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Ekspresja genéw regulowana jest przez procesy epigenetyczne, wsrod ktorych acetylacja histonow
ma znaczacg rolg. Wysoki poziom acetylacji histonow jest zwigzany z aktywnoscia transkrypcyjna genow,
podczas gdy deacetylacja skutkuje zahamowaniem transkrypcji. Acetylacja reszt lizyn histonéw H3 oraz H4
jest katalizowana przez biatka o funkcji acetylaz (HAT) oraz deacetylaz (HDAC), a ich antagonistyczne
dziatanie wplywa na kondensacj¢/rozluznianie struktury chromatyny, co wptywa
na ekspresj¢ genoéw. Uznaje sie, Zze procesy epigenetyczne, w tym acetylacja histonéw, kontroluja
potencjal regeneracyjny tkanek roslinnych w kulturze in vitro, jednak dane eksperymentalne
potwierdzajace te¢ hipoteze sa nieliczne. Celem weryfikacji hipotezy o roli acetylacji histonow
w regeneracji roslin w kulturze in vitro przeprowadzone bgda badania z uzyciem modelowej dla genomiki
rosliny, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (rzodkiewnik pospolity) oraz rosliny uzytkowej, Hordeum
vulgare (L.) (jeczmien). Badania bgda ukierunkowane na opisanie zmian w acetylacji histonoéw, ktore
wplywaja na poziom transkrypcji genow podczas procesu somatycznej embriogenezy (SE) indukowanego
w kulturze in vitro Arabidopsis. Proces SE u Arabidopsis stanowi model do badan nad zjawiskiem
plastycznosci rozwojowej somatycznych komorek roslin i indukowany jest egzogenng auksyng. Badania
przeprowadzone przez Zespot Wnioskodawcy wykazaty, ze indukcja SE u Arabidopsis nastepuje takze na
pozywce bezauksynowej zawierajacej inhibitor deacetylaz, trichostatyne A (TSA). Embriogeniczny efekt
dzialania TSA wskazuje na zaangazowanie procesOw zwigzanych z acetylacjg i deacetylacjg histonow w
kontrolg SE. W zgodzie z ta hipoteza wykazalismy, ze TSA stymuluje aktywnos¢ gendéw kluczowych dla SE
i powoduje akumulacje w komorkach eksplantatu auksyny, ktora petni rolg induktora procesu SE.

Badania nad rola acetylacji histonow w indukcji SE u Arabidopsis skupia¢ si¢ beda na:
(1) identyfikacji genéw zaangazowanych w SE o ekspresji zaleznej od acetylacji histonow;
(2) stwierdzeniu, czy obserwowana w indukcji SE aktywacja genow po dzialaniu syntetyczna auksyna
2,4-D, zwiazana jest z acetylacja histonéw; (3) okresleniu zmian w poziomach acetylacji histonow
H3 i H4 wplywajacych na aktywnos$¢ genow kodujacych kluczowe dla SE czynniki transkrypcyjne;
(4) wskazaniu genéw acetylaz i deacetylaz uczestniczacych w SE oraz analizie aktywnosci podczas SE
kodowanych przez nie enzymoéw, HAT i HDAC. W badaniach wykorzystany bedzie rowniez jeczmien,
u ktorego zdolnos¢ do regeneracji in vitro roslin jest silnie zalezna od genotypu. Celem tej czeSci projektu
bedzie zbadanie, czy traktowanie TSA poprawi efektywnos$¢ regeneracji genotypow jeczmienia
uznanych za oporne w kulturze in vitro. Dodatkowo badania beda zmierzaé
do identyfikacji w genomie jeczmienia homologéw genéw uczestniczacych w TSA-zaleznej indukcji SE
u Arabidopsis

W badaniach wykorzystana zostanie tkanka pozyskana z kultur in vitro Arabidopsis oraz jeczmienia.
Dla realizacji celow projektu wykorzystane bedg nowoczesne techniki genomiki funkcjonalnej, w tym
RNA-seq, ChIP-qPCR, test ELISA, analiza immunohistochemiczna oraz bioinformatyczna. Technika
RNA-seq bedzie zastosowana do poréwnania transkryptomow eksplantatow Arabidopsis podlegajacych
indukcji embriogennej przez traktowanie kultury inhibitorem deacetylaz versus auksyna. Wyniki analizy
RNA-seq pozwolg zidentyfikowa¢ geny zaangazowane w proces SE u Arabidopsis o ekspresji kontrolowanej
przez acetylacj¢ histonow oraz postuzg do wskazania genow HAT i HDAC kontrolujacych stan acetylacji
histonow podczas tego procesu. Testem ELISA okreslony bgdzie poziom aktywnosci w SE kodowanych przez
te geny enzymoéw HAT i HDAC. Ponadto, analizy bioinformatyczne pozwolg na zidentyfikowanie
u jeczmienia homologdéw gendw Arabidopsis wytypowanych na podstawie wynikow RNA-seq, a w reakcji
RT-qPCR okreslony zostanie profil ekspresji tych genow w kulturze jeczmienia. Badania zmierza¢ beda takze
do okreslenia czasowo-przestrzennych zmian w poziomie acetylacji histonéw w kulturze embriogenicznej
Arabidopsis, ktére zostang okreslone na poziomie tkanki (detekcja immunohistochemiczna) oraz genow
(ChIP-gPCR). Do analizy ChIP-qPCR wybrane beda geny kodujace czynniki transkrypcyjne
o dobrze poznanej roli w SE, ktorych ekspresja, jak zaobserwowaliémy w badaniach pilotazowych, wzrasta na
skutek traktowania eksplantatow przez TSA.

Przeprowadzone w ramach projektu badania dostarcza nowych dla nauki informacji o roli
acetylacji histonow w zmianie programu rozwojowego somatycznych komoérek roslinnych. Wyniki
badan beda mieé¢ rowniez znaczenie aplikacyjne, gdyz sterowanie procesami epigenetycznymi
w kulturze in vitro moze byé¢ wykorzystane do poprawy zdolnoSci regeneracyjnych roslin waznych
uzytkowo roslin, w tym jeczmienia.



