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Streszczenie: Merystem apikalny pedu pelni dwie zasadnicze funkcje: samoodtwarzania i tworzenia
zawiazkow organow bocznych, takich jak liscie i pedy pachwinowe. Funkcje te sa Scisle zwigzane ze
strefami cytohistologicznymi merystemu. Strefa centralna, ktdra jest zaangazowana w samoodtwarzanie
merystemu, u Arabidopsis thaliana charakteryzuje si¢ ekspresja gendw rodziny CLAVATA i WUSCHEL.
Tworzenie zawiazkow organow bocznych nastgpuje w strefie peryferycznej. Potozony ponizej strefy
centralnej merystem stupowy uczestniczy w tworzeniu todygi. Zaburzenie transdukcji sygnatéw CLV -
WUS moze prowadzi¢ do dwoch roznych efektow fenotypowych. Przy braku aktywnosci jednego z
gendw CLV nastepuje nadmierna proliferacja komorek strefy centralnej i powigkszenie rozmiarow mery-
stemu. Natomiast w przypadku braku aktywnosci genu WUS, po wytworzeniu kilku zawiazkéw pula
komorek merystemu zostaje prawie catkowicie zuzyta. Efekt wezesnego zahamowania rozwoju mery-
stemu zostal rowniez stwierdzony u roslin z nadekspresjg CLV3. Badania ostatnich kilku lat wykazaty
istotny i czgsto bezposredni wplyw produktow innych gendéw na ekspresj¢ genow WUSCHEL i
CLAVATA, atym samym na regulacj¢ samoodtwarzania merystemu. Szczegdlnej regulacji podlega ekspre-
sja genu WUS. Produkty genow ULTRAPETALA, HANABA TARANU i AGAMOUS hamuja ekspresje,
natomiast SPLAYED i STIMPY — aktywuja. Wigkszos¢ tych produktéw to czynniki transkrypcyjne.
Eksperymenty z laserowg ablacja strefy centralnej merystemu apikalnego pedu pomidora (Lycopersicon
esculentum) wskazuja, ze komorki otaczajace strefe centralng sa zdolne do indukowanej ekspresji genu
ortologicznego do WUS Arabidopsis. Dzigki temu merystem odbudowuje stref¢ centralng na terenie
strefy peryferycznej i staje si¢ zdolny do dalszego funkcjonowania. Badania nad genetyczna kontrola
funkcjonowania merystemu apikalnego pedu sg prowadzone nie tylko na Arabidopsis thaliana, ale row-
niez Oryza sativa i Zea mays — na gatunkach jednolisciennych, dla ktorych opisano geny ortologiczne do
AtCLV Tub AtWUS.

Stowa kluczowe: Arabidopsis thaliana, merystem apikalny pedu (SAM), komérki inicjalne, samoodtwa-
rzanie, CLAVATA, WUSCHEL.

Summary: Two fundamental processes take place at the shoot apical meristem (SAM) the maintenance of
its size and shape i.e. self-perpetuation, and the formation of lateral organs, like leaves or lateral shoots.

*Praca finansowana ze Srodkow 2023/W/IBR/07.
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Internally, SAM is organized into cytohistological zones. The central zone, involved in the self-perpetu-
ation, is located most distally. The peripheral zone occupies meristem flanks. The cells here participate in
the formation of primordia of lateral organs. In the central zone of Arabidopsis thaliana shoot apical
meristem CLAVATA (CLV) and WUSCHEL (WUS) genes are expressed. The self-perpetuation is regulated
by a feedback loop in their activities. Mutations in CL} genes lead to excessive proliferation of the central
zone cells and as a consequence, to increase in the SAM size. Mutations in WUS lead to premature
termination of the SAM growth, after formation of only few primordia. The same effect has been shown
in plants overexpressing the CLV3 gene. It has been suggested, that the products of ULTRAPETALA,
HANABA TARANU and AGAMOUS genes negatively regulate WUS expression, while SPLAYED and
STIMPY regulate positively. Most of these genes products act as transcriptional factors. Thereby the
genes are able to influence indirectly the self-perpetuation process. The experiments with laser ablation of
the central zone in Lycopersicon esculentum shoot apex led to ectopic expression of the WUSCHEL gene
at the peripheral zone, followed by the establishment of a new meristem centre. After the ablation of the
central zone the organ formation is not affected. Studies of monocots, like Oryza sativa and Zea mays, led
to discovery of genes orthologous to CLV and WUS, which are also involved in the control of the SAM
self-perpetuation.

Keywords: Arabidopsis thaliana, shoot apical meristem (SAM), stem cells, self-perpetuation, CLAVATA,
WUSCHEL.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY I FUNKCJI
MERYSTEMU APIKALNEGO PEDU ROSLIN NASIENNYCH

Wierzcholki pedu sa zlokalizowane w szczytowej czesci rosliny. Kazdy z nich stanowi
zakonczenie swej wlasnej osi gléwnej lub stanowiacej odgatezienie boczne pedu.
Dystalna, niezréznicowana czgs¢ wierzchotka to merystem apikalny pedu, ktory jest
zlokalizowany nad najmtodszymi zawiazkami organow bocznych (lisci, pakow
pachwinowych i elementéw kwiatu). Podobnie jak komorki merystemu apikalnego
korzenia, rowniez komorki budujace merystem apikalny pedu zachowuja charakter
embrionalny [13]. Naturalna gorna granic¢ merystemu apikalnego pedu stanowi jego
powierzchnia. Natomiast dolna (proksymalna) granica merystemu jest wyznaczona
czaszowatg powierzchnia, ktora pod katem prostym przecina o$ pedu oraz powierzchni¢
merystemu w pachwinie najmfodszego zawiazka liscia [13]. W literaturze anglojezycznej
merystem apikalny pedu nazywa si¢ Shoot Apical Meristem, dlatego czgsto stosowany
jest skrot SAM [13].

Podstawowa funkcja merystemu to tworzenie tkanek todygi oraz zawiazkdw organdw
bocznych [13]. W cyklu plastochronowym merystem jest czgsciowo zuzywany na
wytworzenie zawiazkow, co skutkuje zmiang jego ksztaltu i rozmiaréw. Dlatego po
kazdorazowym uformowaniu zawiazka merystem apikalny pedu musi odtworzy¢ zuzyta
pule komorek. W zwiazku z tym mozna wyrozni¢ dwa zasadnicze procesy zachodzace
w merystemie: samoodtwarzanie merystemu (ang. self-perpetuation [23], self-renewal
[12,23,38], self-maintenance [11]) i tworzenie zawiazkdw. Samoodtwarzanie polega
na dazeniu do utrzymania ksztattu i rozmiar6w merystemu mimo cyklicznego
»Zuzywania” jego fragmentow na tworzenie zawigzkdw. Oba procesy sa $cisle zwigzane
ze strukturalnym zréznicowaniem merystemu [13].



GENETYCZNA KONTROLA SAMOODTWARZANIA SAM 171

Struktura wewngtrzna merystemu wegetatywnego wykazuje strefowos¢ cytohisto-
logiczna opisana po raz pierwszy przez Fostera [ 10]. Opis ten ma zastosowanie zarowno
do nagonasiennych, jak i okrytonasiennych (ryc. 1). Na podstawie badan przekrojow
anatomicznych wierzchotka pedu Microcycas calcoma Foster wyrdznil dystalnie
polozona strefe komorek inicjalnych (ang. apical initials) [10], ponizej ktorej znajduje
si¢ strefa centralnych komoérek macierzystych (ang. central mother cells) [10]. Obie
te strefy sa obecnie czgsto okreslane razem jako strefa centralna (ang. central zone)
[21]. Ponizej strefy centralnej Foster wyrdznil merystem stupowy (ang. rib meristem)
[21]. Strefy komorek inicjalnych, centralnych komdrek macierzystych i merystemu
shupowego otoczone sa strefg peryferyczna (ang. peripheral zone) [21], z ktorej
komorek tworzone sa zawigzki [13].

Komorki strefy centralnych komorek macierzystych sa wigksze i silniej zwakuo-
lizowane niz komarki innych stref. Maja nieco grubsze Sciany komorkowe i mniejsze
jaderka. Badania aktywnosci podziatowej wykazuja, ze liczba mitoz w strefie tej jest
znacznie mniejsza niz w strefie peryferycznej [ 13]. Skrajng interpretacja niskiej aktyw-
nosci podziatowej i wolnego wzrostu calej strefy centralnej jest postulat przedstawicieli
tzw. szkoty francuskiej [ 1], ktorzy wyr6znili w merystemie ,,méristeme d'attente”, czyli
merystem oczekujacy.

komodrki inicjalne

strefa
peryferyczna

centralne komorki
macierzyste

organ boczny

merystem stupowy

RYCINA 1. Strefy cytohistologiczne merystemu apikalnego pedu — opis w tekscie
FIGURE 1. Cytohistological zonation of the shoot apical meristem

Zagadnienie regulacji funkcjonowania merystemu apikalnego pedu na poziomie
molekularnym, a w szczegdlnosci samoodtwarzania oraz tworzenia zawigzkow jest
obecnie przedmiotem licznych badan. Informacje o obu procesach uzyskujemy na
podstawie badan merystemu modelowego gatunku Arabidopsis thaliana typu dzikiego
ijego mutantdéw [2,12,31,38].

Celem niniejszej pracy jest omdwienie wspolczesnego stanu wiedzy o regulacji
genetycznej procesu samoodtwarzania merystemu. Badania nad tym zagadnieniem
dotycza w gtéwnej mierze roli genow z rodziny CLAVATA (CLVI, CLV2, CLV3) oraz
genu WUSCHEL (WUS) [2,12,31,38].
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MERYSTEM APIKALNY PEDU WEGETATYWNEGO,
KWIATOSTANOWEGO I KWIATOWEGO ARABIDOPSIS

W ontogenezie Arabidopsis wyrdzniamy faze zarodkowa, wegetatywna i genera-
tywna. W zwiazku z tym mozemy rowniez wyrdzni¢ odpowiednio merystemy apikalne
pedu zarodkowego, wegetatywnego, kwiatostanowego i kwiatowego. Merystem
apikalny pedu zarodkowego jest tworzony migdzy liscieniami. Merystem apikalny pedu
wegetatywnego (ang. vegetative shoot apical meristem) tworzy liscie. Natomiast
merystem apikalny pedu kwiatostanowego (ang. inflorescence shoot apical meristent)
tworzy boczne zawiazki kwiatow (ang. flower meristems, floral meristems, flower
primordia). W ostatnim etapie tworzenia kwiatostanu, merystem apikalny pedu
kwiatostanowego przeksztalca si¢ w szczytowy zawiazek kwiatu [27,41].

Struktura merystemu wegetatywnego, kwiatostanowego i zawiazka kwiatu
Arabidopsis zostala szczegdtowo opisana przez Vaughan [41]. Na podstawie tych badan
w merystemie wegetatywnym i kwiatostanowym zidentyfikowano tunike zbudowana z
dwoch warstw komoérek. Komorki tych warstw dziela si¢ wylacznie antyklinalnie, tzn.
ptaszczyzna podziatowa jest prostopadta do powierzchni merystemu. Pod warstwami
tuniki znajduje si¢ korpus. Jego komorki dziela si¢ antyklinalnie Iub peryklinalnie
(ptaszczyzna podziatowa jest prostopadta lub réwnolegla do powierzchni). W dystalnej
czesci merystemu, w kazdej warstwie tuniki oraz w zewnetrznych komérkach korpusu
znajduja si¢ komorki inicjalne tuniki i korpusu. Komorki inicjalne sg to takie komorki,
ktore dzielac si¢ daja dwie podobne morfologicznie komoérki potomne, z ktorych tylko
jedna zachowuje status komorki inicjalnej pozostajac na szczycie merystemu. Druga
potomna po pewnym czasie opusci strefe centralna, a wszystkie jej potomne ulegaja
réznicowaniu [ 13]. Tozsamos¢ komorek inicjalnych nie jest na state przypisana okreslonym
komoérkom. Funkcje komorek inicjalnych moga z czasem przejmowac ich najblizsze
potomne [47]. W przypadku Arabidopsis mozemy mowic o trzech pigtrach inicjalnych.
Sa to: dwa pietra inicjalne warstw tuniki — L1 i L2 oraz pietro korpusu — L3 [13].

W merystemie apikalnym pedu wegetatywnego i kwiatostanowego Arabidopsis
istniejg trzy strefy cytohistologiczne. Strefa centralna o wysokosci 5—6 i szerokosci
3—4 komorek jest polozona szczytowo. Bazypetalnie od strefy centralnej znajduje si¢
strefa merystemu shupowego. Natomiast strefa peryferyczna obejmuje obszar 5—6
warstw komorek i otacza strefe centralna i merystem stupowy [41].

Pierwsze podziaty peryklinalne w drugiej warstwie tuniki w strefie peryferyczne;j
prowadza do tworzenia zawiazka liscia w merystemie apikalnym pedu wegetatywnego.
Natomiast pierwsze podziaty peryklinalne prowadzace do tworzenia zawiazka kwiatu
w strefie peryferycznej wystepuja w zewnetrznych komorkach korpusu. Pierwsze
podzialy peryklinalne zapoczatkowujace formowanie dziakek kielicha wystepuja w drugiej
warstwie tuniki zawiazka kwiatu [41].

We wspotczesnej literaturze pulg potencjalnych komorek inicjalnych merystemu
apikalnego pedu Arabidopsis okresla si¢ niekiedy mianem stem cells [22,37]. W tych
komorkach ekspresji ulega gen CLV3, a tozsamo$¢ jest im nadawana przez sygnat
pochodzacy z obszaru potozonego tuz ponizej, tj. z komorek, w ktorych ulega ekspresji
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gen WUS. Ten obszar, odpowiadajacy strefie centralnych komdrek macierzystych,
nazywany jest centrum organizacyjnym (ang. organizing centre) [25,26,37,38].

Strefy merystemu apikalnego pedu kwiatostanowego Arabidopsis réznig si¢
aktywnoscia mitotyczng komorek i szybkoscia wzrostu. Strefa centralna wyrdznia si¢
najnizsza wartoscia indeksu mitotycznego [21] réwna 1,5-3,3%, podczas gdy wartos¢
indeksu mitotycznego dla komérek strefy peryferycznej wynosi 4,5-5,5%. Powierzchnia
merystemu apikalnego pedu kwiatostanowego jest zroznicowana pod wzgledem
szybkosci wzrostu. Obszar wolnorosnacy nie zawsze musi znajdowac¢ si¢ doktadnie na
szczycie merystemu, ale szybko$¢ wzrostu powierzchniowych komorek strefy
peryferycznej jest zwykle wieksza niz komorek strefy centralnej [19].

FENOTYPY MUTANTOW WUSCHEL 1 CLAVATA

Badania fenotypu roslin z mutacja w obrebie genu WUS wykazaty znaczace zmiany
w organizacji merystemu apikalnego pedu. U mutanta wus w stadium zarodka migdzy
liscieniami, w miejscu, gdzie u typu dzikiego powstaje merystem, wystepuja komorki
wigksze i silniej zwakuolizowane niz typowe komodrki merystematyczne. Po wyksztal-
ceniu dwdch zawiazkow lisci powierzchnia merystemu mutantow wus staje sie ptaska
lub wklesta. W calej drugiej warstwie merystemu wystepuja podzialy peryklinalne, co
wskazuje na zachodzacy proces réznicowania. U tego mutanta nie stwierdzono zrdzni-
cowania cytohistologicznego. Rozwoj merystemu ulega przedwczesnemu zakonczeniu.
Jednoczesnie tworzone sa liczne wierzchotki ,,bocznych” pedow, z ktdrych powstaja
tzw. rozety powietrzne, kwiatostany i kwiaty. W zawiazku kwiatu nie stwierdzono
zmian liczby dzialek kielicha i ptatkow korony, natomiast zaobserwowano silna redukcje
liczby lub nawet catkowity brak precikow i owocolistkow. Rozwdj zawiazka kwiatu
podobnie jak merystemu apikalnego pedu ulega zakonczeniu we wczesnych etapach
[23]. Na podstawie tych obserwacji mozna przypuszczaé, iz gen WUS jest niezbedny
do prawidlowego funkcjonowania komorek strefy centralnej, czyli uczestniczy w
regulacji procesu samoodtwarzania.

Przeciwienstwem fenotypu wus, ktorego gldwna cecha jest znaczne zmniejszenie
merystemu apikalnego pedu, jest fenotyp mutantdw clavata (clvi, clv2 lub clv3), u
ktorych merystem powigksza sig juz na etapie rozwoju zarodkowego [4,5,18]. Silny rozrost
merystemu apikalnego pedu wegetatywnego i kwiatostanowego jest efektem nadmiernej
proliferacji komorek w strefie centralnej. Konsekwencja tego jest tworzenie zawiazkow
organdéw bocznych w znacznej odleglosci od szczytu merystemu, a takze wystepujace w
pdzniejszych etapach rozwoju silne znieksztalcenie czaszy merystemu. Stopien deformacji
jest zréznicowany i zalezny od tego, ktory z gendw CLV jest zmutowany (clvi, clv2,
clv3) lub ktéra z form allelicznych kazdego z nich. Ten stopien jest zalezny rowniez od
warunkéw uprawy. Na przyklad liczba elementéw w kazdym z okotkow kwiatow
clv2-1iclv2-4 uprawianych w warunkach dnia krotkiego byta zblizona do fenotypu typu
dzikiego. Z drugiej strony rosliny c/v3-2 uprawiane w warunkach dnia krotkiego nie
wydluzaja miedzywezli w pedzie kwiatostanowym, a merystem ma bardzo nieregularny
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ksztalt i jest znacznie powiekszony w stosunku do typu dzikiego [ Dorota Kwiatkowska,
informacja ustna]. U wszystkich mutantéw stwierdzono zaburzenie filotaks;ji [4,5,18].

Nadmierna proliferacja komoérek strefy centralnej wystepuje rowniez w zawiazku
kwiatu. Powoduje ona nawet kilkukrotne zwigkszenie rozmiarow zawiazka w
poréwnaniu z typem dzikim. Zwigkszona jest réwniez liczba elementéw w okdtkach.
We wszystkich typach mutantow clavata najwicksza zmiang stwierdzono w liczbie
precikoéw i owocolistkow. W zawiazku kwiatu typu dzikiego wytworzenie stupka konczy
rozwoj kwiatu, natomiast w zawiazkach kwiatow clavata owocolistki tworza pierscien,
ktory otacza czaszg stale proliferujacych komorek [4,5,18].

WZORY EKSPRESJI GENOW WUSCHEL 1 CLAVATAI2,3

Gen WUS ulega ekspresji w zarodku juz w stadium szesnastokomdrkowym w
subepidermalnych komérkach regionu apikalnego. W stadium sercowatym transkrypt
genu WUS jest obecny w komodrkach L3, natomiast brak go w komérkach L1 1 L2. W
merystemie apikalnym pedu wegetatywnego i kwiatostanowego gen WUS ulega
ekspresji w centralnych komoérkach macierzystych ponizej L3 [28], czyli w centrum
organizacyjnym. Transkrypt genu WUS zostal réwniez wykryty w zawiazku kwiatu
poczawszy od etapu uwypuklania zawigzka w strefie peryferycznej [28]. Miejsce
ekspresji WUS w zawiazku kwiatu jest ustanawiane de novo. Transkrypt jest obecny
w strefie centralnej komodrek zawiazka, ale brak go w komodrkach L1 i L2 [28]. Biatko
WUS funkcjonuje tylko w komorkach, w ktorych gen ulega ekspresji. Lokalizacja
komorkowa wykazata, ze jest ono obecne w jadrze komdorkowym.

Gen CLV1 ulega ekspresji w komorkach L2 i L3 w strefie centralnej merystemu
apikalnego pedu wegetatywnego i kwiatostanowego. Nie stwierdzono obecno$ci mRNA
genu CLVI w L1 i w strefie peryferycznej. W zawiazku kwiatu ekspresja CLVI
nastgpuje pozniej niz ekspresja WUS, ale za to w tym samym obszarze [6].

Gen CLV2 ulega ekspresji w calym merystemie apikalnym pedu i zawiazkach kwiatow [16].

Obecnos¢ transkryptu genu CLV3 zostata stwierdzona w stadium sercowatym
zarodka w komorkach znajdujacych si¢ pomigdzy licieniami. W merystemie apikalnym
pedu obecnosé transkryptu stwierdzono w komorkach L1, L2 i L3. W komodrkach
strefy peryferycznej brak mRNA genu CLV3. W zawiazku kwiatu transkrypt ten pojawia
si¢ p6zniej niz mRNA genu WUS. Gen CLV 3 ulega ekspresji w komdrkach inicjalnych
zawiazka kwiatu i jest obecny do momentu wyksztatcenia owocolistkéw [9,35].
Zaréwno w merystemach apikalnych peddw, jak i w zawiazkach kwiatéw obszary, w
ktérych ulegaja ekspresji geny CLV3 i WUS, nie pokrywaja si¢ ze soba.

BIALKA WUS I CLV1,2,3

Gen WUS koduje 291-aminokwasowe bialko, w ktorego strukturze zidentyfikowano
dwie domeny funkcjonalne: od 33 do 38 aminokwasu — region o charakterze
homeodomeny oraz od 234 do 241 aminokwasu — region kwasnych aminokwasow.



GENETYCZNA KONTROLA SAMOODTWARZANIA SAM 175

Struktura biatka WUS jest typowa dla wczesniej poznanych czynnikéw transkryp-
cyjnych. Biatko to wykazuje budowe charakterystyczna dla homeodomen, gdzie 30%
sekwencji aminokwasowych jest identyczna, a 45-50% jest podobna do sekwencji
homeodomen u innych roslin, zwierzat i drozdzy [28].

Biatko CLV1 zbudowane z 980 aminokwaséw i o masie 105 kDa jest receptorowa
kinaza biatkowa. Domena zewnatrzkomérkowa zawiera 22-aminokwasowy fragment
bogaty w leucyng (ang. Leucin Rich Repeat — LRR), a eksponowana do cytoplazmy
domena wewnatrzkomoérkowa wykazuje aktywnos$¢ kinazy serynowo-treoninowe;j.
Bialko CLV1 wystepuje w dwoch kompleksach. Pierwszy z nich o masie 185 kDa jest
zbudowany z biatka CLV 1 i innego bialka receptorowego, potaczonych ze soba mostkami
siarczkowymi. Drugi kompleks o masie 450 kDa jest zbudowany z kompleksu 185
kDa, biatek KAPP i Rop oraz prawdopodobnie z liganda dla receptora CLV 1/2 i biatek
taczacych Rop do CLV1. 35% catego biatka CLV1 w komdrce tworzy kompleks o
masie 185 kDa, a 65% — kompleks o masie 450 kDa. U mutantow c/v3 biatko CLV 1
byto obecne w obu kompleksach. Natomiast u mutantow c/v2 stwierdzono obecno$é
CLV 1 na znacznie obnizonym poziomie [6,40]. Gen CLV1 jest podobny strukturalnie
do genu ERECTA u Arabidopsis thaliana. CLV1, ERECTA oraz CRINKY4 u Zea
mays naleza do receptorowych kinaz biatkowych (ang. Receptor-Like Kinase — RLK)
[15] z zewnatrzkomoérkowa sekwencja bogata w leucyne (LRR) oraz wewnatrz-
komdrkowa domeng serynowo-treoninowa [6,40].

Gen CLV2 koduje takze blonowe, 720-aminokwasowe biatko z 11-aminokwasowa domeng
cytoplazmatyczng. CLV2 nalezy do receptorowych kinaz biatkowych, pomimo braku
fragmentu cytoplazmatycznej domeny kinazowej. Biatka receptorowe bez domeny kinazowej
torzadkos¢ [ 16]. Wykazano, ze CLV2 razem z CLV | buduja receptor heterodimerowy [25,31].
Mutacja c/v2 powoduje dysfunkcje wyzej opisanych kompleksow 185 kDa i 450 kDa, co
sugeruje, ze CLV?2 stabilizuje ich strukture lub jest ich skfadnikiem [16].

Produkt ekspresji genu CLV3 to 96-aminokwasowy polipeptyd, bedacy specyficznym
ligandem receptora CLV 1/2, ktérego obecnos¢ stwierdzono w apoplascie. Biatko CLV3 w
poblizu konca C ma 14-aminokwasowa sekwencje charakterystyczna dla rodziny biatek
CLE [37]. Nakoncu N znajduje si¢ 18-aminokwasowa, hydrofobowa sekwencja sygnatowa
kierujaca polipeptyd na Sciezke sekrecji. Potwierdzono to badaniami z zastosowaniem biatek
fuzyjnych CLV3 i GFP lub GUS (CLV3-GFP, CLV3-GUS). Kompleks biatkowy CLV3-
GUS stwierdzono w apoplascie. Natomiast badania konstruktu CLV3 pozbawionego
sekwencji sygnatowej z biatkiem GUS (CLV3Asp-GUS) wykazaly wystepowanie
polipeptydu w cytoplazmie i jego brak w apoplascie [30,34]. Badania lokalizacji biatka CLV3
w merystemie apikalnym pedu wykorzystujace linie transgeniczne niosace konstrukcje
pCLV3.::CLV3-GFP wykazaly, ze obszar fluorescencji GFP (CLV3-GFP) jest znacznie
szerszy niz obszar wystepowania mRNA CLV3-GFP. Dodatkowo zaobserwowano, iz
ekspresja konstrukcji pCLV3::CLV3-GFP u roslin c/v3-1 spowodowata utrzymanie
rozmiarow merystemu pedu zblizonych do typu dzikiego. Badania tej samej grupy naukowcow
dowodza, ze CLV3 rozprzestrzenia si¢ apoplastem [25].
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REGULACJA SAMOODTWARZANIA PRZEZ WZAJEMNE
ODDZIALYWANIE WUS I CLV

Dla regulacji samoodtwarzania merystemu apikalnego pedu i zawigzkow kwiatéw
zasadnicze znaczenie ma wzajemne oddzialywanie migdzy biatkami WUS i CLV (CLV1,
2, 3). Ma ono charakter sprzgzenia zwrotnego. Biatka CLV hamuja ekspresje WUS[9,35],
amechanizm regulacji jest dobrze poznany. Mniej natomiast wiadomo o tym, w jaki sposdb

kinazy
KAPP

jadro centralnej
komorki macierzystej

RYCINA 2. Schemat transdukcji sygnalu CLV3 -
WUS — opis w tekscie

FIGURE 2. The scheme of signal transduction from CLV3
to WUS

produkt genu WUS reguluje eks-presje
CLV3, cho¢ badania wskazuja, ze WUS
stymuluje ekspresje genu CLV3 [9,35].
Transdukcja sygnatu w merystemie
apikalnym pedu i w zawigzkach kwiatu
podlega podobnej regulacji.

Biatko CLV3 jest kierowane do apo-
plastu, gdzie funkcjonuje jako ligand dla
receptora zbudowanego z biatek CLV1 i
CLV2 [40]. Najnowsze badania wska-
zuja, ze CLV3 wiaze si¢ bezposrednio z
domena zewnatrzkomorkowa biatka
CLV1, co aktywuje kinazowg aktywnos¢
domeny cytoplazmatycznej i jej autofos-
forylacje [31]. Polaczenie to aktywuje
droge transdukcji sygnatu (ryc. 2). Obec-
nos¢ CLV1iCLV3 zostala potwierdzona
we wezesniej omowionym kompleksie
450 kDa, natomiast w kompleksie 185 kDa
CLV3 nie wystgpuje. Ponadto nie stwier-
dzono obecnosci kompleksu 450 kDa w
roslinach c/v3. Stad przypuszczenie, ze
kompleks 450 kDa to aktywny uktad ligand
- receptor zdolny do inicjacji transdukeji
sygnahu [40] (ryc. 2). Sygnat z ufosfo-
rylowanej domeny kinazowej biatka CLV'1
jestprzenoszony na aktywne juz biatko Rop,
ktorego funkcja jest aktywacja kaskady
kinaz zaleznych od mitogenu (kinaz MAP)
[44]. Przekazanie sygnatu z kinaz MAP do
jader centralnych komérek macierzystych

powoduje zahamowanie ekspresji genu WUS i konczy szlak transdukcji sygnatu (ryc. 2) [35].

Istotna rolg w transdukcji sygnatu CLV-WUS, a tym samym wplyw na samoodtwa-
rzanie merystemu, przypisuje si¢ fosfatazie biatkowej typu KAPP (ang. Kinase
Associated Protein Phosphatase), katalizujacej defosforylacje cytoplazmatycznej domeny
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kinazowej CLV 1. Defosforylacja biatka CLV 1 uniemozliwia dalsze etapy przekazywania
sygnatu i przyczynia si¢ do utrzymania stalego poziomu ekspresji WUS (ryc. 2) [39,40].

Badania ostatnich lat wykazaty, ze za wlasciwe zwijanie i konformacje biatka CLV3
odpowiada chaperonowe biatko SHEPHERD (SHD), bedace ortologiem ssaczego
GRP94. Gen SHD ulega ekspresji w merystemie apikalnym pedu i zawiazkach kwiatow.
Rosliny shd wykazuja fenotyp podobny do stabych mutantow clavata, ale efekt mutacji
shd jest plejotropowy. W szczegdlnosci mutant shid wykazuje zaburzenie w budowie
merystemu apikalnego korzenia [14]

Ekspresja CLV3 pod konstytutywnym promotorem 358 u Arabidopsis (35S::CLV3)
powoduje zaprzestanie tworzenia przez merystem organow po wytworzeniu kilku lisci.
Stad przypuszczenie, ze wysoki poziom ekspresji CLV3 powoduje zaburzenia
samoodtwarzania merystemu, podobnie do mutacji wus. U roslin clvl i clv2 z
nadekspresja CLV3, poziom mRNA genu CLV3 jest wysoki, ale fenotyp roslin pozostaje
typowy dla tych mutantéw. Ponadto stwierdzono brak mRNA genu WUS u roslin, u
ktorych ulegal nadekspresji CLV3. Stad wniosek, ze dla prawidtowej transdukcji sygnatu
wymagany jest funkcjonalny receptor zbudowany z biatek CLV1/2 [35].

7 badan dotyczacych indukowanej nadekspresji CLV3 w jego natywnej domenie, tj.
obszarze komorek inicjalnych (stem cells) wynika, ze nadekspresja CLV3 w znaczacy
sposob hamuje ekspresje WUS [29]. U takich roslin transgenicznych merystem apikalny
pedu znacznie zmniejsza rozmiary i ulega splaszczeniu. Zawiazki kwiatdw, tworzone
blizej centrum merystemu niz w typie dzikim, sa powigkszone. Fenotyp obserwowany
po indukcji nadekspresji CLV3 jest wiec zblizony do obserwowanego u roslin wus.

Obecnos¢ biatka CLV3 we wszystkich komorkach powierzchniowych na skutek
ekspresji konstrukeji pATMLI::CLV3, powoduje wygaszenie ekspresji genu WUS i
zakonczenie rozwoju merystemu apikalnego pedu we wezesnych etapach ontogenezy.
Natomiast ekspresja pigciu kopii CLV3, ale pod promotorem CLV3 (pCLV3::(CLV3)5),
mimo ze powoduje zmniejszenie obszaru i poziomu ekspresji WUS, nie zaburza
samoodtwarzania merystemu [42].

Badania z wykorzystaniem metody indukowanego wyciszania aktywnosci genu CLV3
wykazaly, ze obszar strefy centralnej powigksza si¢ juz po 24 h od wyciszenia, natomiast
zwiekszenie rozmiardw calego merystemu apikalnego pedu kwiatostanowego nastgpuje
po kolejnych 24 h. Jednoczesnie stwierdzono, ze w czasie trwania eksperymentu (120
h) nie zostal zaburzony proces tworzenia zawigzkow kwiatow. Autorzy postuluja, ze
ekspansja strefy centralnej, jaka nastepuje po wyciszeniu aktywnosci genu CLV3, moze
by¢ rowniez rezultatem zmiany tozsamosci komorek strefy peryferycznej na tozsamosé
komorek strefy centralnej [32].

U mutantéw c/v3 zauwazono, ze mRNA genu WUS jest obecne w catej powigkszonej strefie
centralnych komoérek macierzystych tacznie zkomorkami subepidermalnymi. Ektopowa ekspresja
WUS w merystemie apikalnym pedu i zawigzkach organéw bocznych w strefie peryferycznej
powoduje utrzymanie puli komorek niezréznicowanych w calym wierzchotku [36].

Zatem wydaje sig, ze wysoki poziom ekspresji CLV3 powoduje hamowanie ekspresji
genu WUS, aniski poziom ekspresji CLV3 —zwigkszenie poziomu ekspresji genu WUS.

Regulacja funkcjonowania merystemu apikalnego pedu u innych gatunkéw
modelowych wykazuje pewne podobienstwa do Arabidopsis thaliana. Stwierdzono,
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ze ortologiem genu CLVI uryzu (Oryza sativa) jest gen FLORAL ORGAN NUMBERI
(FONI). Mutanty fonl wykazuja silng proliferacje komorek merystemu apikalnego
pedu i tworza dodatkowe organy kwiatowe. Jednak FON1I w przeciwienstwie do CLV1
ulega ekspresji w catym zawiazku kwiatu [38]. Z kolei u kukurydzy (Zea mays)
zidentyfikowano gen FASCIATED EAR2 (FEA2). Mutacja w obrebie tego genu
powoduje efekt podobny do mutacji fon! i clv —silng proliferacj¢ komérek merystemu
apikalnego pedu i zawiazkow kwiatdéw [38]. Biatko FEA2 wykazuje duza homologie
do CLV2 i jest zlokalizowane w btonie komorkowej [36].

Natomiast u petunii funkcjonuje gen TERMINATOR (TER), ktéry jest ortologiem
WUS, a jego ekspresja nastgpuje w merystemie pedu. Mutanty fer wykazuja cechy
fenotypowe charakterystyczne dla mutantéw wus u Arabidopsis [38].

ROLA INNYCH GENOW W REGULACJI SAMOODTWARZANIA
MERYSTEMU

Wsrdd czynnikdw regulujacych ekspresje WUS sa biatka SPLAYED (SYD) i STIMPY/
WOXO9 (STIP). SYD nalezy do czynnikdéw transkrypeyjnych aktywujacych ekspresje
genu WUS. Mutanty syd wykazuja przedwczesne zakonczenie funkcjonowania merystemu
apikalnego pedu [20,42] (ryc. 3). Z kolei u mutantéw stip merystem apikalny pedu jest
zdeformowany, ponadto stwierdzono brak ekspresji CLV3 i WUS. Interesujace jest, ze
fenotyp tego mutanta moze zosta¢ zniesiony. Po dodaniu sacharozy do podtoza
hodowlanego komorki merystemu dzielac si¢ tworza prawidlowy merystem. Stwierdzono
réwniez, ze nadekspresja STIP stymuluje ekspresje WUS i CLV3. Autorzy postuluja, ze
produkt genu S7IP aktywuje ekspresje WUS, ale zarazem ekspresja genu STIP jest
hamowana przez produkty genéw CLV [45] (ryc. 3).

U mutantéw [28 w obrebie genu APETALA2 (AP2) stwierdzono, ze rozwoj
merystemu apikalnego pedu zarodka jest przedwczesnie zakonczony. Zaobserwowano,
ze nie ma réznic w strukturze merystemu migdzy podwojnymi mutantami c/vI 128 lub
clv3 128, a mutantami clvl i c/v3. Nie stwierdzono wzrostu poziomu ekspresji CLV3 u
roslin z mutacja /28. Te dane sugeruja, ze AP2 nie wplywa na poziom ekspresji CLV3.
Autorzy postuluja, ze u roslin typu dzikiego AP2 lub czynnik regulowany przez AP2
hamuje transdukcje sygnatu CLV - WUS i jednoczesnie indukuje ekspresje WUS. Nalezy
zauwazy¢, ze AP2 dziata antagonistycznie do CLV3 i AGAMOUS (AG), ktore hamuja
ekspresje WUS w kwiecie [46] (ryc. 3).

Badania ostatnich lat wskazuja, ze na ekspresje genu WUS oprdcz omowionych
wezesniej gendw (ich produktow), bezposrednio oddziatuja produkty co najmniej dwoch
innych genow: HANABA TARANU (HAN) i ULTRAPETALA (ULT). Produkty ekspresji
obu gendw to czynniki transkrypeyjne. Funkcja obu jest ograniczanie transkrypcji WUS.
HAN ulega ekspresji na granicy migdzy merystemem a zawigzkami organdéw bocznych.
Jego aktywnos¢ ujawnia sig juz we wezesnych etapach rozwoju zarodkowego, znacznie
wezesniej niz gendw CLV1 i CLV3. Obszar ekspresji WUS w merystemach zarodkowych
ro$lin han jest znacznie wiekszy niz w typie dzikim. Badacze proponuja, iz biatko HAN
jest niezbedne do okreslenia prawidtowego potozenia i liczby komoérek, w ktérych
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nastepuje ekspresja WUS [48] (ryc. 3). Natomiast gen ULTRAPETALAI ulega ekspresji
w merystemie apikalnym pedu kwiatostanowego i w zawiazkach kwiatow. Mutacja w
obrebie tego genu powoduje powigkszenie rozmiaréw tych struktur przy jednoczesnym
powigkszeniu obszaru ekspresji WUS. Wykazano, ze produkty genéw ULTi CLV, choé¢
majq odrgbne Sciezki aktywnosci, to hamuja ekspresj¢ genu WUS [3] (ryc. 3).

W zawiazku kwiatu ekspresja genu WUS jest hamowana przez AGAMOUS (AG).
Jednoczesnie WUS i LEAFY (LFY) funkcjonuja jako czynniki transkrypcyjne dla genu
AG, stymulujac jego ekspresje [26]. LEAFY jest kluczowym genem, ktorego aktywnosé
wskazuje na fazg generatywna merystemu apikalnego pedu. LFY ulega ekspresji tylko
w merystemie kwiatostanowym i zawiazkach kwiatow. 4G jest genem klasy C w
modelu ABC tworzenia kwiatu [8]. Mutanty ag tworza platki korony w miejsce okdtka
precikow i dzialki kielicha zamiast owocolistkdw. Rownoczesnie wzrost zawiazka kwiatu
nie jest ograniczony. W konsekwencji kwiaty ag tworza na przemian okdtki dziatek
kielicha i ptatkow korony oraz utrzymuja stale proliferujaca pule komodrek na szezycie
kwiatu. Tym samym utrzymywana jest aktywnos¢ CLV - WUS. W roslinach typu
dzikiego biatko AG hamuje ekspresj¢ WUS, tym samym komorki inicjalne réznicuja sig,
a kwiat konczy rozwoj. W przeciwienstwie do CLV3, AG ulega ekspresji nawet pod
nieobecnos¢ WUS. Stwierdzono, ze produkt ekspresji ULTRAPETALA (ULT), dziatajac
jako czynnik transkrypcyjny stymuluje ekspresje AG [24] (ryc. 3).

Zupetnie odrebna grupe czynnikdw, wplywajacych na samoodtwarzanie merystemu
apikalnego pedu poprzez bezposrednia lub posrednia regulacje ekspresji genow, stanowia
czasteczki mikroRNA (miRNA). Sa to jednoniciowe czasteczki RNA zbudowane z 21
do 24 nukleotydow. miRNA reguluje ekspresj¢ genow poprzez przylaczanie si¢ do
komplementarnych sekwencji transkryptu danego genu. Badania Williams i wspotpraco-
wnikéw [43] wykazaly, ze miR166 prawdopodobnie reguluje rozmiar merystemu
apikalnego pedu wegetatywnego i kwiatostanowego poprzez posrednia kontrole poziomu
transkrypcji genu WUS. Tym samym potwierdzono, ze ekspresja WUS w centralnych

RYCINA 3. Regulacja ekspresji
gendw w merystemie i zawiazku
kwiatu (— oznacza stymulacjg,
a - hamowanie ekspresji) — opis
w tekscie
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komorkach macierzystych (centrum organizacyjnym) jest hamowana nie tylko przez
produkty genow CLAVATA, ale rowniez posrednio przez miRNA.

W rozwoju zawiazka kwiatu, kluczowa rolg dla tozsamosci zawiazkdw dziatek kielicha
odgrywa aktywnos¢ bialka AP2. Wyniki badan Chen [7], wskazuja, ze czasteczka miR172
bezposrednio taczy si¢ z sekwencja komplementarna transkryptu wspomnianego genu.
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JAKIE SA SKUTKI USUNIECIA STREFY CENTRALNEJ
MERYSTEMU APIKALNEGO PEDU?

Bardzo interesujace wyniki uzyskali badacze [33], ktorzy wykorzystujac wigzke
laserowa usungli (ablacja laserowa) strefe centralng merystemu apikalnego pedu
pomidora (Lycopersicon esculentum). Po szesciu dniach od ablacji powstale uszko-
dzenie zostalo zepchnigte ze szczytu merystemu. Transkrypt genu LeWUS, homolo-
gicznego do AtWUS, pojawit si¢ juz w jeden dzien po ablacji. Obszar ekspresji Le WUS
byt pierscieniem formujacym sie¢ wokot obszaru uszkodzenia. Natomiast w dwa dni po
ablacji obszar ekspresji LeWUS byl ograniczony tylko do jednej strony uszkodzenia.
Badacze wnioskowali, ze w ten sposob zostato utworzone nowe centrum organizacyjne
merystemu apikalnego pedu.

Wyniki badan molekularnych stuza réwniez do tworzenia modeli komputerowych
merystemu apikalnego pedu. Wykorzystujac opisane powyzej wyniki doswiadczen z
laserowa ablacja strefy centralnej opracowano model, ktorego celem byto sprawdzenie,
jaki bedzie wzor ekspresji WUS ustanowiony de novo po ablacji in silico komorek
centralnych w merystemie apikalnym pedu [17]. Zbadano modele merystemu apikalnego
pedu przy dwdch rdéznych zatozeniach: 1) w merystemie obecny jest czynnik aktywujacy
ekspresje genu WUS, 2) w merystemie obecny jest czynnik hamujacy ekspresje genu
WUS. Ustanowiona, w modelach komputerowych, ekspresja genu WUS de novo w
pierwszym przypadku ograniczona byla do komoérek znajdujacych sig po dwoch
przeciwleglych stronach uszkodzenia (biegunowo). Natomiast obecnos¢ czynnika
hamujacego powodowala, ze ekspresja WUS nastgpowata w pierscieniu komorek
otaczajacym uszkodzenie [17].

Wyniki uzyskane in silico sa zgodne z danymi eksperymentalnymi. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze model ten [ 17] zaktada przestrzenna separacje czynnikow wplywajacych
na ekspresj¢ WUS. Moga nimi by¢ czynniki opisane w niniejszej pracy.

PODSUMOWANIE

Funkcjonowaniem merystemu apikalnego pedu rzadza bardzo zréznicowane mechanizmy,
dziatajace na roznych poziomach organizacji, tj. molekularnym, komorkowym i
ponadkomorkowym. Przedstawione w pracy systemy genetycznej regulacji dotycza jedynie
procesu samoodtwarzania merystemu, ktory obok procesu tworzenia zawiazkdéw organow
bocznych zapewnia utrzymanie tak charakterystycznego dla roslin pokroju.
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