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Streszczenie: Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju i ci¹g³o�ci ¿ycia na Ziemi. U
znakomitej wiêkszo�ci organizmów ¿ywych powsta³e w wyniku mejozy komórki bezpo�rednio zaanga-
¿owane s¹ w procesy rozmna¿ania p³ciowego. Intensywny rozwój technik biologii molekularnej pozwo-
li³ na identyfikacjê licznych genów zaanga¿owanych w podzia³ mejotyczny. Modelowe organizmy wy-
korzystywane w tych badaniach to przede wszystkim dro¿d¿e oraz Caenorhabditis elegans. Ostatnie
lata przynios³y te¿ szereg informacji dotycz¹cych genetycznej i molekularnej regulacji mejozy u ro�lin,
g³ównie u Arabidopsis thaliana. Molekularne pod³o¿e mejozy u ro�lin, z uwagi na lepsz¹ dostêpno�æ
materia³u i ³atwo�æ obserwacji fenotypowych efektów mutacji, prowadzone s¹ przede wszystkim na
komórkach mêskiej linii generatywnej, tj. podczas mikrosporogenezy. Okaza³o siê, ¿e wiêkszo�æ zna-
nych z badañ u dro¿d¿y genów zaanga¿owanych w takie etapy podzia³u mejotycznego,  jak: koniugacja
chromosomów homologicznych czy crossing-over, ma swoje homologi u ro�lin. Wskazuje to na wysoki
stopieñ uniwersalno�ci molekularnych mechanizmów mejozy w komórkach eukariotycznych. Praca sta-
nowi kompilacjê aktualnych wiadomo�ci na temat genetycznej i molekularnej kontroli mikrosporogenezy
u ro�lin okrytonasiennych, które przedstawiono na tle informacji znanych z badañ u innych organizmów,
w tym szczególnie u dro¿d¿y.

S³owa 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 zarówno mêskiego, jak i ¿eñskiego gametofitu ro�lin
okrytonasiennych jest podzia³ mejotyczny, w wyniku którego powstaje haploidalne
pokolenie komórek bezpo�rednio zaanga¿owanych w rozmna¿anie p³ciowe. Cytolo-
giczne aspekty mejozy u ro�lin okrytonasiennych od dawna by³y przedmiotem badañ
biologów komórki oraz botaników i zosta³y dobrze poznane u wielu gatunków. Niezwykle
intensywny rozwój technik biologii molekularnej w ostatnich latach przyczyni³ siê do
poznania i charakterystyki wielu genów kontroluj¹cych proces mejozy. Dziêki temu
zidentyfikowano tak¿e liczne mutanty ro�linne charakteryzuj¹ce siê zaburzeniami w
przebiegu mejozy. Modelow¹ ro�lin¹ wykorzystywan¹ w tych badaniach, z uwagi na
³atwo�æ manipulacji genetycznych i powszechne zastosowanie w badaniach molekular-
nych, jest Arabidopsis thaliana (L.). Tradycyjnie geny, których mutacja objawia siê
zaburzeniami przebiegu któregokolwiek ze stadiów mejozy zarówno w linii mêskiej
(mikrosporogeneza), jak i ¿eñskiej (megasporogeneza), przyjêto okre�laæ mianem genów
mejotycznych. Natomiast geny, które kontroluj¹ prawid³owy przebieg tylko mikrosporo-
genezy oraz rozwoju py³ku, nazywane s¹ genami mêskosterylnymi. Znaczna wiêkszo�æ
prac dotycz¹cych genów mejotycznych, z uwagi na lepsz¹ dostêpno�æ materia³u i
³atwo�æ obserwacji fenotypowych efektów mutacji, prowadzona jest na komórkach
mêskiej linii generatywnej. W zwi¹zku z tym w niniejszej pracy informacje dotycz¹ce
grupy genów mejotycznych ujête zosta³y g³ównie w aspekcie ich aktywno�ci podczas
mikrosporogenezy.

RYCINA  1.  Przebieg mikrosporogenezy (mejozy pylnikowej) u ro�lin okrytonasiennych. A. Wczesna
I profaza mejotyczna � mikrosporocyty (m) po³¹czone szerokimi kana³ami cytoplazmatycznymi. B.
Pod koniec I profazy wokó³ mikrosporocytów syntetyzowana jest �ciana kalozowa. C-D. Po I podziale
mejotycznym powstaje diada nieprzedzielona �cian¹ komórkow¹ (C ), lub zbudowana z dwu komórek
oddzielonych �cian¹ kalozow¹ (D). E. Po drugim podziale mejotycznym wytwarzane s¹ 4 zredukowane
mikrospory oddzielone �cian¹ kalozow¹ syntetyzowan¹ sukcesywnie (D-E) lub równocze�nie (D-E). F.
Po enzymatycznej lizie �ciany kalozowej uwalniane s¹ mikrospory, które ró¿nicuj¹ siê w dwukomórkowe
(G) lub trójkomórkowe (H) ziarna py³kowe (kg � komórka generatywna, kw � komórka wegetatywna, kp
� komórki plemnikowe)
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Przebieg mejozy pylnikowej jest zasadniczo wspólny dla wiêkszo�ci ro�lin
okrytonasiennych i nie odbiega od typowego redukcyjnego podzia³u mikrosporocytów
(ryc. 1). Mikrosporogeneza u ro�lin dzikiego typu charakteryzuje siê wysokim stopniem
synchroniczno�ci, która mo¿liwa jest dziêki licznym kana³om cytoplazmatycznym
³¹cz¹cym mikrosporocyty podczas wczesnych etapów podzia³u. Podczas dalszego
przebiegu mejozy mikrosporocyty izoluj¹ siê od siebie za pomoc¹ �ciany kalozowej,
która oddziela tak¿e powsta³e po mejozie 4 haploidalne mikrospory. Po rozpadzie �ciany
kalozowej z mikrospor rozwijaj¹ siê dwu- lub trójkomórkowe ziarna py³kowe. Praca
stanowi kompilacjê aktualnych wiadomo�ci dotycz¹cych genetycznej kontroli
mikrosporogenezy u ro�lin okrytonasiennych, które przedstawiono na tle informacji
znanych z badañ u innych organizmów, w tym szczególnie u dro¿d¿y (tab I).

1. KOHEZJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Jednym z etapów przygotowania do podzia³u komórkowego jest replikacja materia³u
genetycznego, która zachodzi w fazie S interfazy. W przypadku cyklu redukcyjnego
nowopowsta³e chromatydy siostrzane pozostaj¹ po³¹czone ze sob¹ a¿ do anafazy II
podzia³u mejotycznego. Trwa³e po³¹czenie obu chromatyd mo¿liwe jest dziêki ich
interakcji z wielkocz¹steczkowym kompleksem specyficznych bia³ek � kohezyn. Jak
dot¹d opisano dwa mutanty Arabidopsis, które wykazywa³y zaburzenia w przestrzen-
nym zwi¹zku siostrzanych chromatyd podczas wczesnych etapów podzia³u mejotycz-
nego.

Pierwszym z nich jest mutant swi1/dyad (switch1/dyad). Mutacja 3 poznanych
alleli genu SWITCH1 (SWI11)/DYAD objawia siê zaburzeniami zwi¹zku pomiêdzy
chromatydami zarówno w przebiegu mega-, jak i mikrosporogenezy. Nieprawid³owo�ci
w przestrzennych interakcjach pomiêdzy chromatydami siostrzanymi tyko podczas
mikrosporogenezy wykazuj¹ natomiast ro�liny, które maj¹ zmutowany jeden z alleli
tego genu, tj. o genotypie swi1-2 [36]. W pylnikach mutantów ju¿ podczas I profazy
mejotycznej obserwuje siê zanik po³¹czeñ miêdzy siostrzanymi chromatydami
mikrosporocytów. Efektem tych zaburzeñ jest niekompletny b¹d� ca³kowicie zahamo-
wany proces kondensacji chromosomów oraz brak wyró¿nialnych stadiów leptotenu,
zygotenu oraz pachytenu. Przedwczesna segregacja takich anormalnych chromatyd
podczas pierwszego i drugiego podzia³u mejotycznego doprowadza do wytworzenia od
1 do 10 nierównocennych j¹der, które nastêpnie degeneruj¹ [33]. Jak wykaza³a analiza
molekularna, transkrypt genu SWI1 podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa
bia³ka o d³ugo�ci odpowiednio 578 i 635 aminokwasów, które ró¿ni¹ siê jedynie na
koñcu N. Jak dot¹d nie stwierdzono homologii tych bia³ek wzglêdem ¿adnych znanych
sekwencji, które figuruj¹ w bazach danych [33].

Komórkowa lokalizacja bia³ka SWI1 badana by³a u rzodkiewnika pospolitego przy
u¿yciu konstruktu SWI1-GFP. Wykazano, ¿e konstrukt ten kolokalizowa³ z DNA
wy³¹cznie w j¹drach komórek podlegaj¹cych mejozie, jest to zatem bia³ko specyficzne
dla cyklu mejotycznego. Ponadto w j¹drach komórkowych bia³ko obecne by³o jedynie
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podczas interfazy premejotycznej oraz bardzo wczesnej profazy [33]. W zwi¹zku z
tym autorzy sugeruj¹, ¿e bia³ko SWI1 jest odpowiedzialne raczej za inicjacjê przestrzen-
nego zwi¹zku pomiêdzy chromatydami siostrzanymi ani¿eli jego utrzymywanie podczas
kolejnych stadiów mejozy.

Drugi mutant charakteryzuj¹cy siê nieprawid³owo�ciami w kohezji pomiêdzy
chromatydami siostrzanymi opisany zosta³ przez dwie niezale¿ne grupy badawcze. Bai
i wsp. [7] oraz Bhatt i wsp. [8] wykazali, ¿e mutacja genu SYN1/DIF1 (SYN1/
DETERMINATE, INFERTILE1) objawia siê najpierw zaburzeniami w kondensacji
chromosomów w leptotenie, a nastêpnie ich fragmentacj¹ w metafazie I i defektami w
segregacji podczas anafazy I. Zidentyfikowano piêæ mutantów genu SYN1/DIF1, a
mutacja u ka¿dego z nich powodowa³a ca³kowit¹ sterylno�æ zarówno mêsk¹, jak i
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¿eñsk¹. W stadiach postpachytenowych w mikrosporocytach mutantów syn1/dif1
obserwowano zmienione morfologicznie chromosomy, co mo¿e wskazywaæ na nieprawid-
³owo�ci w mechanizmie kohezji siostrzanych chormatyd. Pó�niejsze zaburzenia w
rozdzielaniu takich chormosomów prowadzi³y do powstawania produktów mejozy
z³o¿onych czêsto nawet z 8 komórek o ró¿nym kszta³cie, fenotypie i ploidalno�ci [8].

Badania porównawcze ujawni³y, ¿e gen SYN1/DIF1 jest w wysokim stopniu
homologiczny do dro¿d¿owego genu RAD21/REC8 (RADiation sensitive 21/ deficient
in meiotic RECombination 8), koduj¹cych rodzinê kohezyn zaanga¿owanych w
formowanie po³¹czeñ pomiêdzy chromatydami siostrzanymi i kondensacjê chromatyny
podczas cyklu mitotycznego [7]. Analiza molekularna genu SYN1/DIF1 wykaza³a, ¿e
jego transkrypt podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa bia³ka. Pierwsze o
d³ugo�ci 627 reszt aminokwasowych, które syntetyzowane jest na niskim poziomie we
wszystkich tkankach, oraz drugie zbudowane z 617 aminokwasów, ulegaj¹ce ekspresji
tylko w p¹kach kwiatowych [16]. Bia³ka te maj¹ dwa sygna³y lokalizacji j¹drowej
(NLS, z ang. Nuclear Localization Signal) i kilka domen PEST (z ang. proline (P),
glutamate (E), serine (S), and threonine (T) rich domain), które obecne s¹ zazwyczaj
w bia³kach ulegaj¹cych niezwykle szybkiej degradacji w komórkach eukariotycznych
[7]. Kohezyjna funkcja bia³ka SYN1/DIF1 wydaje siê byæ bardziej powszechna. Stosuj¹c
testy komplementacji [21] stwierdzili bowiem, ¿e bia³ko to czê�ciowo zastêpuje mitotyczn¹
kohezynê Mcd1 u dro¿d¿y. Wskazuje to, i¿ bia³ko SYN1/DIF1 mo¿e pe³niæ rolê kohezyny
w komórkach dziel¹cych siê zarówno mejotycznie, jak i mitotycznie.

2.  KONIUGACJA CHROMOSOMÓW HOMOLOGICZNYCH

Poza redukcj¹ liczby chromosomów efektem ka¿dej mejozy jest tak¿e rekombinacja
materia³u genetycznego, która odbywa siê zazwyczaj w zygotenie w procesie crossing-
over. Aby zaszed³ crossing-over, chromosomy ojcowski i matczyny musz¹ wej�æ w
specyficzn¹ interakcjê przestrzenn¹ (koniugacja, synapsis), w wyniku której w zygotenie
powstaj¹ struktury okre�lane mianem biwalentów. Opisana interakcja umo¿liwia
pó�niejsz¹ reakcjê wymiany odcinków pomiêdzy chromatydami chromosomów homolo-
gicznych. Koniugacja chromosomów homologicznych zachodzi za po�rednictwem
makromolekularnej struktury okre�lanej mianem kompleksu synaptonemalnego (ryc.
2). Kompleks synaptonemalny zaczyna formowaæ siê ju¿ w leptotenie, kiedy chromosom
ojcowski i matczyny zbli¿¹ siê do siebie na odleg³o�æ mniejsz¹ ani¿eli 200 nm, a na
powierzchni nici chromatynowych obu chromosomów odbywa siê monta¿ bia³kowych
elementów osiowych (ang. axial elements). Podstawowe czê�ci w pe³ni uformowanego
kompleksu synaptonemalnego to: 1) elementy boczne, utworzone z kontaktuj¹cych siê
ze sob¹ licznych elementów osiowych, bezpo�rednio zwi¹zane z chromatydami
chromosomów homologicznych, 2) element centralny ³¹cz¹cy oba elementy boczne za
po�rednictwem poprzecznych w³ókien oraz 3) grudka rekombinacyjna. Elipsoidalne
grudki rekombinacyjne zbudowane s¹ z bia³ek uczestnicz¹cych w koniugacji i wymianie
odcinków chromosomów homologicznych. W zale¿no�ci od stadium I profazy
mejotycznej oraz ich wyposa¿enia grudki rekombinacyjne dzieli siê na wczesne i pó�ne.
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Wczesne grudki rekombinacyjne
widoczne s¹ ju¿ w zygotenie i
zawieraj¹ bia³ka bior¹ce udzia³ w
inicjacji przestrzennego zwi¹zku
pomiêdzy chromosomami homo-
logicznymi i wczesnych etapach
rekombinacji. Pó�ne grudki re-
kombinacyjne pojawiaj¹ siê zaz-
wyczaj w �rodkowym pachytenie,
s¹ mniej liczne ani¿eli grudki wczes-
ne, a miejsca ich wystêpowania
uznaje siê za to¿same z miejscami
zaj�cia crossing-over [2].

Modelowym organizmem wy-
korzystywanym do badañ nad
genetyczn¹ i molekularn¹ natur¹ procesu koniugacji chromosomów homologicznych i
crossing-over u Eukaryota s¹ dro¿d¿e. Cechy, które decyduj¹ o wykorzystaniu tych
komórek w poznawaniu molekularnych podstaw rekombinacji mejotycznej, to: ma³y genom,
wysoka czêsto�æ rekombinacji (100 miejsc crossing-over/podzia³) oraz ³atwo�æ manipulacji
genetycznych. Znakomita wiêkszo�æ genów zwi¹zanych z kontrol¹ profazy I podzia³u
mejotycznego u Eukaryota, w tym równie¿ procesu rekombinacji, zidentyfikowana zosta³a
w³a�nie dziêki badaniom prowadzonym na dro¿d¿ach. W ostatniej dekadzie ziden-
tyfikowano tak¿e znaczn¹ liczbê genów zaanga¿owanych w proces crossing-over w
komórkach ro�linnych, przy czym stopieñ homologii tych genów okre�lano w odniesieniu
do sekwencji genów dro¿d¿owych.

Generalnie, u wiêkszo�ci organizmów mutacje w genach koduj¹cych bia³ka charak-
terystyczne dla wczesnych grudek rekombinacyjnych objawiaj¹ siê zaburzeniami
koniugacji chromosomów homologicznych i wczesnych etapów crossing-over. Z kolei
defekty genów koduj¹cych bia³ka obecne w pó�nych grudkach rekombinacyjnych nie
wp³ywaj¹ na przestrzenny zwi¹zek pomiêdzy chromosomami matczynym i ojcowskim,
ale zaburzaj¹ lub uniemo¿liwiaj¹ proces rekombinacji.

  2.1. Geny odpowiedzialne za formowanie synapsis chromosomów
homologicznych

W ci¹gu ostatniej dekady zidentyfikowano du¿¹ liczbê mutantów A. thaliana
charakteryzuj¹cych siê ró¿norodnymi defektami w interakcjach chromosomów podczas
I profazy mejotycznej. Opisane powy¿ej badania bia³ka SWI1 ujawni³y, ¿e oprócz udzia³u
w kohezji siostrzanych chromatyd, jest ono tak¿e zaanga¿owane w formowanie
elementów bocznych kompleksu synaptonemalnego [34]. W metafazie I podzia³u
mejotycznego u mutantów swi1-2 nie obserwowano bowiem typowych dla rzodkiewnika
pospolitego piêciu biwalentów, a 20 pojedynczych chromatyd. Ponadto brak widocznych
chiazm sugeruje, ¿e u ro�lin tych nie zaszed³ crossing-over, co wskazuje na udzia³
bia³ka SWI1 tak¿e w procesie rekombinacji [34].

RYCINA  2. Schemat budowy kompleksu synaptonemalnego.
CH1, CH2 � chromatydy niesiostrzane chromosomów homolo-
gicznych, EB � elementy boczne, EC � element centralny, WP �
w³ókna poprzeczne, GR � grudka rekombinacyjna
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Azumi i wsp. [5] opisali mutanta solo dancers (sds) wykazuj¹cego nieprawid³owo�ci
w koniugacji chromosomów podczas I profazy mejotycznej. Wszystkie ro�liny o tym
genotypie charakteryzowa³y siê silnie zredukowan¹ p³odno�ci¹. Mutanty sds cechowa³y
siê prawid³ow¹ kondensacj¹ chromosomów, jednak¿e obserwowano, ¿e rozwój wiêkszo�ci
mikrosporocytów zatrzymywa³ siê w stadium zygotenu, tylko czê�æ z nich przechodzi³a
do pachytenu. Na tej podstawie autorzy sugeruj¹, ¿e ro�liny te maj¹ zaburzony proces
formowania biwalentów oraz crossing-over, co w przypadku nielicznych komórek
podlegaj¹cych pe³nemu podzia³owi mejotycznemu, prowadzi do nieuporz¹dkowanego
rozmieszczenia chromosomów podczas kolejnych stadiów mejozy i powstawania
anormalnych mikrospor [5]. Analiza molekularna bia³kowego produktu genu SDS wykaza³a
miêdzy innymi, ¿e na C-koñcu zawiera on tzw. �region rdzeniowy cyklin� (z ang. �cyclin
core region�) � konserwatywn¹ domenê charakterystyczn¹ dla cyklin typu B u
Arabidopsis [5]. Mo¿liwe zatem, ¿e bia³ko SDS reprezentuje nowy typ cyklin,
prawdopodobnie specyficznych dla komórek podlegaj¹cych podzia³owi mejotycznemu.
Ponadto za³o¿ono, ¿e musi równie¿ istnieæ zale¿na od cyklin specyficzna kinaza, która
byæ mo¿e odgrywa kluczow¹ rolê w regulacji interakcji pomiêdzy chromosomami
homologicznymi. Na tej podstawie Azumi i wsp. [5] stworzyli model, który zak³ada, ¿e
bia³ko SDS decyduje o czasie rozdzielania chromosomów tworz¹cych biwalent poprzez
fosforylacjê bia³ek zaanga¿owanych w utrzymanie tego zwi¹zku przestrzennego, przy
czym mo¿liwe, ¿e jednym z tych bia³ek jest opisane powy¿ej SWI1.

Podobnego fenotypowo do sds mutanta Arabidopsis opisali Schommer i wsp. [39].
Ro�liny z mutacj¹ genu AHP2 (Arabidopsis Homologue Pairing 2) by³y sterylne w
wyniku zaburzeñ mejozy. Wykorzystuj¹c technikê fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
do lokalizacji sekwencji organizatora j¹derkowego (NOR) stwierdzono, ¿e w mikro-
sporocytach mutantów ahp2-1 chromosomy rozmieszczone s¹ w sposób przypadkowy,
co jest konsekwencj¹ nie wytworzenia siê biwalentów w I profazie mejotycznej [39].
Wynikiem tych zaburzeñ jest nieprawid³owa segregacja chromosomów podczas anafazy
I i II podzia³u mejotycznego. Badania molekularne ujawni³y, ¿e gen AHP2 jest
homologiem genu meu13+, który kontroluje parowanie chromosomów homologicznych
podczas mejozy u dro¿d¿y. Na tej podstawie autorzy sugeruj¹, ¿e funkcja dro¿d¿owego
genu meu13+ jest konserwowana w bardziej ewolucyjnie zaawansowanych komórkach
eukariotycznych [39].

Kolejnym genem rzodkiewnika pospolitego, który kontroluje przestrzenny zwi¹zek
pomiêdzy chromosomami homologicznymi, jest ASY1 (ASYnaptic 1). Mutacja tego
genu objawia siê ca³kowitym brakiem formowania biwalentów podczas I profazy
mejotycznej [3]. Brak synapsis pomiêdzy chromosomami homologicznymi u ro�lin o
genotypie asy1 powoduje, i¿ chromosomy pozostaj¹ uniwalentami, nie tworz¹ siê te¿
chiazmy. Efektem s¹ zaburzenia w  rozchodzeniu siê chromosomów homologicznych
podczas anafazy I podzia³u mejotycznego i powstanie j¹der o przypadkowej liczbie i
sk³adzie chromosomów. W rezultacie po II podziale mejotycznym u mutantów asy1
dochodzi do powstania nienaturalnych wielokomórkowych produktów mejozy, tzw. poliad,
zawieraj¹cych zró¿nicowan¹ liczbê chromosomów [3].

Immunolokalizacja bia³ka ASY1 u ro�lin A. thaliana i Brassica oleracea dzikiego
typu wydaje siê odzwierciedlaæ jego funkcjê podczas koniugacji chromosomów
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homologicznych [4]. W interfazie premejotycznej bia³ko ASY1 wystêpowa³o w postaci
punktowych skupisk na terenie j¹der mikrosporocytów. Z chwil¹ wej�cia komórek w I
profazê mejotyczn¹ jego lokalizacja stawa³a siê bardziej homogenna i w okresie leptoten-
zygoten obserwowana by³a jedynie na obszarze elementów osiowych chromatyd
chromosomów homologicznych. Badania na poziomie subkomórkowym wykaza³y, ¿e
bia³ko ASY1 wystêpuje jedynie wzd³u¿ chromatyny bezpo�rednio zasocjowanej z
elementami osiowymi (bocznymi) kompleksu synaptonemalnego. Podczas dalszego
etapu I profazy mejotycznej nastêpowa³o stopniowe obni¿anie poziomu bia³ka ASY1
na terenie  kompleksu synaptonemalnego. Proces ten by³ skorelowany z postêpuj¹c¹
separacj¹ chromosomów homologicznych. W okresie pó�nego diplotenu bia³ko lokalizo-
wano jedynie w postaci nielicznych, niezwi¹zanych z chromatyn¹ agregatów na terenie
j¹dra komórkowego [4].

Badania molekularne ujawni³y, ¿e bia³ko ASY1 wykazuje znacz¹c¹ homologiê do N-
koñcowego odcinka dro¿d¿owego bia³ka HOP1 (Homolog Of Presinilin), które równie¿
zwi¹zane jest z elementami osiowymi chromosomów [15]. Homologiczny region zawiera
charakterystyczn¹ domenê HOMA, która wystêpuje w bia³kach zasocjowanych z
chromatyn¹. Bia³ko HOP1 charakteryzuje siê tak¿e podobnym do ASY1 wzorem czasowej
i przestrzennej lokalizacji komórkowej w okresie leptotenu. Badania in vitro ujawni³y
ponadto, ¿e bia³ko HOP1 wchodzi w interakcjê z innym bia³kiem � RED1, które jest
niezbêdne do prawid³owego monta¿u elementów osiowych podczas mejozy w komórkach
dro¿d¿y [48]. Nie wykazano jednak¿e podobieñstw sekwencji amino-kwasów
dro¿d¿owego bia³ka RED1 do ASY1, ani ¿adnego innego bia³ka rzodkiewnika pospolitego.
W zwi¹zku z tym sugeruje siê, ¿e ASY1 mo¿e pe³niæ analogiczn¹ rolê jak bia³ka HOP1/
RED1 u dro¿d¿y, tj. po�redniczyæ w interakcji pomiêdzy elementami osiowymi kompleksu
synaptonemalnego i chromatyn¹ chromosomów homologicznych [4].

Zaburzenia w ³¹czeniu chromosomów homologicznych w pary wykazuj¹ tak¿e
mutanty dsy1 (desynaptic 1) i dsy10 (desynaptic 10), jednak¿e molekularne pod³o¿e
tych fenotypów nie zosta³o jeszcze poznane. Oba mutanty charakteryzuj¹ siê
zredukowan¹ p³odno�ci¹, wynikaj¹c¹ z nietrwa³ej asocjacji chromosomów, których
separacja zachodzi ju¿ pod koniec I profazy mejotycznej. Ostatecznym efektem mejozy
u ro�lin dsy1 i dsy10 s¹ jedno- lub wieloj¹drowe wielokomórkowe struktury,
charakteryzuj¹ce siê ró¿n¹ ilo�ci¹ DNA [48].

3. REKOMBINACJA  MATERIA£U GENETYCZNEGO
(CROSSING-OVER)

Aktualnie w literaturze funkcjonuj¹ dwa podstawowe modele rekombinacji materia³u
genetycznego u Eukaryota (ryc. 3). Oba stworzono na podstawie badañ tego procesu
g³ównie u dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae. Pierwszy z nich opracowany przez
Szostaka i wsp. [43] to model DSBR (Double-Strand-Break-Repair), zwany tak¿e
modelem przerw dwuniciowych, drugi natomiast okre�lany jest mianem ECD (Early-
Crossover-Decision) [9]. Zasadniczo modele te ró¿ni¹ siê czasem, w którym �podjêta
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RYCINA  3.  Schemat procesu rekombinacji wg modeli DSBR i ECD (kolorem bia³ym i czarnym zaznaczono
podwójne ³añcuchy DNA chromatyd niesiostrzanych). Wg obu modeli proces inicjuje pêkniecie podwójnej
nici DNA jednej z chromatyd chromosomów homologicznych, efektem czego jest wytworzenie tzw.
intermediatu DSB (A). Po czê�ciowej lizie koñców 5� powstaj¹ fragmenty jednoniciowego DNA z lepkimi
koñcami 3� (B).  Atak 3� koñca jednoniciowego DNA na nieprzeciêt¹ niæ DNA niesiostrzanej chromatydy
powoduje powstanie intermediatu SEI z tzw. pêtl¹ D (C). Synteza brakuj¹cych fragmentów DNA na
matrycy nici DNA niesiostrzanej chromatydy  prowadzi do powstania intermediatu SEC, który mo¿e
podlegaæ ró¿nym dalszym przemianom (D). E-F � wg modelu DSRB po³¹czenie lepkiego koñca 3�
atakuj¹cej nici DNA z jej macierzyst¹ nici¹ doprowadza do uformowania podwójnej struktury Hollidaya
(DHJ). Nici w obrêbie DHJ podlegaj¹ nastêpnie ciêciu przez specyficzne endonukleazy. Potencjalne
miejsca ciêcia oznaczono gwiazdkami. W zale¿no�ci od miejsca ciêcia nici tworz¹cych DHJ dochodziæ
mo¿e do powstania dwu rodzajów produktu rekombinacji: E � NONCROSSOVER (NCO) lub F �
CROSSOVER (CO) (opis w tek�cie).  F-G � Wg modelu ECD do powstania intermediatu DHJ dochodzi
jedynie w przypadku szlaku prowadz¹cego do CO (F). Szlak powstawania NCO obejmuje wyd³u¿anie
atakuj¹cej nici, a nastêpnie jej wycofanie z pêtli D i ponowne po³¹czenie ze swoj¹ macierzyst¹ nici¹ (G)
(wg [29], zmieniony)
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zostaje decyzja� o koñcowym efekcie crossing-over � czy bêdzie to tylko konwersja
genu, tzn. fragmenty DNA usuniête z jednej nici DNA zostan¹  zast¹pione przez kopie
DNA z nici homologicznej (NCO � NonCrossOver), czy te¿ dojdzie do rekombinacji
miêdzy niesiostrzanymi chromatydami danego biwalentu (CO � CrossOver) [13].

 Wed³ug obu modeli pierwszym etapem rekombinacji jest pêkniêcie podwójnej nici
DNA jednej z chromatyd chromosomu homologicznego (tzw. DSB, z ang. Double-
Strand-Breaks), wynikiem czego jest powstanie dwu wolnych koñców 3� i 5� (ryc.
3A). Po rozciêciu dochodzi do czê�ciowej degradacji tych nici DNA, które maj¹ wolne
koñce 5� (ryc. 3B). W rezultacie tworz¹ siê jednoniciowe odcinki DNA maj¹ce 3� lepki
koniec. Jedna z tych nici przemieszcza siê i atakuje nieprzerwan¹ podwójn¹ niæ DNA
chromatydy niesiostrzanej. W poszukiwaniu komplementarnych sekwencji inwazyjne
jednoniciowe DNA przesuwa siê wzd³u¿ zaatakowanej nici DNA, czemu towarzyszy
rozplatanie jej podwójnej spirali. Efektem jest powstanie struktury nazywanej pêtl¹ D,
która umo¿liwia odnalezienie siê komplementarnych odcinków DNA pomiêdzy niesios-
trzanymi chromatydami. Wytworzony w tym procesie intermediat okre�la siê SEI (z
ang. Single-End-Invasion) (ryc. 3C). W ten sposób jednoniciowe odcinki DNA
nieprzeciêtej chromatydy staj¹ siê matrycami do syntezy DNA i wyd³u¿enia pojedyn-
czych nici zakoñczonych lepkimi koñcami 3� z chromatydy niesiostrzanej. W procesie
tym powstaje kolejny intermediat procesu crossing-over � SEC (z ang. Second-End-
Capture) (ryc. 3D). Kowalencyjne po³¹czenie nowozsyntetyzowanego fragmentu nici
zakoñczonej 3�z lepkim koñcem 5� zlokalizowanym po drugiej stronie pêtli D oraz ligacja
wszystkich nowozsyntetyzowanych fragmentów DNA doprowadza do powstania
kluczowego intermediatu procesu crossing-over � tzw. podwójnej struktury Hollidaya
(z ang. Double Holliday Junction � DHJ) (ryc. 3E, F). W modelu DSBR z³o¿ono,
¿e podczas crossing-over zawsze dochodzi do powstania podwójnej struktury Hollidaya,
a efekt tego procesu, tj. wytworzenie NCO lub CO, zale¿y od sposobu ciêcia nici DNA
tworz¹cych DHJ. W przypadku ciêcia jedynie nici DNA o tej samej polaryzacji (ryc.
3E) dochodzi do konwersji genów pomiêdzy chromosomami homologicznymi, a produkty
tego procesu to tzw. NonCrossOvers (NCO). Je�li natomiast endonukleazy przetn¹
równie¿ nici DNA skierowane w przeciwnym kierunku, mo¿liwa staje siê wymiana
odcinków pomiêdzy chromatydami niesiostrzanymi, czego efektem s¹ typowe produkty
procesu crossing-over � CO ryc. 3F) [29].

Model ECD zak³ada natomiast, ¿e podczas procesu rekombinacji kierunek przemian
molekularnych prowadz¹cych do powstania CO b¹d� NCO zostaje okre�lony na d³ugo
przed powstaniem podwójnej struktury Hollidaya. Prawdopodobnie �decyzja� ta ma
miejsce ju¿ w leptotenie profazy I, tu¿ po powstaniu DSB [12]. Wed³ug tego modelu
tylko szlak prowadz¹cy do wytworzenia CO obejmuje powstanie stabilnego intermediatu
DHJ oraz wymianê odcinków DNA pomiêdzy chromatydami niesiostrzanymi (ryc.
3F). Natomiast je�li efektem koñcowym rekombinacji bêdzie NCO, nie dochodzi do
powstania intermediatu HDJ (ryc. 3G). W tym przypadku po wyd³u¿eniu przeciêtej,
atakuj¹cej swym koñcem 3� nici DNA, ulega ona wycofaniu z pêtli D. Synteza
brakuj¹cych odcinków DNA oraz ich ligacja z macierzystymi niæmi DNA prowadzi do
powstania NCO jako ostatecznego produktu rekombinacji.
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RYCINA 4.  Hipotetyczny model genetycznej i molekularnej regulacji rekombinacji mejotycznej u A.
thaliana (kolorem bia³ym i czarnym zaznaczono podwójne ³añcuchy DNA chromatyd niesiostrzanych).
A � Formowanie intermediatu DSB wymaga aktywno�ci bia³ek SPO11 oraz kompleksu innych bia³ek,
m.in. RAD50 i MRE11, które uczestnicz¹ w ciêciu i naprawie podwójnej nici DNA jednej z chromatyd
niesiostrzanych. B � Czê�ciowa liza 5�nici DNA. C � W przemieszczenie oraz atak lepkiego koñca 3�
jednoniciowego DNA na niæ DNA chromatydy niesiostrzanej zaanga¿owane s¹: w  kompleks bia³ek
RAD51/RAD51C/XRC oraz bia³ko DMC1. Prowadzi to do uformowania intermediatu SEI i powstania
�pêtli D�. D � Wytworzenie CO klasy I (zale¿ne od interferencji) przebiega w sposób podobny jak w
modelach DSBR i ECD z udzia³em m.in. bia³ek MSH4 i MSH5 oraz bia³ka MER3.  Synteza i wyd³u¿enie
lepkich koñców 3� jednoniciowego DNA odbywa siê na matrycy nici DNA chromatydy niesiostrzanej, co
prowadzi do wytworzenia intermediatu SEC,  a nastêpnie powstania podwójnej struktury Hollidaya
(DHJ). Ciêcie wszystkich 4 pojedynczych nici DNA umo¿liwia wymianê odcinków DNA miêdzy
chromatydami niesiostrzanymi. E � Produkty crossing-over klasy II (niezale¿ne od interferencji)
generowane s¹ prawdopodobnie przy udziale egzonukleaz homologicznych do dro¿d¿owych bia³ek
MUS81/ EME1 i oraz MUS81/MMS4, które przecinaj¹ nici DNA tworz¹ce �pêtlê D� (strza³ki z
przerywan¹ lini¹). Proces ten inicjuje powstawanie produktów crossing-over zawieraj¹cych tzw. 5�
zak³adki (5�F) oraz  �przerwy� (z ang. gaps). Izomeryzacja 5� zak³adek w 3� zak³adki (3�F) umo¿liwia
drug¹ rundê ciêcia przez kompleksy bia³ek MUS81/ EME1 i MUS81/MMS4. Synteza nowych fragmentów
DNA w �przerwach� oraz ich ligacja prowadzi do powstania CO bez konieczno�ci formowania DHJ.  F
� W stabilizacji powsta³ych podczas crossing-over heterodupleksów uczestniczy bia³ko MND1. Naprawa
DNA w procesie rekombinacji odbywa siê z udzia³em m.in.  bia³ek RECQ, MLH1, MEI1, których
aktywno�æ regulowana jest przez kinazê bia³kow¹  ATM.  Geny umieszczone w elipsach to zidenty-
fikowane u A. thaliana homologi genów dro¿d¿owych, w prostok¹tach � geny zidentyfikowane tylko u
dro¿d¿y. Gen PTD (romb), o nieznanej dot¹d funkcji,  nie wykazuje homologii do ¿adnego z genów
dro¿d¿owych, co sugeruje, ¿e rekombinacja u ro�lin jest regulowana nieco odmiennymi szlakami
metabolicznymi (wg [29], zmieniony).

Dziêki intensywnym badaniom molekularnym mo¿liwa jest ci¹g³a weryfikacja
istniej¹cych modeli procesu rekombinacji. Dobrym tego przyk³adem jest jedno z
najbardziej spektakularnych odkryæ ostatnich lat, dotycz¹ce formowania CO. Wykazano
bowiem, najpierw u dro¿d¿y [19], a nastêpnie u A. thaliana [28], ¿e istniej¹ dwie
alternatywne drogi powstawania CO podczas rekombinacji mejotycznej (ryc. 4D,E).
W zwi¹zku z tym wyró¿niono dwie klasy produktów crossing-over: crossovers
podlegaj¹ce interferencji (CO I) (ryc. 4D) oraz crossovers niepodlegaj¹ce interferencji
(CO II) (ryc. 4E). Interferencja jest znanym od dawna zjawiskiem, polegaj¹cym na
tym, ¿e zaj�cie crossing-over w jednym odcinku chromosomu zmniejsza prawdopodo-
bieñstwo wyst¹pienia drugiego crossing-over w jego najbli¿szym s¹siedztwie [22].
Poniewa¿ CO s¹ niezbêdne do prawid³owej segregacji chromosomów podczas pierw-
szego podzia³u mejotycznego, defekty w interferencji mog³yby spowodowaæ zaburzenia
segregacji lub rozchodzenia chromosomów.

Obecnie zak³ada siê, ¿e CO klasy I powstaj¹ w sposób opisany w modelu ECD,
który obejmuje generowanie typowych intermediatów crossing-over: SEC oraz DHJ
(ryc. 4D) Ciêcie nici DNA tworz¹cych podwójn¹ strukturê Hollidaya prowadzi do
wymiany odcinków DNA pomiêdzy niesiostrzanymi chromatydami chromosomów
homologicznych. Biochemiczny szlak powstawania CO niepodlegaj¹cych interferencji
jest odmienny i nie wymaga powstawania HDJ (ryc. 4E). Po wyd³u¿eniu koñca 3�
przeciêtych nici DNA nastêpuje ciêcie obydwu nici tworz¹cych tzw. pêtlê D. W efekcie
w obu niciach DNA na koñcach 5� mog¹ powstawaæ zarówno �przerwy� (ang. gaps),
wynikaj¹ce z braku pewnych sekwencji DNA, jak i �zak³adki� (ang. flaps), tj. powielone
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fragmenty nici DNA. Zak³adki te mog¹ zostaæ wyciête przez specyficzne 5� endo-
nukleazy i mo¿e nast¹piæ ligacja lepkich koñców wszystkich 4 nici DNA. Wg innej
hipotezy przed ostateczn¹ ligacj¹ nici DNA nastêpuje izomeryzacja �zak³adek� z koñca
5� na koniec 3�. W tym przypadku  to zak³adki 3� ulegaj¹ wyciêciu. Synteza brakuj¹cych
fragmentów DNA i ich ostateczne ³¹czenie skutkowa³oby powstawaniem produktów
CO bez obecno�ci inermediatu DHJ, typowego dla CO klasy I [29].

3.1. Geny kontroluj¹ce proces rekombinacji mejotycznej

Intensywne badania molekularnej natury procesu crossing-over prowadzone na
takich modelach badawczych, jak: dro¿d¿e, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster oraz myszy, wykaza³y, ¿e geny kontroluj¹ce proces wymiany odcinków
chromatyd miêdzy chromosomami homologicznymi podczas mejozy s¹ generalnie
wysoce konserwatywne ewolucyjnie. W genomie ró¿nych gatunków ro�lin okrytona-
siennych zidentyfikowano du¿¹ liczbê homologów i ortologów genów zwi¹zanych z
procesem rekombinacji u dro¿d¿y, Drosophila melanogaster czy krêgowców wy¿szych,
w tym równie¿ cz³owieka. Poni¿ej przedstawiono informacje dotycz¹ce wiêkszo�ci
genów bezpo�rednio zaanga¿owanych w proces rekombinacji mejotycznej u dro¿d¿y, z
uwzglêdnieniem ich homologów lub ortologów znalezionych u ro�lin, przede wszystkim
u A. thaliana. Pozwala to na okre�lenie ich przypuszczalnej funkcji i skonstruowanie
hipotetycznego modelu molekularnej kontroli rekombinacji u A. thaliana (ryc. 4).

Geny kontroluj¹ce proces rekombinacji materia³u genetycznego podczas mejozy
koduj¹ przede wszystkim enzymy uczestnicz¹ce w organizacji struktury DNA oraz
ciêciu i naprawie DNA.

Inicjacja pêkniêæ podwójnej nici DNA (DSB) jednego z chromosomów homologicz-
nych, która rozpoczyna crossing-over, u dro¿d¿y znajduje siê pod kontrol¹ genu SPO11.
Bia³ko SPO11 nale¿y do rodziny topoizomeraz typu II. U A. thaliana opisano homologi
tego genu nazwane AtSPO11-1, AtSPO11-2, AtSPO11-3 (ryc. 4A). Podobnie jak u
dro¿d¿y,  bia³ka  SPO11  rzodkiewnika  maj¹  w³a�ciwo�ci topoizomerazy. Ro�liny
spo11-1, zarówno w mikro- jak i megasporocytach, formuj¹ nieliczne biwalenty, co
prowadzi do nieprawid³owo�ci w rozdziale chromosmów podczas anafazy I i II podzia³u
mejotycznego. Efektem tych zaburzeñ w pylniku jest formowanie anormalnych wieloko-
mórkowych produktów mejozy o ró¿nej zawarto�ci DNA [26].

U dro¿d¿y w sk³ad kompleksu katalizujacego pêkanie podwójnej nici DNA wchodz¹
dodatkowe bia³ka, m.in. kodowane przez geny MRE11 i RAD50. Ich homologi opisano
równie¿ u A. thaliana (AtMRE11, AtRAD50). Bia³ka MRE11 oraz RAD50 wchodz¹
w sk³ad kompleksu odpowiedzialnego za naprawê dwuniciowych pêkniêæ DNA. U
rzodkiewnika fenotypowym efektem mutacji rad50 jest jego du¿a wra¿liwo�æ na
dzia³anie siarczanu metylmetanu, zwi¹zku uszkadzaj¹cego DNA. Ro�liny takie s¹
ca³kowicie sterylne, bowiem chromosomy homologiczne s¹ niezdolne do koniugacji, co
w konsekwencji doprowadza do ich destrukcji podczas  dalszych stadiów mejozy [11].

Do wytworzenia intermediatu SEI, który powstaje po usuniêciu fragmentów
jednoniciowych odcinków DNA jednej z chromatyd niesiostrzanych (ryc. 4B), konieczna
jest ekspresja genu RAD51 i jego paralogów RAD51C i XRC oraz genu DMC1. Bia³ka
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RAD51 i DMC1 s¹ homologami bakteryjnej rekombinazy RecA, natomiast RAD51C
i XRCC3 odgrywaj¹ prawdopodobnie rolê w monta¿u i stabilizacji bia³ka RAD51. U
dro¿d¿y bia³ka te uczestnicz¹ w prawid³owym parowaniu chromosomów homolo-
gicznych, oddzia³ywaniach pomiêdzy niæmi DNA, wymianie ich fragmentów oraz
naprawie uszkodzeñ DNA. Zgodnie z modelem ECD uwa¿a siê, ¿e bia³ka RAD51 i
DMC1 op³aszczaj¹ wolny koniec 3� jednoniciowego DNA, powstaj¹cego po usuniêciu
koñców 5� drugiej nici, i promuj¹ jego atak na niæ DNA chromatydy niesiostrzanej (ryc.
4C). Bia³ko DMC1, jak siê s¹dzi, odgrywa istotn¹ rolê w identyfikacji homologii DNA
miêdzy nici¹ z 3� koñcem a nienaruszon¹ nici¹ z chromatydy niesiostrzanej.

Homologi opisanych genów odnaleziono tak¿e u ro�lin, m.in. u A. thaliana (geny
AtRAD50, AtRAD51, AtXRCC3, AtDMC1), Oryza sativa (gen OsDMC1, RiLIM15A
i B oraz Zea mays i  Hordeum vulgare (gen HvDMC1) [40]. U A. thaliana mutanty
rad51, rad51c oraz Xrcc3 charakteryzuj¹ siê wysok¹ wra¿liwo�ci¹ na czynniki
uszkadzaj¹ce DNA i s¹ sterylne. Rozwój wegetatywny ro�lin rad51c oraz xrcc3 jest
normalny, jednak¿e ich pylniki pozbawione s¹ ziaren py³kowych [1,10]. Zaburzenia
p³odno�ci wykazuj¹ te¿ mutanty dmc1, u których nie tworz¹ siê biwalenty, a efektem
mejozy s¹ wielokomórkowe poliady o zró¿nicowanej zawarto�ci DNA.

W 2002 roku doniesiono o identyfikacji ortologów dro¿d¿owego genu MND w genomie
pierwotniaków, ssaków oraz ro�lin, w tym A. thaliana [24]. Na tej podstawie autorzy
sugeruj¹, i¿ funkcja bia³ka MND jest wysoce konserwatywna ewolucyjnie. Bia³ko MND
w komórkach dro¿d¿y jest zaanga¿owane najprawdopodobniej w proces naprawy DSB
podczas pierwszych etapów procesu rekombinacji mejotycznej. Uczestniczy te¿ w
stabilizacji powstaj¹cych heterodupleksów DNA. Domenichini i wsp. [20] wyizolowali
mutanta rzodkiewnika pospolitego � atmnd1-∆1, który charakteryzowa³ siê normalnym
rozwojem wegetatywnym oraz morfogenez¹ kwiatu, jednak¿e wykazywa³ znaczne
nieprawid³owo�ci  podczas  pierwszej  profazy  mejotycznej.  U  ro�lin  atmnd1-∆1
obserwowano bowiem fragmentacjê chromosomów, a nastêpnie ich nierówn¹ dystrybucjê
pomiêdzy komórkami tworz¹cymi poliadê. Wysoka wra¿liwo�æ mutantów atmnd1-∆1
na promieniowanie γ, obserwowana zarówno w komórkach linii generatywnej, jak i
somatycznych, zdaniem autorów �wiadczyæ mo¿e o udziale bia³ka MND w procesach
naprawy uszkodzeñ DNA tak¿e w komórkach dziel¹cych siê mitotycznie [20].

 W kompleksach synaptonemalnych z bia³kami RAD51 i DMC1 kolokalizuje bia³ko
kodowane przez gen RECQ HELICASES. Jest to helikaza z rodziny RecQ, która
uczestniczy w replikacji i rekombinacji DNA w pó�niejszych etapach naprawy pêkniêæ
dwuniciowego DNA. U A. thaliana opisano 6 homologów tego genu. Ro�lina ze
zmutowanym genem AtRecQl4 charakteryzowa³a siê zwiêkszon¹ wra¿liwo�ci¹ na
zniszczenia DNA oraz podwy¿szon¹ czêsto�ci¹ rekombinacji in planta  [6].

Do genów, które kontroluj¹ proces naprawy DNA podczas crossing-over u dro¿d¿y,
a których homologi odnaleziono u A. thaliana, nale¿¹ te¿ MLH1, MEI1 oraz ATM.
Gen MLH1 u dro¿d¿y koduje bia³ko odpowiedzialne za naprawê ewentualnych
niedopasowañ podczas wymiany odcinków chromatyd w procesie rekombinacji
mejotycznej. Badania u A. thaliana wykaza³y, ¿e mutacja w promotorowym regionie
genu AtMLH1 nie wp³ywa na poziom jego ekspresji, a homozygotyczne ro�liny nie
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wykazywa³y widocznych efektów fenotypowych. Natomiast mutanty mei1 wykazuj¹
zaburzenia zarówno mêskiej, jak i ¿eñskiej mejozy. Defekty objawiaj¹ siê miêdzy innymi
fragmentacj¹ chromosomów, powstawaniem poliad oraz zredukowan¹ p³odno�ci¹ [27].
Bia³ko MEI1 u A. thaliana zawiera na C-koñcu piêæ domen BRCA (BRCT). Domeny
BRCA identyfikowano jak dot¹d w bia³kach zwi¹zanych z procesami naprawy DNA
oraz moleku³ach kontroluj¹cych cykl komórkowy.

W regulacjê czynników bia³kowych, bezpo�rednio uczestnicz¹cych w rekombinacji
DNA, zaanga¿owany jest produkt genu ATM, którego homolog wystêpuje u A. thaliana
(gen AtATM). Bia³ko ATM jest sk³adnikiem zarówno wczesnych, jak i pó�nych grudek
rekombinacyjnych. Jest to kinaza bia³kowa, której aktywno�æ indukuj¹ pêkniêcia DNA,
szczególnie podwójnych nici. Kinaza ATM fosforyluje bia³ka bior¹ce udzia³ w naprawie
pêkniêæ DNA, miêdzy innymi podczas mitozy i mejozy. Mutacje genu AtATM objawia³y
siê wysok¹ podatno�ci¹ ro�lin na promieniowanie gamma oraz specyficzne zwi¹zki
chemiczne niszcz¹ce strukturê DNA. Ponadto ro�liny o genotypie atatm by³y czê�ciowo
sterylne, prawdopodobnie w wyniku nasilonej fragmentacji chromosomów i zaburzeñ
ich rozdzia³u podczas mejozy [23].

Badania u dro¿d¿y wskazuj¹, ¿e wytwarzanie dwu klasy produktów crossing-over,
tj. CO I i CO II, kontrolowane jest dziêki ekspresji ró¿nych genów. Moleku³ami obs³ugu-
j¹cymi szlak CO I s¹ homologi bakteryjnego bia³ka MutS � MSH4 (MutS Homolog 4)
i MSH5 (MutS Homolog 5) (ryc. 4D). Tworz¹ one kompleks i razem z bia³kami Zip1,
Zip2, Zip3 oraz MER3 zaliczane s¹ do epistatycznej rodziny bia³kowej � ZMM. Mutacja
genów MSH4 i MSH5 powoduje defekty w formowaniu synapsis chromosomów
homologicznych podczas profazy I podzia³u mejotycznego oraz trzy- lub czterokrotn¹
redukcjê poziomu crossing-over. Równie¿ mutanty genu mer3 wykazuj¹ obni¿on¹
ilo�æ CO, aczkolwiek mutacja ta nie wp³ywa na poziom formowania NCO. Ponadto
opisywane mutanty nie wykazywa³y obecno�ci takich intermediatów rekombinacji, jak:
SEI oraz DHJ. Mazina i wsp. [32] wykazali, ¿e bia³ko MER3 ma aktywno�æ helikazy
i mo¿e uczestniczyæ w stabilizacji moleku³ uczestnicz¹cych w szlaku formowania
podwójnej struktury Hollidaya (HDJ). Genetyczna analiza pozosta³ej grupy produktów
crossig-over u opisanych mutantów dro¿d¿owych wykaza³a ponadto, ¿e nie podlegaj¹
one zjawisku interferencji [12].

Badania dro¿d¿y ze szczepu Saccharomyces pombe pozwoli³y na zidentyfikowanie
trzech genów, które s¹ potencjalnie zwi¹zane z generowaniem CO klasy II (ryc. 4E).
S¹ to: MUS81, MMS4 oraz EME1. Ich bia³kowe produkty wykazuj¹ aktywno�æ
endonukleazow¹ i najprawdopodobniej s¹ odpowiedzialne za ciêcie oraz naprawê pêkniêæ
DNA [29]. U S. pombe mutacja wszystkich trzech genów objawia siê prawie ca³kowit¹
redukcj¹ CO, zaburzeniami segregacji chromosomów i obni¿eniem ¿ywotno�ci spor do
zaledwie 1% w stosunku do typu dzikiego. Mutacja tych samych genów u S. cerevisiae,
równie¿ wp³ywa na przebieg procesu rekombinacji i ¿ywotno�æ spor, ale w znacznie
mniejszym stopniu ani¿eli u S. pombe [29].

Jak dot¹d wykazano, ¿e w komórkach Eukaryota wiêkszo�æ powstaj¹cych CO nale¿y
do I klasy i jest zale¿na od interferencji, a w ich generowaniu bior¹ udzia³ bia³ka MSH4 oraz
MSH5. Druga klasa CO II stanowi znacznie mniejsz¹ grupê, nie podlega zjawisku



                                                          571GENETYCZNA I MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA MIKROSPOROGENEZY

interferencji, a szlak jej biogenezy obs³ugiwany jest miêdzy innymi przez bia³ka MUS81,
MMS1 oraz EME1 [29]. Interesuj¹cy wydaje siê fakt, ¿e stosunek CO I do CO II jest
ró¿ny u ró¿nych organizmów. I tak na przyk³ad u S. pombe wszystkie generowane CO
wydaj¹ siê nale¿eæ do II klasy CO, podczas gdy u S. cerevisiae wiêkszo�æ wszystkich CO
stanowi¹ te nale¿¹ce do I klasy. Z kolei u C. elegans mutacja genów MSH4 i MSH5
ca³kowicie znosi  powstawanie CO, co wskazuje, ¿e u tych organizmów obecne s¹ wy³¹cznie
CO I klasy. U krêgowców sytuacja nie jest w pe³ni poznana, aczkolwiek u myszy i u
cz³owieka zidentyfikowano geny nale¿¹ce do szlaków biochemicznych obu klas CO [35].

Intensywne badania prowadzone w ostatnich latach wykaza³y, ¿e u rzodkiewnika
obecne s¹ homologi zarówno dro¿d¿owego genu MSH4, jak i MER3 [28, 35]. Analiza
mutantów ujawni³a ponadto, ¿e u tego gatunku generowane s¹ obie klasy CO, przy
czym CO klasy I stanowi¹ zdecydowan¹ wiêkszo�æ. Badania Higgins i wsp. [28]
pokaza³y, ¿e mutacja genu AtMSH4 nie wp³ywa na prawid³owy rozwój wegetatywny
ro�liny, ale powoduje znaczn¹ redukcjê jej p³odno�ci. Przyczyn¹ obni¿onej zdolno�ci
reprodukcyjnej tych ro�lin jest opó�nienie formowania synapsis chromosomów homolo-
gicznych oraz znaczny spadek ilo�ci chiazm � do 15% w stosunku do ro�lin typu dzikiego.
Obni¿enie liczby chiazm (cytologiczny marker zaj�cia crossing-over) oraz nieregularny
wzorzec ich rozmieszczenia (marker interferencji) wskazuje, ¿e powsta³e chiazmy
reprezentuj¹ niezale¿ne od MSH4 CO klasy II [28]. Równie¿ mutacja genu MER3,
w³a�ciwego dla I klasy CO, powoduje podobne efekty fenotypowe jak u mutantów
atmsh4. U ro�lin z genotypem mer3 obserwowano bowiem znaczn¹ redukcjê p³odno�ci,
zaburzenia mejozy, w tym silnie obni¿ony poziom wiêkszo�ci, ale nie wszystkich
produktów crossing-over. Wyniki te wskazuj¹ ponadto, ¿e funkcja bia³ka MER3 jest
wysoce konserwatywna ewolucyjnie [35].

Jak dot¹d, nie zidentyfikowano w genomie A. thaliana homologów dro¿d¿owych
genów, których produkty bia³kowe uczestnicz¹ w szlaku powstawania crossovers klasy
II. Jednak¿e wyniki dotychczasowych badañ genetycznych i molekularnych wskazuj¹,
¿e podczas mejozy u rzodkiewnika pospolitego wystêpuj¹, podobnie jak u dro¿d¿y S.
cerevisiae, cz¹steczki obs³uguj¹ce oba szlaki procesu crossing-over.

W 2006 roku doniesiono o identyfikacji genu PTD (PARTING DANCERS), którego mutacja
skutkuje bardzo podobnym fenotypem do opisanych powy¿ej przyk³adów. Ro�liny atptd
wykazuj¹ miêdzy innymi obni¿on¹ p³odno�æ oraz redukcjê liczby chiazm w profazie I podzia³u
mejotycznego. Nieliczne pozosta³e chiazmy zajmuj¹ losow¹ pozycjê w mikrosporocytach, co
wskazuje ¿e najprawdopodobniej nie podlegaj¹ one zjawisku interferencji. Analiza molekularna
genu PTD nie wykaza³a jego znacz¹cej homologii wzglêdem ¿adnego z dro¿d¿owych genów
rekombinacji. Sugeruje siê zatem, ¿e jego bia³kowy produkt pe³ni nieznan¹ dot¹d rolê w
formowaniu CO zale¿nych od interferencji [46].

Podsumowuj¹c, wyniki badañ molekularnych wskazuj¹, ¿e u A.thaliana i prawdopo-
dobnie tak¿e innych ro�lin okrytonasiennych, funkcjonuj¹ dwa niezale¿ne szlaki
formowania CO � zale¿nych i niezale¿nych od interferencji. Intensywne badania w tej
dziedzinie owocuj¹ identyfikacj¹ w genomie rzodkiewnika pospolitego homologów
dro¿d¿owych genów kontroluj¹cych proces rekombinacji, jak równie¿ genów zwi¹za-
nych z formowaniem CO, ale niespotykanych ani u dro¿d¿y, ani u i innych organizmów.
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Niewykluczone zatem, ¿e ro�liny wykszta³ci³y nieco inny mechanizm biochemiczny
rekombinacji genów podczas mejozy. Udowodnienie s³uszno�ci tej tezy wymaga
jednak¿e dalszych badañ.

4.  FUNKCJONOWANIE WRZECIONA KARIOKINETYCZNEGO

Odrêbn¹ funkcjonalnie grupê genów zwi¹zanych z mejoz¹ pylnikow¹ stanowi¹ te,
których mutacja objawia siê zaburzeniami w organizacji i funkcjonowaniu wrzeciona
podzia³owego. U mutantów tych genów procesy zwi¹zane z kondensacj¹, koniugacj¹ i
rekombinacj¹ chromosomów przebiegaj¹ prawid³owo. Efekty fenotypowe pojawiaj¹
siê dopiero podczas segregacji chromosomów i chromatyd, co prowadzi do przypadko-
wego rozdzielania materia³u genetycznego.

Jednym z genów kontroluj¹cych prawid³owe funkcjonowanie wrzeciona kariokine-
tycznego jest KATA/ATK1 (Kinesin-like from Arabidopsis Thaliana A/Arabidopsis
Thaliana Kinesin-like 1). Gen ten koduje bia³ko homologiczne do kinezyn [17].
Kinezyny to bia³ka motoryczne, które s¹ strukturalnie i funkcjonalnie zwi¹zane z komór-
kowym szkieletem mikrotubularnym. Jak powszechnie wiadomo, kinezyny zaanga¿o-
wane s¹ w transport ró¿nego rodzaju cargo na terenie komórki. Bia³ka te ponadto
odpowiedzialne s¹ za wzajemn¹ interakcjê przestrzenn¹ mikrotubul oraz byæ mo¿e �
ich polimeryzacjê i depolimeryzacjê. Podczas podzia³ów komórkowych kinezyny
uczestnicz¹ miêdzy innymi w wyd³u¿aniu i stabilizacji wrzeciona kariokinetycznego, a
tak¿e w przemieszczaniu chromosomów wzd³u¿ mikrotubul podczas kariokinezy [25,
37]. Mutacja genu KATA/ATK1 u rzodkiewnika powoduje wy³¹cznie mêskosterylno�æ,
która wynika najprawdopodobniej z zaburzeñ podczas rozdzia³u chromosomów w
dziel¹cych siê mikrosporocytach. Fenotypowe efekty mutacji KATA/ATK1 widoczne
s¹ od metafazy I podzia³u mejotycznego, kiedy czê�æ chromosomów nie zajmuje
prawid³owej pozycji równikowej wzglêdem wrzeciona podzia³owego. W rezultacie
podczas anafazy I nastêpuj¹ zaburzenia rozchodzenia siê chromosomów homologicz-
nych, przy czym niektóre z biwalentów wcale nie ulegaj¹ rozdzieleniu [17]. Badania
cytologiczne ro�lin kata/atk1 ujawni³y, ¿e w porównaniu z ro�linami typu dzikiego, ju¿
w metafazie I na obszarze wrzeciona dziel¹cych siê mikrosporocytów wystêpuje
mniejsza ilo�æ tubuliny, mikrotubule wykazuj¹ znaczn¹ dezorganizacjê, a bieguny
wrzeciona s¹ zdestabilizowane [17].

W genomie A. thaliana ta sama grupa badawcza zidentyfikowa³a homolog genu
KATA/ATK1 � ATK5, który wykazuje 95% podobieñstwa do KATA/ATK1 na poziomie
sekwencji aminokwasów w bia³ku. Dwa inne geny wykazuj¹ce homologiê do genów
koduj¹cych kinezyny u Arabidopsis to KATB i KATC, które charakteryzuj¹ siê
odpowiednio 57% i 56% podobieñstwem sekwencji aminokwasowych do KATA/ATK1.
Wymienione geny koduj¹ prawdopodobnie inne bia³ka z licznej rodziny kinezyn
rzodkiewnika pospolitego [16].
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5. CYTOKINEZA POSTMEJOTYCZNA

Aby podzia³ komórki by³ kompletny, zarówno w mitozie jak i w mejozie, po podziale
j¹dra komórkowego (kariokinezie) musi doj�æ do rozdzielenia cytoplazmy pomiêdzy
komórki potomne (cytokinezy). Cytokineza zachodz¹ca po mejozie pylnikowej u ro�lin
okrytonasiennych odró¿nia siê od cytokinezy mitotycznej kilkoma charakterystycznymi
cechami (ryc. 1). Po pierwsze, pomiêdzy nowopowsta³ymi haploidalnymi mikrosporami
syntetyzowana jest specyficzna �ciana kalozowa, zbudowana z polimeru β-1-3-glukanu.
�ciana  kalozowa przez pewien czas izoluje tetradê m³odych mikrospor, a nastêpnie
ulega lizie, co doprowadza do rozpadu tetrady i uwolnienia mikrospor. Ponadto, od
dawna wiadomo, ¿e zale¿nie od przynale¿no�ci systematycznej, wyró¿nia siê dwa typy
cytokinezy u ro�lin okrytonasiennych: cytokinezê sukcesywn¹ i równoczesn¹. U ro�lin
jednoli�ciennych mikrosporocyty po kariokinezie przechodz¹ tzw. cytokinezê sukcesyw-
n¹, która charakteryzuje siê dwuetapowym formowaniem �ciany. �ciana kalozowa
syntetyzowana jest  najpierw po pierwszym podziale mejotycznym pomiêdzy komórkami
diady, a nastêpnie pomiêdzy mikrosporami w koñcowych etapach drugiego podzia³u
mejotycznego. Z kolei wiêkszo�æ ro�lin dwuli�ciennych przechodzi po mejozie pylnikowej
cytokinezê równoczesn¹, podczas której synteza wszystkich �cian ma miejsce dopiero
po drugim podziale mejotycznym.

Inn¹ charakterystyczn¹ cech¹ cytokinezy postmejotycznej w pylniku, odró¿niaj¹c¹
j¹ od cytokinezy postmitotycznej, jest odmienna organizacja elementów cytoszkieletu,
które decyduj¹c o pó�niejszym wzorcu podzia³u cytoplazmy. W wiêkszo�ci komórek
somatycznych podczas fazy G

2 
interfazy wystêpuje tzw. pier�cieñ preprofazowy (ang.

PreproPhase Band � PPB), który dok³adnie wyznacza plan przysz³ej cytokinezy. Jest
to struktura utworzona z po³¹czonych ze sob¹ mikrotubul i mikrofilamentów, które
tworz¹ pier�cieñ okalaj¹cy j¹dro komórkowe. Powstaj¹cy po mitozie fragmoplast
zak³ada siê dok³adnie w tym samym miejscu dziel¹cej siê komórki, w którym w
koñcowym okresie interfazy wystêpowa³ pier�cieñ preprofazowy [51]. Pier�cienie
preprofazowe nie tworz¹ siê jednak¿e w komórkach dziel¹cych siê mejotycznie. Podczas
podzia³u mejotycznego p³aszczyznê cytokinezy wyznacza inna, specyficzna organizacja
cytoszkieletu. Po I i II podziale mejotycznym (cytokineza sukcesywna) lub tylko po II
podziale mejotycznym (cytokineza równoczesna) j¹dra komórkowe przysz³ych mikrospor
zastaj¹ otoczone przez mikrotubule, które promieni�cie odchodz¹ od b³ony j¹drowej.
Powstaj¹ w ten sposób struktury nazywane j¹drowymi domenami cytoplazmatycznymi
(ang. Nuclear Cytoplasmatic Domains � NCDs) lub te¿ domenami sporowymi.
Obszary styku takich domen wyznaczaj¹ jednocze�nie przysz³e granice komórki oraz
miejsce odk³adania siê �ciany kalozowej po zakoñczeniu cytokinezy [13].

Rzodkiewnik nale¿y do licznej grupy ro�lin, u których podczas mikrosporogenezy
wystêpuje cytokineza równoczesna. Zaburzenia w przebiegu tego procesu zidentyfiko-
wano w�ród licznych mutantów tej ro�liny. Klasycznym ju¿ przyk³adem s¹ ro�liny z
mutacj¹ genu STUD/TETRASPORE (STD/TES) [30]. U ro�lin stud/tetraspore
kariokineza przebiega prawid³owo, w telofazie II podzia³u mejotycznego powstaj¹ 4
haploidalne j¹dra. Fenotypowy efekt mutacji genu STUD/TETRASPORE objawia siê
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natomiast czê�ciowym lub kompletnym brakiem cytokinezy postmejotycznej. W
rezultacie u ro�lin o genotypie stud/tetraspore zamiast tetrady mikrospor powstaje
jedna du¿a, czteroj¹drowa mikrospora (�tetraspora�). Interesuj¹ce, ¿e takie anormalne
mikrospory przechodz¹ dalszy rozwój. Ka¿de z haploidalnych j¹der jest zdolne do
ca³kowicie niezale¿nej mitozy, z cytokinez¹ w³¹cznie, co wskazuje ¿e pierwsza mitoza
py³kowa (PM I) jest procesem kontrolowanym przez czynniki wewnêtrzne obecne w
mikrosporze. W wielu przypadkach dochodzi te¿ do podzia³u komórki generatywnej
(PMII) i ostatecznie powstaj¹ du¿e ziarna py³kowe zawieraj¹ce cztery j¹dra wegetatyw-
ne i do o�miu j¹der plemnikowych. Podczas kie³kowania z ziaren tych jednak¿e wyrasta
tylko jedna ³agiewka py³kowa [30].

W 2003 roku Yang i wsp. dokonali analizy molekularnej genu STD/TES, którego
mutacja powoduje opisany powy¿ej fenotyp. Wykazano, i¿ gen ten koduje jedn¹ z 61
zidentyfikowanych w genomie A. thaliana kinezyn � AtF7K15.60. Bia³ko STD/TES
zawiera na N-koñcu domenê homologiczn¹ do domeny motorycznej kinezyn, natomiast
na C-koñcu jego sekwencja wykazuje du¿¹ homologiê do ma³o licznej rodziny kinezyn
ro�linnych, do której nale¿¹ miêdzy innymi bia³ka HINKEL (HIK) u A. thaliana oraz
NACK1 i NACK2 u tytoniu. Bia³ka te zaanga¿owane s¹ w organizacjê mikrotubul
podczas cytokinezy mitotycznej u opisanych gatunków [51].

Immunocytochemiczna lokalizacja mikrotubul w mikrosporocytach u ro�lin dzikiego
typu oraz u mutanta std/tes wykaza³a, ¿e u tego ostatniego nie dochodzi do powstania
j¹drowych domen cytoplazmatycznych [51]. W zwi¹zku z tym autorzy sugeruj¹, ¿e
kinezyna kodowana przez gen STD/TES jest konieczna do formowania NCDs, a tym
samym do prawid³owego przebiegu postmejotycznej cytokinezy w pylnikach A.
thaliana.

6. REGULACJA EKSPRESJI GENÓW SPECYFICZNYCH
DLA PRZEBIEGU MIKROSPOROGENEZY

Odrêbn¹ grupê moleku³ odpowiedzialnych za precyzyjn¹ koordynacjê wydarzeñ
zwi¹zanych z wej�ciem w mejozê oraz przebieg samej mejozy stanowi¹ czynniki
transkrypcyjne oraz elementy maszynerii kontroluj¹cej przebieg cyklu komórkowego.

Jak dot¹d zidentyfikowano niewielk¹ liczbê ro�linnych czynników transkrypcyjnych
specyficznych dla procesu mejozy. Wiêkszo�æ z nich kodowana jest przez geny, których
mutacja powoduje czê�ciow¹ lub ca³kowit¹ sterylno�æ ro�lin. Jednym z takich genów
jest SPOROCYTELESS (SPL)/NOZZLE (NZZ), który zosta³ zidentyfikowany i
scharakteryzowany w 1999 roku przez niezale¿ne od siebie dwie grupy badawcze u A.
thaliana [50, 41]. Produkt bia³kowy genu (SPL)/NZZ jest niezbêdny do prawid³owej
inicjacji sporogenezy zarówno w mêskich, jak i ¿eñskich organach generatywnych.
Podczas rozwoju pylnika mutantów spl/nzz obserwuje siê  zaburzenia w ró¿nicowaniu
komórek �ciany i tkanki archesporialnej, co w efekcie objawia siê brakiem wyró¿nico-
wanego endotecjum, tapetum oraz mikrosporocytów [50]. Analiza molekularna genu
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(SPL)/NZZ wykaza³a, ¿e koduje on bia³ko j¹drowe wykazuj¹ce podobieñstwo do
czynników transkrypcyjnych z rodziny MADS box. W zwi¹zku z tym autorzy sugeruj¹,
¿e bia³kowy produkt genu SPL/NZZ jest jednym z czynników transkrypcyjnych
reguluj¹cych ekspresjê genów zaanga¿owanych w przej�cie A. thaliana ze stanu
wegetatywnego w generatywny [50].

Czynnikiem transkrypcyjnym A. thalina, kontroluj¹cym ekspresjê genów specyficz-
nych tylko dla mejozy pylnikowej jest bia³ko MALE MEIOCYTE DEATH 1 (MMD1)
[52]. Bia³ko to jest homologiczne do czynników transkrypcyjnych nale¿¹cych do klasy
PHD-finger (ang. Plant Homeo Domain-finger), tj. zawieraj¹cych ro�linn¹ homeo-
domenê zmodyfikowanego palca cynkowego. Czynniki z tej klasy zidentyfikowano
zarówno u cz³owieka, dro¿d¿y, jak i wielu ro�lin wy¿szych, a ich wspóln¹ cech¹ jest
obecno�æ sekwencji podobnej do motywu palca cynkowego. Mutacja genu MMD1
powoduje degeneracjê mejocytów ju¿ pod koniec profazy I podzia³u mejotycznego.
Mikrosporocyty w tym okresie wykazywa³y oznaki apoptozy, obserwowano w nich
bowiem fragmentacjê chromatyny i defekty w organizacji chromosomów oraz kurczenie
siê cytoplazmy. �mieræ mikrosporocytów u ro�lin mmd1 nastêpowa³a jeszcze przed
cytokinez¹ postmejotyczn¹. Mo¿liwe, ¿e rola bia³ka MMD1 polega na regulacji ekspresji
genów mejotycznych poprzez remodelowanie chromatyny i/lub udzia³ w transkrypcji
tych genów [52].

W 2003 roku Reddy i wsp. [38] u A. thalina opisali innego ca³kowicie mêsko-
sterylnego, lecz ¿eñsko-p³odnego mutanta, który zosta³ nazwany duet. Mutant charak-
teryzowa³ siê zaburzeniami w zachowaniu chromosomów podczas koñcowych stadiów
I profazy mejozy pylnikowej. W mikrosporocytach mutantów obserwowano przedwczes-
n¹ separacjê chromosomów, która mia³a miejsce ju¿ podczas pachytenu i diplotenu.
Ponadto w metafazie I zamiast pojedynczych chromosomów w dziel¹cych siê komór-
kach widoczna by³a jedynie rozproszona masa DNA [38]. Analiza molekularna genu
DUET ujawni³a, ¿e wykazuje on ekspresjê tylko w mikrosporocytach, a kodowane
przez niego  bia³ko zawiera wspomnian¹ domenê PHD-finger. Obecno�æ tej domeny
wskazuje, i¿ bia³ko DUET mo¿e pe³niæ istotn¹ rolê w regulacji organizacji chromatyny
oraz transkrypcji genów podczas mikrosporogenezy [38].

Kolejnym zidentyfikowanym regulatorem transkrypcji, który jednak¿e jest specyficz-
ny wy³¹cznie dla rozwoju komórek mêskiej linii generatywnej, jest bia³ko kodowane
przez gen MALE STERILITY 1 (AtMS1) [47]. Mutanty ms1 s¹ ca³kowicie mêsko-
sterylne, bowiem tu¿ po uwolnieniu z tetrady nastêpuje degeneracja ich mikrospor.
Proces ten wydaje siê byæ efektem braku prawid³owej interakcji mikrospor z komórkami
tapetum. Analiza cytologiczna mutantów ujawni³a bowiem, ¿e w komórki tapetum ulegaj¹
przedwczesnej, anormalnej wakuolizacji. Badania molekularne wykaza³y, ¿e bia³ko MS1
jest homologiczne do czynników transkrypcyjnych nale¿¹cych do klasy PHD-finger.
W zwi¹zku z tym sugeruje siê, ¿e odgrywa ono kluczow¹ rolê w regulacji ekspresji
genów zwi¹zanych przede wszystkim z rozwojem tapetum, a po�rednio tak¿e z rozwojem
mêskiego gametofitu u Arabidopsis [47].

Przedwczesn¹ degeneracjê tapetum i mikrospor, tj. tu¿ po rozpadzie tetrad,  opisano
te¿ u  mutanta aborted microspore 1 (ams1) [42]. Mutant charakteryzowa³ siê
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ca³kowit¹ sterylno�ci¹ mêsk¹ � pylniki kompletnie pozbawione by³y ¿ywotnych ziaren
py³ku. Analiza molekularna genu AMS1 wykaza³a, ¿e ma on podstawow¹ domenê
wi¹¿¹c¹ DNA oraz motyw helix-pêtla-helix (HLH), co jest charakterystyczne dla grupy
czynników transkrypcyjnych z rodziny MYB. Czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB
s¹ fosfoproteinami o krótkim okresie pó³trwania, które lokalizuje siê przede wszystkim
na terenie j¹dra komórkowego. Wykazuj¹ one du¿¹ specyficzno�æ wzglêdem zespo³ów
genowych i/lub pojedynczych genów w ró¿nych typach komórek ro�lin i zwierz¹t.
Generalnie, rola czynników transkrypcyjnych z rodziny MYB polega na kontroli ekspresji
genów odpowiedzialnych za takie procesy komórkowe jak przebieg cyklu komórkowego
czy apoptoza. Przypuszcza siê, ¿e bia³ko AMS1 odgrywa zasadnicz¹ rolê w regulacji
rozwoju komórek tapetum oraz przebiegu postmejotycznych etapów cyklu ¿yciowego
mikrospor Arabidopsis [42].

 Fenotypy odrêbnej grupy mutantów rzodkiewnika pospolitego wydaj¹ siê byæ efektem
zaburzeñ w regulacji cyklu komórkowego podczas mejozy lub tu¿ po jej zakoñczeniu.

Mutanty tam1 (tardy asynchronous meiosis 1) s¹ wra¿liwe na temperaturê i
wykazuj¹ asynchroniczno�æ mejozy w obrêbie pylnika. U ro�lin tych dochodzi do
opó�nienia cyklu komórkowego zarówno w pachytenie, jak i w okresie drugiego podzia³u
mejotycznego. U ro�liny tam1 po zakoñczeniu kariokinez i powstaniu  czterech
haploidalnych j¹der dochodzi tylko do pojedynczej cytokinezy, w wyniku której �ciana
kalozowa dzieli tetradê na dwie, a nie jak w przypadku ro�lin typu dzikiego, na cztery
komórki.  Jako ostateczny produkt mejozy najczê�ciej powstaj¹ diady zbudowane z
dwuj¹drowych mikrospor. W rzadkich przypadkach, kiedy dochodzi do normalnej
syntezy sporodermy, wytwarzane s¹ tzw. �diady py³kowe�, tj.  dwie dwukomórkowe
struktury zamkniête we wspólnej �cianie komórkowej [31]. Gen TAM1 koduje cyklinê
typu A-CYCA1;2. W mikrosporocytach najwy¿szy poziom tego bia³ka obserwowano
w pachytenie, by³o ono natomiast niewykrywalne od koñca profazy I do telofazy II. Z
uwagi na efekty fenotypowe sugeruje siê, ¿e produkowane podczas profazy I bia³ko
CYCA1;2 reguluje nie tylko I podzia³ mejotyczny, ale tak¿e � w sposób po�redni lub
bezpo�redni � II podzia³ mejotyczny [44].

Istotn¹ rolê w przebiegu mejozy u ro�lin prawdopodobnie odgrywa te¿ gen MS5/
TMD1/POLLENLESS3 [16]. Jak dot¹d wykazano jedynie, ¿e gen MS5 TMD1/
POLLENLESS3 wykazuje pewn¹ homologiê do dwóch bia³ek: 1) SCP1 bêd¹cego
sk³adnikiem kompleksu synaptonemalnego u szczura oraz  2) regulatorowej podjednostki
kinazy zale¿nej od cyklin u Xenopus. Nie jest to homologia pe³na, jednak¿e na podstawie
czasowego i przestrzennego wzorca ekspresji genu MS5/TMD1/POLLENLESS3
sugeruje siê, ¿e bia³ko to uczestniczy w regulacji cyklu ¿yciowego mikrosporocytów A.
thaliana.

Mutacja genu MS5/TMD1/POLLENLESS3 fenotypowo ujawnia siê dopiero po
zakoñczeniu mikrosporogenezy. Powsta³e po mejozie haploidalne mikrospory
rozpoczynaj¹ kolejny podzia³, który jednak¿e nie jest poprzedzony replikacj¹ DNA. Do
jednochromatydowych, maj¹cych 1 centromer chromosomów mog¹ siê zatem przyczepiæ
w³ókna wrzeciona kariokinetycnego z obydwu biegunów komórki. W rezultacie
chromosomy s¹ nienaturalnie �rozci¹gane� i pozostaj¹ przyczepione do wrzeciona b¹d�
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s¹ przypadkowo rozdzielane do j¹der potomnych. Je¿eli dochodzi do odtworzenia j¹der
interfazowych, zawieraj¹ one ró¿ne liczby chromosomów (chromatyd). W opisanych
przypadkach dochodzi do powstania struktur z³o¿onych nawet z o�miu mikrospor [16].

Zatrzymanie cyklu komórkowego wiêkszo�ci mikrosporocytów po I podziale
mejotycznym jest efektem mutacji genu DSY10. W�ród efektów fenotypowych mutacji
tego genu opisano te¿: asynchroniczno�æ mejozy w pylnikach, rozpad biwalentów pod
koniec profazy I, nieprawid³owy rozdzia³ chromosomów podczas anafazy I. Produktem
mejozy u ro�lin z genotypem dsy10 s¹ nieliczne tetrady mikrospor o ró¿nej ilo�ci j¹der
komórkowych [14]. Jak dot¹d nie analizowano molekularnie i genetycznie mutacji dsy10.
Na podstawie cytologicznej analizy mutantów przypuszcza siê, ¿e gen DSY 10 pe³ni
istotn¹ rolê w regulacji cyklu komórkowego mikrosporocytów rzodkiewnika [14].

Wy³¹cznie mêskosterylne s¹ ro�liny A. thaliana ze zmutowanym genem ASK1
(ARABIDOPSIS SKP1-LIKE). U ro�lin tych produktem mejozy pylnikowej by³y
wielokomórkowe �poliady�, charakteryzuj¹ce siê zró¿nicowan¹ zawarto�ci¹ DNA w
komórkach [54]. Pierwsze zaburzenia cytologiczne w mikrosporocytach mutantów
ask1-1 maj¹ jednak¿e miejsce ju¿ na prze³omie leptotenu i zygotenu. W j¹drach tych
komórek m.in. stwierdzono defekty w przestrzennym zwi¹zku pomiêdzy chromosomami
homologicznymi, nie obserwowano te¿ charakterystycznej dla tego okresu wêdrówki
j¹derka na peryferia j¹dra [45]. G³ównym fenotypowym efektem mutacji ask1-1 by³y
zaburzenia w segregacji chromosomów podczas anafazy I, w³¹cznie z tym, i¿ niektóre
biwalenty w ogóle nie ulega³y rozdzia³owi. Nieprawid³owo�ci obserwowano tak¿e
podczas anafazy II, kiedy nie dochodzi³o do rozdzia³u siostrzanych chromatyd [49].
Ponadto w metafazie i anafazie I podzia³u mejotycznego stwierdzono wyd³u¿enie
wrzeciona kariokinetycznego mikrosporocytów. Efekty mutacji genu ASK1 potwierdzo-
no nie tylko w komórkach linii generatywnej. Homozygoty ask1-1, oprócz nieprawid³o-
wo�ci w budowie kwiatów, cechowa³y siê mniejszymi rozmiarami li�ci rozetkowych
oraz miêdzywiê�li, co jest wynikiem mniejszej liczby komórek w tych strukturach [53].

Molekularna analiza genu ASK1 wykaza³a, ¿e jest on homologiem ludzkiego i
dro¿d¿owego genu SKP1. Bia³ko SKP stanowi kluczowy element kompleksu ligazy
SCF typu E3, która reguluje cykl ¿yciowy komórek somatycznych poprzez ubikwitynacjê
bia³ek przeznaczonych do degradacji w proteasomach. Istotnie, bia³ko ASK1 jest
komponentem ligaz ubikwitynowych E3 typu SCF (Skp1-Cullin-F-box), które piêtnuj¹
okre�lone bia³ka do degradacji w proteasomach typu 26S [45]. Jak wiadomo, profaza
I podzia³u mejotycznego jest wypadkow¹ zdarzeñ nastêpuj¹cych po sobie w �ci�le
okre�lonej kolejno�ci i czasie. W zwi¹zku z tym sugeruje siê, ¿e bia³ko ASK1 mo¿e byæ
elementem maszynerii proteolitycznej, która reguluje zasobno�æ puli bia³ek uczestnicz¹-
cych w poszczególnych stadiach pierwszej profazy mejotycznej. U rzodkiewnika
ekspresjê konstruktu GFP-ASK1 obserwowano podczas ca³ej profazy I podzia³u mejo-
tycznego, aczkolwiek najwy¿szy jego poziom widoczny by³ w okresie od leptotenu do
pachytenu. Wyniki te potwierdzaj¹ obserwacje mikrosporocytów ro�lin o genotypie
ask1-1, w których pierwsze fenotypowe efekty mutacji genu ASK1 widoczne by³y
w³a�nie w tym okresie profazy I. Jest to okres koniugacji i rekombinacji chromosomów
homologicznych. Wydaje siê zatem, ¿e bia³ko ASK1 jest szczególnie zaanga¿owane w
prawid³owy przebieg procesu rekombinacji podczas mikrosporogenezy [45]. Bior¹c
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pod uwagê mnogo�æ bia³ek uczestnicz¹cych w crossing-over zak³ada siê, i¿ w
mikrosporocytach istnieje precyzyjny mechanizm odpowiedzialny za degradacjê cz¹ste-
czek uczestnicz¹cych w jednym z etapów rekombinacji, aby umo¿liwiæ dzia³anie bia³ek
zaanga¿owanych w kolejny etap tego procesu.

W genomie A. thaliana zidentyfikowano jak dot¹d 21 genów ASK, przy czym
najlepiej poznano opisany powy¿ej gen ASK1. Ostatnie badania Zhao i wsp. [54]
wykaza³y, ¿e bia³ko, kodowane przez inny gen z rodziny ASK - ASK2, wykazuje ponad
75% homologii do ASK1 i podobnie jak ono asocjuje z cz¹steczkami uczestnicz¹cymi
w procesach proteolitycznej degradacji bia³ek. Wzór ekspresji genów ASK1 i ASK2
jest zasadniczo podobny, aczkolwiek ekspresja genu ASK2 ma nieco ni¿szy poziom
ani¿eli genu ASK1 [54]. Defekty w procesie rekombinacji u mutantów ask1 wskazuj¹,
¿e poziom ekspresji genu ASK2 jest zbyt niski, aby zniwelowaæ efekty tej mutacji, lub
te¿ bia³ko ASK2 ma inne funkcje ani¿eli ASK1. Zhao i wsp. [54] wykazali, ¿e
rzeczywi�cie podwy¿szenie poziomu ekspresji genu ASK2 tylko czê�ciowo znosi efekty
mutacji genu ASK1 podczas mejozy pylnikowej. W zwi¹zku z tym autorzy sugeruj¹, ¿e
bia³ko ASK2 pe³ni nieco odmienn¹ rolê ani¿eli bia³ko ASK1 i nie jest zdolne do jego
zast¹pienia podczas mejozy pylnikowej u Arabidopsis.

ZAKOÑCZENIE

Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju ¿ycia na Ziemi. Wiele
aspektów tego wyj¹tkowego podzia³u komórek jest wspólnych i silnie konserwatywnych
ewolucyjnie w �wiecie ¿ywym, niezale¿nie od pozycji systematycznej organizmów.
Intensywny rozwój metod biologii molekularnej oraz powszechne zastosowanie technik
uzyskiwania mutantów owocuj¹ identyfikacj¹ licznych genów kontroluj¹cych z³o¿on¹
sieæ procesów zwi¹zanych z podzia³em mejotycznym. Modelowe organizmy wykorzysty-
wane w badaniach mejozy, a zw³aszcza procesu rekombinacji genetycznej, to przede
wszystkim dro¿d¿e, Caenorhabditis elegans oraz rzodkiewnik pospolity. Dziêki wspo-
mnianej ju¿ konserwatywno�ci ewolucyjnej molekularnych mechanizmów podzia³u mejo-
tycznego, mo¿liwe sta³o siê identyfikowanie i ustalanie stopnia homologii licznych genów
mejotycznych. Jednoczesna analiza cytologiczna uzyskanych mutantów w ogromnym
stopniu przyczynia siê do precyzyjnego ustalenia wp³ywu mutacji na ca³y organizm, a
dziêki temu pozwala na ustalenie potencjalnej funkcji genu. Badania genetycznego
pod³o¿a mejozy ro�linnej z pewno�ci¹ przyczyni¹ siê równie¿ do poszerzenia informacji
na temat molekularnej kontroli procesu wytwarzania gamet, nie tylko u ro�lin.
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