytoplazmie (Ryc. 13A-I). Z kolei po pi¢tnastu godzinach hipoksji, poza wyraznym wzrostem
intensywnos$ci sygnatu, zaobserwowano réwniez akumulacje fluorescencji w granulach
stresowych (Ryc. 13G-I). W przeciwienstwie do transkryptu ADHI, mRNA HUP7 w obrgbie
SG byt dystrybutowany jednolicie. Analiza poziomu fluorescencji HUP7 w obu strefach SG,
wyznaczonych na podstawie rozmieszczenia poli(A) RNA, nie wykazata réznic miedzy
pierscieniem a strefg centralng (Ryc. 13J). Intensywnos$¢ sygnatu wykrywanego transkryptu
HUP7 w SG byla czterokrotnie wyzsza, niz w cytoplazmie. HUP7 nalezy zatem do genow
odpowiedzi na hipoksje, ktorego poziom mRNA w komorkach tubinu jest wyzszy niz
transkryptu ADH 1.

Analogiczng analiz¢ przeprowadzono réwniez dla mRNA genow metabolizmu
podstawowego. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem sondy komplementarnej do fragmentu
srodkowej sekwencji transkryptu RPBI, wykazaty wysoki poziom homogennego sygnalu na
terenie cytoplazmy w warunkach kontrolnych oraz podczas pierwszej godziny niedotlenienia
(Ryc. 14A-F, T). Fluorescencja sondy byla widoczna w granulach stresowych po sze$ciu
godzinach stresu (Ryc. 14G-I). W tym przypadku sygnat RPBI byl w ich obrgbie
rozmieszczony homogennie. Podobny rozklad sygnalu zaobserwowano podczas kolejnych
dziewigciu 1 pigtnastu godzin niedotlenienia, przy czym stosunek ilosci mRNA RPBI mig¢dzy
SG a cytoplazmg wzrastal wraz z dlugos$cia czasu trwania stresu (Ryc. 14J-O, T). W pigtnastej
godzinie hipoksji poziom sygnatu w SG byt prawie dwukrotnie wyzszy, niz w cytoplazmie, co
wskazuje, ze spadek poziomu mRNA w cytoplazmie korelowal z jego akumulacja w SG.
Podczas reoksygenacji rozproszeniu granul stresowych towarzyszyt silny wzrost intensywnosci
sygnatu fluorescencji w cytoplazmie, osiggajac warto$¢ wyzsza niz w warunkach kontrolnych
(Ryc. 14P-S, T). Uzyskane wyniki wykazaty obnizenie poziomu transkryptu RPBI w kolejnych
godzinach niedotlenienia oraz silny wzrost po ustgpieniu warunkéw stresowych, co potwierdza
dane uzyskane technika RNA-Seq i RT-qPCR.

Dla genéw metabolizmu podstawowego, L37 i L44, zarowno zmiany poziomow
transkryptow, jak i ich dystrybucja w cytoplazmie oraz w SG przypominaty te opisane dla
mRNA RPBI (Ryc. 15A-], 16A-]). Dlatego w pracy przedstawiono obrazy mikroskopowe i

pomiary ilosciowe tylko dla komorek korzeni tubinu hodowanego w warunkach kontrolnych,

Strona | 82



pigtnastogodzinnej hipoksji oraz po ponownym ich natlenieniu. Jedyna odnotowang réznica dla
analizowanych wariantow byt poziom sygnatu cytoplazmatycznego podczas reoksygenacji. Dla
mRNA L37 byt on taki sam, jak w warunkach kontrolnych (Ryc. 15J), natomiast dla transkryptu
L44 (Ryc. 16]) byt on o0 13% nizszy. Podobnie w przypadku mRNA genéw WINI i PCOI,
ktorych poziom odpowiednio spada lub pozostaje niezmieniony w odpowiedzi na stres
niedotlenienia, sygnal wskazujacy na obecno$¢ transkryptu akumulowat w SG 1 byt
rozmieszczony homogennie, bez wyraznego podziatlu na pierscien i cz¢s¢ centralng (Ryc. 17A-
L).

Sondy stosowane dla lokalizowanych transkryptow byly komplementarne do srodkowych
fragmentow mRNA. Aby okresli¢, czy rozktad fragmentéw sekwencji mRNA jest jednolity w
obregbie SG podjeto probe detekcji ich sekwencji 5° UTR. Okazato si¢, ze wigkszos¢
generowanych sond do konca 5> mRNA nie daje pozytywnych sygnatow reakcji FISH. Udato
si¢ to natomiast dla transkryptow RPBI i HUP7 podczas pigtnastogodzinnej hipoksji. Co
ciekawe, w obu przypadkach uzyskano inny rozktad sygnatu, niz przy zastosowaniu sondy
rozpoznajacej srodkowy fragment mRNA (Ryc. 18A-F). Fluorescencja sondy do 5' UTR RPBI
byta obecna wylacznie w pierscieniu SG, przypominajgc dystrybucj¢ poli(A) RNA w tych
strukturach (Ryc. 18A-C). Rowniez w przypadku sondy 5' UTR HUP7 sygnat fluorescencji
wystepowat w pierScieniu, podczas gdy sonda skierowana dosrodkowej sekwencji kodujace;j
byta rozmieszczona bardziej rOwnomiernie w obrgbie SG (Ryc. 18D-F). Uzyskane wzorce
lokalizacji wskazuja na rézne pozycjonowanie konca 5' i srodka mRNA w obrebie granul
stresowych. Konce 5> mRNA wystepowaly w pierscieniu SG, natomiast centralna czg$é
transkryptow byta zlokalizowana rownomiernie w calych strukturach i silnie obejmowata ich

strefe centralng.
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Ryc. 12 Lokalizacja ADHI (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja) na
skrawkach poicienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C), hipoksji
(1h, 6h, 9h, 15h; D-0) i reoksygenacji (15+6h, P-S). Nalozenie sygnatow i barwienie DNA
DAPI (C, F, I L, O, S). Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem.
Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom
fluorescencji ADHI (T) w warunkach fizjologicznych (kontrola) i kolejnych godzinach
niedotlenienia (1h, 6h, 9h, 15 h) w cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i
obszarze centralnym. Stupki bledow wskazujq blqd standardowy. Istotne statystycznie roznice
wskazuje symbol: (*) pomiedzy oznaczonymi porownaniami, (*) w porownaniu do
poprzedniego stadium (**/** P < 0,01, */* P < 0,05).
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Ryc. 13 Lokalizacja HUP7 (czerwona fluorescencja) i poli(A) RNA (zielona fluorescencja) na
skrawkach polcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C) i hipoksji
(1h, 15h; D-1). Nalozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, 1). Prawy panel reprezentuje
powiekszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C
— cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom fluorescencji HUP7 podczas 15h hipoksji w
cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i obszarze centralnym (J). Stupki btedow
wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice pomiedzy oznaczonymi porownaniami
wskazuje symbol (*) (P < 0,05).
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Ryc. 14 Lokalizacja RPB1 (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja) na
skrawkach potcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C), hipoksji
(1h, 6h, 9h, 15h; D-0) i reoksygenacji (15+6h; P-S). Natozenie sygnatow i barwienie DNA
DAPI (C, F, I L, O, S). Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem.
Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom
fluorescencji RPB1 (T) w warunkach fizjologicznych (kontrola) i kolejnych godzinach
niedotlenienia (1h, 6h, 9h, 15 h) w cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i
obszarze centralnym. Stupki btedow wskazujg blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice
wskazuje symbol: (*) pomiedzy oznaczonymi porownaniami, (*) w porownaniu do
poprzedniego stadium (**/** P < 0,01, */* P < 0,05).
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Ryc. 15 Lokalizacja L37 (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja) na
skrawkach poicienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C) i hipoksji
(15h; D-I) i reoksygenacji (15+6, G-1) Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I).
Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe,
N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom fluorescencji L37
podczas 15h hipoksji w cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i obszarze
centralnym (J). Stupki bledow wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice
pomiedzy oznaczonymi porownaniami wskazuje symbol (*) (P < 0,05).
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Ryc. 16 Lokalizacja L44 (czerwona fluorescencja) i biatka PAB2 (zielona fluorescencja) na
skrawkach polcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C) i hipoksji
(15h; D-1) i reoksygenacji (15+6, G-I) Nalozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I).
Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe,
N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Wzgledny poziom fluorescencji L37
podczas 15h hipoksji w cytoplazmie oraz w dwoch strefach SGs: pierscieniu i obszarze
centralnym (J). Stupki bledow wskazujq blqd standardowy. Istotne statystycznie rozinice
pomiedzy oznaczonymi porownaniami wskazuje symbol (*) (P < 0,05).
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Ryc. 17 Lokalizacja WINI (A-F), PCOI (G-L) (czerwona fluorescencja) i poli(A) RNA (zielona
fluorescencja) na skrawkach potcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych
(A-C, G-1) i hipoksji (15h; D-F, J-L). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I, L).
Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe,
N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um
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Ryc. 18 Lokalizacja 5’UTR RPBI (czerwona fluorescencja) i poli(A) RNA (zielona
Sfluorescencja) na skrawkach potcienkich korzeni L. angustifolius podczas hipoksji (15h; A-C).
Lokalizacja 5"UTR HUP7 (czerwona fluorescencja) i HUP7 CDS (niebieska fluorescencja) na
skrawkach polcienkich korzeni L. angustifolius podczas hipoksji (15h; D-F). NaloZenie
sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I, L). Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs,
zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma.
Skala 5 um.

5.8 LOKALIZACJA M6A W KORZENIACH L. ANGUSTIFOLIUS

Obecnos¢ biatek zawierajacych domen¢ YTH, odpowiedzialng za rozpoznawanie
modyfikacji m6A, zostata potwierdzona w granulach stresowych u A4. thaliana podczas stresu
cieplnego (Kosmacz i wsp. 2019; Scutenaire 1 wsp. 2018). W zwigzku z powyzszym w celu
zbadania, czy u L. angustifolius w trakcie stresu niedotlenienia w SG obecne s3 RNA
zawierajagce modyfikacje m6A, przeprowadzono reakcje FISH do poli(A) RNA wraz z
immunofluorescencyjnym znakowaniem mo6A.

Poniewaz jest to pierwsze zastosowanie przeciwciat do m6A na materiale roslinnym w
technikach in situ, przeprowadzono szereg do$wiadczen sprawdzajacych specyficznosé
przeciwcial. Na wstepie zastosowano trzy rézne, dostepne komercyjnie przeciwciata.
Wszystkie wykazaty podobny wzorzec znakowania, jednak najlepsza jako$¢ sygnatu reakcji
uzyskano przy uzyciu monoklonalnego przeciwciata krdliczego anty-m6A (New England

Biolabs), ktore ostatecznie zostato wybrane do dalszych analiz (Ryc. 19A-I). Dodatkowo,
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specyficzno$¢ sygnatu zweryfikowano poprzez wykonanie reakcji immunofluorescencyjnej z
pomini¢ciem inkubacji z przeciwcialem pierwotnym (kontrola negatywna reakcji) oraz po
potraktowaniu potcienkich skrawkow korzeni RNaza A (Ryc. 19J-O). Specyficznosé
uzyskanego znakowania potwierdzono réwniez w reakcji fluorescencyjnej immunolokalizacji
mo6A z wykorzystaniem innej metody preparatyki materiatu roslinnego - na protoplastach
komorek merystematycznych utrwalonych korzeni tubinu (Ryc. 19P-S).

W warunkach kontrolnych u tubinu m6A ulegat jednorodne;j dystrybucji w cytoplazmie
komorek korzeni, gdzie silnie kolokalizowal z poliadenylowanym RNA (Ryc. 20A-C). Po
trzech 1 szesciu godzinach niedotlenienia odnotowano wzrost poziomu m6A w cytoplazmie,
odpowiednio o 30 i 50% w stosunku do warunkow fizjologicznych (Ryc. 20P). Na terenie
pojawiajacych si¢ granul stresowych sygnal wykazywal peing kolokalizacje z poli(A) RNA
(Ryc. 20D-I). W kolejnych godzinach hipoksji, tj. po dziewigciu i pigtnastu godzinach,
zaobserwowano dalszy wzrost poziomu fluorescencji $wiadczacego o obecno$ci m6A, jednak
w granulach stresowych sygnal ten byl wyraznie stabszy, kontrastujac z otaczajacy je
intensywnie wyznakowang cytoplazmg (Ryc. 20J-O, P). Analiza iloSciowa poziomu
fluorescencji wykazata, ze stosunek sygnatu w SG do cytoplazmy byl najwyzszy we wczesnej
fazie stresu i zmniejszyt si¢ o potowe w ciggu kolejnych dziewigciu - pigtnastu godzin
niedotlenienia (Ryc. 20R).

Nastepnie, aby zweryfikowaé, czy obnizenie poziomu m6A w granulach stresowych
podczas wydluzonego stresu niedotlenienia jest specyficzne dla gatunku, przeprowadzono
badania immunolokalizacji tej modyfikacji na skrawkach potcienkich korzeni 4. thaliana,
poddanych trzydniowej hipoksji. Jednoczesna lokalizacja poli(A) RNA i m6A ujawnita istotnie
nizszy poziom sygnatu m6A w SG w pordwnaniu z cytoplazmg (Ryc. 20S-U). Rozktad
fluorescencji byt zblizony do tego obserwowanego dla L. angustifolius po dziewigciu-pigtnastu
godzinach niedotlenienia. Powyzsze wyniki dowodza, ze m6A gromadzi si¢ w SG w
poczatkowych etapach ich powstawania, a nastepnie jego obecno$¢ w tych strukturach obniza

si¢ wraz z czasem trwania stresu.
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Ryc. 19 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i m6A (zielona fluorescencja) z
uzyciem 3 roznych przeciwcial, na skrawkach potcienkich korzeni L. angustifolius podczas
hipoksji (15h) (A-I). Kontrola pozytywna (J-K), negatywna (L-M) i po 30’ trawieniu RNazg A
(N-0), reakcji immunolokalizacji m6A z uzyciem przeciwciata New England Biolabs na
skrawkach polcienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (kontrola).
Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i m6A (zielona fluorescencja) z uzyciem
przeciwciata New England Biolabs na protoplastach komorek merystematycznych korzeni L.
angustifolius podczas hipoksji (15h) (P-S). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F,
I, L). Prawy panel reprezentuje powiekszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule
stresowe, N — jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um
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Ryc. 20 Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i m6A (zielona fluorescencja) na
skrawkach poicienkich korzeni L. angustifolius w warunkach fizjologicznych (A-C) i hipoksji
(3h, 6h, 9h, 15h; D-0). Wzgledny poziom fluorescencji m6A w cytoplazmie (P) i stosunek
poziomu fluorescencji w SGs do cytoplazmy (R) w warunkach fizjologicznych (kontrola) i
kolejnych godzinach niedotlenienia (3h, 6h, 9h, 15h). Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona
fluorescencja) i m6A (zielona fluorescencja) na skrawkach potcienkich korzeni A. thaliana
podczas hipoksji (3D) (S-U). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (C, F, I, L, O, U).
Prawy panel reprezentuje powigkszenia SGs, zaznaczone kwadratem. Groty — granule stresowe,
N —jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Stupki btedow wskazujq btgd standardowy.
Istotne statystycznie roznice pomiedzy oznaczonymi porownaniami wskazuje symbol (*) (P <

0,05).
5.9 ZMIANY POZIOMU METYLACJI MOA WYBRANYCH MRNA PODCZAS STRESU

NIEDOTLENIENIA

W kolejnym etapie badan, podjeto probe oceny, czy stopien metylacji adenozyny w
transkryptach jest skorelowany z iloscig 1 lokalizacja m6A w komoérce. W tym celu
przeprowadzono immunoprecypitacj¢ m6A a nastgpnie na frakcji RNA wzbogaconej w m6A
wykonano analiz¢ RT-qPCR (MeRIP-RT-qPCR). Specyficzno$¢ przeciwciata anty-m6A
uzytego w reakcji immunoprecypitacji zostata wczesniej potwierdzona w badaniach A. thaliana
(Bhat 1 wsp. 2020). Dla dodatkowej werytfikacji oraz oceny efektywnos$ci immunoprecypitacji
dla L. angustifolius przeprowadzono reakcje kontrolng. W tym celu prébg RNA z korzeni tubinu
wzbogacono o wzorcowe RNA zawierajace m6A (Gluc, + m6A) oraz pozbawione m6A (Cluc,
- m6A). Nastgpnie probe poddano immunoprecypitacji, po ktorej wykonano RT-qPCR.
Transkrypty wybrano na podstawie danych transkryptomicznych i ich lokalizacji in situ.

W probach kontrolnych przed immunoprecypitacja (Input) warto$¢ cyklu progowego
(Ct) dla obu badanych amplikonéw wynosita okolo 28 (Ryc. 21A). Po reakcji
immunoprecypitacji m6A zaobserwowano roznice w wartosciach Ct. Dla proby pozbawionej
modyfikacji m6A warto§¢ Ct wzrosta do 38, natomiast dla proby zawierajacej m6A wartos¢ Ct
wyniosta 8. Wynik ten potwierdza prawidtowy przebieg reakcji immunoprecypitacji i skuteczne
stracenie frakcji RNA zawierajacej m6A.

Nastepnie reakcje immunoprecypitacji m6A przeprowadzono na probach RNA
pozyskanych z korzeni L. angustifolius hodowanych w warunkach kontrolnych,
pietnastogodzinnej hipoksji 1 szesciogodzinnej reoksygenacji. Analiza RT-qPCR wykazata
znaczne roznice w poziomie metylowanych transkryptow, zaréwno pomiedzy badanymi
genami, jak i wariantami (Ryc. 21B). Dla wszystkich badanych genéw wykazano wzrost ilosci

metylowanych transkryptéw w odpowiedzi na stres niedotlenienia oraz ich spadek w czasie
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reoksygenacji. W przypadku genow odpowiedzi na stres ADHI 1 HUP7, ktoére w czasie
niedotlenienia charakteryzowaly si¢ wysokim poziomem ekspresji, stopien metylacji byt
istotnie nizszy we wszystkich badanych warunkach w poréwnaniu do pozostatych genow.
Dodatkowo analiza statystyczna wykazata, ze jedynie dla ADH1 wzrost poziomu metylacji w
trakcie stresu nie byt istotnie statystyczny. Natomiast dla genéw metabolizmu podstawowego
odnotowano silny wzrost m6A w transkryptach w warunkach hipoks;ji, co koreluje ze spadkiem
poziomu ich ekspresji. Szczeg6lnie widoczne bylo to dla genow L37 1 WINI. Uzyskane wyniki
wskazuja na wyrazng negatywng korelacje pomiedzy poziomem mo6A a ekspresja badanych
transkryptow we wszystkich analizowanych wariantach eksperymentu. Ponadto analizowane
transkrypty, w ktorych zaobserwowano wzrost poziomu m6A w odpowiedzi na stres,
wykazywaty identyczny wzorzec dystrybucji w SG, niezaleznie od zmian poziomu ich ekspresji
podczas stresu. Natomiast mRNA ADHI, dla ktérego nie zaobserwowano istotnych

statystycznie zmian poziomu m6A podczas stresu, nie byt obecny w pier§cieniu SG.
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Ryc. 21 Wydajnos¢ reakcji immunoprecypitacji m6A okreslona na podstawie wartosci cykli
progowych (Ct) w probie przed (Input) i po (IP) immunoprecypitacji dla RNA wzorcowego
zawierajgcego m6A (Gluc) oraz pozbawionego m6A (Cluc) (A). Wzgledy poziom m6A
metylowanych transkryptow w warunkach fizjologicznych (kontrola), hipoksji (15h) i
reoksygenacji (15+6) (B). Stupki bledow wskazujq blqd standardowy. Istotne statystycznie
roznice pomiegdzy oznaczonymi porownaniami wskazuje symbol (*) (P < 0,05).

5.10 METYLACJA TRANSKRYPTOMU KORZENI L. ANGUSTIFOLIUS W PODCZAS

STRESU NIEDOTLENIENIA I POWROTU DO WARUNKOW FIZJOLOGICZNYCH

W zwigzku z zaobserwowanymi zmianami poziomu sygnalu mo6A w reakcji
immunofluorescencyjnej oraz korelacjg miedzy stopniem metylacji adenozyny a poziomem
ekspresji poszczegdlnych mRNA w warunkach stresu, przeprowadzono szczegoétowa analize
dynamiki N6-metyloadenozny na poziomie transkryptomu w kolejnych etapach niedotlenienia
1 powrotu do warunkow fizjologicznych. W tym celu korzenie L. angustifolius hodowane w
warunkach kontrolnych, poddane szescio- 1 pig¢tnastogodzinnemu godzinnemu niedotlenieniu
oraz szesciogodzinnemu ponownemu natlenieniu poddano izolacji poli(A) RNA, ktore
nastgpnie wykorzystano do immunoprecypitacji m6A i analiz metoda MeRIP-Seq.

Uzyskane dane MeRIP-Seq zostaly poddane wstgpnej obrobce 1 analizie
bioinformatycznej, co pozwolito na ocene wiarygodnosci wynikow oraz selektywnosci procesu
immunoprecypitacji. Wyniki mapowania odczytow do rRNA wykazaty znaczace rdznice
miedzy prébami przed (Input) i po immunoprecypitacji m6A (IP). W probach Input udziat
odczytow zmapowanych do rRNA wahat si¢ od 8,5% do 16,8%, podczas gdy w probach po
immunoprecypitacji ich odsetek zmniejszyt sie do 3 - 4,4% we wszystkich badanych wariantach
(Ryc. 22A). Spadek udzialu odczytow rRNA po immunoprecypitacji wskazuje na wysoka
selektywno$¢ procedury, skutecznie izolujacej mRNA zawierajace m6A. Uzyskane odczyty
nastgpnie zmapowano do genomu referencyjnego LupAngTanjil v1.0.55 dostepnego w bazie
ENSEMBL Plants (Yates 1 in., 2022) w celu identyfikacji wcze$niej adnotowanych
transkryptow. Srednio 91% sekwencji zostato dopasowanych do genomu referencyjnego, co
potwierdza wysoka jakos$¢ 1 kompletnos¢ uzyskanych danych.

W celu oceny zmiennosci danych pomig¢dzy probami oraz weryfikacji spdjnosci
powtdérzen biologicznych przeprowadzono analize PCA. Gloéwna skladowa (PCl),
odpowiadajagca za 57% wariancji, réznicowala proby zgodnie =z warunkami
eksperymentalnymi, podczas gdy druga sktadowa (PCA2), wyjasniajaca 19% wariancji,
umozliwiala rozdzielenie préb przed i po immunoprecypitacji (Ryc. 22B). Analiza wykazala,

ze proby po hipoksji byty wyraznie odseparowane od kontroli, przy czym najwigksze oddalenie
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zaobserwowano dla prob poddanych pigtnastogodzinnemu niedotlenieniu. Proby po
reoksygenacji znajdowaty sie blizej grup kontrolnych, co wskazuje na cze¢sciowy powrdt do
stanu wyjsciowego. Wysoka zgodno$¢ pomiedzy powtdrzeniami biologicznymi potwierdzita
wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow. Rozklad prob na wykresie PCA podkresla istotne rdéznice
w transkryptomie i m6 A mRNA w zaleznosci od warunkéw eksperymentalnych.

Zbadanie dynamiki rozmieszczenia m6A na mRNA w warunkach kontrolnych, hipoksji
oraz po reoksygenacji wykonano poprzez przeanalizowanie rozktadu odczytow MeRIP-seq
wzdtuz dhlugos$ci transkryptow, uwzgledniajac proby przed oraz po immunoprecypitacji m6A
(Ryc. 22D). W prébach przed immunoprecypitacja odczyty rozkladaty si¢ rownomiernie na
catej dlugosci transkryptu, bez wyraznych pikéw w regionach poczatku (TSS, Transcription
Start Site) 1 konca transkrypcji (TES, Transcription End Site). Nizszy poziom odczytéw w
sekwencji kodujacej (z ang. coding DNA sequence, CDS) w tych probach wynikat z cech
transkryptomu oraz proceséw technicznych, takich jak obecno$¢ introndw, fragmentacja RNA
1 przygotowanie bibliotek sekwencyjnych, ktore wptywaja na reprezentacj¢ réznych regionow
transkryptow w danych RNA-seq. W probach po immunoprecypitacji m6A w warunkach
kontrolnych najwyzsza ilo$¢ odczytéw zaobserwowano w TES i 3’UTR, podczas gdy
umiarkowane warto$ci odnotowano w regionie CDS. Po sze$ciu godzinach hipoksji
zaobserwowano zwigkszenie ilosci odczytow w obszarze TES 1 3’UTR, przy jednoczesnym
obnizeniu ich poziomu w CDS w poréwnaniu do proby kontrolnej. W warunkach
pigtnastogodzinnej hipoksji ilos¢ odczytéw w TES byta nizsza, niz po sze$ciu godzinach,
natomiast odczyty w regionie CDS wzrosty, co sugeruje przesuni¢cie wzorca rozmieszczenia
metylacji. Po reoksygenacji profil rozmieszczenia ulegl przywroceniu do stanu przed hipoksja,
z zachowaniem zblizonych wartosci w TES 1 umiarkowanych w CDS. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze m6A wystepuje w znaczacych ilosciach glownie w obszarze 3’ transkryptow.
Powyzsze analizy wykazuja niewielkie zmiany ale zauwazalny jest wzrost poziomu m6A w
pierwszych etapach hipoksji a nast¢pnie spadek podczas dtugiego niedotlenienia.

W celu zbadania zalezno$ci migdzy poziomem ekspresji danego transkryptu a
wzbogaceniem w mO6A, przeanalizowano zalezno$¢ zlogarytmowanych (log2) $rednich
warto$ci FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads) dla préb Input
(reprezentujacych poziom ekspres;ji transkryptow — 0§ X) oraz wspodtczynnika wzbogacenia w
mo6A, obliczonego jako stosunek $rednich wartosci FPKM w probach IP do Input (log2(m6A
enrichment) — o§ Y) (Ryc. 22E). W warunkach kontrolnych wigkszo$¢ punktow
reprezentujgcych poszczegolne transkrypty byta skupiona wokot wartosci 0 dla wspoteczynnika

wzbogacenia w m6A. Linia regresji wykazala niewielka, ale statystycznie istotng tendencje
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malejaca (R? = 0,0098), co oznacza, ze transkrypty o wyzZszym poziomie ekspresji miaty nieco
nizsze wzbogacenie w m6A. Po szesciu godzinach hipoksji rozktad punktow byl zblizony do
proby kontrolnej, jednak wspotczynnik determinacji (R* = 0,016) wskazywat na silniejsza
odwrotng zalezno$¢ miedzy poziomem ekspresji a wzbogaceniem w m6A w pordwnaniu do
kontroli. Natomiast pi¢tnascie godzin hipoksji skutkowalo bardziej rozproszonym rozktadem
punktow, a tendencja malejgca byla stabsza (R* = 0,0089), co sugeruje zmniejszenie
specyficznosci wzbogacenia w m6A w przypadku przedtuzajacego si¢ niedotlenienia. Podczas
reoksygenacji rozktad punktow przypominat probg kontrolna, a linia regresji wskazywata na
bardzo stabg tendencje malejaca (R? = 0,0068). Wyniki te wskazuja, ze wzorzec wzbogacenia
transkryptow w mo6A czesciowo wraca do stanu wyjsciowego po powrocie z hipoksji do
warunkow fizjologicznych.

Nastepnie przeprowadzono analize wzbogacenia w m6A (log2 m6A enrichment) dla
réznicowo eksprymowanych genow, ktorych poziom ekspresji wzrastal lub obnizat si¢ w
danym wariancie prob . Geny podzielono na trzy kategorie, w zaleznosci od krotnosci zmian
poziomu ekspresji (log2Fch): Low, Mid i1 High, co umozliwito ocen¢ dynamiki metylacji w
konteks$cie stopnia regulacji ekspresji. Wyniki przedstawiono na wykresie gestosci,
obrazujacym rozktad wartosci log2 (m6A enrichment) w kazdej kategorii. O$ X prezentowata
warto$ci wzbogacenia m6A (log2(m6A enrichment)), a 0§ Y ukazywala rozklad tych wartosci
dla wszystkich genow w danej kategorii. W celu zapewnienia porownywalnosci migdzy
kategoriami, rozklady zostaty znormalizowane tak, aby suma dla kazdej kategorii wynosita
jeden, niezaleznie od liczby genéw w niej zawartych.

W warunkach sze$ciogodzinnej hipoksji geny o podwyzszonej ekspresji (up-regulated)
z kategorii o niskim stopniu regulacji (Low-Up) wykazywaly najszerszy rozktad wartosci log2
(m6A enrichment), odzwierciedlajacy duza zmienno$¢ poziomu wzbogacenia w tej grupie
(Ryc. 23A). Mediana rozkladu znajdowata si¢ blisko 0, co sugeruje brak wyraznego trendu
wzbogacenia w m6A dla wigkszosci genow tej kategorii. W kategorii Mid-Up rozktad byt
bardziej skupiony, wskazujac na wigksza jednorodno$¢ wartosci, a mediana ponizej 0
wskazywata na umiarkowane obnizenie wzbogacenia w m6A. W kategorii High-Up natomiast
rozktad byl najwezszy, z wyraznym pikiem ponizej 0, co oznacza, Zze geny, O najwyzszej
krotno$ci podwyzszenia ekspresji charakteryzowaty si¢ najnizszym stopniem metylacji sposrod
analizowanych kategorii. Dla gendw o obnizonej ekspresji (down-regulated) kategoria Low-
Down réwniez wykazywata szeroki rozktad wartosci, z mediang bliskg 0, co sugerowato brak
wyraznego wzorca wzbogacenia (Ryc. 23B). W kategorii Mid-Down rozktad byl wezszy i

najbardziej jednorodny sposrod analizowanych kategorii, a mediana ponizej 0 sugerowata
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umiarkowane obnizenie wzbogacenia w m6A. Z kolei kategoria High-Down charakteryzowata
si¢ podwojnym szczytem rozktadu: jeden szczyt znajdowal si¢ wyraznie ponizej 0, a drugi w
zakresie wartos$ci dodatnich. Taki rozktad wskazuje na istnienie dwdch grup gendéw: jednych o
niskim poziomie metylacji oraz innych o wysokim stopniu metylacji, ktorych ekspresja ulegta
najwigkszemu obnizeniu.

Podczas pigtnastogodzinnej hipoksji rozktad wzbogacenia m6A dla genéow o
zwickszonej ekspresji przypominat ten opisany dla sze$ciu godzin. W kategorii High-Up
rozktad byt nadal waski, ale nieco szerszy niz po sze$ciu godzinach hipoksji, co mogto
wskazywac na wigksza zmiennos$¢ w tej grupie. Mediana nadal znajdowata si¢ wyraznie ponizej
0, przy jednoczesnym pojawieniu si¢ drugiego, niewielkiego piku odpowiadajacego genom o
silnym wzro$cie ekspresji z wysokim poziomem metylacji (Ryc. 23C). W przypadku gendéw o
obnizonej ekspresji, kategoria Low-Down wykazywala wezszy rozklad w poréwnaniu do
sze$ciu godzin hipoksji, z mediang bliska 0 (Ryc. 23D). Kategoria Mid-Down charakteryzowata
si¢ najbardziej skupionym rozktadem, jednak mediana przesuneta si¢ bardziej w kierunku
warto$ci ujemnych, wskazujagc na wzrost obnizenia wzbogacenia w m6A. Natomiast w
kategorii High-Down rozktad stat si¢ bardziej skupiony, a mediana znajdowata si¢ wyraznie
ponizej 0, co wskazuje na utrzymujace si¢ znaczne obnizenie wzbogacenia dla wigkszos$ci
genow o silnie obnizonej ekspresji.

Po reoksygenacji w kategorii Low-Up dla genéw o zwigkszonej ekspresji rozklad
wartosci wzbogacenia m6A byl podobny do rozktadu tej samej kategorii gendow w szostej
godzinie niedotlenienia (Ryc. 23E). W kategoriach Mid-Up 1 High-Up rozk}ad stal si¢ bardzie;
skupiony, a mediana przesungta si¢ blizej 0, co sugeruje zmniejszenie zréznicowania stopnia
metylacji 1 czgsciowe przywrdcenie wzbogacenia w m6A dla wiekszosci gendw w tych
grupach. Dla gendw o obnizonej ekspresji (down-regulated), kategoria Low-Down zachowata
szeroki rozklad z mediang bliska 0, wskazujac na brak wyraznego trendu w zmianie
wzbogacenia (Ryc. 23F). Natomiast w kategoriach Mid-Down i High-Down rozktady byty
bardziej stabilne, z mediang pozostajaca ponizej 0, co §wiadczy o utrzymujacym si¢ podobnej
warto$ci wzbogaceniu w m6A w tych grupach.

Dynamika wzbogacenia w m6A wykazywata zréznicowanie w zaleznosci od warunkow
eksperymentalnych oraz poziomu zmian ekspresji gendw. W przypadku genéw o podwyzszonej
ekspresji rozktad wzbogacenia pozostawat podobny, niezaleznie od badanego wariantu, co
zaobserwowano rowniez dla genéw o obnizonej ekspresji. We wszystkich analizowanych
wariantach geny o wysokim wzro$cie poziomu ekspresji charakteryzowatly si¢ najmniejszym

stopniem zréznicowania poziomu wzbogacenia m6A ijednoczesnie jego najnizszym poziomem
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sposrod wszystkich badanych kategorii. Natomiast geny o niskim stopniu zmian ekspresji,
zarowno regulowanych w dot, jak 1 w gore, wykazywaty najmniejsze roznice w poziomie m6A

pomiegdzy wariantami.
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Ryc. 22 Procentowa wartos¢ odczytow zmapowanych do rRNA (A) oraz stopien pokrycia
odczytow z genomem referencyjnym (B) na podstawie wynikow MeRIP-Seq bibliotek
przygotowanych z prob przed (Input) oraz po reakcji immunoprecypitacji m6A (IP) z korzeni L.
angustifolius w warunkach fizjologicznych (kontrola), hipoksji (6h, 15h) i reoksygenacji
(15+6). Analiza gtownych sktadowych (PCA) danych MeRIP-Seq dla 3 powtorzen
biologicznych (Pow_1-3) w oparciu o poziomy ekspresji genow wyzej wymienionych prob (C).
Rozktad znormalizowanych na glebokosc¢ biblioteki odczytow, wzdluz transkryptow wyzej
wymienionych prob (D). Wykres rozrzutu przedstawiajgcy zaleznos¢ miedzy zlogarytmowang
(log2) srednig wartoscig FPKM dla prob Input (reprezentujgcq poziom ekspresji transkryptow
— oS X) oraz wspolczynnikiem wzbogacenia w m6A, obliczonego jako stosunek Srednich
wartosci FPKM w probach IP do Input (log2(m6A enrichment) — os Y), R2 — wspotczynnik
determinancji (E).
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Ryc. 23 Wykres gestosci przedstawiajgcy rozktad logarytmowanej wartosci wzbogacenia m6A
(log2(m6A enrichment)) dla roznicowo eksprymowanych genow (DEGs), ktorych ekspresja
wzrasta (A, C, E) lub maleje (B, D, F) w porownaniach pomiedzy 6h hipoksjg a kontrolg (A-
B) 15 godzinng hipoksjg a kontrolg (C-D) oraz 6 godzinng reoksygenacjq a kontrolg (E-F).
Geny zostaly podzielone na trzy kategorie w zaleznosci od krotnosci zmiany poziomu ekspresji
(log2Fch): Low (0 < log2FCh < 1/-1>Log2Fch<0), Mid (1 < log2FCh < 5/-5>Log2Fch<-1),
oraz High(log2FCh > 5/Log2Fch<-5). Os X prezentuje wartosci wzbogacenia m6A (log2(m6A4
enrichment)), a os Y rozktad tych wartosci dla wszystkich genow w danej kategorii.

Strona | 104



5.11 WPLYW M6A NA POWSTAWANIE I SEKWESTRACJE POLI(A) RNA w SG U A.

THALIANA

Ze wzgledu na brak mutantéw L. angustifolius, wptyw metylacji m6A na proces
powstawania granul stresowych zbadano na korzeniach mutanta mtaABI3:MTA A. thaliana.
Mutant mtaABI3:MTA zawiera insercj¢ T-DNA (SALK 074069) w genie AT4G10760 (MTA),
co prowadzi do zahamowania syntezy endogennego biatka MTA (gtownej metylazy m6A
mRNA). Mutacja ta jest jednak letalna w formie homozygotycznej na etapie zarodkowym
(Zhong 1 wsp., 2008). Jednak ekspresja ¢cDNA MT7A pod kontrolg promotora ABI3
specyficznego dla zarodka pozwala oming¢ letalny fenotyp SALK 074069. Konstrukt ten
umozliwia synteze¢ MTA przez pierwsze dwa tygodnie wzrostu siewek, nastgpnie silnie
ograniczajac transkrypcje genu metylazy w pdzniejszych etapach rozwoju, co skutkuje
obnizeniem poziomu m6A o 85-95% w pordwnaniu z rosling typu dzikiego (Bodi i wsp., 2012).

Mutant mtaABI3:MTA A. thaliana, charakteryzujacy si¢ obnizonym poziomem mo6A,
zostal wykorzystany do dodatkowej weryfikacji specyficznosci przeciwciata anty-m6A w
reakcji immunofluorescencji. W tym celu analize lokalizacji m6A przeprowadzono na
potcienkich skrawkach korzeni mutanta mta oraz roslin typu dzikiego (WT) 4. thaliana (Ryc.
24A-D). W komoérkach mutanta zaobserwowano znaczacy spadek intensywnosci fluorescencji
w porownaniu z WT. Obnizenie poziomu sygnatu jest zgodne z przewidywana redukcja
poziomu m6A w komoérkach mutanta, a wynik ten potwierdza specyficznos$¢ uzytego
przeciwciala.

Aby okresli¢ potencjalne zmiany w biogenezie 1 funkcjonowaniu SG na skutek
obnizonej metylacji m6A, mutanta mtaABI3:MTA skrzyzowano z linia ECT2-GFP (biatko
odpowiedzialne za rozpoznawanie m6A) oraz Rbp47B-GFP (biatko znacznikowe SG).
Uzyskane mieszance po samozapyleniu w pokoleniu F2 poddano obserwacjom
mikroskopowym w celu potwierdzenia obecnosci biatka GFP, a nastepnie sprawdzono ich
homozygotyczno$¢ 1 obecno$¢ transgenu metoda PCR, z potwierdzeniem wynikéw przez
analize DNA po rozdziale elektroforetycznym. Homozygotycznos$¢ dla insercji SALK 074069
dotyczaca braku aktywnos$ci endogennego genu MTA sprawdzono dwojako. Po pierwsze na
podstawie braku fragmentu 1080 bp endogennego genu MTA, po drugie po przez obecnos¢
fragmentu T-DNA o dhugosci 1050 bp. Obecno$¢ transgenu mtaABI3:MTA potwierdzono
wykrywajac produkt o wielkosci 799 bp.

Analiza wynikow amplifikacji PCR 1 rozdziatu elektroforetycznego wykazata, ze

ro$liny typu nr 9 mieszanca mtaABI3xRbp47-GFP spetnialy kryteria dotyczace obecno$ci
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transgenu 1 homozygotycznosci (Ryc. 24E). W przypadku mieszanca mtaABI3XxECT2-GFP
byty to rosliny typu nr 1. Wybrane rosliny postuzyty do dalszych analiz (Ryc. 24F).

W kolejnym etapie w celu zbadania, czy metylacja m6A jest zwigzana z procesem
powstawania 1 funkcjonowaniem SG, mieszanca mtaABI3xRbp47-GFP oraz mutanta Rbp47-
GFP stanowigcego probe kontrolng poddano trzydniowej hipoksji, a nastepnie przeprowadzono
analiz¢ mikroskopowa (Ryc. 25A-H). W warunkach fizjologicznych obserwowano homogenna
fluorescencj¢ GFP na terenie cytoplazmy i jadra komorkowego (Ryc. 25A-B, E-F). Nie
odnotowano widocznych réznic w natezeniu oraz dystrybucji sygnalu pomiedzy proba
kontrolng, a mutantem mta. Po trzech dniach niedotleniania w cytoplazmie ros$lin kontrolnych
obserwowano liczne, silne wyznakowane SG, natomiast w komodrkach mutanta mta, zar6wno
liczba, jak 1 poziom wyznakowania SG byty wyraznie nizsze (Ryc. 25C-D, G-H). Dodatkowo
w cytoplazmie komorek mutanta mta zaobserwowano silniejszy, niz w probie kontrolnej sygnat
GFP poza SG. Analiza ilo§ciowa wykazata, ze liczba SG u mutanta o obnizonym poziomie m6A
byta okoto 40% nizsza, nizu WT (Ryc. 25I).

Nastepnie stresowi niedotlenienia poddano mutanty mtaABI3XECT2-GFP oraz ECT2-
GFP. Po utrwaleniu korzeni wykonano fluorescencyjng hybrydyzacje¢ in situ do poli(A) RNA.
Rowniez w tym przypadku w warunkach fizjologicznych nie wykazano réznic w poziomie i
dystrybucji sygnatu pomiedzy badanymi genotypami (Ryc. 25J-L, P-S). Jednorodna
fluorescencja GFP widoczna byla w jadrze komérkowym i cytoplazmie. Natomiast poli(A)
RNA tworzyto homogenny sygnat zaréwno w jadrze komoérkowym, jak i w cytoplazmie.
Jednakze zauwazalna byta silniejsza fluorescencja pochodzaca z terenu jadra komorkowego. Z
kolei podczas niedotlenienia w probie kontrolnej sygnat ECT2-GFP akumulowal w SG i na ich
terenie kolokalizowal z poli(A) RNA (Ryc. 25M-0). Zaskakujaco, u mutanta o obnizonym
poziomie m6A nie zaobserwowano skupisk fluorescencji ECT2-GFP, cho¢ w cytoplazmie
wystepowaly ogniska sygnalu poli(A) RNA przypominajace SG (Ryc. 25T-V). Analiza
ilo§ciowa wykazala, Ze poziom poli(A) RNA w SG u mutanta mtaABI3XECT2-GFP byt o okoto
23% nizszy, niz w WT (Ryc. 25W). Wynik ten dowodzi, ze biatko ECT2 gromadzi si¢ w SG
tylko w obecnosci m6A RNA 1 nie jest niezbedne do powstania tych struktur, natomiast brak

metylacji adenozyny w pozycji 6 skutkuje obnizong akumulacja mRNA w SG.
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Ryc. 24 Lokalizacja m6A (zielona fluorescencja) na skrawkach potcienkich korzeni A. thaliana
typu dzikiego (WT; A-B) oraz mutanta mtaABI3:MTA o obnizonym poziomie metylacji (mta;
C-D), w warunkach fizjologicznych (kontrola). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (B,
D). N —jgdro komorkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Produkty reakcji PCR genotypowania
mieszancow mtaABI3xRbp47-GFP (E) i mtaABI3xECT2-GFP (F). WT — typ dziki, MTA —
mutant mtaABI3:MTA, 1-9 — kolejne rosliny pokolenia F2 uzyskanych mieszancow.
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Ryc. 25 Lokalizacja biatka Rbp47b — GFP (zielona fluorescencja) w komorkach
mersytematycznych korzeni transgenicznego (Rbp47-GFP; A-D) i mieszanca mtaABI3:MTA x
Rbp47b-GFP (E-H) A. thaliana w warunkach fizjologicznych (kontrola) i 3 dniowej hipoksji
(3D). Lokalizacja poli(A) RNA (czerwona fluorescencja) i biatka ECT2 — GFP (zielona
[fluorescencja) w komorkach mersytematycznych korzeni transgenicznego (ECT2-GFP; J-0) i
mutanta mtaABI3:MTA x ECT2-GFP (P-V) A. thaliana w warunkach fizjologicznych (kontrola)
i 3 dniowej hipoksji (3D). Natozenie sygnatow i barwienie DNA DAPI (B, D, F, H, L, O, §,
V). Groty — granule stresowe, N — jgdro komérkowe, C — cytoplazma. Skala 5 um. Srednia
liczba SGs w komorce korzeni transgenicznego (Rbp47-GFP) A. thaliana i mieszanca
mtaABI3:MTA x Rbp47b-GFP (I). Wzgledny poziom poli(A) RNA w SGs w komorkach korzeni
transgenicznego (ECT2-GFP) A. thaliana i mieszanca mtaABI3:MTA x ECT2-GFP (W). Stupki
btedow wskazujq blgd standardowy. Istotne statystycznie roznice pomiedzy porownaniami
wskazuje symbol (*) (P < 0,05).
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DYSKUSJA

6.1 ODPOWIEDZ NA STRES HIPOKSJI NA POZIOMIE TRANSKRYPTOMU

W odpowiedzi na stres niedotlenienia wywotany catkowitym zanurzeniem siewek w
wodzie, w korzeniach tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius) dochodzi do silnej
reorganizacji transkryptomu. Réznicowej ekspresji w warunkach stresowych ulegato 20 136
gendéw. Ponowne natlenienie czgsciowo przywracato wzorzec ekspresji charakterystyczny dla
korzeni ro$lin hodowanych w warunkach fizjologicznych. Tak wyrazne zmiany
transkryptomiczne wskazuja, ze hipoksja i reoksygenacja indukujg specyficzne procesy w
korzeniach tubinu, odzwierciedlajac dynamiczng odpowiedZz komorek na stres oraz proces ich
regeneracji po jego ustgpieniu .

Wysoki stopien zroznicowania wzorca i poziomu ekspresji gendéw moze by¢ wynikiem
kilku czynnikow. Liczba réznicowo eksprymowanych genoéw zalezna jest miedzy innymi od
rodzaju tkanki roslinnej poddanej stresowi, a takze warunkéw eksperymentalnych (Mustroph i
wsp., 2010). Ze wzgledu na osiadly tryb zycia roslin w §rodowisku, korzenie sg szczegdlnie
narazone na niedotlenienie, najczesciej jako pierwszy organ doswiadczajac tego rodzaju stresu.
Od ich odpowiedzi na czynnik stresowy zalezy przetrwanie catej ro§liny. Ponadto liczba genow
o zmienionej ekspresji zwigksza si¢ wraz z intensywnoscig dziatania czynnika stresowego oraz
dhugos$cia czasu jego trwania (Mustroph 1 wsp., 2010). Lubin waskolistny jest rosling o niskiej
tolerancji na niedotlenienie wywolane nadmiarem wody, a tak wysoka liczba réznicowo
eksprymowanych genow w korzeniach w trakcie wydtuzonej pigtnastogodzinnej hipoksji
odzwierciedla zlozone strategie adaptacji do niesprzyjajacych warunkow srodowiska.

O wysokiej specyficzno$ci odpowiedzi tubinu waskolistnego na stres wywotany
zanurzeniem $wiadczy wysoka korelacja miedzy genami wykazujacymi wysoki poziom
ekspresji podczas stresu a genami, ktorych ekspresja maleje po jego ustapieniu. Sposrod gendw
o takiej tendencji najwigksze zmiany zaobserwowano w genach zwigzanych z metabolizmem
komorkowym, aktywnoscig kinaz serynowo-treoninowych oraz biogenezg $ciany komorkowe;.

Wsrdéd gendw regulujacych procesy metaboliczne znalazty sie ADHI i PDCI
bezposrednio zwigzane z fermentacja alkoholowg oraz SUS4 1 SUS1 (z ang. sucrose synthase)
odpowiedzialne za metabolizm sacharozy. Ich zwigkszona ekspresja odzwierciedla adaptacje
metabolizmu komorkowego do ograniczonej dostepnosci tlenu, majacg na celu kompensacje
obnizonej produkcji ATP. Nawet przy niewielkim spadku poziomu tlenu w $rodowisku
dochodzi do zmniejszenia stosunku ATP/ADP. Jednak dopoki jego steZenie nie spadnie ponizej

5%, nie wplywa istotnie na rownowage redoks NADH/NAD+ (Geigenberger, 2003).
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Nagromadzenie NADH przy jednoczesnym wyczerpaniu dostgpnego NAD+ mogloby
ostatecznie prowadzi¢ do zahamowania glikolizy, czemu zapobiega utlenianie NADH poprzez
fermentacje. Wspomniane geny nalezg do grupy 49 gendéw rdzeniowych odpowiedzi na
hipoksje zidentyfikowanych u A. thaliana. Jak wykazano, ich translacja zachodzi
preferencyjnie w trakcie stresu, a wiele z tych genoéw reguluje procesy metaboliczne
ukierunkowane na zwigkszenie produkcji ATP 1 aktywacje fermentacji (Mustroph i wsp., 2009).
Z 38 homologow tych gendéw zidentyfikowanych u L. angustifolius, 21 wykazato wzrost
ekspresji w warunkach stresowych, natomiast poziom ich ekspresji ulegal obnizeniu po
ustgpieniu stresu. Przywrdcenie warunkéw fizjologicznych skutkuje przejsciem na bardziej
efektywne oddychanie tlenowe 1 zmniejszeniem poziomu ekspresji genoOw zaangazowanych w
fermentacje. Uzyskane wyniki pozwalajg zatem stwierdzi¢, ze stres zanurzenia siewek w
wodzie prowadzi do indukcji hipoksji w korzeniach tubinu waskolistnego.

Zaskakujaco, znaczna liczba gendéw indukowanych w odpowiedzi na stres
niedotlenienia byla zwigzana z biogeneza $ciany komoérkowej. Utrzymanie funkcjonalnej
integralno$ci oraz wilasciwosci fizycznych $ciany komorkowej poprzez modyfikacje jej
sktadnikow jest kluczowym procesem w adaptacji roslin, zaréwno do stresoOw biotycznych, jak
i abiotycznych (Le Gall i wsp., 2015; Vaahtera i wsp., 2019: Rui i Dinneny, 2020).
Dotychczasowe badania wskazywaly jednak na obnizenie ekspresji genéw zwigzanych z
syntezg $ciany komodrkowej w warunkach stresu, z powodu znacznych nakladow energiiw
przebiegu tego procesu (Mustroph i wsp., 2010; Kreuzwieser i wsp., 2009).

Wsréd  silnie  eksprymowanych gendow w odpowiedzi na stres niedotlenienia
zidentyfikowano grupe gendéw kodujacych endotransglikozylazy/hydrolazy ksyloglukanowe
(XTH), ekspansyny (EXPA1l 1 EXPAI3), a takze gendéw zwigzanych z metabolizmem
ksyloglukandw, takich jak XYL/ (z ang. alpha-xylosidase 1) oraz RSW3 (z ang. glucosidase 2
alpha). Fizyczne interakcje migdzy celulozg a hemicelulozg (ksyloglukanem), bedacymi
polimerami $ciany komorkowej, sa modyfikowane przez aktywno$¢ ekspansyn i enzymow
XTH, co umozliwia zwigkszenie rozciggliwosci/elastycznosci $ciany komorkowej (Rose i
wsp., 2002; Kende 1 wsp., 2004). U niektorych gatunkéw roslin zanurzenie promuje reakcje
wzrostu, pomagajac im ,uciec” przed catkowitym zanurzeniem nad powierzchni¢ wody
(Bailey-Serres 1 Voesenek, 2008). Podobny mechanizm zaobserwowano w korzeniach tubinu
podczas pigtnastogodzinnego niedotlenienia, kiedy odnotowano ich wzrost. Jednocze$nie
wykazano, ze wiele podstawowych procesow komorkowych, w tym aktywnos$¢ transkrypcyjna
1 translacyjna, ulegajg czgsciowej inhibicji w celu ograniczenia zuzycia ATP, na co wskazywato

obnizenie ekspresji genoéw, takich jak L37 i L44 kodujacych biatka rybosomalne oraz RPBI,
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kodujacego najwieksza podjednostke polimerazy RNA II. Powyzsze wyniki pozwalaja
przypuszczaé, ze aby ograniczy¢ koszty energetyczne zwigzane z tworzeniem S$ciany
komorkowej, reakcje wzrostu sg rekompensowane poprzez zmniejszenie jej sztywnosci i
remodelowanie strukturalne. Ponadto, modyfikacja anatomii korzeni w trakcie stresu
spowodowanego nadmiarem wody moze zwicksza¢ dostepnos¢ tlenu do komoérek oraz
redukowac¢ jego utrate przez korzenie do gleby (Bramley i wsp., 2011). Mechanizm ten
przypomina reakcje obserwowang w siewkach poddanych niedotlenieniu, kiedy wzrost korzeni
wynikat z obnizenia sztywnos$ci $ciany komodrkowej, a nastepnie jednokierunkowej ekspansji
wybranych komorek epidermy , a nie z ich podziatu (Cosgrove, 2005; Lee i wsp., 2011).

Obecnie uwaza si¢, ze rosliny zasadniczo wykorzystuja dwie przeciwstawne strategie
przetrwania w odpowiedzi na stres niedotlenienia, ktore zostaly zidentyfikowane u ryzu.
Pierwsza, to strategia ucieczki, zwigzana z kierowanym przez gen SNORKEL (SK1/SK2)
wzrostem ro$liny w celu utrzymania jej ponad powierzchnia wody, co wymaga szybkiej
alokacji zasobow energetycznych (Hattori 1 wsp., 2009). Druga, strategia spoczynku, zalezy od
aktywacji genu SublA (z ang. Submergence-1A), polegajaca na zahamowaniu wzrostu i
oszczedzaniu rezerw energetycznych, az do czasu obnizenia si¢ poziomu wody (Xu i wsp.,
2006; Fukao i wsp., 2009).

W przeciwienstwie do ryzu, w genomie tubinu waskolistnego nie zidentyfikowano
dotychczas ortologow genow SublA 1 SNORKEL. Niemniej jednak wsrod kinaz serynowo-
treoninowych obecnych u tubinu, wysokim poziomem ekspresji charakteryzowala si¢ kinaza
CIPK15. Powszechnie wiadomo, ze aktywno$¢ kinaz biatkowych odgrywa kluczowsa role w
percepcji czynnika stresowego i transdukcji sygnatow w odpowiedzi roslin na warunki stresowe
(Chen 1 wsp., 2021). Podczas gdy SublA jest zwigzany z tolerancja na zalanie u dojrzatych
roslin ryzu, uwaza si¢, ze za odpowiedz siewek poprzez wzrost ponad powierzchni¢ wody
odpowiada CIPK15. Rola CIPK15 obejmuje regulacj¢ genéw zwigzanych z syntezg cukrow
oraz ekspresja ADHI, co umozliwia produkcj¢ energii nawet w warunkach ograniczone;j ilosci
tlenu (Lee 1 wsp., 2009). Tolerancja na zalanie, w ktoérej posredniczy CIPKI5, odgrywa
kluczowa role w umozliwieniu wzrostu catkowicie zanurzonych siewek 1 moze by¢ szczegolnie
istotna dla korzeni, ktére pozostajg stale zanurzone w wodzie (Lee 1 wsp., 2009). Wysoki
poziom ekspresji genow CIPKI15, ADHI i SUS, wzrost korzeni oraz przebudowa Sciany
komorkowej, przy jednoczesnym zahamowaniu innych procesow komorkowych, sugeruja, ze
L. angustifolius stosuje nie jedng strategie, lecz r6znorodne reakcje adaptacyjne, ktore tagodza
szkodliwe skutki niedotlenienia. Podobny mechanizm ztozonej odpowiedzi zaobserwowano u

pomidora, innej rosliny uprawnej podatnej na stres hipoksji, gdzie tworzenie aerenchymy za
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posrednictwem etylenu, przerost todygi oraz formowanie korzeni przybyszowych ufatwiaty
transport tlenu, stanowigc mechanizm ucieczki umozliwiajacy tolerancje na niedotlenienie
(Mignolli i wsp., 2020).

W warunkach stresowych zaobserwowano réwniez wysoki poziom mRNA kinazy
biatkowej 2 (CK2), plejotropowego enzymu odgrywajacego kluczowa rolg w odpowiedzi na
stres abiotyczny oraz w regulacji wzrostu roslin (Agarwal 1 Ray, 2020). Co istotne, CK2 jest
roOwniez powigzana z dynamika granul stresowych oraz regulacja procesu translacji. Pod
wptywem stresu CK2 gromadzi si¢ w SG, a fosforylacja biatka nukleujacego G3BP1 z jej
udziatem prowadzi do rozpadu SG u ssakow po ustgpieniu warunkow stresowych (Reineke 1
wsp., 2017). U roslin CK2 wykazuje zdolnos¢ fosforylacji czynnika inicjacji translacji eIF5A,
ktory, jak udowodniono, bierze udzial w tworzeniu SG w komorkach zwierzecych (Muench i
Dahodwala, 2012; Li i wsp., 2010). Dane transkryptomiczne z niniejszych badan wskazuja na
znaczny wzrost poziomu CK2 w warunkach hipoksji u tubinu, z wyraznym spadkiem w fazie
reoksygenacji. Wyniki te dowodza, ze CK2 moze odgrywac kluczowa role w tworzeniu, a nie

rozpadzie SG u roslin. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan w przysztosci.

6.2 POWSTAWANIE I FUNKCJA GRANUL STRESOWYCH W WARUNKACH
NIEDOTLENIENIA

W korzeniach lubinu podczas stresu niedotlenienia wywotanego catkowitym
zanurzeniem siewek obserwowano pojawianie si¢ struktur cytoplazmatycznych. Wykryto w
nich obecnos¢ biatka znacznikowego granul stresowych PAB2 oraz wysoki poziom poli(A)
RNA. Dodatkowo w korzeniach traktowanych cykloheksymidem, ktory powoduje blokowanie
translacji hamujac aktywno$¢ transferazy peptydylowej a jednoczes$nie zakotwicza mRNA na
rybosomach, nie obserwowano obecnosci skupisk cytoplazmatycznych. Jest to konsekwencja
braku wolnych transkryptow do tworzenia skupisk w cytoplazmie. Powyzsze wyniki
jednoznacznie udowadniajg obecno$¢ granul stresowych w komorkach merystematycznych i
zréznicowanych korzeni L angustifolius podczas stresu niedotlenienia.

W badaniach korzeni tubinu wskazano kolejne etapy montazu SG podczas stresu
niedotlenienia. Struktury powstajg juz po pierwszej godzinie trwania hipoksji, jako drobne
skupiska w cytoplazmie, ktore nastgpnie tacza si¢ ze soba, zwigkszajac rozmiar i zmieniajgc
morfologie. Przyjmuja czesto forme potaczonych dwoéch, trzech okraglych struktur. Pomimo,
ze u A. thaliana pokazano, ze w miar¢ trwania stresu cieplnego SG lacza si¢ ze sobg a ich ilo$¢
nieznacznie wzrasta, struktury te s3 zdecydowanie mniejsze, jest ich wigcej 1 majg w

przeciwienstwie do tubinu jednolita budowe (Hamada i wsp., 2018).
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W niniejszej pracy badano takze funkcj¢ SG. Powszechnie uwaza si¢, ze SG powstaja
w wyniku zatrzymania translacji. U tubinu ujawniono wzrost poziomu mRNA kodujacego
kinaz¢ biatkowa 2 (CK2) w hipoksji. W warunkach stresowych u zwierzat CK2 fosforyluje
czynniki inicjacji translacji, takie jak: elF2a, elF2p, elF3c, el[F4B. Wykazano, ze fosforylacja
elF2a hamuje aktywnos¢ eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2B (elF2B) 1 prowadzi
do akumulacji mRNA zwigzanych z niekompletnym kompleksem preinicjacji 48S (PIC)
(Baymiller 1 Moon, 2023). Fosforylacja elF2a jest zatem gldéwnym motorem hamowania
inicjacji translacji, prowadzacym do uwolnienia mRNA z rybosomoéw. Taki mRNA moze by¢
glownym czynnikiem indukujagcym powstawanie SG. Jednakze u ro$lin brak jest danych
dotyczacych czasowej i przestrzennej zaleznosci pomigdzy iloscia mRNA w cytoplazmie 1 SG.
W niniejszej pracy natomiast u tubinu wykazano korelacje pomigdzy zmniejszajaca si¢ iloscig
poli(A) RNA w cytoplazmie a wzrostem ilosci SG podczas trwania hipoksji. Podobne
obserwacje uzyskano takze w pomiarach ilosciowych poziomu mRNA RPB1. Zatem otrzymane
wyniki w korzeniach tubinu podczas hipoksji dowodza, ze transkrypty w SG pochodza z
cytoplazmy.

Obecnie gléwng funkcje SG upatruje si¢ w selektywnej regulacji translacji oraz w
przechowywaniu mRNA, ktéry moze by¢ wykorzystany po okresie stresu (Kearly i wsp., 2021).
Zarowno u zwierzat 1 roslin obserwowano wspotzalezno$¢ pomigdzy rozpadem SG a wzrostem
ilosci transkryptow na rybosomach. U A. thaliana wykazano, ze po zakonczeniu hipoksji wiele
transkryptow rezydujacych w SG odnajdywanych bylo na rybosomach (Sorenson i Bailey-
Serres, 2014). Wyniki wskazuja na funkcj¢ przechowywania mRNA w SG na okres po
zakonczeniu stresu. Czas ekspresji wielu gendw niezbednych po zakonczeniu wplywu
niekorzystnych warunkéw srodowiskach mogitby wowczas ulec skroceniu, poniewaz omijany
bytby etap transkrypcji 1 dojrzewania mRNA. Uzyskane wyniki w korzeniach tubinu
podtrzymuja te hipoteze, poniewaz wykazuja wysoki wzrost poziomu poli(A) RNA w
cytoplazmie po zakonczeniu hipoksji. Taka tendencj¢ obserwowano takze w przypadku
pomiarow ilosci wszystkich poszczegdlnych transkryptéw po ustgpieniu stresu. Dodatkowo dla
RPBI1 ilo$¢ w cytoplazmie po ponownym natlenieniu jest niemal sumg poziomow tych mRNA
wystepujacych w cytoplazmie 1 SG podczas hipoksji. Jednakze zaréwno u roélin, jak 1 u
zwierzat, nie byla brana pod uwage transkrypcja jadrowa w procesie zwigkszonej ilosci
transkryptow po rozpadzie SG. Tymczasem z badan Niedojadto i wsp. (2016) wynika, ze
poziom transkrypcji po zakonczenia niedotlenienia u tubinu ro$nie i jest nawet wyzszy, niz w
warunkach kontrolnych. To moze by¢ jednym z powoddéw wzrostu iloSci mRNA w cytoplazmie

po zakonczeniu stresu. Aby uwzgledni¢ to zjawisko zastosowano inhibitor transportu
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jadrowo - cytoplazmatycznego LMB w celu wyeliminowania obecnos$ci w cytoplazmie nowo
transkrybowanego RNA po usuni¢ciu stresu. Prowadzito to do spodziewanego wzrostu ilosci
mRNA w jadrze komorkowym. Nastepowat takze wzrost ilosci transkryptow w cytoplazmie,
przy jednoczesnym demontazu SG. Wskazuje to na udzial transkrytomu SG w pierwszych
etapach ekspresji genéw po hipoksji. Dokonano takze pomiarow masy i dtugosci korzeni po
zadziataniu LMB. Wykazano, ze wzrost obu badanych parametrow po szesciu godzinach
ponownego natlenienia w porownaniu do hipoksji. Oznacza to, ze przy braku nowych
transkryptow przez pierwsze godziny po ustgpieniu stresu ilos§¢ mRNA pochodzacych z SG i
cytoplazmy jest wystarczajaca do wzrostu siewek. Intersujacym wydaje si¢ porOwnanie tego
eksperymentu z wynikami uzyskanymi z korzeni traktowanych inhibitorami syntezy biatka. W
tym doswiadczeniu zatrzymanie translacji od razu negatywnie wpltywato na wzrost 1 mase
korzeni. Dowodzi to niezbednej szybkiej syntezie biatka na dostgpnym mRNA dla regeneracji
organizmu roslinnego po stresie hipoksji. Powyzsze wyniki badan wskazuja, ze SG sa gtownym

zrédtem mRNA dla maszyny translacyjnej podczas pierwszych godzin trwania reoksygenacji.

6.3 CHARAKTERYSTYKA CIAL. DWUSTREFOWYCH JAKO NOWEGO TYPU CIAL
STRESOWYCH U ROSLIN

W  korzeniach tubinu poddanego stresowi hipoksji obserwowano niejednolite
strukturalnie ciata stresowe. Analiza ultrastrukturalna wykazala, ze sktadajg si¢ z dwoch stref:
pierscienia oraz czesci centralnej. Pierwszy z nich utworzony jest z gesto zwinietych wiokien
tworzacych zewnetrzng strefe, natomiast drugi jasniejszy wypetnia srodek SG. W pierscieniu
wykazano obecnos¢ biatlek PAB2 oraz poli(A) RNA, natomiast w strefie centralnej obecne sa
rybosomy. Obecno$¢ poli(A) RNA w pierScieniu potwierdzono stosujac mikroskopie
wysokorozdzielcza STORM. W obu obszarach wykryto natomiast takze rozne typy mRNA.
Otrzymane wyniki jasno wskazuja, ze u L. angustifolius podczas stresu hipoksji wystepuja
nieopisane dotad u roslin dwustrefowe ciata stresowe.

Ta niespotykana morfologia moze mie¢ istotne znaczenie funkcjonalne, na co wskazuje
rozna dystrybucja molekut w obu czgsciach SG. Obecnos¢ w pierscieniu poli(A) RNA i PAB2
wskazuje na wystepowanie w tym obszarze 3’ konca mRNA. Natomiast zastosowanie sond do
srodkowych obszaréw L37, L44 HUP7 i RPB1 mRNA wykazato obecnos¢ tych fragmentow
dos¢ jednolicie w catej strukturze. Podjeto probe lokalizacji 5° koncow mRNA. To zadanie
okazalo si¢ trudne technicznie i uzyskano pozytywne rezultaty tylko dla RPBI i HUP7 mRNA.
Prawdopodobnie wynika to z silnej asocjacji biatek, na przyktad CBP (z ang. cup binding
protein), czy innych zwigzanych z modyfikacja konca 5. Dla obu badanych transkryptow
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koniec 5’ wystepowat tylko w pier§cieniu SG. Otrzymane wyniki wykazaly, ze koniec 3> mRNA
wystepuje w pierscieniu, fragment srodkowy czterech mRNA w centrum a koniec 5° dwdch
badanych transkryptéw takze w pier§cieniu. Jest to dos¢ niezwykte utozenie czasteczek mRNA
w tej strukturze. O podobnej dystrybucji RNA donoszono w paraspeckles u zwierzat (Clemson
1 wsp., 2009). Jest to ciato jadrowe zwigzane z odpowiedzig na stres, retencja RNA w jadrze
komorkowym, czy procesem karcynogenezy (Wang i Chen, 2020). W strukturze tej wazng rolg
odgrywa transkrypt NEAT1 2, ktory jest dlugim niekodujacym, uznawanym za szkieletowy
RNA. Jego dystrybucja jest bardzo specyficzna, a mianowicie konce 5’ 1 3’ s3 ulokowane w
peryferycznej czesci a fragment srodkowy w centralnej czgsci paraspeckles. Obecnie uwaza
sie, ze takie utozenie jest odpowiedzialne za integracje tej struktury a brak srodkowej czesci
transkryptu powoduje rozpad paraspeckles. Wykazano takze, ze wlasnie ten fragment po
polaczeniu z biatkami odpowiada za separacje¢ faz i powstawanie tej struktury. Uktad czgsteczek
NEAT1 2 jest podobny, jak wykazano dla transkryptow w SG. Jednakze NEAT1 2 w
paraspeckles jest RNA niekodujacym i pelni raczej funkcje strukturalng a obecne w SG u tubinu
RPB1 i HUP7 koduja biatka petnigce odpowiednio funkcje w transkrypcji i odpowiedzi na stres
niedotlenienia. Dlatego wydaje si¢, ze pomimo podobnego utozenia transkryptdow w obu
strukturach, w SG moze ono petni¢ inng funkcje. Wiadomym jest jednak z badan komodrek
zwierzecych, ze struktura RNA w SG ma wazne znacznie dla funkcjonowania i biogenezy tych
struktur. W SG odnajdywano raczej dtuzsze RNA o liniowej formie, co ma utatwia¢ kontakt z
innymi RNA i biatkami (Van Treeck i wsp., 2018). Jednak czy przedstawiony wyzej uktad
transkrytpow w SG u tubinu sprzyja takim asocjacjom wymaga dalszych badan i wyjasnienia
w przysztosci.

W centralnej czg$ci dwustrefowych ciat stresowych u tubinu wystgpuja rybosomy, na
co wskazuje obecno$¢ 18 1 26S rRNA oraz obserwacje ultrastrukturalne. U badanego gatunku
obserwowano takze wyzszy poziom 26S rRNA w otaczajacej SG cytoplazmie. U zwierzat
opublikowano podobne wyniki (Reineke i wsp., 2012). Moze to wskazywa¢ na rozpad
rybosomu w tym obszarze, poniewaz w SG wykryto tylko mala podjednostke. Jednak do tej
pory nie prowadzono takich badan w komorkach roslinnych. Wyniki niniejszej pracy wskazuja
na mozliwo$¢ zachodzenia takiego zjawisko u tubinu podczas stresu hipoksji. Nalezy
zaznaczy¢, ze zarowno 18S i 26S rRNA wystepowat na bardzo niskim poziomie w pierscieniu,
aczkolwiek wzgledna ilo§¢ rRNA wystepujacego w matej podjednostce byta wyzsza.

Obecnos$¢ rybosomow w centralnej czgsci SG stawia pytanie, czy mogg by¢ one
aktywne translacyjnie 1 z jakimi mRNA mogg by¢ potaczone. W przypadku tubinu w §rodkowe;j
strefie SG wystepuje gtéwnie mRNA ADH1. Wszystkie sondy do tego transkryptu pokazywaty
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taka samg lokalizacj¢. ADHI jest biatkiem bioragcym udzial w fermentacji alkoholowej, ktora
jest niezbedna do regeneracji NADH biorgcego udziat w glikolizie. Poziom eksprymowania
tego genu jest jednym z najwyzszych podczas hipoksji (Mustroph i wsp., 2009). [lo§¢ mRNA
ADHI1 silnie wzrastala u tubinu, na co wskazywaly wyniki qPCR, RNA-seq a takze
hybrydyzacji in situ. Zatem mozliwy jest wysoki poziom translacji tego biatka nie tylko w
cytoplazmie ale takze w centralnej strefie SG. Bytoby to do$¢ zaskakujace, tym bardziej, ze
do$¢ powszechnie uwaza si¢, ze w SG wystepuje mRNA odlaczony od rybosoméw 1 nie
ulegajacy translacji (Maruri-Lopez i wsp., 2021; Kearly i wsp., 2024). Na mozliwos¢
zachodzenia syntezy biatka w SG wskazuja wyniki prac Mateju i wsp. (2020) prowadzonych
na komorkach zwierzat. W SG moga by¢ obecne transkrypty bedace w stadium inicjacji
elongacji, czy terminacji translacji. Pokazano takze, ze mRNA stanowigce matryce w syntezie
biatka sg bardziej dynamiczne, niz nietranslatowane i moga przemieszcza¢ pomiedzy SG i
cytoplazma w obu kierunkach. Wyniki te wskazuja, ze same $rodowisko SG nie powoduje
zahamowania syntezy biatka. W korzeniach tubinu SG moga nawet sprzyjaé translacji,
poniewaz w czg$ci centralnej obecne sg sktadajace si¢ z obu podjednostek rybosomy. Zatem,
czy na wszystkich mRNA moze by¢ prowadzona synteza bialka podczas hipoksji w SG?
Wydaje sig¢, ze tym co rdznicuje mozliwo$¢ translacji transkryptéw u roslin moze by¢ ich
utozenie w tej strukturze. Tylko mRNA ADHI1 jest catkowicie ulokowany w centralnej czesci
SG. Z kolei w przypadku pozostalych mRNA, srodkowe fragmenty, moga wystepowa¢ w obu
strefach SG. Natomiast konce 5’1 3’ tych transkryptéw sg umocowane w pierscieniu, gdzie nie
ma rybosomow. Zakotwiczenie koncow transkryptu w miejscu gdzie brak jest rybosoméw
uniemozliwia zainicjowanie procesu translacji. Podsumowujac, uzyskane wyniki dowodza, ze
dwustrefowos$¢ cial stresowych u roslin moze mie¢ znacznie funkcjonalne. Potencjanie taki
rozktad molekut, w tym mRNA, moze mie¢ zwigzek z dostepnoscig sekwencji dla interakceji z
biatkami, czy innymi transkryptami. Dodatkowo ujawniono mozliwo$¢ strukturalnej regulacji
procesu translacji r6znych mRNA w obrebie SG. |Jednakze udziat tego mechanizmu w tym

procesie pozostaje kwestig otwartg i wymaga dalszych badan w przysztosci.

6.4 UDZIAL M6A W ODPOWIEDZI NA STRES NIEDOTLENIENIA ORAZ BIOGENEZE
SGS U ROSLIN

W warunkach niedotlenienia w komorkach korzeni tubinu zaobserwowano wzrost
ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane w regulacje modyfikacji m6A. Znaczaco
zwickszyla si¢ ekspresja gendw kompleksu metylujacego MTA, HAKAI, jak 1 jednej z

demetylaz, ALKBH9B. Sprawdzono, czy ma to swoje odbicie w zmianach poziomu mo6A
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zardwno in situ, jak 1 w catym transkryptomie. W komorkach korzeni tubinu nastapil wzrost
iloSci m6A w cytoplazmie podczas stresu hipoksji. Obserwowano takze obecno$¢ tej
modyfikacji w SG. Wskazuje to, ze m6A bierze udziat w odpowiedzi na stres niedotlenienia na
poziomie struktur komoérkowych. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze m6A pomimo tego, ze
wystepuje gldownie w mRNA, w pewnej ilo$ci moze takze by¢ obecne w rRNA (Roundtree i
wsp., 2017). Dlatego tez podj¢to kolejne badania ktore byly prowadzone na poli(A) RNA, badz
na poszczegolnych mRNA.

Zastosowanie techniki MetRNA-seq pozwolito na sprawdzenie rozmieszczenia i
poziomu m6A oraz odniesienie do poziomu ekspresji gendéw podczas hipoksji. Wykazano
negatywng korelacje pomigdzy iloscig m6A a poziomem mRNA, co moze by¢ zwigzane z
dystrybucja tej modyfikacji w obrgbie transkryptow. W wielu badaniach, zaréwno na roslinach,
jak 1 innych eukariontach, wykazano, ze w m6A wzbogacane jest mRNA gléwnie w obszarze
3’UTR i w poblizu kodonu STOP, zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i stresowych.
Rozktad ten jest silnie konserwowany miedzy organizmami (Hu 1 wsp., 2022). N6-
metyloadenozyna w tych regionach petni funkcje stabilizujgca transkrypty (Luo 1 wsp. 2020;
Hou i wsp. 2021; Hu i wsp. 2022). Wyniki uzyskane u tubinu potwierdzaja powyzsze
obserwacje. Interesujace jest, ze po sze$ciu godzinach niedotlenienia zaobserwowano
nieznaczny wzrost poziomu m6A w obrgbie 3’UTR 1 kodonu STOP transkryptow, a nastgpnie
jego zmniejszenie po pigtnastu godzinach stresu. Co wigcej miato to przetozenie na korelacje
pomiedzy wzbogaceniem, a stabilizacjg transkryptéw. Zwiekszenie poziomu modyfikacji w
obszarze odpowiedzialnym =za stabilizacj¢ w szoOstej godzinie hipoksji, skutkowalo
dysproporcja w ilosci gendéw o wysoce obnizonej ekspresji. Wigcej gendéw o niskim
wzbogaceniu w m6A charakteryzowato si¢ znacznym spadkiem ekspresji, niz tych o wysokim
wzbogaceniu. Natomiast gdy zmienita si¢ dystrybucja m6A w transkryptach po pigtnastu
godzinach hipoksji, wszystkie geny, niezaleznie od stopnia obnizenia ekspresji, wykazywaty
zblizony poziom wzbogacenia.

Niemniej jednak globalne analizy wykazywaty opisany wyzej trend ale o nieznacznym
stopniu. Moze to wskazywa¢ na duza zmienno$¢ wsrod pojedynczych transkryptow.
Potwierdzaja to wyniki uzyskane u A. thaliana vjawniajace, ze roznice w regulacji stabilnosci
mRNA kierowanej przez m6A zalezne byty miedzy innymi od funkcji metylowanych genow,
udziatu poszczegolnych bialek kompleksu metylujacego, a takze etapu rozwoju (Anderson i
wsp., 2018; Hu 1 wsp., 2021; Shen 1 wsp., 2016). Otrzymane wyniki u tubinu potwierdzaj tg
hipotezg poniewaz wykazano istotng roznice w poziomie m6A pomiedzy genami zwigzanymi

i niezwigzanymi z odpowiedzia na hipoksje. Ujawniono technika meRIP-RT-qPCR, ze
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transkrypty ktorych ekspresja wzrosta, miaty niski poziom m6A i odwrotnie mRNA, ktorego
ilos¢ spadala podczas stresu charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem tej modyfikacji.
Prezentowane wyniki dotyczyly jednakze poszczegdlnych mRNA izolowanych z catych
korzeni, dlatego w kolejnym etapie badan podjeto probe powigzania otrzymanych wynikow
dotyczacych poziomu ekspresji 1 m6A z miejscem ich wystgpowania w komorce, ze
szczegOlnym uwzglednieniem SG.

Wykazano odmienng lokalizacj¢ badanych transkryptow w SG. Obserwowany takze
mo6A w granulach stresowych oraz powszechnos¢ tej modyfikacji sktania do zadania pytania o
selektywno$¢ gromadzenia metylowanych transkryptéw w SG. Ries i wsp. (2019) wykazali, ze
poziom m6A w mRNA izolowanych z SG komorek zwierzecych byt okoto 50% wyzszy niz w
catkowitym RNA. Nie wszystkie gromadzone w SG transkrypty u tubinu cechowaty si¢ jednak
wysokim poziomem m6A. Przykladem jest gen odpowiedzi na stres, HUP?7, ktérego transkrypt
réwniez byt obecny w SG, mimo braku wyraznie podwyzszonego poziomu metylacji
adenozyny. Wiadomym jest, Ze niezaleznie od petnionej funkcji, RNA moze by¢ akumulowane
w SG (Tong 1 wsp., 2022). Obecnos¢ transkryptéw HUP7 w SG moze wynikac z ich duzej ilo$ci
w cytoplazmie. Wykazano, ze lokalne wysokie stezenie RNA moze wyzwala¢ montaz SG
(Campos-Melo i wsp. 2021). Wysoka aktywno$¢ transkrypcyjna HUP7 mogtaby prowadzi¢ do
zwigkszonego poziomu mRNA w cytoplazmie, co skutkowatoby ich rekrutacja do SG. Z
drugiej jednak strony, transkrypty ADH1, mimo ich wysokiej, cho¢ nizszej niz HUP?7, ekspresji
nie byly obecne w SG. Jednakze w warunkach stresowych, nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian poziomu metylacji adenozyny w mRNA ADHI w odniesieniu do
warunkow kontrolnych. Wskazuje to, ze wigksze znaczenie w selektywnej sekwestracji mRNA
w SG u roslin moze mie¢ wzrost poziomu m6A w odpowiedzi na stres, a nie sam wyj$ciowy
poziom tej modyfikacji.

N6-metyloadenozyna moze by¢ zwigzana z powstawaniem granul stresowych oraz
sekwestracja mRNA, co potwierdza m.in. obecnos$¢ biatka rozpoznajacego m6A, ECT2, w tych
strukturach podczas niedotlenienia u 4. thaliana. W komoérkach ludzkich zar6wno m6A RNA,
jak 1 biatka je rozpoznajace gromadza si¢ w SG (Fu i Zhuang, 2020). Wykazano rowniez
wzajemng zalezno$¢ miedzy obecnoscig biatek z domeng YTH w SG a obecnosciag m6A RNA
w tych strukturach, sugerujac ich udzial w kierowaniu metylowanych mRNA do granul
stresowych (Anders i wsp., 2018; Ries i wsp., 2019). U roélin biatko ECT2, glownie
cytoplazmatyczne, przemieszcza si¢ si¢ do SG w warunkach stresu cieplnego, gdzie tworzy
kompleksy z m6A RNA (Scutenaire 1 wsp., 2018). Uzyskane wyniki niniejszej pracy po raz
pierwszy wskazuja na podobny mechanizm u ro$lin. U mieszanca ABI3:MTA x ECT2-GFP o
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obnizonym poziomie metylacji m6A o ponad 85%, biatko ECT2 nie akumulowato w granulach
stresowych. Jednocze$nie $redni poziom poli(A) RNA w tych strukturach byt o 20% nizszy w
porownaniu do typu dzikiego. Wskazuje to, ze ECT2 moze przemieszcza¢ si¢ do granul
stresowych wyltacznie w kompleksie z RNA zawierajacym m6A, a wigc m6A odgrywa
bezposrednia rol¢ w gromadzeniu przynajmniej pewnej czgsci mRNA w SG.

Interakcja biatek z domeng YTH oraz wysoce metylowanych mRNA promuje proces
separacji fazowej (LLPS), co moze odgrywac¢ kluczowg role w tworzeniu SG (Ries 1 wsp,.
2019; Gao 1 wsp., 2019; Wang i wsp., 2020). U mieszanca ABI3:MTA x Rpb747b-GFP
obnizony poziom metylacji skutkowal zmniejszeniem liczby SG w komorkach korzeni 4.
thaliana o okoto 40%. Dodatkowo badania lokalizacji m6A ujawnily, ze stosunkowo wysoki
poziom m6A w SG u tubinu zmniejsza si¢ w miarg przedluzania warunkow stresowych.
Podobnie, u 4. thaliana nie zaobserwowano akumulacji m6A w SG podczas dhugotrwatego,
trzydniowego niedotlenienia. Interesujace jest jednak to, ze biatko ECT2, ktore nie gromadzito
si¢ w SG u mutanta o niskim poziomie metylacji adenozyny, pomimo braku akumulacji m6A
w SG bylto obecne w tych strukturach u typu dzikiego w trzecim dniu niedotlenienia Sugeruje
to, ze obecnos¢ m6A RNA w poczatkowych etapach formowania SG jest kluczowa dla
rekrutacji ECT2. Powyzsze wyniki jednoznacznie wskazuja, ze N6-metyloadenozyna odgrywa
istotng rolg¢ w tworzeniu 1 sktadzie SG u ro$lin podczas pierwszych etapow ich montazu.

Dalszych badan wymaga natomiast zaobserwowany spadek iloci m6A w SG podczas
stresu, cho¢ ostatnie wyniki Fan i wsp. (2023) moga wskazywac na potencjalny mechanizm
tego zjawiska. Wykazano, ze transpozon RNA Onsen, na skutek metylacji adenozyny, jest
transportowany do SG zawierajacych demetylazg ALKBH9B podczas stresu biotycznego.
Autorzy sugeruja funkcj¢ m6A w mechanizmie thumienia ruchliwo$ci transpozonéw, ktory
obejmuje sekwestracje¢ RNA transpozonu w SG. Obecnos$¢ aktywnego ALKBH9B w SG
wyjasniatoby spadek ilosci m6A w SG, ktoéry obserwowano w kolejnych etapach stresu
niedotlenienia u tubinu. Jednakze Fan i wsp. (2023) nie ujawniaja obnizenia poziomu m6A w
SG w miarg trwania stresu biotycznego,

Uzyskane wyniki prezentowanej dysertacji wskazuja na udziat m6A w odpowiedzi na
stres hipoksji. Moze on by¢ zwigzany zaréwno z regulacja, w tym obnizeniem ilosci mRNA ale
takze z przechowywaniem transkryptow na okres po zakonczeniu stresu. Te dwa zjawiska moga
odbywac¢ si¢ rownoczesnie ale w roznych rejonach komorki. Wykazanemu w pracy spadkowi
ilosci pewnych mRNA towarzyszy wzrost poziomu m6A w hipoksji. Jak pokazaly wyniki
uzyskane technikami in situ zjawisko to wystepuje gtownie w cytoplazmie. Sugeruje to

efektywniejsze dzialanie nukleaz na RNA zawierajacych m6A. W prezentowanej dysertacji
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ujawniono takze, ze w pierwszych etapach hipoksji w SG znajduje si¢ RNA z modyfikacja
m6A. Natomiast u mutanta A. thaliana o obnizonej ilosSci m6A wykazano zmniejszanie
poziomu poli(A) RNA w SG. Wynika z tego, ze m6A jest konieczne dla rekrutacji czeSci mRNA
do granul stresowych. Jednak w celu ochrony mRNA przed degradacja w tych strukturach na
pézniejszych etapach stresu, ALKBH9B moze demetylowac¢ transkrypty. Dane RNA-seq
wspierajg ten mechanizm u tubinu ujawniajgc wzrost aktywnosci homologu tego genu w stresie
niedotlenienia. Dodatkowo SG s3a jednym miejsc w komorce, gdzie obserwowano spadek
poziomu m6A podczas hipoksji u tubinu. Tak przechowany mRNA w SG jest wykorzystywany
po zakonczeniu stresu do szybkiej translacji. Wynika z tego, Zze rola m6A w odpowiedzi na stres
hipoksji u roslin jest bardzo zlozona. Wraz z mechanizmami ktoére podczas transkrypcji
metylujag adenozyng w pozycji 6 oraz dzialania demetylaz waznym aspektem w

funkcjonowaniu tej modyfikacji jest lokalizacja komorkowa poszczegdlnych mRNA.
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