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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Histony cznikowes powszechnie wyst puj cymi biakami wp ywaj cymi na struktur
i funkcj chromatyny. M@ one ograniczony i specyficzny wp yw na ekspreg genow, a w

podwaojng transformacji otrzymano ro liny, w ktérych g wne warianty H1 w sporgj cz ci
zast piono przez podobny do nich H1-2 z Arabidopsis. Ro liny te miay podwy szony po-
ziom mnigjszych wariantow H1, co wiadczy o oboj tno ci heterologicznego H1-2 wzgl -
dem mechanizmu kompensacji st e H1, oraz wykazyway pen gam anomalii w kwia
tach charakterystyczn dlaro lin pozbawionych g éwnych wariantow H1, co skupia uwag

na mnigjszych wariantach jako najprawdopodobnig) bezpo rednio odpowiedzialnych za za-

Opisano réwnie now anomali rozwojow w kwiatach ro lin pozbawionych g éwnych
wariantow H1, polegg) ¢ na zmianie barwy i ksztacie dziaek kielicha Wykazano brak

zmiany proporcji wariantéw histonéw  cznikowych w odpowiedzi na susz oraz podczas
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DNA w j drach komérek eukariotycznych zngduje s w postaci chromatyny. Po cze-
nie kwasdw nukleinowych z biakami strukturalnymi pozwaa na fizyczne upakowanie
genomu i jednocze nie umo liwia zachodzenie i regulowanie procesow zwi zanych z DNA.
Podstawowym poziomem organizacji chromatyny jest struktura nukleosomowa. Podwojna
helisa DNA nawini tajest na bia kowe rdzenie zbudowane z histonéw H2A, H2B, H3 i H4.
niowego, nawini te jest 145 par zasad, tworz c niespe na dwie p tle. Histony rdzeniowe
uwa ane s zaistotny element systemu regulacji transkrypcji (Strahl i Allis 2000). DNA -
cz cy nukleosomy zwykle zwi zany jest z hissonem cznikowym, czyli H1. Przy istotnym
udziale hissonbw cznikowych nukleosomy zwijgg s we w 6kno o rednicy 30 nm, co
umo liwiawy szy stopie upakowania DNA. (Zlatanova i van Holde 1996) Struktura cz -
steczki rdzenioweg nukleosomu zostaa ustalona za pomoc metod krystalograficznych
(Luger et al. 1997), natomiast dok adne umigjscowienie cz steczki histonu cznikowego
wzgl dem nukleosomu oraz charakter w 0kna 30nm pozostgy nadal w sferze hipotez.
(Bednar et al. 1998, Widom 1998) Jest to istotne, gdy histony cznikowe i struktura
ponadnukleosomowa uwa ane s réwnie za istotne czynniki regulacji ekspregi genow
(Weintraub 1984, Zlatanova i van Holde 1996). Pytanie o funkcj histonéw acznikowych
jest szczegdlnie wa ne w a nie wobec kluczowego w biologii pytania 0 mechanizmy regula-

rodowiska.

Histony z grupy H1 s biakami siinie zasadowymi, bogatymi w lizyn . Skadg s z
centralngl domeny globularng oraz domen C- i N- ko cowg 0 sabo ustalong strukturze.
(Ramakrishnan  1993) Wyst puj u wszystkich wielokomérkowych organizmow
eukariotycznych. Praktycznie u wszystkich przebadanych organizmoéw grupa H1 reprezen-
towana jest przez szereg niealelicznych wariantéw. R6 ni s one w pewnym stopniu se-
kwencj , a tak e rozmieszczeniem przestrzennym i okresem pojawiania s w tkankach.
(Ascenzi i Gantt 1999, Gantt i Lenvik 1991, Przew oka 2000, Widom 1998, Zlatanowa i

Powszechno wyst powania histondw cznikowychiich obecno w | drze komoérko-
wymw du g ilo ci sprawiy, e traktowano je jako biaka o kluczowym znaczeniu dla funk-
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cjonowania organizmu. Uwa ano réwnie , e dziag jako ogolne represory transkrypcji.
Liczne badania in vivo z ostatniego dzies ciolecia wykazay b dno takiego zao enia
Okazao s , e znaczenie histondw cznikowych jest ograniczone i silnie specyficzne. Linia
Tetrahymena termophila pozbawiona genu biaka podobnego do histonu H1 wykazywaa
normalny wzrost i niezmieniony ogélny poziom transkrypcji. Zmienionaw nigj by a ekspre-
ga tylko pewng niewielkig grupy gendw i to zarbwno na plus, jak i na minus. (Shen i
Gorovsky 1996) Podobny skutek odnios o 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 wielokomérkowych potwierdzag te wyniki.
U myszy (Sirotkin et al. 1995) a tak e w Arabidopsis thaliana (Ascenzi i Gantt 1999a)
pozbawionych jednego z wariantéw H1 nie znaleziono adnych nieprawid owo ci. Ro liny
tytoniu ze zwi kszon ilo ¢i histondw cznikowych wykazyway tylko niewielkie zmiany,
2w aszcza dotycz ce kwiatOw. (Prymakowska-Bosak et al. 1996) Podobnie by o w przy-
padku tytoniu z silnie zmienionymi proporcjami wariantéw histonu H1. (Prymakowska-Bo-
sak et al. 1999) Obecnieuwa as histony cznikowe za biaka o zdecydowanie specyficz-

Istnigj liczne potwierdzone danymi eksperymentalnymi przypuszczenia co do mechani-
zmu dziaania histonéw H1. Pierwsze oparte jest na spostrze eniu, e H1 jest zdolny do or-
ganizowania struktury ponadnukleosomowsej. (Zlatanova i van Holde 1996) Stwierdzono
lokalizac] -
neg strukturze wy szego rz du zwi zangj z obecno ci H1. (Weintraub 1984) Jednocze nie
to ci H1, ktére s niezdolne do tworzenia struktur wy szego rz du. (Kamakaka i Thomas
1990) Histony cznikowe mog rownie ogranicza dost p ré nych biaek do DNA przez
ograniczanie ruchliwo c¢i nukleosoméw (Pennings et al. 1994, Ura et al. 1995) oraz przez
zmnigjszanie przel ciowego od czania DNA z powierzchni nukleosomu. (Juan et al. 1997)
Do ciekawych wnioskéw prowadz wyniki bada krystalograficznych. Wykazay one zaska-
kuj ce podobie stwo strukturalne domeny globularngl H1 do domenwi  cych DNA wielu
czynnikéw transkrypcyjnych. (Clark et al. 1993, Ramakrishnan et al. 1993) Okazao s , e
czynniki transkrypcyjne przy czaj s do nukleosoméw w tym samym migjscu co histon
H1li emigscates w chromatynie aktywne transkrypcyjnie wolne, aw nieaktywne zg -
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te. Stwierdzono tak e, e zmiana zaledwie kilku kluczowych aminokwasdw nadaje czynni-
kom transkrypcyjnym zdolno  do ochrony DNA acz cego nukleosomy przed trawieniem
nukleaz , co jest znan cech histonéw cznikowych. (Cirillo et al. 1998) Bardzo
atrakcynawydaje s zatem hipoteza, e histony H1 specyficznie reguluj transkrypcj pew-
nych gendw przez wspo zawodnictwo z czynnikami transkrypcyjnymi o migjscawi zania do
nukleosomu. Istotne dla dzia ania histondw cznikowych mog by tak einterakcje z inny-

Poczyniono liczne obserwacje potwierdzaj ce ré nice funkcjonalne mi dzy wariantami
histonéw cznikowych. Kwestia ta zosta a dobrze zbadana w kurzych komorkach DT40,
gdzie usuni cie ka dego z sze ciu wariantéw H1 spowodowa o zmiany ekspregji inngj gru-
py gendw. (Takami et al. 2000) Rownie w mysich komorkach 3T3 nadeksprega wariantu
H1° charakterystycznego dla terminalnie zr6 nicowanych tkanek wywoaa odmienny
wp yw na przebieg cyklu komorkowego i transkrypcj gendw ni  nadeksprega wariantu
Hlc. (Brown et al. 1995) Stwierdzono te odmienno c¢i w powinowactwie mysich warian-
téw H1 do r6 nych sekwencji DNA (Wellman et al. 1999) oraz r6 nice w zdolno ci do ha-
mowania ruchliwo ci nukleosoméw. (Pennings et al. 1994) Interesuj ce zjawisko wyst puje
we wczesnych etapach rozwoju Xenopus laevis. Wariant oocytarny histonu H1 zast powa
ny jest wtedy przez warianty somatyczne zarodka. Poci gato za sob zahamowanie syntezy
oocytarnego 5S rRNA. (Bouvet et al. 1994, Kandolf 1994) Mato te istotne znaczenie w
rozwoju, gdy powoduje utrat kompetencji mezodermalng na odpowiednim stadium roz-
wojowym. (Steinbach et al. 1997) Specyficzny efekt wariantow H1 na ekspre§ gendéw ma
wi

W kilku ré nych uk adach do wiadczalnych zauwa ono, e zawarto wariantow H1
podlega wspdlnemu mechanizmowi regulacyjnemu. Sztuczne zaburzenie poziomu jednego z
wariantow wi e sz kompensacj ze strony pozostaych. Gdy wy czono jeden wariant,
zavarto pozostaych wzrastaa tak, e sumaryczny stosunek H1:DNA pozosta niezmie-
niony. (Prymakowska-Bosak et al. 1999, Sirotkin et al. 1995, Takami et al. 2000) Rownie
w przypadku nadekspregi zawarto pozostaych wariantow obni aa s , cho w stopniu
niewystarczaj cym aby uchroni  przed wzrostem stosunku H1:DNA. (Brown et al. 1996,
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W ro linach diploidalnych typowo wyst puj naprawdopodobnigj 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 specyficzno  przestrzenn pewnych wariantow (Ascenzi i
Gantt 1999b, Tanaka et al. 1999) oraz wykryto, e jeden z hissonéw H1 w Arabidopsis

thaliana (Ascenzi 1 Gantt 1997) oraz w Lycopersicon
pennellii (Wei i O’ Connell 1996) jest indukowany przez stres

~HIA

suszy. Jednak dok adna analiza ro lin z zaburzonym pozio- -HB
mem tego interesuj cego wariantu pokazaa, e nie ma on
adnego wyra nego wp ywu na morfologi ro lin ani na prze-

_HIC

—HID

Prymakowskia-Bosak i inni (1999) w pracy, ktora staa _HE

s punktem wyj cia dla opisywanych tu eksperymentow, wy- .

kazali wp yw wariantow histonbw  cznikowych na rozwdj

Ryc. 1 Warianty
li oni do wiadczenie, w ktdrym przy pomocy strategii | histonow  cznikowych
tytoniu widziane w €elu

antysensu obni yli poziom dwoch z sze ciu wariantow H1 w poliakrylamidowym.

tytoniu (tyto jest organizmem allotetraploidalnym). Skut-
kiem tego by o silne kompensacyjne zwi kszeniest e pozostaych wariantow H1, tak e
stosunek H1:DNA by tylko nieznacznie zmnigjszony. Ro liny o tak zmienionych propor-
cjach wariantéw histonéw cznikowych wykazyway zaburzenia w budowie kwiatu i roz-
woju m skigj linii p ciowej. W kwiatach zaobserwowano skrocenie korony i pr cikow, co
powodowa o charakterystyczne wystawanie s upka ponad inne cz c¢i kwiatu. Powstawanie
i rozwdj gametofitu m skiego byy zaburzone ju w stadium pierwszego podziau

Natura wp ywu zmiany w proporcjach wariantow H1 na zaburzenia w rozwoju kwiatu
pozostaa jednak nigjasna. W szczegolno ci otwarte zosta o pytanie, czy odpowiedzialno -
ci zate zmiany obarcza nale y tylko obni enie poziomu g 6wnych wariantow H1, czy te
bezpo redni wp yw na budow kwiatu wywiera podwy szone przez mechanizm kompensa-
Cji st enie pozostaych wariantéw. Gdyby pierwsza z tych ewentualno ci by a prawdziwa,
dodatkowe sztuczne podwy szenie poziomu g éwnych wariantdw powinno zlikwidowa
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zaburzenia w rozwoju kwiatéw. Je li tak by s nie stao wiadczy oby to o tym, e jednak
pozostae warianty (H1C, D, E i F) ponosz odpowiedzialno za obserwowane anomalie

Gdyby udao s potwierdzi rol podwy szenia poziomu wariantéw H1C, D, Ei Fw
generowaniu zaburze rozwojowych w kwiatach, nader ciekawe wydawao by s po cze-
nie dwoch faktow. Po pierwsze, H1C z tytoniu jest analogiem wariantow indukowanych
przez susz (Przew oka 2000). Po drugie, susza w czasie meozy wywo uje zaburzenia w
rozwoju m skigj linii p ciowe (Saini 1997, Lalonde et al. 1997) w pewnym stopniu podob-
ne do wyst puj cych w tytoniu o zmienionych proporcjach wariantéw H1. Mo ewi ¢ zato
istotne z gospodarczego punktu widzenia zjawisko odpowiada] warianty H1 indukowane

Je li warianty H1C, D, E i Frzeczywi cie bior udzia w regulacji rozwoju kwiatu, nale-
y oczekiwa réwnie , e proporcje wariantbw H1 zmienigg s w czasie tego procesu.

Wykazanie r6 nicowe regulacji wariantéw histonéw  cznikowych w rozwoju kwiatu silnie

stworzenie uk adu do wiadczalnego pozwalg cego na jednoczesne wprowadzenie
lin,

zast pienie g bwnych wariantow H1 w tytoniu przez histon H1-2 z Arabidopss

thaliana

opisanie nowej anomalii rozwojowej w ro linach ze zmienionymi proporcjami wariantow

H1,

Sprawdzenie, czy w rozwoju kwiatu lub w odpowiedzi na susz zmienigf S proporgj

cznikowych.



Trawienie enzymami restrykcyjnymi EcoRlI, Hindlll, Kpnl, Xbal (Life Technologies i
New England Biolabs) prowadzono wed ug zalece producenta enzymu. DNA rozdzielano
dem markera wielko ci 1kb+ Ladder (Life Technologies). DNA izolowano z €elu przy po-
mocy zestawow QIAEX |1 oraz QIAquick (Qiagen, USA). Ligacj DNA prowadzono liga-
z T4 (Life Technologies) przez 60 min. w 22°C. Reakcj prowadzono w 25l przy propor-
cji st e molarnych wstawki do plazmidu 3:1, sumarycznym st eniu DNA 6ng/ul i w
obecno ci 0,5u ligazy T4. Caoci mieszaniny ligacyjng transformowano bakterie
Escherichia coli szczepoéw XL1-blue lub DH5 (Sambrook et al. 1989) przygotowane
wed ug Palamarczyk et al. (1995). Elektrotransformacj prowadzono przy napi ciu 2,5 kV.
Bakterie hodowano na po ywce LB (Sambrook et al. 1989) z 0,005% kanamycyn lub
0,006% ampicylin . Plazmidowe DNA z bakterii izolowano metod lizy alkaliczngl na ma
skal (Sambrook et al. 1989) lub nawi ksz skal przy pomocy zestawu Plasmid Midi Kit

(Qiagen).
lin

Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Hoekema et al. 1983) transformowano przez
elektroporacj 1 hodowano napo ywce YEB z 0,0025% rifampicyn i 0,005% kanamycyn .
Transformacj potwierdzano trawieniami enzymami restrykcyjnymi. Bakterie z hodowli
nocng odp ukane od po ywki w 0,2M CaCl, lub 10mM MgSO, u yto do transformagji od-
powiednio kr kow li ciowych lub siewek. U ywano tytoniu Nicotiana tabacum cv. SRI.
Li ciero lin hodowanych w ziemi sterylizowano 2 min. w 70% etanolu, 15 min. w rozcie -
czonym 13:1 ACE i p ukano czterokrotnie wod . Nast pnie ci to i zalewano zawiesin A.
tumefaciens. Po 15 min. osuszano na sterylng bibule i przenoszono nasta po ywk MS.
Po 5 dniach kr ki li ciowe przenoszono nasta po ywk 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 wie e pod o e co 10 dni. Powstg ce p dy odcinano i umieszczano w sta-
g po ywce MS z kanamycyn i higromycyn . Ukorzenione ro linki wsadzano do ziemi
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ogrodniczeg i hodowano w szklarni. Siewki kie kuj ce przez tydzie napodo u MSw wa
runkach sterylnych zalewano zawiesin bakterii i poddawano pré ni przez 5 min. Dalg po-
st powano identycznie jak z kr  kami li ciowymi. Aby uzyska ro liny z dwoma wprowa-
dzonymi ré nymi T-DNA, transformacji przez kr ki li ciowe poddano ro liny z pokolenia
F. ro lin transgenicznych. Siewki transformowano mieszanin bakterii nios cych dward ne
plazmidy. Przy transformacji tylko jednym plazmidem stosowano jeden antybiotyk selekcyj-
ny.

Ci

Transgeniczno  uzyskanych ro lin sprawdzano za pomoc PCR oraz hybrydyzacji me-
tod

DNA genomowe z ro lin nama ska ekstrahowano ze 100 mg zhomogenizowane)
tkanki buforem zawiergj cym 200mM Tris HCI pH 7,5; 250mM NaCl; 25mM EDTA; 0,5%
SDS i wytr cano izopropanolem. PCR prowadzono z 2,5U polimerazy termostabilng) Taq
(Qiagen) przy temperaturze annealingu wynosz cgj 56,5°C. U yto mieszaniny czterech star-
terow  specyficznych dla gendbw opornoci na kanamycyn: NP1 50
GAGAGGCTATTCGGCTATATGACTG; NP2: 5€@CTGATGCTCTTCGTCCAGATCATC -
oczekiwana  wielko produktu 440pz; oraz higromycyn : HPT102: 5©
CAGCTTCGATGTAGGAGGGC; HPT605: 5ctAGGACATTGTTGGAGCCGAA - oczeki-
wana wielko  produktu 504pz. Sekwencje starteréw ustalono i sprawdzono za pomoc
serwisu internetowego http://www.williamstone.com/primers/  oraz programu Oligo.
Startery NP1 i NP2 wed ug Calikowski (2000). Matryc do reakcji by o 50 ng DNA

DNA genomowe do hybrydyzacji wed ug Southerna izolowano wed ug nast puj ceg
procedury. Jeden gram zhomogenizowane] w ciek ym azocie tkanki inkubowano przez 30
min. w 60°C w 5 ml buforu zawierg) cego 100mM Tris HCI pH 8,0; 1,4M NaCl; 20mM

z dkoholem izoamylowym (24:1). Z fazy wodng po odwirowaniu wytr cano DNA
izopropanolem i p ukano 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 elu 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;
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2x30 min.) Nast pnie przeniesono metod transferu kapilarnego w 20xSSC (3M NaCl;
0,3M cytrynian sodu; pH 7,0) z elu namembran nylonow (Micron Separationsinc.) i za-
piekano 5 min. w promieniach UV. Sond znakowano *P-dATP metod random priming
przy pomocy zestawu Fermentas DNA Labelling Kit i oczyszczano za pomoc zestawu
QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen). Hybrydyzacj 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). P ukano kolgno: 30
min. w 3xSSC; 20 min. w 2xSSC; 20 min. w 1xSSC. Wynik hybrydyzacji wizualizowano

autoradiograficznie.

cznikowych

lzolacj prowadzono w 5% kwasie nadchlorowych zmodyfikowan metod wed ug
Mazzolini et al. (1989) Jeden gram li ci tytoniu lub trzy kwiaty ucierano w ciek ym azocie i

wytr cano biaka 18% kwasem trichlorooctowym i dializowano na filtrze nitrocelulozowym
0,025um (Millipore, USA) przez 30 min. wobec 0,1mM PMSF. Metoda ta pozwala uzy-
ska
Otrzymane preparaty analizowano za pomoc elektroforezy w  elu poliakrylamidowym
z mocznikiem i kwasem octowym (AU-PAGE) wed ug Panyim i Chalkley (1969). €l zat -
g cy mia st enie 7,5% z 2,5M mocznikiem i 375mM octanem potasu; pH 4,0. € roz-
dzielg cy 15% z 5,4% kwasem octowym i 2,5M mocznikiem. Jako katalizatoréw polimery-
zacji u ywano odpowiednio: 1,5% TEMED i 0,2% nadsiarczan amonu oraz 0,5% TEMED
i 0,125% nadsiarczan amonu. Probki nak adano na el w buforze zawiergj cym 0,375M oc-
tan potasu; 15% sacharoz ; 0,05% pironin Y; pH 4,0. Elektroforez prowadzono w 0,9M

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

Z kwiatow tytoniu pobierano nieotwarte pylniki, wa ono, przecinano na pé i rozgniata-

no na szkie ku w kropli wody. Liczono prawid owe i uszkodzone ziarna py ku w polu wi-

12



dzenia oraz sporz dzono dokumentacj mikrofotograficzn . Z otrzymanych warto ci wyli-
redni

Susza

Ro liny tytoniu w grupach po 3 by y poddawane suszy w kolegjnych etapach rozwoju od
wielko t-
ku kwitnienia. Suszenie polegao na wstrzymaniu podlewania na okres dzies ciu dni. Na-
st pnie podlewanie przywracano. Jedn grup ro lin podlewano minimaln ilo ci  wody
umo liwigj ¢ prze yciea do ko ca kwitnienia. Obserwowano powsta ce kwiaty i izolo-

cznikowe.

Andliz densytometryczn prowadzono za pomoc programu  TNImage
(http://lasl.ninds.nih.gov/) € skanowano i nast pnie obliczano g sto  optyczn pr kow
odpowiada cych wariantom H1. Od uzyskanych warto ci odgimowano g sto  optyczn
ta zmierzon pomi dzy pr kami. Wyliczono procentowy udzia wariantow w puli
histonébw cznikowych. Przyj to, e z powodu obni ong podatno ci histonu H1-2 z
Arabidopsis thaliana na barwienie przez Coomassie Briliant Blue (Moechs et al. 1988,
Prymakowska-Bosak et al. 1996) ilo tego biaka wyznaczona metod pomiaru g sto ci
optyczng jest dwukrotnie zani ona. Dlatego do oblicze brano podwojon warto g sto ci
optyczng) pr ka H1-2 z Arabidopsis. Zao enie oparto na zdj ciach publikowanych w dru-

Podobie stwa sekwencji i dendrgram obliczono za pomoc programu Pileup.
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Nowa anomalia rozwojowa u ro lin ze zmienionymi proporcjami wariantow
H1

Przeprowadzono transformacj ro lin tytoniu plazmidem zawiergy cym cDNA histonu
H1B z tytoniu w orientacji antysensownej. (Ryc. 2) Otrzymane ro liny zgodnie z oczekiwa-
niami (Prymakowska-Bo-
sk et al. 1999) miay > 1355 [K_N.tobjj poliA [

Zmienione proporcje wa-

riantow H1 - mnig wa
Ryc. 2. Konstrukt w plazmidzie pRokF19 zawierg cy

cDNA histonu H1B z tytoniu w orientacji antysensownej.

D, E, F Wyst piy row- | (Prymakowska-Bosak

. . NPT 11 - gen fosfotransferazy neomycyny; 35S - enhancer i
nie  zaburzenia W budo- | o mator 355 wirusa mozaiki kalafiora; H1B N.tob. - CDNA

wie kwiatow identyczne, |H1B z tytoniu w orientacji antysensownej; poliA - sygna

riantbw A, B i wi cg C,

jak opisano w cytowang
wy g pracy: skrocenie p atkow korony i pr cikdw oraz niedorozwdj py ku. Udokumento-
wano now , nie opisan wcze nigj anomali rozwojow U ro lin ze zmienionymi proporcja-
mi wariantdw H1. Polega ona na zmianie ksztatu i barwy dziaek kielicha. Dziaki byy

wyd u onei miay wyra nerd owe przebarwienia czyni ce je w pewnym stopniu podobny-

lin

Opracowano uk ad pozwala cy na niezale ne wprowadzenie dwdch T-DNA do ro lin.
Bazuje on na plazmidach z genami oporno ci na r6 ne antybiotyki. Plazmid pRokF19
(Prymakowska-Bosak et al. 1996) niesie oporno  na kanamycyn i zawiera promotor oraz
terminator 35S wirusa mozaiki kalafiora. Plazmid pBF19 zosta 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) nios ce-
go oporno  na higromycyn B. (Ryc. 5.) Otrzymano te odmian tego plazmidu zawierg -
¢ gen 3-glukuronidazy (GUS). Schemat plazmidu pBF19 przedstawiono naryc. 6, a prze-

14
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Ryc. 3. Nowa anomalia rozwojowa w kwiatach o zmienionych proporcjach wariantéw
H1 (po prawej) w poréwnaniu z kwiatami normanymi (po lewej). Wida wyra n  zmian
ksztatu i przebarwienia dziaek kielicha. Wida rownie opisane wcze nig skrocenie koro-
cikow.
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pBF19 Kpnl Xbal PBF19G kpni Xbal
oaThLs T AD>A— A —
Hindl 11 \ / EcoR Hindl 11 \ / ECoRl

pFF19G

RB RB

pBIB-HYG pBIB-HYG

Ryc. 5. Schemat konstrukcji plazmidow pBF19 i pBF19G z wstawionym genem
Arabidopsis.

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

Ro liny, w ktérych cz natywnych histonéw zast piono wariantem H1-2 z
Arabidopsis

Aby uzyska roliny mg ce obni ony poziom H1A i B oraz jednocze nie
nadeksprymuj ce H1-2 z Arabidopsis thaliana, przygtowano plazmid pBF19 z wstawionym
cDNA histonu H1-2 Arabidopsis. (Ryc. 5) Jednocze nie z nim do transformacji u yto
plazmid pRokF19 z genem histonu H1B z tytoniu w orientacji antysensowngj. (Ryc. 2) Ze
wzgl du nadu e podobie stwo sekwencji antysensowny H1B wyciszate H1A. Uzyskano

sze  zregenerowanych ro lin. Otrzymano rownie po trzy ro liny z trzech grup kontrol-
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nych: nios ce
plazmid pBF19 ze
i pRokF19

pusty, pBF19 pusty i

wstawk

pRoOkF19 ze wstaw-
k oraz nios ce dwa
puste plazmidy. Po-
dobie stwo H1-2 z
Arabidopsis do
g 6wnych wariantéw

Arabidopsis

H1 z tytoniu po-
twierdzono dokonu-

Ryc. 4. Dendrogram podobie stwa sekwencji znanych warian-

Arabidopsis
Arabidopsis

j ¢ poréwnania se-

Ryc. 7. Weryfikacja transgenicz-
no ci ro lin z wprowadzonymi dwoma
plazmidami. Jedna z ro lin H1A, B- /
H1-2 A.th. + (po lews)), jednazro linz
genem H1-2 z Arabidopsis wprowadzo-

uzyskanych ro lin po-
PCR

na wyizolowanym z nich DNA genomowym.

Transgeniczno
twierdzono przeprowadza ¢ reakcj

We wszystkich reakcjach powstay dwa pro-
dukty: o wielko ci okoo 450pz, i okoo
500pz. (Ryc. 7) wiadczy to o obecno ci w

Ryc. 8. Hybrydyzacja  wed ug
Southerna. Sondy cDNA H1B z tytoniu (po
lewej) oraz cDNA H1-2 z Arabidopsis (po
prawe)). DNA wyizolowane z jedngj z ro lin

A.th

17
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analizowanych ro linach T-DNA pochodz cego z obu wprowadzanych plazmidéw. Dalszej
weryfikacji transgeniczno ci dokonano metod hybrydyzacji Southerna. Jako sondy u yto
cDNA histonu H1B z tytoniu oraz cDNA histonu H1-2 z Arabidopsis. Gdy u yto sondy
H1B z tytoniu, to w DNA ze wszystkich wybranych do analizy ro lin pojawi s pr ek o
wielko ci 3000 par zasad odpowiada cy natywnemu genowi. W ro linach z wprowadzo-
nym H1B w orientacji antysensownej uwidoczniy S transgeny w postaci dodatkowych
pr kéw (Ryc. 8). W DNA zro lin z wprowadzonym H1-2 z Arabidopsis rownie wykaza-

Ze sprawdzonych ro lin wyizolowano histony cznikowe w 5% kwasie nadchlorowym i
analizowano w elu poliakrylamidowym z mocznikiem i kwasem octowym. Obraz
elektroforetyczny (Ryc. 9) okaza s by zgodny z oczekiwaniami. W ro linach kontrolnych
(Ryc 9-1) uk ad histondéw by identyczny

jak w dzikich. (Prymakowska-Bosak et al. §*
1999) W ro linach nios cych tylko gen & >
H1-2 z Arabidopsis potwierdzono Q\«O\'Z’ v N\;?’ Q\VQ’
. . o Ay NS

nadekspreg§ tego biaka (Ryc. 9-2), a w A
nios cych gen H1B z tytoniu w orientacji A
antysensownej obni enie poziomu g 6w- —re
nych wariantow histonéw  cznikowych
(Ryc. 9-3). We w a ciwych ro linach do- —H1c
wiadczalnych zawierg) cych wprowadzo- —HIE
ne oba te geny wykazano jednoczesne ob- —HI1F
ni enie poziomu wariantébw H1A i B oraz 1 2 3 4
nadekspres  H1-2 z Arabidops's (Ryc. 9- Ryc. 9. Histony cznikowe z ro lin: (1)
4). Zaobserwowano  kompensacyjny | kontrolnych, (2) nadeksprymuj cych H1-2,

. o . (3) ma cych obni ony poziom H1A i B, (4)
wzrost st enia wariantow H1C, D, Ei F ma cych H1A i B cz ciowo zast pione
w ro linach o obni onym poziomie g 6w-

nych wariantéw. (Ryc. 9-3) Zwi kszenie zawarto ci H1C, D, E i Fwyst pi o rOwnie w ro-

Arabidopsis. (Ryc 9-4) wiadczy to, e nadeksprymowany H1-2 z Arabidopsis jest oboj t-
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Analiza densytometryczna wykazaa, e nadeksprega H1-2 z Arabidopsis skompenso-
waaw po owie niedob6r H1A i B wywo any przez antysensowny gen H1B w stosunku do

puli histonéw. (Ryc. 10) Bezwzgl dn 100% -
zawarto  histonéw H1 trudno ustai

80% 1 EHIA

wprost, poniewa nie przeprowadzono mHB
. . . .. . 60%
analizy pozwalg cg na odniesienie za- HiC
EH1D
EHLE

EHIF

warto ci H1 do innego biaka o staym 40% 1

st eniu w tkankach. Szacuj ct war- 20% |

to trzeba wi c oprze s na powta 4
0% +
rzalno ci metody ekstarkcji w 5% kwa- s 2 3
sie nadchlorowym. Je li przyjmiemy, e £ * 22
I

suma wystandardyzowanych g so ci op- Ryc. 10. Udzia wariantéw w puli histonéw

tycznych wiadczy o bezwzgl dnym |H1.

st eniu histondbw  cznikowych w tkance, to zarbwno w ro linach tylko

nadeksprymuj cych H1-2 z Arabidopsis, jak i jednocze nie nadeksprymuj cych H1-2 oraz

ma cych obni ony poziom H1A i B su-

maryczna zawarto H1 jest wyra nie

podwy szona. (Ryc. 11) W takim uj ciu ::ig
kompensacja niedoboru H1A i B przez o
wprowadzony H1-2 z Arabidopsis jest ::i(;
blisko stuprocentowa. czna ilo I ::ﬁ
g bwnych wariantéw H1 (H1A, H1B, 5 .

Wzgl

H1-2 A.th.) w kontroli (Ryc. 11-1) i w
wariancie do wiadczalnym (Ryc. 11-4)

kontrola
H1A,B

A.th.+

jest prawie jednakowa. Ro liny do wiad-

<
I
Ryc. 11. G sto ci optyczne pr
wiadgj

czane mg dodatkowo silnie podwy - kéw odpo-

szon zawarto  mnigiszych warian-
Analiza histonéw w elach poliakrylamidowych pozwalawi c stwierdzi , e w otrzyma-
nych ro linach jednocze nie nadeksprymuj cych H1-2 z Arabidopsis oraz maj cych obni o-

ny poziomH1A i B st enie g dwnych wariantdw skompensowane jest ha pewno w 50%, a
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szony.

Histon H1-2 z Arabidopsis nie likwiduje efektu fenotypowego obni enia po-

Przeprowadzono obserwacje fenotypu. Ro liny kontrolne i tylko nadeksprymuj ce H1-2
z Arabidopsis miay kwiaty normalne. W ro linach maj cych tylko obni ony poziom H1A i
B budowa kwiatéw by a zmieniona identycznie, jak to opisano wy €: skrocenie p atkow
korony i pr cikbw, przebarwienia i zmiana ksztatu dziaek kielicha. Jednoczesna
nadeksprega H1-2 z Arabidopsisi obni enie zawarto ci H1A i B skutkoway identycznymi
zmianami w budowie kwiatow. (Ryc. 13) Tak wi ¢ histon H1-2 z Arabidopsis nie skompen-

Podobnie okazao s by zrozwojem py ku. Ro liny jednocze nie nadeksprymuj ce H1-
2 z Arabidopsis oraz ma ce obni ony poziom H1A i B miay pylniki silnie zmniejszone i

100%

90% +
80% —+
70% +
60%
50% +
40% +
30% +
20% +
10% +

0% -

kontrola
H1A,B
A.th+
kontrola
H1A,B
A.th+

Ryc. 12. Procent uszkodzonych ziaren py ku (po lewe)) i rednia masa pylnika (po
prawe)) w ro linach transformowanych pustymi plazmidami, o tylko obni onej zawarto ci
H1A i B oraz z jednoczesnym obni eniem poziomu H1A i B oraz nadekspre§ H1-2 z
Arabidopsis.

prawie 100% uszkodze py ku, identycznie jak w ro linach tylko o obni ongj zawarto ci
H1A i B. (Ryc. 12, 13) Zatem rOwnie wp yw niedoboru H1A i B na zaburzenia w rozwoju
Arabidopsis.
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rod-

ku) i obraz mikroskopowy py ku (na dole) ro lin: kontrolnych (1), o obni onym pozio-

mie g dwnych wariantow H1 (2) oraz o g wnych wariantach H1 cz ciowo zast pio-
Arabidopsis
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Poniewa mimo du ego podobie stwa sekwencji H1-2 z Arabidopsis nie kompensuje

efektu obni enia poziomu H1A i B, mo e wi ¢ za obserwowane efekty fenotypowe odpo-

wiada nie tyle obni enie poziomu g éwnych, co wzrost zawarto ci mnigjszych wariantéw

H1?

Uk ad do podwdjnej transformacji nie pozwala na zwi kszenie nadekspresji

bia ek

Aby sprawdzi , czy opracowany uk ad do podwojng transformaciji nadajes do zwi k-

Szenia poziomu nadekspregi, przeprowa
dzono prob u ycia go do wprowadzenia
histonu H1-2 z Arabidopsis jednocze nie na

ki
roliny ma cg wprowadzony
plazmid pRokF19 z cDNA histonu H1-2
plazmidem pBF19 mis cym ten sam gen.

li ciowe

Uzyskany poziom nadekspregi by jednak
identyczny jak w przypadku pojedy cze
transformacji (dane nie przedstawione).
Uk ad bazuj cy na plazmidzie pRokF19 i
pBF19 nie nadaje s zatem do wymuszenia
wy szego poziomu nadekspregi gendbw w

ro linach.

&

.e X
SIS

N

—H1A
—H1B

—H1C
—H1D

—H1E

—H1F

Ryc. 14. Histony cznikowe z ro lin
rosn cych przy normalnym uwodnieniu i

Aby sprawdzi , czy na proporcje wariantow histonbw  cznikowych w tytoniu ma

Wp YW susza, przeprowadzono eksperyment, w ktérym ro liny tytoniu poddano suszeniu

na ré nych etapach rozwoju. W toku eksperymentu nie zaobserwowano adnych wi-

docznych go ym okiem anomalii rozwojowych. Nie stwierdzono réwnie zaburze w
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Proporcje wariantéw H1 s identyczne w p czkach kwiatowych na ré6 nych

Sprawdzono, czy proporcje wariantow H1
Zmienigg S w czasie rozwoju kwiatu. Wyizolo-
wano  histony cznikowe w 5% kwase
nadchlorowym z p czkow na ré nym etapie roz-
woju. Stadium rozwojowe okre lono wed ug kla-
syfikacji zaproponowane przez Koltunow et al.
(1990): p czki wielko ci do 4 mm — stadium
przedmejotyczne, 5-8 mm — mgoza, 10-15 mm —
stadium postmejotyczne, dojrzae kwiaty. Stwier-
dzono, ze przez cay czas proporcje wariantow H1
w caych p czkach tytoniu pozostgj zasadniczo

—H1A
—H1B

—H1C
—H1D

—H1E
—H1F

Ryc. 15. Histony cznikowe izo-
lowane z p czkéw o ré ne wielko -
ci, zngduj cych s w ro nych sta
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We wszystkich eukariotycznych  organizmach  wielokomérkowych — wyst puj
niealeliczne warianty hissonéw H1. Badania ich funkgcji (patrz wst p) pozwoli y odrzuci
teori 0 dziaaniu tych biaek jako kluczowych ogdlnych regulatorow transkrypgcji, na ko-
rzy tezy, ema oneograniczonyi ci le specyficzny wp yw napewne procesy biologicz-
ne. W szczegélno ci okazao s, e proporcje wariantow H1 s istotne dla prawid owego
rozwoju kwiatu w tytoniu. (Prymakowska-Bosak et al. 1999) Opisana teraz nowa anomalia
rozwojowa w kwiatach tytoniu o zaburzonych proporcjach histonéw  cznikowych jest in-
teresuyj ca, gdy wykracza daleko poza opisywan uprzednio zmian wymiarbw cz ci
kwiatéw. Zmiana koloru i ksztatu dzia ek kielicha (Ryc. 3) upodabnia je do p atkow koro-
ny, atak zmian mo nanazwa mutacj homeotyczn . wiadczy to o zale no ci funkcjo-
nalngg mi dzy histonami  cznikowymi a genami homeotycznymi steruj cymi rozwojem
kwiatu, zw aszcza genami peni cymi funkcj A i B. (Theissen 2000) Mo e wr cz niektore
czynniki transkrypcyjne reguluj ce budow kwiatu s podobne do histonéw H1, anaogicz-
nie jak opisa to Clark et al. (1993) dla czynnikéw HNF-3 i dziag na zasadzie kompetycji
0 migisca wi zania na nukleosomie? Te kwesti rozstrzygn mo e ustalenie struktury,
zw aszcza biaka AP2 (Okamuro et al. 1997, Theissen 2000), najbardzig interesuj cego w

cie.

Opisany w ninigjszej pracy uk ad do podwojng transformacji oparty jest na dwdéch anty-
biotykach selekcyjnych: kanamycynie i higromycynie B. Oba s osobno powszechnie stoso-
wane (na przyk ad Tsugeki i Fedorff 1999, Amedeo et al. 2000). Udao s potwierdzi , e
nadaj s one do réwnoczesnego stosowaniaw celu wprowadzenia dwéch ré nych T-DNA
do ro lin - uzyskano stabiln integracj obu transgenéw. Ostatnio cz sto opisywane jest zja-
wisko transkrypcyjnego wyciszania gendw (transcriptional gene silencing) powodowane po-
dobie stwem sekwencji w obszarze promotora i zwi zane z metylaci DNA. (Jones et al.
1999, Kooter et al. 1999) Poniewa w uk adzie bazuj cym na plazmidach pRokF19 i
pBF19 promotory s identyczne, istnigje powa ne ryzyko wyst pieniatego zjawiska. Odno-
towano jednak znacz cy efekt gendw z obu plazmidéw na poziomie biaka, co wiadczy o
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Do zast pienia natywnych g wnych wariantéw H1 tytoniu przez gen H1-2 pochodz cy
z Arabidopsis u yto kombinacji dwéch podg  eksperymentalnych: nadekspresi genu po-
chodz cego z innego gatunku oraz strategii antysensu. Nadeksprega, mimo pewnych niedo-
skonao ci, jest powszechnie stosowana w badaniu funkcji biaek i to zar6bwno
struktralnych, takich jak histony (Ascenzi i Gantt 1999a, Prymakowska-Bosak et. al. 1996),
jak i regulacyjnych, na przyk ad steruj cych rozwojem kwiatu. (Theissen et al. 2000) G 6w-
nym ograniczeniem jest tutag) praktycznaniemo no odtworzenia specyficznego czasowego
I przestrzennego wzoru ekspregi biaek. Strategia antysensu polega na wytwarzaniu RNA
komplementarnego do mRNA genu b d cego celem zabiegu, co powoduje degradacj tego
ostatniego. (Crooke 2000, Mol et al. 1990) W ro linach jest to nagjlepigl sprawdzona meto-
da selektywnego wy czania ekspregi gendw, nadal cz cig stosowana od pono skutecz-
nigiszych, opartych na niedawno odkrytych oddziaywaniach RNA. (Baulcombe 1999,
Smith et al. 2000) Poniewa mechanizm dziaania antysensu jest bardzo sabo poznany, za-
chowanie po raz pierwszy stosowanego uk adu do wiadczalnego jest trudne do przewidze-
nia Udao s tu potwierdzi , emo liwejest jednoczesne obni enie poziomu ekspregi ge-
nu za pomoc strategii antysensu i hadeksprega podobnego genu pochodz cego z innego
gatunku.

Aby u y histonu H1-2 z Arabidopsis do zast pienia g dwnych wariantéw H1 tytoniu,
trzeba wcze nig stwierdzi , czy jest on podobny do wariantow H1A i B tytoniu.
Dendrogram przedstawiony na ryc. 4 potwierdza to podobie stwo, przynajmnigj wzgl dem
pozostaych znanych wariantow H1. Nie dowodzi to wprost to samo ci funkcjonalne
g 6wnych wariantow H1 tytoniu i H1-2 Arabidopsis, stanowi jednak przesank wystarcza-
j ¢, aby uzyskane w tym uk adzie wyniki traktowa powa nie. Dla wiarygodno ci wyni-
kow wa ne jest rownie ustalenie rzeczywistego poziomu poszczegolnych wariantow H1 w
otrzymanych ro linach podwdjnie transgenicznych. Proporcje wariantow ustalono precyzyj-
nie, jednak nie przeprowadzono szczegb owej analizy umo liwigj cej okre lenie bezwzgl d-
nego poziomu biaek histonowych. Zabrak o tu mo liwo ci odniesienia sygnaow danych
przez warianty H1 do jakiego biaka o staym s eniu, na przyk ad histonu H4
(Prymakowska-Bosak et al. 1996) Trudno sprawia rownie histon H1-2 z Arabidopss,
ktory jest mnigj podatny na barwienie Coomassie Briliant Blue ni H1 z tytoniu. (Moechs et
al. 1988, Prymakowska-Bosak et al. 1996) Z braku precyzyjnych danych przyj to tutg —
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dlaostro noci - eilo H1-2 jest zani ona dwukrotnie. Zdj cia prezentowane w pracy
Prymakowskig-Bosak et al. (1996) pokazuj , e intensywno optyczna pr ka odpowia
dg cego histonom H1-1 i H1-2 w ro linach Arabidopsis jest zdecydowanie sabsza od
pr kagoéwnych wariantow H1 w tytoniu przy podobnej intensywno ci pr  kéw histonow
rdzeniowych. Niewykluczone, e rzeczywistaré nicaw podatno ci na barwienie jest sporo
wi ksza.

Analizawariantow H1 na €elu prowadzi do obserwacji, e przy jednoczesnym obni eniu
H1A i B oraz nadekspregi H1-2 z Arabidopsis, poziom wariantéw H1C, D, E i F jest po-
dwy szony. (Ryc. 9-4) Mimo du ego dodatku H1-2 mechanizm kompensacyjny utrzymuje
podwy szony poziom maych wariantéw H1, tak jak to s dzigje, gdy tylko obni y s 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. Przybli a nasto w do wyja nienia natury tego mechanizmu. Zaobserwowano, e przy
nadekspregi H1-2 z Arabidopsis w dojrzaych ro linach tytoniu cz sto wyst puje obni enie
poziomu natywnych H1. (Prymakowska-Bosak et al. 1996) Nie zaobserwowano tego nato-
miast w intensywnie dziel cych s komorkach BY-2. (Calikowski 2000) Sugerowao to, e
w nie dziel cych s ¢z ciach ro liny stale eksprymowany pod konstytutywnym promoto-
rem H1-2 wypiera z chromatyny natywne warianty, ktore nast pnie ulegay degradacji. W

wietle opisywanego w tej pracy eksperymentu ma o prawdopodobne wydaje s , aby kom-
pensacja opieraa s na degradacji biaek. W przeciwnym wypadku w opisanym tu uk adzie
kompensacji przez mae warianty H1 by nie by o lub by a by bardzo sabo zaznaczona
Rownie mao prawdopodobne jest, e obszary promotorowe gendw histonéw  czniko-
wych s giniewra liwenast enieH1idziag nazasadzie sprz eniazwrotnego ujemne-
go, zwi kszg c ekspre§ przy ka dym obni eniu st enia histonéw H1. Prezentowany tu
wynik sugeruje raczej, e mechanizm kompensacji niedoboru histonéw  cznikowych jest
bardzigi skomplikowany i w tytoniu oparty na pewnych subtelnych w a ciwo ciach mRNA
Arabidopsis

Dodanie histonu H1-2 z Arabidopsis nie znios o efektu fenotypowego obni enia pozio-
mu H1A i B w tytoniu. Dotyczy to zarowno anomalii w budowie kwiatu, jak i uszkodze
py ku. Skoro poziom g éwnych wariantow H1 zosta dwukrotnie zwi kszony, a wed ug da-
lgj id cq interpretacji przywrécony do fizjologicznego, to dane te wskazuj na warianty
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H1C, D, E, F jako bezpo redni przyczyn zaburze rozwojowych. Wynik ten pozostge w
sprzeczno ci z danymi méwi cymi o braku efektu fenotypowego nadekspregji histonu H1-3
Arabidopsis

Wykazany tu brak r6 nicowe regulacji proporcji wariantow H1 w czasie rozwoju kwia-
tu wiadczy o tym, e efekt patologiczny zaburzenia wariantow H1 wynika raczej z przy-
padku ni ingerencji w specyficzny wyra ny mechanizm objawig cy s fluktuacjami pro-
porcji H1. Oczywi cie nie wiadomo, jak proporcje wariantow H1 ksztatuj s w ré nych
cz ciach rozwijg cego s kwiatu. Niewykrycie wp ywu suszy na proporcje wariantéw H1
i budow kwiatu wiadczy o tym, e 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 sugeroway poréwnania sekwencji. (Przew oka 2000)
W wietle tego wyniku podobie stwo uszkodze pyku wywo anych susz (Saini 1997,
Lalonde et al. 1997) do uszkodze wywo anych zaburzeniami proporcji wariantow H1 mo-

ewydawa s przypadkowe. Poniewa brak indukcji jednego z wariantéw H1 przez susz

jest prawdopodobnie cech gatunkow tytoniu, aby ostatecznie rozstrzygn zaeno mi -
dzy susz , histonami H1 a uszkodzeniem py ku, nale y przyjrze s racze gatunkowi w
ktérym zaobserwowa mo nanast puj ce zjawiska: (1) indukcj jednego z H1 przez susz
(2) uszkodzenia py ku spowodowane zaburzniem proporcji wariantow H1 oraz (3) uszko-
dzenia py ku wywo ane susz . Nale y zaznaczy , e Arabidopsis nie nadge s do tego ce-
lu, gdy ani zaburzenia proporcji H1, ani susza nie wywo ay tam anomalii rozwojowych w
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