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TAPETUM PYLNIKOWE W ASPEKCIE PROGRAMOWANE]J SMIERCI KOMORKI

WPROWADZENIE

Programowana Smier¢ komoérkowa (ang.
programmed cell death, PCD) tapetum pylni-
kowego jest spektakularnym przyktadem natu-
ralnej eliminacji tkanki roslinnej w normalnym
rozwoju organu zwiazanego z reprodukcja. Za-
mieranie tapetum w dojrzewajacym pylniku
ros$lin wyzszych bylo znane botanikom od daw-
na i w piSmiennictwie embriologicznym okre-
Slane jako degeneracja. Nieuchronnos¢ i po-
wszechnos$¢ tego procesu, zachodzacego w
bezposrednim sasiedztwie prawidlowo rozwi-
jajacego sie pytku, wskazywaly na genetycznie
zakodowany mechanizm sterujacy Smiercia ta-
petum. Odkrycie apoptozy — morfologicznego
scenariusza PCD w komorkach zwierzecych
(KERR i wspotaut. 1972), ktore poczatkowo nie
wzbudzito wielkiego zainteresowania Srodo-
wiska naukowego, zapoczatkowato nowy kie-
runek w badaniach biologicznych nad Smier-
cia komorek. Prawdziwa eksplozja badan nad
przebiegiem PCD nastapita w minionej deka-
dzie, gtdbwnie dzicki rozwojowi nowoczesnych
technik molekularnych. Eksperymenty prowa-
dzone nad apoptoza komorek zwierzecych i
ludzkich (znacznie bardziej zaawansowane ze
wzgledu na znaczenie tych badan dla medycy-
ny) i rownoczesne poszukiwania odpowiedni-
ka tego zjawiska w Swiecie roslin, potwierdzity
uniwersalny charakter PCD jako ewolucyjnie
utrwalonego procesu autodestrukcji komorek
we wszystkich organizmach eukariotycznych,
ale wskazaly tez na r6znice w jego mechani-

zmie i regulacji u zwierzat i roSlin (GREENBERG
1996; HAVEL i DURZAN 1996, 1999; JACKOWSKI
1997; DANON i wspotaut. 2000; HOEBERICHTS i
WOLTERING 2002). Komorki roslinne cechuje
pewna odmiennos¢ i znacznie wieksza rozno-
rodnos¢ morfotypow Smierci w poréwnaniu z
modelem apoptozy, co wynika ze specyfiki ich
budowy i ostatecznego przeznaczenia (BEERS
1997).

Degeneracje tapetum pylnikowego uznano
niejako a priori za przejaw Smierci programowa-
nej jeszcze przed wykazaniem w tej tkance mo-
lekularnych znacznikéw PCD (BEDINGER 1992,
GOLDBERG i wspotaut. 1993, LESNIEWSKA 1996,
CHARZYNSKA 1997). O precyzyjnie realizowa-
nym autonomicznym programie Smierci kom-
orek tapetum Swiadczyly wczesniejsze badania
ultrastrukturalne. Takze pierwsze wyniki uzys-
kane na roSlinach transgenicznych wskazywaty
jednoznacznie, ze zarowno opOznienie, jak i prz-
ySpieszenie Smierci tapetum w stosunku do nor-
my rozwojowej danego gatunku powoduje
meska sterylnoS¢. Badania dojrzewajacych pyl-
nikéw wskazuja na dzialanie wielorakiego sys-
temu proteolitycznego, zaangazowanego w na-
turalna degradacje tkanek (BEERS 1997, WANG i
wspotaut. 2001) oraz typowego dla innych form
programowanej Smierci internukleosomalnego
ciecia DNA (WANG i wspotaut. 1999). Mechan-
izmy inicjujace programowana Smierc tapetum
oraz warunkujace jej realizacje pozostaja do-
tychczas nieznane.
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Prace nad strukturalnymi i molekularnymi
przejawami programowanej Smierci tapetum
na poziomie komoérkowym podjeto przed kil-
ku laty w zespole prof. Marii Charzynskiej w
Zakladzie Anatomii i Cytologii Roslin UW. U
kilku gatunkow roslin wykazano postepujaca
w czasie internukleosomalna degradacj¢ jadro-
wego DNA, uznawana za uniwersalny wyznacz-
nik PCD (LESNIEWSKA i wspoétaut. 1997, 2000;
SIKORA 1998; LESNIEWSKA 1999), skorelowana

ze zmianami strukturalnymi jader i pozajadro-
wych organelli/przedziatbw komorkowych,
ktore ostatecznie prowadza do wytworzenia
okrywy pyltkowej. Ostatnio wykazano takze
(LESNIEWSKA i wspotaut. 2003), ze w czasie
programowanej Smierci tapetum pylnikowego
dochodzi do spadku potencjatu transbtonowe-
go mitochondriow.

CZYM JEST TAPETUM PYLNIKOWE

Tapetum (gr. tapes = dywan, warstwa wy-
Scielajaca) jest najbardziej wewnetrzna, soma-
tyczna tkanka kazdego woreczka pytkowego
(mikrosporangium) w pylniku roslin nasien-
nych, ktora otacza w formie kapsuly meskie
mejocyty (Ryc. 1) i powstajace z nich mikro-
spory rozwijajace si¢ w ziarna pylku. Komorki
tapetum wykazuja szczegolne cechy cytolo-
giczne: (a) wczesnie staja si¢ poliploidalne (i
zwykle dwujadrowe); (b) traca plazmodesmy z
przyleglymi tkankami (mejocytami i warstwa
posrednia); (¢) rozpuszczaja wlasna Scian¢ ko-
morkowa, (d) przez reszt¢ zycia pozostaja w
formie spolaryzowanych, sekrecyjnie aktyw-
nych protoplastow, ktore zamieraja przed
otwarciem si¢ kwiatu. W zaleznoSci od typu ta-
petum jego protoplasty zachowuja do czasu
rozpadu swoja indywidualnos¢ i pierwotne
potozenie na obrzezach komory pylnika (tape-
tum sekrecyjne, parietalne) (patrz Ryc. 4 A, B,
C) albo przyjmuja posta¢ amebowata, wnikaja
do wnetrza pylnika, zlewaja w forme¢ komor-
czaka (Ryc. 2) i w takiej postaci degeneruja po
okresie aktywnoSci (tapetum ameboidalne,
plazmodium).

Relacje miedzy tapetum pelniacym wyspe-
cjalizowane funkcje wydzielnicze a komorka-
mi meskiej linii plciowej przejawiaja si¢ ich
Scista synchronizacja rozwojowa, potwier-
dzona takze w do$wiadczeniach z roSlinami
transgenicznymi (WORRALL i wspotaut. 1992).
Tapetum zapewnia pytkowi ochrong i dostar-
cza niezbednych substancji odzywczych, wy-
dziela enzymy degradujace Scian¢ tetrad,
uczestniczy w budowie egzyny i innych specy-
ficznych struktur w pylniku. Produkty rozpadu
tapetum przeniesione na powierzchnie¢ sporo-
dermy (Sciana pylku ztozona z egzyny i intyny)
tworza specyficzna okrywe pytkowa (ang. pol-
len coat), utatwiajaca zapylenie i rozpoznanie
zgodnego pylku na znamieniu stupka

(BHANDARI 1984, PACINI i wspotaut. 1985,
PACINI 1990).

Zidentyfikowano liczne geny jadrowe prze-
jawiajace specyficzna ekspresje w tapetum, za-
leznie od jego stadium rozwojowego (KOLTU-
NOW i wspotaut. 1990, SCHRAUWEN i wspotaut.
1996, FERREIRA i wspotaut. 1997). Sa wsrod nich
geny kodujace oleozyny, kalaze, enzymy wlaczo-
ne w biosynteze lipidow czy flawonoidow, jed-
nak rola wielu produktéw tapetalnych genow
pozostaje niejasna. Wiadomo, ze zaklOcenia

Ryc. 1. Mtody pylnik Ornithogalum virens na
przekroju poprzecznym (A) i podtuznym (B).

T — tapetum sekrecyjne, M — meskie mejocyty.
Pow. 200x
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funkcji genow tej tkanki, powstate w warun-
kach naturalnych Iub spowodowane technika-
mi inzynierii genetycznej (MARIANI i wspotaut.
1990, KAPOOR i wspotaut. 2002), prowadza do
przedwczesnej lub opdznionej Smierci tape-
tum, co w konsekwencji wywotuje meska steryl-

Smier¢ tapetum ma jeszcze jeden aspekt.
Dokonujac si¢ w fazie dojrzewania pylnika, w
koordynacji z zamieraniem komorek warstwy
posredniej, tkanek tworzacych przegrody (sep-
ta) oddzielajace sasiadujace woreczki pytkowe
oraz komorek wokot stomium (predystynowa-

Ryc. 2. Rozw¢j tapetum typu plazmodium w pylniku stonecznika, Helianthus annuus.

A. Komorki tapetum (T) na peryferiach komory pylnika — stadium tworzenia tetrad (tm). B. Inwazja protopla-
stow tapetum (T) do komory pylnika — stadium mtodej mikrospory (m). C. Fuzja protoplastow tapetum (T) i two-
rzenie plazmodium — stadium pdzZnej mikrospory (m). Pow. 420x

nos¢. Zywotny pytek, zdolny do wytworzenia
lagiewki pylkowej moze powstac tylko w wyni-
ku niezakloconej ekspresji zaroOwno wlasnego
genomu haploidalnego, jak i genomu sporofitu
macierzystego.

Przytoczone wyzej fakty Swiadcza o tym, ze
nie tylko wlasciwe réznicowanie, ale takze nie-
przypadkowa, zachodzaca w odpowiednim
czasie Smier¢ tapetum pylnikowego zapewnia
wytworzenie prawidtowych ziaren pytku prze-
noszacych meskie gamety lub ich komorke ma-
cierzysta, a wiec warunkuje meska ptodnosc
roSlin.

nego miejsca do tworzenia szczeliny przez
ktora wydostanie sie pytek), realizuje genetycz-
ny program pckania pylnika i rozpraszania doj-
rzalego pylku (GOLDBERG i wspoétaut. 1993),
(Ryc. 3).

Pylnik roSlin nasiennych jest organem, w
ktorym kilka tkanek podlega programowane;j
smierci wedlhug indywidualnego scenariusza.
Najwczesniej, jeszcze na etapie zawigzka pylni-
ka, proces PCD obejmuje réznicujace si¢ ele-
menty przewodzace ksylemu w wiazce wasku-
larne;j.

JAK DLUGO ZYJE TAPETUM I KIEDY ZAMIERA

Czas istnienia tapetum w pylniku jest Scisle
skorelowany z dlugoscia rozwoju meskiego ga-
metofitu u danego gatunku. U okrytonasien-
nych trwa od kilku dni do kilku tygodni, a u na-
gonasiennych z zimujacymi mikrosporangiami
nawet powyzej 6 miesiecy (PACINI 1990). Ta-
petum zamiera stopniowo, ale stosunkowo
szybko, jeszcze w zamknictym paku kwiato-
wym. W tygodniowym przedziale zycia tej
tkanki u Sniedka Ornithogalum virens (bada-
nia wlasne i wspotpracownikoéw) zmiany stuk-

turalne trwaja 1-2 dni, a rozpad komorek na-
stepuje na kilka dni przed anteza (otwarciem
sie kwiatu). Sa gatunki, gdzie tapetum moze
utrzymywac si¢ jeszcze na dzien przed otwar-
ciem pylnikow, jednak w momencie wypylania
pylku tapetum jako tkanka juz nie istnieje. Za-
chowane sa tylko jej pozostatoSci na po-
wierzchni pylku oraz pewne struktury wytwo-
rzone wczesniej przez zywa tkanke.

Dhugosc¢ trwania i przebieg naturalnej de-
gradacji tapetum sa cechami gatunkowymi
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(PARKINSON i PACINI 1995). Pomimo indywidu-
alnych r6znic w zakresie tempa przemian i cy-
tomorfologii komorek, zmiany strukturalne to-
warzyszace degeneracji protoplastow tapetum
sekrecyjnego w ogolnym zarysie obejmuja: ob-
kurczanie si¢ komorek i jader komorkowych,
kondensacje chromatyny, degradacje plasty-

oznaki nie sa jednoznacznie interpretowane.
Zwraca sie uwage na skurcz komorek (PAPINI i
wspotaut. 1999, LESNIEWSKA 1999, SUZUKI i
wspotuat. 2001) lub na zmiany w strukturach
cytoplazmatycznych (MURGIA i wspolaut.
1991). Pierwsze zmiany strukturalne w proto-
plastach tapetum zaczynaja si¢ najczeSciej w fa-

® naczynia w wigzce przewodzace]

epiderma
e endotecjum

e warstwa
posrednia

e tapetum

® stomium

® septum

mejocyty meskie

epiderma

endotecjum

Ziarna pytku

Ryc. 3. Zmiany w budowie pylnika wywotane procesem PCD (schemat).

Przekroj poprzeczny przez: A— mtody pylnik, B — dojrzaty, pekniety pylnik. Tkanki zdeterminowane do PCD zo-

staly oznaczone.

dow i gromadzenie w nich lipidowych plasto-
globul, odktadanie lipidow w cytoplazmie, roz-
pad cystern ER i pozostatych organelli i osta-
tecznie zanik ciagloSci btony plazmatycznej,
powodujacy uwolnienie produktow degrada-
¢ji protoplastu do komory pylnika. Zamieranie
tapetum ameboidalnego, w przeciwiefnstwie
do sekrecyjnego, jest poprzedzone wzrostem
wakuolizacji protoplastu, ale destrukcja orga-
nelli przebiega podobnie i prowadzi do wy-
tworzenia skltadnikow okrywy pylkowe;j.

Stan zachowania struktur komorkowych w
momencie dezintegracji plazmalemmy tape-
tum rzadko pozwala na ich identyfikacje. Zwy-
kle cata zawartos¢ komorek jest zmodyfikowa-
na i przeksztalcona w bezstrukturalng mase z
duza zawartoScia lipidow, obfitych zwlaszcza u
ros$lin owadopylnych; u wiatropylnych tkanka
tapetalna zanika prawie bez Sladu (PACINI
1990).

Degeneracja tapetum, utozsamiana z doj-
rzewaniem lub starzeniem tkanki, jest proce-
sem metabolicznym, ktorego poczatkowe

zie mtodych, wakuolizujacych si¢ mikrospor, a
rozpad komorek, zaleznie od gatunku, moze
nastapi¢ jeszcze przed podzialem rozni-
cujacym mikrospor albo w roznych fazach doj-
rzewania pytku.

Sugeruje sie, ze rodzaj techniki utrwalania
materialu wplywa znaczaco na stan zachow-
ania tkanek, a stosowane najczeSciej utrwal-
acze chemiczne (aldehyd glutarowy i czterot-
lenek osmu) moga dawac¢ bledna ocene dez-
organizacji komorek w okresie wczesSniejszym
niz faktyczny. Po uzyciu takich technik jak
utrwalanie po zamrozeniu (ang. freeze-fixation
and substitution) (HESSE i HESSE 1993, HESS i
HESSE 1994) czy modyfikacji chemicznego
utrwalania przez dodanie cyjanku zelazowo-
potasowego (WEBER 1992, SANTOS i wspoOtaut.
2003) tapetum wykazuje niezmieniona mor-
fologie przez znacznie dluzszy czas. Jednak kaz-
dy ze sposobow utrwalania daje nieco inny ob-
raz, zachowujac pewne struktury lepiej inne
gorzej. Metoda freeze-fixation nie powoduje
przemieszczen lipidow i utrzymuje specy-



403

Tapetum pylnikowe w aspekcie programowanej smierci Romorki

A2

Ryc. 4. A, B, C. Tapetum sekrecyjne w trzech wybranych stadiach rozwoju na przekroju poprzecznym
pylnika Ornithogalum virens; *komora pylnika.

A. Komorki tapetum (T) w czasie hydrolizy Sciany, przed degradacja protoplastu — stadium tetrad (tm). B. Pro-
toplasty tapetum (T) w czasie degradacji — stadium p6Znej mikrospory (m). C. Rozpad protoplastow tapetum (T)
—weczesne stadium 2-komorkowego pytku (zp). Pow. 370x. Al, B1, C1. Wyizolowane z pylnika 2-jadrowe protop-
lasty tapetum ze stadiow A, B, C; DNA po reakcji z DAPI (mikroskop fluorescencyjny). Al. Jadra tapetum kuliste
lub owalne, bez kondensacji chromatyny (strzalki); B1. Jadra tapetum platowate i obkurczone, widoczna kon-
densacja chromatyny w peryferycznej czeSci jader (strzalki); C1. Nieregularne jadra tapetum z silnie skondens-
owang chromatyna (strzalki). Pow. 600x. A2, B2, C2. Wynik testu kometkowego dla DNA tapetum ze stadiow A, B,
C. DNA po reakcji z DAPI (mikroskop fluorescencyjny). Potozenie elektrod (- katoda, + anoda) na Ryc. A2iB2 jak
na Ryc. C2; A2. Brak kometki, nie pociete DNA wypelnia jadro tapetum; B2. Kometka z DNA poci¢tego podczas
PCD, widoczne przewezenie (strzatka) miedzy glowa i ogonem, powyzej fragment jadra innej komorki pylnika;
C2.Zaawansowana fragmentacja DNA w jadrze tapetum, migracja wiekszosci pocietego DNA do anody (+).

ficzna strukture biatek (niszczona utrwalacz-
ami chemicznymi), umozliwiajac ich imm-
unodetekcje (ROSS i wspotaut. 2000), ale ma-
triks organelli komo6rkowych i sok pylnikowy
sa widoczne jako obszary silnie osmofilne, w
przeciwiefistwie do cytoplazmy. Bez wzgledu
na stosowana technike utrwalania pewne

zmiany w tapetum maja charakter nieodwraca-
Iny (skurcz komorek, kondensacja chromat-
yny, odkladanie lipidow) i Swiadcza o post-
epujacej degradacji tkanki.

TAPETUM JAKO TKANKA MODELOWA DO BADANIA PCD U ROSLIN

Tapetum pylnikowe z wielu wzgledow jest
dobra tkanka modelowa do badania natural-
nego procesu programowanej Smierci w orga-
nie roSlinnym. Mozliwa jest analiza ciagtoSci

jej rozwoju od momentu uformowania w pyl-
niku do zupelnego zniszczenia i przeksztatce-
nia w okrywe pytkowa. Wszystkie komorki ta-
petum w pojedynczym mikrosporangium, w
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calym pylniku i w danym okotku pylnikow w
kwiecie cyklicznym cechuje wysoka synchro-
niczno$¢ rozwojowa, co ulatwia pobieranie
odpowiednich probek materiatu. Wysoka ko-
relacja rozwoju tapetum i komorek meskiej li-
nii plciowej pozwala identyfikowaé kazdy
etap rozwoju tapetum na podstawie fazy roz-
nicowania pytku, takze na poziomie ultra-
strukturalnym.

Istotnym problemem w badaniach tapetum
pozostaje znalezienie skutecznej metody szyb-
kiego wyodrebnienia z pylnika czystej frakcji
jego nieuszkodzonych, zywych protoplastow.
Nie ma tez dotad mozliwosci badania rozwoju

tej zywej tkanki poza organem ani bezpoSred-
nio w pylniku.

Prace modelowe nad PCD u ro$lin prowadzi
sie czesto w warunkach sztucznych, np. w ho-
dowlach komorkowych, jak w przypadku ksylo-
genezy u cynii (Zinnia elegans), jednakze zna-
czenie uzyskiwanych ta droga wynikoéw dla pro-
cesOw zachodzacych w ontogenezie rosliny nie
jest do kofica jasne. Badanie naturalnej Smierci
tkanki potozonej wewnatrz organu i pozo-
stajacej pod wpltywem kompleksu nie zawsze
mozliwych do zdefiniowania bodZcow jest o
wiele trudniejsze, niz postugiwanie sie ukladem
eksperymentalnym.

JAK PRZEBIEGA PCD W TAPETUM

Z definicji PCD wynika, ze programowana
Smier¢ komorkowa jest genetycznie kontrolo-
wanym procesem autodestrukcji komorek, in-
dukowanym bodzZcami endo- badz egzogenny-
mi, obejmujacym charakterystyczne zmiany
morfologiczne i biochemiczne, wymagajacym
zaangazowania przez komorke jej wlasnego
aparatu molekularnego. W apoptozie komo-
rek zwierzecych wyodrebniono umownie
trzy etapy: (1) faz¢ indukcji — kumulowania
bodZcow sktaniajacych komoérke do samouni-
cestwienia, (2) faze wykonawcza — wlaczenia
molekularnych narzedzi programu Smierci,

oraz (3) faze degradacji, czyli zniszczenia ko-
morki.

Mozna przypuszczadé, ze podobne etapy wy-
stepuja takze w procesie PCD u roslin, pomimo
ze realizowane sa w inny sposob. W tapetum
pylnikowym stosunkowo najlepiej poznana
jest faza strukturalnego zniszczenia i dlatego
bedzie omoOwiona szerzej. Badania molekular-
nego podloza zmian w tej tkance sa mato za-
awansowane, ale najmniej wiadomo o sy-
gnalach stymulujacych wybiorczo tapetum i
inne tkanki mtodego pylnika do wejscia na dro-
ge wczesniejszej Smierci.

DEGRADACJA STRUKTURALNA TAPETUM

Degradacja struktur komorkowych jest
uwazana za wizualny, koficowy etap PCD, ale w
przypadku tapetum pewne elementy morfolo-
giczne jego komorek sa redukowane stopnio-
woO W ciagu zycia tkanki. Utrata czesci plazmo-
desm i rozpuszczenie wlasnych Scian zachodzi
z duzym wyprzedzeniem w stosunku do zmian
w protoplascie i trudno rozstrzygnac, czy sa to
przejawy roznicowania czy oznaki programo-
wanej Smierci. Mlode komorki tapetum traca
plazmodesmy z tkankami sasiednimi z poczat-
kiem mejozy, ale zachowuja je w obrebie
wlasnej tkanki, co sprzyja synchronizacji jej
rozwoju. Nie wiadomo jakie znaczenie dla lo-
sOwW tapetum ma wczesna izolacja jego sympla-
stu (protoplastow potaczonych plazmodesma-
mi) od pozostatych tkanek pylnika, ale w przy-
padku apoptozy u zwierzat zanik potaczen (in-
nego typu niz plazmodesmy) z komoérkami

przyleglymi jest wystarczajacym sygnatem do
samunicestwienia komorek.

Z kolei hydroliza Scian komorek tapetum,
ktora zaleznie od gatunku nastepuje w trakcie
mikrosporogenezy, badZ po jej zakonczeniu, i
poprzedza najbardziej aktywny okres metabo-
liczny tapetum, nie wydaje si¢ byC¢ etapem
stopniowego niszczenia komorek, ale istotnym
przejawem ich roznicowania. Brak Sciany po-
zwala na szybsze przenikanie wydzielin z tape-
tum do komory pylnika, a sposéb kontaktowa-
nia sic komoérek zmienia sie zasadniczo po roz-
padzie tetrad i zaniku kalozy izolujacej mikro-
spory. Wymiana substancji miedzy tapetum a
komorkami linii postmejotycznej dokonuje si¢
za posrednictwem soku pylnikowego lub bez-
posrednio poprzez tapetalna plazmalemme,
stykajaca sie ze sporoderma mikrospor/ziaren
pytku.
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Degradacja protoplastu tapetum nastepuje
po okresie najwickszej jego aktywnosci wy-
dzielniczej i ma na celu przeksztalcenie struk-
tur komorkowych w materialy uzyteczne dla
pylku. W licznych opisach rozwoju tapetum
czesto brakuje szczegolowych informacji o
przebiegu destrukcji organelli, poprzedzajace;j
rozpad tkanki. Moze to wynika¢ z szybkoSci
przemian i trudnosci dobrego utrwalenia dege-
nerujacych protoplastow.

Demontaz komorek tapetum przebiega w
sposob uporzadkowany i wykazujacy nastep-

stwo zmian, bez powrotu do stadiow wcze-
$niejszych. Hipoteza o wystepowaniu w tape-
tum cykli aktywnoSci sekrecyjnej, ktorym
moga towarzyszyC oznaki starzenia (posze-
rzone ER, liczne pecherzyki, krople lipidow
w cytoplazmie), na przemian z fazami odr6z-
nicowania komorek (ROWLEY 1993), nie znaj-
duje szerszego potwierdzenia poza nieliczny-
mi przypadkami analizowanymi przez jej au-
tora.

JAKA ROLE ODGRYWAJA WAKUOLE PODCZAS PCD TAPETUM ?

Przypuszcza sie, ze zanik integralnoSci to-
noplastu, poprzedzony wzrostem poziomu jo-
noéw wapnia w komoérce moze by¢ powszech-
nym zdarzeniem zapoczatkowujacym faze de-
gradacji w wickszosci przypadkow PCD u roslin
(JONES 2001). Rozpad tonoplastu prowadzi w
takiej sytuacji do autolizy sktadnikéw komorki
pod dzialaniem enzymow hydrolitycznych
uwolnionych z wakuoli. Innym, wykorzysty-
wanym przez rosliny sposobem eliminacji
struktur cytoplazmatycznych, jest ich odseparo-
wanie i trawienie wewnatrz wakuol autofago-
wych rozmaitego pochodzenia (JONES 2000).

Rola systemu wakuolarnego w degradowa-
nym tapetum jest niejasna. Nieznany jest tez
mechanizm jego zanikania. Nie odnotowano w
tej tkance, u zadnego z badanych do tej pory ga-
tunkow, procesu podobnego do autolizy opisa-
nej w roznicujacych si¢ naczyniach ksylemu
(FUKUDA 1996, FUKUDA i wspotaut.1998). Mo-
mentem krytycznym w procesie ksylogenezy
jest rozpad wakuoli i pojawiajace si¢ w nastep-
stwie uwolnienia enzymow zmiany morfolo-
giczne: pecznienie i szybka degradacja organel-
li, najpierw systemu endomembran (ER i apara-
tu Golgiego), nastepnie otoczonych podwojna
bilona mitochondriow, chloroplastow i jadra.
Pierwszym symptomem degradacji jadrajest tu

pecznienie otoczki jadrowej, a nie kondensacja
chromatyny.

Nie wiadomo, czy i w jakim stopniu w pro-
cesach litycznych protoplastu tapetum uczest-
nicza enzymy wakuolarne. Istnieja doniesienia
o wakuolach autofagowych w starzejacej si¢
tkance tapetalnej u wielu gatunkow, np. oliw-
ki, Olea europaea (PACINI i CASADORO 1981),
cykorii, Cichorium intybus (PACINI i KEIJJZER
1989), oplatwy, Tillandsia albida (PAPINI i
wspotaut. 1999), sosny, Pinus sylvestris
(ROWLEY i wspotaut. 2000), ale nie ma pewno-
Sci, czy wystepuja powszechnie. Nie stwierdzo-
no ich podczas degradacji tapetum sekrecyjne-
go Ornithogalum virens (LESNIEWSKA 1999). U
tej rosliny zmiany wakuolarne pojawiaja si¢
rownoczesnie ze skurczem komorek i
poczatkiem kondensacji chromatyny, ale nie-
synchronicznie w calej tkance i obejmuja kolej-
no: zageszczenie soku komorkowego, zanika-
nie wyrazistoSci tonoplastu, zmian¢ ksztattu
wakuol na nieregularny oraz ich bliski kontakt
z systemem cystern ER przed ostatecznym zani-
kiem. Nie wiadomo, jakie procesy (autolizy czy
nekrozy) zachodza po rozpadzie komorek ta-
petum w szczatkach jego cytoplazmy, gdyz nie
badano do tej pory tego zagadnienia.

ZMIANY JADROWE W TAPETUM

Kondensacja chromatyny i internukleos-
omalna fragmentacja jadrowego DNA
(nDNA) sa powszechnie akceptowane jako
uniwersalne znaczniki PCD. Obie cechy zo-
staly wykazane podczas degradacji tapetum
pylnikowego.

KONDENSACJA CHROMATYNY

Kondensacja chromatyny w apoptozie, ina-
czej niz podczas podzialu komorki, wiaze si¢ z
fragmentacja jadrowego DNA (WIDLAK 2002).
W apoptotycznych jadrach komoérek zwierze-
cych skondensowana chromatyna, poczatko-
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wo polozona marginalnie, z czasem wypelnia
cate jadro, ktore kurczy si¢ i ulega fragmentacji.
W tapetum pylnikowym kondensacje chro-
matyny poprzedza zmiana ksztattu jadra na
platowaty i nieregularny, a jej rozmieszczenie
nie zawsze przypomina wzor typowy dla apop-
tozy. Obserwowano skondensowana chroma-
tyne na obwodzie jadra (PAPINI i wspotaut.
1999), albo w postaci kulistych agregatow roz-
proszonych w calym jego obszarze (STEER
1977) lub lezacych blizej otoczki, ale z dala od
duzego jaderka, jak u Ornithogalum virens
(LESNIEWSKA 1999). U tej roSliny stwierdzono
postepujaca kondensacje chromatyny wraz z
deformacja jader i catego protoplastu (Ryc. 4
Al, B1, C1). U zadnego z badanych do tej pory
gatunkOw nie obserwowano fragmentacji
jader tapetum przed rozpadem protoplastow.

FRAGMENTACJA JADROWEGO DNA

Internukleosomalna fragmentacja jadrowe-
go DNA (nDNA) zachodzi pod dzialaniem spe-
cyficznych endonukleaz tnacych DNA w regio-
nach tacznik6w na odcinki bedace wielokrot-
noscia nukleosomow (n x ok. 200 par zasad,
bp). Wstepnie materiatl genetyczny moze byc¢
ciety na wieksze fragmenty o dlugosci 50-300
tys. bp. Specyficznie pociete DNA mozna wy-
kry¢ réznymi metodami.

,2Drabinke” DNA uzyskuje si¢ na zelu agaro-
zowym z DNA wyizolowanego z duzej liczby
komorek (co najmniej 10% i rozdzielonego
droga elektroforezy na oligonukleosomalne
fragmenty roézniace si¢ masg czasteczkowq. Nie
uzyskano do tej pory drabinki z nDNA tape-
tum, tylko z catkowitego DNA pylnika jeczmi-
enia, Hordeum wvulgare (WANG i wspolaut.
1999). Wynik ten dal ogolna informacje o
toczacym si¢ procesie PCD w dojrzewajacym
pylniku, a réwnoczesSnie brak drabinki w pyl-
niku juz dojrzalym byl oznaka zaniku degra-
dowanych wczesniej tkanek.

Test kometkowy (ang. comet assay) stuzy
jako szybka i czuta metoda wykrywania pekniec
pojedynczej i podwojnej nici DNA (zaleznie od
procedury) w jadrach komorek zatopionych w
agarozie (JALOSZYNSKI i wspotaut. 1996). Pocig-
te, ujemnie naladowane fragmenty czasteczki
nDNA migruja w polu elektrycznym w kierun-
ku anody (+), dajac obraz przypominajacy ko-
mete, ktorej ksztalt zalezy od iloSci i jakoSci
uszkodzen DNA. Dla procesu PCD charaktery-
styczne sa kometki z gtowa i ogonem. Gtowy ko-

met znajduja sic w miejscu pierwotnego potoze-
nia jader na zelu, a ogony stanowia migrujace
polianiony DNA uwolnione z gtowy, tym wiek-
sze im bardziej zaawansowana jest fragmenta-
cja. DNA komorek nekrotycznych pozostawia
nieregularna smuge (nekroza to przypadkowa
Smier¢ komorki bez znacznikow PCD).

Tapetum pylnikowe Ornithogalum virens
byto tkanka, gdzie po raz pierwszy zastosowa-
no test kometkowy (w wersji neutralnej) do ba-
dania fizjologicznego procesu PCD u roslin i
po raz pierwszy wykazano w tapetum nie-
przypadkowa fragmentacje dwuniciowego
nDNA (LESNIEWSKA i wspotaut. 1997, 2000;
LESNIEWSKA 1999). Ujawniono tez korelacje
pomiedzy stopniem zaawansowania ciecia
DNA a postepujaca kondensacja chromatyny
(Ryc. 4 A1iA2,B1iB2,C1iC2). W tapetum u
tytoniu, Nicotiana tabacum i Ornithogalum
virens (SIKORA 1998) alkaliczna wersja testu
kometkowego, rejestrujaca rownoczesnie ci-
¢cia pojedynczej i podwojnej nici nDNA, wy-
kazala poczatek fragmentacji genomu w sta-
dium wczesSniejszym niz pekniecia dwunic-
iowe. Porownanie wynikow testu kometkowa-
€go z obrazem ultrastruktury jadra pozwolito
wyciagnac¢ wniosek, ze jadra tapetum ze skon-
densowana chromatyna sa morfologicznym
odbiciem daleko posunietej molekularnej de-
gradacji DNA, a nie jej poczatkowym etapem
(LESNIEWSKA 1999). Test kometkowy zastos-
owano z powodzeniem w badaniach PCD ta-
kze w innych tkankach roSlinnych
(LESNIEWSKA i wspotaut. 2000).

Do wykrywania fragmentacji nDNA typo-
wej dla PCD w jadrach komorek in situ (na
skrawkach) czesto stosuje si¢ tzw. technike
TUNEL, w ktorej wykorzystuje si¢ zdolnoSc ter-
minalnej transferazy do wlaczania nukleoty-
doéw bez matrycy na wolnych 3-OH koncach
pocietej nici DNA. Podajac znakowane nukle-
otydy mozna uwidoczni¢ miejsca przylaczenia
ich do nici. Pozytywny wynik reakcji TUNEL
uzyskano w tapetum i innych tkankach Sciany
pylnika u jeczmienia (Hordeum vulgare) pod-
czas stadium poznej mikrospory (WANG i
wspotaut. 1999), zaro6wno w pylnikach dojrze-
wajacych w sposob naturalny, jak i po szoku hi-
per-osmotycznym. Tq sama metoda wykryto w
pylniku u sterylnego mutanta stonecznika (He-
lianthus annuus) wczesna fragmentacje
nDNA tylko w tapetum (stadium pachytenu) i
fragmentacje we wszystkich tkankach pylnika
podczas fazy tetrad (BALK i LEAVER 2001). U Or-
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nithogalum virens (SIKORA 1998) reakcja
TUNEL data pozytywny wynik w jadrach tape-
tum juz na etapie mejocytow, na dlugo przed
strukturalna degradacja protoplastoOw i kon-
densacja chromatyny, a wiec w fazie wczesniej-
szej niz wskazywal na to test kometkowy. Wy-
niki testu kometkowego i metody TUNEL po-
kazuja, ze zmiany w chromatynie na poziomie

molekularnym pojawiaja si¢ duzo wczesniej
przed zmianami strukturalnymi.

Istnieja jednak doniesienia, ze technika in
situ TUNEL moze nie by¢ w pelni specyficzna,
gdyz nie odroznia przypadkowo pocietego
DNA od fragmentacji na oligonukleosomalne
odcinki (BALK i LEAVER 2001), stad zaleca sie,
by byta stosowana rownolegle z inna metoda.

CZY MITOCHONDRIA UCZESTNICZA W PCD TAPETUM ?

Od pewnego czasu wskazuje si¢ na mito-
chondria jako osrodek decyzyjny procesu pro-
gramowanej Smierci komorki zaréowno u
zwierzat, jak i roSlin (GRADZKA 2000, JONES
2000). W apoptozie zwierzecej zaleznej od mi-
tochondriow kluczowym zdarzeniem jest
uwolnienie z mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej do cytozolu specyficznych
bialek apoptogennych, w tym cytochromu c,
aktywujacego kaskade¢ kaspaz (proteaz cyste-
inowych). Przypuszczalnie cytochrom ¢ moze
by¢ czynnikiem uruchamiajacym proces Smier-
ci takze w komorce roslinnej, a jego migracje z
mitochondriow warunkuje wzrost poziomu
wapnia, stres tlenowy i otwarcie megakanatow
(ang. permeability transition pore, PT pore)
(JONES 2000).

Przy uzyciu metody immunolokalizacji in
situ wykazano translokacje cytochromu ¢ do
cytoplazmy w tapetum pylnikowym stoneczni-
ka (Helianthus annuus), w ptodnych i steryl-
nych liniach, w obu przypadkach przed poja-
wieniem si¢ cech morfologicznej degradacji
tkanki (BALK i LEAVER 2001). W pylnikach ste-
rylnych cytochrom c¢ byl uwalniany z mito-
chondriow tapetum w okresie pachytenu i zo-
stal uznany za hipotetyczny czynnik
wywolujacy przedwczesna programowana
Smier¢ tej tkanki, potwierdzona w reakcji
TUNEL. Uderzajace jest, ze w cytoplazmie tape-
tum normalnych pylnikow stonecznika cyto-
chrom ¢ wykryto w stadium tetrad (odpowied-
nik Ryc. 2A), jeszcze przed wlasciwym dla tego
gatunku roznicowaniem tkanki tapetalnej w
forme plazmodium. Wyniki te rodza wiele py-
tan. Czy procesy roznicowania i degradacji ta-
petum biegna rownolegle? Jak wczesnie poja-
wia si¢ w tapetum sygnal Smierci i jakiej jest na-

tury? Czy cytochrom c jest rzeczywiscie czynni-
kiem spustowym PCD w tapetum i w jaki spo-
sob aktywuje ten proces, skoro nie wykryto u
roSlin typowej dla apoptozy kasakady kaspaz ?
Przypuszcza si¢, ze uwolnienie cytochromu ¢
moze generowac letalny poziom reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxigen species, ROS),
a funkcje kaspaz spetniaja u roslin inne prote-
azy (patrz JONES 2000).

Nie ma pewnosci, czy uwalnianie cytochro-
mu c podczas PCD tapetum i innych tkanek ro-
slinnych jest reguta. Nie wykazano jego obec-
noSci w cytoplazmie starzejacych sie ptatkow u
petunii, ale pojawiat sie¢ w cytozolu komorek
roslinych stymulowanych do PCD wysoka tem-
peratura, menadionem czy D-mannoza.

Podczas degradacji tapetum u niektérych
gatunkow obserwowano redukcje wewnetrz-
nych bton mitochondrialnych (PACINI i
wspotaut. 1986, PACINI i KEJZER 1989). W sta-
rzejacym si¢ tapetum Ornithogalum virens
stwierdzono heterogenicznos¢ populacji mito-
chondrioéw, dotyczaca zaro6wno ich ultrastruk-
tury, jak i stanu potencjatu transbtonowego
(pracaw przygotowaniu). Zmiany strukturalne
obejmowaly deformacj¢ ksztaltu mitochon-
driow, przejsciowego powickszania si¢ prze-
strzeni perimitochondrialnej i stopniowego
wzrostu osmofilnosci matriks w koncowej fa-
zie degradacji. Niezmienione mitochondria
utrzymywaly sie do konca w tapetum u rzod-
kiewnika, Arabidopsis thaliana (FERREIRA i
wspotaut. 1997), Pinus sylvestris (ROWLEY i
wspotaut. 2000), Tillandsia albida i Lobivia
raushi (PAPINI i wspoétaut. 1999), co sugeruje,
ze moga by¢ one niezbednymi organellami
podczas aktywnego procesu PCD, wyma-
gajacego statego doplywu energii.
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ODKLADANIE LIPIDOW PODCZAS PCD TAPETUM

Szczegoblna cecha tapetum jest gromadze-
nie lipidow, rozpoczete w metabolicznie ak-
tywnej tkance i kontynuowane podczas jej de-
gradacji. Lipidy, ktore wejda w sklad okrywy
pylkowej, odktadaja si¢ w plastydach i cytopla-
zmie. W syntezie lipidow cytoplazmatycznych
moze uczestniczy¢ zarowno ER szorstkie,
obecne przez caly okres aktywnoSci tapetum,
jak i kompleksy gtadkich bton, pojawiajace si¢
u niektorych gatunkoéw wraz ze starzeniem si¢
tkanki tapetalnej. Rosnaca liczba lipidowych
plastoglobul jest oznaka degradacji plastydow i
ich przejscia w forme elajoplastow (CLEMENT i
PACINI 2001, LESNIEWSKA i CHARZYNSKA 2000).

Ostatecznie dochodzi do fuzji plastoglobul z li-
pidami cytoplazmatycznymi.

Przed rozpadem komorek tapetum zanika
ER, podlegajac wczesSniej fragmentacji na pe-
cherzyki. Zanika takze aparat Golgiego, a cy-
toplazma w miar¢ starzenia tapetum obkur-
cza si¢ i zageszcza. Caly protoplast przecho-
dzi glebokie zmiany, ktore maja na celu prze-
ksztalcenie wszystkich jego elementow w
uzyteczne sktadniki soku pylnikowego i ma-
terialy okrywy  pylkowej. Przerwanie
ciagtosci btony plazmatycznej uwalnia pozo-
statoSci tapetalnych protoplastow pomiedzy
ziarna pytku.

CZY POZOSTALOSCI CYTOPLAZMY TAPETUM SA ODPOWIEDNIKIEM CIALEK
APOPTOTYCZNYCH ?

W momencie rozpadu tapetum do komory
pylnika przemieszczaja si¢ masy lipidow i
zmienione, niewielkie fragmenty protoplastu.
Brak btony komoérkowej i zmiany w organel-
lach odroézniaja je zasadniczo od ciatek apopto-
tycznych, charakterystycznych dla apoptozy
zwierzecej. Ciatka apoptotyczne zawieraja
fragmenty jadra i zageszczonej cytoplazmy

oraz prawie niezmienione strukturalnie orga-
nella, a obecnos¢ blony komorkowej z fosfaty-
dyloseryna na powierzchni czyni takie struktu-
ry rozpoznawalnymi przez wchlaniajace je ma-
krofagi. W organizmach roslinnych nie ma od-
powiednikow makrofagéw ani zjawiska fago-

cytozy, ktora uniemozliwia obecnosc¢ Scian ko-
morkowych.

CZY SKLADNIKI OKRYWY PYLKOWE] SA TYLKO PRODUKTAMI ROZPADU TAPETUM?

Smierc¢ tapetum nie moze byc¢ rozpatrywa-
na w kategoriach usuwania zbednej tkanki,
ktora po spetnieniu funkcji sekrecyjnych w
pylniku konczy swoje zadanie. Wiele produk-
tow tapetalnego pochodzenia odegra swoja
wlasciwa biologiczna role dopiero po zaniku
tapetum. Sa wsrod nich orbikule (ciata Ubi-
scha) utatwiajace pytkowi oderwanie si¢ od
Sciany pylnika i specjalne struktury taczace ze
soba dojrzate ziarna pytku. Kluczowe znacze-
nie dla meskiego gametofitu ma biatkowo-lipi-
dowa okrywa pytkowa (Ryc. 5), ktora podnosi
efektywnos$c¢ zapylania, chroni pylek przed nie-
korzystnymi warunkami Srodowiska, a przede
wszystkim zapewnia mu sukces reprodukcyjny
podczas konkurencyjnego kietkowania w tkan-
kach shupka.

Dokladne analizy wykazaly, ze skltadniki
warstwy powierzchniowej okrywy pylkowej i
zawartoS¢ zaglebien egzyny u tego samego ga-
tunku moga si¢ istotnie r6znic¢. Wskazuje to na
nieprzypadkowy sposOb osadzania roznych
frakcji w okreSlonym miejscu Sciany ziarna

Ryc. 5. Powloka pytkowa (strzatki) na powierzch-
ni i w zaglebieniach Sciany ziaren pylku (zp) Or-
nithogalum virens; e — egzyna, i — intyna. TEM.
Pow. 7000x.
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pytku. Przypuszcza si¢, ze pewne biatka pocho-
dzenia tapetalnego sa deponowane wczesniej
na egzynie i pelnia po rozpadzie tapetum role
kotwic dla lipidowych materialow (PIFFANELLI i
wspotaut. 1998). Nowe spojrzenie na interakcje
mie¢dzy tapetum a dojrzewajacym pytkiem daty
badania okrywy pylkowej u Brassicaceae
(FERREIRA i wspolaut. 1997, PIFFANELLI i
MURPHY 1998, PIFFANELLI i wspoétaut. 1998). U
rzepaku, Brassica napus, wykazano, ze
wchodzace w sklad okrywy pytkowej biatka i li-
pidy nie sa biernie przeniesionymi sktadnikami
rozpadu tapetum. Zrédlem tych substancji sa
powstajace w koficowej fazie roznicowania ta-
petum tzw. tapetosomy, czyli ciala lipido-
wo-biatkowe o wlasnoSciach osmotycznych, nie
ograniczone elektronowogesta blona i posia-
dajace wewnatrz lipidowego obszaru oleozy-
no-podobne biatka tworzace regularna, heksa-
gonalna sie¢. Zdaniem badaczy tapetosomy
przechodza transformacj¢ podczas rozpadu ta-
petum i przenoszenia ich na powierzchnie

pytku. Biatka oleozyn sa ciete przez endoprote-
azy, co usuwa z nich N-terminalna domeng¢ hy-
drofobowa (odpowiedzialna za utrzymywanie
integralnoSci tapetosomow), a z C-terminalnej
domeny formowane sa wysoce zasadowe poli-
peptydy, w tym biatka zwigzane z samoniezgod-
noscia. Rownoczesna modyfikacja lipidow spra-
wia, ze sktad powloki pytku rézni sie od sub-
stancji znajdujacych si¢ w zywych protopla-
stach. Nalezy szczegOlnie podkreslic, ze urucha-
mianie enzyméw tnacych sktadniki tapetum na
sktadowe powtloki pytkowej dokonuje si¢ w fa-
zie rozpadu tkanki tapetalnej, jako rezultat roz-
wojowo regulowanej sekwencji przemian
zwiazanych z dzialalnoScia tapetum. Nie wiado-
mo czy wystepowanie tapetosomow ogranicza
sie tylko do rodziny Brassicaceae, gdzie zostaly
opisane i czy podobnym transformacjom podle-
gaja tapetalne skladniki podczs tworzenia okry-
wy pytkowej u innych gatunkow.

JAK PRZEBIEGA INDUKCJA PCD W TAPETUM ?

Obecnie brak danych o sygnatach ini-
cjujacych PCD w tapetum pylnikowym, cho-
ciaz mozna przypuszczad, ze kontrolowany ge-
netycznie proces naturalnej Smierci moze byc¢
regulowany hormonalnie. O losie tkanek ro-
slinnych decyduje zaré6wno ich potozenie w or-
ganie, jak i sygnaly docierajace z komorek
sasiednich.

Sugeruje si¢, ze wskaznikami wczesnej fazy
PCD u roSlin moga by¢ takze arabinogalaktano-
proteidy (ang. arabinogalactan proteins, AGPs).
Rodzinie tych glikoprotein przypisuje si¢ role
specyficznych znacznikéw powierzchni komo-
rek, determinujacych kierunek ich réznicowa-
nia, ze Smiercia programowana wlacznie
(SCHINDLER i wspoélaut. 1995, GASPAR i
wspotaut. 2001). Zmiany w AGPs blon lub ma-
triks zewnatrzkomorkowej (Scianie komorko-
wej) moga by¢ przyczyna zmian interakcji mie-
dzykomorkowych i zainicjowac wejscie komo-
rek na droge programowanej Smierci. Zmiany w

sktadzie AGPs wykazano podczas rozwoju pyl-
nika Brassica napus (PENNELL i wspotaut.
1991). Obecnos¢ specyficznych glikoprotein
wykazano przejsciowo w blonie komorkowej
tapetum i innych komorek pylnika, w kolejno-
Sci: tapetum, tetrady mikrospor, warstwa po-
srednia, endotecjum. Pojawienie si¢ specyficz-
nych glikoprotein blonowych poprzedzato
zmiany w Scianie tych komorek. Na podstawie
powyzszych wynikow BELL (1996) wysunat hi-
poteze, ze AGPs zanikajace z powierzchni ko-
morek tapetum moga ulegac fragmentacji, a ich
cukrowe fragmenty dzialac¢ jak sygnaly prze-
trwania, thumiace ekspresje genow apoptotycz-
nych w komorze pylnika. Tym, wedtug Bell’a,
mozna by ttumaczyC przezywanie wszystkich
pomejotycznych mikrospor w pylnikach na-
siennych, w przeciwienstwie do megaspor, w
wiekszosci genetycznie zdeterminowanych do
zamierania i nie chronionych przez tkanke¢ po-
dobna do tapetum pylnikowego.

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwos$ci, ze naturalna
Smierc tapetum jest procesem zaprogramo-
wanym w ontogenezie pylnika, chociaz me-
chanizmy jego regulacji sa prawie zupetnie
nieznane. Nie wiadomo jakie bodZce inicjuja

PCD tapetum, ani jaki czynnik spustowy i w
jakich warunkach uruchamia molekularna
maszyneri¢ destrukcji. Potwierdzonym fak-
tem jest nieprzypadkowa fragmentacja jadro-
wego DNA. Najwiecej danych w literaturze
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dotyczy strukturalnej degradacji tkanki, ale
wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi. De-
strukcja organelli przebiega w sposob
uporzadkowany i wykluczajacy niekontrolo-
wana autolize, ale trudno na razie wskazac
uniwersalna sekwencje zmian w protopla-
Scie. Nieznany jest przebieg dewakuolizacji
tapetum, nie wiadomo tez w jakim stopniu
zjawisko autofagii odgrywa role w degradacji
tkanki. Nalezaloby wyjasni¢, czy w procesie
proteolizy w komorkach tapetum sa zaanga-
zowane proteasomy (wielokatalityczne kom-
pleksy proteinazowe).

Wryniki prac nad degradacja tapetum Orni-
thogalum virens i Helianthus annuus wska-
zuja, ze molekularne mechanizmy Smierci zo-
staja wlaczone w fazie pelnej aktywnosci ko-

morek tapetum, kiedy morfologia wszystkich
organelli komorkowych, takze jadra, nie wyka-
zuje jeszcze oznak destrukcji.

Celem procesu roznicowania i programo-
wanej Smierci komorek tapetum jest funkcjo-
nowanie na rzecz rozwijajacych sie ziaren
pylku i stopniowe przegrupowanie struktural-
ne organelli, angazujace ukltady enzymatyczne
komorki, niektore uaktywniane juz po zaniku
komorkowej organizacji. Zmiany te decyduja o
dalszej funkcji tapetum w postaci powtoki
pylkowej, aktywnie oddziatywujacej ze Srodo-
wiskiem kietkowania pytku.

Serdecznie dzi¢ckuj¢ Pani prof. Marii Cha-
rzyfiskiej za cenne uwagi.

ANTHER TAPETUM IN PROGRAMMED CELL DEATH

Summary

The death of the tapetum in normal anther devel-
opment is an example of physiological programmed
cell death (PCD) in floral organ of higher plants. This
sporophytic secretory tissue which surrounds
meijocytes/pollen grains, provides them with many
substances necessary for development, e.g. nutrients,
certain enzymes, precursors of the pollen exine and
materials of pollen coat including the signalling mole-
cules. Species specific program of tapetal cells differ-
entiation and disintegration coincides precisely with
developmental program of the male postmeiotic cell
line. Premature or delayed degradation of the tapetum
results in male sterility. The death of tapetum, coordi-
nated with death of several different tissues, is indis-
pensable in realization of anther dehiscence
programme and in release of mature pollen grains.

PCD of tapetum is genetically controlled, but its
molecular mechanisms are poorly known with the ex-

ception of internucleosomal cleavage of nuclear
DNA.

At the structural level, programmed death of
tapetum is realized by sequential elimination of all the
cellular structures (extracellular matrix = cell wall and
protoplast). The cell wall hydrolysis takes place long
before disintegration of tapetal protoplast.

The morphotype of the anther in tapetum PCD is
different from apoptosis and autolysis. Cytomor-
phological changes in tapetum include: general
shrinkage of the whole cells and nuclei, chromatin
condensation (specially at the nucleus periphery),
transformation of tapetal plastids into elaioplasts, ac-
cumulation of lipids in cytoplasm, disruption of
endoplasmic reticulum and other organelles, and
eventually the breakdown of the plasma membrane ac-
companied by the the release of changed tapetal rem-
nants, transformed, in turn, into pollen coat materials.
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