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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.7.2018, Zadanie 23.

Analiza zmiennos$ci epigenetycznej indukowane;j
stresem suszy oraz ocena jej stabilnosci
transgeneracyjnej w aspekcie tolerancji jeczmienia
na stres niedoboru wody

The analysis of the epigenetic diversity induced by drought stress and the
assessment of its transgenerational stability with respect to the drought stress
tolerance in barley

Stowa kluczowe: epigenetyka, jeczmien, NGS, stres, susza, zmienno$¢ transgeneracyjna

Metylacja cytozyny jest modyfikacja DNA odgrywajaca istotng role w regulacji
ekspresji gendw. Calosciowy profil metylacji cytozyny w genomie, okre§lany jako
metylom DNA, moze ulega¢ zmianom o charakterze dziedzicznym lub niedziedzicznym,
okreslanym zbiorczo jako zmiany epigenetyczne w DNA. Indukowane czynnikami
stresowymi zmiany epigenetyczne, a w Konsekwencji zmiany w aktywnosci
transkrypcyjnej gendéw, odgrywaja istotng rol¢ w procesie odpowiedzi ro$lin na nie-
korzystne warunki srodowiskowe. Dlugoterminowym celem wieloletniego projektu jest
weryfikacja hipotezy zakladajgcej, ze zmiany w metylacji DNA, indukowane podczas
stresu suszy, mogg mie¢ pozytywng wartos¢ adaptacyjng. W zwigzku z tym zaktada sig¢
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rowniez, ze indukcja nowych, korzystnych epialleli moze by¢ cennym narz¢dziem
stosowanym w hodowli roslin.
W roku 2018 realizowano dwa tematy badawcze.

TEMAT BADAWCZY 1

Globalne analizy transkryptomu roslin pokolenia EPI3, ktére sa potomstwem
roslin EPI2 wyprowadzonych w warunkach kontrolowanego eksperymentu
polowego w roku 2016, oraz analizy poréwnawcze transkryptoméw pomiedzy
wyprowadzonymi populacjami roslin

CEL

Podstawowym celem realizacji tematu badawczego 1 bylo uzyskanie globalnych
profili transkryptomicznych roslin pokolenia EPI3, ktore sa potomstwem 6 populacji
roslin EPI2 wyprowadzonych w warunkach kontrolowanego eksperymentu polowego w
roku 2016.

MATERIAL I METODY

Materiat badan stanowily rosliny jeczmienia jarego odmiany ‘Karat’ pokolenia EPI;
bedace potomstwem 6 populacji roslin pokolenia EPI, wyprowadzonych w roku 2016.
Rosliny hodowano w kontrolowanych warunkach szklarni WBiOS, w warunkach
identycznych jak w roku 2015. W celu analizy transkryptomu badanych roslin,
postepowano identycznie jak w poprzednich latach prowadzenia analiz RNA-Seq.
Analiza RNA-Seq przeprowadzona zostata na matrycy mRNA oczyszczonego z frakcji
rRNA i tRNA metoda deplecji z uzyciem bibliotek anty-rRNA i anty-tRNA. Gotowe
biblioteki potaczono w réwnomolowych ilosciach, po 6 probek, a nastgpnie
przeprowadzono generowanie klastrow i zsekwencjonowano je w trybie sparowanych
koncéw (PE) 2 x 76 pz, w Centrum Analiz Genomowych Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku, z wykorzystaniem sekwenatora NGS HiSeq 4000 firmy Illumina. Na
jednej sciezce zsekwencjonowano 6 prob RNA-Seq.

Jako$¢ uzyskanych danych sekwencyjnych byla oceniana przed analizg oraz
po kazdym z jej etapéw, za pomocg narzedzia FastQC (Babraham Institute, Cambridge,
Wielka Brytania). W zwiazku z wysoka jako$cig uzyskanych odczytow, zostaty one
poddane jedynie tagodnemu przycigciu i filtrowaniu. Odczyty zmapowano do genomu
referencyjnego jeczmienia (ASM32608v1.31 — Ensembl Plants) za pomocg narzgdzia
STAR umozliwiajagcego mapowanie z przerwami. Za pomocg wbudowanej opcji zliczano
ilosci odczytow mapujacych si¢ unikalnie do okre§lonych genow. Zliczenia odczytow
zostaly znormalizowane za pomocg algorytmu narzedzia DESeq2. Analiza roznic
w ekspresji gend6w pomigdzy probami, byta wykonywana rowniez za pomocg narzgdzia
DESeq2. Dalsza analize uzyskanych danych prowadzono z wykorzystaniem szeregu
dedykowanych pakietow w srodowisku R.
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WYNIKI

Przeprowadzono eksperyment zwigzany ze wzrostem opisanych powyzej grup roslin
w kontrolnych warunkach szklarniowych. Podczas eksperymentu kontrolowano warunki
wilgotnosciowe gleby w celu utrzymania stalego poziomu wilgotnosci wagowej gleby.
Warunki eksperymentu (gleba, wilgotnos¢ gleby, temperatura i o$wietlenie w szklarni
oraz pora roku) byly identyczne jak w latach poprzednich kompleksowego projektu, co
gwarantuje mozliwo$¢ pordwnania stanu transkryptomu analizowanych roslin miedzy
pokoleniami.

WNIOSKI

Przeprowadzone analizy jakosci i iloSci przygotowanych bibliotek potwierdzity
poprawne przygotowanie prob do analiz metodg RNA-Seq. Analizy bioinformatyczne
wykazaty, ze uzyskane wyniki umozliwiajg doktadng analiz¢ transkryptoméw badanych
ros§lin. Podczas przeprowadzonych analiz zyskano wysoki poziom unikalnie zmapo-
wanych odczytow w obrebie wszystkich prob. Nastepnie, wyniki przeprowadzonych
badan analizowano tgcznie z innymi wynikami w ramach tematu badawczego 2.

TEMAT BADAWCZY 2

Wielowymiarowe analizy bioinformatyczne i statystyczne danych uzyskanych
w toku realizacji projektu w latach 2014-2018

CEL

Celem tematu badawczego 2 byla pelna, wielowymiarowa charakterystyka zmian
w transkryptomie i metylomie ro$lin jeczmienia pokolenia EPI3 w stosunku do pokolen
poprzednich oraz pokolenia wyjsciowego EPIO, charakterystyka oraz ocena
odziedziczalnosci epialleli indukowanych w trakcie realizacji projektu w uktadzie
kumulacyjnym (EPIO, EPI1, EPI2) w odniesieniu do epitypu wyjsciowego EPIO oraz,
w konsekwencji, okreslenie mozliwosci wykorzystania indukowanej zmiennosci
epigenetycznej w pracach hodowlanych roslin zbozowych oraz jej pelna charakterystyka
molekularna i ocena wptywu na fenotyp.

MATERIAL I METODY

Material analiz stanowily wszystkie wyniki oraz surowe dane pochodzace z analiz
molekularnych 1 fenotypowych, uzyskanych w latach 2014-2018. Na podstawie
zebranych danych przeprowadzone zostaly ponownie analizy poréwnawcze ekspresji
genOéw oraz analizy poréwnawcze profili metylacyjnych roslin pokolen EPIO-EPI3.
Ponadto, przeprowadzono analizy oceny wptywu zmienno$ci metylacyjnej na zmien-
no$¢ transkryptomiczng, a takze analizy koncepcyjne wplywu zmiennosci
transkryptomu na szlaki metaboliczne i fizjologi¢ roslin, przejawiajace si¢ w zmia-
nach fenotypu/plonu ros$lin.

97



Jeczmien (Hordeum vulgare L.)

WYNIKI

W przeprowadzonych analizach wykazano, ze dos§wiadczanie stresu suszy w stadium
mejozy ale tez w stadium siewki indukuje szereg zmian w poziomie ekspresji genow.
Aby okresli¢ stopien odziedziczalno$ci wyindukowanych stresem niedoboru wody profili
ekspresyjnych, przeprowadzono szereg analiz w wielu ukladach poréwnawczych.
Wytypowano szereg gendéw zaangazowanych w kluczowe procesy odpowiedzi na wa-
runki niedoboru wody w glebie, jednakze odpowiedz na obydwa rodzaje suszy byla
zroznicowana. Kompleksowe analizy poréwnawcze kilku pokolen roslin badanych
podczas catego projektu umozliwily jednak wyciagniecie znacznie istotniejszych
wnioskow. Co szczegdlnie interesujace, wykazano, ze pewna czes¢ gendow wykazujacych
zmieniony profil ekspresji pod wplywem stresu suszy, wykazywata jego odziedziczalno$¢
w kolejnym pokoleniu — w szczegdlnosci w przypadku roslin doswiadczajgcych suszy
w stadium mejozy. W takim przypadku, odziedziczalno§¢ profilu ekspres;ji
charakterystycznego dla odpowiedzi na stres, powodowa¢ moze z zatozenia przygoto-
wanie na wystgpienie tego stresu u roslin kolejnego pokolenia, a tym samym potencjalnie
wigkszg tolerancj¢ na stres w momencie jego wystapienia. Co ciekawe, przeprowadzone
analizy wykazaly, ze wzrost kolejnych pokolen ros§lin w optymalnych warunkach
nawodnienia nie powoduje istotnego powrotu profili ekspresyjnych do stanu z poczatku
eksperymentu (przed zadaniem jakiegokolwiek stresu).

W konsekwencji wytypowano pulg genow, ktorych profil ekspresji jest stabilnie
przekazywany w kolejnych pokoleniach, mimo braku czynnika indukujgcego w postaci
stresu niedoboru wody. Analizy ontologii zidentyfikowanych gendow umozliwilty
charakterystyke procesoéw, ktore regulowane sg przez te geny. Wykazano, Zze geny
0 obnizonym lub podwyzszonym profilu ekspresji u wszystkich roslin analizowanych
w latach 2015-2018 w stosunku do roslin kontrolnych z 2014 roku zaangazowane sg
gléwnie w transport transmembranowy 1 transport komérkowy jonéw oraz metabolizm
thuszczow. Procesy te zwigzane sg z adaptacja do warunkéw niedoboru wody, w zwigzku
z czym mozliwe jest stwierdzenie, ze zaobserwowana stabilna indukcja zmian w ekspresji
gendw moze pozytywnie wplywaé na adaptacje do warunkéw stresu w kolejnych
pokoleniach roslin, a tym samym zwicksza¢ ich produktywnos¢ w stosunku do roSlin,
u ktorych taka indukcja nie wystapita.

WNIOSKI

Przeprowadzona analiza zmian w metylomach roslin wyprowadzanych w kolejnych
latach kilkuletniego projektu, umozliwita identyfikacje regionow genomowych
podlegajacych zréznicowanej metylacji. Wykazano, ze najwigksza liczba zmian
wystgpita w potomstwie ro$lin, ktére w roku 2014 i 2015 wzrastaly w warunkach
kontrolnych a w roku 2016 przeszly susza polowa, w stosunku do ro$lin ktére w kazdym
eksperymencie wzrastaly w warunkach kontrolnych, oraz w potomstwie roslin, ktdre
wroku 2014 i 2015 przeszly suszg pozng a w roku 2016 wzrastalty w warunkach
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kontrolnych, w stosunku do roslin ktore w kazdym eksperymencie wzrastaly w warun-
kach kontrolnych.

Analiza funkcji genow, w ktérych zaszlo najwigcej odziedziczalnych zmian
metylacyjnych wyindukowanych stresem niedoboru wody, wskazuje na istotny udziat
indukowanych zmian metylacyjnych w regulacji procesow epigenetycznych zwigzanych
z modyfikacjami histonow, oraz procesami regulacji ekspresji gendw na drodze miRNA.
Jest to niezwykle cickawa i oryginalna obserwacja, poniewaz sugeruje wplyw
wyindukowanych zmian w metylomie na stabilizacj¢ zmian transkryptomicznych.

Geny, ktorych profile ekspresji i/lub metylacji podlegaja stabilnej transmisji
mig¢dzypokoleniowej moga leze¢ u podstaw procesow adaptacyjnych do warunkoéw
stresu. Bioragc pod uwage wyniki analiz fenotypowych ro$lin poddanych réznym
kombinacjom traktowan w kolejnych pokoleniach oraz stabilno$ci transgeneracyjnej
zmian wyindukowanych stresem niedoboru wody, ktore wskazujg na stabilny charakter
takich zmian, wydaje si¢, ze wykorzystanie materialu siewnego roslin, ktore
doswiadczyty stresu niedoboru wody, szczegélnie w stadium kloszenia/mejozy, moze
mie¢ korzystny efekt dla plonu roslin w kolejnym pokoleniu a cecha ta moze mieé
charakter stabilny. Wykazano, ze u podstaw tego procesu moze leze¢ indukcja zmian
w poziomie ekspresji kluczowych genow warunkowana czesciowo — cho¢ na niewielka
skale — modyfikacjami epigenetycznymi.

WNIOSKI KONCOWE

Biorgc pod uwage wyniki analiz fenotypowych roslin poddanych réznym
kombinacjom traktowan w kolejnych pokoleniach oraz stabilno$ci transgeneracyjnej
zmian wyindukowanych stresem niedoboru wody, ktére wskazuja na stabilny charakter
takich zmian, wydaje si¢, ze wykorzystanie materialu siewnego roslin, ktore
doswiadczyly stresu niedoboru wody, szczegdlnie w stadium kloszenia/mejozy, moze
mie¢ korzystny efekt dla plonu roslin w kolejnym pokoleniu a cecha ta moze miec
charakter stabilny. Wykazano, ze u podstaw tego procesu moze leze¢ indukcja zmian w
poziomie ekspresji kluczowych gendéw warunkowana czgsciowo — cho¢ na niewielka
skale — modyfikacjami epigenetycznymi. W konsekwencji wydaje uzasadnione
stwierdzenie, ze zmienno$¢ epigenetyczna moze by¢ wykorzystywana do generowania
linii o korzystnych agronomicznie cechach, a jej wykorzystanie moze znalezé
zastosowanie w programach hodowlanych.
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