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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Histony tacznikowe s3 powszechnie wystepujacymi biatkami wptywajacymi na strukture
i funkcje chromatyny. Maja one ograniczony i specyficzny wptyw na eksprege genow, a w
tytoniu szczegdlnie zwigzane sa z rozwojem kwiatu. Przy pomocy opracowanego uktadu do
podwaojng transformacji otrzymano rosliny, w ktérych gtéwne warianty H1 w sporej czesci
zastapiono przez podobny do nich H1-2 z Arabidopsis. Rosliny te miaty podwyzszony po-
ziom mnigjszych wariantow H1, co swiadczy o obojetnosci heterologicznego H1-2 wzgle-
dem mechanizmu kompensacji stezen H1, oraz wykazywaly petna game anomalii w kwia-
tach charakterystyczna dla roslin pozbawionych gtéwnych wariantow H1, co skupia uwage
na mnigjszych wariantach jako najprawdopodobnig) bezposrednio odpowiedzialnych za za-
burzenia w kwiatach.

Opisano réwniez nowa anomalie rozwojowa W kwiatach roslin pozbawionych gtéwnych
wariantdw H1, polegajacag na zmianie barwy i ksztalcie dzialek kielicha. Wykazano brak
zmiany proporcji wariantéw histondw tacznikowych w odpowiedzi na susze oraz podczas

rozwoju kwiatow.
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DNA w jadrach komérek eukariotycznych zngjduje sie w postaci chromatyny. Potacze-
nie kwasdw nukleinowych z biatkami strukturalnymi pozwala na fizyczne upakowanie
genomu i jednoczesnie umozliwia zachodzenie i regulowanie procesow zwiazanych z DNA.
Podstawowym poziomem organizacji chromatyny jest struktura nukleosomowa. Podwojna
helisa DNA nawinigta jest na biatkowe rdzenie zbudowane z histonéw H2A, H2B, H3 i H4.
Na oktamer histonowy, w sklad ktérego wchodza po dwie czasteczki kazdego histonu rdze-
niowego, nawiniete jest 145 par zasad, tworzac niespetna dwie petle. Histony rdzeniowe
uwazane Sa za istotny element systemu regulacji transkrypgji (Strahl i Allis 2000). DNA ta-
czacy nukleosomy zwykle zwiazany jest z histonem tacznikowym, czyli H1. Przy istotnym
udziale histonéw tacznikowych nukleosomy zwijaja Sie we widkno o srednicy 30 nm, co
umozliwia wyzszy stopien upakowania DNA. (Zlatanova i van Holde 1996) Struktura cza-
steczki rdzenioweg nukleosomu zostata ustalona za pomoca metod krystalograficznych
(Luger et al. 1997), natomiast doktadne umigjscowienie czasteczki histonu tacznikowego
wzgledem nukleosomu oraz charakter wtdkna 30nm pozostgja nadal w sferze hipotez.
(Bednar et al. 1998, Widom 1998) Jest to istotne, gdyz histony tacznikowe i struktura
ponadnukleosomowa uwazane sg réwniez za istotne czynniki regulacji ekspregi genow
(Weintraub 1984, Zlatanova i van Holde 1996). Pytanie o funkcje histonéw tacznikowych
jest szczegdlnie wazne wiasnie wobec kluczowego w biologii pytania 0 mechanizmy regula-
cji ekspresji gendw w procesach rozwoju i odpowiedzi na czynniki srodowiska.

Histony z grupy H1 sq biatkami silnie zasadowymi, bogatymi w lizyne. Sktadaja Sie z
centralngl domeny globularng oraz domen C- i N- koncowe o0 stabo ustalong strukturze.
(Ramakrishnan  1993) Wystepuja u wszystkich wielokomérkowych organizmow
eukariotycznych. Praktycznie u wszystkich przebadanych organizméw grupa H1 reprezen-
towana jest przez szereg niedlelicznych wariantow. ROznig Sie one w pewnym stopniu se-
kwencja, a takze rozmieszczeniem przestrzennym i okresem pojawiania si¢ w  tkankach.
(Ascenzi i Gantt 1999, Gantt i Lenvik 1991, Przewtoka 2000, Widom 1998, Zlatanowa i
van Holde 1996)

Powszechnos¢ wystepowania histondw tacznikowych i ich obecnos¢ w jadrze komorko-
wym w duzegj ilosci sprawity, ze traktowano je jako biatka o kluczowym znaczeniu dla funk-
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cjonowania organizmu. Uwazano réwniez, ze dzialgja jako ogolne represory transkrypgji.
Liczne badania in vivo z ostatniego dziesigciolecia wykazaly btednos¢ takiego zatozenia.
Okazalo sie, ze znaczenie histondw tacznikowych jest ograniczone i silnie specyficzne. Linia
Tetrahymena termophila pozbawiona genu biatka podobnego do histonu H1 wykazywata
normalny wzrost i niezmieniony ogélny poziom transkrypcji. Zmienionaw nigj byta ekspre-
ga tylko pewng niewielkig grupy gendw i to zarbwno na plus, jak i na minus. (Shen i
Gorovsky 1996) Podobny skutek odniosto silne zaburzenie proporcji wariantow H1 w ho-
dowanych in vitro komorkach kurzych DT40 (Takami et al. 2000) oraz mysich 3T3 (Brown
et al. 1996). Badania na poziomie organizmow wielokomoérkowych potwierdzaja te wyniki.
U myszy (Sirotkin et al. 1995) a takze w Arabidopsis thaliana (Ascenzi i Gantt 1999a)
pozbawionych jednego z wariantéw H1 nie znaleziono zadnych nieprawidtowosci. Rosliny
tytoniu ze zwiekszong iloscia histondw tacznikowych wykazywaly tylko niewielkie zmiany,
zwhaszcza dotyczace kwiatOw. (Prymakowska-Bosak et al. 1996) Podobnie byto w przy-
padku tytoniu z silnie zmienionymi proporcjami wariantéw histonu H1. (Prymakowska-Bo-
sak et al. 1999) Obecnie uwaza Si¢ histony tacznikowe za biatka 0 zdecydowanie specyficz-
nym wplywie na regulacje¢ transkrypcj.

Istnigja liczne potwierdzone danymi eksperymentalnymi przypuszczenia co do mechani-
zmu dziatania histonéw H1. Pierwsze oparte jest na spostrzezeniu, ze H1 jest zdolny do or-
ganizowania struktury ponadnukleosomowsej. (Zlatanova i van Holde 1996) Stwierdzono
lokalizacje nieaktywnych transkrypcyjnie genéw w odcinkach chromatyny o silnie zaznaczo-
neg strukturze wyzszego rzedu zwiazanej z obecnoscia H1. (Weintraub 1984) Jednoczesnie
stwierdzono, ze geny silnie eksprymowane leza w odcinkach chromatyny o mniejszej zawar-
tosci H1, ktére sa niezdolne do tworzenia struktur wyzszego rzedu. (Kamakaka i Thomas
1990) Histony tacznikowe moga rowniez ogranicza¢ dostep roznych biatek do DNA przez
ograniczanie ruchliwosci nukleosoméw (Pennings et al. 1994, Ura et al. 1995) oraz przez
zmnigjszanie przejsciowego odtaczania DNA z powierzchni nukleosomu. (Juan et al. 1997)
Do ciekawych wnioskéw prowadza wyniki badan krystalograficznych. Wykazaly one zaska-
kujace podobienstwo strukturalne domeny globularngl H1 do domen wiazacych DNA wielu
czynnikdw transkrypcyjnych. (Clark et al. 1993, Ramakrishnan et al. 1993) Okazato Sig, ze
czynniki transkrypcyjne przytaczaja Sie do nukleosomow w tym samym migjscu co histon
H1 i ze migjscate sa w chromatynie aktywnej transkrypcyjnie wolne, aw nieaktywnel zaje-
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te. Stwierdzono takze, ze zmiana zaledwie kilku kluczowych aminokwasdw nadaje czynni-
kom transkrypcyjnym zdolnos¢ do ochrony DNA taczacego nukleosomy przed trawieniem
nukleaza, co jest znanag cecha histondw tacznikowych. (Cirillo et al. 1998) Bardzo
atrakcyna wydagje Sie¢ zatem hipoteza, ze histony H1 specyficznie reguluja transkrypcje pew-
nych gendw przez wspoétzawodnictwo z czynnikami transkrypcyjnymi o miejsca wiazania do
nukleosomu. Istotne dla dziatania histonow tacznikowych moga by¢ takze interakcje z inny-
mi biatkami, zwtaszcza HMG. (Zlatanova i van Holde 1996)

Poczyniono liczne obserwacje potwierdzajace réznice funkcjonalne miedzy wariantami
histondw tacznikowych. Kwestia ta zostata dobrze zbadana w kurzych komorkach DT40,
gdzie usuniecie kazdego z szesciu wariantéw H1 spowodowato zmiany ekspregji inngj gru-
py gendw. (Takami et al. 2000) Rowniez w mysich komérkach 3T3 nadeksprega wariantu
H1° charakterystycznego dla terminanie zroznicowanych tkanek wywotala odmienny
wptyw na przebieg cyklu komorkowego i transkrypcje gendw niz nadeksprega wariantu
Hlc. (Brown et al. 1995) Stwierdzono tez odmiennosci w powinowactwie mysich warian-
téw H1 do roznych sekwencji DNA (Wellman et al. 1999) oraz roznice w zdolnosci do ha-
mowania ruchliwosci nukleosoméw. (Pennings et al. 1994) Interesujace zjawisko wystepuje
we wczesnych etapach rozwoju Xenopus laevis. Wariant oocytarny histonu H1 zastepowa-
ny jest wtedy przez warianty somatyczne zarodka. Pociaga to za soba zahamowanie syntezy
oocytarnego 5S rRNA. (Bouvet et al. 1994, Kandolf 1994) Ma to tez istotne znaczenie w
rozwoju, gdyz powoduje utrate kompetencji mezodermalng na odpowiednim stadium roz-
wojowym. (Steinbach et al. 1997) Specyficzny efekt wariantow H1 na eksprege gendw ma
wigc tu wazne znaczenie funkcjonalne.

W kilku réznych uktadach doswiadczalnych zauwazono, ze zawartos¢ wariantow H1
podlega wspdlnemu mechanizmowi regulacyjnemu. Sztuczne zaburzenie poziomu jednego z
wariantow wiaze Sie z kompensacja, ze strony pozostatych. Gdy wytaczono jeden wariant,
zawartos¢ pozostatych wzrastata tak, ze sumaryczny stosunek H1:DNA pozostal niezmie-
niony. (Prymakowska-Bosak et al. 1999, Sirotkin et al. 1995, Takami et al. 2000) Rowniez
w przypadku nadekspregji zawartos¢ pozostatych wariantow obnizata sie, cho¢ w stopniu
niewystarczajacym aby uchroni¢ przed wzrostem stosunku H1:DNA. (Brown et al. 1996,
Gunjan i Brown 1999, Prymakowska-Bosak et al. 1996)
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W roslinach diploidalnych typowo wystepuja ngjprawdopodobnigl 3 warianty H1. Scha-
rakteryzowano je dobrze w Arabidopsis thaliana. (Gantt i Lenvik 1991, Ascenzi i Gantt
1997, Ascenzi i Gantt 1999a) Niewiele wiadomo na temat rzeczywistej funkcji poszczegol-
nych wariantow. Wykazano specyficznos¢ przestrzenna pewnych wariantow (Ascenzi i
Gantt 1999b, Tanaka et al. 1999) oraz wykryto, ze jeden z hissonéw H1 w Arabidopsis
thaliana (Ascenzi 1 Gantt 1997) oraz w Lycopersicon

pennellii (Wei i O’ Connell 1996) jest indukowany przez stres

e HA
suszy. Jednak doktadna analiza roslin z zaburzonym pozio- . -HB
mem tego interesujacego wariantu pokazata, ze nie ma on
zadnego wyraznego wptywu na morfologig roslin ani na prze-
bieg odpowiedzi na stres suszy. (Ascenzi i Gantt 1999a) :%

Prymakowskia-Bosak i inni (1999) w pracy, ktora stata _HE
sie punktem wyjscia dla opisywanych tu eksperymentow, wy- .

kazali wptyw wariantow histonow tacznikowych na rozwdj

organOw rozmnazania generatywnego u roslin. Przeprowadzi- RyC 1 Warianty

li oni doswiadczenie, w ktdrym przy pomocy strategii | histonow  facznikowych
tytoniu widziane w zelu

antysensu obnizyli poziom dwoch z szesciu wariantow H1 w poliakrylamidowym.

tytoniu (tyton jest organizmem allotetraploidalnym). Skut-
kiem tego byto silne kompensacyjne zwigkszenie stezen pozostatych wariantéw H1, tak ze
stosunek H1:DNA byt tylko nieznacznie zmnigjszony. Rosliny o tak zmienionych propor-
cjach wariantéw histondw tacznikowych wykazywaty zaburzenia w budowie kwiatu i roz-
woju meskig linii ptciowe). W kwiatach zaobserwowano skrocenie korony i precikow, co
powodowalo charakterystyczne wystawanie stupka ponad inne czesci kwiatu. Powstawanie
i rozwdj gametofitu meskiego byly zaburzone juz w stadium pierwszego podziatu
mejotycznego, gdzie wystgpowaly liczne aberracje chromosomowe.

Natura wptywu zmiany w proporcjach wariantébw H1 na zaburzenia w rozwoju kwiatu
pozostata jednak nigjasna. W szczegolnosci otwarte zostato pytanie, czy odpowiedzialnos-
Cia zate zmiany obarcza¢ nalezy tylko obnizenie poziomu gtownych wariantow H1, czy tez
bezposredni wptyw na budowe kwiatu wywiera podwyzszone przez mechanizm kompensa-
Cji stezenie pozostatych wariantéw. Gdyby pierwsza z tych ewentualnosci byta prawdziwa,
dodatkowe sztuczne podwyzszenie poziomu gtéwnych wariantéw powinno zlikwidowaé
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zaburzenia w rozwoju kwiatéw. Jesli tak by sie nie stato swiadczytoby to o tym, ze jednak
pozostate warianty (H1C, D, E i F) ponosza odpowiedzialnos¢ za obserwowane anomalie
rOZWOJOWE.
Gdyby udato sie potwierdzi¢ role podwyzszenia poziomu wariantéw H1C, D, Ei Fw
generowaniu zaburzen rozwojowych w kwiatach, nader ciekawe wydawalo by si¢ potacze-
nie dwoch faktow. Po pierwsze, H1C z tytoniu jest analogiem wariantow indukowanych
przez susze (Przewtoka 2000). Po drugie, susza w czasie meozy wywotuje zaburzenia w
rozwoju meskig linii ptciowe (Saini 1997, Lalonde et al. 1997) w pewnym stopniu podob-
ne do wystepujacych w tytoniu o zmienionych proporcjach wariantéw H1. Moze wiec za to
istotne z gospodarczego punktu widzenia zjawisko odpowiadaja warianty H1 indukowane
przez stres suszy?
Jesli warianty H1C, D, E i F rzeczywiscie biora udzial w regulacji rozwoju kwiatu, nale-
zy oczekiwac réwniez, ze proporcje wariantbw H1 zmienigjg Sie W czasie tego procesu.
Wykazanie roznicowej regulacji wariantéw histondéw tacznikowych w rozwoju kwiatu silnie
potwierdzito by zatem t¢ teorig.
Celem tej pracy bylo
+ Stworzenie uktadu doswiadczalnego pozwalgjacego na jednoczesne wprowadzenie
dwoch réznych genéw do roslin,

+ Zzadtagpienie gtownych wariantow H1 w tytoniu przez histon H1-2 z Arabidopsis
thaliana oraz opisanie skutkéw takiej operacji,

+ oOpisanie nowej anomalii rozwojowej w roslinach ze zmienionymi proporcjami wariantéw
H1,

+ Sprawdzenie, czy w rozwoju kwiatu lub w odpowiedzi na susze zmienigja Si¢ proporcje

histonéw tacznikowych.
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Tworzenie konstruktow

Trawienie enzymami restrykcyjnymi EcoRlI, Hindlll, Kpnl, Xbal (Life Technologies i
New England Biolabs) prowadzono wedtug zalecen producenta enzymu. DNA rozdzielano
w 1% zelu agarozowym z 0,00005% bromkem etydyny. Wielko$¢ prazkéw oceniano wzgle-
dem markera wielkosci 1kb+ Ladder (Life Technologies). DNA izolowano z zelu przy po-
mocy zestawow QIAEX |1 oraz QIAquick (Qiagen, USA). Ligacje DNA prowadzono liga-
za T4 (Life Technologies) przez 60 min. w 22°C. Reakcje prowadzono w 25l przy propor-
cji stezen molarnych wstawki do plazmidu 3:1, sumarycznym stezeniu DNA 6ng/ul i w
obecnosci 0,5u ligazy T4. Caoscia mieszaniny ligacyjng transformowano bakterie
Escherichia coli szczepéw XL1-blue lub DH50 (Sambrook et al. 1989) przygotowane
wedtug Palamarczyk et al. (1995). Elektrotransformacje prowadzono przy napieciu 2,5 kV.
Bakterie hodowano na pozywce LB (Sambrook et al. 1989) z 0,005% kanamycyna lub
0,006% ampicylina. Plazmidowe DNA z bakterii izolowano metoda lizy alkaliczngj na mata
skale (Sambrook et al. 1989) lub na wigksza skale przy pomocy zestawu Plasmid Midi Kit

(Qiagen).

Transformacja roslin

Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Hoekema et al. 1983) transformowano przez
elektroporacje i hodowano na pozywce Y EB z 0,0025% rifampicyna i 0,005% kanamycyna.
Transformacje potwierdzano trawieniami enzymami restrykcyjnymi. Bakterie z hodowli
nocng odptukane od pozywki w 0,2M CaCl, lub 10mM MgSO, uzyto do transformagji od-
powiednio krazkow lisciowych lub siewek. Uzywano tytoniu Nicotiana tabacum cv. SRI.
Liscie roslin hodowanych w ziemi sterylizowano 2 min. w 70% etanolu, 15 min. w rozcien-
czonym 13:1 ACE i ptukano czterokrotnie woda. Nastepnie cieto i zalewano zawiesing A.
tumefaciens. Po 15 min. osuszano na sterylng bibule i przenoszono na stata pozywke MS.
Po 5 dniach krazki lisciowe przenoszono na stata pozywke MS z dodatkiem 0,1 mg/l NAA,
1 mg/l BAP, 100 mg/l kanamycyny, 500 mg/l claforanu i 50 mg/I higromycyny. Kallusy
przenoszono na swieze podtoze co 10 dni. Powstgjace pedy odcinano i umieszczano w sta-
tg pozywce MS z kanamycyna i higromycyna. Ukorzenione roslinki wsadzano do ziemi

10
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ogrodniczeg i hodowano w szklarni. Siewki kietkujace przez tydzien na podtozu MS w wa
runkach sterylnych zalewano zawiesing bakterii i poddawano prézni przez 5 min. Dalg po-
stepowano identycznie jak z krazkami lisciowymi. Aby uzyskac rosliny z dwoma wprowa-
dzonymi réznymi T-DNA, transformacji przez krazki lisciowe poddano rosliny z pokolenia
F1 roslin transgenicznych. Siewki transformowano mieszanina bakterii niosacych dwa rézne
plazmidy. Przy transformacji tylko jednym plazmidem stosowano jeden antybiotyk selekcyj-
ny.

Weryfikacja transgenicznosci

Transgenicznos¢ uzyskanych roslin sprawdzano za pomoca PCR oraz hybrydyzacji me-
todg Southerna.

DNA genomowe z roslin na mata skale ekstrahowano ze 100 mg zhomogenizowane)
tkanki buforem zawiergjacym 200mM Tris HCI pH 7,5; 250mM NaCl; 25mM EDTA; 0,5%
SDS i wytracano izopropanolem. PCR prowadzono z 2,5U polimerazy termostabilng) Taq
(Qiagen) przy temperaturze annealingu wynoszacej 56,5°C. Uzyto mieszaniny czterech star-
terow  specyficznych dla gendbw  opornosci  na  kanamycyne:  NPl:  5-
GAGAGGCTATTCGGCTATATGACTG; NP2: 5-CTGATGCTCTTCGTCCAGATCATC -
oczekiwana wielkos¢  produktu  440pz; oraz  higromycyne: HPT102: 5-
CAGCTTCGATGTAGGAGGGC; HPT605: 5-AGGACATTGTTGGAGCCGAA - oczeki-
wana wielkos¢ produktu 504pz. Sekwencje starteréw ustalono i sprawdzono za pomoca
serwisu internetowego http://www.williamstone.com/primers/  oraz programu Oligo.
Startery NP1 i NP2 wedtug Calikowski (2000). Matryca do reakcji byto 50 ng DNA
genomowego izolowanego na matg skalg z lisci tytoniu.

DNA genomowe do hybrydyzacji wedtug Southerna izolowano wedtug nastepujacej
procedury. Jeden gram zhomogenizowane] w ciektym azocie tkanki inkubowano przez 30
min. w 60°C w 5 ml buforu zawiergjacego 100mM Tris HCI pH 8,0; 1,4M NaCl; 20mM
EDTA; 2% CTAB; 0,2% B-merkaptoetanol i nastepnie ekstrahowano 15 min. chloroformem
z dkoholem izoamylowym (24:1). Z fazy wodng po odwirowaniu wytracano DNA
izopropanolem i ptukano w 76% etanolu z 10 mM octanem amonu. 25 pg DNA trawiono
wobec 100u wysokojednostkowego enzymu EcoRI (New England Biolabs) przez 16 go-
dzin, rozdzielano na zelu agarozowym i poddano depurynacji (250mM HCI; 10 min.), dena-
turagji (1,5M NaCl; 0,5M NaOH; 45 min.) i neutralizacji (1M TrisHCI pH 7,4; 1,5M NaCl;

11
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2x30 min.) Nastepnie przeniesono metoda transferu kapilarnego w 20xSSC (3M NaCl;
0,3M cytrynian sodu; pH 7,0) z zelu na membrane nylonowg (Micron Separationsinc.) i za-
piekano 5 min. w promieniach UV. Sonde znakowano **P-dATP metoda random priming
przy pomocy zestawu Fermentas DNA Labelling Kit i oczyszczano za pomocs zestawu
QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen). Hybrydyzacje prowadzono przez noc w tem-
peraturze 68°C w roztworze APH (750mM NaCl; 75mM cytrynian sodu; 1% SDS; 0,1%
ficoll 400; 0,1% poliwinylopirolidyna; 0,1% BSA frakcja V; pH 7,0). Plukano kolgno: 30
min. w 3xSSC; 20 min. w 2xSSC; 20 min. w 1xSSC. Wynik hybrydyzacji wizualizowano

autoradiograficznie.

Izolacja i analiza elektroforetyczna histonow tacznikowych

|zolacje prowadzono w 5% kwasie nadchlorowych zmodyfikowang metoda wedtug
Mazzolini et al. (1989) Jeden gram lisci tytoniu lub trzy kwiaty ucierano w ciektym azocie i
zalewano 1,5 ml 7,5% kwasu nadchlorowego. Z supernatantu po dwukrotnym odwirowaniu
wytracano biatka 18% kwasem trichlorooctowym i dializowano na filtrze nitrocelulozowym
0,025um (Millipore, USA) przez 30 min. wobec 0,1mM PMSF. Metoda ta pozwala uzy-
ska¢ wiele preparatéw o bardzo podobnym stgzeniu biatek w relatywnie krétkim czasie.

Otrzymane preparaty analizowano za pomocg, elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
z mocznikiem i kwasem octowym (AU-PAGE) wedtug Panyim i Chalkley (1969). Zel zate-
zajacy miat stezenie 7,5% z 2,5M mocznikiem i 375mM octanem potasu; pH 4,0. Zel roz-
dzielgjacy 15% z 5,4% kwasem octowym i 2,5M mocznikiem. Jako katalizatoréw polimery-
zacji uzywano odpowiednio: 1,5% TEMED i 0,2% nadsiarczan amonu oraz 0,5% TEMED
i 0,125% nadsiarczan amonu. Probki naktadano na zel w buforze zawiergjacym 0,375M oc-
tan potasu; 15% sacharoze; 0,05% pironine Y; pH 4,0. Elektroforeze prowadzono w 0,9M
kwasie octowym przy natgzeniu pradu 2,5mA/cm.

Zele barwiono w roztworze zawiergjacym 0,15% Coomassie Briliant Blue G-250;
0,15% Coomassie Briliant Blue R-250; 40% metanol i 10% kwas octowy przez 16 godzin.

Odbarwiano w 10% metanolu.

Ocena stopnia uszkodzen pytku

Z kwiatow tytoniu pobierano nieotwarte pylniki, wazono, przecinano na p6t i rozgniata-
no na szkietku w kropli wody. Liczono prawidtowe i uszkodzone ziarna pytku w polu wi-
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dzenia oraz sporzadzono dokumentacje mikrofotograficzng. Z otrzymanych wartosci wyli-

czono §rednia arytmetyczng i przedziat ufnosci testu T-Studenta dla P>0,95.

Susza

Rosliny tytoniu w grupach po 3 byty poddawane suszy w kolejnych etapach rozwoju od
wielkosci okoto 10 cm, kiedy powstaja pierwsze zawigzki paczkéw kwiatowych, do poczat-
ku kwitnienia. Suszenie polegato na wstrzymaniu podlewania na okres dziesieciu dni. Na-
stepnie podiewanie przywracano. Jedna grupe roslin podlewano minimalna iloscia wody
umozliwigjaca przezycie az do konca kwitnienia. Obserwowano powstajace kwiaty i izolo-

wano histony facznikowe.

Metody komputerowe obrébki danych

Andlize densytometryczng prowadzono za pomoca programu  TNImage
(http://lasl.ninds.nih.gov/) Zel skanowano i nastepnie obliczano gestos¢ optyczng prazkow
odpowiadajacych wariantom H1. Od uzyskanych wartosci odgimowano gestos¢ optyczng
tta zmierzona pomiedzy prazkami. Wyliczono procentowy udziat wariantow w puli
histondéw tacznikowych. Przyjeto, ze z powodu obnizong podatnosci histonu H1-2 z
Arabidopsis thaliana na barwienie przez Coomassie Briliant Blue (Moechs et al. 1988,
Prymakowska-Bosak et al. 1996) ilos¢ tego biatka wyznaczona metoda pomiaru gestosci
optyczng jest dwukrotnie zanizona. Dlatego do obliczen brano podwojong wartos¢ gestosci
optycznej prazka H1-2 z Arabidopsis. Zatozenie oparto na zdjeciach publikowanych w dru-
giej z zacytowanych prac.

Podobienstwa sekwencji i dendrgram obliczono za pomoca programu Pileup.

(Wisconsin Package)
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Nowa anomalia rozwojowa u ros$lin ze zmienionymi proporcjami wariantow
H1

Przeprowadzono transformacje roslin tytoniu plazmidem zawiergiacym cDNA histonu
H1B z tytoniu w orientacji antysensownej. (Ryc. 2) Otrzymane rosliny zgodnie z oczekiwa-
niami (Prymakowska-Bo-
sak et al. 1999) mialy = ~eTn [ 355 [<HIBN.tob{ poliA =

Zmienione proporcje wa-

riantow H1 - mnig wa
Ryc. 2. Konstrukt w plazmidzie pRokF19 zawiergjacy
cDNA histonu H1B z tytoniu w orientacji antysensownej.
D, E, F Wystapity row- | (Prymakowska-Bosak et al. 1999)
- . NPT 11 - gen fosfotransferazy neomycyny; 35S - enhancer i
niez zaburzenia W budo- | o mator 355 wirusa mozaiki kalafiora; H1B N.tob. - CDNA
wie kwiatow identyczne, |H1B z tytoniu w orientacji antysensownej; poliA - sygnat
poliadenylacji wirusa mozaiki kalafiora.

riantow A, B i wiecg C,

jak opisano w cytowang
wyzg pracy: skrocenie ptatkdw korony i precikOw oraz niedorozwoj pytku. Udokumento-
wano nowa, hie opisang wczesnigj anomalie rozwojowa, U roslin ze zmienionymi proporcja-
mi wariantdbw H1. Polega ona na zmianie ksztaltu i barwy dziatek kielicha. Dziaki byty
wydtuzone i miaty wyrazne rozowe przebarwienia czyniace je w pewnym stopniu podobny-

mi do ptatkéw korony. (Ryc. 3)

Uktad do podwdjnej transformacji roslin

Opracowano uktad pozwalajacy na niezalezne wprowadzenie dwdoch T-DNA do roglin.
Bazuje on na plazmidach z genami opornosci na rozne antybiotyki. Plazmid pRokF19
(Prymakowska-Bosak et al. 1996) niesie opornos¢ na kanamycyne | zawiera promotor oraz
terminator 35S wirusa mozaiki kalafiora. Plazmid pBF19 zostal otrzymany przez wstawie-
nie kasety z promotorem i terminatorem 35S wirusa mozaiki kalafiora oraz polilinkerem z
plazmidu pFF19 (Tmmermans et al. 1990) do plazmidu pBIB-HY G (Becker 1990) niosace-
go opornos¢ na higromycyne B. (Ryc. 5.) Otrzymano tez odmiang tego plazmidu zawiergja-
ca gen 3-glukuronidazy (GUS). Schemat plazmidu pBF19 przedstawiono naryc. 6, a prze-

bieg konstrukcji na ryc. 5.
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Kontrola

Ryc. 3. Nowa anomalia rozwojowa w kwiatach o zmienionych proporcjach wariantow
H1 (po prawej) w porownaniu z kwiatami normanymi (po lewsej). Wida¢ wyrazna zmiane
ksztaltu i przebarwienia dzialek kielicha. Wida¢ rowniez opisane wczesnigj skrocenie koro-
ny i precikow.
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pBF19 Kpnl Xbal PBF19G kpni Xbal
i R
Hindl 11 \ / EcoR Hindl 1] \ / ECORI

pFF19G

RB RB

pBIB-HYG pBIB-HYG

Ryc. 5. Schemat konstrukcji plazmidow pBF19 i pBF19G z wstawionym genem
histonu H1-2 z Arabidopsis.

Kpnl, Xbal, Hindlll, EcoRI — migjsca ciecia enzymow restrykcyjnych; H1-2 A.th. -
cDNA histonu H1-2 z Arabidopsis thaliana; 35S — enhancer i promotor 35S wirusa mo-
zaiki kalafiora; poliA — sygnat poliadenylacji wirusa mozaiki kalafiora; HPT — gen
gosfotransferazy higromycyny; RB i LB — prawa i lewa granica T-DNA; pATH1-2 —
plazmid niosacy gen H1-2 z Arabidopsis (Gantt i Lenvik 1991); pFF19 i pFF19G —
plazmidy pFF19 i pFF19G (Tmmermans et al. 1990); pBIB-HYG — plazmid binarny
pBIB-HYG (Becker 1990).

S /
/;f»‘”%/ " AP ? \\\%\%
/””;,/(~~ (\7 Sl = T — AN
— %3 sl HH"M"‘\ g, N
// & . LD
_/// 1 "o / \\
P B N

Ryc. 6. Mapa plazmidu pBF19. Zaznaczono unikalne miejsca restrykcyjne.

Rosliny, w ktérych czesé natywnych histonéw zastgpiono wariantem H1-2 z
Arabidopsis

Aby uzyska¢ rosliny majace obnizony poziom H1A i B oraz jednoczesnie
nadeksprymujace H1-2 z Arabidopsis thaliana, przygtowano plazmid pBF19 z wstawionym
cDNA histonu H1-2 Arabidopsis. (Ryc. 5) Jednoczesnie z nim do transformacji uzyto
plazmid pRokF19 z genem histonu H1B z tytoniu w orientacji antysensowngj. (Ryc. 2) Ze
wzgledu na duze podobienstwo sekwencji antysensowny H1B wycisza tez H1A. Uzyskano

szes¢ zregenerowanych roslin. Otrzymano rowniez po trzy rosliny z trzech grup kontrol-
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nych: niosace

plazmid pBF19 ze

wstawka i pRokF19
pusty, pBF19 pusty i
pRoOkF19 ze wstaw-
ka oraz niosace dwa

puste plazmidy. Po- 5 é
dobieastwo H1-2 z | = 8
Arabidopsis do | E g
gtéwnych wariantéw E

H1 z tytoniu po-
twierdzono dokonu-

Ryc. 4. Dendrogram podobienstwa sekwencji znanych warian-
téw H1 z tytoniu i Arabidopsis thaliana.

HIC tyton

H1-1 Arabidopsis
H1-3 Arabidopsis

jac poréwnania se-

kwencji. (Ryc. 4)

500 bp —
450 bp —

500 bp —
450 bp —

—

Ryc. 7. Weryfikacja transgenicz-
nosci roslin z wprowadzonymi dwoma
plazmidami. Jedna z roslin H1A, B- /
H1-2 A.th. + (po lews)), jedna z roslin z
genem H1-2 z Arabidopsis wprowadzo-
nym na dwoéch plazmidach. (po prawe;j)

Transgenicznos¢ uzyskanych roslin po-
twierdzono przeprowadzagjac reakcje PCR
na wyizolowanym z nich DNA genomowym.
We wszystkich reakcjach powstaty dwa pro-
dukty: o wielkosci okoto 450pz, i okoto
500pz. (Ryc. 7) Swiadczy to o obecnosci w

3000 bp

1700 bp 1500
- P

— 1100 bp

1100 bp
— 900 bp

Ryc. 8. Hybrydyzacja  wedtug
Southerna. Sondy cDNA H1B z tytoniu (po
lewg)) oraz cDNA H1-2 z Arabidopsis (po
prawe)). DNA wyizolowane z jedngj z roslin
HIA, B-/HI1-2 Ath. +
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analizowanych roslinach T-DNA pochodzacego z obu wprowadzanych plazmidéw. Dalsze
weryfikacji transgenicznosci dokonano metoda hybrydyzacji Southerna. Jako sondy uzyto
cDNA histonu H1B z tytoniu oraz cDNA histonu H1-2 z Arabidopsis. Gdy uzyto sondy
H1B z tytoniu, to w DNA ze wszystkich wybranych do analizy roslin pojawit si¢ prazek o
wielkosci 3000 par zasad odpowiadgacy natywnemu genowi. W roslinach z wprowadzo-
nym H1B w orientacji antysensownej uwidocznity Sie transgeny w postaci dodatkowych
prazkéw (Ryc. 8). W DNA z roslin z wprowadzonym H1-2 z Arabidopsis rowniez wykaza-
no jeden do trzech prazkéw odpowiadajacych kopiom transgenu.

Ze sprawdzonych roslin wyizolowano histony tagcznikowe w 5% kwasie nadchlorowym i
analizowano w zelu poliakrylamidowym z mocznikiem i kwasem octowym. Obraz
elektroforetyczny (Ryc. 9) okazat sie¢ by¢ zgodny z oczekiwaniami. W roslinach kontrolnych
(Ryc 9-1) uktad histondéw byt identyczny

jak w dzikich. (Prymakowska-Bosak et al. Q\«*
1999) W roslinach niosgcych tylko gen & \Q\\Q/
i idops i SO R

H1-2 z Arabidopsis potwierdzono \{9&« Q:\fl/ Qy @v

nadeksprege tego hiatka (Ryc. 9-2), a w

niosacych gen H1B z tytoniu w orientacji i

antysensowngj obnizenie poziomu gtow- — e . CHi2Amh

nych wariantow histondéw tacznikowych

(Ryc. 9-3). We wiasciwych roslinach do- e o -5

swiadczalnych zawiergjacych wprowadzo- - . — H1E

ne oba te geny wykazano jednoczesne ob- - S —H1F

nizenie poziomu wariantéw H1A i B oraz 1 2 3 4

nadekspresie H1-2 z Arabidopsis (Ryc. 9- Ryc. 9. Histony tacznikowe z roglin: (1)

4).  Zaobserwowano  kompensacyjny kontrolnych, (2) nadeksprymujacych H1-2,
o o . (3) majacych obnizony poziom H1A i B, (4)

w roslinach o obnizonym poziomie gtéw- | Przez H1-2.

nych wariantéw. (Ryc. 9-3) Zwigkszenie zawartosci H1C, D, E i F wystapito rowniez w ro-
slinach z jednoczesnym obnizeniem poziomu giéwnych wariantow H1 1 nadekspresja H1-2 z
Arabidopsis. (Ryc 9-4) Swiadczy to, ze nadeksprymowany H1-2 z Arabidopsis jest obojet-

ny wzgledem zjawiska kompensacji niedoboru H1A 1 B przez pozostale warianty.
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Analiza densytometryczna wykazata, ze nadeksprega H1-2 z Arabidopsis skompenso-
wata w potowie niedobdr H1A i B wywotany przez antysensowny gen H1B w stosunku do

puli histonéw. (Ryc. 10) Bezwzgledna 100% -
zawartos¢ histondw H1 trudno ustalic | _
. . 3 8% mHIA
wprost, poniewaz nie przeprowadzono | = mHIB
. .. . T 60% | OHI-2Ath
andlizy pozwalajacel na odniesienie za- | § BHC
wartosci H1 do innego biatka o statym g 40% + mHID
T mHIE
stezeniu w tkankach. Szacujac te war- g 20 | B HIF
tos¢ trzeba wiec oprze¢ Se¢ na powta 4
0% -
rzalnosci metody ekstarkcji w 5% kwa- 2 £ @ 2
s < pul = <
sie nadchlorowym. Jesli przyjmiemy, ze = : * <3
I
suma wystandardyzowanych gesosci op- Ryc. 10. Udziat wariantéw w puli histonéw
tycznych swiadczy o bezwzglednym | H1.

stezeniu  histondbw tacznikowych w tkance, to zaréwno w roslinach tylko
nadeksprymujacych H1-2 z Arabidopsis, jak i jednoczesnie nadeksprymujacych H1-2 oraz

EHIA
EH1B
OH1-2Ath
mHIC
mH1D
B HIE
EHIF
} 2 } 3 }

Ryc. 11. Gestosci optyczne prazkéw odpo-
wiadajacych wariantom H1.

majacych obnizony poziom H1A i B su-

maryczna zawartos¢ H1 jest wyraznie
podwyzszona. (Ryc. 11) W takim ujeciu

kompensacja niedoboru H1A i B przez
wprowadzony H1-2 z Arabidopsis jest
blisko stuprocentowa. taczna ilosc¢

gtownych wariantéw H1 (H1A, H1B,
H1-2 A.th.) w kontroli (Ryc. 11-1) i w
wariancie doswiadczalnym (Ryc. 11-4)

Wzgledna zawarto$é wariantéw H1

kontrola
H1-2 Ath.+
H1A,B
H1A,B-/H1-2
A.th.+

jest prawie jednakowa. Rosliny doswiad-
czane maa dodatkowo siinie podwyz-

szona zawartos¢ mnigiszych warian-
tow (HIC, D, E 1 F), stad podwyzszenie sumarycznej zawartosci H1.

Analiza histonéw w zelach poliakrylamidowych pozwala wiec stwierdzi¢, ze w otrzyma-
nych roslinach jednoczesnie nadeksprymujacych H1-2 z Arabidopsis oraz majacych obnizo-
ny poziom H1A i B stezenie gtdwnych wariantow skompensowane jest na pewno w 50%, a
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prawdopodobnie w 100%, natomiast wariantéw H1C, D, E i F jest znaczaco wigcej niz nor-

malnie. Jednoczesnie stosunek H1:DNA jest prawdopodobnie podwyzszony.

Histon H1-2 z Arabidopsis nie likwiduje efektu fenotypowego obnizenia po-
ziomu H1Ai B

Przeprowadzono obserwacje fenotypu. Rosliny kontrolne i tylko nadeksprymujace H1-2
z Arabidopsis mialy kwiaty normalne. W roslinach majacych tylko obnizony poziom H1A i
B budowa kwiatéw byta zmieniona identycznie, jak to opisano wyzej: skrocenie ptatkow
korony i precikdw, przebarwienia i zmiana ksztattu dzialek kielicha. Jednoczesna
nadeksprega H1-2 z Arabidopsis i obnizenie zawartosci H1A i B skutkowaly identycznymi
zmianami w budowie kwiatow. (Ryc. 13) Tak wiec histon H1-2 z Arabidopsis nie skompen-
sowat efektu fenotypowego obnizenia poziomu gtéwnych wariantéw H1 w tytoniu.

Podobnie okazato sie by¢ z rozwojem pytku. Rosliny jednoczesnie nadeksprymujace H1-
2 z Arabidopsis oraz majace obnizony poziom H1A i B mialy pylniki silnie zmnigjszone i

100% 9.0

90% +
80% —+
70% +
60%
50% +
40% +
30% +

$rednia masa pylnika [mg]

20% +

procent uszkodzonych ziaren pytku

10% +

0% -

<

EE <
g =
< T

kontrola
H1A,B

H1A,B- /H1-2
A.th+
H1A,B- /H1-2
A.th+

Ryc. 12. Procent uszkodzonych ziaren pytku (po lews)) i srednia masa pylnika (po
prawegj) w roslinach transformowanych pustymi plazmidami, o tylko obnizoneg] zawartosci
H1A i B oraz z jednoczesnym obnizeniem poziomu H1A i B oraz nadekspresa H1-2 z
Arabidopsis.

prawie 100% uszkodzen pytku, identycznie jak w roslinach tylko o obnizong zawartosci
H1A i B. (Ryc. 12, 13) Zatem réwniez wptyw niedoboru H1A i B na zaburzeniaw rozwoju
pylku nie zostat skompensowany przez dodanie H1-2 z Arabidopsis.
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HLAB-/
H1-2 Ath+

KONTROLA HIA, B-

Ryec. 13. Obraz elektroforetyczny histonéw H1 (na gérze), budowa kwiatu (w srod-
ku) i obraz mikroskopowy pytku (na dole) roslin: kontrolnych (1), o obnizonym pozio-
mie gtownych wariantéw H1 (2) oraz o gtbwnych wariantach H1 czesciowo zastapio-
nych przez nadeksprymowany H1-2 z Arabidopsis (3).
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Poniewaz mimo duzego podobienstwa sekwencji H1-2 z Arabidopsis nie kompensuje

efektu obnizenia poziomu H1A i B, moze wigc za obserwowane efekty fenotypowe odpo-

wiada nie tyle obnizenie poziomu gtéwnych, co wzrost zawartosci mnigjszych wariantéw

H1?

Uktad do podwdjnej transformacji nie pozwala na zwiekszenie nadekspresji

biatek

Aby sprawdzi¢, czy opracowany uktad do podwojne transformaciji nadaje sie do zwiek-

Szenia poziomu nadekspregi, przeprowa
dzono probe uzycia go do wprowadzenia
histonu H1-2 z Arabidopsis jednoczesnie na
dwdch plazmidach. Stransformowano krazki
lisciowe rosliny majacg wprowadzony
plazmid pRokF19 z cDNA histonu H1-2
plazmidem pBF19 misacym ten sam gen.
Uzyskany poziom nadekspregi byt jednak
identyczny jak w przypadku pojedyncze
transformacji (dane nie przedstawione).
Ukiad bazujacy na plazmidzie pRokF19 i
pBF19 nie nadaje Si¢ zatem do wymuszenia
wyzszego poziomu nadekspregi gendbw w

roslinach.

nie suszone suszone
i < .\(§\ i < . éﬂ
N N

T

TH
» A
Ryc. 14. Histony tacznikowe z roslin

rosnacych przy normalnym uwodnieniu i
poddanych suszy.

Susza nie wptywa na proporcje wariantow H1 w tytoniu

Aby sprawdzi¢, czy na proporcje wariantow histonéw tacznikowych w tytoniu ma

wptyw susza, przeprowadzono eksperyment, w ktorym rosliny tytoniu poddano suszeniu

na réznych etapach rozwoju. W toku eksperymentu nie zaobserwowano zadnych wi-

docznych gotym okiem anomalii rozwojowych. Nie stwierdzono réwniez zaburzen w

proporcjach histonéw H1. (Ryc. 14)
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Proporcje wariantéw H1 sa identyczne w paczkach kwiatowych na réznych

etapach rozwoju

Sprawdzono, czy proporcje wariantow H1
Zmienigja Sie W czasie rozwoju kwiatu. Wyizolo-
wano histony tacznikowe w 5% kwasie
nadchlorowym z paczkéw na réznym etapie roz-
woju. Stadium rozwojowe okreslono wedtug kla-
syfikacji zaproponowane przez Koltunow et al.
(1990): paczki wielkosci do 4 mm — stadium
przedmejotyczne, 5-8 mm — mgoza, 10-15 mm —
stadium postmejotyczne, dojrzate kwiaty. Stwier-
dzono, ze przez caly czas proporcje wariantow H1
w calych paczkach tytoniu pozostaja zasadniczo

niezmienne. (Ryc. 15)

. _HIC

. ~ =HID

- . —HIE

- —H1F
4 "

Ryc. 15. Histony tacznikowe izo-
lowane z paczkdéw o rézng wielkos-
ci, zngdujacych sie w roznych sta
diach rozwojowych.
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DYSKUSJA

We wszystkich eukariotycznych organizmach  wielokomoérkowych — wystepuja,
niealleliczne warianty hissonéw H1. Badania ich funkcji (patrz wstep) pozwolity odrzucic¢
teorie 0 dziataniu tych biatek jako kluczowych ogdlnych regulatoréw transkrypgcji, na ko-
rzysc tezy, ze maja one ograniczony i scisle specyficzny wptyw na pewne procesy biologicz-
ne. W szczegblnosci okazato Sie, ze proporcje wariantow H1 g istotne dla prawidtowego
rozwoju kwiatu w tytoniu. (Prymakowska-Bosak et al. 1999) Opisana teraz nowa anomalia
rozwojowa w kwiatach tytoniu o zaburzonych proporcjach histondw tgcznikowych jest in-
teresujaca, gdyz wykracza daleko poza opisywana uprzednio zmiang wymiarOw czesci
kwiatéw. Zmiana koloru i ksztattu dziatek kielicha (Ryc. 3) upodabnia je do ptatkow koro-
ny, ataka zmiane mozna nazwaé mutacja homeotyczna. Swiadczy to o zaleznosci funkcjo-
nalngg miedzy histonami tacznikowymi a genami homeotycznymi sterujacymi rozwojem
kwiatu, zwtaszcza genami petniacymi funkcje A i B. (Theissen 2000) Moze wrecz niektore
czynniki transkrypcyjne regulujace budowe kwiatu sa podobne do histonéw H1, anaogicz-
nie jak opisat to Clark et al. (1993) dla czynnikdw HNF-3 i dziataja na zasadzie kompetycji
0 migjsca wigzania na nukleosomie? Te kwestie rozstrzygna¢ moze ustalenie struktury,
zwihaszcza biatka AP2 (Okamuro et al. 1997, Theissen 2000), najbardzig interesujacego w
tym kontekscie.

Opisany w ninigjszej pracy uktad do podwojng transformacji oparty jest na dwaéch anty-
biotykach selekcyjnych: kanamycynie i higromycynie B. Oba sa 0sobno powszechnie stoso-
wane (na przyktad Tsugeki i Fedorff 1999, Amedeo et al. 2000). Udato Sie potwierdzi¢, ze
nadaja si¢ one do réwnoczesnego stosowaniaw celu wprowadzenia dwdéch réznych T-DNA
do roslin - uzyskano stabilna integracje obu transgenéw. Ostatnio czesto opisywane jest zja-
wisko transkrypcyjnego wyciszania gendw (transcriptional gene silencing) powodowane po-
dobienstwem sekwencji w obszarze promotora i zwiazane z metylacja DNA. (Jones €t al.
1999, Kooter et al. 1999) Poniewaz w ukiadzie bazujacym na plazmidach pRokF19 i
pBF19 promotory sa identyczne, istnigje powazne ryzyko wystapienia tego zjawiska. Odno-
towano jednak znaczacy efekt gendw z obu plazmidéw na poziomie biatka, co swiadczy o

tym, ze wyciszenie zaszlo tylko w bardzo niewielkim stopniu.
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Do zastapienia natywnych gtownych wariantéw H1 tytoniu przez gen H1-2 pochodzacy
z Arabidopsis uzyto kombinacji dwaéch podegjs¢ eksperymentalnych: nadekspresi genu po-
chodzacego z innego gatunku oraz strategii antysensu. Nadeksprega, mimo pewnych niedo-
skonatosci, jest powszechnie stosowana w badaniu funkcji biatek i to zar6bwno
struktralnych, takich jak histony (Ascenzi i Gantt 1999a, Prymakowska-Bosak et. al. 1996),
jak i regulacyjnych, na przyktad sterujacych rozwojem kwiatu. (Theissen et al. 2000) Gtow-
nym ograniczeniem jest tuta) praktyczna niemoznos¢ odtworzenia specyficznego czasowego
I przestrzennego wzoru ekspregi biatek. Strategia antysensu polega na wytwarzaniu RNA
komplementarnego do mRNA genu bedacego celem zabiegu, co powoduje degradacje tego
ostatniego. (Crooke 2000, Mol et al. 1990) W roslinach jest to najlepigl sprawdzona meto-
da selektywnego wytaczania ekspregi gendw, nadal czescig stosowana od ponoé skutecz-
nigiszych, opartych na niedawno odkrytych oddzialywaniach RNA. (Baulcombe 1999,
Smith et al. 2000) Poniewaz mechanizm dziatania antysensu jest bardzo stabo poznany, za-
chowanie po raz pierwszy stosowanego uktadu doswiadczalnego jest trudne do przewidze-
nia. Udalo sig tu potwierdzi¢, ze mozliwe jest jednoczesne obnizenie poziomu ekspregi ge-
nu za pomoca strategii antysensu i nadeksprega podobnego genu pochodzacego z innego
gatunku.

Aby uzy¢ histonu H1-2 z Arabidopsis do zastapienia gtbwnych wariantéw H1 tytoniu,
trzeba wczesnigl stwierdzi¢, czy jest on podobny do wariantow H1A i B tytoniu.
Dendrogram przedstawiony na ryc. 4 potwierdza to podobienstwo, przynajmnigj wzgledem
pozostatych znanych wariantow H1. Nie dowodzi to wprost tozsamosci funkcjonalne
gtéwnych wariantéw H1 tytoniu i H1-2 Arabidopsis, stanowi jednak przestanke wystarcza-
jaca, aby uzyskane w tym uktadzie wyniki traktowa¢ powaznie. Dla wiarygodnosci wyni-
kow wazne jest rowniez ustalenie rzeczywistego poziomu poszczegolnych wariantow H1 w
otrzymanych roslinach podwdjnie transgenicznych. Proporcje wariantow ustalono precyzyj-
nie, jednak nie przeprowadzono szczegbtowej analizy umozliwiajacej okreslenie bezwzgled-
nego poziomu biatek histonowych. Zabrakto tu mozliwosci odniesienia sygnatow danych
przez warianty H1 do jakiegos biatka o stalym stezeniu, na przyktad histonu H4
(Prymakowska-Bosak et al. 1996) Trudnos¢ sprawia rowniez histon H1-2 z Arabidopss,
ktory jest mnigj podatny na barwienie Coomassie Briliant Blue niz H1 z tytoniu. (Moechs et
al. 1988, Prymakowska-Bosak et al. 1996) Z braku precyzyjnych danych przyjeto tutg —
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dla ostroznosci - ze ilos¢ H1-2 jest zanizona dwukrotnie. Zdjecia prezentowane w pracy
Prymakowskig-Bosak et al. (1996) pokazuja, ze intensywnos¢ optyczna prazka odpowia
dajacego histonom H1-1 i H1-2 w roslinach Arabidopsis jest zdecydowanie stabsza od
prazka gtéwnych wariantow H1 w tytoniu przy podobnej intensywnosci prazkéw histonow
rdzeniowych. Niewykluczone, ze rzeczywista réznica w podatnosci na barwienie jest sporo
wigksza.

Analiza wariantow H1 na zelu prowadzi do obserwadji, ze przy jednoczesnym obnizeniu
H1A i B oraz nadekspregi H1-2 z Arabidopsis, poziom wariantéw H1C, D, E i F jest po-
dwyzszony. (Ryc. 9-4) Mimo duzego dodatku H1-2 mechanizm kompensacyjny utrzymuje
podwyzszony poziom matych wariantéw H1, tak jak to sie dzigje, gdy tylko obnizy sie po-
ziom H1A i B. (Ryc. 9-3, Prymakowska-Bosak et al. 1999) Nadeksprymowany H1-2 z
Arabidopsis jest zatem nigjako przezroczysty dla mechanizmu kompensacyjnego wariantéw
H1. Przybliza nas to w do wyjasnienia natury tego mechanizmu. Zaobserwowano, ze przy
nadekspregi H1-2 z Arabidopsis w dojrzatych roslinach tytoniu czesto wystepuje obnizenie
poziomu natywnych H1. (Prymakowska-Bosak et al. 1996) Nie zaobserwowano tego nato-
miast w intensywnie dzielacych sie komorkach BY-2. (Calikowski 2000) Sugerowato to, ze
W nie dzielagcych sie czesciach rosliny stale eksprymowany pod konstytutywnym promoto-
rem H1-2 wypierat z chromatyny natywne warianty, ktore nastepnie ulegaly degradacji. W
swietle opisywanego w te pracy eksperymentu mato prawdopodobne wydaje Sig, aby kom-
pensacja opierata Si¢ na degradacji biatek. W przeciwnym wypadku w opisanym tu uktadzie
kompensacji przez mate warianty H1 by nie bylo lub byta by bardzo stabo zaznaczona.
Rowniez malo prawdopodobne jest, ze obszary promotorowe gendw histonéw taczniko-
wych sa silnie wrazliwe na stezenie H1 i dziataja na zasadzie sprzezenia zwrotnego ujemne-
go, zwiekszajac eksprege przy kazdym obnizeniu stezenia histonéw H1. Prezentowany tu
wynik sugeruje raczej, ze mechanizm kompensacji niedoboru histondéw tacznikowych jest
bardzigi skomplikowany i w tytoniu oparty na pewnych subtelnych wiasciwosciach mRNA
lub samego biatka, ktérych nadeksprymowany H1-2 z Arabidopsis nie posiada.

Dodanie histonu H1-2 z Arabidopsis nie zniosto efektu fenotypowego obnizenia pozio-
mu H1A i B w tytoniu. Dotyczy to zarowno anomalii w budowie kwiatu, jak i uszkodzen
pytku. Skoro poziom gtéwnych wariantow H1 zostal dwukrotnie zwiekszony, a wedtug da-
lgj idacej interpretacji przywrécony do fizjologicznego, to dane te wskazuja na warianty
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H1C, D, E, F jako bezposrednia przyczyne zaburzen rozwojowych. Wynik ten pozostge w
sprzecznosci z danymi méwiacymi o braku efektu fenotypowego nadekspresji histonu H1-3
(podobnego do HIC tytoniu) w Arabidopsis. (Ascenzi i Gantt 1999a)

Wykazany tu brak réznicowe regulacji proporcji wariantow H1 w czasie rozwoju kwia-
tu swiadczy o tym, ze efekt patologiczny zaburzenia wariantow H1 wynikat raczej z przy-
padku niz ingerencji w specyficzny wyrazny mechanizm objawigjacy sSi¢ fluktuacjami pro-
porcji H1. Oczywiscie nie wiadomo, jak proporcje wariantow H1 ksztattuja sie w réznych
czesciach rozwijajacego sie kwiatu. Niewykrycie wptywu suszy na proporcje wariantéw H1
i budowe kwiatu swiadczy o tym, ze w tytoniu nie ma obserwowangy w Arabidopsis
(Ascenzi i Gantt 1997) i Lycopersicon pennellii (Wei i O’ Connell 1996) indukgcji jednego z
wariantow H1 przez odwodnienie, co sugerowaly poréwnania sekwencji. (Przewtoka 2000)
W swietle tego wyniku podobienstwo uszkodzen pytku wywotanych susza (Saini 1997,
Lalonde et al. 1997) do uszkodzen wywotanych zaburzeniami proporcji wariantow H1 mo-
ze wydawa¢ si¢ przypadkowe. Poniewaz brak indukcji jednego z wariantow H1 przez susze
jest prawdopodobnie cecha gatunkowa, tytoniu, aby ostatecznie rozstrzygna¢ zaleznos¢ mie-
dzy susza, histonami H1 a uszkodzeniem pytku, nalezy przyjrze¢ si¢ raczel gatunkowi w
ktérym zaobserwowaé moznanastepujace zjawiska: (1) indukcje jednego z H1 przez susze,
(2) uszkodzenia pytku spowodowane zaburzniem proporcji wariantow H1 oraz (3) uszko-
dzenia pytku wywotane susza. Nalezy zaznaczyc¢, ze Arabidopsis nie nadagje sie do tego ce-
lu, gdyz ani zaburzenia proporcji H1, ani susza nie wywotaty tam anomalii rozwojowych w
kwiecie. (Ascenzi i Gantt 1999a)
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