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Streszczenie: Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju i ciagtosci zycia na Ziemi. U
znakomitej wigkszo$ci organizmow zywych powstate w wyniku mejozy komorki bezposrednio zaanga-
zowane sa w procesy rozmnazania piciowego. Intensywny rozwoj technik biologii molekularnej pozwo-
lit na identyfikacjeg licznych genow zaangazowanych w podzial mejotyczny. Modelowe organizmy wy-
korzystywane w tych badaniach to przede wszystkim drozdze oraz Caenorhabditis elegans. Ostatnie
lata przyniosty tez szereg informacji dotyczacych genetycznej i molekularnej regulacji mejozy u roslin,
glownie u Arabidopsis thaliana. Molekularne podtoze mejozy u roslin, z uwagi na lepsza dostgpnosé
materialu i tatwo$¢ obserwacji fenotypowych efektow mutacji, prowadzone sa przede wszystkim na
komoérkach meskiej linii generatywnej, tj. podczas mikrosporogenezy. Okazalo sig, ze wigkszo$¢ zna-
nych z badan u drozdzy genow zaangazowanych w takie etapy podziatu mejotycznego, jak: koniugacja
chromosoméw homologicznych czy crossing-over, ma swoje homologi u roslin. Wskazuje to na wysoki
stopien uniwersalnosci molekularnych mechanizméow mejozy w komorkach eukariotycznych. Praca sta-
nowi kompilacjg aktualnych wiadomosci na temat genetycznej i molekularnej kontroli mikrosporogenezy
u roslin okrytonasiennych, ktére przedstawiono na tle informacji znanych z badan u innych organizmow,
w tym szczego6lnie u drozdzy.

Stowa kluczowe: mejoza, mikrosporogeneza, crossing-over, cytokineza.

Abstract: Meiosis is a process which have a great weight for development and continuity of life on Earth.
In a great majority of organisms the cells which are made during meiosis are directly involved in sex
reproduction processes. High development of molecular biology techniques makes possible an identifica-
tion of numerous genes involved in meiotic division. Model organisms in these research in the first place
are yeasts and Caenorhabditis elegans. The last years bring also many informations about genetic and
molecular regulation of meiosis in plants, mainly in Arabidopsis thaliana. Molecular basis of meiosis in
plants, because of better accessibility of the biological material and easiness of observations of the
mutation fenotypical effects, is studied mainly in the male generative cells line, i.e. during microsporoge-
nesis. It was shown that the majority of genes known from research on yeasts which are involved in such
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steps of meiotic division as homologue chromosomes coniugation or crossing-over has the homologues in
plants. This indicate that there is a high degree of universality of meiosis molecular mechanisms in
eucariotic cells. This work is a compilation of actuall informations about genetic and molecular controll of
microsporogenesis in angiosperms, which are presented in the background of the results from studies on
different organisms, especially in yeasts.

Key words: meiosis, microsporogenesis, crossing-over, cytokinesis.

Kluczowym etapem w rozwoju zardéwno meskiego, jak i zenskiego gametofitu roslin
okrytonasiennych jest podzial mejotyczny, w wyniku ktorego powstaje haploidalne
pokolenie komérek bezposrednio zaangazowanych w rozmnazanie piciowe. Cytolo-
giczne aspekty mejozy u roslin okrytonasiennych od dawna byly przedmiotem badan
biologdw komorki oraz botanikow i zostaty dobrze poznane u wielu gatunkow. Niezwykle
intensywny rozwoj technik biologii molekularnej w ostatnich latach przyczynit si¢ do
poznania i charakterystyki wielu genéw kontrolujacych proces mejozy. Dzigki temu
zidentyfikowano takze liczne mutanty roslinne charakteryzujace si¢ zaburzeniami w
przebiegu mejozy. Modelowa roslina wykorzystywana w tych badaniach, z uwagi na
fatwo$¢ manipulacji genetycznych i powszechne zastosowanie w badaniach molekular-
nych, jest Arabidopsis thaliana (L.). Tradycyjnie geny, ktorych mutacja objawia sig
zaburzeniami przebiegu ktoregokolwiek ze stadiow mejozy zarowno w linii mgskiej
(mikrosporogeneza), jak i zenskiej (megasporogeneza), przyjeto okresla¢ mianem genow
mejotycznych. Natomiast geny, ktore kontroluja prawidtowy przebieg tylko mikrosporo-
genezy oraz rozwoju pytku, nazywane sg genami meskosterylnymi. Znaczna wigkszosé
prac dotyczacych gendéw mejotycznych, z uwagi na lepsza dostgpnos¢ materiatu i
fatwos¢ obserwacji fenotypowych efektow mutacji, prowadzona jest na komodrkach
mgskiej linii generatywnej. W zwiazku z tym w niniejszej pracy informacje dotyczace
grupy genow mejotycznych ujete zostaty gtdéwnie w aspekcie ich aktywnos$ci podczas

mikrosporogenezy.
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RYCINA 1. Przebieg mikrosporogenezy (mejozy pylnikowej) u roslin okrytonasiennych. A. Wczesna
I profaza mejotyczna — mikrosporocyty (m) polaczone szerokimi kanatami cytoplazmatycznymi. B.
Pod koniec I profazy wokot mikrosporocytow syntetyzowana jest $ciana kalozowa. C-D. Po I podziale
mejotycznym powstaje diada nieprzedzielona $ciana komorkowa (C ), lub zbudowana z dwu komorek
oddzielonych $ciang kalozowa (D). E. Po drugim podziale mejotycznym wytwarzane sa 4 zredukowane
mikrospory oddzielone $ciana kalozowq syntetyzowang sukcesywnie (D- E) lub r(’)wnoczeénie (D E). F.
(G) lub trojkomorkowe (H) ziarna pytkowe (kg — komorka generatywna, kw — komorka wegetatywna, kp
—komorki plemnikowe)
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Przebieg mejozy pylnikowej jest zasadniczo wspolny dla wigkszos$ci roslin
okrytonasiennych i nie odbiega od typowego redukcyjnego podziatu mikrosporocytow
(ryc. 1). Mikrosporogeneza u roslin dzikiego typu charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
synchronicznosci, ktora mozliwa jest dzigki licznym kanalom cytoplazmatycznym
faczacym mikrosporocyty podczas wczesnych etapow podziatu. Podczas dalszego
przebiegu mejozy mikrosporocyty izoluja sig od siebie za pomoca $ciany kalozowej,
ktora oddziela takze powstate po mejozie 4 haploidalne mikrospory. Po rozpadzie $ciany
kalozowej z mikrospor rozwijaja si¢ dwu- lub trojkomorkowe ziarna pytkowe. Praca
stanowi kompilacj¢ aktualnych wiadomosci dotyczacych genetycznej kontroli
mikrosporogenezy u roslin okrytonasiennych, ktore przedstawiono na tle informacji
znanych z badan u innych organizmoéw, w tym szczegolnie u drozdzy (tab I).

1. KOHEZJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Jednym z etapow przygotowania do podziatu komorkowego jest replikacja materiatu
genetycznego, ktora zachodzi w fazie S interfazy. W przypadku cyklu redukcyjnego
nowopowstate chromatydy siostrzane pozostaja potaczone ze soba az do anafazy II
podziatu mejotycznego. Trwale potaczenie obu chromatyd mozliwe jest dzigki ich
interakcji z wielkoczasteczkowym kompleksem specyficznych bialek — kohezyn. Jak
dotad opisano dwa mutanty Arabidopsis, ktore wykazywaly zaburzenia w przestrzen-
nym zwiazku siostrzanych chromatyd podczas wczesnych etapow podziatu mejotycz-
nego.

Pierwszym z nich jest mutant swil/dyad (switchl/dyad). Mutacja 3 poznanych
alleli genu SWITCH1 (SW111)/DYAD objawia si¢ zaburzeniami zwiazku pomi¢dzy
chromatydami zar6wno w przebiegu mega-, jak i mikrosporogenezy. Nieprawidtowosci
w przestrzennych interakcjach pomig¢dzy chromatydami siostrzanymi tyko podczas
mikrosporogenezy wykazuja natomiast rosliny, ktore maja zmutowany jeden z alleli
tego genu, tj. o genotypie swil-2 [36]. W pylnikach mutantéw juz podczas I profazy
mejotycznej obserwuje si¢ zanik potaczen migdzy siostrzanymi chromatydami
mikrosporocytow. Efektem tych zaburzen jest niekompletny badz catkowicie zahamo-
wany proces kondensacji chromosomow oraz brak wyréznialnych stadiéw leptotenu,
zygotenu oraz pachytenu. Przedwczesna segregacja takich anormalnych chromatyd
podczas pierwszego i drugiego podzialu mejotycznego doprowadza do wytworzenia od
1 do 10 nierownocennych jader, ktore nastgpnie degeneruja [33]. Jak wykazata analiza
molekularna, transkrypt genu SWII podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa
biatka o dlugosci odpowiednio 578 i 635 aminokwasdw, ktore rdznia si¢ jedynie na
koncu N. Jak dotad nie stwierdzono homologii tych biatek wzgledem zadnych znanych
sekwencji, ktére figuruja w bazach danych [33].

Komorkowa lokalizacja biatka SWI1 badana byta u rzodkiewnika pospolitego przy
uzyciu konstruktu SWI1-GFP. Wykazano, ze konstrukt ten kolokalizowat z DNA
wylacznie w jadrach komorek podlegajacych mejozie, jest to zatem biatko specyficzne
dla cyklu mejotycznego. Ponadto w jadrach komdrkowych biatko obecne byto jedynie
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TABELA 1. Homologi/ortologi drozdzowych genow kontrolujacych proszczegodlne etapy mejozy
u Arabidopsis thaliana

GEN DROZDZY HOMOLOG/ | FUNKCJA KODOWANEGO BIALKA
ORTOLOG
A. thaliana
REKOMBINACJA MATERIALU GENETYCZNEGO
SPO11 AtSPO11-1 Topoizomerazy typu Il odpowiedzialne za inicjacje dwuniciowych
AtSPO11-2 | peknie¢ DNA [26]
AtSPO11-3
MREI1 AtMREI1 Tworza kompleks odpowiedzalny za naprawe dwuniciowych
RAD50 AtRADS0 peknig¢ DNA [11]
RADS51 AtRADS1 Rekombinaza; wymiana fragmentéw nici oraz naprawa
uszkodzen DNA [1]
RADS51C At RAD51C | Prawdopodobnie uczestnicza w montazu i stabilizacji biatka
XRCC3 AtXRCC3 RAD51 [1,10]
DMCl1 AtDMCI1 Identyfikacja homologii DNA migdzy lepkim koficem 3" a
chromosomem homologicznym [40]
MNDI1 AtMND1 Naprawa DSB, stabilizacja heterodupleksow [20]
ATM AtATM Kinaza bialkowa aktywowana peknigciami DNA; fosforyluje
bialka naprawiajace pgknigcia DNA [23]
RECQ HELICASES | RecQ (sze$¢ | Replikacja i rekombinacja DNA podczas pozniejszych stadiow
homologdéw) | naprawy peknig¢ dwuniciowego DNA [6]
MLHI1 AtMLH1 Naprawa niedopasowan po wymianie odcinkow DNA [40]
MEI1 AtMEI1 Uczestniczy w odpowiedzi na peknigcia DNA i blokade
(MCD1) replikacji u Eukariota [27]
MSH4 AtMSH4 Udziat w szlaku powstawania crossovers klasy I [28]
MSH5 -
MER3 AtMER3 Helikaza; stabilizacja molekut uczestniczacych w powstawaniu
"podwojnej struktury Hollidaya" [35]
MUS81 -
MMS4 - Endonukleazy; cigcie 1 naprawa peknig¢é DNA. U drozdzy
EMEL1 - katalizuja szlak powstawania crossovers klasy II [29]
PTD Rekombinacja materialu genetycznego [46]

podczas interfazy premejotycznej oraz bardzo wczesnej profazy [33]. W zwiazku z
tym autorzy sugeruja, ze biatko SWI1 jest odpowiedzialne raczej za inicjacje przestrzen-
nego zwiazku pomigdzy chromatydami siostrzanymi anizeli jego utrzymywanie podczas
kolejnych stadiow mejozy.

Drugi mutant charakteryzujacy si¢ nieprawidtowosciami w kohezji pomigdzy
chromatydami siostrzanymi opisany zostat przez dwie niezalezne grupy badawcze. Bai
i wsp. [7] oraz Bhatt i wsp. [8] wykazali, ze mutacja genu SYNI/DIFI (SYN1/
DETERMINATE, INFERTILE]) objawia si¢ najpierw zaburzeniami w kondensacji
chromosomow w leptotenie, a nastepnie ich fragmentacja w metafazie [ i defektami w
segregacji podczas anafazy 1. Zidentyfikowano pi¢¢ mutantow genu SYNI/DIFI, a
mutacja u kazdego z nich powodowata catkowita sterylno$¢ zarowno meska, jak i
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TABELA 1, cd.
GEN HOMOLOG/ | FUNKCJA KODOWANEGO BIALKA
DROZDZY ORTOLOG-

A. thaliana

KOHEZJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

SWI1/DYAD | Inicjacja kohezji chromatyd siostrzanych [33]
RAD21/REC8 | SYN1/DIF1 Aktywno$¢ kohezyny; formowanie polaczen miedzy chromatydami
siostrzanymi [8]
KONIUGACJA CHROMOSOMOW HOMOLOGICZNYCH
SWI1/DYAD | Formowanie elementow bocznych kompleksu synaptonemalnego [33]
SDS Cyklina typu B; decyduje o czasie rozdzielania chromosoméw
tworzacych biwalent [5]
MEU13* AHP2 Kontrola parowania chromosoméw homologicznych [39]
HOP1 ASY1 Interakcja migdzy elementami osiowymi kompleksu synaptonemalnego

a chromatyng chromosoméw homologicznych [3,4]

ORGANIZACJA WRZECIONA PODZIALOWEGO

KATA/ATK1 | Kinezyna; organizacja mikrotubul wrzeciona podzialowego [17]
PRZEBIEG CYTOKINEZY
STD/TES Kinezyna; uczestniczy w powstawaniu tzw. jadrowych domen

cytoplazmatycznych odpowiedzialnych za prawidlowy przebieg
cytokinezy postmejotycznej [30,51]

EKSPRESJA GENOW MEJOTYCZNYCH

SPL/NZZ

MMDI

DUET

MS1

AMS1

Czynnik transkrypcyjny MADS Box; przejscie ze stanu

wegetatywnego w generatywny [41,50]
regulacja transkrypcji gendw mejotycznych;

remodelowanie chromatyny [52] blazlka
regulacja organizacji chromatyny i ekspresji Klasy
genow podczas mikrosporogenezy [38] PHD-
regulacja transkrypcji genow tapetum [47] finger

Czynnik transkrypeyjny z klasy MYB; regulacja rozwoju tapetum [42]

KONTROLA CYKLU KOMORKOWEGO

SKP1

ASK1

TAMI
MS5
(TMD/
POLLEN-
LESS3)

Element ligaz ubikwitynowych; degradacja bialek czestniczacych
w kolejnych procesach I profazy [53,54]
Cyklina typu A - CYCA 1,2 [31, 44]

Kontrola wyjscia z mejozy [16]
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zenska. W stadiach postpachytenowych w mikrosporocytach mutantow syni/difl
obserwowano zmienione morfologicznie chromosomy, co moze wskazywac na nieprawid-
towosci w mechanizmie kohezji siostrzanych chormatyd. Pézniejsze zaburzenia w
rozdzielaniu takich chormosomoéw prowadzily do powstawania produktow mejozy
ztozonych czgsto nawet z 8 komorek o roznym ksztatcie, fenotypie i ploidalnosci [8].

Badania poréwnawcze ujawnity, ze gen SYNI/DIF]I jest w wysokim stopniu
homologiczny do drozdzowego genu RAD21/RECS (RADiation sensitive 21/ deficient
in meiotic RECombination 8), kodujacych rodzing kohezyn zaangazowanych w
formowanie potaczen pomigdzy chromatydami siostrzanymi i kondensacj¢ chromatyny
podczas cyklu mitotycznego [7]. Analiza molekularna genu SYN1/DIF [ wykazata, ze
jego transkrypt podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa biatka. Pierwsze o
dtugosci 627 reszt aminokwasowych, ktore syntetyzowane jest na niskim poziomie we
wszystkich tkankach, oraz drugie zbudowane z 617 aminokwasdow, ulegajace ekspresji
tylko w pakach kwiatowych [16]. Biatka te maja dwa sygnaly lokalizacji jadrowej
(NLS, z ang. Nuclear Localization Signal) i kilka domen PEST (z ang. proline (P),
glutamate (E), serine (S), and threonine (T) rich domain), ktore obecne sa zazwyczaj
w biatkach ulegajacych niezwykle szybkiej degradacji w komorkach eukariotycznych
[7]. Kohezyjna funkcja biatka SYN1/DIF1 wydaje si¢ by¢ bardziej powszechna. Stosujac
testy komplementacji [21] stwierdzili bowiem, ze biatko to czg¢Sciowo zastgpuje mitotyczna
kohezyne Mcd1 u drozdzy. Wskazuje to, iz biatko SYN1/DIF 1 moze pehic rolg kohezyny
w komorkach dzielacych si¢ zarowno mejotycznie, jak i mitotycznie.

2. KONIUGACJA CHROMOSOMOW HOMOLOGICZNYCH

Poza redukcja liczby chromosomow efektem kazdej mejozy jest takze rekombinacja
materialu genetycznego, ktora odbywa si¢ zazwyczaj w zygotenie w procesie crossing-
over. Aby zaszedl crossing-over, chromosomy ojcowski i matczyny musza wej$¢ w
specyficzng interakcjg przestrzenna (koniugacja, synapsis), w wyniku ktorej w zygotenie
powstaja struktury okreslane mianem biwalentow. Opisana interakcja umozliwia
pdzniejsza reakcje wymiany odcinkéw pomigdzy chromatydami chromosomédw homolo-
gicznych. Koniugacja chromosomoéw homologicznych zachodzi za posrednictwem
makromolekularnej struktury okre§lanej mianem kompleksu synaptonemalnego (ryc.
2). Kompleks synaptonemalny zaczyna formowac si¢ juz w leptotenie, kiedy chromosom
ojcowski 1 matczyny zbliza si¢ do siebie na odlegto$¢ mniejsza anizeli 200 nm, a na
powierzchni nici chromatynowych obu chromosomoéow odbywa si¢ montaz biatkowych
elementow osiowych (ang. axial elements). Podstawowe cz¢$ci w petni uformowanego
kompleksu synaptonemalnego to: 1) elementy boczne, utworzone z kontaktujacych si¢
ze soba licznych elementéw osiowych, bezposrednio zwiazane z chromatydami
chromosoméw homologicznych, 2) element centralny faczacy oba elementy boczne za
posrednictwem poprzecznych widkien oraz 3) grudka rekombinacyjna. Elipsoidalne
grudki rekombinacyjne zbudowane sa z biatek uczestniczacych w koniugacji i wymianie
odcinkéw chromosomoéw homologicznych. W zaleznos$ci od stadium I profazy
mejotycznej oraz ich wyposazenia grudki rekombinacyjne dzieli si¢ na wezesne i pdzne.
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Woezesne grudki rekombinacyjne
widoczne sa juz w zygotenie i
zawieraja bialka biorace udzial w
inicjacji przestrzennego zwiazku
pomigdzy chromosomami homo-
logicznymi 1 wezesnych etapach
rekombinacji. P6zne grudki re-
kombinacyjne pojawiaja si¢ zaz-
wyczaj w §rodkowym pachytenie,
samniej liczne anizeli grudki wezes-
ne, a miejsca ich wystgpowania
uznaje si¢ za tozsame z miejscami RYCINA 2. Schemat bud.ow.y kompleksu synaptonemalnego.
zajécia crossing-over [2). CHI, CH2 — chromatydy niesiostrzane chromosoméw homolo-

: gicznych, EB — elementy boczne, EC — element centralny, WP —

Modelowym organizmem wy-  wiokna poprzeczne, GR — grudka rekombinacyjna
korzystywanym do badan nad
genetyczna i molekularng natura procesu koniugacji chromosoméw homologicznych i
crossing-over U Eukaryota sa drozdze. Cechy, ktore decyduja o wykorzystaniu tych
komorek w poznawaniu molekularnych podstaw rekombinacji mejotycznej, to: maty genom,
wysoka czgstos¢ rekombinacii (100 miejsc crossing-over/podziat) oraz tatwos$¢ manipulacji
genetycznych. Znakomita wigkszos¢ genow zwigzanych z kontrolg profazy [ podziatu
mejotycznego u Eukaryota, w tym rowniez procesu rekombinacji, zidentyfikowana zostata
wlasdnie dzigki badaniom prowadzonym na drozdzach. W ostatniej dekadzie ziden-
tyfikowano takze znaczna liczbe genow zaangazowanych w proces crossing-over w
komorkach roslinnych, przy czym stopien homologii tych genow okreslano w odniesieniu
do sekwencji genow drozdzowych.

Generalnie, u wigkszosci organizmdéw mutacje w genach kodujacych biatka charak-
terystyczne dla wczesnych grudek rekombinacyjnych objawiaja si¢ zaburzeniami
koniugacji chromosoméw homologicznych i wezesnych etapow crossing-over. Z kolei
defekty genow kodujacych biatka obecne w poznych grudkach rekombinacyjnych nie
wplywaja na przestrzenny zwiazek pomigdzy chromosomami matczynym i ojcowskim,
ale zaburzaja lub uniemozliwiaja proces rekombinacji.

2.1. Geny odpowiedzialne za formowanie synapsis chromosomow
homologicznych

W ciagu ostatniej dekady zidentyfikowano duza liczbe mutantéw A. thaliana
charakteryzujacych si¢ réznorodnymi defektami w interakcjach chromosomow podczas
[ profazy mejotycznej. Opisane powyzej badania biatka SWI1 ujawnity, ze oprocz udziatu
w kohezji siostrzanych chromatyd, jest ono takze zaangazowane w formowanie
elementéw bocznych kompleksu synaptonemalnego [34]. W metafazie I podziatu
mejotycznego u mutantow swi/-2 nie obserwowano bowiem typowych dla rzodkiewnika
pospolitego pigciu biwalentéw, a 20 pojedynczych chromatyd. Ponadto brak widocznych
chiazm sugeruje, ze u roslin tych nie zaszedt crossing-over, co wskazuje na udziat
biatka SWI1 takze w procesie rekombinacji [34].
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Azumiiwsp. [5] opisali mutanta solo dancers (sds) wykazujacego nieprawidtowosci
w koniugacji chromosoméw podczas I profazy mejotycznej. Wszystkie rosliny o tym
genotypie charakteryzowaly sig silnie zredukowana ptodno$cia. Mutanty sds cechowaty
si¢ prawidtowa kondensacja chromosomow, jednakze obserwowano, ze rozw6j wigkszosci
mikrosporocytow zatrzymywat si¢ w stadium zygotenu, tylko cz¢$¢ z nich przechodzita
do pachytenu. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze rosliny te maja zaburzony proces
formowania biwalentow oraz crossing-over, co w przypadku nielicznych komoérek
podlegajacych pelnemu podziatlowi mejotycznemu, prowadzi do nieuporzadkowanego
rozmieszczenia chromosomow podczas kolejnych stadidow mejozy i powstawania
anormalnych mikrospor [5]. Analiza molekularna biatkowego produktu genu SDS wykazata
migdzy innymi, ze na C-koncu zawiera on tzw. ,,region rdzeniowy cyklin” (z ang. ,,cyclin
core region”) — konserwatywna domeng charakterystyczng dla cyklin typu B u
Arabidopsis [5]. Mozliwe zatem, ze bialko SDS reprezentuje nowy typ cyklin,
prawdopodobnie specyficznych dla komodrek podlegajacych podziatowi mejotycznemu.
Ponadto zatozono, ze musi roéwniez istnie¢ zalezna od cyklin specyficzna kinaza, ktora
by¢ moze odgrywa kluczowa rol¢ w regulacji interakcji pomigdzy chromosomami
homologicznymi. Na tej podstawie Azumi i wsp. [5] stworzyli model, ktory zaktada, ze
biatko SDS decyduje o czasie rozdzielania chromosomow tworzacych biwalent poprzez
fosforylacjg biatek zaangazowanych w utrzymanie tego zwiazku przestrzennego, przy
czym mozliwe, ze jednym z tych biatek jest opisane powyzej SWII.

Podobnego fenotypowo do sds mutanta Arabidopsis opisali Schommer i wsp. [39].
Rosliny z mutacja genu AHP2 (Arabidopsis Homologue Pairing 2) byly sterylne w
wyniku zaburzen mejozy. Wykorzystujac technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
do lokalizacji sekwencji organizatora jaderkowego (NOR) stwierdzono, ze w mikro-
sporocytach mutantow asp2-1 chromosomy rozmieszczone sa w sposob przypadkowy,
co jest konsekwencja nie wytworzenia si¢ biwalentow w I profazie mejotycznej [39].
Wynikiem tych zaburzen jest nieprawidlowa segregacja chromosomoéw podczas anafazy
I i II podzialu mejotycznego. Badania molekularne ujawnity, ze gen AHP2 jest
homologiem genu meu 137, ktory kontroluje parowanie chromosomoéw homologicznych
podczas mejozy u drozdzy. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze funkcja drozdzowego
genu meul3*jest konserwowana w bardziej ewolucyjnie zaawansowanych komorkach
eukariotycznych [39].

Kolejnym genem rzodkiewnika pospolitego, ktory kontroluje przestrzenny zwiazek
pomiedzy chromosomami homologicznymi, jest ASY! (ASYnaptic ). Mutacja tego
genu objawia si¢ catkowitym brakiem formowania biwalentéw podczas I profazy
mejotycznej [3]. Brak synapsis pomigdzy chromosomami homologicznymi u ro$lin o
genotypie asyl powoduje, iz chromosomy pozostaja uniwalentami, nie tworza sig tez
chiazmy. Efektem sg zaburzenia w rozchodzeniu si¢ chromosoméw homologicznych
podczas anafazy I podziatu mejotycznego i powstanie jader o przypadkowej liczbie i
sktadzie chromosomoéw. W rezultacie po Il podziale mejotycznym u mutantow asy/
dochodzi do powstania nienaturalnych wielokomorkowych produktéw mejozy, tzw. poliad,
zawierajacych zr6znicowana liczbg chromosomoéw [3].

Immunolokalizacja biatka ASY'1 uroslin 4. thaliana i Brassica oleracea dzikiego
typu wydaje si¢ odzwierciedla¢ jego funkcje podczas koniugacji chromosomow
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homologicznych [4]. W interfazie premejotycznej biatko ASY 1 wystgpowato w postaci
punktowych skupisk na terenie jader mikrosporocytow. Z chwila wejscia komorek w |
profaze mejotyczna jego lokalizacja stawala si¢ bardziej homogenna i w okresie leptoten-
zygoten obserwowana byla jedynie na obszarze elementoéw osiowych chromatyd
chromosoméw homologicznych. Badania na poziomie subkomoérkowym wykazaty, ze
biatko ASY1 wystepuje jedynie wzdtuz chromatyny bezposrednio zasocjowanej z
elementami osiowymi (bocznymi) kompleksu synaptonemalnego. Podczas dalszego
etapu I profazy mejotycznej nastgpowalo stopniowe obnizanie poziomu biatka ASY'1
na terenie kompleksu synaptonemalnego. Proces ten byt skorelowany z postepujaca
separacja chromosomow homologicznych. W okresie pdznego diplotenu biatko lokalizo-
wano jedynie w postaci nielicznych, niezwigzanych z chromatyna agregatdw na terenie
jadra komorkowego [4].

Badania molekularne ujawnily, ze biatko ASY | wykazuje znaczacq homologig do N-
koncowego odcinka drozdzowego biatka HOP1 (Homolog Of Presinilin), ktore rowniez
zwiazane jest z elementami osiowymi chromosomow [ 15]. Homologiczny region zawiera
charakterystyczna domeng HOMA, ktora wystgpuje w biatkach zasocjowanych z
chromatyna. Biatko HOP1 charakteryzuje si¢ takze podobnym do ASY 1 wzorem czasowej
1 przestrzennej lokalizacji komorkowej w okresie leptotenu. Badania in vitro ujawnity
ponadto, ze biatko HOP1 wchodzi w interakcj¢ z innym biatkiem — REDI, ktore jest
niezbedne do prawidlowego montazu elementow osiowych podczas mejozy w komadrkach
drozdzy [48]. Nie wykazano jednakze podobienstw sekwencji amino-kwasow
drozdzowego biatka RED1 do ASY1, ani zadnego innego biatka rzodkiewnika pospolitego.
W zwiazku z tym sugeruje sig¢, ze ASY 1 moze pei¢ analogiczna rolg jak biatka HOP1/
REDI1 udrozdzy, tj. posredniczy¢ w interakcji pomigdzy elementami osiowymi kompleksu
synaptonemalnego i chromatyna chromosomoéw homologicznych [4].

Zaburzenia w taczeniu chromosoméw homologicznych w pary wykazuja takze
mutanty dsyl (desynaptic 1) 1 dsy10 (desynaptic 10), jednakze molekularne podtoze
tych fenotypdw nie zostato jeszcze poznane. Oba mutanty charakteryzuja sie
zredukowana ptodnoscia, wynikajaca z nietrwatej asocjacji chromosomoéw, ktorych
separacja zachodzi juz pod koniec I profazy mejotycznej. Ostatecznym efektem mejozy
u ro$lin dsyl i dsyl0 sa jedno- lub wielojadrowe wielokomorkowe struktury,
charakteryzujace si¢ r6zng iloscia DNA [48].

3. REKOMBINACJA MATERIALU GENETYCZNEGO
(CROSSING-OVER)

Aktualnie w literaturze funkcjonuja dwa podstawowe modele rekombinacji materialu
genetycznego u Eukaryota (ryc. 3). Oba stworzono na podstawie badan tego procesu
gtownie u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Pierwszy z nich opracowany przez
Szostaka 1 wsp. [43] to model DSBR (Double-Strand-Break-Repair), zwany takze
modelem przerw dwuniciowych, drugi natomiast okreslany jest mianem ECD (Early-
Crossover-Decision) [9]. Zasadniczo modele te r6znig sig czasem, w ktorym ,,podjeta
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RYCINA 3. Schemat procesu rekombinacji wg modeli DSBR i ECD (kolorem bialym i czarnym zaznaczono
podwojne tancuchy DNA chromatyd niesiostrzanych). Wg obu modeli proces inicjuje pgkniecie podwajnej
nici DNA jednej z chromatyd chromosoméw homologicznych, efektem czego jest wytworzenie tzw.
intermediatu DSB (A). Po czgs$ciowej lizie koncow 5° powstaja fragmenty jednoniciowego DNA z lepkimi
koncami 3’ (B). Atak 3’ konca jednoniciowego DNA na nieprzecigta ni¢ DNA niesiostrzanej chromatydy
powoduje powstanie intermediatu SEI z tzw. pgtla D (C). Synteza brakujacych fragmentéw DNA na
matrycy nici DNA niesiostrzanej chromatydy prowadzi do powstania intermediatu SEC, ktory moze
podlega¢ réoznym dalszym przemianom (D). E-F — wg modelu DSRB potaczenie lepkiego konca 3’
atakujacej nici DNA z jej macierzysta nicig doprowadza do uformowania podwdjnej struktury Hollidaya
(DHJ). Nici w obrebie DHJ podlegaja nastgpnie cigciu przez specyficzne endonukleazy. Potencjalne
miejsca cigcia oznaczono gwiazdkami. W zaleznosci od miejsca cigcia nici tworzacych DHJ dochodzié
moze do powstania dwu rodzajow produktu rekombinacji: E — NONCROSSOVER (NCO) lub F —
CROSSOVER (CO) (opis w tekscie). F-G —Wg modelu ECD do powstania intermediatu DHJ dochodzi
jedynie w przypadku szlaku prowadzacego do CO (F). Szlak powstawania NCO obejmuje wydtuzanie
atakujacej nici, a nastepnie jej wycofanie z petli D 1 ponowne potaczenie ze swoja macierzysta nicia (G)
(wg [29], zmieniony)
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zostaje decyzja” o koncowym efekcie crossing-over — czy bedzie to tylko konwersja
genu, tzn. fragmenty DNA usunigte z jednej nici DNA zostana zastgpione przez kopie
DNA z nici homologicznej (NCO — NonCrossOver), czy tez dojdzie do rekombinacji
migdzy niesiostrzanymi chromatydami danego biwalentu (CO — CrossOver) [13].

Wedtug obu modeli pierwszym etapem rekombinacji jest peknigcie podwdjnej nici
DNA jednej z chromatyd chromosomu homologicznego (tzw. DSB, z ang. Double-
Strand-Breaks), wynikiem czego jest powstanie dwu wolnych koncow 3”1 57 (ryc.
3A). Porozcigciu dochodzi do czgéciowej degradacji tych nici DNA, ktore maja wolne
konce 5’ (ryc. 3B). W rezultacie tworza si¢ jednoniciowe odcinki DNA majace 3’ lepki
koniec. Jedna z tych nici przemieszcza sig i atakuje nieprzerwana podwdjna ni¢ DNA
chromatydy niesiostrzanej. W poszukiwaniu komplementarnych sekwencji inwazyjne
jednoniciowe DNA przesuwa si¢ wzdtuz zaatakowanej nici DNA, czemu towarzyszy
rozplatanie jej podwojnej spirali. Efektem jest powstanie struktury nazywanej petla D,
ktora umozliwia odnalezienie si¢ komplementarnych odcinkéw DNA pomigdzy niesios-
trzanymi chromatydami. Wytworzony w tym procesie intermediat okresla si¢ SEI (z
ang. Single-End-Invasion) (ryc. 3C). W ten sposob jednoniciowe odcinki DNA
nieprzecigtej chromatydy staja si¢ matrycami do syntezy DNA i wydtuzenia pojedyn-
czychnici zakonczonych lepkimi koficami 3’ z chromatydy niesiostrzanej. W procesie
tym powstaje kolejny intermediat procesu crossing-over — SEC (z ang. Second-End-
Capture) (ryc. 3D). Kowalencyjne potaczenie nowozsyntetyzowanego fragmentu nici
zakonczonej 3’z lepkim koncem 5’ zlokalizowanym po drugiej stronie petli D oraz ligacja
wszystkich nowozsyntetyzowanych fragmentow DNA doprowadza do powstania
kluczowego intermediatu procesu crossing-over —tzw. podwojnej struktury Hollidaya
(z ang. Double Holliday Junction — DHJ) (ryc. 3E, F). W modelu DSBR ztozono,
ze podczas crossing-over zawsze dochodzi do powstania podwojnej struktury Hollidaya,
a efekt tego procesu, tj. wytworzenie NCO lub CO, zalezy od sposobu cigcia nici DNA
tworzacych DHJ. W przypadku cigcia jedynie nici DNA o tej samej polaryzacji (ryc.
3E) dochodzi do konwersji gendw pomigdzy chromosomami homologicznymi, a produkty
tego procesu to tzw. NonCrossOvers (NCO). Jesli natomiast endonukleazy przetna
rowniez nici DNA skierowane w przeciwnym kierunku, mozliwa staje si¢ wymiana
odcinkéw pomigdzy chromatydami niesiostrzanymi, czego efektem sg typowe produkty
procesu crossing-over — CO ryc. 3F) [29].

Model ECD zaktada natomiast, ze podczas procesu rekombinacji kierunek przemian
molekularnych prowadzacych do powstania CO badz NCO zostaje okreslony na dtugo
przed powstaniem podwojnej struktury Hollidaya. Prawdopodobnie ,,decyzja” ta ma
miejsce juz w leptotenie profazy I, tuz po powstaniu DSB [12]. Wedtug tego modelu
tylko szlak prowadzacy do wytworzenia CO obejmuje powstanie stabilnego intermediatu
DHJ oraz wymiang odcinkow DNA pomigdzy chromatydami niesiostrzanymi (ryc.
3F). Natomiast jesli efektem koncowym rekombinacji bedzie NCO, nie dochodzi do
powstania intermediatu HDJ (ryc. 3G). W tym przypadku po wydhuzeniu przecigte;j,
atakujacej swym koncem 3’ nici DNA, ulega ona wycofaniu z petli D. Synteza
brakujacych odcinkow DNA oraz ich ligacja z macierzystymi ni¢mi DNA prowadzi do
powstania NCO jako ostatecznego produktu rekombinacji.
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Dzigki intensywnym badaniom molekularnym mozliwa jest ciagla weryfikacja
istniejacych modeli procesu rekombinacji. Dobrym tego przyktadem jest jedno z
najbardziej spektakularnych odkry¢ ostatnich lat, dotyczace formowania CO. Wykazano
bowiem, najpierw u drozdzy [19], a nastepnie u A. thaliana [28], ze istnieja dwie
alternatywne drogi powstawania CO podczas rekombinacji mejotycznej (ryc. 4D.E).
W zwiazku z tym wyrdzniono dwie klasy produktow crossing-over: crossovers
podlegajace interferencji (CO I) (ryc. 4D) oraz crossovers niepodlegajace interferencji
(CO M) (ryc. 4E). Interferencja jest znanym od dawna zjawiskiem, polegajacym na
tym, ze zajscie crossing-over w jednym odcinku chromosomu zmniejsza prawdopodo-
bienstwo wystapienia drugiego crossing-over w jego najblizszym sasiedztwie [22].
Poniewaz CO sa niezbgdne do prawidtowej segregacji chromosomow podczas pierw-
szego podziatu mejotycznego, defekty w interferencji moglyby spowodowac zaburzenia
segregacji lub rozchodzenia chromosomow.

Obecnie zaklada sig, ze CO klasy I powstaja w sposob opisany w modelu ECD,
ktory obejmuje generowanie typowych intermediatow crossing-over: SEC oraz DHJ
(ryc. 4D) Cigcie nici DNA tworzacych podwojna strukture Hollidaya prowadzi do
wymiany odcinkéw DNA pomigdzy niesiostrzanymi chromatydami chromosomow
homologicznych. Biochemiczny szlak powstawania CO niepodlegajacych interferencji
jest odmienny i nie wymaga powstawania HDJ (ryc. 4E). Po wydtuzeniu konca 3’
przecigtych nici DNA nastgpuje cigeie obydwu nici tworzacych tzw. petle D. W efekcie
w obu niciach DNA na koncach 5’ moga powstawac zaréwno ,,przerwy” (ang. gaps),
wynikajace z braku pewnych sekwencji DNA, jak i,,zaktadki” (ang. flaps), tj. powielone

RYCINA 4. Hipotetyczny model genetycznej i molekularnej regulacji rekombinacji mejotycznej u 4.
thaliana (kolorem biatym i czarnym zaznaczono podwojne tancuchy DNA chromatyd niesiostrzanych).
A — Formowanie intermediatu DSB wymaga aktywnosci biatek SPO11 oraz kompleksu innych biatek,
m.in. RAD50 i MRE11, ktore uczestnicza w cigciu 1 naprawie podwojnej nici DNA jednej z chromatyd
niesiostrzanych. B — Czgsciowa liza 5’nici DNA. C — W przemieszczenie oraz atak lepkiego konca 3’
jednoniciowego DNA na ni¢ DNA chromatydy niesiostrzanej zaangazowane sa: w kompleks biatek
RADS51/RADS1C/XRC oraz biatko DMC1. Prowadzi to do uformowania intermediatu SEI i powstania
»petli D”. D — Wytworzenie CO klasy I (zalezne od interferencji) przebiega w sposob podobny jak w
modelach DSBR i ECD zudziatem m.in. biatek MSH4 i MSHS oraz biatka MER3. Synteza i wydluzenie
lepkich koncoéw 3’ jednoniciowego DNA odbywa si¢ na matrycy nici DNA chromatydy niesiostrzanej, co
prowadzi do wytworzenia intermediatu SEC, a nastgpnie powstania podwojnej struktury Hollidaya
(DHJ). Cigcie wszystkich 4 pojedynczych nici DNA umozliwia wymiang odcinkéw DNA migdzy
chromatydami niesiostrzanymi. E — Produkty crossing-over klasy Il (niezalezne od interferencji)
generowane sa prawdopodobnie przy udziale egzonukleaz homologicznych do drozdzowych biatek
MUSS81/ EME1 i oraz MUS81/MMS4, ktore przecinajg nici DNA tworzace ,,pgtle D” (strzatki z
przerywana linia). Proces ten inicjuje powstawanie produktow crossing-over zawierajacych tzw. 5’
zakladki (5°F) oraz ,,przerwy” (z ang. gaps). Izomeryzacja 5° zaktadek w 3’ zaktadki (3°F) umozliwia
druga rundg cigcia przez kompleksy bialek MUS81/ EME1 i MUS81/MMSA4. Synteza nowych fragmentow
DNA w ,,przerwach” oraz ich ligacja prowadzi do powstania CO bez konieczno$ci formowania DHJ. F
— W stabilizacji powstatych podczas crossing-over heterodupleksow uczestniczy biatko MND1. Naprawa
DNA w procesie rekombinacji odbywa si¢ z udzialem m.in. biatek RECQ, MLH1, MEII1, ktérych
aktywno$¢ regulowana jest przez kinazg biatkowa ATM. Geny umieszczone w elipsach to zidenty-
fikowane u A. thaliana homologi genow drozdzowych, w prostokatach — geny zidentyfikowane tylko u
drozdzy. Gen PTD (romb), o nieznanej dotad funkcji, nie wykazuje homologii do zadnego z genow
drozdzowych, co sugeruje, ze rekombinacja u ro$lin jest regulowana nieco odmiennymi szlakami
metabolicznymi (wg [29], zmieniony).
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fragmenty nici DNA. Zaktadki te moga zosta¢ wycigte przez specyficzne 5° endo-
nukleazy i moze nastapic ligacja lepkich koncow wszystkich 4 nici DNA. Wg innej
hipotezy przed ostateczna ligacja nici DNA nastgpuje izomeryzacja ,,zaktadek™ z konca
5’ nakoniec 3°. W tym przypadku to zaktadki 3° ulegaja wycigciu. Synteza brakujacych
fragmentéw DNA i ich ostateczne taczenie skutkowatoby powstawaniem produktow
CO bez obecnosci inermediatu DHJ, typowego dla CO klasy I [29].

3.1. Geny kontrolujace proces rekombinacji mejotycznej

Intensywne badania molekularnej natury procesu crossing-over prowadzone na
takich modelach badawczych, jak: drozdze, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster oraz myszy, wykazaty, ze geny kontrolujace proces wymiany odcinkow
chromatyd migdzy chromosomami homologicznymi podczas mejozy sa generalnie
wysoce konserwatywne ewolucyjnie. W genomie roznych gatunkéw roslin okrytona-
siennych zidentyfikowano duza liczbg homologéw i ortologdow gendéw zwiazanych z
procesem rekombinacji u drozdzy, Drosophila melanogaster czy krggowcodw wyzszych,
w tym réwniez cztowieka. Ponizej przedstawiono informacje dotyczace wigkszosci
genow bezposrednio zaangazowanych w proces rekombinacji mejotycznej u drozdzy, z
uwzglednieniem ich homologdw lub ortologéw znalezionych u roslin, przede wszystkim
u A. thaliana. Pozwala to na okreslenie ich przypuszczalnej funkcji i skonstruowanie
hipotetycznego modelu molekularnej kontroli rekombinacji u 4. thaliana (ryc. 4).

Geny kontrolujace proces rekombinacji materiatu genetycznego podczas mejozy
koduja przede wszystkim enzymy uczestniczace w organizacji struktury DNA oraz
cigciu i naprawie DNA.

Inicjacja peknig¢ podwdjnej nici DNA (DSB) jednego z chromosoméw homologicz-
nych, ktoéra rozpoczyna crossing-over, u drozdzy znajduje si¢ pod kontrola genu SPO11.
Biatko SPO11 nalezy do rodziny topoizomeraz typu II. U A. thaliana opisano homologi
tego genu nazwane AtSPOI1-1, AtSPO11-2, AtSPO1I1-3 (ryc. 4A). Podobnie jak u
drozdzy, biatka SPOI11 rzodkiewnika maja wiasciwosci topoizomerazy. Rosliny
spoll-1, zarbwno w mikro- jak i megasporocytach, formuja nieliczne biwalenty, co
prowadzi do nieprawidtowosci w rozdziale chromosmoéw podczas anafazy i Il podziatu
mejotycznego. Efektem tych zaburzen w pylniku jest formowanie anormalnych wieloko-
moérkowych produktow mejozy o roznej zawartosci DNA [26].

U drozdzy w sktad kompleksu katalizujacego pekanie podwojnej nici DNA wchodza
dodatkowe biatka, m.in. kodowane przez geny MRE11 i RAD50. Ich homologi opisano
rowniez u A. thaliana (AtMRE11, AtRADS50). Biatka MREI11 oraz RAD50 wchodza
w sktad kompleksu odpowiedzialnego za naprawe dwuniciowych peknig¢ DNA. U
rzodkiewnika fenotypowym efektem mutacji rad50 jest jego duza wrazliwo$¢ na
dziatanie siarczanu metylmetanu, zwiazku uszkadzajacego DNA. Rosliny takie sa
calkowicie sterylne, bowiem chromosomy homologiczne sa niezdolne do koniugacji, co
w konsekwencji doprowadza do ich destrukcji podczas dalszych stadiow mejozy [11].

Do wytworzenia intermediatu SEI, ktory powstaje po usuni¢ciu fragmentow
jednoniciowych odcinkéw DNA jednej z chromatyd niesiostrzanych (ryc. 4B), konieczna
jest ekspresja genu RADS5 1 1jego paralogow RAD51C 1 XRC oraz genu DMCI. Biatka
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RADS51 1 DMC1 sa homologami bakteryjnej rekombinazy RecA, natomiast RAD51C
1 XRCC3 odgrywaja prawdopodobnie rol¢ w montazu i stabilizacji biatka RAD51. U
drozdzy biatka te uczestnicza w prawidlowym parowaniu chromosomoéow homolo-
gicznych, oddziatywaniach pomigdzy niémi DNA, wymianie ich fragmentow oraz
naprawie uszkodzen DNA. Zgodnie z modelem ECD uwaza sig, ze biatka RADS1 i
DMCI optaszczaja wolny koniec 3’ jednoniciowego DNA, powstajacego po usunigciu
koncow 5’ drugiej nici, i promuja jego atak na ni¢ DNA chromatydy niesiostrzanej (ryc.
4C). Bialko DMC1, jak sig sadzi, odgrywa istotna role w identyfikacji homologii DNA
migdzy nicia z 3° koncem a nienaruszonag nicia z chromatydy niesiostrzane;j.

Homologi opisanych genéw odnaleziono takze u roslin, m.in. u 4. thaliana (geny
AtRADS50, AtRADS5 1, AtXRCC3, AtDMC1), Oryza sativa (gen OsDMCI, RiILIM15A
i B oraz Zea mays i Hordeum vulgare (gen HvDMCI) [40]. U A. thaliana mutanty
rad51, rad51c oraz Xrcc3 charakteryzuja si¢ wysoka wrazliwo$cia na czynniki
uszkadzajace DNA i sg sterylne. Rozwdj wegetatywny roslin rad51c oraz xrcc3 jest
normalny, jednakze ich pylniki pozbawione sa ziaren pytkowych [1,10]. Zaburzenia
ptodnosci wykazuja tez mutanty dmc, u ktorych nie tworza si¢ biwalenty, a efektem
mejozy sa wielokomorkowe poliady o zréznicowanej zawartosci DNA.

W 2002 roku doniesiono o identyfikacji ortologow drozdzowego genu MND w genomie
pierwotniakow, ssakow oraz roslin, w tym A. thaliana [24]. Na tej podstawie autorzy
sugeruja, iz funkcja biatka MND jest wysoce konserwatywna ewolucyjnie. Biatko MND
w komorkach drozdzy jest zaangazowane najprawdopodobniej w proces naprawy DSB
podczas pierwszych etapow procesu rekombinacji mejotycznej. Uczestniczy tez w
stabilizacji powstajacych heterodupleksow DNA. Domenichini i wsp. [20] wyizolowali
mutanta rzodkiewnika pospolitego — atmnd1-Al, ktory charakteryzowat si¢ normalnym
rozwojem wegetatywnym oraz morfogeneza kwiatu, jednakze wykazywat znaczne
nieprawidlowosci podczas pierwszej profazy mejotycznej. U roslin atmndI-Al
obserwowano bowiem fragmentacj¢ chromosomow, a nastepnie ich nierdéwna dystrybucje
pomigdzy komoérkami tworzacymi poliadg. Wysoka wrazliwos¢ mutantow atmnd-Al
na promieniowanie Y, obserwowana zardwno w komorkach linii generatywnej, jak i
somatycznych, zdaniem autoréw swiadczy¢ moze o udziale biatka MND w procesach
naprawy uszkodzen DNA takze w komorkach dzielacych si¢ mitotycznie [20].

W kompleksach synaptonemalnych z biatkami RADS51 i DMCI1 kolokalizuje biatko
kodowane przez gen RECQ HELICASES. Jest to helikaza z rodziny RecQ, ktéra
uczestniczy w replikacji i rekombinacji DNA w p6zniejszych etapach naprawy peknigé
dwuniciowego DNA. U A. thaliana opisano 6 homologéw tego genu. Roslina ze
zmutowanym genem AtRecQIl4 charakteryzowata si¢ zwigkszona wrazliwos$cia na
zniszczenia DNA oraz podwyzszona czgstoscia rekombinacji in planta [6].

Do genow, ktore kontroluja proces naprawy DNA podczas crossing-overu drozdzy,
a ktorych homologi odnaleziono u 4. thaliana, naleza tez MLHI, MEII oraz ATM.
Gen MLHI u drozdzy koduje biatko odpowiedzialne za naprawe ewentualnych
niedopasowan podczas wymiany odcinkow chromatyd w procesie rekombinacji
mejotycznej. Badania u A. thaliana wykazaly, ze mutacja w promotorowym regionie
genu AtMLH nie wplywa na poziom jego ekspresji, a homozygotyczne rosliny nie
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wykazywaly widocznych efektow fenotypowych. Natomiast mutanty meil wykazuja
zaburzenia zardbwno meskiej, jak i zenskiej mejozy. Defekty objawiaja si¢ migdzy innymi
fragmentacja chromosomow, powstawaniem poliad oraz zredukowana ptodnoscia [27].
Bialtko MEI1 u 4. thaliana zawiera na C-koncu pig¢ domen BRCA (BRCT). Domeny
BRCA identyfikowano jak dotad w biatkach zwiazanych z procesami naprawy DNA
oraz molekutach kontrolujacych cykl komaorkowy.

W regulacj¢ czynnikdw biatkowych, bezposrednio uczestniczacych w rekombinacji
DNA, zaangazowany jest produkt genu ATM, ktérego homolog wystepuje u A. thaliana
(gen AtATM). Bialko ATM jest sktadnikiem zaréwno wezesnych, jak i pé6znych grudek
rekombinacyjnych. Jest to kinaza biatkowa, ktorej aktywnosc¢ indukuja peknigcia DNA,
szczegolnie podwdjnych nici. Kinaza ATM fosforyluje biatka biorace udzial w naprawie
peknie¢ DNA, migdzy innymi podczas mitozy i mejozy. Mutacje genu AtATM objawialy
si¢ wysoka podatnoscia roslin na promieniowanie gamma oraz specyficzne zwiazki
chemiczne niszczace strukturg¢ DNA. Ponadto rosliny o genotypie atatm byty czgsciowo
sterylne, prawdopodobnie w wyniku nasilonej fragmentacji chromosomow i zaburzen
ich rozdzialu podczas mejozy [23].

Badania u drozdzy wskazuja, ze wytwarzanie dwu klasy produktow crossing-over,
j. CO 11 CO 1, kontrolowane jest dzigki ekspresji roznych gendw. Molekutami obstugu-
jacymi szlak CO I sa homologi bakteryjnego biatka MutS — MSH4 (MutS Homolog 4)
1 MSHS (MutS Homolog 5) (ryc. 4D). Tworza one kompleks i razem z biatkami Zip1,
Zip2, Zip3 oraz MER3 zaliczane sa do epistatycznej rodziny biatkowej — ZMM. Mutacja
gendw MSH4 1 MSHS5 powoduje defekty w formowaniu synapsis chromosomow
homologicznych podczas profazy I podzialu mejotycznego oraz trzy- lub czterokrotna
redukcje¢ poziomu crossing-over. Rowniez mutanty genu mer3 wykazuja obnizong
ilos¢ CO, aczkolwiek mutacja ta nie wptywa na poziom formowania NCO. Ponadto
opisywane mutanty nie wykazywaty obecnosci takich intermediatow rekombinacji, jak:
SEI oraz DHJ. Mazina i wsp. [32] wykazali, ze biatko MER3 ma aktywnos¢ helikazy
1 moze uczestniczy¢ w stabilizacji molekul uczestniczacych w szlaku formowania
podwdjnej struktury Hollidaya (HDJ). Genetyczna analiza pozostatej grupy produktow
crossig-over u opisanych mutantow drozdzowych wykazata ponadto, ze nie podlegaja
one zjawisku interferencji [12].

Badania drozdzy ze szczepu Saccharomyces pombe pozwolity na zidentyfikowanie
trzech gendw, ktore sa potencjalnie zwigzane z generowaniem CO klasy II (ryc. 4E).
Sa to: MUSS8I, MMS4 oraz EMEI. Ich biatkowe produkty wykazuja aktywnos$¢
endonukleazowa i najprawdopodobniej sa odpowiedzialne za cigcie oraz naprawe peknigé
DNA [29]. U S. pombe mutacja wszystkich trzech gendw objawia si¢ prawie catkowita
redukcja CO, zaburzeniami segregacji chromosomow i obnizeniem zywotnosci spor do
zaledwie 1% w stosunku do typu dzikiego. Mutacja tych samych genow u S. cerevisiae,
réwniez wptywa na przebieg procesu rekombinacji i zywotnos$¢ spor, ale w znacznie
mniejszym stopniu anizeli u S. pombe [29].

Jak dotad wykazano, ze w komorkach Eukaryota wigkszo$¢ powstajacych CO nalezy
do I klasy i jest zalezna od interferencji, a w ich generowaniu biora udziat biatka MSH4 oraz
MSHS. Druga klasa CO II stanowi znacznie mniejsza grupg, nie podlega zjawisku
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interferencji, a szlak jej biogenezy obstugiwany jest migdzy innymi przez biatka MUSSI,
MMSI1 oraz EMEI [29]. Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze stosunek CO 1 do CO 1I jest
rézny u roznych organizmoéw. I tak na przyklad u S. pombe wszystkie generowane CO
wydaja sig naleze¢ do Il klasy CO, podczas gdy u S. cerevisiae wigkszos¢ wszystkich CO
stanowia te nalezace do I klasy. Z kolei u C. elegans mutacja gendéw MSH4 i MSH5
catkowicie znosi powstawanie CO, co wskazuje, ze u tych organizmow obecne sa wytacznie
CO I klasy. U kregowcow sytuacja nie jest w pelni poznana, aczkolwiek u myszy i u
cztowieka zidentyfikowano geny nalezace do szlakow biochemicznych obu klas CO [35].

Intensywne badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze u rzodkiewnika
obecne sg homologi zar6wno drozdzowego genu MSH4, jak i MER3 [28, 35]. Analiza
mutantéw ujawnita ponadto, ze u tego gatunku generowane sa obie klasy CO, przy
czym CO klasy I stanowia zdecydowana wigkszos¢. Badania Higgins i wsp. [28]
pokazaty, ze mutacja genu 4tMSH4 nie wplywa na prawidlowy rozwoj wegetatywny
ro$liny, ale powoduje znaczna redukcje jej ptodnosci. Przyczyna obnizonej zdolno$ci
reprodukcyjnej tych roslin jest opoznienie formowania synapsis chromosoméw homolo-
gicznych oraz znaczny spadek ilosci chiazm —do 15% w stosunku do roslin typu dzikiego.
Obnizenie liczby chiazm (cytologiczny marker zajscia crossing-over) oraz nieregularny
wzorzec ich rozmieszczenia (marker interferencji) wskazuje, ze powstate chiazmy
reprezentuja niezalezne od MSH4 CO klasy II [28]. Réwniez mutacja genu MER3,
wlasciwego dla I klasy CO, powoduje podobne efekty fenotypowe jak u mutantow
atmsh4. U roslin z genotypem mer3 obserwowano bowiem znaczna redukcje ptodnosci,
zaburzenia mejozy, w tym silnie obnizony poziom wigkszosci, ale nie wszystkich
produktow crossing-over. Wyniki te wskazuja ponadto, ze funkcja biatka MER3 jest
wysoce konserwatywna ewolucyjnie [35].

Jak dotad, nie zidentyfikowano w genomie A. thaliana homologdéw drozdzowych
genow, ktorych produkty biatkowe uczestnicza w szlaku powstawania crossovers klasy
II. Jednakze wyniki dotychczasowych badan genetycznych i molekularnych wskazuja,
ze podczas mejozy u rzodkiewnika pospolitego wystepuja, podobnie jak u drozdzy S.
cerevisiae, czasteczki obshugujace oba szlaki procesu crossing-over.

W 2006 roku doniesiono o identyfikacji genu PTD (PARTING DANCERS), ktdrego mutacja
skutkuje bardzo podobnym fenotypem do opisanych powyzej przyktadow. Rosliny atptd
wykazuja miedzy innymi obnizona ptodnos¢ oraz redukcjg liczby chiazm w profazie [ podziatu
mejotycznego. Nieliczne pozostate chiazmy zajmuja losowa pozycje w mikrosporocytach, co
wskazuje ze najprawdopodobniej nie podlegaja one zjawisku interferencji. Analiza molekularma
genu PTD nie wykazala jego znaczacej homologii wzgledem zadnego z drozdzowych genow
rekombinacji. Sugeruje si¢ zatem, ze jego biatkowy produkt pelni nieznana dotad rolg w
formowaniu CO zaleznych od interferencji [46].

Podsumowujac, wyniki badan molekularnych wskazuja, ze u A.thaliana i prawdopo-
dobnie takze innych ro$lin okrytonasiennych, funkcjonuja dwa niezalezne szlaki
formowania CO —zaleznych i niezaleznych od interferencji. Intensywne badania w tej
dziedzinie owocuja identyfikacja w genomie rzodkiewnika pospolitego homologow
drozdzowych genow kontrolujacych proces rekombinacji, jak rowniez genéw zwiaza-
nych z formowaniem CO, ale niespotykanych ani u drozdzy, ani u i innych organizmow.
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Niewykluczone zatem, ze rosliny wyksztatcity nieco inny mechanizm biochemiczny
rekombinacji genow podczas mejozy. Udowodnienie stusznosci tej tezy wymaga
jednakze dalszych badan.

4. FUNKCJONOWANIE WRZECIONA KARIOKINETYCZNEGO

Odrgbna funkcjonalnie grupg gendow zwiazanych z mejoza pylnikowa stanowia te,
ktérych mutacja objawia si¢ zaburzeniami w organizacji i funkcjonowaniu wrzeciona
podziatowego. U mutantéw tych gendw procesy zwiazane z kondensacja, koniugacja i
rekombinacja chromosoméw przebiegaja prawidtowo. Efekty fenotypowe pojawiaja
si¢ dopiero podczas segregacji chromosoméw i chromatyd, co prowadzi do przypadko-
wego rozdzielania materiatu genetycznego.

Jednym z gendw kontrolujacych prawidtowe funkcjonowanie wrzeciona kariokine-
tycznego jest KATA/ATKI (Kinesin-like from Arabidopsis Thaliana A/Arabidopsis
Thaliana Kinesin-like I). Gen ten koduje bialko homologiczne do kinezyn [17].
Kinezyny to biatka motoryczne, ktore sa strukturalnie i funkcjonalnie zwigzane z komor-
kowym szkieletem mikrotubularnym. Jak powszechnie wiadomo, kinezyny zaangazo-
wane sa w transport roznego rodzaju cargo na terenie komorki. Bialka te ponadto
odpowiedzialne sa za wzajemna interakcj¢ przestrzenna mikrotubul oraz by¢ moze —
ich polimeryzacj¢ i depolimeryzacj¢. Podczas podziatow komoérkowych kinezyny
uczestnicza migdzy innymi w wydtuzaniu i stabilizacji wrzeciona kariokinetycznego, a
takze w przemieszczaniu chromosomow wzdtuz mikrotubul podczas kariokinezy [25,
37]. Mutacja genu KATA/ATK I u rzodkiewnika powoduje wytacznie meskosterylnosé,
ktora wynika najprawdopodobniej z zaburzen podczas rozdzialu chromosomow w
dzielacych si¢ mikrosporocytach. Fenotypowe efekty mutacji KATA/ATK1 widoczne
sa od metafazy I podzialu mejotycznego, kiedy czg$¢ chromosomoéw nie zajmuje
prawidtowej pozycji rownikowej wzgledem wrzeciona podziatowego. W rezultacie
podczas anafazy I nast¢puja zaburzenia rozchodzenia si¢ chromosomow homologicz-
nych, przy czym niektére z biwalentow wcale nie ulegaja rozdzieleniu [17]. Badania
cytologiczne roslin kata/atkl ujawnily, ze w poréwnaniu z ro§linami typu dzikiego, juz
w metafazie I na obszarze wrzeciona dzielacych si¢ mikrosporocytoéw wystepuje
mniejsza 1lo$¢ tubuliny, mikrotubule wykazuja znaczna dezorganizacjg, a bieguny
wrzeciona sg zdestabilizowane [17].

W genomie A. thaliana ta sama grupa badawcza zidentyfikowata homolog genu
KATA/ATKI — ATKS, ktory wykazuje 95% podobienstwa do KATA/ATK 1 na poziomie
sekwencji aminokwasdéw w bialku. Dwa inne geny wykazujace homologig¢ do gendw
kodujacych kinezyny u Arabidopsis to KATB i KATC, ktére charakteryzuja sig
odpowiednio 57% 1 56% podobienstwem sekwencji aminokwasowych do KATA/ATK 1.
Wymienione geny koduja prawdopodobnie inne biatka z licznej rodziny kinezyn
rzodkiewnika pospolitego [16].
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5. CYTOKINEZA POSTMEJOTYCZNA

Aby podziat komdrki byt kompletny, zardowno w mitozie jak i w mejozie, po podziale
jadra komorkowego (kariokinezie) musi doj$¢ do rozdzielenia cytoplazmy pomigdzy
komorki potomne (cytokinezy). Cytokineza zachodzaca po mejozie pylnikowej u roslin
okrytonasiennych odrdznia si¢ od cytokinezy mitotycznej kilkoma charakterystycznymi
cechami (ryc. 1). Po pierwsze, pomiedzy nowopowstalymi haploidalnymi mikrosporami
syntetyzowana jest specyficzna $ciana kalozowa, zbudowana z polimeru 3-1-3-glukanu.
Sciana kalozowa przez pewien czas izoluje tetrade mtodych mikrospor, a nastepnie
ulega lizie, co doprowadza do rozpadu tetrady i uwolnienia mikrospor. Ponadto, od
dawna wiadomo, ze zaleznie od przynaleznosci systematycznej, wyrdznia si¢ dwa typy
cytokinezy u ro$lin okrytonasiennych: cytokineze sukcesywna i rownoczesna. U roslin
jednolisciennych mikrosporocyty po kariokinezie przechodza tzw. cytokinezeg sukcesyw-
na, ktora charakteryzuje si¢ dwuetapowym formowaniem $ciany. Sciana kalozowa
syntetyzowana jest najpierw po pierwszym podziale mejotycznym pomigdzy komorkami
diady, a nast¢pnie pomigdzy mikrosporami w koncowych etapach drugiego podziatu
mejotycznego. Z kolei wigkszo$¢ roslin dwulisciennych przechodzi po mejozie pylnikowej
cytokinezg rownoczesna, podczas ktorej synteza wszystkich §cian ma miejsce dopiero
po drugim podziale mejotycznym.

Inng charakterystyczna cecha cytokinezy postmejotycznej w pylniku, odrézniajaca
ja od cytokinezy postmitotycznej, jest odmienna organizacja elementow cytoszkieletu,
ktore decydujac o pdzniejszym wzorcu podziatu cytoplazmy. W wigkszosci komorek
somatycznych podczas fazy G, interfazy wystgpuje tzw. pierScien preprofazowy (ang.
PreproPhase Band — PPB), ktory doktadnie wyznacza plan przyszlej cytokinezy. Jest
to struktura utworzona z potaczonych ze soba mikrotubul i mikrofilamentow, ktére
tworza pierscien okalajacy jadro komorkowe. Powstajacy po mitozie fragmoplast
zaktada si¢ doktadnie w tym samym miejscu dzielacej si¢ komorki, w ktorym w
koncowym okresie interfazy wystepowat pierscien preprofazowy [51]. PierScienie
preprofazowe nie tworza si¢ jednakze w komorkach dzielacych si¢ mejotycznie. Podczas
podziatu mejotycznego plaszczyzng cytokinezy wyznacza inna, specyficzna organizacja
cytoszkieletu. Po I i Il podziale mejotycznym (cytokineza sukcesywna) lub tylko po I1
podziale mejotycznym (cytokineza rownoczesna) jadra komorkowe przysztych mikrospor
zastaja otoczone przez mikrotubule, ktdre promieniscie odchodza od btony jadrowe;.
Powstaja w ten sposob struktury nazywane jadrowymi domenami cytoplazmatycznymi
(ang. Nuclear Cytoplasmatic Domains — NCDs) lub tez domenami sporowymi.
Obszary styku takich domen wyznaczaja jednoczesnie przyszte granice komorki oraz
miejsce odktadania si¢ Sciany kalozowej po zakonczeniu cytokinezy [13].

Rzodkiewnik nalezy do licznej grupy roslin, u ktérych podczas mikrosporogenezy
wystepuje cytokineza rownoczesna. Zaburzenia w przebiegu tego procesu zidentyfiko-
wano wérod licznych mutantow tej rosliny. Klasycznym juz przyktadem sa rosliny z
mutacja genu STUD/TETRASPORE (STD/TES) [30]. U roslin stud/tetraspore
kariokineza przebiega prawidtowo, w telofazie Il podziatu mejotycznego powstaja 4
haploidalne jadra. Fenotypowy efekt mutacji genu STUD/TETRASPORE objawia sig
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natomiast czgSciowym lub kompletnym brakiem cytokinezy postmejotycznej. W
rezultacie u roslin o genotypie stud/tetraspore zamiast tetrady mikrospor powstaje
jedna duza, czterojadrowa mikrospora (,,tetraspora’). Interesujace, ze takie anormalne
mikrospory przechodza dalszy rozwoj. Kazde z haploidalnych jader jest zdolne do
catkowicie niezaleznej mitozy, z cytokineza wlacznie, co wskazuje ze pierwsza mitoza
pytkowa (PM ) jest procesem kontrolowanym przez czynniki wewngtrzne obecne w
mikrosporze. W wielu przypadkach dochodzi tez do podziatu komoérki generatywnej
(PMII) 1 ostatecznie powstaja duze ziarna pytkowe zawierajace cztery jadra wegetatyw-
ne i do o$miu jader plemnikowych. Podczas kietkowania z ziaren tych jednakze wyrasta
tylko jedna tagiewka pytkowa [30].

W 2003 roku Yang i wsp. dokonali analizy molekularnej genu STD/TES, ktérego
mutacja powoduje opisany powyzej fenotyp. Wykazano, iz gen ten koduje jedna z 61
zidentyfikowanych w genomie A. thaliana kinezyn — AtF7K15.60. Biatko STD/TES
zawiera na N-koncu domeng homologiczna do domeny motorycznej kinezyn, natomiast
na C-koncu jego sekwencja wykazuje duza homologi¢ do mato licznej rodziny kinezyn
roslinnych, do ktérej naleza migdzy innymi biatka HINKEL (HIK) u A. thaliana oraz
NACKI1 i NACK2 u tytoniu. Biatka te zaangazowane sa w organizacj¢ mikrotubul
podczas cytokinezy mitotycznej u opisanych gatunkow [51].

Immunocytochemiczna lokalizacja mikrotubul w mikrosporocytach u roslin dzikiego
typu oraz u mutanta std/tes wykazata, ze u tego ostatniego nie dochodzi do powstania
jadrowych domen cytoplazmatycznych [51]. W zwiazku z tym autorzy sugeruja, ze
kinezyna kodowana przez gen STD/TES jest konieczna do formowania NCDs, a tym
samym do prawidlowego przebiegu postmejotycznej cytokinezy w pylnikach A.
thaliana.

6. REGULACJA EKSPRESJI GENOW SPECYFICZNYCH
DLA PRZEBIEGU MIKROSPOROGENEZY

Odrgbna grupg molekut odpowiedzialnych za precyzyjna koordynacj¢ wydarzen
zwiazanych z wejsciem w mejozg oraz przebieg samej mejozy stanowia czynniki
transkrypcyjne oraz elementy maszynerii kontrolujacej przebieg cyklu komérkowego.

Jak dotad zidentyfikowano niewielka liczbg roslinnych czynnikdw transkrypcyjnych
specyficznych dla procesu mejozy. Wickszos¢ z nich kodowana jest przez geny, ktorych
mutacja powoduje czesciowa lub catkowita sterylnos¢ roslin. Jednym z takich genow
jest SPOROCYTELESS (SPL)/NOZZLE (NZZ), ktory zostat zidentyfikowany i
scharakteryzowany w 1999 roku przez niezalezne od siebie dwie grupy badawcze u A4.
thaliana [50, 41]. Produkt biatkowy genu (SPL)/NZZ jest niezbedny do prawidlowej
inicjacji sporogenezy zaro6wno w meskich, jak i zenskich organach generatywnych.
Podczas rozwoju pylnika mutantéw spl/nzz obserwuje si¢ zaburzenia w roznicowaniu
komorek Sciany i tkanki archesporialnej, co w efekcie objawia si¢ brakiem wyrdznico-
wanego endotecjum, tapetum oraz mikrosporocytéow [50]. Analiza molekularna genu
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(SPL)/NZZ wykazata, ze koduje on biatko jadrowe wykazujace podobienstwo do
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MADS box. W zwiazku z tym autorzy sugeruja,
ze biatkowy produkt genu SPL/NZZ jest jednym z czynnikéw transkrypcyjnych
regulujacych ekspresje gendow zaangazowanych w przejscie A. thaliana ze stanu
wegetatywnego w generatywny [50].

Czynnikiem transkrypcyjnym A. thalina, kontrolujacym ekspresje genow specyficz-
nych tylko dla mejozy pylnikowej jest biatko MALE MEIOCYTE DEATH 1 (MMD1)
[52]. Bialko to jest homologiczne do czynnikdw transkrypcyjnych nalezacych do klasy
PHD-finger (ang. Plant Homeo Domain-finger), tj. zawierajacych roslinna homeo-
domeng zmodyfikowanego palca cynkowego. Czynniki z tej klasy zidentyfikowano
zaréwno u cztowieka, drozdzy, jak i wielu roslin wyzszych, a ich wspdlna cecha jest
obecnos¢ sekwencji podobnej do motywu palca cynkowego. Mutacja genu MMD1
powoduje degeneracj¢ mejocytow juz pod koniec profazy I podzialu mejotycznego.
Mikrosporocyty w tym okresie wykazywaty oznaki apoptozy, obserwowano w nich
bowiem fragmentacj¢ chromatyny i defekty w organizacji chromosomow oraz kurczenie
si¢ cytoplazmy. Smieré mikrosporocytow u rolin mmdI nastepowata jeszcze przed
cytokineza postmejotyczna. Mozliwe, ze rola biatka MMD1 polega na regulacji ekspresji
gendw mejotycznych poprzez remodelowanie chromatyny i/lub udzial w transkrypcji
tych genow [52].

W 2003 roku Reddy i wsp. [38] u 4. thalina opisali innego catkowicie mesko-
sterylnego, lecz zensko-ptodnego mutanta, ktory zostat nazwany duet. Mutant charak-
teryzowat si¢ zaburzeniami w zachowaniu chromosomow podczas koncowych stadiow
I profazy mejozy pylnikowej. W mikrosporocytach mutantow obserwowano przedwczes-
na separacj¢ chromosomow, ktoéra miata miejsce juz podczas pachytenu i diplotenu.
Ponadto w metafazie I zamiast pojedynczych chromosomow w dzielacych si¢ komor-
kach widoczna byta jedynie rozproszona masa DNA [38]. Analiza molekularna genu
DUET ujawnita, ze wykazuje on ekspresje tylko w mikrosporocytach, a kodowane
przez niego biatko zawiera wspomniana domen¢ PHD-finger. Obecno$¢ tej domeny
wskazuje, iz biatko DUET moze pehic istotna role w regulacji organizacji chromatyny
oraz transkrypcji gené6w podczas mikrosporogenezy [38].

Kolejnym zidentyfikowanym regulatorem transkrypcji, ktory jednakze jest specyficz-
ny wylacznie dla rozwoju komorek meskiej linii generatywnej, jest biatko kodowane
przez gen MALE STERILITY 1 (AtMS1) [47]. Mutanty ms/ sa calkowicie mgsko-
sterylne, bowiem tuz po uwolnieniu z tetrady nast¢puje degeneracja ich mikrospor.
Proces ten wydaje si¢ by¢ efektem braku prawidlowej interakcji mikrospor z komérkami
tapetum. Analiza cytologiczna mutantow ujawnita bowiem, ze w komorki tapetum ulegaja
przedwczesnej, anormalnej wakuolizacji. Badania molekularne wykazaty, ze biatko MS1
jest homologiczne do czynnikoéw transkrypeyjnych nalezacych do klasy PHD-finger.
W zwiazku z tym sugeruje si¢, ze odgrywa ono kluczowa role w regulacji ekspresji
gendéw zwiagzanych przede wszystkim z rozwojem tapetum, a posrednio takze z rozwojem
meskiego gametofitu u Arabidopsis [47].

Przedwczesna degeneracje tapetum i mikrospor, tj. tuz po rozpadzie tetrad, opisano
tez u mutanta aborted microspore I (amsl) [42]. Mutant charakteryzowal si¢
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calkowita sterylnoscia me¢ska — pyIniki kompletnie pozbawione byty zywotnych ziaren
pytku. Analiza molekularna genu AMS1 wykazata, ze ma on podstawowa domeng
wiazaca DNA oraz motyw helix-petla-helix (HLH), co jest charakterystyczne dla grupy
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MY B. Czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB
sa fosfoproteinami o krotkim okresie poitrwania, ktore lokalizuje si¢ przede wszystkim
na terenie jadra komorkowego. Wykazujq one duza specyficzno$¢ wzgledem zespotow
genowych i/lub pojedynczych genow w réznych typach komorek roslin i zwierzat.
Generalnie, rola czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MY B polega na kontroli ekspres;ji
gendw odpowiedzialnych za takie procesy komorkowe jak przebieg cyklu komérkowego
czy apoptoza. Przypuszcza sig, ze biatko AMS1 odgrywa zasadnicza role w regulacji
rozwoju komorek tapetum oraz przebiegu postmejotycznych etapow cyklu zyciowego
mikrospor Arabidopsis [42].

Fenotypy odrebnej grupy mutantéw rzodkiewnika pospolitego wydaja sig by¢ efektem
zaburzen w regulacji cyklu komorkowego podczas mejozy lub tuz po jej zakonczeniu.

Mutanty taml (tardy asynchronous meiosis 1) sa wrazliwe na temperaturg i
wykazuja asynchronicznos¢ mejozy w obrebie pylnika. U roslin tych dochodzi do
opdznienia cyklu komorkowego zardwno w pachytenie, jak i w okresie drugiego podziatu
mejotycznego. U ro$liny faml po zakonczeniu kariokinez i powstaniu czterech
haploidalnych jader dochodzi tylko do pojedynczej cytokinezy, w wyniku ktorej §ciana
kalozowa dzieli tetradg na dwie, a nie jak w przypadku roslin typu dzikiego, na cztery
komorki. Jako ostateczny produkt mejozy najczesciej powstaja diady zbudowane z
dwujadrowych mikrospor. W rzadkich przypadkach, kiedy dochodzi do normalnej
syntezy sporodermy, wytwarzane sa tzw. ,,diady pytkowe”, tj. dwie dwukomorkowe
struktury zamknigte we wspolnej $cianie komorkowej [31]. Gen 7TAM 1 koduje cykling
typu A-CYCA1;2. W mikrosporocytach najwyzszy poziom tego biatka obserwowano
w pachytenie, byto ono natomiast niewykrywalne od konca profazy I do telofazy I1. Z
uwagi na efekty fenotypowe sugeruje si¢, ze produkowane podczas profazy I biatko
CYCAT1;2 reguluje nie tylko I podziat mejotyczny, ale takze — w sposdb posredni lub
bezposredni — II podziat mejotyczny [44].

Istotna rolg w przebiegu mejozy u roslin prawdopodobnie odgrywa tez gen MS5/
TMDI1/POLLENLESS3 [16]. Jak dotad wykazano jedynie, ze gen MS5 TMD1/
POLLENLESS3 wykazuje pewna homologi¢ do dwoch biatek: 1) SCP1 bedacego
sktadnikiem kompleksu synaptonemalnego u szczura oraz 2) regulatorowej podjednostki
kinazy zaleznej od cyklin u Xenopus. Nie jest to homologia petna, jednakze na podstawie
czasowego 1 przestrzennego wzorca ekspresji genu MS5/TMD1/POLLENLESS3
sugeruje sig, ze bialko to uczestniczy w regulacji cyklu zyciowego mikrosporocytow A.
thaliana.

Mutacja genu MS5/TMDI1/POLLENLESS3 fenotypowo ujawnia si¢ dopiero po
zakonczeniu mikrosporogenezy. Powstate po mejozie haploidalne mikrospory
rozpoczynaja kolejny podzial, ktéry jednakze nie jest poprzedzony replikacja DNA. Do
jednochromatydowych, majacych 1 centromer chromosomow moga si¢ zatem przyczepic
wlokna wrzeciona kariokinetycnego z obydwu biegunow komorki. W rezultacie
chromosomy sa nienaturalnie ,,rozciagane” i pozostaja przyczepione do wrzeciona badz
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sa przypadkowo rozdzielane do jader potomnych. Jezeli dochodzi do odtworzenia jader
interfazowych, zawieraja one rozne liczby chromosomow (chromatyd). W opisanych
przypadkach dochodzi do powstania struktur ztozonych nawet z o§miu mikrospor [16].
Zatrzymanie cyklu komorkowego wigkszosci mikrosporocytow po I podziale
mejotycznym jest efektem mutacji genu DSY10. Wsrod efektow fenotypowych mutacji
tego genu opisano tez: asynchronicznos¢ mejozy w pylnikach, rozpad biwalentow pod
koniec profazy I, nieprawidtowy rozdziat chromosoméw podczas anafazy 1. Produktem
mejozy uro$lin z genotypem dsy 10 sa nieliczne tetrady mikrospor o roznej ilosci jader
komorkowych [14]. Jak dotad nie analizowano molekularnie i genetycznie mutacji dsy 0.
Na podstawie cytologicznej analizy mutantow przypuszcza sig, ze gen DSY 10 pelni
istotna rol¢ w regulacji cyklu komoérkowego mikrosporocytow rzodkiewnika [ 14].
Wytacznie mgeskosterylne sa rosliny A. thaliana ze zmutowanym genem ASK/
(ARABIDOPSIS SKPI-LIKE). U roslin tych produktem mejozy pylnikowej byly
wielokomodrkowe ,,poliady”, charakteryzujace si¢ zré6znicowana zawartoscia DNA w
komorkach [54]. Pierwsze zaburzenia cytologiczne w mikrosporocytach mutantow
askl-1 maja jednakze miejsce juz na przetomie leptotenu i zygotenu. W jadrach tych
komorek m.in. stwierdzono defekty w przestrzennym zwiazku pomigdzy chromosomami
homologicznymi, nie obserwowano tez charakterystycznej dla tego okresu wedrowki
jaderka na peryferia jadra [45]. Glownym fenotypowym efektem mutacji aski-1 byty
zaburzenia w segregacji chromosomow podczas anafazy I, wlacznie z tym, iz niektore
biwalenty w ogole nie ulegaly rozdziatowi. Nieprawidtowosci obserwowano takze
podczas anafazy 11, kiedy nie dochodzito do rozdziatu siostrzanych chromatyd [49].
Ponadto w metafazie i anafazie I podzialu mejotycznego stwierdzono wydluzenie
wrzeciona kariokinetycznego mikrosporocytow. Efekty mutacji genu ASK/ potwierdzo-
no nie tylko w komorkach linii generatywnej. Homozygoty aski-1, oprocz nieprawidto-
wosci w budowie kwiatow, cechowaty si¢ mniejszymi rozmiarami liSci rozetkowych
oraz miedzywigzli, co jest wynikiem mniejszej liczby komoérek w tych strukturach [53].
Molekularna analiza genu ASK] wykazala, ze jest on homologiem ludzkiego i
drozdzowego genu SKPI. Biatko SKP stanowi kluczowy element kompleksu ligazy
SCF typu E3, ktora reguluje cykl zyciowy komorek somatycznych poprzez ubikwitynacjg
biatek przeznaczonych do degradacji w proteasomach. Istotnie, biatko ASKI1 jest
komponentem ligaz ubikwitynowych E3 typu SCF (Skp I-Cullin-F-box), ktore pigtnuja
okreslone biatka do degradacji w proteasomach typu 26S [45]. Jak wiadomo, profaza
I podziatu mejotycznego jest wypadkowa zdarzen nastepujacych po sobie w Scisle
okreslonej kolejnosci i czasie. W zwiazku z tym sugeruje sig, ze biatko ASK1 moze by¢
elementem maszynerii proteolitycznej, ktora reguluje zasobno$¢ puli biatek uczestnicza-
cych w poszczegdlnych stadiach pierwszej profazy mejotycznej. U rzodkiewnika
ekspresje konstruktu GFP-ASK 1 obserwowano podczas catej profazy I podzialu mejo-
tycznego, aczkolwiek najwyzszy jego poziom widoczny byt w okresie od leptotenu do
pachytenu. Wyniki te potwierdzaja obserwacje mikrosporocytéw roslin o genotypie
askl-1, w ktorych pierwsze fenotypowe efekty mutacji genu ASK/ widoczne byty
wlasnie w tym okresie profazy I. Jest to okres koniugacji i rekombinacji chromosomow
homologicznych. Wydaje sig zatem, ze biatko ASK1 jest szczegdlnie zaangazowane w
prawidlowy przebieg procesu rekombinacji podczas mikrosporogenezy [45]. Biorac
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pod uwage mnogos¢ bialek uczestniczacych w crossing-over zaktada sig, iz w
mikrosporocytach istnieje precyzyjny mechanizm odpowiedzialny za degradacjg czaste-
czek uczestniczacych w jednym z etapéw rekombinacji, aby umozliwi¢ dziatanie biatek
zaangazowanych w kolejny etap tego procesu.

W genomie A. thaliana zidentyfikowano jak dotad 21 genow ASK, przy czym
najlepiej poznano opisany powyzej gen ASK/. Ostatnie badania Zhao i wsp. [54]
wykazaty, ze biatko, kodowane przez inny gen z rodziny ASK - ASK2, wykazuje ponad
75% homologii do ASK1 i podobnie jak ono asocjuje z czasteczkami uczestniczacymi
w procesach proteolitycznej degradacji bialek. Wzor ekspresji gendw ASK1 1 ASK2
jest zasadniczo podobny, aczkolwiek ekspresja genu ASK2 ma nieco nizszy poziom
anizeli genu ASK 1 [54]. Defekty w procesie rekombinacji u mutantéw ask! wskazuja,
ze poziom ekspresji genu ASK2 jest zbyt niski, aby zniwelowac¢ efekty tej mutacji, lub
tez bialko ASK2 ma inne funkcje anizeli ASK1. Zhao i wsp. [54] wykazali, ze
rzeczywiscie podwyzszenie poziomu ekspresji genu ASK?2 tylko czgsciowo znosi efekty
mutacji genu ASK ] podczas mejozy pylnikowej. W zwiazku z tym autorzy sugeruja, ze
biatko ASK2 pelni nieco odmienna rolg anizeli biatko ASK1 i nie jest zdolne do jego
zastapienia podczas mejozy pylnikowej u Arabidopsis.

ZAKONCZENIE

Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju zycia na Ziemi. Wiele
aspektow tego wyjatkowego podziatu komorek jest wspolnych i silnie konserwatywnych
ewolucyjnie w §wiecie zywym, niezaleznie od pozycji systematycznej organizmow.
Intensywny rozwdj metod biologii molekularnej oraz powszechne zastosowanie technik
uzyskiwania mutantow owocuja identyfikacja licznych genow kontrolujacych ztozona
sie¢ procesow zwiazanych z podzialem mejotycznym. Modelowe organizmy wykorzysty-
wane w badaniach mejozy, a zwtaszcza procesu rekombinacji genetycznej, to przede
wszystkim drozdze, Caenorhabditis elegans oraz rzodkiewnik pospolity. Dzigki wspo-
mnianej juz konserwatywnosci ewolucyjnej molekularnych mechanizméw podziatu mejo-
tycznego, mozliwe stato sig identyfikowanie i ustalanie stopnia homologii licznych genow
mejotycznych. Jednoczesna analiza cytologiczna uzyskanych mutantéw w ogromnym
stopniu przyczynia si¢ do precyzyjnego ustalenia wptywu mutacji na caly organizm, a
dzigki temu pozwala na ustalenie potencjalnej funkcji genu. Badania genetycznego
podtoza mejozy roslinnej z pewnos$cia przyczynia si¢ rowniez do poszerzenia informacji
na temat molekularnej kontroli procesu wytwarzania gamet, nie tylko u roslin.
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