1. OPIS PROJEKTU DOKTOSKIEGO (4000 znakéw max., tacznie z celami i planem pracy)

Tytut projektu: Udziat transkryptomu jgdrowego w powstawaniu granul stresowych u
roslin
1. Cele projektu :
Problem badawczy tego projektu dotyczy molekularnych mechanizmow reakcji roslin na stres
abiotyczny. Celem gtéwnym projektu jest poznanie skfadu granul stresowych (RNA) oraz roli jakg

w ich tworzeniu petni transkryptom jadra komorkowego

Cele szczegotowe:

1. Poznanie transkryptomu granul stresowych (SG) w celu ujawnienia
mechanizméw tworzenia i funkcjonowania tych struktur,

2. Rozszyfrowanie interakcji miedzy jadrem komoérkowym a SG podczas kolejnych
etapow stresu aby poznac funkcje transkryptéow jgdrowych w biogenezie granul
stresowych,

3. Identyfikacja biatek RBP (RNA binding protein) biorgcych udziat w selektywnym

transporcie RNA z jadra komérkowego do SG.

1.1. Ogodlna charakterystyka projektu

Ekstremalne warunki $rodowiskowe wymagajg wyjatkowych reakcji na poziomie genomowym, ktére
zwiekszajg adaptacje do stresu. Rosliny sg organizmami, ktorych miejsce zycia jest trwale zwigzane z
miejscem wykietkowania. Dlatego plastycznosc ekspresji gendw w odpowiedzi na stres jest bardzo wazna.
Te procesy sg regulowane jednoczesnie na poziomie transkrypcyjnym i popostranskrypcyjnym (PTGR)
(Litholdo i Bousquet-Antonelli 2019). Ostatnio wykazano, ze jednym z waznych mechanizméw PTGR w
niekorzystnych warunkach u roslin jest przestrzenna organizacja transkryptomu w komarkach. Wykazalismy,
ze podczas stresu hipoksji nastepuje retencja RNA w jagdrze komdérkowym a w cytoplazmie powstajg granule
stresowe (SG) bogate w nietranslatywny RNA. Uwaza sie, ze tworzenie SG ma bezposredni wptyw na
ekspresje gendw podczas stresu (Guzikowski et al. 2019), poniewaz przechowywany w nich RNA obniza
posrednio tempo syntezy biatka. Dodatkowo sugeruje sie, ze przechowywany w nich RNA moze by¢
wykorzystany w komodrce po ustaniu warunkéw stresowych.

Pewnym zaskoczeniem byly nasze badania wstepne ujawniajace, ze zatrzymanie a nawet obnizenie
efektywnosci transportu jgdrowo-cytoplazmatycznego hamuje powstawanie SG. Towarzyszyto temu
zmniejszenie ilosci poli(A) RNA w cytoplazmie. Wskazuje to na udziat pewnych transkryptéw jadrowych w
powstawaniu granul stresowych. Nasze wyniki potwierdzajg takze dane literaturowe (i) aktynomycyny D
(ActD) stosowana w komarkach zainfekowana wirusem virus 1A (CrPV-1A) hamuje transkrypcje gospodarza
co uniemozliwia tworzenie SG (Khong et al. 2017); (ii) ActD hamuje sktadanie SG pod wptywem arsenianu;
ActD powoduje translokacje jagdrowego biatka HuR do cytoplazmy; translokacja biatek HuR do cytoplazmy
prowadzi do rozpraszania stresowych granul (Bounedjah et al. 2014);

Powyzsze dane wskazujg na udziat jagdrowych RNA w tworzeniu SG. W celu weryfikacji tej hipotezy doktorant
przeprowadzi (i) identyfikacje RNA pochodzacych z jadra, ktére wystepujg w SG; w tym celu przeprowadzi
inkubowaé komorki poddane stresowi z uzyciem BrU (analogu urydyny); kiedy nowo transkrybowany RNA
opusci jadro komdrkowe, wyizoluje SG i z sekwencjonuje RNA zwierajgce BrU (ii) poréwnanie transkryptomu
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jadrowego roslin poddanych stresowi, traktowanych i nietraktowanych leptomycyng B (inhibitor transportu
jadrowo-cytoplazmatycznego, aby zidentyfikowac potencjalne RNA, ktérych zatrzymanie w jagdrze powoduje
hamowanie tworzenia SG; (iii) sprawdzenie czy w SG s3 jagdrowe ,seeds” RNA; badanie czy w mutantach A.
thaliana z zaburzong ekspresjg potencjalnych ,seeds” RNA.

Proponuje tutaj projekt doktoratu dotyczacy mechanizméw odpowiedzi roslin na stres abiotyczny, ktéry
taczy szereg sciezek eksperymentalnych i znacznie poprawi nasze zrozumienie roli SG w tym zjawisku. W
przedstawionym projekcie chcemy zbadac zupetnie nowg kwestie, ktéra dotychczas nie byta podejmowana,
czyli udziat transkryptomu jagdrowego w formowaniu SGs, struktur bedgcym gtéwnym miejscem kumulacji
RNA w cytoplazmie podczas stresu.

1.2.

1.3.

1)
2)
3)
4)
5)
6)

1.4.

Plan pracy

1) Hodowla siewek A. thaliana w kulturach in vitro w warunkach fizjologicznych i stresu hipoksji

2) lzolacja i analiza transkryptomu SG (techniki RIP, RNA-seq)

3) Sledzenie i identyfikacja transkryptéw jagdrowych w SG (techniki z uzyciem BrU, RIP, BrU-RNA-
seq)

4) Wewnatrzkomorkowa lokalizacja transkryptow obecnych w SG i jadrze komdrkowym
(hybrydyzacja in situ)

5) Badania transkryptomu jadrowego w warunkach stresu u roslin traktowanych i
nietraktowanych inhibitorami transportu jagdrowego (izolacja jader komodrkowych technika
INTACT i RNA-seq)

6) Analiza obecnosci granul stresowych w mutantach A. thaliana z knockout gendw kodujacych
RNA "seeds" (technika FISH)

7) Identyfikacja biatek zwigzanych z RNA pozostajgcych w jadrze komoérkowym i
transportowanych z jadra do SG w trakcie stresu (izolacja wybranych RNP oraz identyfikacja
biatek technikg bottom-up LC-MS/MS)

Literatura (max. 10 pozycji/sugestia lektury dla kandydatéw)

Maruri-Lépez et al. (2021) Front Plant Sci. 12:722643,;

Niedojadto et al. (2016) RNA Biol. 13:531-543;

Parker et al. (2020) eLife 9:e49658;

Guzikowski et al. (2019) Wiley Interdiscip.

Sorenson and Bailey-Serres (2014) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 111:2373-2378;
Sorenson and Bailey-Serres (2015) Methods Mol. Biol. 1284:209-219;

Wymagana wstepna wiedza i umiejetnosci kandydata/tki na doktoranta/ke

Kandydat/ka musi posiadac¢ tytut magistra z zakresu biologii molekularnej, biotechnologii,
biologii lub pokrewnych nauk. Kandydat/ka powinien/na by¢ gotowy/owa na nowe
wyzwania i entuzjastycznie podchodzi¢ do ich podejmowania. Doktorant/tka powinien/a
radzi¢ sobie z drobnymi niepowodzeniami w pracy naukowej oraz konsekwentnie dazy¢ do
osiggniecia wyznaczonych celéw. Osoba ubiegajgca sie o to stanowisko powinna
wykazywad zaangazowanie w prace naukowg oraz by¢ dyspozycyjna i gotowa do wyjazdéw
naukowych. Dodatkowo, mile widziane sg umiejetnosci z zakresu biologii komdrkowej i
molekularnej, takie jak techniki in situ, praca z RNA, genotypowanie czy hodowla A.
4



1.5.

thaliana. Wymagana jest rowniez biegta znajomos¢ jezyka angielskiego oraz doskonata
umiejetnos¢ pracy w zespole.

Oczekiwany rozwadj wiedzy i umiejetnosci kandydata/tki na doktoranta/ke

Podczas wykonywania doktoratu oczekuje sie, ze doktorant/ka stale bedzie
rozwijat/a swojg wiedze i umiejetnosci. Praca na tym stanowisku wymaga przede
wszystkim zdobywania nowych kompetenciji, interpretacji wynikow oraz rozwijania
nowych koncepcji w ramach prowadzonych badan.

W pierwszym roku pracy, doktorant’/ka powinien/a opanowacC podstawy
merytoryczne swoich badan oraz nauczy¢ sie technik izolacji jagder komorkowych i
granul stresowych, ekstrakcji z nich RNA oraz generowania bibliotek
ekspresyjnych. W kolejnym roku powinien/a osiggng¢ pierwsze wyniki z analizy
transkryptomu izolowanych struktur oraz z lokalizacji specyficznych RNA. Do konca
trzeciego roku pracy, doktorant’ka powinien/a dysponowa¢ wynikami
wystarczajgcymi do napisania pierwszej publikacji. W tym czasie powinien/a takze
przeprowadzi¢ identyfikacje biatek zwigzanych z konkretnymi RNA oraz analize
mutantéw.

Podczas pracy doktorskiej, Doktorant’ka bedzie objety/a opiekg naukowg
promotora oraz bedzie miat/a mozliwo$¢ rozwijania swoich umiejetnosci podczas
wyjazdédw naukowych i uczestnictwa w konferencjach naukowych.



