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EPIGENTYCZNE MECHANIZMY REGULACJI ODPOWIEDZI ROSLIN NA INDUKOWANY CIEMNOSCIA PROCES
STARZENIA LISCIA JECZMIENIA JAKO NOWE PERSPEKTYWY W ZWIEKSZANIU TOLERANCII ROSLI UPRAWNYCH
NA STRES

1. Hipoteza badawcza

Remodelowanie chromatyny poprzez post-translacyjne modyfikacje histonow, metylacja DNA oraz
zalezna od ATP reorganizacja nukleosomow przedstawiajg powszechny mechanizm regulacji ekspresji genow.
Badania epigenetyczne i epigenomiczne regulacji ekspresji genow w odpowiedzi na dane czynniki stresowe,
a takze specyfika tej regulacji u roslin uprawnych pozostaje zagadnieniem nierozpoznanym. Modyfikacje
genetyczne sa powszechnie wykorzystywane w celu poprawienia jakosci i wydajnosci plonu, jednakze
modyfikacje epigenetyczne stanowia w tej kwestii obiecujacag alternatywe.

Jak dotad, badania prowadzone przez autorke niniejszego projektu, pozwolity na opracowanie modelu
obrazujacego wczesne i pozne zdarzenia podczas indukowanego ciemnoscig procesu starzenia lisci jeczmienia
(ang. dark-induced leaf senescence, DILS). Co wigcej, badania wskazaty krytyczne przedziaty czasowe dla
odwrdcenia procesu starzenia, prowadzacego do fazy Smierci komorek liscia. Dotychczasowe prace badawcze
pozwolity  ponadto  wskaza¢  najistotniejsze  réznice  transkryptomiczne  pomigdzy  DILS
a starzeniem rozwojowym, do ktérych zaliczy¢ mozna m.in. aktywne modyfikacje DNA w przypadku DILS. Na
tej podstawie, mozna wnioskowac o obecnosci dodatkowego, dotad nie odkrytego, przetacznika molekularnego
pomigdzy zdolno$cig komorek do przezycia, a ich $miercig, funkcjonujacego w mysl prostej zasady "zy¢ albo
umierac".

Whioski z badan przyczynity si¢ do sformulowania obecnej hipotezy badawczej, ktéra brzmi:
mechanizmy rearanzacji chromatyny w odpowiedzi na indukowane starzenie jako bodziec srodowiskowy,
kontroluja szybko$¢ procesu starzenia lisci poprzez: i) wprowadzenie liscia na droge starzenia, (ii)
kontrolowanie remobilizacji zaleznej od starzenia, (iii) przekierowanie liscia ze starzenia w faze Smierci.

Celem projektu jest zatem uzyskanie nowej wiedzy na temat epigenetycznej regulacji
indukowanego starzenia i oparta na danych empirycznych dyskusja nad mozliwoscia wykorzystania tej
wiedzy dla poprawy jakosci i/lub wydajnosci upraw.

2. Metodyka

Aby pozna¢ kompleksowe procesy epigenetyczne zwigzane z DILS w jgczmieniu, funkcjonujace jako
potencjalna strategia przezycia lub $mierci komorki, a takze jego role aklimatyzacyjng i zdolno$¢ dziedziczenia
tych mechanizmoéw, analizie zostanie poddany zaréwno mechanizm epigenetyczny DILS, jak
i procesu starzenia rozwojowego (ang. developmental leaf senescence, DLS). Cel ten osiggnigty zostanie
poprzez: (i) okreslenie zmian transkryptow gendow zwigzanych z metylacja DNA i modyfikacjami post-
translacyjnymi histonow (PTM) podczas DILS i DLS, za pomoca TagMan Real-Time gPCR; (ii) okreslanie
stopnia kontroli DILS i DLS poprzez metylacje DNA - z zastosowaniem sekwencjonowania 0 zmniejszonej
reprezentacji mostkow dwusiarczkowych (RRBS); (iii) okreslenie stopnia kontroli DILS i DLS poprzez
modyfikacje histonow, wykorzystujac mapowanie modyfikacji histonéw i lokalizacje¢ biatek wiazacych DNA
(Chip seq); (iv) przygotowanie transgenicznych linii jeczmienia z defektami w obrgbie genéw biorgcych udziat
w metylacji DNA i/lub modyfikacji histonéw z zastosowaniem podejscia RNAi oraz profilowanie transkryptomu
ro$lin typu dzikiego i transformantéw, co pozwoli wnioskowac o interakcji mechanizmow epigenetycznych z
siecig metaboliczna, ktora organizuje DILS przy uzyciu technik RNA-Seq, a nastgpnie NGS. (V) Aby uzupehnié
powyzsza kwesti¢ i dowiedzie¢ si¢, czy markery epigenetyczne w DILS sg dziedziczone (1) mitotycznie (w ciagu
jednego pokolenia) i/lub (2) mejotycznie (dziedziczenie miedzypokoleniowe), w dalszych etapach projektu
planuje si¢ : (1-dziedziczenie mitotyczne) - ponowne zazielenienie liSci w fazie starzenia indukowanego
ciemnoscig przez wystawienie ich na dziatanie $wiatlta i mierzenie profilu metylacji DNA po ponownym
zazielenieniu (jezeli metylacja DNA zostanie zachowana, liScie przejdg powtarzajacg si¢ inkubacje w ciemnosci
i poprzez fenotypowanie zostanie ocenione, czy starzenie jest opdznione); (2-dziedziczenie mejotyczne) -
zbieranie nasion z roslin, u ktérych proces starzenia w ciemnosci zostat zainicjowany, a nastgpnie ponownie
eksponowano rosliny na dziatanie §wiatta. W uzyskanym pokoleniu F1 zostanie dokonany pomiar profilu
metylacji DNA i jesli indukowane stresem epigenetyczne modyfikacje zostang zachowane w F1, liscie beda
przechodzi¢ powtarzajaca si¢ inkubacj¢ w ciemnosci, a nastgpnie poprzez fenotypowanie zostanie ocenione, czy
proces starzenia jest op6zniony.

3. Przewidywany wplyw na rozwoj dziedziny naukowej
W $wietle obecnych badan nad poprawa wydajnosci i jakosci plonu, poglebienie wiedzy nad epigenetycznymi
regulatorami procesu starzenia indukowanego stresem, a takze lezacy U jego podstaw mechanizm molekularny,
wydaje si¢ mie¢ charakter priorytetowy. Zrozumienie mechanizmu regulatorow epigenetycznych i ich sieci
regulacyjnych w tym procesie bedzie potencjalnym narzedziem do dalszego wykorzystania w kierunku
zrownowazonego rolnictwa (tzw. epibreeding). Ponadto pozadane jest opracowanie nowych strategii uprawnych,
w ktorych nalezy uwzgledni¢ zmiennos$¢ epigenetyczna. Wydaje si¢ to jeszcze bardziej realistyczne biorgc pod
uwage rozwoj technologii genomicznych i obnizanie kosztow sekwencjonowania nowej generacji.



