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STRESZCZENIE

Modyfikacje genetyczne, ktdre pozwalajg na poprawe plonowania i zwiekszenie odpornosci
upraw na czynniki abiotyczne i biotyczne sg intensywnie wykorzystywane do ulepszania roslin
zywieniowych. Najlepiej poznang i powszechnie stosowang metodg modyfikacji genetycznej
roslin jest transformacja za posrednictwem bakterii Agrobacterium tumefaciens. Metoda ta jest
ceniona ze wzgledu na mozliwo$¢é uzyskania statych transformantéw. Pomimo ogromnego potencjatu
transformacji genetycznej roslin z punktu widzenia agronomii, zywienia, a takze medycyny, ogdlny
sprzeciw spoteczenistwa wobec organizmdéw genetycznie modyfkowanych (GMO) uniemozliwia
praktyczne zastosowanie roslin transgenicznych. Dlatego tez poszukuje sie metod modyfikacji
fenotypu organizméw, ktére pozwolg na wykorzystanie ich naturalnego repertuaru genetycznego.

W ostatnim czasie modyfikacje epigenetyczne zostaty uznane za réwnie istotne Zrddto
zmiennosci organizméw, co modyfikacje genetyczne. Procesy epigenetyczne umozliwiajg dziedziczng
zmiane fenotypu bez potrzeby wprowadzania modyfikacji w sekwencje genomu. Zmiany na poziomie
epigenomu mogg prowadzi¢c do modulacji ekspresji genu, poprzez mechanizmy zwigzane
z: niekodujgcymi czasteczkami RNA, metylacjag DNA (5-metylocytozyna, N6-metyloadenina) oraz
modyfikacjami histonéw. Modyfikacje epigenetyczne odgrywaja waing role u roslin ze wzgledu
na potrzebe ciggtej adaptacji do zmiennych warunkéw otoczenia, zwtaszcza podczas odpowiedzi na
czynniki stresowe.

Przedmiotem przedstawionych badan byt len zwyczajny (Linum usitatissimum L.). Pomimo ze
len nie jest uznawany za rosline modelowg, stanowi przedmiot intensywnych badan, ze wzgledu na
jego liczne wtasciwosci prozdrowotne, mozliwos¢ bezodpadowego wykorzystania wszystkich czesci
rosliny, a takze podatnos¢ na modyfikacje genetyczne.

Gtéwnym celem pracy byta modulacja ekspresji genu syntazy chalkonu (CHS) za pomoca
metod prowadzacych do indukcji modyfikacji epigenetycznych, na wzdr zmian w ekspresji genu
uzyskanych w wyniku transformacji genetycznej. Syntaza chalkonu jest uznawana za kluczowy enzym
na szlaku biosyntezy zwigzkéw flawonoidowych w Inie. CHS wystepuje u wielu gatunkéw w postaci
kilku izoform, kodowanych przez odrebne geny (rodzina multigenowa). Réwniez u Inu poznano kilka
gendw CHS. Dotychczas najlepiej zbadano LuCHS6 i LuCHS7, dlatego w niniejszej pracy
skoncentrowano sie na tych dwdch genach. Rosliny transgeniczne (GM-CHS) otrzymano w wyniku
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endogennego genu CHS (suma transkryptéw pochodzgcych od LuCHS6 i LuCHS7) zbadano za pomoca
reakcji PCR w czasie rzeczywistym. W roslinach GM-CHS zaobserwowano zmieniony poziom ekspresji
endogennego genu CHS, dlatego tez otrzymane rosliny postuzyty w badaniach za wyznacznik cech dla
nowo opracowywanych metod. W badaniach wykorzystano rosliny transgeniczne, ktore
prezentowaty stabilng nadekspresje endogennego genu syntazy chalkonu.

Traktowanie roslin krotkimi oligodeoksynukleotydami (OLIGO/ODN), znane réwniez, jako
technologia OLIGO, to innowacyjna metoda, ktérg wykorzystano do ukierunkowanej indukcji zmian
epigenetycznych w roslinach Inu. Metoda polega na wprowadzeniu do komodrek krotkich
oligodeoksynukleotydéw, homologicznych do odpowiednich regiondw genu badanego. Istotng zaletg
metody jest zmniejszenie efektdw plejotropowych, ktére stanowig powszechny problem spotykany
przy tworzeniu organizmow genetycznie modyfikowanych. Wartym odnotowania jest réwniez fakt,
ze rosliny otrzymane w wyniku traktowania OLIGO nie sg w $wietle prawa modyfikowane genetycznie
i dzieki temu nie podlegajg regulacjom dotyczacym GMO. Mechanizm dziatania OLIGO nie zostat
dotychczas w petni poznany, jednak prawdopodobnie polega na zaleznej od RNA metylacji DNA.
Zaprojektowano serie sekwencji OLIGO w orientacji antysensowej, ktére byty homologiczne do
roznych regionéw genu CHS w Inie. Materiat do badan uzyskano poprzez infiltracje w warunkach
obnizonego cisnienia 4-tygodniowych roslin Inu poszczegdlnymi OLIGO. W wyniku wprowadzenia
OLIGO do roslin Inu zaobserwowano zrdznicowany kierunek zmian na poziomie transkryptu
endogennego genu CHS (suma transkryptéw gendéw CHS: LuCHS6 i LuCHS7): nadekspresje, represje
oraz nieistotng modulacje ekspresji badanego genu, w odniesieniu do kontroli. Najbardziej istotne
zmiany w modulacji ekspresji genu uzyskano dla sekwencji homologicznych do regionéw
regulatorowych genu CHS. Dla OLIGO 1 i OLIGO 11 o sekwencjach homologicznych, odpowiednio do
regionow 5'UTR i 3’UTR obserwowano nadekspresje CHS. Znaczace obnizenie ekspresji genu
odnotowano dla sekwencji OLIGO 6, ktéra wykazywata podobienstwo do regionu niekodujacego
Inianego genu CHS (LuCHS6).

Kolejng metodg, ktérg wykorzystano do indukcji zmian epigenetycznych byfa stymulacja
reakcji odpornosciowej Inu poprzez traktowanie fitohormonami. W reakcjach odpornosciowych
roslin hormony sg odpowiedzialne za przekazywanie sygnatéw w odpowiedzi na stres. W celu indukcji
zmian epigenetycznych w sposdb nieukierunkowany rosliny Inu poddano traktowaniu hormonami
roslinnymi: kwasem salicylowym, kwasem abscysynowym oraz kwasem jasmonowym. Parametry
procedury traktowania roslin fitohormonami dobrano na podstawie danych literaturowych, a takze
technologii OLIGO, aby wyeliminowaé réznice wynikajgce z metod indukcji zmian epigenetycznych.
W uzyskanych roslinach poziom ekspresji genu CHS byt uzalezniony od stezenia poszczegdlnych
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CHS. Najwieksze zmiany zaobserwowano dla Inu traktowanego hormonami w stezeniu 20 uM,
dlatego dalsze badania przeprowadzono dla tych roslin.

Metylacja cytozyny w pozycji 5. taricucha DNA (5-metylocytozyna, 5-mC) jest istotng
modyfikacjg epigenetyczng u roslin. Metylacja DNA swoiscie wspdtgra z innymi mechanizmami
epigenetycznymi i odgrywa znaczacg role w wielu procesach u roslin (rozwdj wegetatywny,
reprodukcja, odpowiedZ na czynniki stresowe). W celu sprawdzenia wptywu uzytych metod na
indukcje zmian na poziomie epigenomu, w uzyskanych roslinach zbadano ogdélny poziom 5-mC
w genomowym DNA. Zmiany w poziomie metylacji cytozyn negatywnie korelowaty z modulacja
ekspresji genu CHS, w roslinach otrzymanych w wyniku metod ukierunkowanych. Rosliny traktowane
fitohormonami prezentowaty poziom metylacji zmienny w czasie, co jest zgodne z danymi
literaturowymi.

Metylacja cytozyn w genomie ro$linnym moze wystepowa¢ w 3 kontekstach
nukleotydowych: CpG, CpHpG i CpHpH. Jak dotad przebieg proceséw zwigzanych z metylacjg CpG
zostat najlepiej poznany. Analiza metylacji cytozyn potozonych w motywach CCGG zlokalizowanych
w sekwencjach genu CHS (LuCHS6 i LuCHS7) pozwolita na identyfikacje motywow o rdznej podatnosci
na metylacje: stabilnie niemetylowanych oraz zmiennych pod wzgledem metylacji cytozyn. Dla
kazdego z poszczegdlnych motywow CCGG, w genomowym DNA wyizolowanym z poszczegdlnych
roslin oznaczono poziom [%]: niemetylowanych cytozyn ,CCGG”, metylacji cytozyny wewnetrznej
,CmCGG” oraz metylacji obu cytozyn ,mCmCGG”. Motywy stabilnie niemetylowane zlokalizowano
w regionie 5’UTR, intronowym oraz w sekwencji kodujgcej w poblizu 3’UTR. Motywy te
charateryzowaty sie brakiem metylacji we wszystkich analizowanych roslinach, takze w kontroli.
Natomiast CCGG potozone w sekwencji kodujacej prezentowaty zmienny poziom metylacji cytozyn
w badanych roslinach. W roslinach z nadekspresjg genu CHS obserwowano podwyzszenie poziomu
metylacji cytozyn w regionie kodujgcym. Obserwacja jest zgodna z danymi literaturowymi. Natomiast
dla roslin z represjg genu CHS (rosliny traktowane OLIGO 6) nie zaobserwowano znaczgcych zmian
w odniesieniu do kontroli.

Cho¢ mechanizm dziatania OLIGO nie zostat dotychczas w petni poznany, obserwowana
modulacja ekspresji genu jest prawdopodobnie wynikiem zaleznej od RNA metylacji DNA, ktorej
towarzyszg inne procesy zwigzane z krétkimi niekodujgcymi czgsteczkami RNA (interferencja RNA,
aktywacja RNA) lub degradacja duplekséw RNA:DNA przez RNaze H. W celu wyjasnienia proceséw
epigenetycznych, ktore prowadzity do obserwacji uzyskanych zmian, zbadano poziom ekspresji
gendéw kodujgcych enzymy biorgce udziat w utrzymaniu metylacji DNA, demetylacji DNA oraz
modyfikacji histonéw. W roslinach z nadekspresjg genu CHS obserwowano czesto obnizenie poziomu
ekspresji genu chromometylazy 3. Natomiast jedynie w roslinach traktowanych OLIGO 6 (represja
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w aktywnym remodelingu chromatyny i odpowiada za utrzymanie metylacji w kontekscie CpG.
Zmiany w poziomie transkryptu genu demetylazy DME prawidtowo korelowaty z obserwowanym
poziomem metylacji ogdlnej (5-mC) genomu w kilku badanych typach roslin.

Podatnos¢ krotkich oligodeoksynukleotydéw na degradacje nukleolityczng moze skracaé czas
aktywnosci OLIGO. Zmodyfikowane OLIGO okazaty sie skuteczne w przedtuzeniu czasu utrzymania
wyindukowanych zmian w metylacji cytozyn w genomie Inu.

Poniewaz wyindukowane zmiany epigenetyczne moga podlegaé dziedziczeniu, kolejnym
celem pracy byta analiza przekazywania zmian epigenetycznych roslinom potomnym, a tym samym
okreslenie przydatnosci ukierunkowanej technologii OLIGO pod katem potencjalnego zastosowania,
jako metody alternatywnej dla transformacji genetycznej. Analiza pokolenia F1 i F2 roslin poddanych
dziataniu OLIGO potwierdzita mozliwo$¢ zachowania wyindukowanych zmian epigenetycznych
podczas podziatow komérkowych, w przypadku roslin z nadekspresja endogennego genu CHS.
W rodlinach z represjg genu CHS dziedziczenie wyindukowanych zmian byto utrudnione. Jednak
pomimo niezachowania zmian w ekspresji genu CHS, zmiany w metylacji zostaty utrzymane.
Zmodyfikowane OLIGO poprawity dziedziczenie wyindukowanych cech.

Ponadto analiza diagramu energii nukleosomu oraz dostepnosci chromatyny dla enzymoéw
restrykcyjnych sugerujg zmiany w pozycjonowaniu nukleosomdéw podczas metylacji sekwencji
kodujgcej genu CHS.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze traktowanie roslin OLIGO indukuje dziedziczne zmiany
w genomie roslinnym. Wykorzystanie naturalnego repertuaru genetycznego poprzez zmiennosc
epigenetyczng moze by¢ cenng alternatywg dla poprawy cech roslin uprawnych, bez potrzeby

wprowadzania zmian w sekwencje genomu.



