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Kompleksowa analiza epigenetyczna procesow reprogramowania komorkowego w

tkankach hodowanych in vitro oraz in vivo- badania poréwnawcze gatunkow Fagopyrum
STRESZCZENIE

Pierwszy etap pracy doktorskiej dotyczyl badan nad procesami roznicowania komoérek kalusa
embriogennego (EK) F. esculentum oraz kalusa morfogennego (MK) i niemorfogennego (NK)
F. tataricum w wybranych dniach kultury. EK i MK indukowano z niedojrzatych zarodkow
zygotycznych. EK F. esculentum charakteryzuje si¢ budowa typowa dla embriogennej tkanki
kalusowej. Sktada si¢ z mas embriogennych i komoérek parenchymatycznych, zachowuje
stabilno$¢ przez okres do dwoch lat hodowli, a jego morfologia charakteryzuje si¢ gesta, kulista
strukturg. MK F. tataricum charakteryzuje si¢ zdolnoscia do morfogenezy lub embriogenezy
somatycznej przez okoto 10 lat hodowli, wykazujac wysoki poziom stabilno$ci genomu. NK
pojawia si¢ na powierzchni MK po okoto dwoch latach hodowli w wyniku endoreplikacji.
Charakteryzuje si¢ aneuploidia, szybkim tempem wzrostu, wysokim poziomem stresu
oksydacyjnego oraz catkowitg utratg zdolnosci do morfogenezy.

Celem pracy w pierwszym etapie bylo okreslenie zmian w poziomie wystepowania
wybranych markerow epigenetycznych dotyczacych poziomu metylacji DNA oraz metylacji 1
acetylacji histonow podczas odroznicowania i ponownego rdznicowania komorek wyzej
wymienionych typow kalusow w wybranych dniach pasazu. Wykazano, ze: obnizony poziom
H3K4me2 jest skorelowany z odréznicowaniem komoérek u EK F. esculentum i MK F.
tataricum; natomiast obnizony poziom metytacji DNA jest najprawdopodobniej powigzany z
nabyciem potencjalu embriogennego 1 ponowng inicjacjg proembriogennych kompleksow
komorkowych w MK F. tataricum. Sposrod wszystkich badanych modyfikacji acetylacja
histonéw, czyli modyfikacje H4K16ac 1 H4K5ac, wykazaly najwigkszg zmienno$¢ w NK, co



mozna odnies¢ do procesoOw endoreduplikacji, charakterystycznych dla rozwoju tego typu
kalusa.

Dodatkowo, otrzymane wyniki pozwolity na wybor jednej modyfikacji epigenetycznej
(H3K4me3), ktorag uzyto do badan immunoprecypitacji chromatyny. Celem badan byta analiza
1 porownanie poziomu ekspresji genow i poziomu H3K4me3 w genach $ciany komoérkowe;j
pomiedzy MK i NK F. tataricum. Analizy bioinformatyczne sekwencjonowania DNA tkanek
poddanych immunoprecypitacji chromatyny wykazaly, ze genomowa zawartos¢ H3K4me3 jest
wicksza w NK. Natomiast w genach kodujgcych konkretne enzymy odpowiadajgce za
reorganizacj¢ sktadnikow $ciany komorkowej, tj, metyloesterazy pektynowe oraz peroksydazy,
NK charakteryzowat si¢ obnizonym poziomem H3K4me3, co powigzano z brakiem zdolnosci
do morfogenezy komorek tego typu kalusa. W MK w badanych genach $ciany komoérkowe;j
poziom H3K4me3 wzrastal wraz z progresja pasazu, co moze oznacza¢ wzmozong aktywnos¢
enzymOw zaangazowanych w przemiany skladnikow $ciany komorkowej podczas procesow
odréznicowania komdrkowego i dezintegracji proembriogennych kompleksow komoérkowych.
Wysunigto wniosek, ze modyfikacja H3K4me3 odgrywa kluczowg role w aktywacji genow
zaangazowanych w biosynteze i1 reorganizacje $ciany komorkowe;.

W drugiej czgséci projektu przeprowadzono analizy poziomu metylacji DNA podczas
rozwoju kwiatow in vivo. Poziom metylacji badano w elementach (ptatki, nektarniki, zalaznie,
znamiona stupka) kwiatow zamknigtych i otwartych obcopylnego gatunku F. esculentum
cechujacego si¢ heterostylig (kwiaty typu Pin i Thrum) i samopylnego gatunku F. tataricum.
W poroéwnaniu do kwiatow zamknigtych, w otwartych kwiatach zaobserwowano spadek
metylacji DNA w znamionach stupka, ptatkach 1 zalagzniach (z wyjatkiem zalgzni w typie
Thrum). Stwierdzono réwniez znaczgce roznice W poziomach metylacji DNA miedzy
morfotypami Pin i Thrum, jak i w kwiatach F. tataricum. Wykazano rowniez, ze spadek
metylacji DNA korelowat z obnizong ekspresja genow kodujacych metylotransferazy DNA. W
otwartych kwiatach Thrum ekspresja MET1 byta ponad 45 razy nizsza niz w zamknigtych,
natomiast w zamknietych i otwartych kwiatach Pin zmiana w poziomie ekspresji MET1 byta
nieistotna statystycznie. Obserwowano rowniez obnizong transkrypcje innych analizowanych
genow (CMET3, DME1, DME3, ROS1) w otwartych kwiatach Pin. Ponadto, gen ROSI,
kodujacy demetylaze DNA, wykazywatl obnizong ekspresj¢ w otwartych kwiatach F.
esculentum 1 F. tataricum. Poniewaz niedostepne sa dane literaturowe na temat zmian
epigenetycznych podczas rozwoju kwiatow gatunkéw Fagopyrum mozna zaktadac, ze wyzszy

poziom metylacji DNA oraz poziom ekspresji gendw kodujacych metylotransferazy i



demetylazy DNA w zamknietych kwiatach obu gatunkéw Fagopyrum wskazuje, ze metylacja
jest zaangazowana procesy towarzyszace ich rozwojowi.
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