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ZALAZEK JAKO AKTYWNY PARTNER W PROCESIE ROZMNAZANIA
GENERATYWNEGO ROSLIN KWIATOWYCH

WSTEP

Plodnosc¢ roslin rozmnazajacych si¢ seksu-
alnie zalezy od pomySlnego przebiegu fazy pro-
gamicznej (okres od umieszczenia pylku na
znamieniu stupka do penetracji zalazka przez
lagiewke pytkowa) i efektywnego zaptodnie-
nia. Sa to procesy, ktore warunkuja wysokosc
plonu owocow lub nasion, maja wi¢c duze zna-
czenie praktyczne. Podczas fazy progamicznej
dochodzi do wzajemnych oddzialywan miedzy
gametofitem meskim (pytkiem i tagiewka
pytkowa) a tkankami stupka — zarO6wno soma-
tycznymi, jak i komorkami linii generatywne;.
Znamig, szyjka stupka i tkanki lozyska w zalazni
leza na drodze wzrostu lagiewki, kierujacej si¢
do zalazka i ukrytego w nim woreczka zalazko-
wego (Ryc. 1). Zalazek jest organem, Kktory
wchodzi w interakcje z tagiewka pytkowa pod
koniec jej drogi wzrostu, bezpoSrednio przed
zaptodnieniem.

W zalazni wzrost tagiewki pytkowej powin-
ien by¢ ukierunkowany do mikropyle plod-
nego zalazka. U wielu roSlin zaobserwowano,
ze tagiewki pyltkowe reaguja na obecnosc re-
ceptywnych zalazkéw zmiana kierunku wzro-
stu ku ich mikropyle (okienku), nie reaguja na-
tomiast na zalazki niereceptywne, np. nie za-
wierajace woreczka zalazkowego, zbyt mlode
lub za dlugo oczekujace na zaplodnienie. Ob-
serwacje te wskazuja na aktywna role zalazka,
jako partnera w procesie rozmnazania seksua-

Ryc. 1. Droga tagiewki pylkowej w tkankach
slupka; zaznaczone najwazniejsze miejsca inte-
rakcji miedzykomorkowych: I — na znamieniu, II
— w tkance podznamieniowej, III — w szyjce
stupka, IV — w mikropyle zalazka.

Inego i sugeruja przywabianie lagiewek przez
ptodne, receptywne zalazki. Zalazki staja si¢ re-
ceptywne w SciSle okreSlonym etapie rozwoju,
dlatego tez wazne jest poznanie procesow za-
chodzacych podczas dojrzewania zar6wno w
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komorkach linii generatywnej, jak i w somat-
ycznych. Dotychczas nie poznano doktadnie,
w jaki sposob zalazki przekazuja tagiewkom sy-
gnaly o swojej receptywnosci. Problem ten jest
intensywnie badany w kilku laboratoriach na

Swiecie i stanowi takze obiekt badan prowa-
dzonych w Lublinie przez autorki niniejszego
artykutu.

ROZWOJ ZALAZKA

Zalazek jest organem zbudowanym z soma-
tycznych komorek rosliny macierzystej, w kto-
rym rozwija si¢ zenski gametofit, czyli wore-
czek zalazkowy. Rozwoj gametofitu zenskiego
jest kontynuacja procesOw wyroznicowania
komorek linii generatywnej z tkanek somatycz-
nych zalazka. Nastepuje to stosunkowo wcze-
$nie, kiedy zalazek przeksztatca sie ze wzgorka
merystematycznego w primordium z zaczatka-
mi ostonek i grupa komorek stanowiacych
osrodek. W tym wczesnym, nadal rozra-
stajacym si¢ oSrodku, komorki polozone na
jego szczycie pod skorka staja si¢ komorkami
archesporialnymi (macierzystymi komorek
mejotycznych). Dalszy rozwoj gametofitu
moze przebiegac nieco roznie, zaleznie od ga-
tunku rosliny, jednak u przeszio 80% roSlin
kwiatowych proces ten jest bardzo podobny.
Najczesciej tylko jedna komorka roznicuje sie
w mejocyt, ktory dzieli sie na cztery megaspo-
ry. Tylko jedna z megaspor rozwija si¢ w wore-
czek zalazkowy. NajczeSciej zbudowany jest on
z 7 komorek: 2 synergidy i komorka jajowa
tworza aparat jajowy, poza nimi jest duza ko-
morka centralna i trzy antypody o charakterze

Woreczek
zalazkowy

Komorka
centralna

Komorka
jajowa
Synergidy

Ostonka
zewnetrzna

Ostonka
wewnegtrzna

Kanat
mikropylarny

wegetatywnym (Ryc. 2). Woreczek zalazkowy
zlokalizowany jest w tkance somatycznej
osrodka, ktora moze by¢ roznie zbudowana, w
zaleznoSci od typu anatomicznego zalazka
(Ryc. 3). Ostonki okrywaja osrodek i wystaja na
szczycie formujac mikropyle. Od mikropyle do
osrodka prowadzi kanal mikropylarny — waska
przestrzen utworzona przez Szczytowa czes¢
ostonki wewnetrznej, niekiedy takze zewnetrz-
nej. Mikropyle moze by¢ skierowane: do tozy-
ska, w potozeniu odwrotnym lub bocznym
(Ryc. 4). Lagiewka pylkowa wrasta do zalazka
przez mikropyle, roSnie poprzez kanal mikro-
pylarny utworzony ze szczytowej czeSci
ostonki, dalej, pomiedzy komorkami osrodka,
do woreczka zalazkowego. Nastepnie tagiewka
penetruje do woreczka zalazkowego przez
jedna z synergid i uwalnia swoja cytoplazme z
dwiema komorkami plemnikowymi, niszczac
rownoczesnie te synergide. Jedna z komorek
plemnikowych zaptadnia komorke jajowa, zas
druga komorke centralna — jest to fenomen po-
dwojnego zaplodnienia wystepujacy u roslin
okrytonasiennych. CzeS¢ mikropylarna zalazka
stanowi zatem kofncowy odcinek drogi tagiew-

/Sznureczek

\

Ryc. 2. Schematyczny rysunek typowego zalazka cienkooSrodkowego.
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Ryc. 3. Droga tagiewki pytkowej w zalazkach: A — grubooSrodkowych, B — cienkoosrodkowych, C —

pozbawionych oSrodka mikropylarnego.

Ryc. 4. Droga tagiewki pytkowej w zalazkach: A — ortotropowych, B — anatropowych, C — kampylotro-

powych.

ki pytkowej do woreczka zalazkowego i pra-
widlowy rozwo0j tkanek w tym miejscu jest jed-

nym z waznych czynnikow decydujacych o
zaptodnieniu.

DOJRZEWANIE MIKROPYLARNEGO BIEGUNA ZALAZKA DO STANU RECEPTYWNOSCI

Po morfologicznym wyksztalceniu worecz-
ka zalazkowego, obserwuje si¢ proces dojrze-
wania tkanek somatycznych lezacych na mi-
kropylarnym biegunie zalazka. W zalazkach ro-
slin z rodziny Brassicaceae komorki mikropy-
larnej czeSci oSrodka ulegaja catkowitej dege-
neracji tak, ze w stadium receptywnym wore-
czek zalazkowy styka sie bezposSrednio z
kanalem mikropylarnym, utworzonym przez
ostonki. W zalgzkach cienkooSrodkowych, w
ktorych pomiedzy woreczkiem zalazkowym a
kanatem mikropylarnym znajduje si¢ pojedyn-
cza warstwa komorek oSrodka, tylko niektore z
nich ulegaja degeneracji. W miejscach po zde-
generowanych komorkach powstaja duze
przestrzenie, wypelnione substancja zewnatrz-
komorkowa zawierajaca, miedzy innymi, licz-
ne ziarna skrobi. W zalgzkach gruboosrodko-
wych, w ktorych pomiedzy woreczkiem
zalazkowym i kanalem mikropylarnym znajdu-
je sie kilkanaScie warstw komorek osrodka, nie

obserwuje si¢ przejawow degeneracji. Komor-
ki lezace na drodze wzrostu tagiewki pytkowe;j
wykazuja charakter wydzielniczy. Podobnie,
komorki skorki okrywajacej mikropylarny bie-
gun Srodka traca charakter okrywajacy, staja
sie wyjatkowo duze, maja gesta cytoplazme, a
kutikula pokrywajaca ich Sciany jest w wielu
miejscach poprzerywana (CHUDZIK 2002).
Uniwersalnym przejawem uzyskiwania doj-
rzalosci przez tkanki mikropylarnej czesci
zalazkoéw, u roznych gatunkow roSlin, jest nasil-
enie aktywnoSci wydzielniczej komorek somat-
ycznych i linii generatywnej. Przejawem tego
procesu jest wypelnienie przestrzeni mi¢d-
zykomorkowych wydzielina zewnatrzkomo-
rkowa. Przestrzenie miedzykomorkowe z za-
warta w nich wydzielina i Sciany komorkowe
okreSlane sa tacznie jako macierz zewnatr-
zkomorkowa roSlinna (ang. extracellular ma-
trix, ECM). Wiasnie w obrebie macierzy
zewnatrzkomorkowej tkanek stupka odbywa
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si¢ wzrost lagiewek pytkowych. Wydzieliny w
mikropylarnej czeSci zalazka zostaly wykryte u
prosa (Paspalum sp.) (CHAO 1971), $niedka
(Ornithogalum caudatum) (TILTON 1979), bu-
raka (Beta vulgaris) (OLESEN i BRUUN 1990),
aloesika (Gasteria verrucosa) (FRANSSEN-VER-
HEIJEN i WILLEMSE 1993), brzoskwini (Prunus
persica) (HERRERO 2000), rzepaku (Brassica
napus), gorczycy (Sinapis alba), hiacynta (Gal-
tonia candicans), wiesiolka (Oenothera ho-
okeri), i przebiSniegu (Galanthus nivalis)
(CHUDZIK i SNIEZKO 1997, 1999a, b, 2003;
CHUDZIK 2002). Pojawianie si¢ wydzieliny
zewnatrzkomorkowej w mikropyle zalazka
zwiazane jest zawsze z okreSlona faza rozwo-
jowa kwiatu i uwaza si¢, ze jest ono przejawem
dojrzatosci i ptodnosci zalazka. Powigkszenie
przestrzeni miedzykomorkowych i gromad-
zenie w nich wydzieliny shuzy przygotowaniu
odpowiedniego Srodowiska wzrostu dla
lagiewki.

SKEADNIKI WYDZIELINY MIKROPYLARNE],
WAZNE DLA WZROSTU EAGIEWKI PYLEKOWE]

Sktad biochemiczny wydzieliny mikropy-
larnej badany byt u roSlin z rodzin Amaryllida-
ceae, Brassicaceae, Liliaceae i Oenotheraceae
(CHUDZIK i SNIEZKO 1997, 1999a, b, 2003).
Wiadomo, ze w wydzielinie wystepuje m.in.
duzo pektyn, glikoprotein i wolnych jonow
wapnia.

Pektyny

Metody immunocytochemiczne pozwolity
stwierdzi¢, ze pula pektyn wystepujacych w
obszarze apoplastu zalazkow, sktada si¢ z frak-
cji pektyn estryfikowanych i deestryfikowa-
nych. W bardzo matych iloSciach wystepuja
one w Scianach komorkowych w catej tkance
somatycznej zalazka, ale znaczace iloSci tych
zwiazkOw pojawiaja sie¢ dopiero podczas fazy
progamicznej w rejonie mikropylarnym ptod-
nych zalazkow. Po inkubacji z przeciwcialem
JIM 7 — rozpoznajacym pektyny estryfikowa-
ne, intensywnosS¢ fluorescencji na biegunie
mikropylarnym zalazkow byla o wiele silniej-
sza niz na biegunie chalazalnym. Zastosowa-
nie przeciwcial znakowanych czasteczkami
ztota pozwolito stwierdzic, ze pektyny estryfi-
kowane wystepuja w rejonie mikropylarnym
zalazkow zarowno w pogrubionych Scianach
komorkowych, jak i w przestrzeniach miedzy-

komoérkowych. Sa one roOwniez wykrywane na
terenie cytoplazmy komorek, rownoczesnie
obserwuje si¢ proces ich aktywnego wydziela-
nia poza komorke. Na biegunie chalazalnym
zalazka pektyny rozpoznawane przez prze-
ciwcialo monokonalne JIM 7 wystepuja w nie-
wielkich iloSciach w Scianach komo6rkowych,
ale nie obserwuje si¢ nasilonego procesu eg-
ZOCYytozy.

W tkankach rejonu mikropylarnego, obser-
wowano rowniez nagromadzenie pektyn de-
estryfikowanych  (rozpoznawanych przez
przeciwcialo monoklonalne JIM 5). Badania
immunocytochemiczne przeprowadzone na
poziomie mikroskopu elektronowego wyka-
zalty, ze pektyny deestryfikowane w rejonie mi-
kropylarnym zalazk6w sa zlokalizowane
przede wszystkim w wydzielinie zewnatrzko-
morkowej, w ktorej odbywa sie wzrost lagie-
wek pyltkowych. Nie sa natomiast wykrywane
w Scianach komoérkowych, ani na terenie cyto-
plazmy komorek. W pozostatych czeSciach
zalazka niewielkie iloSci tych pektyn wyste-
puja gtdbwnie w narozach Scian komorkowych,
gdzie sa prawdopodobnie odpowiedzialne za
spojnos¢ tkanki. Zgodnie z obecnym stanem
wiedzy, silnie estryfikowane pektyny sa synte-
tyzowane w aparacie Golgiego i w takiej for-
mie sa wydzielane na powierzchnie komorki.
W obrebie apoplastu pektyny moga, w sposob
kontrolowany, podlegac¢ deestryfikacji, przez
obecne tam wyspecjalizowane esterazy
(CARPITA i GIBEAUT 1993).

Funkcja pektyn, obecnych w macierzy
zewnatrzkomorkowej tkanek stupka i mikro-
pylarnej czeSci zalazkow, jest utworzenie
uwodnionej matrix, bedacej optymalnym Sro-
dowiskiem wzrostu dla tagiewek pytkowych.
Sa one rowniez zZrédltem sktadnikow odzyw-
czych i materialtow budulcowych. Lagiewki
pylkowe produkuja wiele enzyméw od-
dziatywujacych z pektynami. Sa wsrod nich po-
ligalakturonazy, esterazy i liazy pektynowe. Po-
ligalakturonazy wydzielane do ECM stupka w
czasie wzrostu lagiewki czeSciowo degraduja
pektyny. Utatwia to penetracj¢ tagiewki, ponie-
waz struktura ECM zostaje rozluzniona. Pro-
dukty degradacji pektyn z apoplastu zalazka
staja si¢ prekursorami do syntezy Sciany ko-
morkowej tagiewki. Powstajace w wyniku de-
gradacji pektyn czasteczki oligogalakturonia-
now moga dziatac jak czasteczki sygnalne, po-
dobnie jak oligosacharyny (FRY i wspolaut.
1993). Inne enzymy moga zmieniac strukture
pektyn obecnych w ECM stupka tak, aby
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pelnily one funkcje czasteczek adhezyjnych dla
fagiewki. W literaturze istnieje wiele danych
Swiadczacych o zaangazowaniu pektyn w ad-
hezje komorek. Jednak rodzaj czasteczek pek-
tynowych zaangazowanych w te procesy rozni
sic w zaleznoSci od badanego gatunku oraz
tkanki. Najnowsze doniesienia wskazuja, ze
pektyny deestryfikowane, rozpoznawane
przez przeciwcialo monoklonalne JIM 5, sa ko-
nieczne dla rosnacych tagiewek pytkowych Li-
lium longiflorum jako czasteczki adhezyjne,
umozliwiajace  przyleganie do macierzy
zewnatrzkomorkowej stupka (MOLLET i
wspotaut. 2000). Do adhezji tagiewek pytko-
wych lilii (L. longiflorum), oprocz pektyn, po-
trzebne jest jeszcze niskoczasteczkowe, zasa-
dowe biatko o masie czasteczkowej 9 kD, okre-
Slane jako adhezyna (SCA) (PARK i wspotaut.
2000). Biatko to jest zlokalizowane w ECM
shupka, nie wystepuje natomiast w Scianie ko-
morkowej lagiewek. Jak wykazaly liczne bada-
nia, przyleganie tagiewek pylkowych do ECM
tkanek stupka jest warunkiem niezbednym do
kierowania wzrostem tagiewki pytkowej az do
zaplodnienia (LORD 2000). Istnieja doniesie-
nia, ze rOwniez silnie estryfikowane czasteczki
pektyn oraz ich obojetne tancuchy boczne by-
waja zaangazowane w adhezje¢ komorek, moga
wiec shuzy¢ jako czasteczki adhezyjne takze
rosnacym tagiewkom.

Jony wapnia

Udzial jonow wapnia w kietkowaniu pytku
i wzroscie lagiewki pytkowej jest intensywnie
badany od wielu lat. Wyniki badan pokazujace
decydujacy wpltyw jonOw wapnia na wzrost
lagiewek pytkowych in vitro przyczynity sie do
szczegollnego zainteresowania embriologow
roSlin wystepowaniem wapnia w réznych
tkankach stupka. Szczegolnie intensywnie po-
szukiwano dowod6w na istnienie gradientu
stezenia wapnia wzdtuz drogi wzrostu lagiew-
ki pytkowej, ktory bylby czynnikiem chemo-
taktycznym dla rosnacych tagiewek. Bardzo
wysokie stezenie wolnych jonow wapnia wy-
kryto, przy uzyciu roznych metod, w synergi-
dach zalazkéw bawelny (JENSEN 1965), pszeni-
cy (CHAUBAL i REGER 1990), stonecznika (HE i
YANG 1992), tytoniu (TIRLAPUR i in. 1993), ro-
splenicy (Pennisetum glaucum) (CHAUBAL i
REGER 1993) i rzepaku (YU i wspotaut. 1998).
W woreczkach zalazkowych otownika (Plum-
bago zeylanica), ktOre sa pozbawione syner-

gid, wapn gromadzony jest obficie w komorce
jajowej (TIAN i wspotaut. 2000). Najnowsze ba-
dania pokazuja, ze wapn, aby by¢ chemoatrak-
tantem dla rosnacej tagiewki, nie musi byc¢ roz-
mieszczony w formie ciaglego gradientu w
stupku roSlin kwiatowych. Do wywolania
zmiany kierunku wzrostu tagiewki wystarczy
miejscowe zwickszenie jego st¢zenia, np. po-
przez lokalna degradacje pektyn deestryfiko-
wanych (MALHO i wspotaut. 2000).

Niezwykle wazna funkcja pektyn deestryfi-
kowanych, wystepujacych w macierzy zew-
natrzkomorkowej mikropylarnej czeSci ptod-
nych zalazkoéw, jest wiazanie i magazynowanie
jonow wapnia. Wolne grupy karboksylowe, po-
wstajace na skutek deestryfikacji czasteczek
pektynowych, sa miejscami wiazacymi katio-
ny, a przede wszystkim jony wapnia (CARPITA i
GIBEAUT 1993). Enzymatyczna degradacja lub
modyfikacja pektyn deestryfikowanych uwal-
nia wapAi w postaci wolnych jonow, w stezeniu
optymalnym dla wzrostu tagiewki pytkowe;j.
Pektyny deestryfikowane obecne w ECM
stupka oraz w Scianie komorkowej tagiewki
stanowia bufor stezenia wolnych jonéw wap-
nia. Bardzo wazne jest, aby wolne jony wapnia
obecne na drodze wzrostu tagiewki pytkowe;j
byly w optymalnym st¢zeniu, poniewaz zarOw-
no zbyt wysoka, jak i zbyt niska ich koncentra-
cja moze hamowaé wzrost tagiewki (BREW-
BAKER i KWACK 1963, PICTON i STEER 1983).
Niektorzy autorzy sugeruja na przyklad, ze wy-
sokie stezenie jonoOw wapnia w synergidach
hamuje wzrost tagiewki pytkowej i powoduje
jej pekniecie i uwolnienie komorek plemniko-
wych. O tym, ze pektynian wapnia jest najlep-
szym zrodlem tego pierwiastka dla tagiewek
pylkowych przekonano si¢ prowadzac do-
Swiadczenia in vitro. Lagiewki Pennisetum
glaucum wykazywaly pozytywny chemotro-
pizm w kierunku Zrédla jonow wapnia tylko w
postaci pektynianu, nie reagowaly natomiast
na nieorganiczne zrodla tego pierwiastka
(REGER i wspotaut. 1992).

Biatka arabinogalaktanowe (AGP)

W receptywnych zalazkach roSlin z rodzin
Amaryllidaceae, Brassicaceae, Liliaceae i
Oenotheraceae opisano pojawianie si¢ bialek
arabinogalaktanowych na biegunie mikropy-
larnym dojrzalego woreczka zalazkowego
(CHUDZIK 2002). Pojawienie si¢ tej grupy gli-
koprotein nie jest rownoczesne z morfologicz-
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nym wyksztalceniem woreczka zalazkowego.
Sa one wykrywane dopiero w zalazkach po-
chodzacych z otwartych kwiatow, a u niekto6-
rych gatunkow dopiero po zapyleniu znamie-
nia slupka. Obecnos¢ AGP w tkance oSrodka i
kanale mikropylarnym wykrywano dopiero w
zaawansowanej fazie progamicznej, co moze
by¢ nastepstwem ich aktywnej sekrecji z game-
tofitu i rozprzestrzeniania si¢ pomiedzy ko-
morkami somatycznymi zalazka. W tkankach
somatycznych badanych zalazkoéw lokalizacja
bialek arabinogalaktanowych zwigzana byla
Scisle z droga wzrostu tagiewki pytkowej, nie
obejmowata calego obszaru mikropylarnego
podlegajacego specyficznym zmianom w pro-
cesie dojrzewania. Wiadomo, ze biatka arabino-
galaktanowe sa zakotwiczone w btonie komor-
kowej za pomoca kotwicy GPI (glycosylpho-
sphatidylinositol) i moga by¢ od niej okresowo
odcinane i wydzielane do macierzy zewnatrz-
komorkowej. AGP sa biatkami niskoczastecz-
kowymi, rozpuszczalnymi w wodzie i dlatego
moga tatwo dyfundowac na duze odleglosci w
roSlinnej macierzy zewnatrzkomorkowej
(SERPE i NOTHNAGEL 1999). AGP wydzielone
przez komorki aparatu jajowego, dyfunduja do
przestrzeni miedzykomorkowych osrodka mi-
kropylarnego i do kanatu mikropylarnego, co
zostalo zaobserwowane u Galanthus nivalis,
Sinapis alba, Galtonia candicans i Oenothera
hookeri (CHUDZIK 2002).

Biatka arabinogalaktanowe sa grupa gli-
koprotein zewnatrzkomorkowych, ktorych
ekspresja w roznych tkankach jest regulowa-
na rozwojowo. Petnia one réznorodne funk-
cje, m.in. biora takze udzial w interakcjach
podczas proceséw seksualnych (SERPE i
NOTHNAGEL 1999, CHEUNG i WU 1999). Moga
odgrywac role czasteczek adhezyjnych i che-
motaktycznych. Komentowana jest rOwniez
rola AGP jako czasteczek sygnalnych, przeka-
zujacych informacje miedzy komorkami pod-
czas ich rozpoznawania sie (SCHULTZ i
wspotaut. 1998). Rola taka w procesie zaptod-
nienia jest bardzo prawdopodobna. AGP pod-
legaja ekspresji w dojrzalym woreczku zalazk-
owym, skad sa wydzielane, gtbwnie po stronie
mikropylarnej. Jako produkt powstaly pod
kontrola haploidalnego genomu sygnalizuja
one obecnos¢ ptodnego gametofitu, a rowno-
czesSnie znakuja miejsce aparatu jajowego wo-
reczka zalazkowego — celu, do ktérego rosnie
lagiewka pytkowa.

WPLYW PLODNEGO GAMETOFITU NA
DOJRZEWANIE TKANEK SOMATYCZNYCH W
REJONIE MIKROPYLARNYM ZALAZKA

Wyniki wielu obserwacji wskazuja na nie-
zwykle istotna funkcje dojrzalego woreczka
zalazkowego w stymulowaniu dojrzewania tka-
nek somatycznych. W zalazkach zenskosteryl-
nej formy Oe. mut. brevistylis oraz w zalazkach
G. nivalis, ktore w okresie kwitnienia maja
opoznione w rozwoju woreczki zalazkowe, lub
catlkowicie zdegenerowane komorki linii gene-
ratywnej, nie obserwuje si¢ zwi¢kszonej ak-
tywnosci wydzielniczej w somatycznych ko-
morkach lezacych na drodze wzrostu tagiewki,
ani wystepowania wydzieliny w kanale mikro-
pylarnym. Anatomicznie tkanki somatyczne
zalazkow z zablokowanym rozwojem gameto-
fitu sa wyksztatlcone prawidtowo, ale w ich re-
jonie mikropylarnym nie zachodza specyficz-
ne zmiany morfologiczne i histochemiczne, ko-
nieczne do uzyskania receptywnosci. W takich
zalagzkach nie stwierdzono nagromadzenia w
obszarze apoplastu znacznych iloSci pektyn i
wolnych jonéw wapnia. Badania immunocyto-
chemiczne wykazaly, ze w zalazkach pozba-
wionych woreczka zalazkowego, nawet w ko-
ncowych etapach kwitnienia, nie wystepuje
ekspresja biatek arabinogalaktanowych rozpo-
znawanych przez przeciwciala monoklonalne
JIM 8 i JIM 13.

Obserwacje te sa szczegOlnie interesujace
w przypadku ostonek, ktore byly opisywane
jako czeSci zalazka wykazujace znaczny stopien
niezaleznoSci rozwojowej. Zamieranie worecz-
ka zalazkowego i degeneracja tkanki oSrodka
nie sa skorelowane z podobnymi procesami w
ostonkach (OLESEN i BRUUN 1990, ERDELSKA
1999, SNIEZKO 2000). By¢ moze procesy dege-
neracyjne maja inne mechanizmy w osrodku
niz w ostonkach i stad obserwowana autono-
mia tych ostatnich.

WPLYW ZAPYLENIA NA DOJRZEWANIE

ZALAZKOW
Niewatpliwie = zapylenie i obecnos¢
rosnacych tagiewek w tkankach stupka

wplywa stymulujaco na rozwoj i dojrzewanie
zalazkow. Czesto bez zapylenia nie moga one
osiagnac wilaSciwej receptywnosci. Skrajnym
przyktadem moga by¢ niektore storczyki, u kto-
rych dopiero po zapyleniu znamienia, w
zalazni rozpoczyna sie rozwoj zalazkow od sta-
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dium najwczesniejszej inicjacji do receptyw-
nosci. Interesujacy jest rozwoj zalazkow i ich
interakcje z tagiewka pytkowa u przebisniegu.
Organy generatywne tego gatunku rozwijaja
si¢ jesienia wewnatrz cebulek, kosztem zgro-
madzonych tam materialtow zapasowych. Wig¢-

nym sezonie wegetacyjnym, po otwarciu kwia-
tu i po zgodnym zapyleniu, nastepuje zmiana fi-
zjologii komorek somatycznych w czeSci mi-
kropylarnej zalazkow oraz ekspresja biatek ara-
binogalaktanowych w woreczku zalazkowym
(Ryc. 5). Sekrecja roznych substancji z komo-

Zalazki ptodne

Nie zapylone 24 godz. po zapyleniu

Zalazki sterylne

Wolne
jony
wapnia

JIM 5

AGP

JIM 8

JIM 13

Ryc. 5. Zmiany histochemiczne w mikropylarnej czesci zalazkow Galanthus nivalis, indukowane za-

pyleniem.

kszos¢ zalazkow u tego gatunku jest morfolo-
gicznie prawidlowo uksztalttowana jeszcze
przed zima. Pomimo iz zalazki te zawieraja wo-
reczki zalazkowe z wyksztalconym aparatem
jajowym, nie sa receptywne. Dopiero w nastep-

rek somatycznych i linii generatywnej nasila
sie podczas trwania fazy progamicznej, dzieki
czemu kanal mikropylarny wypelnia si¢ wy-
dzielina o zlozonym sktadzie (CHUDZIK i
wspotaut. 2002).

DROGA LAGIEWKI PYLKOWE]

CZYNNIKI WPELYWAJACE NA WZROST LAGIEWEK
W SZYJCE SLUPKA

WickszoSC obserwacji fazy progamicznej
prowadzono bezposrednio po zapyleniu, kie-
dy ziarna pyltku kietkowaly na znamieniu, lub

kiedy tagiewki przerastaty szyjke stupka. Znacz-
nie mniej badan dotyczy koncowego stadium
fazy progamicznej, kiedy wierzchotek tagiewki
pylkowej znajduje si¢ juz w zalazni. Na znamie-
niu i w tkance transmisyjnej stupka zgodne
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fagiewki pylkowe rosna w sposob regularny,
rownolegle do siebie i w przyblizeniu prostoli-
niowo. Na calej dlugosci maja podobna Sredni-
ce, gltadkg Sciane komorkowa i rOwnomiernie
rozmieszczone korki kalozowe, odgrani-
czajace wierzchotkowa czeS¢ protoplastu
rosnacej tagiewki. Zaproponowano kilka hipo-
tez, thumaczacych jakie czynniki decyduja o
kierunku wzrostu tagiewki pytkowej w gtab
znamienia oraz w tkance transmisyjnej shupka.
Za najwazniejszy uznano m.in. czynnik chemo-
taktyczny, mimo ze nie okreslono, jaka substan-
cja pelni te¢ funkcje. Za najbardziej prawdopo-
dobne uznano oligosacharydy, niskoczastecz-
kowe biatka i jony wapnia (MASCARENHAS i
MACHLIS 1964, REGER i wspotaut. 1992,
WILLEMSE i VLETTER 1995). Nie mniej intere-
sujace wydaja si¢ takze inne proponowane mo-
dele, m.in. mechaniczny (HESLOP-HARRISON i
HESLOP-HARRISON  1986), hydrotropiczny
(LUSH i wspotaut. 1998) oraz haptotaktyczny
(SANDERS i LORD 1992, LORD 2000, MOLLET i
wspotaut. 2000, PARK i wspotaut. 2000). W
ostatnich latach szczegolnie intensywnie bada-
ny jest mechanizm haptotaktyczny, ktory
zaktada, ze tagiewka pytkowa jest prowadzona
przez wyspecjalizowane czasteczki macierzy
zewnatrzkomorkowej stupka, na wzor mi-
grujacych komorek zwierzecych. Przytaczane
sa dowody przemawiajace za kazdym z wymie-
nionych wyzej mechanizmow, nie wykluczone
jest takze ich wspotdziatanie na poszczegol-
nych etapach wzrostu tagiewki. Zaden z propo-
nowanych modeli nie ttumaczy jednak wystar-
czajaco zachowania lagiewek pylkowych w
zalazni, poniewaz ich sposob wzrostu rozni sie
tu znacznie od obserwowanego na znamieniu i
w szyjce shupka.

SPOSOB WZROSTU EAGIEWEK W ZALAZNI

Na powierzchni tozyska tor wzrostu lagie-
wek bywa bardzo réznorodny i nieregularny.
Czesto zmieniaja one kierunek wzrostu, nawet
0 180°. Niektore lagiewki bezposrednio odnaj-
duja droge do mikropyle zalazka, inne nato-
miast omijaja wiele zalazkow lub kraza w po-
blizu mikropyle, ale nie wrastaja do niego. Zda-
rza sie, ze tagiewki wrastaja na ostonki
zalazkow i otaczaja je lub kilkakrotnie zmie-
niaja kierunek wzrostu na sznureczku zalazka.
Ksztatt wielu tagiewek jest nieregularny, obser-
wowane s3 rozdecia, a nawet krotkie boczne

odgatezienia (HERRERO 2000, SNIEZKO 2002,
obserwacje wlasne).

Szczegolny sposob wzrostu lagiewek wy-
stepuje w zalazni roSlin z rodzaju Oenothera.
Na powierzchni tozyska tych roSlin tagiewki
tworza liczne, dhugie odgalezienia. Dzielg sie
na kilka podobnie wygladajacych rureczek, za-
wierajacych cytoplazme¢ z licznymi ziarnami
skrobi. Czasem rozgalezienia s3a tak liczne, ze
tworza struktury podobne do pedzelkow.
Jadro wegetatywne i komorki plemnikowe
znajduja si¢ zawsze tylko w jednym, zwykle
wiodacym odgalezieniu, jednak ostatni korek
kalozowy tworzony jest przed rozgat¢zieniem
tagiewki (SNIEZKO 1996, 1997; STRUBINSKA i
SNIEZKO 2000). Dla kontrastu, tagiewki tych ro-
Slin rosnace w szyjce stupka pokonuja dlugi dy-
stans nie tworzac rozgalezien; rosna tam row-
nolegle do siebie w postaci prostych rureczek.
Natomiast w hodowli in vitro rozgat¢ziaja si¢
zaraz po wykietkowaniu z ziarna pytku, praw-
dopodobnie w odpowiedzi na brak czynnikow
ukierunkowujacych ich wzrost, jakie od-
dziatuja na nie in vivo (SNIEZKO 1997). Po-
twierdza to hipoteze, ze inne czynniki kieruja
wzrostem lagiewek w szyjce stupka, a inne w
zalazni.

Rozgalezianie si¢ tagiewek na powierzchni
tozyska u Oenothera zostato zinterpretowane,
jako odpowiedZz na brak jednoznacznego sy-
gnalu, kierujacego ich wzrostem, co nie wyklu-
cza jednak istnienia chemoatraktantow, wy-
sylanych przez zalazki Oenothera. U tych roSlin
mikropyle setek zalazkow dotyka do tozyska,
pokrytego warstwa eksudatu. Kazdy plodny
zalazek wydziela na powierzchnie¢ tozyska sub-
stancje chemotaktyczne, ktore dyfunduja i roz-
praszaja si¢. Poniewaz poszczegOlne zalazki
leza bardzo blisko siebie, to w pewnych miej-
scach moze dochodzi¢ do naktadania sie sub-
stancji wydzielanych z  poszczegolnych
zalazkOow, przez co nie tworzy si¢ jednoznacz-
ny gradient prowadzacy do zZrodla substancji
(Ryc. 6). Lagiewka wytwarza liczne rozgaltezie-
nia, rosnace w roznych kierunkach, aby mimo
rozproszenia sygnatu, dokladnie zlokalizowac
mikropyle. Kiedy jedno z odgatezien odnajdzie
mikropyle zalazka, staje si¢ wiodacym i kieruje
sic do woreczka zalgzkowego. Niektore z
odgatezien, powstatych przed penetracja mi-
kropyle, wrastaja w szczytowa czeS¢ ostonki,
wokot kanatu mikropylarnego (SNIEZKO 1996,
1997, 2002). Odgalezienia te moga petnié
funkcje wzmacniajaca polaczenie lagiewki z
zalazkiem, a takze role haustoriow odzy-
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Ryc. 6. Naktadanie si¢ gradientu stezen substancji
wydzielanych z mikropyle na powierzchnig tozy-
ska, w zalazni z licznymi zalazkami.

wiajacych meski gametofit, po dlugim okresie
wzrostu, jak to opisano u fuksji (TILQUIN i
wspolaut. 1983). Podobne zjawisko niejedno-
znacznego sygnatu w zalazni z licznymi zalazka-
mi opisano takze u Solanacecae (LUSH i
wspotaut. 2000).

SYGNAL GENEROWANY W MIKROPYLE ZALAZKA

Z wielokrotnymi zmianami kierunku wzro-
stu lagiewek na powierzchni tozyska réznych
roslin kontrastuje ich precyzyjne wrastanie do
mikropyle plodnego zalazka. Mikropyle jest
bardzo matym otworkiem w poréwnaniu z po-
wierzchnia calego zalazka, ale tagiewki odnaj-
duja go z duza precyzja. W warunkach in vivo
prawie nigdy nie obserwuje si¢ penetracji
zalazkow inna droga niz przez kanal mikropy-
larny. Wyjatek stanowi chalazogamiczna rosli-
na Pistacia vera, u ktorej zaptodnienie zawsze
odbywa si¢ od strony chalazalnej zalazka
(MARTINEZ-PALLE i HERRERO 1998). W tym
przypadku chalazalny biegun zalazka przejat
funkcje mikropyle i jest przystosowany do
wspierania wzrostu tagiewki pytkowe;j.

Opisany wzor wzrostu tagiewek w zalazni
wielu gatunkow roslin nie wyklucza dzialania
czynniko6w mechanicznych i haptotaktycz-

nych, ale sugeruje istnienie wyraznych bodz-
cOw chemotaktycznych, wysytanych prawdo-
podobnie przez ptodny woreczek zalazkowy.
Sa to tzw. czynniki dlugodystansowe, dziala-
jace jako atraktanty dla rosnacych w zalazni
lagiewek (HULSKAMP i wspotaut. 1995). Nie-
zbedne sa takze czynniki krotko-dystansowe
obecne bezposrednio na powierzchni sznu-
reczkow i w kanale mikropylarnym zalazkow,
niezbedne do adhezji tagiewek pytkowych i
ukierunkowania ich wzrostu do woreczka
zalazkowego. Przekonano si¢ o tym badajac
zenisko-sterylne mutanty rzodkiewnika (Arabi-
dopsis), u ktorych przyczyna nieptodnosci byt
wlasnie brak adhezji lagiewek pytkowych do
powierzchni sznureczka i mikropyle zalazka
(WILHELMI i PREUSS 1997).

INTERAKCJA GAMETOFITOW 1 WYBIORCZE
ZAPLODNIENIE

Przywabianie lagiewek pylkowych przez
zalazki zawierajace plodny gametofit i brak tro-
pizmu lagiewek ku zalazkom sterylnym obser-
wowano takze u réznych dzikich form roslin i
u odmian uprawnych. U Rosaceae w zalazni
znajduja si¢ dwa zalazki, jednak tylko jeden z
nich zawiera wyksztalcony woreczek zalazko-
wy, drugi natomiast nie przechodzi pelnego
rozwoju — megasporogeneza nie zostaje zako-
nczona a komorki mejotyczne ulegaja degene-
racji. Z cze¢Sci somatycznych zalazka wycofywa-
ne sa materialy zapasowe. Po zapyleniu zalazek
taki podlega stopniowej degeneracji, a tagiew-
ki nigdy nie rosna w jego kierunku. Atrakcyjny
dla tagiewek pytkowych jest zawsze tylko je-
den prawidlowo rozwinicty zalazek zawie-
rajacy dojrzaty woreczek zalazkowy (SNIEZKO
2002, ARBELOA i HERRERO 1991, RODRIGO i
HERRERO 1998).

Zjawisko braku interakcji meskiego game-
tofitu z zalazkami pozbawionymi woreczka
zalazkowego obserwowano takze u Galanthus
nivalis. W ok. 50% zalazkow tej roSliny worecz-
ki zalazkowe sa juz morfologicznie zréznico-
wane przed zima. W pozostalych zalazkach
proces mejozy jest zahamowany. Wiosna, po
zapyleniu znamion, w niektorych zalazkach na-
stepuje rozwoj gametofitu, lecz ostatecznie ok.
20% zalazkow nie zawiera wyksztalconego wo-
reczka zalazkowego. Obserwacje fazy proga-
micznej w setkach zapylonych kwiatow Galan-
thus nivalis wykazaly, ze tagiewki pytkowe nig-
dy nie wrastaja do zalazkéw pozbawionych
woreczka zalagzkowego. Lagiewki pyltkowe
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wrastaja do ok. 50% plodnych zalazkow
(CHUDZIK i wspoétaut. 2002). Stosunkowo ni-
ska efektywnoS¢ rozmnazania seksualnego tej
rosliny moze wynikac zjej zdolnosci do rowno-
czesnego rozmnazania wegetatywnego. Skoja-
rzenie obu tych procesow stwarza dobre pod-
stawy do utrzymania licznej i zréznicowane;j
genetycznie populacji w kolejnych pokole-
niach.

Obserwacje prowadzone u wielu gatun-
koéw roslin wykazaly, ze nawet zalazki zawie-
rajace plodny gametofit nie sa zapladniane w
kolejnosci, w jakiej sa utlozone na tozysku, ale
wybiorczo. Lagiewki czesto rosna po po-
wierzchni lozyska omijajac wiele plodnych
zalazkow, zanim wrosna do mikropyle wybra-
nego zalazka. Moze to by¢ proces zupelnie
przypadkowy, ale niewykluczone jest tez wy-
biorcze zaptodnienie. W literaturze istnieja do-
niesienia wskazujace na to, ze tagiewka i wore-
czek zalazkowy odrozniaja swoje genotypy i
wybieraja partnera do zaplodnienia. U
Oenothera udowodniono selektywne zaptod-
nienie na podstawie analizy genotypOw w po-
koleniu F1 (SCHWEMMLE 1968). Réwniez u ro-
Slin z rodziny Cucurbitaceae i Papilionaceae
stwierdzono powstawanie okreslonych kom-
binacji genetycznych w pokoleniu F,, nie wyni-
kajacych z rachunku prawdopodobienstwa,
przy znanej puli pylku niosacego okresSlony
gen (SCHLICHTING i wspotaut. 1987, QUASADA i
wspotaut. 1993).

Przywabianie lagiewek pyltkowych przez
woreczki zalazkowe, nie otoczone zadnymi
tkankami somatycznymi, udowodniono w wa-
runkach in vitro u torenii (Torenia fournieri)
(HIGASHIYAMA i wspotaut.1998). U tego gatun-
ku woreczki zalazkowe wyrastaja poza mikro-
pylarna czes¢ zalazka i, niczym nie ostoniecte,
stykaja si¢ bezposrednio z tozyskiem pokrytym
bogata wydzielina. Tego typu zalazki, hodowa-
ne na statym podlozu, wykazywaly wyrazne
dzialanie chemotaktyczne w stosunku do lagie-
wek. Natomiast zalazki poddane wczesniejsze-
mu dziatlaniu wysokiej temperatury nie mialy
takiej aktywnoSci. ROwniez zalazki hodowane
w podlozu plynnym nie przywabialy tagiewek.
Autorzy sugeruja, ze synergidy zalazkow pro-
dukuja substancje chemotaktycznag, ktorej od-
powiedni gradient formuje si¢ jedynie na
stalym podlozu. Wyniki tych badan dotycza
jednak specyficznego gatunku, u ktorego wo-
reczek zalazkowy nie jest otoczony tkankami
somatycznymi. U innych gatunkéw roslin na
drodze pomiedzy lozyskiem a woreczkiem

zalazkowym znajduje si¢ jeszcze sznureczek
oraz mikropylarne tkanki ostonek zalazka, a w
zalazkach gruboosrodkowych — takze osrodka.
Tkanki te musza by¢ rowniez odpowiednio
przygotowane do przyjecia tagiewki pytkowe;j.

WZROST LAGIEWEK PYEKOWYCH W
ZALAZNIACH MUTANTOW Z UPOSLEDZONYM
ROZWOJEM ZALAZKOW

Wplyw sygnatlow wysylanych przez recep-
tywne zalazki jest wyrazny, jednak nie tatwo
ocenic, czy sygnat jest generowany przez tkan-
ki somatyczne czy przez gametofit. Sprawdza-
no to poprzez badania kilku grup mutantow
Arabidopsis z upoSledzonym rozwojem
zalazkéw (HULSKAMP i wspotaut. 1995). W mu-
tantach bell isinl, u ktérych zaburzony byt za-
rowno rozwoj tkanek somatycznych zalazkow,
jak i woreczkOw zalazkowych, lagiewki
pylkowe rosty w przypadkowych kierunkach
po powierzchni tozyska oraz po Scianach
zalazni, nie wrastaly ani na powierzchnie sznu-
reczkOw, ani do mikropyle zalazkéw. W podob-
ny sposob rosty tagiewki w drugiej grupie mu-
tantow (47H4), ktore cechowaly si¢ pra-
widlowym rozwojem tkanek somatycznych
zalazkow, przy braku woreczkOw zalazko-
wych. Natomiast w trzeciej grupie mutantow
(54D12) w tej samej zalazni obecne byly pra-
widlowe zalazki zawierajace dojrzaly wore-
czek zalazkowy, lub zatrzymany na ktéryms z
etapow rozwoju, i pewna liczba zalazkow po-
zbawionych woreczkow zalazkowych. W
zalgzniach tych mutantow lagiewki pylkowe
wrastaly do 92% prawidlowych zalazkéw oraz
do 28% zalazkow z uposledzonym woreczkiem
zalazkowym, nigdy natomiast nie wrastaty do
zalazkoéw pozbawionych gametofitu (HULS-
KAMP i wspotaut. 1995). Podobne wyniki uzy-
skano rowniez w przypadku semi-sterylnej li-
nii Arabidopsis (TL-1), w ktérej w potowie
zalazkow nie wyksztatcal sic woreczek zalazko-
wy na skutek zaburzen podczas mejozy (RAY i
wspotaut. 1997) oraz u transgenicznych od-
mian tytoniu z zaburzonym rozwojem
zalgzkow (DE MARTINIS i MARIANI 1999).

U zenisko-sterylnej formy Oenothera mut.
brevistylis wickszos¢ zalazkow w okresie kwit-
nienia nie zawiera woreczka zalazkowego lub
ma zdegenerowane komorki generatywne. Po
zapyleniu lagiewki pylkowe kietkuja na zna-
mieniu stupka i rosna przez szyjke do zalazni
bez zadnych zaklécen. Na powierzchnie tozy-
ska wyrasta jednak mniej tagiewek niz u formy
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plodnej i nie wnikaja one do mikropyle
zalazkow. Lagiewki tworza na koficu petle lub
ktebki, a niektore rozgaleziaja sie drzewkowa-
to, na skutek nie ukierunkowanego wzrostu
(SNIEZKO i WINIARCZYK 1995).

Opisane zaburzenia w rozwoju zalazkOw
nie zmieniaja wzrostu tagiewek pytkowych na

znamieniu i w szyjce stupka. Tak wiec, od-
dziatywanie  zalazkow  ukierunkowujace
wzrost lagiewek ma miejsce tylko w obrebie
zalazni.

ZAKONCZENIE

Podczas fazy progamicznej, wszystkie czyn-
niki decydujace o ptodnosci rosliny musza wy-
kazywac pelne zintegrowanie struktury i funk-
cji. Zalazek, aby by¢ aktywnym partnerem w
tym procesie, musi by¢ plodny, tzn. odpowied-
nio przygotowany do wspierania wzrostu
lagiewki pytkowej. Tkanki zalazka powinny
tworzy¢ odpowiednie Srodowisko wzrostu dla
lagiewki pytkowej, dostarczac jej sktadnikow
odzywczych i budulcowych oraz czynnikow
ukierunkowujacych jej wzrost do woreczka

zalazkowego. Podsumowujac, aby zalazek
mogt petnic rol¢ aktywnego partnera w czasie
rozmnazania plciowego roslin kwiatowych,
musi wykazywac nastepujace cechy: (1) obec-
noS¢ dojrzalego woreczka zalazkowego; (2)
prawidlowy rozwoj anatomiczny i specjaliza-
cje komorek w tkankach somatycznych; (3)
zdolnos¢ do oddziatywania z lagiewka
pylkowa. Zalazek spetniajacy te warunki jest re-
ceptywny i sygnalizuje swoj stan zanim nastapi
interakcja z tagiewka pytkowa.

THE OVULE AS AN ACTIVE PARTNER IN SEXUAL REPRODUCTION OF FLOWERING PLANTS

Summary

The fertility of flowering plants depends on cor-
rect course of the progamic phase (time from pollina-
tion to the pollen tube penetration into the ovule) and
successful fertilization. Intercellular interactions are
very important for the effective pollen tube growth in
the pistil tissues. The ovule, which interacts with the
male gametophyte in the final stage of progamic
phase, is an active partner, attracting and supporting
the pollen tube growth. To play its key role in fertiliza-
tion the ovule undergoes a specific maturation pro-

cess, especially on its micropylar pole. In micropyle of
the receptive ovule there are extensive intercellular
spaces, filled with extracellular matrix substances im-
portant for pollen tube growth. There are present spe-
cific glycoproteins (e.g. arabinogalactan proteins —
AGP), esterified pectins, and deesterified pectins,
which bind calcium ions. Functions of these sub-
stances for supporting and attracting the pollen tube
growth are discussed.
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