Streszczenie

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy dotyczg procesu somatycznej embriogenezy (SE),
podczas ktorego somatyczne komorki ro§linne w warunkach kultury in vitro zmieniaja program
rozwojowy na embriogeniczny i formujg struktury zarodkopodobne, regenerujace w kompletne
rosliny. Zjawisko SE manifestuje zdolnos¢ komorek roslinnych do toti-/pluripotencji i stanowi
model w badaniach nad poznaniem molekularnych uwarunkowan plastycznosci rozwojowe;j

komorek u ros$lin.

Badania nad molekularnymi uwarunkowaniami SE u modelowego w genomice ro$lin
gatunku Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. doprowadzily do zidentyfikowania szeregu genow,
w tym kodujacych czynniki transkrypcyjne (TF), o centralnej roli w tranzycji embriogenicznej
komorek. Znacznie mniej wiadomo o tym, w jaki sposdb w odpowiedzi na warunki indukujace
proces SE, najczesciej auksyne, geny te sg kontrolowane przez modyfikacje epigenetyczne,
W tym acetylacj¢ histondw (Hac). Wykazano, ze traktowanie eksplantatow trichostatyng A
(TSA), inhibitorem deacetylaz histonow (HDAC) skutkuje aktywacjg embriogenicznego szlaku
rozwojowego w kulturze in vitro Arabidopsis. Stad tez badania prowadzone w ramach
prezentowanej pracy doktorskiej miaty na celu przyblizenie funkcji Hac w indukcji SE,
ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli Hac w regulacji genéw TFs o podstawowej funkcji
w indukcji embriogenicznej (tzw. SE-TFs), w tym genow LEC1 i LEC2 (LEAFY COTYLEDON
1; 2), FUS3 (FUSCA 3), BBM (BABY BOOM), WUS (WUSCHEL), AGL15 (AGAMOUS-LIKE
15) i MYB118 (MYB DOMAIN PROTEIN 118). Badano takze udzial Hac w mechanizmie
regulacji przez SE-TFs, w tym AGL15 i AP2 (APETALA 2), genow docelowych podczas SE.

W celu indukcji SE jako eksplantaty wykorzystano niedojrzate zarodki zygotyczne
Arabidopsis, ktore indukowano na dwoéch pozywkach EA 1 ET suplementowanych
odpowiednio syntetyczng auksyna, 2,4-D (5 uM) lub TSA (1 uM). Kulture kontrolng stanowity
eksplantaty rozwijajace si¢ w siewki na pozywce E0Q pozbawionej induktorow SE. W badaniach
wykorzystano rézne genotypy Arabidopsis, w tym mutanty i linie transgeniczne. W pracy
zastosowano szereg metod badawczych z obszaru genomiki funkcjonalnej roslin, w tym
technike ELISA, analiz¢ immunohistochemiczng, ChIP-gPCR oraz analizy poziomu ekspresji
genodw (RNA-seq oraz RT-qPCR). Analizy Hac dotyczyty lizyny w pozycjach H3K9/K14ac
oraz H4K5/K8/K12/K16ac i prowadzone byty na dwoch poziomach — globalnym oraz genowo-

specyficznym.



Analizy technikg ELISA i immunohistochemiczne wykazaty, ze podczas indukcji SE
zachodza czasowo-przestrzenne zmiany w poziomie i wzorze sygnatow Hac w eksplantatach,
jednakze zmiany te nie s3 specyficzne dla obszaréw eksplantatow zaangazowanych
w formowanie zarodkow somatycznych, SAM i liScieni. Postawiono hipoteze, ze to raczej nie
globalne, a genowo-specyficzne modyfikacje chromatyny zachodzace w nielicznych,
embriogenicznie odpowiadajacych na indukcje SE komorkach eksplantatu maja znaczenie
w Hac-zaleznym mechanizmie indukcji SE. Potwierdzeniem roli Hac w epigenetycznej
kontroli genow SE-TFs bylo wykazanie wzrostu poziomu Hac w chromatynie zwigzanej
zgenami LEC1, LEC2, FUS3 i MYB118 w kulturze ET. Wzrostowi Hac towarzyszyta
zwigkszona aktywnos$¢ transkrypcyjna tych genow. Sugeruje to, ze w TSA-zaleznej SE Hac
kontroluje transkrypcje SE-TFs poprzez modyfikacje chromatyny zwiazanej z TSS+300 pz
fragmentem genéw. W kulturze EA zwigkszonej aktywno$ci transkrypcyjnej SE-TFs nie
towarzyszyly istotne zmiany w poziomie Hac w badanym rejonie chromatyny, co jednak nie
wyklucza, ze auksyna mogta indukowa¢ zmiany w poziomie Hac w innym niz badany rejonie

chromatyny lub/i w innych niz analizowane (H3K9/K14ac; H4K5/K8/K12/K16ac) pozycjach
lizyny.

W pracy wykazano, ze indukcji SE towarzyszy zroznicowana ekspresja 9 genow HAT
(HAG1/GCN5, HAG2, HAG3, HAG4, HAG5, HAC2, HAC4, HACS i HAF2) oraz 12 genow
HDAC (HDA5, HDA6, HDA8, HDA9, HDA15, HDA18, HDA19, HDT1, HDT2, HDT3, HDT4
i SRT1). Zaangazowaniec HAT i HDAC w SE potwierdzily takze analizy aktywnosci
enzymatycznej tych biatek technikg ELISA. Na podstawie oceny zdolnosci mutantow hat/hdac
do indukcji SE wskazano HAT i HDAC o funkcji potencjalnych regulatoréw odpowiedzi
embriogenicznej. Wigkszo$¢ linii hat/hdac wykazato obnizong zdolno$¢ do SE, co dowodzi
pozytywnej roli odpowiednich HAT/HDAC w regulacji SE. Wyjatkiem byly mutanty w genie
HAG1/GCN5 (hagl-5 i gcnb-1) oraz linia z interferencyjnym wyciszeniem genu HDA19
(HDA19:RNAi), wykazujace podniesiony potencjal  embriogeniczny.  Sugeruje
to, ze acetylotransferaza HAG1/GCNS i deacetylaza HDA19 moga petni¢ role negatywnych
regulatorow SE. Wykazano, ze HAG1/GCN5 1 HDA19 kontroluja ekspresj¢ genow SE-TFs
w SE zarowno hamujac (LECL i LEC2), jak i promujac (BBM) ich transkrypcje. Ponadto analiza
ChIP potwierdzita udziat HDA19 w regulacji LEC2 przez Hac w SE.

Poza wykazaniem, ze Hac reguluje geny SE-TFs, w pracy udokumentowano takze,
ze podczas indukcji embriogenicznej Hac bierze udziat w regulacji genow docelowych dla

SE-TFs. Wykazano, ze AGL15 TF, na drodze zaleznej od Hac, kontroluje aktywno$¢



transkrypcyjng genéw DCL1 (DICER-LIKE 1) i SERRATE, zaangazowanych w biogeneze
czasteczek mikroRNA (miRNA), podczas indukcji SE. Inny zaangazowany w SE TF, AP2
moze z kolei z udzialem Hac regulowac ekspresje genu TF WUS. Postuluje si¢, ze zarowno
AGL15, jak i AP2 moga rekrutowa¢ kompleks represorowy z HDAC, prowadzacy

do deacetylacji histonéw i wyciszenia aktywnosci transkrypcyjnej genéw docelowych.

Podsumowujgc, przeprowadzone w ramach pracy badania dostarczyly nowych
eksperymentalnych dowodow na udziat Hac w kontroli ekspresji genow TFs o kluczowej roli
w indukcji procesu SE. Wykazano, ze Hac moze takze uczestniczy¢ w regulacji ekspresji
gendw znajdujgcych sie pod bezposrednig kontrolg SE-TFs. Uzyskane w ramach realizacji
pracy wyniki wskazujg na centralng funkcj¢ Hac w regulacji sieci genow kontrolujacych
indukcje SE. Ponadto wyniki te wytyczaja dalsze kierunki w badaniach nad rolg procesow
epigenetycznych w embriogenicznym reprogramowaniu somatycznych komorek roslin

w kulturze in vitro.



