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Modyfikacja RNA N8-metyloadenozyny (m®A) jako przypuszczalny przelacznik metaboliczny
miedzy przezyciem a Smiercia komérek w indukowanym starzeniu li§cia jeczmienia

Jednym z gléwnych wyzwan dzisiejszego $wiata jest rozw6j upraw dajacych wysokie plony i wartosci
odzywcze. Podstawowe znaczenie dla produkcji roslinnej ma produkcja zbdz, na ktora przeznaczone
jest 60% gruntow ornych na §wiecie. Poprawe efektywnosci plonowania zb6z mozna osiggnaé poprzez
regulacj¢ procesu starzenia, zar6wno w kierunku jego opozniania jak i przyspieszania. Opoznienie
starzenia liSci wydtuza okres ich intensywnej fotosyntezy co przektada si¢ na wyzsza zawarto$¢ skrobi
w ziarnach. Przyspieszenie starzenia skutkuje natomiast wigkszg iloscia azotu w masie zielonej co jest
cecha pozadang paszy dla zwierzat.

W ostatnich latach, w wielu pracach naukowych pojawity si¢ proby opisania i
scharkateryzowania epitranskryptomu, czyli zjawiska pojawiania si¢ odwracalnych modyfikacji RNA,
stanowigcych dynamiczng, dodatkowsg warstwe regulacji ekspresji genéw. Do najczesciej badanych
modyfikacji nalezy N&-metyloadenozyna, pojawiajaca si¢ wskutek dzialania kompleksu enzymu
metylotransferazy, a usuwana za pomocg enzymow demetylujacych. N®-metyloadneozyna bierze udziat
w regulacji takich procesow jak: transkrypcja, alternatywny splicing, alternatywna poliadenylacja,
eksport jadrowy, stabilizacja i degradacja mRNA. Udowodniono zwigzek podwyzszonego poziomu
modyfikacji m®A z procesami starzeniowymi w moézgu myszy, jednak znaczenie modyfikacji meA
podczas starzenia lisci, pozostaje zagadnieniem nierozpoznanym.

DILS - nasz model badawczy, to indukowana ciemno$cig seria transformacji na poziomie
cytologicznym, biochemicznym i molekularnym. Selektywnej, starzeniowo zaleznej remobilizacji
makroczasteczek w tym procesie towarzysza mechanizmy autofagii. Skutki procesow degradacyjnych
DILS s3 odwracalne nawet przy zaawansowanej autofagii. Efektywno$¢ regulacji proceséw starzenia
jest objawem witalnosci starzejacych si¢ komorek, ktore na kazdym etapie musza posiada¢ zdolnos¢ do
utrzymania homeostazy. W modelu zdefiniowali$my krytyczny etap decydujacy , w ktérym mozliwe
jest odwrocenie starzenia lisci i zapobiegnigcie $mierci komorki, nieznany jest jednak mechanizm jego
kontroli.

Przeprowadzili$my badania, ktorych wstepne wyniki sugeruja, ze podczas DILS dochodzi do
wzrostu poziomu ekspresji enzymow metylaz méA (,,writers”), czyli odpowiedzialnych za pojawianie
sic modyfikacji MPA. Wykazaliémy tez obecno$¢ tej modyfikacji za pomocg odpowiedniego
przeciwciata, w materiale wyizolowanym z li§ci jeczmienia ro$lin poddanych DILS.

Whioski z badan przyczynity sie do sformutowania hipotezy badawczej, ze potranskrypcyjna
modyfikacja m°A moze stanowi¢ dotychczas nieodkryty przelacznik metaboliczny miedzy
zdolno$cia komorki do przezycia a programowang Smiercia komorki.

Celem projektu jest zbadanie epigenetycznej regulacji starzenia liscia i zostanie osiagnigty dzigki

nastepujacym zadaniom badawczym:

1. Analizy zmian poziomu ekspresji wybranych genéw kodujgcych metylotransferazy m®A RNA,
demetylazy m°A RNA i biatka rozpoznajagce m®A RNA w odpowiedzi na DILS za pomoca
metody qPCR

2. Identyfikacja genow regulowanych poprzez modyfikacje m®A mRNA w odpowiedzi na DILS
z uzyciem innowacyjnej, wysokoprzepustowej metody MeRIP-seq.

3. Tlo$ciowa ocena poziomu modyfikacji m°A w roznych frakcjach RNA wyizolowanego z ro$lin
poddanych DILS, za pomoca analizy kolorymetrycznej.

4. Analiza poziomu modyfikacji m®A w réznych rodzajach RNA wyizolowanego z ro$lin
poddanych DILS, za pomocg techniki immuno-northern blot

Badania bedg przeprowadzane na mtodych siewkach jeczmienia, w ktorych proces starzenia liscia
bedzie indukowany. W $wietle obecnych badan nad poprawa wydajnosci i jakosSci plonu, poglebienie
wiedzy nad regulatorami procesu starzenia indukowanego stresem, a takze lezacy u jego podstaw
mechanizm molekularny, wydaje si¢ mie¢ charakter priorytetowy. Efektem projektu bedzie nowa
wiedza dotyczaca epigenetycznej i epitranskryptomicznej regulacji procesu starzenia umozliwiajaca
opracowanie przyjaznych dla srodowiska technologii, poprawiajacych wydajnos¢ upraw zboz.



