Sprawozdanie z realizacji badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w
produkcji roslinnej, finansowanych przez MRiRW w ramach zadania nr 23 "Analiza
zmiennoSci epigenetycznej indukowanej stresem suszy oraz ocena jej stabilnoSci
transgeneracyjnej w aspekcie tolerancji jeczmienia na stres niedoboru wody” w roku
2016.

Metylacja cytozyny jest modyfikacja DNA odgrywajacg istotng role w regulacji ekspresji
genow. Catosciowy profil metylacji cytozyny w genomie, okre$lany jako metylom DNA, moze
ulega¢ zmianom o charakterze dziedzicznym lub niedziedzicznym, okreslanym zbiorczo jako
zmiany epigenetyczne w DNA. Indukowane czynnikami stresowymi zmiany epigenetyczne, a
w konsekwencji zmiany w aktywnoS$ci transkrypcyjnej gendéw, odgrywaja istotng role w
procesie odpowiedzi roslin na niekorzystne warunki srodowiskowe. Dlugoterminowym celem
wieloletniego projektu jest weryfikacja hipotezy zaktadajacej, ze zmiany w metylacji DNA,
indukowane podczas stresu suszy, moga mie¢ pozytywng warto$¢ adaptacyjng. W zwiazku z
tym zaklada si¢ rowniez, ze indukcja nowych, korzystnych epialleli moze by¢ cennym
narzedziem stosowanym w hodowli roslin.

W roku 2016 realizowano dwa tematy badawcze.

= Temat badawczy 1

Globalne analizy transkryptomu jeczmienia roslin pokolenia EPI; (potomstwa ros$lin
EPI,), oraz potomstwa roslin EPI, ktore w roku 2015 nie byly poddawane stresowi
suszy, z wykorzystaniem metody RNA-Seq oraz identyfikacja genow ulegajacych
zroznicowanej ekspresji w stosunku do pokolenia EPI,i EPI;.

Podstawowym celem realizacji tematu badawczego 1 bylo sprawdzenie, czy stres suszy
prowadzony w poprzednim pokoleniu prowadzi do zmian w transkryptomie potomstwa roslin,
ktore przeszty stres suszy. Ponadto, istotne bylo okreslenie, czy przeprowadzanie roslin,
ktorych wczesniejsze pokolenie poddawane byto stresowi suszy, przez warunki kontrolne (bez
stresu suszy) powoduje powrot transkryptomu do stanu wyj$ciowego a tym samym okreslenie,
czy zmiany w transkryptomie sg utrzymywane mimo zniesienia warunkow stresowych.

W celu realizacji tematu badawczego 1 przeprowadzono eksperyment oparty o globalne
profilowanie transkryptomu z wykorzystaniem metody RNA-Seq dla 24 roslin. Analizom
poddano po 6 roslin bedacych potomstwem roslin EPI; poddawanych wcze$niej suszy w dwoch
stadiach rozwojowych (susza wczesna i susza p6ézna, w sumie 12 ros$lin), oraz po 6 roslin
bedacych potomstwem roslin EPI;, ktore w roku 2015 nie byly poddawane stresowi suszy, a sg
potomstwem roslin EPIly poddawanych w roku 2014 stresowi suszy w dwoch stadiach
rozwojowych (susza wczesna 1 susza pozna, w sumie 12 ro$lin). Podczas eksperymentu
kontrolowano warunki wilgotnosciowe gleby w celu utrzymania stalego poziomu 12%
wilgotnosci wagowej gleby. Warunki eksperymentu (gleba, wilgotnos¢ gleby, temperatura 1
o$wietlenie w szklarni oraz pora roku) byty identyczne jak w roku 2014 1 2015 kompleksowego
projektu, co gwarantowalo mozliwo$¢ poroéwnania stanu transkryptomu analizowanych roslin
mig¢dzy pokoleniami.



Przeprowadzone analizy umozliwily kompleksowa charakterystyke transkryptomu
roslin, bedacych drugim pokoleniem roslin poddawanych wczesniej stresowi suszy. Na
podstawie analiz wykazano, ze ro$liny, ktore sg potomstwem roslin poddawanych stresowi
suszy w dwoch nastepujacych po sobie pokoleniach (Se0Sel1C2 1 SI0S11C2), wykazuja wieksze
zroznicowanie transkryptomu, niz rosliny ktore sg potomstwem roslin poddawanych stresowi
w jednym pokoleniu (Se0C1 1 SIOC1). Zaréwno w przypadku roslin poddawanych stresowi w
stadium siewki (Se) jak 1 w fazie mejozy (SI) w dwoch nastepujacych po sobie pokoleniach,
obserwuje si¢ wzrost liczby gendéw ulegajacych zréznicowanej ekspresji w stosunku do roslin
poddawanych stresowi w jednym pokoleniu o ok 500 genéw (odpowiednio 959 vs 528 1 1121
vs 611). Wynik ten wskazuje na akumulacyjny charakter zmian indukowanych w
transkryptomie roslin poddawanych stresowi w nastgpujacych po sobie pokoleniach a tym
samym $wiadczy o zwigkszeniu zmiennosSci transkryptomu takich roslin.

Uzyskane wyniki wskazujg na stabilno$¢ transgeneracyjng zmian w transkryptomie
roslin, bedacych potomstwem roslin poddawanych stresowi, przy czym zmiany te dotycza
procesOw zaangazowanych w adaptacje roslin do niekorzystnych warunkéw srodowiskowych,
oraz procesOw mogacych mie¢ wpltyw na produktywnos¢ roslin. Co bardzo istotne, stabilno$¢
transgeneracyjna wyindukowanych stresem zmian, w przypadku kiedy zmiany te dotycza
procesOw mogacych wptywac na adaptacje kolejnych pokolen do warunkéw stresowych, moze
mie¢ istotne znaczenie zwigzane z wykorzystaniem indukowanej stresem zmiennosci o
charakterze funkcjonalnym (zmienno$¢ epigenetyczna wptywajaca na stan transkryptomu) w
programach hodowlanych roslin uprawnych.

= Temat badawczy 2

Analizy fenotypowe parametrow wzrostu roslin i cech struktury plonu (liczba
pedow, dlugos¢ pedu, sucha masa, liczba kloséw, plon oraz masa 1000 ziaren)
roslin pokolenia EPI, poddawanych stresowi w 2 stadiach rozwojowych i roslin
tego pokolenia rosnacych w warunkach kontrolnych oraz roslin kontrolnych w
stresie suszy i w warunkach kontrolnych.

Podstawowym celem realizacji tematu badawczego 2 byto uzyskanie informacji nt. parametrow
fenotypowych roslin rosnagcych w warunkach polowych w warunkach kontrolnych oraz
charakterystyka 1 ocena zmian parametréw fenotypowych zachodzacych pod wptywem stresu
suszy u analizowanych roslin pokolenia EPI,S1 1 EPI,S2. Dokonano rowniez oceny wplywu
traktowania stresem suszy ro$lin drugiego pokolenia (EPI;) na kondycje roslin pokolenia EPI,.

W celu realizacji tematu badawczego 2 przeprowadzono eksperyment wzrostu roslin w
warunkach polowych, przy czesciowym zadaszeniu namiotem foliowym, umozliwiajagcym
kontrole nawadniania roslin. Uzyskane warunki daly mozliwo$¢ zastosowania stresu niedoboru
wody w obrebie pierwszej grupy doswiadczalnej poddawanej stresowi, przy czym ros$liny
drugiej grupy doswiadczalnej, kontrolnej, byly podlewane tak, aby nie do§wiadczaty stresu
suszy. Przeprowadzone doswiadczenie polowe umozliwito wyprowadzenie 634 roslin, ktore
poddano nastgpnie kompleksowym, pozniwnym analizom fenotypowym. Analizowano 6
parametréw cench fenotypowych, obejmujacych okreslenie liczby peddw, dlugosci pedu,



suchej masy rosliny, liczby wytworzonych ktoséw, catkowitego plonu z rosliny oraz masy 1000
ziaren z analizowanej grupy roslin. W rezultacie przeprowadzono 3804 pomiary parametrow
cech fenotypowych analizowanych roslin.

Przeprowadzone analizy fenotypowe roslin pokolenia Epi2 wyprowadzonych w
warunkach eksperymentu polowego wykazaty istnienie potencjalnych zalezno$ci pomiedzy
doswiadczaniem stresu suszy w pokoleniach rodzicielskich roslin jeczmienia a tolerancja na
stres niedoboru wody u potomstwa. Wykazano, ze warunkach normalnych potomstwo roslin,
ktore doswiadczyty stresu niedoboru wody w stadium mejozy w dwoch poprzednich
pokoleniach, charakteryzuje si¢ lepszymi wynikami pod wzgledem suchej masy, plonu 1 masy
1000 ziaren niz potomstwo roslin, ktore nie do§wiadczyly stresu suszy. Stres suszy zadany
roslinom, ktorych dwa poprzednie pokolenia poddawane byly stresowi niedoboru wody w
stadium mejozy powoduje uzyskiwanie gorszych wynikow pod wzgledem liczby peddw i
liczby kloséw, jednak tylko nieznacznie wplywa na obnizenie catkowitego plonu (kompensacja
dzigki wyzszym wartosciom masy 1000 ziaren). Wykazano roéwniez, ze stres suszy zadany
roslinom w stadium siewki nie wywotuje tak istotnych zmian w mierzonych parametrach w
kolejnych pokoleniach, jak stres zadany wczesniej w stadium kloszenia. Wydaje si¢ jednak
sprzyjac nieco wyzszemu plonowaniu (plon z rosliny oraz masa 1000 ziaren), w przypadku gdy
potomstwo tych roslin wzrasta w warunkach normalnych. Biorgc pod uwage wyniki analiz
stabilnosci transgeneracyjnej zmian wyindukowanych stresem niedoboru wody, ktére wskazuja
na stabilny charakter takich zmian, wydaje si¢, ze wykorzystanie materiatu siewnego roslin,
ktore doswiadczyty stresu niedoboru wody, szczegdlnie w stadium kloszenia/mejozy, moze
mie¢ korzystny efekt dla plonu roslin w kolejnym pokoleniu a cecha ta moze mie¢ charakter
stabilny.



