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KINETOCHOR DYFUZYJNY

WSTEP

Kinetochor stat sie w ostatnich latach przed-
miotem intensywnych badan. Wynika to zwaz-
nej roli jakg odgrywa w cyklu komorkowym.
Poniewaz wiekszos¢ badan jest przeprowadza-
nych na zlokalizowanych kinetochorach ssa-
koéw, kinetochor niezlokalizowany jest poznany
W znacznie mniejszym stopniu. Jego pochodze-
nie, struktura, wystepowanie stanowia wcigz
otwarty problem.

Kinetochor jest wyspecjalizowang struktu-
ra, odpowiedzialng za przytaczanie mikrotubul
wrzeciona podziatowego do chromosomu. Jest
takze zwigzany z molekularnym mechanizmem
ruchu chromosoméw w trakcie podziatu ko-
morki (Bajer | Mole-Bajer 1972, Brinkley i
WSpél'aUt. 1989, Rieder 1982, 1990, Mitchison
1990). Terminy centromer i kinetochor byty
pierwotnie uzywane jako synonimy, co wynika-
to ze Scistego powigzania strukturalnego i fun-
kcjonalnego. Murray i Szostak (1985) zapro-
ponowali, aby termin centromer oznaczat nic¢
DNA, natomiast kinetochor —biatkowe kompo-
nenty zasocjowane z centromerowym DNA.
Skiad biochemiczny oraz molekularna organi-
zacja kinetochoru sg dopiero poznawane. Duze
znaczenie miato odkrycie przeciwciat antykine-
tochorowych w surowicy ludzi chorych na skle-
roderme odmiany CREST (Moroi i wspétaut.
1980). Pozwolito to na poznanie rodziny biatek
wystepujacych w obszarze centromeréw (CENP
centromere proteins), ktérych masa molekular-
na waha sie od 14 do 140 kDa (Brinkley i
wspétaut. 1989). Biatka te dos¢ dobrze opisano
(Kingwell i Rattner 1987, Witt 1994) Jednak
doktadne potozenie poszczegllnych biatek w
obrebie regionu centromer-kinetochor, a co za
tym idzie ich funkcje, sg zbadane dopiero w
niewielkim stopniu. Badania Earnshawa i Mi-
geona (1985) oraz Earnshawa i wspotpracowni-
kéw (1989) dotyczgce lokalizacji CENP-B i

CENP-C dowiodly, ze CENP-C jest specyficzne
dla kinetochoru, a CENP-B wydaje sie by¢ zwig-
zane z obszarem centromerowym. Dalsze bada-
nia dowiodty, ze CENP-B wigze sie bezposrednio
z fragmentem sekwencji alfoidalnych, ktéry na-
zwano CENP-B box (witt 1994). Kompleks ki-
netochor-centromer zostat przebadany z zasto-
sowaniem przeciwciat antykinetochorowych w
chromosomach cztowieka, kilku gatunkéw ssa-
kéw (zinkowski | wspétaut. 1991) oraz jednego
gatunku roslinnego Haemanthus katherinae
Bak. (Mot1e-Bajer i wspblaut. 1990). Wystepo-
wanie bialek rozpoznawalnych przez te same
przeciwciata w obszarze kinetochoréw odle-
gtych filogenetycznie organizméw wskazuje na
wysoki konserwatyzm biatek tego regionu w
trakcie ewoluciji.

Wiekszos¢ organizméw posiada kinetochor
zlokalizowany, mieszczacy sie w jednym miej-
scu chromosomu, to jest na powierzchni cen-
tromeru czyli przewezenia pierwotnego. Wiel-
kos¢ kinetochoru zlokalizowanego jest skorelo-
wana z wielkoscig centromeru, ktéry nie jest
strukturg o statej masie i rozmiarze. Objetos¢
centromeru jest zmienna i $cisle zalezy od ob-
jetosci i masy chromosomu, do ktérego nalezy
(Bennett i wspotaut. 1981). Kinetochor zlokali-
zowany przyjmuje réozne formy strukturalne w
zaleznosci od organizmu. U ssakow, niektorych
glonéw, owadow, pierwotniakdéw wystepuje w
postaci pojedynczego lub wielowarstwowego
dysku. Wiekszos¢ przebadanych roslin wy-
zszych (np. Haemanthus, Lillum, Allium) posia-
da kinetochor okres$lanyjako typ ,bali and cup”
bedacy kulg niezdefiniowanego materiatu za-
gtebiong w gestszej elektronowo chromatynie.
Kinetochor, bez wyraznej struktury, trudny do
odréznienia od chromatyny, do ktérego przyta-
cza sie zazwyczaj jedna mikrotubula, wystepuje
u niektérych owadéw i grzybéw, na przykiad
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drozdzy (Rieder 1982, Brinkiey i wspoéfaut.
1989). U nielicznych przedstawicieli Swiata
zwierzecego i roslinnego chromosomy nie posia-
dajg przewezenia pierwotnego, a mikrotubule
przytaczaja sie w réznych, licznych miejscach
chromosomu. W konsekwencji chromatydy w
trakcie ruchu dobiegunowego przesuwajg sie
rownolegle wzgledem siebie (rye. 1). Taki typ
kinetochoru zostat nazwany dyfuzyjnym (syn.

WYSTEPOWANIE CHROMOSOMOW

Kinetochor niezlokalizowany zostat opisany
zaréwno u zwierzat, jak i roslin. Stwierdzano
jego obecnos¢ w chromosomach niektérych ro-
bakéw Obl'yCh (Albertson iThomson 1982, Go-
day 1 wspoOtaut. 1992), owaddw z rzedéw Hemi-
ptera (Schrader 1935, Comings | Okada 1972,
Rieder | WSpél'aUt. 1990, GonzAlez-Garcia |
wspotaut. 1996), Lepidoptera (Murakami i Imai
1974, Mmaeki 1981) i Trichoptera (cyt. wg W hi-
te'a 1978). W Swiecie roslin kinetochor nie-
zlokalizowany zostat stwierdzony zaréwno u ro-
slin nizszych, na przyktad u Spirogyra (Mughai
i Godwarda 1973), niektorych rodzajow Desmi-
diaceae (King 1960), jak i u roslin kwiatowych.
Wsréd roslin jednolisciennych chromosomy
holokinetyczne znajdowano u przedstawicieli
rodzin Cyperaceae (Hakansson 1954, 1958,
Love iwspotaut. 1957, Braseiton 1971), Jun-
caceae (Nordenskiold 1962, Braselton 1971,
1981, Bokhari | Godward 1980) oraz Liliaceae
(Tanaka iTanaka 1977, 1979, 1980), zas uroslin
dwulisciennych zostaty opisane u Myristicace-
ae (Frach 1966) i Cuscutaceae (Pazy i Plitmann
1991, 1994). Sugerowano wystepowanie Kine-
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rozproszony) (Schrader 1935), niezlokalizowa-
nym, a chromosomy holokinetycznymi. w wy-
niku takiego uksztattowania kinetochoru, frag-
menty chromosoméw powstate w wyniku
napromieniowania jonizujgcego przytaczaja sie
do widkien wrzeciona i normalnie kontynuujg
ruch podczas anafazy (Hakansson 1954, 1958,
Bauer 1967, Murakami i Imaj 1974, Tanaka i
Tanaka 1977, Pazy i Plitmann 1994)

Rye. 1. Schemat przedstawiajacy
holokinetyczny ruch chromoso-
mow.

KINETOCHOREM ROZPROSZONYM

tochoru dyfuzyjnego u Musaceae i Zingibera-
ceae (cyt. wg Love i wspOtaut. 1957), u owadow
w rzedzie Odonata oraz u pajeczakéw z rzedéw
Scorpionidea i Acarina (Lima-de-Faria 1949),
jednak informacje te nie zostaly udokumen-
towane. Pierwsze obserwacje nad chromosoma-
mi holokinetycznymi byty prowadzone w mikro-
skopie Swietlnym w chromosomach mitotycz-
nych i mejotycznych. W latach 70-tych zaczeto
analizowac strukture kinetochoru niezlokalizo-
wanego w mikroskopie elektronowym. Do ba-
dan tych nalezag miedzy innnymi obserwacje
kinetochoru Luzula purpurea i Cyperus alterni-
Jolius (Brasetton 1971), Oncopeltus fasciatus
(Comings | Okada 1972), Spirogyra majuscula
(Mughat | Godward 1973), Bombyx mori i B.
mandarina (Murakami i Imai 1974), Luzula nivea
i Godwarda 1980), Luzula echinata
(Braselton 1981), Eumeta Variegata (M aeki
1981), Caenorhabditis elegans (Aibertson |
1982), Agallia constricta (Rieder i
wspétaut. 1990), Parascaris equorum (Goday i
wspotaut. 1992).

(Bokhari

Thomson

CHROMOSOMY POLICENTRYCZNE VERSUS HOLOCENTRYCZNE

Na podstawie obserwacji ultrastruktury Ki-
netochoru rozproszonego w mikroskopie ele-
ktronowym wyro6zniono dwa jego typy. RAznice
dotycza rozpietosci materiatu kinetochorowego
wzdtuz chromosomu. Chromosomy z kineto-

chorem réwnomiernie rozmieszczonym na calej
lub prawie catej jego dtugosci nazwano holocen-
trycznymi (syn. holokinetyczny). W chromoso-
mie z Kinetochorem policentrycznym materiat
kinetochorowy wystepuje w postaci kilku lub
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kilkunastu odrebnych pakietéw rozmieszczo-
nych najego powierzchni (Lima-de-Faria 1949.)

Morfologia kinetochoru niezlokalizowanego
jest réznorodna. Zazwyczaj kinetochor rozpro-
szony przyjmuje posta¢ materiatu fibrylarnego
rozciggnietego w formie preta wzdtuz chromo-
somu, ktéry jest mniej elektronowo gesty niz
chromatyna. U Luzulapurpurea, L. echinatai L.
nivea dobrze widoczny materiat kinetochorowy
wydaje sie by¢ umiejscowiony we wgtebieniach
Chromatyny (Braselton 1971, 1981, Bokhari i
Godward 1980). W przypadku Cyperus alterni-
folius materiat kinetochorowy jest trudny do
zaobserwowania (Brasetton 1971).

Morfologia kinetochoru dyfuzyjnego w chro-
mosomach mitotycznych i mejotycznych moze
by¢ taka sama (Braseilton 1971, 1981) lub
odmienna. Chromosomy mitotyczne Oncopel-
tus fasciatus posiadajg kinetochor o odrebnej
strukturze, w postaci pasma materiatu fibrylar-
nego. Natomiast podczas mejozy kinetochorjest
niewidoczny, a mikrotubule wnikajg wprost do
chromatyny (Comings | Okada 1972)

Kinetochor Caenorhabditis elegans (aiber-
tson | Thomson 1982) i Graphosoma italicum
(Gonzalez-Garcia I WSpél’aUt. 1996) Wykazuje
strukture tréjwarstwowg, przypominajaca Ki-
netochor ssakéw, jednak warstwy te sg rozciag-
niete wzdtuz chromosomu.

Chromosomy policentryczne jako niestabil-
ne sg eliminowane w warunkach naturalnych,
natomiast chromosomy z kinetochorem dyfu-
zyjnym osiggaja normalng bipolarng orientacje
podczas podziatbw. Znane sa przypadki, Kiedy
w chromosomach policentrycznych jeden kine-
tochorjest funkcjonalny, podczas gdy pozostate
kinetochory traca zdolnosci kinetyczne. Suge-
rowat t0 Vaarama (1954) w swojej hipotezie
ewolucji kinetochoru. Takie zjawiska obserwuje
sie takze w chromosomach policentrycznych
powstatych na drodze mutacji strukturalnych
w kulturach in vitro (Joachimiak i wspoélaut.
1993, 1995). Jednak w przypadku chromoso-
moéw z kinetochorem niezlokalizowanym sg ob-
serwowane mikrotubule wrzeciona przytaczone
w kilku miejscach chromosomu, co wskazywa-
toby, ze wiecej nizjeden kinetochorjest funkcjo-
nalny. W zwigzku z tym istnieje watpliwos¢, czy
rzeczywiscie takie chromosomy istnieja, czy ra-
czej sg to chromosomy holokinetyczne.

Chromosomy Luzula purpurea i Cyperus al-
ternfolius zostatly uznane za policentryczne na
podstawie stwierdzenia, ze region kinetochoro-
wy na kolejnych skrawkach w mikroskopie ele-
ktronowym skiada sie z kilku odrebnych pa-
kietéw substancji fibrylarnej (B raseirton 1971).
U Cyperus alternifolius granice poszczeg6lnych
obszaréw kinetochorowych zlewaja sie, ponie-
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waz kinetochor stabo sie wybarwia. Jednakze
istniejg trudnosci zwigzane z interpretacjq to-
pografii chromosoméw na kolejnych skra-
wkach. Chromosomy majg tendencje do zlepia-
nia sie, nawet do tworzenia jednolitej masy.
Woéwczas moga by¢ widoczne jako chromosomy
policentryczne, podczas gdy faktycznie sg to
zlepione ze soba pojedyncze chromosomy po-
siadajgce kinetochor dyfuzyjny ciggnacy sie
prawie przez catg dtugos¢ chromosomow (Bok-
hari | Godward 1980). ROwniez policentrycz-
nos¢ przypisywana chromosomom Spirogyra
wydaje sie by¢ niepewna, bowiem dotyczy ona
tylko jednego z dtugich chromosomoéw, w kto-
rym sa obserwowane dwa miejsca przyczepu
mikrotubul, podczas gdy pozostate chromoso-
my maja jeden zlokalizowany kinetochor (Mug-
hal i Godward 1973)

W przypadku Agallia constricta mozna moé-
wi¢ o policentrycznosci chromatyny metafazo-
wej i anafazowej nie za$ w odniesieniu do po-
szczegblnych chromosoméw (Rieder i Wspot-
aut. 1990). Policentryczna chromatyna i jej
holokinetyczny ruch anafazowy jest jedynie
skutkiem agregacji lub kohezji matych, licznych
prometafazowych chromosomoéw, z ktorych
kazdy zawiera pojedynczy, dyfuzyjny Kineto-
chor. Powstawanie potgczenn miato miejsce w
trakcie formowania sie ptytki metafazowej. Au-
torzy dowiedli, ze kohezja chromosomoéw nie
wynikata w tym przypadku z utrwalania gluta-
raldehydem, jak sugerowali Bokhari i Godward
(1980). Z tego wynika, ze holokinetyczne chro-
mosomy wykazujg naturalng lepkos¢, ktéra
wptywa na zlepianie sie ich ze sobg oraz na
wystepowanie licznych mostow anafazowych
widocznych w przypadku Agallia constricta
(Rieder I wspélaut. 1990).

Ws$rod Hemiptera réwniez chromosomy
Dysdercus intermedius zostaly opisane jako
policentryczne. Jednak z dalszych badan w mi-
kroskopie elektronowym wynika, ze poszczegol-
ne chromosomy #3czg sie ze sobg we wczesnej
metafazie, a nastepnie rozchodza sie rownolegle
wzgledem siebie jak duze policentryczne chro-
mosomy. W przeciwienstwie jednak do Agallia
constricta, chromosomy posiadajg wyraznie zlo-
kalizowane kinetochory w formie warstwowej
plytkl (Ruthmann i Permantier 1973)

Chromosomy Parascaris univalens do nie-
dawna byty podawane jako klasyczny przyktad
chromosoméw policentrycznych. Obiekt ten
okazat sie bardzo interesujacy ze wzgledu na
wystepowanie réznych stadiéw kinetochoru w
réznych typach komorek (Goday i wspotaut.
1992). Stwierdzono obecnos¢ czterech typow
organizacji kinetochoréw. W komdrkach linii
generatywnej sg obecne dwa chromosomy mi-
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totyczne, ktére sg typowymi chromosomami
holokinetycznymi z kinetochorem ciggngcym
sie przez calg eu- i heterochromatyne. Ale juz
podczas mejozy aktywnos¢ Kkinetyczna jest
ograniczona do heterochromatynowych kran-
céw chromosomow, a kinetochor nie ma wyod-
rebnionej struktury. Mikrotubule sg przymoco-
wane bezposrednio do chromatyny. We wczes-
nych stadiach rozwoju zarodka kinetochor roz-
cigga sie tylko wzdtuz euchromatyny. W dal-
szych podziatach komoérek zarodka heterochro-
matyna ulega eliminacji, towarzyszy temu roz-
pad chromosomu na wiele fragmentéw (okoto
60), z ktorych kazdy posiada pojedynczy kine-
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tochor dyfuzyjny w formie plytki. Tak wiec u
Parascaris ma miejsce swoista regulacja orga-
nizacji kinetochoru dotyczaca jego lokalizacji,
rozmiardw oraz struktury. Proces tenjest zwig-
zany z ubytkiem heterochromatyny; mecha-
nizm tej eliminacji nie jest znany.

Z wyzej przedstawionego przegladu organi-
zmow, u ktoérych podawano wystepowanie chro-
mosomow policentrycznych wynika, ze w Swiet-
le nowych danych, uzyskanych przy zastosowa-
niu nowoczesnych technik badawczych, chro-
mosomy te faktycznie reprezentuja typ chromo-
soméw z kinetochorem rozproszonym.

CHROMOSOMY HOLOKINETYCZNE A PRZEBIEG MEJOZY

Kinetochory chromatyd siostrzanych w
pierwszej anafazie normalnej mejozy sg ze sobag
Scisle zwigzane i funkcjonujajako jedna catosé.
W przypadku organizmoéw z kinetochorem dy-
fuzyjnym czesto dochodzi do przedwczesnego
rozdziatu chromatyd, w wyniku czego biwalent
jest widoczny w postaci czterech niezaleznych
chromatyd potaczonych ze sobg telomerami
(Brown 1954, Nordenskiotd 1962, Flach 1966,
Tanaka | Tanaka 1980, Braselton 1981, Pazy i
1991). Taka odrebnos¢ chromatyd
siostrzanych potwierdza rekonstrukcja kolej-
nych skrawkoéw biwalentu Luzula echinata
wskazujgaca na wystepowanie niezaleznych ob-
szaréw kinetochorowych na kazdej chromaty-
dzie (Braselton 1981)

W normalnej mejozie podziat redukcyjny,
rozumiany jako rozdziat chromosoméw homo-
logicznych, poprzedza podziat wyréwnujacy, w
ktéorym nastepuje segregacja chromatyd sio-
strzanych (ryc. 2a). Mejoze taka okreslono jako
preredukcyjna, poniewaz redukcja zachodzi w
pierwszej kolejnosci (Battagtia | Boyes 1955).
U organizméw z kinetochorem dyfuzyjnym
zaobserwowano, ze kolejno$¢ podziatow w me-
jozie jest odwrécona (Hughes-Schrader 1955,
Nordenskiold 1962, Strandhede 1965) W ta-
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kiej mejozie chromosomy siostrzane segreguja
w podziale pierwszym, a redukcja ma miejsce w
drugim podziale mejotycznym (ryc. 2b). Postre-
dukcja wynika z autoorientacji chromosomow
w metafazie I, czyli takiego utozenia biwalentéw,
w ktérym ich dhluga o$ jest prostopadta do osi
wrzeciona. W takim przypadku chiazmy nie
zanikaja w podziale pierwszym, ale utrzymujg
sie do metafazy Il. Chiazmy takie zostaty nazwa-
Ne przez Nordenskistd (1962) chiazmami reli-
ktowymi.

Chociaz postredukcjajest Scisle zwigzana z
wystepowaniem kinetochoru niezlokalizowane-
go, tojednak nie odnosi sie ona do wszystkich
organizmow z takim typem Kkinetochoru. Nor-
malna mejoza ma miejsce miedzy innymi u
dwdch gatunkéw jedwabnikéw (Murakami iImai
1974) oraz dwéch gatunkéw Chionographis (Ta-
naka | Tanaka 1980). WSrod Homoptera czesc
przebadanych gatunkéw podtypu Sternorrhyn-
cha wykazuje postredukcje (Hetenius 1952),
podczas gdy u Auchenorrhyncha jest po-
wszechna preredukcja (Hai1kka 1959). Zaréwno
u Hemiptera, jak i u Lepidoptera sa znane
przypadki, kiedy mejoza przebiega odmiennie u
osobnika meskiego i zenskiego. W oogenezie
mejoza moze by¢ postredukcyjna, a w sper-

Ryc. 2. Utozenie chroma-
tyd w pierwszym podziale
mejotycznym, a) normal-
na mejoza — podziat re-
dukcyjny, b)
postredukcyjna — po-
dziat wyréwnujacy. Jed-
nakowym

mejoza

kolorem
zaznaczono chromatydy
siostrzane.
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matogenezie preredukcyjna (Suomatainen
1953, Suomalainen I Halkka 1963) Roéwnie do-
brze u osobnikéw meskich moze zachodzi¢ me-
joza odwrécona (Hughes-Schrader 1955). Oba
rodzaje mejozy mogg byC¢ rowniez reprezen-
towane w jednej komérce. WsSréd przebadanych
Hemiptera roznice dotyczg autosomow i chro-

ZMIANY W

W grupie organizmow z chromosomami
holokinetycznymi mozna by sie spodziewac, ze
specjacja oraz ewolucja kariotypu bedzie prze-
biega¢ odmiennie. Oprdcz normalnych poliploi-
déw i aneuploidow jest mozliwe bowiem wyste-
powanie agmatoploidow bedacych skutkiem
fragmentacji pojedynczych chromosomoéw holo-
kinetycznych oraz agmatopoliploidéw, powsta-
jacych w wyniku fragmentacji catych genoméw
(Cyt. WQ Grant 1981, Greilthuber 1995) W
konsekwencji tego powinna mie¢ miejsce zna-
cznie wieksza réznorodnos¢ w liczbie chromo-
somow niz w przypadku organizméw z chromo-
somami monocentrycznymi. Wzrost liczby
chromosoméw w wyniku fragmentacji pocigga
za soba zmniejszenie sie ich dhugosci (Nor-
denskiold 1949, 1951, Michalska 1953).

W przypadku Hemiptera nie stwierdzono
gatunkéw o liczbie chromosomoéw wyzszej od
n=25. Réznice kariotypéw pomiedzy spokrew-
nionymi gatunkami wydaja sie by¢ podobne do
tych, stwierdzonych w grupach owadoéw z chro-
mosomami monocentrycznymi (Cyt. Wg W hite’a
1978).

Lepidoptera obejmuje organizmy o liczbie
chromosomoéw od n=7 do n=223. Fragmentacja
chromosomow wydaje sie by¢ powszechna w
rodzinie Lycaenidae. Kariotyp rodzaju Lysan-
dra zawiera okoto trzech chromosomoéw duzo
wiekszych od pozostatych, ktére sa reprezen-
towane tylko raz nawet u gatunkéw z najwie-
kszag liczbg chromosoméw. Taka sytuacja nie
zdarza sie w przypadku prawdziwych poliploi-
doéw. Sugeruje sie, ze wieksze chromosomy mo-
ga by¢é chromosomami pici i jako jedyne nie
podlegajg fragmentacji (cyt. wg w hite 1978).
Odwrotny stosunek diugosci chromosomoéw do
ich liczby u niektérych spokrewnionych Lepi-
doptera zauwazyt takze Suomatainen (1953).

Proces fragmentacji chromosoméw w przy-
padku trzech gatunkéw Desmidiaceae zostat
zasugerowany przez Kinga (1960).

Wsréd Cyperaceae dobrze poznany zostat
rodzaj Carex. Liczba chromosoméw u przedsta-
wicieli tego rodzaju waha sie od 2n=12 do
2n=112. Typowe dla rodzaju Carex jest wyste-
powanie licznych aneuploidalnych liczb chro-
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mosomow p*Cl (Schrader 1935, Hetenius 1952,
Ueshima 1963). Mejoza postredukcyjna byta ob-
serwowanaw przypadku chromosoméw zmuto-
wanych pod wpltywem promieniowania, a takze
triwalentu mieszarnica Bombyx morix B. manda-
rina (Murakami i Imai 1974)

KARIOTYPIE

mosomoéw. Gatunki z wiekszg liczbg chromoso-
moéw majg zwykle wiecej krétszych chromoso-
moéw niz gatunki z mniejsza liczbg chromoso-
mow. Analiza kariotypow wskazuje, ze podsta-
wowag liczbg dla tego rodzaju jest x=5. Gatunki
o innej liczbie chromosomoéw powstaty gtéwnie
w procesie agmatoploidalnosci (Love i wsp6t-
aut. 1957).

Rodzaj Luzula nalezacy do rodziny Junca-
ceae charakteryzuje sie powszechnie wystepu-
jaca agmatopoliploidalnoscig oraz w niewielkim
stopniu agmatoploidalnoscia. Liczba chromo-
somow waha sie od 2n=6 (Luzula purpurea) do
2n=66 i 72 (Luzulapilosa) (cyt. wg Grant 1981).
Podczas mejozy u mieszaricow miedzygatunko-
wych o réznym stopniu ploidalnosci (Luzula
campestris 2n=12 x Luzula sudetica 2n=48)
duze chromosomy koniuguja z kilkoma mniej-
szymi chromosomami, co sugeruje, ze proce-
sem odpowiedzialnym za zwiekszanie stopnia
poliploidalno$ci byta fragmentacja chromoso-
MOW (Nordenskiotd 1961). W obrebie rodzaju
wystepujg takze normalne poliploidy (Nor-
denskiold 1951, JarolimovA I Kirscliner 1995,
Kirschner 1995). Jednym z nich jest tetraploid
Luzula multiflora (2n=24) wystepujacy na tere-
nie Irlandii. Poréwnawcza analiza morfologiczna,
kariologiczna, analiza izozymoéw i allozymoéw, jak
rowniez obserwacje nad przebiegiem mejozy u
sztucznego mieszanica potwierdzity allopoliploi-
dalne pochodzenie Luzula multiflora z udziatem
Luzulapallidulai Luzula campestrisjako gatun-
kéw rodzicielskich (JarotimovA i
1995, Kirschner 1995)

Zwiazek agmatoploidalnosci i ewolucji nie
jestjasny. Jedynie z badan cytologicznych nad
hiszpanskimi populacjami Carex laevigata
(2n=72) moznawnioskowac o adaptacyjnej war-
tosci agmatoploidaloSci (Luceno i Castroviejo
1991). Liczba chromosoméw tego gatunku wa-
ha sie od 2n=69 do 2n=80. Analiza kariotypow
wskazuje, ze powstaty one w wyniku fragmen-
tacji i fuzji poszczegélnych chromosoméw. Roz-
mieszczenie poszczegbélnych cytotypow jest
zwigzane z szerokoscig geograficzng; im dalej
na potudnie tym bardziej nasila sie fragmenta-
cja chromosomdéw i przewazajg agmatoploidy.

Kirschner
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EWOLUCJA KINETOCHORU

Ewolucja kinetochoru mogta przebiega¢ w
dwoch kierunkach: (i) z chromosomow holo-
kinetycznych wyodrebnily sie chromosomy
monocentiyczne, (ii) proces przebiegat odwrot-
nie — z chromosoméw monokinetycznych po-
wstaty chromosomy holokinetyczne. Zwolenni-
cy pierwszej teorii twierdzg, ze chromosomy
monokinetyczne stanowia konricowag forme w
stopniowym przeksztatcaniu sie prymitywnego
chromosomu holokinetycznego. Swiadczy o
tym wystepowanie szeregu form posrednich
oraz szerokie rozpowszechnienie w przyrodzie
chromosomoéw monokinetycznych.

Hipoteza vaaramy (1954) jest oparta na za-
tozeniu, ze pierwotnie mate holokinetyczne
chromosomy miaty tendencje do tgczenia sie w
dtuzsze jednostki oraz ze kinetyczna aktywnosé
ulegata stopniowej koncentracji w telomerach.
W wyniku tego procesu powstaty chromosomy
holokinetyczne, ktére w pewnych warunkach
wykazywaly wzmocnienie aktywnosci kinetycz-
nej w telomerach (np. u niektérych gatunkoéw
czerwcow z rodzajow Steatococcus i Tamalia, u
skorpionéw oraz u Luzula purpurea) (cyt. wg
Vaarama 1954). Koncentracja aktywnosci kine-
tycznej w koricowych segmentach miata spowo-
dowac zanikniecie lub sttumienie aktywnosci
kinetycznej w centralnej czesci chromosomu.
Dalszg konsekwencja lokalizacji kinetochoru sg
chromosomy z kinetochorem potzlokalizowa-
nym, ktére w mitozie zachowujg sie jak mono-
centryki, a w mejozie ujawnia sie aktywnos¢
pierwotnych elementéw kinetycznych. Taki typ
wykazuja chromosomy mchu Pleurozium schre-
beri, obiekt badan vaaramy (1954). Forma po-
Srednig sg takze chromosomy o aktywnosci
neocentrycznej, u ktérych pomimo obecnosci
centromeru, aktywnos¢ kinetyczna objawia sie
w telomerach. W przypadku monocentrycznego
chromosomu istnieje jeden funkcjonujacy cen-
tromer, ktéry zdominowat inne elementy kine-
tyczne poprzez sttumienie ich aktywnosci. Jo-
nes (1978) zgadza sie z powyzsza hipoteza,
wskazujagc na prymitywnos¢ chromosomow
holokinetycznych wynikajgca z braku specjali-
zacji funkcji kinetochorowej oraz na podobien-
stwa w zachowaniu sie centromeréw i telome-
row wskazujgce na ich wspoélne pochodzenie.

Sybenga (1981) za podstawe swoich rozwa-
zan przyjat zachowanie sie chromosomow pod-
czas mejozy. Wyréznione przez niego typy prze-
biegu mejozy stanowig kolejne stopnie w spe-
cjalizacji aktywnosci kinetycznej. Do pierwsze-
go typu zaliczyt stosunkowo diugie chromoso-

my catkowicie holokinetyczne zaréwno w mito-
zie, jak i w mejozie. Mejoza jest postredukcyjna
[Luzula purpurea). Drugi typ dotyczy stosunko-
wo matych chromosomoéw wiekszosci czerwcéw
i kilku gatunkow Luzula. Aktywnos¢ kinetyczna
wykazuje specjalizacje na koncach chromoso-
mowych, a oprécz postredukcji jest mozliwa
takze preredukcja. Trzeci typ charakterystycz-
ny jest dla Auchenorrhyncha oraz dla niekto-
rych Lepidoptera majgcych mate lub Srednigj
wielkosci chromosomy (Sybenga 1981). Aktyw-
no$¢ kinetyczna jest zalezna od lokalizacji
chiazm i ograniczona do matego odcinka chro-
mosomu. Przebieg mejozy jest inny u osobni-
kéw zenskich i meskich. U osobnikéw zeriskich
ma miejsce postredukcja, u osobnikéw meskich
preredukcja z wyjatkiem multiwalentéw oraz
uniwalentdéw. Czwarty typ najbardziej wyspe-
cjalizowany odnosi sie do chromosoméw mono-
kinetycznych.

Sybenga (1981) sadzi, ze ogniwo posrednie
pomiedzy chromosomami monokinetycznymi a
holokinetycznymi stanowig chromosomy holo-
kinetyczne, ktdre sg funkcjonalnie monokine-
tyczne przynajmniej wjednym z podziatéw. Ta-
kie chromosomy majq chiazmy zlokalizowane
najednym koncu a kinetochor na drugim. By¢
moze przez liniowe powtdrzenia odpowiednich
sekwencji DNA nastgpito wzmocnienie Kinety-
cznej aktywnosci w danym punkcie. Dlatego
prymitywne chromosomy monokinetyczne
przypuszczalnie byty akrocentrykami z centry-
czng heterochromatyng oraz dystalng lokaliza-
cja chiazmy. Skoro monokinetyczne chromoso-
my pochodzg od holokinetycznych, to aktyw-
nos¢ kinetycznaw réznych rejonach chromoso-
mu powinna objawi¢ sie u nich okazjonalnie.
Takim kierunkiem atawistycznym jest aktyw-
nos¢ neocentiyczna obserwowana gidwnie w
mejozie U ryZU (Prakken | Muntzing 1942) i
kukurydzy (cyt. wg Sybenga 1981). W klasyfi-
kacji centromeréw pojawia sie nawet termin
neocentromer na okreslenie wyzej opisanej
organizacji aktywnosci Kkinetycznej (Schuiz-
-Schaeffer 1980). Lokalizacja chiazm towarzy-
szgca lokalizacji aktywnosci kinetycznej prowa-
dzita do ograniczenia rekombinacji.

Odmienne zdanie na temat ewolucji kineto-
choru ma Bauer (1967), w opinii ktérego chro-
mosomy holokinetyczne sa bardziej zaawanso-
wane ewolucyjnie, bowiem skutki mutacji stru-
kturalnych tego typu chromosoméw (np. fuzji,
translokacji) nie sg eliminowane. Swoje wnioski



Kinetochor dyfuzyjny

wysungt na podstawie badan nad aktywnoscig
kinetyczng chromosoméw Lepidoptera.
Greithuber (1995) z kolei twierdzi, ze nie
nalezy mowic¢ o stadiach posrednich w rozwoju
centromeru rozproszonego. Aktywnos¢ neocen-
tryczna opisywana u kukurydzy i iyzu jest we-
dtug niego jedynie dowodem na to, ze sekwencje
centromerowe moga wystepowaé poza wiasci-
wym centromerem bez wprowadzania zaktécen
do procesu mitozy i mejozy. Zdaniem Greithu-
bera (1995) kinetochor dyfuzyjny nalezy uznac¢
za ceche zaawansowang wsréd roslin kwiato-
wych, bowiem nie ma potwierdzonych dowodéw
na jego wystepowanie u glonéw, mszakéw, pa-
proci czy roslin nagonasiennych. Wsrdd roslin
kwiatowych prawdopodobnie pojawit sie kilka
razy, niezaleznie jako paralelizm. Dlatego uznat
niezlokalizowany kinetochor w potaczeniu z od-

PODJEDNOSTKOWY MODEL

Wielkim krokiem w zrozumieniu zagadnien
zwigzanych ze strukturg kinetochoru zaréwno
zlokalizowanego, jak i rozproszonego byto opra-
cowanie modelu organizacji kompleksu centro-
mer-kinetochor (zinkowski | wspétaut. 1991).
Nowe techniki: indukowane kofeing odtgczanie
niezreplikowanych kinetochoréw oraz hipotoni-
czne rozcigganie kinetochoréw w potgczeniu z
analizg mikroskopowa, zastosowanie przeciw-
ciat CREST antytubutinowych i antydyneino-
wych oraz hybrydyzacja in situ syntetycznych
sekwencji centromerowych pozwolity na opra-
cowanie uniwersalnego modelu, ttumaczacego
strukturalng i ewolucyjng zmiennos$¢ kineto-
choru oraz jego zwigzek z centromerem. Na
przyktadzie trojwarstwowego kinetochoru ssa-
kéw (chomika, mundzaka japonskiego i mun-
dzaka chinskiego) potwierdzono, ze sktada sie
on z funkcjonalnie podobnych, powtarzajacych
sie podjednostek utozonych wzdtuz cigglej nici
DNA. Podjednostki te majg zdolnos¢ do wiaza-
nia tubuliny oraz mikrotubul, a na ich zewne-
trznej powierzchni stwierdzono obecnos¢ cyto-
plazmatyczych dynein, biatek zwigzanych z ru-
chem chromosomoéw (ryc. 3). Elementami, ktére
sg zwigzane z biatkami CENP w ciggu calego
cyklu komorkowego sg sekwencje alfoidalne.
Nalezg one do rodziny powtarzajacych sie se-
kwencji satelitarnych, wystepujacych wylgcz-
nie w obrebie centromeru. Wykazano, ze se-
kwencje te biorg udziat nie tylko w budowie
centromeru, ale takze w jego funkcjonowaniu
(wite 1994). Na poczatku mitozy kondensacja
chromatyny prowadzi do uformowania struktu-
ry kinetochoru charakterystycznej dla danego
organizmu. G rady i wspotautorzy (1992) podali
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wrdcong mejozg za jedyna, dotyczacg chromo-
somoéw, ceche synapomorficzng na wyzszym
szczeblu taksonomicznym dla roslin jednoli-
Sciennych. Trudno uznac bez zastrzezen powy-
Zsze rozwazania, poniewaz wprawdzie brak jest
dowodéw na istnienie chromosomow z kineto-
chorem rozproszonym w wyzej wspomnianych
grupach roslin, ale by¢ moze wynika to z faktu,
ze chromosomy wielu roslin nie byly badane
szczegbdtowo pod kgtem analizy kinetochoru. Sg
natomiast doniesienia o policentrycznych chro-
mosomach u glonéw (Sprirogyra) (Mughat i Go-
dward 1973) oraz o dyfuzyjnym kinetochorze w
chromosomach watrobowcéw (Marchantia)
(Steer 1985). ROwniez byto dyskutowane ist-
nienie kinetochoru pétzlokalizowanego u
mchow (Pleuroziumy (Yaarama 1954).

ORGANIZACJI KINETOCHORU

dwa modele organizacji regiondw DNA odpowie-
dzialnych za oddziatywanie z kinetochorem,
jednakze w obu modelach specyficzne miejsca
rozpoznawcze dla biatek CENP przyjmujag poto-
zenie na zewnatrz centromeru. W przypadku
ssakéw poprzez odpowiednie zwiniecie sie pod-
jednostek formuje sie ptytka lub dysk w miejscu
przewezenia pierwotnego.

Ztozong strukture kompleksu centromer-
-kinetochor sugerowatjuz Lima-de-Faria (1949,
1956, 1958). Z obserwacji poczynionych na
chromosomach mejotycznych ryzu, Agapan-
thus i kukurydzy wynikato, ze kinetochor skita-
da sie z chromomeréw oraz fibryli (DNA) podo-
bnych do tych znajdujacych sie w innych cze-
Ssciach chromosomu. Podjednostkowa budowe
kinetochoru chromosomaéw roslinnych potwier-
dzity badania Moi1e-Bajer i wspOtpracownikéw
(1990) nad Haemanthus z zastosowaniem prze-
ciwciat CREST.

Podjednostkowy model organizacji kineto-
choru ttumaczy wspdlny schemat budowy réz-
nych rodzajéw kinetochoréw. Odmienna orga-
nizacja kinetochoréw jest zwigzana z réznym
stopniem oraz sposobem kondensacji i zwinie-
cia sie nici chromatynowej, ktéry to proces
organizuje biatka kinetochorowe w ciaglg fun-
kcjonalnie strukture.

Model ten Swietnie ttumaczy réznorodnosc¢
form kinetochorowych u Parascaris univalens
(Goday I wspOtaut. 1992). Rézna organizacja
kinetochoru w réznych typach komoérek, w kt6-
rych zawarto$s¢ chromosomowego DNAjest taka
sama sugeruje, ze centromerowe sekwencje
DNA sg rozmieszczone wzdtuz catego chromo-
somu, ale sg prawdopodobnie w réznym sto-
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Ryc. 3. Model kompleksu centrometr-kinetochor (wg Zinkowski i wspélaut. 1991 — zmieniony)

Ni¢ DNAjest poprzetykana sekwencjami odpowiedzialnymi za wigzanie biatek kinetochorowych (K), ktére z kolei tacza sie
z biatkami mikrotubul (MT) przytaczajac w ten sposéb widékna wrzeciona do chromosomu.

pniu zdolne do formowania kinetochoru w da-
nym miejscu chromosomu. Wskazuje to na spe-
cyficzng organizacje chromosoméw w poszcze-
golnych typach komérek. Wyjasnia takze brak
wyodrebnionej struktury kinetochoru w komor-
kach mejotycznych. Obecno$¢ lub brak takiej
struktury w specyficznym miejscu moze byc¢
bezposrednig konsekwencjg odmiennego tacze-
nia sie podjednostek kinetochorowych, spo-
wodowanego specyficzng dla danej komorki or-
ganizacjg chromosomu.

Nowy model organizacji centromeru wyjas-
nia takze kilka aspektow ewolucji chromosomu.
Pomimo czestych pekniec i rekombinacji w ob-
rebie centromeru w trakcie ewolucji chromoso-
my nie tracity zdolno$ci do formowania funkcjo-
nalnego kinetochoru. Elastyczno$¢ zachowania
sie kompleksu centromer-kinetochor przy mu-
tacjach chromosomowych moze prawdopodob-
nie wynika¢ z wysokiej powtarzalnosci jedno-
stek kinetochorowych ulokowanych na poje-
dynczej nici DNA ciggnacej sie wzdtuz centro-
meru. Dlatego sugeruje sie, ze kinetochor orga-
nizméw eukariotycznych rozwinat sie z kineto-
choru o mniej licznych podjednostkach, ktére z
czasem byty dodawane na drodze rekombinacji.
Jesli przyja¢ te hipoteze, to liczba jednostek
kinetochorowych i ich rozmieszczenie wzdtuz
centromerowego DNA bylyby odzwierciedle-

niem ewolucyjnej historii kazdego eukarioty-
czngo chromosomu.

Model Zinkowskiego | Wspotautoréw (1991)
rzuca rowniez nowe Swiatlo na powstanie oraz
ewolucje kinetochoru niezlokalizowanego.
Greithuber (1995) zauwazyt, ze powielanie a
nastepnie rozprzestrzenienie sie elementow
transpozonowych, zawierajgcych przypadkowo
sekwencje centromerowe wzdtuz catego chro-
mosomu, poza rejonem centromeru, mogto do-
prowadzi¢ do powstania wtérnie z kinetochoru
zlokalizowanego kinetochoru dyfuzyjnego. Za-
chowanie sie takich elementéw bytoby takie
same, jak zachowanie sie innych powtarzal-
nych sekwencji rozproszonych po catym geno-
mie. Ponadto wiekszo$¢ roslin z kinetochorem
dyfuzyjnym posiada mate chromosomy. Roz-
przestrzenienie sie jednostek kinetochorowych
mogto nastgpi¢ w tym przypadku szybciej i
mogto nies¢ mniej negatywnych konsekwencji
W organizacji chromosomow niz w przypadku
duzych chromosoméw. Eksperymenty z zasto-
sowaniem promieniowania, pokazujgce, ze
fragmenty chromosoméw z kinetochorem dyfu-
zyjnym nie sg eliminowane oprocz fragmentow
najmniejszych, sg dowodem na wysoki stopien
rozproszenia sekwencji centromerowych w tych
chromosomach.
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DIFFUSE KINETOCHORE

Summary

The non-localized kinetochore appears sporadically in
remote taxonomical entities. Data concerning the holocen-
tric and the polycentric chromosomes have been sum-
marized. Recent observations reveal that there are no
polycentric chromosomes but holocentric chromosomes
may aggregate in metaphase and form polycentric chro-
matin plates in anaphase. The sequence of meiotic divisions
is reversed in some organisms having a diffuse kinetochore.
Such meiotic behaviour of bivalents is called inverted

meiosis or postreductional meiosis. The phenomena of
agmatoploidy and agmatopolyploidy are connected with the
occurrence of holokinetic chromosomes. Relation between
chromosome fragmentation and kaiyological variability is
discussed. The origin and evolutionaiy status of holocentric
chromosomes is discussed. The repeat subunit model ofthe
centromere-kinetochore complex is presented with respect
to evolutionary diversity of localized kinetochore and the
origin of diffuse kinetochore.
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