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Characteristics of genes expressed during plant somatic embryogenesis

Summary

Recently, several papers regarding genes essential for somatic embryoge-
nesis have been published. The most important genes playing a key role in both
zygotic and somatic embryogenesis are: SERK, EEC, and BBM. The majority of
them are regulatory genes coding transcriptional factors. It was proved that the
highest transcript accumulation of/ACL/5, BBM, SERK genes is characteristic for
early stages of embryogenesis. The other genes, e.g. LECI, UL, LEC2, FUS3, PEII
are preferentially expressed in later stages. Recently, NiR gene coding
ferredoxin - nitrite reductase, isolated from QTL region has been proved to
play a key role in regeneration ability of rice.

Although many investigations have been performed up to date, the molecu-
lar mechanisms of somatic embryogenesis is still far from understanding.
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1. Wprowadzenie

Somatyczna embriogeneza polega na formowaniu sie zarod-
kdéw somatycznych z komorek wegetatywnych w. warunkach in
vitro (1). Proces ten stanowi doskonaly przykiad totipotecjalnos-
ci roslin i jest wykorzystywany jako modelowy do badania em-
briogenezy zygotycznej. W czasie tego procesu zarodki prze-
chodza kolejne stadia rozwojowe odpowiadajgce planowi roz-
woju zarodkéw zygotycznych. Zarodki somatyczne sg strukturami
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o wyraznej biegunowosci, ktéra w dalszym rozwoju odpowiada polaryzacji ped-ko-
rzen. W czasie p6znej embriogenezy zarodek nabywa odpornosci na susze gro-
madzac materialy zapasowe bedace zrédtem pokarmowym podczas kietkowania,
a jego metabolizm zostaje uspiony (2). Uwienczeniem procesu embriogenezy jest
wyksztatcona roslina z jednym liscieniem (rosliny jednoliscienne) lub dwoma liscie-
niami (u dwulisciennych). Procesy, jakie maja miejsce w komdrkach roslinnych pod-
czas przejscia komorek wegetatywnych w komaorki embriogeniczne sg jeszcze stabo
poznane pod wzgledem genetycznym.

Prace zmierzajace do wyjasnienia genetycznego podioza zdolnosci do regenera-
cji roslin w kulturze in vitro, w tym nad somatyczng embriogenezg, prowadzone sg
od ponad dwudziestu lat. W wyniku klasycznej analizy genetycznej powstato kilka
teorii na temat dziedziczenia tej cechy. W wiekszosci z nich zaktadata sie, Ze proces
somatycznej embriogenezy jest kontrolowany przez niewielkag liczbe genéw i jest
cechg dominujgca (3,4). W nielicznych pracach wykazano jednak, Ze regeneracja
roslin na drodze embriogenezy somatycznej ma charakter recesywny lub podlega
supresji przez 2 geny komplementarne (5,6).

Dopiero jednak rozwéj nowoczesnych technik badawczych w pierwszej potowie
lat dziewiec¢dziesigtych ubiegtego wieku umozliwit identyfikacje loci cech iloScio-
wych zwiazanych z reakcja roslin w kulturze in vitro na mapach sprzezeri markeréw
molekularnych (7,8) oraz izolacje i szczegb6towa charakterystyke genéw zaanga-
zowanych w proces somatycznej embriogenezy.

2. Charakterystyka genéw zwigzanych z somatyczng embriogenezg

Formownie zarodkow roslinnych wymaga aktywacji specyficznego zestawu ge-
noéw. Dotychczas wykryto i scharakteryzowano kilka genéw zaangazowanych w pro-
ces tworzenia zarodkéw somatycznych z komérek wegetatywnych. Najwazniejsze
z nich to: SERK (9), LECI (10), LEC2 (11), EUS3 (12,13), UL (14), BBM (15). Udziat in-
nych gendw takich jak: AGL15 (16) i PEI1 (17) w tym procesie nie zostat jeszcze
w petni przebadany.

2.1. Geny SERK

Najobszerniej scharakteryzowano geny nalezace do rodziny SERK. Pierwszy gen
DcSEFK [Daucus caroto somatic embriogenesis receptor - like kinase) z tej rodziny zi-
dentyfikowano u marchwi (Daucus carota), (9). jednak najlepiej zbadano gen AtSERK]
u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), (18). Ponadto u tego gatunku zidentyfikowano
cztery inne geny (AtSERK 2-"5) podobne do AtSERK] na poziomie sekwencji DNA
(19). Biatka SERK zaliczane sg do nadrodziny roslinnych kinaz biatkowych (RLK) (20).
Zbudowane sg z peptydu sygnalnego i domeny zewnatrzkomorkowej sktadajacej sie
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Z zamka leucynowego, pieciu powtdrzen bogatych w leucyne (LRRs), pojedynczej
domeny transmembranowej, domeny kinazy wewnatrzkomdrkowej, 11 konserwo-
wanych subdomen nalezacych do kinaz serynowo-treoninowych oraz domeny boga-
tej w proline (SPP) - rysunek 1. (18). Funkcja domeny SPP nie jest poznana, moze
ona petni¢ role zawiasu zapewniajgcego elastycznos¢ zewnagtrzkomorkowej czesci
receptora lub uczestniczy¢ w oddziatywaniu ze Sciang komoérkowg. Gtowna cechg
odrézniajgca biatka SERK od innych biatek z nadrodziny RLK jest obecno$¢ domeny
bogatej w proline zlokalizowanej pomiedzy LRRs i domeng transmembranowa.
Obecnosé motywu SPP uzyto jako kryterium identyfikacji kolejnych czterech genéw
SERK (AtSERK2"MAtSERKS) wsrdd licznych gendw LRR-RLK u rzodkiewnika. Kazdy
z tych genow zawiera wszystkie charakterystyczne elementy opisanych biatek SERK.
Geny AtSERKI i AtSERK2 wykazuja najwiekszg homologie w sekwencji nukleotydo-
wej i sg najblizej ze soba spokrewnione w obrebie rodziny genéw SERK, natomiast
geny AtSERKS, 4 i 5 stanowig oddzielng podrodzine. Rodzina genéw SERK ma wyso-
ce konserwatywng strukture genomowa. We wszystkich biatkach SERK kazda ze-
whnatrzkomorkowa domena i kazdy kolejny motyw LRR kodowane sg przez oddziel-
ne egzony (18). Geny nalezace do rodziny SERK wykryto takze u innych roslin, tj.
u kupkowki pospolitej (Dactylis glomerata) (21), kukurydzy (Zea mays) (19), lucerny
(Medicago truncatula) (22) i stonecznika (Helianthus sp.j, (23). Na poziomie aminokwa-
sowym gen AtSERKI jest nieco bardziej podobny do genu DcSERK niz pozostale
geny SERK rzodkiewnika.

Dowodu na zwigzek genu SERK z somatyczng embriogenezg dostarczyty badania
przeprowadzone u rzodkiewnika (18). Kultury pochodzace z roslin transformowa-
nych genem AtSERK pod kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora po 4 ty-
godniach wzrostu na pozywce indukcyjnej mialy podwyzszone zdolnosci embrioge-
niczne w poréwnaniu do kultur typu dzikiego. W kulturze otrzymanej z roslin typu
dzikiego gen AtSERKI ulegat ekspresji na bardzo niskim poziomie, natomiast kultu-
ry z roslin transformowanych genem AtSERKI wykazywaty wyzsza ekspresje w kultu-
rach embriogenicznych niz w kulturach nieembriogenicznych. U marchwi gen
DcSERK ulegat ekspresji w kulturach embriogenicznych po 7 dniach wzrostu na
pozywce zawierajacej 2,4-D, w komdrkach rozwijajacych sie w zarodki somatyczne.
Ekspresja tego genu trwata od wczesnych faz embriogenezy do stadium globularne-
go. Nie zaobserwowano ekspresji tego genu w kulturach nieembriogenicznych. Eks-
presje genu DcSERK stwierdzono réwniez w zarodkach zygotycznych (9). W embrio-

LZ LRR SPP T

) I
Rys. 1. Schemat rozmieszczenia domen w rodzinie biatek SERK, P - peptyd sygnalny, LZ - zamek

leucynowy, LRR - region bogaty w leucyne, SPP - domena bogata w proling, T - domena transmem-
branowa, K - domena kinazy.
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genezie zygotycznej gen AtSERK ulega ekspresji w komérkach jajowych przed za-
ptodnieniem, we wczesnym rozwoju zarodka, az po stadium sercowate (21).

2.2. Geny LEC

Geny LEC (ang, leafy cotyledon) rzodkiewnika, do ktérych nalezg: LECI, LEC2, EUS3
{FUSCA3) kodujg biatka stanowigce grupe regulatoréw zaangazowanych w prawi-
dtowy rozw@j zarodka zaréwno podczas morfogenezy jak i dojrzewania (11).

Biatka LEC sg znaczgaco podobne do podjednostki HAP3 czynnika transkrypcji
CBF (CCAAT bindingfactor) na poziomie sekwencji (10,11). CBF sg ewolucyjnie kon-
serwowanymi oligomerycznymi regulatorami transkrypcji zbudowanymi z trzech
podjednostek: HAP2, HAP3 i HAP5, ktére tworzg kompleks wigzac sie z motywem
CCAAT (obecnym w obszarach promotorowych wielu genéw eukariotycznych) (24).
U kilku gatunkéw roslin, m.in. u rzodkiewnika roéwniez znaleziono geny kodujgce
biatka 0 znaczacym podobiernistwie do funkcjonalnych domen podjednostek HAP2,
HAP3, HAP5 drozdzy (25). Ponadto podjednostka HAP3 u rzodkiewnika (AtHAP3) po-
woduje supresje mutacji w genie HAP2 u drozdzy, co sugeruje, ze biatko roslinne
oddziatuje funkcjonalnie z kompleksem CBF (26). LECI, LEC2, FUS3 s3g homologami
biatek HAP drozdzy. Bialtko LECI, podobnie jak podjednostka HAP3, sklada sie
z trzech regionéw (domeny A, B i C), przy czym centralna domena B jest ewolucyjnie
konserwowana. Domena B biatka LECI jest niezbedna dla aktywnosci tego biatka
w embriogenezie (27). Domena ta posiada reszte aminokwasowa, ktOra jest nie-
zbedna podczas oddziatywania podjednostki HAP3 z innymi podjednostkami kom-
pleksu CBF oraz odpowiada za zdolnos¢ kompleksu do wigzania DNA (28). W biatku
F1AP3 kodowanym przez geny LEC2 i FUS3 podjednostce B odpowiada podobna do
niej podjednostka B3 (11,28). W bazach danych znajduje sie jeszcze kilka genéw,
zlokalizowanych w genomie rzodkiewnika, kodujacych podjednostke F1AP3 i wyka-
zujgcych istotne podobienstwo w obrebie domeny B (14). W$rdod biatek kodowa-
nych przez te geny najbardziej podobne na poziomie sekwencji do biatka LECI jest
biatko LIL. Podobienstwo to dotyczy jedynie regionu B podjednostki HAP3, nato-
miast regiony A i C tych bialek réznig sie. Poza rzodkiewnikiem podobienstwo w ob-
rebie domeny B podjednostki FIAP3 wykryto u innych gatunkéw m. in. jeczmienia,
pszenicy, fasoli, soi, groszku, ryzu, kukurydzy (14).

U rzodkiewnika geny LECI, LEC2 i FUS3 sg zaangazowane w regulacje wczesnych
i p6éznych faz embriogenezy zygotycznej (10,11) i wykazujg efekt plejotropowy od-
powiadajgc za utrzymanie prawidtowej struktury wieszadetka, tozsamos¢ liscieni
oraz uniemozliwiajg przedwczesne kietkowanie nasion (11,29). Gen LECI ulega eks-
presji podczas rozwoju zarodka w fazie globularnej oraz sercowatej az po stadia
torpedo i zaginania liscieni (14). Poziom transkryptu genu LECI jest niewykrywalny
w organach wegetatywnych. Ekspresja genu LIL zachodzi w pdzniejszych fazach
embriogenezy zygotycznej (w stadium torpedo i zaginania liScieni oraz w dojrzatych
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zarodkach) (14). RNA tego genu wykryto réwniez w lisciach, korzeniach, todygach
i pakach kwiatowych, jednak poziom ekspresji genu UL byt niski. Ekspresja genu
LEC2 ogranicza sie tylko do rozwoju zarodka, przy czym najwyzszy poziom tran-
skryptu stwierdzono we wczesnych i $rednich fazach embriogenezy zygotycznej
(11). Na podstawie analizy mutantéw dowiedziono, ze geny LEC uczestnicza w roz-
woju zarodka (10,14). Kwong i wsp. (14) otrzymali mutanty z wyciszonym genem
LIL charakteryzujace sie zaburzong embriogeneza. U niektérych zarodkéw pojawity
sie dodatkowe komorki w wieszadetku, inne mialy zredukowane liscienie. Nasiona
posiadajace takie zarodki nie kietkowaty nawet, wtedy gdy niedojrzate nasiona ze-
brano i wylozono je na pozywke. Supresja genu LIL powoduje defekty w rozwi-
jajacym sie zarodku, a zmiany te dotyczag wczesnych faz embriogenezy zygotyczne;.
Natomiast zarodki mutantéw leci wyksztalcajg liscienie, ktore pod wzgledem
ksztaltu przypominajg forme posrednig miedzy liScieniami a lisémi typu dzikiego
(10) . Tak zmienione fenotypowo zarodki powstajg, mimo ze u mutantéw leci wykry-
to obecnos¢ transkryptu genu LIL (14), co Swiadczy o tym, ze obecnos¢ tego genu
nie zapobiega powstawaniu zdeformowanych zarodkéw i obecno$¢ obu funkcjonal-
nych genow jest konieczna do prawidlowego zachodzenia embriogenezy. U mutan-
tow leci ifus3 zaobserwowano zmiany w morfologii wieszadetka. Defekty takie wy-
kryto takze u podwodjnych mutantow leclfus3. Ponadto komorki znieksztalconego
wieszadetka, ktére u typu dzikiego majg ograniczong liczbe podziatéw, ulegaty pro-
liferacji i formowaty wtérne zarodki (10). Struktury ztozone z pierwotnych i wtor-
nych zarodkéw nie tracity zdolnos$ci embriogenicznych. Zjawiska tego nie stwier-
dzono u pojedynczych (leci) i podwdjnych (lecllec2) mutantéw, jedynie w 2 nasio-
nach na 298 tworzyly sie wtoérne zarodki u mutanta/us3 (10).

Na podstawie otrzymanych wynikéw z przeprowadzonych badan wskazuje sie,
ze geny LEC odpowiadajg za nabycie potencjatu embriogenicznego, co udowodnio-
no u rzodkiewnika, wykorzystujac rosliny transgeniczne (10,11). Mutanty leci, kto-
rych jednym z kilku efektéw plejotropowych jest produkowanie nasion nieodpor-
nych na wysychanie, transformowano cDNA genu LEC. U roslin z transgenem na-
stgpita komplementacja mutacji i rosliny te wytwarzaly nasiona tolerujace susze. Po-
nadto na liSciach transgenicznych siewek powstawaly struktury przypominajace za-
rodki somatyczne (10). Na podstawie analizy histologicznej i zastosowania hybrydy-
zacji in situ potwierdzono, ze wyrastajgce z komorek wegetatywnych struktury sg
zarodkami somatycznymi. Mutanty lec2 mialy znieksztalcone liscienie, natomiast po
transformacji genem LEC2 odtworzono fenotyp dziki i liscienie byly prawidtowo wy-
ksztatcone (11). Na liscieniach transgenicznych siewek powstawaly dodatkowo
struktury podobne do zarodkéw somatycznych. W strukturach tych zachodzita eks-
presja genoéw, ktérych produkty akumulujg sie w zarodkach somatycznych. Podobne
wyniki uzyskano w przypadku transformacji typu dzikiego konstruktem 35S:,LEC2
(11) . Z wynikéw przeprowadzonych badan wskazuje sie, ze geny LEC uczestniczg
w indukcji rozwoju zarodkéw somatycznych. Ostatnio potwierdzono, ze geny LEC
odgrywaja gtdbwna role w procesie embriogenezy somatycznej rzodkiewnika (30).
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Wykazano, ze mutanty: leci, lec2 \fus3 mialy duzo stabsze zdotnosci embriogenicz-
ne w poréwnaniu z typem dzikim. W tych samych warunkach kuttury 65-94% re-
agujgcych eksptantatow typu dzikiego wytwarzalo zarodki somatyczne z pominie-
ciem stadium kalusa, podczas gdy w przypadku mutantéw tylko 0,0-3,9% eksplanta-
tow formowalo zarodki somatyczne na drodze posredniej. Catkowita utrata zdolno-
$ci embriogenicznych wystgpita u podwojnych (leci lec2, leci fus3, lec2fus3) i potroj-
nych ifus3 leci lec2) mutantéw. Sprawdzono poziom ekspresji genéw LEC u typu dzi-
kiego rzodkiewnika w zarodkach przed i po wytozeniu na pozywke 2,4-D. Ekspresja
genow: LECI, LEC2, EUS3 zachodzita zaréwno przed, jak i w czasie trwania kukury
(30). Transkrypt genu ZmLECI, ktéry jest homologiem genu LECI rzodkiewnika byt
obecny w kalusie embriogenicznym, a jego poziom spadat w czasie rozwoju zarod-
kéw somatycznych (31). Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna przypisaé
genom LEC gtéwna role w embriogenezie zygotycznej u roslin oraz w indukcji soma-
tycznej embriogenezy w kulturach in vitro.

2.3. Gen BBM

Kolejnym genem zaangazowanym w somatyczna embriogeneze jest BBM (ang.
baby boom) zidentyfikowany u rzodkiewnika i u rzepaku (Brassica napus), wykazujacy
podobienstwo do przedstawicieli rodziny czynnikéw transkrypcyjnych AP2/ERF (32).
Charakterystyczne dla tych biatek jest wystepowanie domeny AP2/ERF wigzacej
DNA. W obrebie rodziny biatlek AP2/ERF wyrézniono dwie podrodziny: ERF, ktdra
zawiera jedng domene wigzgca DNA oraz AP2 posiadajgcg dwie takie domeny.
Biatka BBM rzodkiewnika i rzepaku naleza do podrodziny AP2 i na poziomie se-
kwencji biatkowej wykazujg 98-99% podobiernistwo miedzy sobg oraz 60-89% w obre-
bie obu domen. Boutilier i in. (15) badali ekspresje genu BBM w kulturach mikrospor
rzepaku. Obecnos¢ transkryptu stwierdzono w 4-dniowych kulturach embriogenicz-
nych, podczas gdy w kulturach nieembriogenicznych transkryptu nie wykryto. Eks-
presja genu BBM zachodzita we wczesnych i péznych fazach rozwoju zarodka (16).
Interesujgcych wynikéw dostarczono z przeprowadzonych badan u rzodkiewnika
i rzepaku transformowanych konstruktami zawierajgcymi geny BBM pod kontrolg
dwodch semikonstytutywnych promotorow (35S::BBM i UB\::BBM). U transformantow
z nadekspresja genu BBM wsréd licznych efektéw plejotropowych gtéwnym byto
spontaniczne formownie zarodkéw somatycznych oraz struktur podobnych do lis-
cieni na siewkach. Zarodki somatyczne wykazywaly organizacje podobng do zarod-
koéw zygotycznych. Zaklasyfikowanie biatek BBM do czynnikdw transkrypcyjnych
w potgczeniu z ich akumulacjg podczas rozwoju zarodka pozwolity przypisa¢ im
wazng role w regulacji szlakdéw zwigzanych z embriogeneza.

BIOTECHNOLOGIA 1 (76) 96-106 2007 101



Anna Gruszczynska, Monika Rakoczy-Trojanowska

2.4. Inne geny zwigzane z embriogenezg

2.4.1. Gen AGL15

Biatko AGL15 (ang. agamous-like) jest przedstawicielem rodziny regulatoréow
transkrypcji zawierajgcych domene MADS i akumulowane jest w najwiekszej ilosci
we wczesnych stadiach rozwoju zarodka zar6éwno u roslin jedno-, jak i dwuliscien-
nych. Stosujgc specyficzne przeciwciata i techniki immunohistochemiczne wykaza-
no, ze biatko AGL15 gromadzi sie w cytoplazmie komérek jajowych przed zaptod-
nieniem i przemieszcza sie do jagdra we wczesnych stadiach rozwoju wieszadeltka,
zarodka i bielma. Relatywnie wysoki poziom tego biatka wystepuje w jadrach w cza-
sie morfogenezy zarodka az do rozpoczecia wysychania nasion u rzepaku, kukury-
dzy i rzodkiewnika (16). Perry i wsp. (16) udowodnili, ze gen AGL15 ma zwigzek
z somatyczng embriogenezg wykorzystujac mutanty leci, lec2 i fus3 rzodkiewnika,
u ktorych doszio do zatracenia tozsamosci zarodka oraz przedwczesnego zakoncze-
nia embriogenezy (13). U mutantdéw lec2 \fus3 nie zaobserwowano zmian w groma-
dzeniu sie biatka AGL15, natomiast u mutanta leci poziom tego biatka spadat w p6z-
nym stadium sercowatym, poprzedzajgc zaburzenia morfologiczne u rozwijajgcych
sie zarodkéw. Mutacja w genie LECI nie miata wplywu na poziom biatka AGL15 we
wczesnych fazach rozwoju zarodka, co wskazuje, ze gen LECI nie jest konieczny do
aktywacji ekspresji genu ACL15. Na podstawie otrzymanych wynikOéw potwierdzo-
no, ze gen LECI wpltywa na utrzymanie wysokiego poziomu biatka AGL15 podczas
poznej embriogenezy.

Wspomniano, ze gen ACL15 koduje biatko regulatorowe. Biatko to wigze sie
z motywem CArGW (C-[AAT]rich-G) sekwencji promotorowych genéw, jednym z kan-
dydatow mogt by¢ gen AtCA20x6 rzodkiewnika, kodujacy oksydaze GA2, ktorej ak-
tywno$¢ katalityczna polega na konwersji biologicznie aktywnych form gibereliny
w nieaktywne. Hipoteze te potwierdzono wykonujgc serie eksperymentéw z wyko-
rzystaniem techniki immunoprecypitacji biatka AGL15 z elementami regulatorowy-
mi tego genu (33). Najwyzszag ekspresje obu genéw stwierdzono we wczesnych fa-
zach rozwoju zarodkéw, zaréwno zygotycznych, jak i somatycznych. Spadkowi po-
ziomu akumulacji oksydazy i biatka regulatorowego podczas rozwoju zarodkoéw to-
warzyszyt wzrost poziomu endogennej gibereliny. jest to zrozumiate, poniewaz gi-
berelina wpltywa negatywnie na podzialy komérkowe, a stymuluje wzrost wydtuze-
niowy komorek, co w zarodkach nastepuje poczawszy od stadium sercowatego;
w fazie torpedo poziom transkryptow obu gendéw spadat znaczgco. Transgeniczne
rosliny rzodkiewnika z dodatkowg kopia genu ACL15 ulegajacego ekspresji konsty-
tutywnej charakteryzowaty sie zwiekszona efektywnoscig formowania zarodkéw so-
matycznych z merystemow wierzchotkowych w pozywce ptynnej zawierajacej 2,4-D.
Wylgczenie technikg knock-out genu AtCA20x6 oraz dodanie do pozywki GA i GA3
wywotywato efekt odwrotny. W przytoczonych badaniach wykazano, ze geny AtCA20x6
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oraz AGUS5 pelnig istotng funkcje w najwczeséniejszych fazach rozwoju zarodka. Au-
torzy przypuszczaja, ze oprocz AtGA20x6 istnieje jeszcze kilka gendw, ktorych eks-
presja jest regulowana przez biatko AGL15.

2.4.2. Gen PEII

Gen PEIl koduje biatko zawierajace domene z motywem palcéw cynkowych
(CyssHis) o budowie charakterystycznej dla zwierzecych i grzybowych czynnikéw
transkrypcyjnych. Podczas zastosowania hybrydyzacji in situ wykazano, ze u rzod-
kiewnika ekspresja genu PEIl zachodzi w zarodku od stadium globularnego az po
pozna faze liscieni. Gen ten jest niezbedny w rozwoju zarodka, co wykazali Li i Tho-
mas (17) wprowadzajac cDNA genu PEIl w orientacji antysensowej do rzodkiewnika.
U transformantéw powstawaly zmienione fenotypowo zarodki, ktére utracity zdol-
nos¢ przechodzenia prawidlowej embriogenezy. Zarodki te réznity sie wielkoscig
od prawidiowo rozwinietych, a takze pozostawaly biate i nie przybieraty zielonej
barwy jak ma to miejsce u fenotypu dzikiego. Zaburzenia te dotyczyly przejscia z fa-
zy globularnej do stadium sercowatego. W kulturach in vitro takie zaburzone w roz-
woju zarodki nie byty zdolne do wytwarzania liscieni, natomiast formowanie korze-
ni miatlo prawidiowy przebieg. Eksplantaty pobrane z tych korzeni wylozone na
pozywki wytwarzaly kalus embriogeniczny, a zregenerowane rosliny formowaty za-
rodki o identycznym fenotypie jak rosliny transformowane genem PEIl w orientaciji
antysensowej. Na podstawie tych wynikdw sugeruje sie, ze gen PEIl jest zarodko-
specyficznym czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry odgrywa wazng role podczas em-
briogenezy u rzodkiewnika i zaangazowany jest w rozwoj wierzchotkowej czesci za-
rodka (17).

2.4.3. Gen NiR

W ostatnich miesigcach u ryzu zidentyfikowano gen NiR (ang. ferredoxin-nitrate
reductase), (34). Nie udowodniono wprawdzie jego bezposredniego zwigzku z soma-
tyczng embriogeneza, ale jest to gen o podstawowej roli dla zapoczatkowania pro-
cesu morfogenezy in vitro. Wydaje sie zatem, ze jego charakterystyka jest uzasad-
niona w kontekScie omawianego zagadnienia. Gen NiR koduje reduktaze azoty-
nowa, ktora redukuje toksyczne dla komérek roslinnych jony azotynowe (dostarcza-
ne z pozywka jony azotanowe sg redukowane do azotynowych przez reduktaze azo-
tanowa) do amonowych. Pierwszym etapem prac byta identyfikacja QTLi zwigzanych
ze zdolnosciag do regeneracji roslin na mapie sprzezeh markeréw molekularnych,
bazujacej na populacji mapujacej, ktoérej komponentami rodzicielskimi byty dwie
odmiany ryzu: jedna o wysokiej wydajnosci regeneracji roslin (Kasalath), druga nie-
reagujaca w kulturze in vitro (Koshihikari). Wéréd nich, QTL o nazwie PSRI (ang. Pro-
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moter of Shoot Regeneration), znajdujgcy sie na chromosomie pierwszym, charaktery-
zowat sie najwiekszym udzialem w kontroli catkowitej zmiennosci cechy. Wykorzy-
stujgc technike map-based cloning (klonowanie bazujace na mapowaniu genetycz-
nym) oraz przeszukujac biblioteke BAC autorzy fizycznie zlokalizowali obszar PSR,
okreslili jego dtugosé i sekwencje. Okazato sie, ze w obszarze tym znajduje sie gen
NiR. Nastepnie wykazano, ze réznice miedzy odmianami polegaty na potimorfi-
zmach typu SNP (ang. single nucleotide polymorphism) oraz delecjach i insercjach
gtdbwnie w obszarze promotorowym genow i przektadaty sie na wysoki poziom ich
ekspresji u odmiany Kasalath, niski u odmiany Koshihikari. Poziom ekspresji gendw
obu odmian byt Scisle skorelowany z aktywnos$cig enzymatyczng NiR. Wyniki te po-
twierdzono oznaczajac poziom jondéw azotynowych uwalnianych do pozywki -
w pozywce, na ktdrej prowadzono kulture kalusa odmiany Kasalath poziom NO2' byt
wysoki, podczas gdy w pozywce z kalusem drugiej odmiany - niewykrywalny. Do-
datkowym dowodem byla regeneracja roslin z kalusa uzyskanego z eksplantatéw
niereaktywnej odmiany Koshihikari transformowanych konstruktem zawierajgcym
petng sekwencje genomowa lub cDNA genu NiR, wyizolowanego z odmiany Kasalath.

N/7? jest pierwszym zidentyfikowanym genem, ktdéry ma tak istotne znaczenie dla
zapoczatkowania procesu morfogenezy in vitro, w tym embriogenezy somatycznej
i jednoczesnie, jak sie wydaje, nie odgrywa wiekszej roli w réznicowaniu zygoty.

zarodek dojrzaty
Rys. 2. Najwyzszy poziom transkryptu genéw ulegajacych ekspresji podczas rozwoju zarodka.
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3. Podsumowanie

Do tej pory zidentyfikowano i scharakteryzowano kilka gendw, ktore ulegaja
ekspresji podczas somatycznej embriogenezy. Wigkszos¢ z nich koduje biatka be-
dace regulatorami transkrypcji. Wiedza na temat sposobu dziatania tych genéw jest
jednak nadat niepeina, a szczegbtowe poznanie ich wszystkich funkcji i wzajemnych
powigzarn wymaga dalszych badarn. Niemniej jednak, informacje zgromadzone do tej
pory oraz szybki rozwoj i doskonalenie metod biologii molekularnej pozwalajg
sgdzi¢, ze mechanizmy sterujgce somatyczng (i zygotyczng) embriogenezag beda co-
raz bardziej zrozumiate. To z kolei stwarza szanse sterowania procesem somatycz-
nej embriogenezy w roslinnych kulturach in vitro, integralnym elementem wielu pro-
cedur biotechnologicznych.
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