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Characteristics of genes expressed during plant somatic embryogenesis

S u m m a r y

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, LEC, and BBM. The majority of
them are regulatory genes coding transcriptional factors. It was proved that the
highest transcript accumulation of AGL15, BBM, SERK genes is characteristic for
early stages of embryogenesis. The other genes, e.g. LEC1, L1L, LEC2, FUS3, PEI1

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 siê zarod-
ków somatycznych z komórek wegetatywnych w warunkach in

vitro (1). Proces ten stanowi doskona³y przyk³ad totipotecjalnoœ-
ci roœlin i jest wykorzystywany jako modelowy do badania em-
briogenezy zygotycznej. W czasie tego procesu zarodki prze-
chodz¹ kolejne stadia rozwojowe odpowiadaj¹ce planowi roz-
woju zarodków zygotycznych. Zarodki somatyczne s¹ strukturami
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o wyraŸnej biegunowoœci, która w dalszym rozwoju odpowiada polaryzacji pêd-ko-
rzeñ. W czasie póŸnej embriogenezy zarodek nabywa odpornoœci na suszê gro-
madz¹c materia³y zapasowe bêd¹ce Ÿród³em pokarmowym podczas kie³kowania,
a jego metabolizm zostaje uœpiony (2). Uwieñczeniem procesu embriogenezy jest
wykszta³cona roœlina z jednym liœcieniem (roœliny jednoliœcienne) lub dwoma liœcie-
niami (u dwuliœciennych). Procesy, jakie maj¹ miejsce w komórkach roœlinnych pod-
czas przejœcia komórek wegetatywnych w komórki embriogeniczne s¹ jeszcze s³abo
poznane pod wzglêdem genetycznym.

Prace zmierzaj¹ce do wyjaœnienia genetycznego pod³o¿a zdolnoœci do regenera-
cji roœlin w kulturze in vitro, w tym nad somatyczn¹ embriogenez¹, prowadzone s¹
od ponad dwudziestu lat. W wyniku klasycznej analizy genetycznej powsta³o kilka
teorii na temat dziedziczenia tej cechy. W wiêkszoœci z nich zak³ada³a siê, ¿e proces
somatycznej embriogenezy jest kontrolowany przez niewielk¹ liczbê genów i jest
cech¹ dominuj¹c¹ (3,4). W nielicznych pracach wykazano jednak, ¿e regeneracja
roœlin na drodze embriogenezy somatycznej ma charakter recesywny lub podlega
supresji przez 2 geny komplementarne (5,6).

Dopiero jednak rozwój nowoczesnych technik badawczych w pierwszej po³owie
lat dziewiêædziesi¹tych ubieg³ego wieku umo¿liwi³ identyfikacjê loci cech iloœcio-
wych zwi¹zanych z reakcj¹ roœlin w kulturze in vitro na mapach sprzê¿eñ markerów
molekularnych (7,8) oraz izolacjê i szczegó³ow¹ charakterystykê genów zaanga-
¿owanych w proces somatycznej embriogenezy.

2. Charakterystyka genów zwi¹zanych z somatyczn¹ embriogenez¹

Formownie zarodków roœlinnych wymaga aktywacji specyficznego zestawu ge-
nów. Dotychczas wykryto i scharakteryzowano kilka genów zaanga¿owanych w pro-
ces tworzenia zarodków somatycznych z komórek wegetatywnych. Najwa¿niejsze
z nich to: SERK (9), LEC1 (10), LEC2 (11), FUS3 (12,13), L1L (14), BBM (15). Udzia³ in-
nych genów takich jak: AGL15 (16) i PEI1 (17) w tym procesie nie zosta³ jeszcze
w pe³ni przebadany.

2.1. Geny SERK

Najobszerniej scharakteryzowano geny nale¿¹ce do rodziny SERK. Pierwszy gen
DcSERK (Daucus carota somatic embriogenesis receptor – like kinase) z tej rodziny zi-
dentyfikowano u marchwi (Daucus carota), (9). Jednak najlepiej zbadano gen AtSERK1
u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), (18). Ponadto u tego gatunku zidentyfikowano
cztery inne geny (AtSERK 2÷5) podobne do AtSERK1 na poziomie sekwencji DNA
(19). Bia³ka SERK zaliczane s¹ do nadrodziny roœlinnych kinaz bia³kowych (RLK) (20).
Zbudowane s¹ z peptydu sygnalnego i domeny zewn¹trzkomórkowej sk³adaj¹cej siê
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z zamka leucynowego, piêciu powtórzeñ bogatych w leucynê (LRRs), pojedynczej
domeny transmembranowej, domeny kinazy wewn¹trzkomórkowej, 11 konserwo-
wanych subdomen nale¿¹cych do kinaz serynowo-treoninowych oraz domeny boga-
tej w prolinê (SPP) – rysunek 1. (18). Funkcja domeny SPP nie jest poznana, mo¿e
ona pe³niæ rolê zawiasu zapewniaj¹cego elastycznoœæ zewn¹trzkomórkowej czêœci
receptora lub uczestniczyæ w oddzia³ywaniu ze œcian¹ komórkow¹. G³ówn¹ cech¹
odró¿niaj¹c¹ bia³ka SERK od innych bia³ek z nadrodziny RLK jest obecnoœæ domeny
bogatej w prolinê zlokalizowanej pomiêdzy LRRs i domen¹ transmembranow¹.
Obecnoœæ motywu SPP u¿yto jako kryterium identyfikacji kolejnych czterech genów
SERK (AtSERK2÷AtSERK5) wœród licznych genów LRR-RLK u rzodkiewnika. Ka¿dy
z tych genów zawiera wszystkie charakterystyczne elementy opisanych bia³ek SERK.
Geny AtSERK1 i AtSERK2 wykazuj¹ najwiêksz¹ homologiê w sekwencji nukleotydo-
wej i s¹ najbli¿ej ze sob¹ spokrewnione w obrêbie rodziny genów SERK, natomiast
geny AtSERK3, 4 i 5 stanowi¹ oddzieln¹ podrodzinê. Rodzina genów SERK ma wyso-
ce konserwatywn¹ strukturê genomow¹. We wszystkich bia³kach SERK ka¿da ze-
wn¹trzkomórkowa domena i ka¿dy kolejny motyw LRR kodowane s¹ przez oddziel-
ne egzony (18). Geny nale¿¹ce do rodziny SERK wykryto tak¿e u innych roœlin, tj.
u kupkówki pospolitej (Dactylis glomerata) (21), kukurydzy (Zea mays) (19), lucerny
(Medicago truncatula) (22) i s³onecznika (Helianthus sp.), (23). Na poziomie aminokwa-
sowym gen AtSERK1 jest nieco bardziej podobny do genu DcSERK ni¿ pozosta³e
geny SERK rzodkiewnika.

Dowodu na zwi¹zek genu SERK z somatyczn¹ embriogenez¹ dostarczy³y badania
przeprowadzone u rzodkiewnika (18). Kultury pochodz¹ce z roœlin transformowa-
nych genem AtSERK pod kontrol¹ promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora po 4 ty-
godniach wzrostu na po¿ywce indukcyjnej mia³y podwy¿szone zdolnoœci embrioge-
niczne w porównaniu do kultur typu dzikiego. W kulturze otrzymanej z roœlin typu
dzikiego gen AtSERK1 ulega³ ekspresji na bardzo niskim poziomie, natomiast kultu-
ry z roœlin transformowanych genem AtSERK1 wykazywa³y wy¿sz¹ ekspresjê w kultu-
rach embriogenicznych ni¿ w kulturach nieembriogenicznych. U marchwi gen
DcSERK ulega³ ekspresji w kulturach embriogenicznych po 7 dniach wzrostu na
po¿ywce zawieraj¹cej 2,4-D, w komórkach rozwijaj¹cych siê w zarodki somatyczne.
Ekspresja tego genu trwa³a od wczesnych faz embriogenezy do stadium globularne-
go. Nie zaobserwowano ekspresji tego genu w kulturach nieembriogenicznych. Eks-
presjê genu DcSERK stwierdzono równie¿ w zarodkach zygotycznych (9). W embrio-
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Rys. 1. Schemat rozmieszczenia domen w rodzinie bia³ek SERK, P – peptyd sygnalny, LZ – zamek
leucynowy, LRR – region bogaty w leucynê, SPP – domena bogata w prolinê, T – domena transmem-
branowa, K – domena kinazy.



genezie zygotycznej gen AtSERK ulega ekspresji w komórkach jajowych przed za-
p³odnieniem, we wczesnym rozwoju zarodka, a¿ po stadium sercowate (21).

2.2. Geny LEC

Geny LEC (ang, leafy cotyledon) rzodkiewnika, do których nale¿¹: LEC1, LEC2, FUS3

(FUSCA3) koduj¹ bia³ka stanowi¹ce grupê regulatorów zaanga¿owanych w prawi-
d³owy rozwój zarodka zarówno podczas morfogenezy jak i dojrzewania (11).

Bia³ka LEC s¹ znacz¹co podobne do podjednostki HAP3 czynnika transkrypcji
CBF (CCAAT binding factor) na poziomie sekwencji (10,11). CBF s¹ ewolucyjnie kon-
serwowanymi oligomerycznymi regulatorami transkrypcji zbudowanymi z trzech
podjednostek: HAP2, HAP3 i HAP5, które tworz¹ kompleks wi¹¿¹c siê z motywem
CCAAT (obecnym w obszarach promotorowych wielu genów eukariotycznych) (24).
U kilku gatunków roœlin, m.in. u rzodkiewnika równie¿ znaleziono geny koduj¹ce
bia³ka o znacz¹cym podobieñstwie do funkcjonalnych domen podjednostek HAP2,
HAP3, HAP5 dro¿d¿y (25). Ponadto podjednostka HAP3 u rzodkiewnika (AtHAP3) po-
woduje supresjê mutacji w genie HAP2 u dro¿d¿y, co sugeruje, ¿e bia³ko roœlinne
oddzia³uje funkcjonalnie z kompleksem CBF (26). LEC1, LEC2, FUS3 s¹ homologami
bia³ek HAP dro¿d¿y. Bia³ko LEC1, podobnie jak podjednostka HAP3, sk³ada siê
z trzech regionów (domeny A, B i C), przy czym centralna domena B jest ewolucyjnie
konserwowana. Domena B bia³ka LEC1 jest niezbêdna dla aktywnoœci tego bia³ka
w embriogenezie (27). Domena ta posiada resztê aminokwasow¹, która jest nie-
zbêdna podczas oddzia³ywania podjednostki HAP3 z innymi podjednostkami kom-
pleksu CBF oraz odpowiada za zdolnoœæ kompleksu do wi¹zania DNA (28). W bia³ku
HAP3 kodowanym przez geny LEC2 i FUS3 podjednostce B odpowiada podobna do
niej podjednostka B3 (11,28). W bazach danych znajduje siê jeszcze kilka genów,
zlokalizowanych w genomie rzodkiewnika, koduj¹cych podjednostkê HAP3 i wyka-
zuj¹cych istotne podobieñstwo w obrêbie domeny B (14). Wœród bia³ek kodowa-
nych przez te geny najbardziej podobne na poziomie sekwencji do bia³ka LEC1 jest
bia³ko L1L. Podobieñstwo to dotyczy jedynie regionu B podjednostki HAP3, nato-
miast regiony A i C tych bia³ek ró¿ni¹ siê. Poza rzodkiewnikiem podobieñstwo w ob-
rêbie domeny B podjednostki HAP3 wykryto u innych gatunków m. in. jêczmienia,
pszenicy, fasoli, soi, groszku, ry¿u, kukurydzy (14).

U rzodkiewnika geny LEC1, LEC2 i FUS3 s¹ zaanga¿owane w regulacjê wczesnych
i póŸnych faz embriogenezy zygotycznej (10,11) i wykazuj¹ efekt plejotropowy od-
powiadaj¹c za utrzymanie prawid³owej struktury wieszade³ka, to¿samoœæ liœcieni
oraz uniemo¿liwiaj¹ przedwczesne kie³kowanie nasion (11,29). Gen LEC1 ulega eks-
presji podczas rozwoju zarodka w fazie globularnej oraz sercowatej a¿ po stadia
torpedo i zaginania liœcieni (14). Poziom transkryptu genu LEC1 jest niewykrywalny
w organach wegetatywnych. Ekspresja genu L1L zachodzi w póŸniejszych fazach
embriogenezy zygotycznej (w stadium torpedo i zaginania liœcieni oraz w dojrza³ych
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zarodkach) (14). RNA tego genu wykryto równie¿ w liœciach, korzeniach, ³odygach
i p¹kach kwiatowych, jednak poziom ekspresji genu L1L by³ niski. Ekspresja genu
LEC2 ogranicza siê tylko do rozwoju zarodka, przy czym najwy¿szy poziom tran-
skryptu stwierdzono we wczesnych i œrednich fazach embriogenezy zygotycznej
(11). Na podstawie analizy mutantów dowiedziono, ¿e geny LEC uczestnicz¹ w roz-
woju zarodka (10,14). Kwong i wsp. (14) otrzymali mutanty z wyciszonym genem
L1L charakteryzuj¹ce siê zaburzon¹ embriogenez¹. U niektórych zarodków pojawi³y
siê dodatkowe komórki w wieszade³ku, inne mia³y zredukowane liœcienie. Nasiona
posiadaj¹ce takie zarodki nie kie³kowa³y nawet, wtedy gdy niedojrza³e nasiona ze-
brano i wy³o¿ono je na po¿ywkê. Supresja genu L1L powoduje defekty w rozwi-
jaj¹cym siê zarodku, a zmiany te dotycz¹ wczesnych faz embriogenezy zygotycznej.
Natomiast zarodki mutantów lec1 wykszta³caj¹ liœcienie, które pod wzglêdem
kszta³tu przypominaj¹ formê poœredni¹ miêdzy liœcieniami a liœæmi typu dzikiego
(10). Tak zmienione fenotypowo zarodki powstaj¹, mimo ¿e u mutantów lec1 wykry-
to obecnoœæ transkryptu genu L1L (14), co œwiadczy o tym, ¿e obecnoœæ tego genu
nie zapobiega powstawaniu zdeformowanych zarodków i obecnoœæ obu funkcjonal-
nych genów jest konieczna do prawid³owego zachodzenia embriogenezy. U mutan-
tów lec1 i fus3 zaobserwowano zmiany w morfologii wieszade³ka. Defekty takie wy-
kryto tak¿e u podwójnych mutantów lec1fus3. Ponadto komórki zniekszta³conego
wieszade³ka, które u typu dzikiego maj¹ ograniczon¹ liczbê podzia³ów, ulega³y pro-
liferacji i formowa³y wtórne zarodki (10). Struktury z³o¿one z pierwotnych i wtór-
nych zarodków nie traci³y zdolnoœci embriogenicznych. Zjawiska tego nie stwier-
dzono u pojedynczych (lec1) i podwójnych (lec1lec2) mutantów, jedynie w 2 nasio-
nach na 298 tworzy³y siê wtórne zarodki u mutanta fus3 (10).

Na podstawie otrzymanych wyników z przeprowadzonych badañ wskazuje siê,
¿e geny LEC odpowiadaj¹ za nabycie potencja³u embriogenicznego, co udowodnio-
no u rzodkiewnika, wykorzystuj¹c roœliny transgeniczne (10,11). Mutanty lec1, któ-
rych jednym z kilku efektów plejotropowych jest produkowanie nasion nieodpor-
nych na wysychanie, transformowano cDNA genu LEC. U roœlin z transgenem na-
st¹pi³a komplementacja mutacji i roœliny te wytwarza³y nasiona toleruj¹ce suszê. Po-
nadto na liœciach transgenicznych siewek powstawa³y struktury przypominaj¹ce za-
rodki somatyczne (10). Na podstawie analizy histologicznej i zastosowania hybrydy-
zacji in situ potwierdzono, ¿e wyrastaj¹ce z komórek wegetatywnych struktury s¹
zarodkami somatycznymi. Mutanty lec2 mia³y zniekszta³cone liœcienie, natomiast po
transformacji genem LEC2 odtworzono fenotyp dziki i liœcienie by³y prawid³owo wy-
kszta³cone (11). Na liœcieniach transgenicznych siewek powstawa³y dodatkowo
struktury podobne do zarodków somatycznych. W strukturach tych zachodzi³a eks-
presja genów, których produkty akumuluj¹ siê w zarodkach somatycznych. Podobne
wyniki uzyskano w przypadku transformacji typu dzikiego konstruktem 35S::LEC2

(11). Z wyników przeprowadzonych badañ wskazuje siê, ¿e geny LEC uczestnicz¹
w indukcji rozwoju zarodków somatycznych. Ostatnio potwierdzono, ¿e geny LEC

odgrywaj¹ g³ówn¹ rolê w procesie embriogenezy somatycznej rzodkiewnika (30).
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Wykazano, ¿e mutanty: lec1, lec2 i fus3 mia³y du¿o s³absze zdolnoœci embriogenicz-
ne w porównaniu z typem dzikim. W tych samych warunkach kultury 65-94% re-
aguj¹cych eksplantatów typu dzikiego wytwarza³o zarodki somatyczne z pominiê-
ciem stadium kalusa, podczas gdy w przypadku mutantów tylko 0,0-3,9% eksplanta-
tów formowa³o zarodki somatyczne na drodze poœredniej. Ca³kowita utrata zdolno-
œci embriogenicznych wyst¹pi³a u podwójnych (lec1 lec2, lec1 fus3, lec2 fus3) i potrój-
nych (fus3 lec1 lec2) mutantów. Sprawdzono poziom ekspresji genów LEC u typu dzi-
kiego rzodkiewnika w zarodkach przed i po wy³o¿eniu na po¿ywkê 2,4-D. Ekspresja
genów: LEC1, LEC2, FUS3 zachodzi³a zarówno przed, jak i w czasie trwania kultury
(30). Transkrypt genu ZmLEC1, który jest homologiem genu LEC1 rzodkiewnika by³
obecny w kalusie embriogenicznym, a jego poziom spada³ w czasie rozwoju zarod-
ków somatycznych (31). Na podstawie przedstawionych wyników mo¿na przypisaæ
genom LEC g³ówn¹ rolê w embriogenezie zygotycznej u roœlin oraz w indukcji soma-
tycznej embriogenezy w kulturach in vitro.

2.3. Gen BBM

Kolejnym genem zaanga¿owanym w somatyczn¹ embriogenezê jest BBM (ang.
baby boom) zidentyfikowany u rzodkiewnika i u rzepaku (Brassica napus), wykazuj¹cy
podobieñstwo do przedstawicieli rodziny czynników transkrypcyjnych AP2/ERF (32).
Charakterystyczne dla tych bia³ek jest wystêpowanie domeny AP2/ERF wi¹¿¹cej
DNA. W obrêbie rodziny bia³ek AP2/ERF wyró¿niono dwie podrodziny: ERF, która
zawiera jedn¹ domenê wi¹¿¹c¹ DNA oraz AP2 posiadaj¹c¹ dwie takie domeny.
Bia³ka BBM rzodkiewnika i rzepaku nale¿¹ do podrodziny AP2 i na poziomie se-
kwencji bia³kowej wykazuj¹ 98-99% podobieñstwo miêdzy sob¹ oraz 60-89% w obrê-
bie obu domen. Boutilier i in. (15) badali ekspresjê genu BBM w kulturach mikrospor
rzepaku. Obecnoœæ transkryptu stwierdzono w 4-dniowych kulturach embriogenicz-
nych, podczas gdy w kulturach nieembriogenicznych transkryptu nie wykryto. Eks-
presja genu BBM zachodzi³a we wczesnych i póŸnych fazach rozwoju zarodka (16).
Interesuj¹cych wyników dostarczono z przeprowadzonych badañ u rzodkiewnika
i rzepaku transformowanych konstruktami zawieraj¹cymi geny BBM pod kontrol¹
dwóch semikonstytutywnych promotorów (35S::BBM i UBI::BBM). U transformantów
z nadekspresj¹ genu BBM wœród licznych efektów plejotropowych g³ównym by³o
spontaniczne formownie zarodków somatycznych oraz struktur podobnych do liœ-
cieni na siewkach. Zarodki somatyczne wykazywa³y organizacjê podobn¹ do zarod-
ków zygotycznych. Zaklasyfikowanie bia³ek BBM do czynników transkrypcyjnych
w po³¹czeniu z ich akumulacj¹ podczas rozwoju zarodka pozwoli³y przypisaæ im
wa¿n¹ rolê w regulacji szlaków zwi¹zanych z embriogenez¹.
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2.4. Inne geny zwi¹zane z embriogenez¹

2.4.1. Gen AGL15

Bia³ko AGL15 (ang. agamous-like) jest przedstawicielem rodziny regulatorów
transkrypcji zawieraj¹cych domenê MADS i akumulowane jest w najwiêkszej iloœci
we wczesnych stadiach rozwoju zarodka zarówno u roœlin jedno-, jak i dwuliœcien-
nych. Stosuj¹c specyficzne przeciwcia³a i techniki immunohistochemiczne wykaza-
no, ¿e bia³ko AGL15 gromadzi siê w cytoplazmie komórek jajowych przed zap³od-
nieniem i przemieszcza siê do j¹dra we wczesnych stadiach rozwoju wieszade³ka,
zarodka i bielma. Relatywnie wysoki poziom tego bia³ka wystêpuje w j¹drach w cza-
sie morfogenezy zarodka a¿ do rozpoczêcia wysychania nasion u rzepaku, kukury-
dzy i rzodkiewnika (16). Perry i wsp. (16) udowodnili, ¿e gen AGL15 ma zwi¹zek
z somatyczn¹ embriogenez¹ wykorzystuj¹c mutanty lec1, lec2 i fus3 rzodkiewnika,
u których dosz³o do zatracenia to¿samoœci zarodka oraz przedwczesnego zakoñcze-
nia embriogenezy (13). U mutantów lec2 i fus3 nie zaobserwowano zmian w groma-
dzeniu siê bia³ka AGL15, natomiast u mutanta lec1 poziom tego bia³ka spada³ w póŸ-
nym stadium sercowatym, poprzedzaj¹c zaburzenia morfologiczne u rozwijaj¹cych
siê zarodków. Mutacja w genie LEC1 nie mia³a wp³ywu na poziom bia³ka AGL15 we
wczesnych fazach rozwoju zarodka, co wskazuje, ¿e gen LEC1 nie jest konieczny do
aktywacji ekspresji genu AGL15. Na podstawie otrzymanych wyników potwierdzo-
no, ¿e gen LEC1 wp³ywa na utrzymanie wysokiego poziomu bia³ka AGL15 podczas
póŸnej embriogenezy.

Wspomniano, ¿e gen AGL15 koduje bia³ko regulatorowe. Bia³ko to wi¹¿e siê
z motywem CArGW (C-[A/T]rich-G) sekwencji promotorowych genów. Jednym z kan-
dydatów móg³ byæ gen AtGA2ox6 rzodkiewnika, koduj¹cy oksydazê GA2, której ak-
tywnoœæ katalityczna polega na konwersji biologicznie aktywnych form gibereliny
w nieaktywne. Hipotezê te potwierdzono wykonuj¹c seriê eksperymentów z wyko-
rzystaniem techniki immunoprecypitacji bia³ka AGL15 z elementami regulatorowy-
mi tego genu (33). Najwy¿sz¹ ekspresjê obu genów stwierdzono we wczesnych fa-
zach rozwoju zarodków, zarówno zygotycznych, jak i somatycznych. Spadkowi po-
ziomu akumulacji oksydazy i bia³ka regulatorowego podczas rozwoju zarodków to-
warzyszy³ wzrost poziomu endogennej gibereliny. Jest to zrozumia³e, poniewa¿ gi-
berelina wp³ywa negatywnie na podzia³y komórkowe, a stymuluje wzrost wyd³u¿e-
niowy komórek, co w zarodkach nastêpuje pocz¹wszy od stadium sercowatego;
w fazie torpedo poziom transkryptów obu genów spada³ znacz¹co. Transgeniczne
roœliny rzodkiewnika z dodatkow¹ kopi¹ genu AGL15 ulegaj¹cego ekspresji konsty-
tutywnej charakteryzowa³y siê zwiêkszon¹ efektywnoœci¹ formowania zarodków so-
matycznych z merystemów wierzcho³kowych w po¿ywce p³ynnej zawieraj¹cej 2,4-D.
Wy³¹czenie technik¹ knock-out genu AtGA2ox6 oraz dodanie do po¿ywki GA i GA3
wywo³ywa³o efekt odwrotny. W przytoczonych badaniach wykazano, ¿e geny AtGA2ox6
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oraz AGL15 pe³ni¹ istotn¹ funkcjê w najwczeœniejszych fazach rozwoju zarodka. Au-
torzy przypuszczaj¹, ¿e oprócz AtGA2ox6 istnieje jeszcze kilka genów, których eks-
presja jest regulowana przez bia³ko AGL15.

2.4.2. Gen PEI1

Gen PEI1 koduje bia³ko zawieraj¹ce domenê z motywem palców cynkowych
(Cys3His) o budowie charakterystycznej dla zwierzêcych i grzybowych czynników
transkrypcyjnych. Podczas zastosowania hybrydyzacji in situ wykazano, ¿e u rzod-
kiewnika ekspresja genu PEI1 zachodzi w zarodku od stadium globularnego a¿ po
póŸn¹ fazê liœcieni. Gen ten jest niezbêdny w rozwoju zarodka, co wykazali Li i Tho-
mas (17) wprowadzaj¹c cDNA genu PEI1 w orientacji antysensowej do rzodkiewnika.
U transformantów powstawa³y zmienione fenotypowo zarodki, które utraci³y zdol-
noœæ przechodzenia prawid³owej embriogenezy. Zarodki te ró¿ni³y siê wielkoœci¹
od prawid³owo rozwiniêtych, a tak¿e pozostawa³y bia³e i nie przybiera³y zielonej
barwy jak ma to miejsce u fenotypu dzikiego. Zaburzenia te dotyczy³y przejœcia z fa-
zy globularnej do stadium sercowatego. W kulturach in vitro takie zaburzone w roz-
woju zarodki nie by³y zdolne do wytwarzania liœcieni, natomiast formowanie korze-
ni mia³o prawid³owy przebieg. Eksplantaty pobrane z tych korzeni wy³o¿one na
po¿ywki wytwarza³y kalus embriogeniczny, a zregenerowane roœliny formowa³y za-
rodki o identycznym fenotypie jak roœliny transformowane genem PEI1 w orientacji
antysensowej. Na podstawie tych wyników sugeruje siê, ¿e gen PEI1 jest zarodko-
specyficznym czynnikiem transkrypcyjnym, który odgrywa wa¿n¹ rolê podczas em-
briogenezy u rzodkiewnika i zaanga¿owany jest w rozwój wierzcho³kowej czêœci za-
rodka (17).

2.4.3. Gen NiR

W ostatnich miesi¹cach u ry¿u zidentyfikowano gen NiR (ang. ferredoxin-nitrate

reductase), (34). Nie udowodniono wprawdzie jego bezpoœredniego zwi¹zku z soma-
tyczn¹ embriogenez¹, ale jest to gen o podstawowej roli dla zapocz¹tkowania pro-
cesu morfogenezy in vitro. Wydaje siê zatem, ¿e jego charakterystyka jest uzasad-
niona w kontekœcie omawianego zagadnienia. Gen NiR koduje reduktazê azoty-
now¹, która redukuje toksyczne dla komórek roœlinnych jony azotynowe (dostarcza-
ne z po¿ywk¹ jony azotanowe s¹ redukowane do azotynowych przez reduktazê azo-
tanow¹) do amonowych. Pierwszym etapem prac by³a identyfikacja QTLi zwi¹zanych
ze zdolnoœci¹ do regeneracji roœlin na mapie sprzê¿eñ markerów molekularnych,
bazuj¹cej na populacji mapuj¹cej, której komponentami rodzicielskimi by³y dwie
odmiany ry¿u: jedna o wysokiej wydajnoœci regeneracji roœlin (Kasalath), druga nie-
reaguj¹ca w kulturze in vitro (Koshihikari). Wœród nich, QTL o nazwie PSR1 (ang. Pro-
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moter of Shoot Regeneration), znajduj¹cy siê na chromosomie pierwszym, charaktery-
zowa³ siê najwiêkszym udzia³em w kontroli ca³kowitej zmiennoœci cechy. Wykorzy-
stuj¹c technikê map-based cloning (klonowanie bazuj¹ce na mapowaniu genetycz-
nym) oraz przeszukuj¹c bibliotekê BAC autorzy fizycznie zlokalizowali obszar PSR1,
okreœlili jego d³ugoœæ i sekwencjê. Okaza³o siê, ¿e w obszarze tym znajduje siê gen
NiR. Nastêpnie wykazano, ¿e ró¿nice miêdzy odmianami polega³y na polimorfi-
zmach typu SNP (ang. single nucleotide polymorphism) oraz delecjach i insercjach
g³ównie w obszarze promotorowym genów i przek³ada³y siê na wysoki poziom ich
ekspresji u odmiany Kasalath, niski u odmiany Koshihikari. Poziom ekspresji genów
obu odmian by³ œciœle skorelowany z aktywnoœci¹ enzymatyczn¹ NiR. Wyniki te po-
twierdzono oznaczaj¹c poziom jonów azotynowych uwalnianych do po¿ywki –
w po¿ywce, na której prowadzono kulturê kalusa odmiany Kasalath poziom NO2

- by³
wysoki, podczas gdy w po¿ywce z kalusem drugiej odmiany – niewykrywalny. Do-
datkowym dowodem by³a regeneracja roœlin z kalusa uzyskanego z eksplantatów
niereaktywnej odmiany Koshihikari transformowanych konstruktem zawieraj¹cym
pe³n¹ sekwencjê genomow¹ lub cDNA genu NiR, wyizolowanego z odmiany Kasalath.

NiR jest pierwszym zidentyfikowanym genem, który ma tak istotne znaczenie dla
zapocz¹tkowania procesu morfogenezy in vitro, w tym embriogenezy somatycznej
i jednoczeœnie, jak siê wydaje, nie odgrywa wiêkszej roli w ró¿nicowaniu zygoty.
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Rys. 2. Najwy¿szy poziom transkryptu genów ulegaj¹cych ekspresji podczas rozwoju zarodka.



3. Podsumowanie

Do tej pory zidentyfikowano i scharakteryzowano kilka genów, które ulegaj¹
ekspresji podczas somatycznej embriogenezy. Wiêkszoœæ z nich koduje bia³ka bê-
d¹ce regulatorami transkrypcji. Wiedza na temat sposobu dzia³ania tych genów jest
jednak nadal niepe³na, a szczegó³owe poznanie ich wszystkich funkcji i wzajemnych
powi¹zañ wymaga dalszych badañ. Niemniej jednak, informacje zgromadzone do tej
pory oraz szybki rozwój i doskonalenie metod biologii molekularnej pozwalaj¹
s¹dziæ, ¿e mechanizmy steruj¹ce somatyczn¹ (i zygotyczn¹) embriogenez¹ bêd¹ co-
raz bardziej zrozumia³e. To z kolei stwarza szansê sterowania procesem somatycz-
nej embriogenezy w roœlinnych kulturach in vitro, integralnym elementem wielu pro-
cedur biotechnologicznych.
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