Epigenetyczne modyfikacje chromatyny w komérkach meskiego
gametofitu Hyacinthus orientalis L. w okresie od dojrzalo$ci pytku

do powstania komorek plemnikowych

Streszczenie rozprawy doktorskiej

Modyfikacje epigenetyczne sg mechanizmem umozliwiajagcym regulacje — struktury
chromatyny oraz jej aktywno$¢ transkrypcyjng. Wsrdd znacznikow epigenetycznych
wyroznia si¢ markery aktywnej euchromatyny, w tym acetylowane histony, histon H3
metylowany w pozycji lizyny 4 (H3K4) oraz markery nieaktywnej heterochromatyny takie
jak m. in. metylacja DNA, deacetylacja histondw i metylacja histonu H3 w pozycji lizyny 27
(H3K27). Réwnowaga miedzy znacznikami eu- oraz heterochromatynowymi w danym

obszarze chromatyny skutkuje utrzymaniem jej odpowiedniej struktury i aktywno$ci.

W meskim gametoficie roslin kwiatowych jadro wegetatywne 1 komorki linii
plciowej (komorka generatywna/komorki plemnikowe) zorganizowane sg w jednostke
strukturalng tzw. MGU (z ang. male germ unit), ktora obecna jest takze u Hyacinthus
orientalis. Wczesniejsze badania prowadzone u tego gatunku wykazaty, ze podczas wzrostu
fagiewki pylkowej] w jadrze wegetatywnym 1 jadrze komorki generatywnej dochodzi do
uruchomienia czasowej i zroznicowanej aktywnosSci transkrypcyjnej (Zienkiewicz i wsp.
2008b). Krotkotrwalg, niskg aktywno$¢ transkrypcyjng stwierdzono rowniez w jadrach
meskich gamet (Zienkiewicz i wsp. 2011).

Celem niniejszej pracy byta: (1) analiza wzorca oraz poziomu wybranych
modyfikacji epigenetycznych w komorkach meskiego gametofitu H. orientalis w okresie od
dojrzatych ziaren pytku do wytworzenia gamet w hodowanych in vitro fagiewkach
pytkowych, (2) poznanie wplywu metylacji DNA oraz acetylacji histonow na kietkowanie
pytku oraz wzrost tagiewki pytkowej. Technika immunocytochemiczng okreslono dystrybucje
i poziom znacznikéw heterochromatyny — 5mC i H3K27me®, znacznikéw euchromatyny -
acH4, H3K4me® i H3K36me' oraz enzymow uczestniczacych w regulacji acetylacji histonow
- HDT1 1 HDT3. Dodatkowo dokonano analizy kietkowania pylku oraz wzrostu tagiewek
pytlkowych ~w  pozywkach z  dodatkiem inhibitoréw  metylacji DNA -

5-azacytydyny oraz deacetylaz histonowych - maslanu sodu.



Wyniki badan ujawnity, ze jadro wegetatywne/tagiewkowe 1 jadra komorek linii
plciowej r6znig si¢ poziomem metylacji DNA oraz wzorcem modyfikacji biatek histonowych.
Poziom metylacji DNA w jadrze wegetatywnym przez caly badany okres byl nizszy anizeli w
jadrze generatywnym/jadrach gamet. Podstawowa r6znicg wzorca modyfikacji histonow byta
obecnoé¢ znacznika heterochromatyny H3K27me® tylko w jadrze wegetatywnym i jego brak
w chromatynie komorek linii ptciowe;.

W jadrze wegetatywnym juz we wczesnym etapie kielkowania pytku 1 wzrostu
tagiewek pytkowych stwierdzono obnizenie poziomu znacznikoOw heterochromatyny (5SmC,
H3K27me®) i gromadzenie znacznikéw euchromatyny (acH4, H3K4me®) oraz deacetylaz
histonowych. Zmiany te towarzyszyly rozluznieniu struktury chromatyny, co wskazuje na
przygotowanie jadra wegetatywnego do uruchomienia aktywnos$ci transkrypcyjnej. W
pOzniejszym okresie wzrostu tagiewek pylkowych obserwowano dalsze obnizanie poziomu
znacznikéw euchromatynowych (acH3, H3K4me®) oraz deacetylaz histonowowych, wzrastat
natomiast poziom H3K27me>.

W jadrze komorki generatywnej, takze we wcezesnym etapie wzrostu tagiewek, ale
pozniej niz w jadrze wegetatywnym, dochodzitlo do obnizenia poziomu metylacji DNA oraz
gromadzenia, aczkolwiek na nizszym poziomie, znacznikdw euchromatynowych i deacetylaz.
Z kolei na krotko przed jej podziatem nastepowat wzrost metylacji DNA oraz obnizanie
poziomu acH4, H3K4me® i deacetylaz histonowych. Wysoki poziom metylacji DNA oraz
niski poziom lub eliminacj¢ znacznikow euchromatynowych obserwowano w jadrach
plemnikowych.

Przez caly okres wzrostu lagiewki pytkowej w jadrach meskiego gametofitu nie
obserwowano wiekszych zmian w poziomie oraz wzorcu H3K36me’.

Szczeg6lng uwage zwrocono na obszar bliskiego sasiedztwa jader wegetatywnego
oraz jadra komorki generatywnej tworzacych MGU. W trakcie wzrostu tagiewek pytkowych
w chromatynie tego regionu dochodzito do obnizenia metylacji DNA, gromadzenia acH4 oraz
H3K4me®, a w jadrze wegetatywnym dodatkowo do obnizenia poziomu H3K27me®. Obszar
ten byt takZze miejscem dynamicznych zmian poziomu HDT1. Wskazuje to iz MGU obecna w
rosnacej lagiewce pytkowej hiacynta, poza funkcja strukturalng, prawdopodobnie uczestniczy
takze w ,genetycznej” interakcji miedzy jadrem wegetatywnym a jadrem komorki

generatywne;.



Uzyskane wyniki przedyskutowano na tle wcze$niej poznanej aktywnosci
transkrypcyjnej jadra wegetatywnego 1 jader komoérek linii plciowej podczas
powypyleniowego rozwoju meskiego gametofitu hiacynta (Zienkiewicz 1 wsp. 2008b,
Zienkiewicz i wsp. 2011). Pozwolito to na stwierdzenie, ze zmiany wzorca metylacji DNA i
znacznikow bialek histonowych sa pozytywnie skorelowane z okresem i intensywnos$cia
transkrypcji w jadrach badanych komoérek. Jednakze brak w jadrze generatywnym i jadrach
gamet hiacynta H3K27me® oraz stwierdzona wczeéniej u innych gatunkéw obecnosé
plciowych wariantow histonow (Ingouf 1 Berger 2010) wskazuje, ze precyzyjne mechanizmy

regulacji epigenetycznych moga by¢ w tych komorkach odmienne.
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