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ZAPLODNIENIE IN VITRO U ROSLIN KWIATOWYCH

PODWOJNE ZAPLODNIENIE

Zaptodnienie u roslin kwiatowych (Angio-
spermae) odbywa si¢ wewnatrz tkanek stupka,
ktory przyjmuje pylek na znamieniu, stanowi
dogodne Srodowisko dla wzrostu lagiewek
pylkowych (tkanka transmisyjna w szyjce
stupka i tozysko w zalazni) oraz jest miejscem
formowania si¢ woreczkow zalazkowych (w
zalazkach), w ktorych dochodzi do potaczenia
sie gamet (syngamii). Dwa plemniki transpor-
towane sa wewnatrz tagiewki pytkowej i uwal-
niane z niej do jednej z dwoch synergid, ktore
wraz z komorka jajowa tworza aparat jajowy
sasiadujacy z komorka centralna w woreczku
zalazkowym (Ryc. 1). Synergidy aktywnie
uczestnicza we wnikaniu tagiewki pytkowej do
woreczka zalazkowego wydzielajac substancje
dzialajace na nia chemotropowo, a takze stwa-
rzajac warunki umozliwiajace pekanie wierz-
chotka tagiewki i uwolnienie gamet meskich.
Doktadne omoOwienie tych zagadniefi wykra-
cza poza temat niniejszego artykutu, a zaintere-
sowani czytelnicy powinni skorzystac z innych
opracowan (HUANG i RUSSELL 1992, HIGASHIY-
AMA 2002, HIGASHIYAMA i wspotaut. 2003).
Obie komorki zenskie, jajowa i centralna, pod-
legajace zaplodnieniu nie maja kompletnej
Sciany komorkowej, a komorki plemnikowe sa
jej catkowicie pozbawione — sa naturalnymi
protoplastami. W miejscu syngamii stykaja sie
wiec ze soba blony komoérkowe dwoch par ga-
metizachodzi podwojne zaptodnienie — jedna
komorka plemnikowa laczy sie z komorka ja-

jowa, druga z komorka centralna, czego rezul-
tatem jest powstanie zygoty i bielma. Pra-
widlowe uformowanie si¢ zarodka z zygoty jest
efektem wspolzaleznoSci rozwojowych mie-
dzy zarodkiem i bielmem podczas tworzenia
si¢ nasion.
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Ryc. 1. Mikropylarny region woreczka zalazko-
wego podczas podwojnego zaplodnienia.

Komorki plemnikowe (mate strzatki) leza miedzy ko-
morkami jajowa (KJ) i centralna (KC) po uwolnieniu z
fagiewki pylkowej (LP) i synergidy (S). N — nucellus
(osrodek zalazka), WO —wewnetrzna ostonka zalazka.
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Podwojne zaptodnienie odkryli S. G. Nawa-
szin i L. Guignard pod koniec XIX w., ale mimo
pOzniejszych intensywnych badan przy pomo-
cy mikroskopu Swietlnego i elektronowego
(RUSSELL 1992, HU 1998, JENSEN 1998) ciagle
aktualne pozostaje pytanie, czy zaptodnienie u
roslin jest losowe, czy zdeterminowane? Ryci-
na 2 przedstawia trzy mozliwe modele synga-
mii u roSlin okrytonasiennych. Dotychczas opi-
sano dwa przypadki tzw. preferencyjnego
zaptodnienia. W liniach kukurydzy z jednym
dodatkowym chromosomem BA, na skutek
nondysjunkgcji, tylko jedna z komoérek plemni-
kowych przenosi oba siostrzane chromosomy
BA i gameta ta czeSciej zapladnia komorke ja-

komoérka centralna

komoérka centralna

jest tez inna interpretacja tych wynikow (MOL
1995). Ciagle brak dowodow wskazujacych
jednoznacznie, ze podwojne zapltodnienie u
Angiospermae jest zdeterminowane, a podane
wyzej przyktady zaptodnienia preferencyjnego
moga stanowic¢ wyjatki od reguty (?) zaptodnie-
nia losowego. Poznanie mechanizmu zaptod-
nienia u roSlin kwiatowych utrudnia ztozonos¢
budowy ich organéw generatywnych i zaanga-
zowanie w ten proces roznych komorek wo-
reczka zalazkowego. Procesy warunkujace
potlaczenie sie gamet nie sa dokladnie poznane.
Uwaza sie, ze w fuzji gamet Angiospermae mo-
zliwy jest udzial biatek powierzchniowych
i/lub jon6w wapnia (RUSSELL 1992). W komor-

komoérka centralna

FoBoB000 [
kgmérka komorka komorka
jajowa jajowa jajowa
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ZAPLODNIENIE LOSOWE
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ZAPLODNIENIE ZDETERMINOWANE

Ryc. 2. Modele rozpoznawania gamet podczas podwojnego zaplodnienia.

Dwie komorki plemnikowe leza miedzy komorkami zenskimi: jajowa i centralna (pokazane tylko fragmenty ich
powierzchni; wg KNOXA i SINGHA 1987, zmieniona). A. Brak determinant na powierzchniach komorek i losowe
potaczenie gamet. B. Determinanty specyficzne dla komorki jajowej lub centralnej znajduja si¢ na powierzchn-
iach réznych komoérek plemnikowych i kazda para gamet taczy si¢ specyficznie. C. Specyficzne determinanty sa
obecne na powierzchni tylko jednej komorki plemnikowej, ktora rozpoznaje i zaptadnia komorke jajowa; drugi

plemnik zlewa si¢ z komorka centralna.

jowa niz komorke centralna (ROMAN 1948).
Jednak gdy chromosomow BA jest wiecej, prze-
chodza one do komorek plemnikowych nieza-
leznie od siebie i kazda z nich moze zaptodnic
dowolna gamete zenska. Zaptodnienie prefe-
rencyjne nie wynika wiec z migracji chromoso-
mow BA do okreslonego bieguna podczas po-
dziatu komorki generatywnej, jakkolwiek jest
uwarunkowane genami tych chromosomoéw
(CARLSON i ROSEMAN 1992). U otownicy, Plum-
bago zeylanica, wystepuje wyrazny dymor-
fizm komorek plemnikowych; jedna zawiera
liczne plastydy, a druga liczne mitochondria
(RUSSELL 1984). Badania ultrastrukturowe po-
kazaly, ze plastydy ojcowskie wystepowaly
przy jadrze plemnikowym cz¢Sciej w komorce
jajowej niz w komorce centralnej, co przyjeto
za dowod preferencyjnego zaplodnienia ko-
morki jajowej przez plemnik zawierajacy licz-
ne plastydy (RUSSELL 1985). Jednak mozliwa

kach plemnikowych stwierdzono zmiany fos-
forylacji biatek (za posrednictwem Ca*" i kal-
moduliny), a w zaptodnionych komorkach ze-
nskich — modyfikacje cytoszkieletu i po-
wierzchni Swiadczace o ich aktywacji (PRZY-
WARA i POPIELARSKA 1999). Te pojawiajace si¢
nowe dane dotyczace mozliwych mechani-
zmow fuzji gamet nie pochodza jednak z obser-
wacji in situ, lecz z doSwiadczen nad izolowa-
nymi gametami (por. dalej). Odrebnym zagad-
nieniem, ktore nie bedzie poruszane w tym ar-
tykule, jest interakcja pytku z komorkami zna-
mienia i oddzialywanie tkanek stupka na
rosnace tagiewki pylkowe. Dla zgtebienia ta-
jemnic podwojnego zaptodnienia nie wystar-
czy dzisiaj tylko mikroskop, nawet elektrono-
wy. Rozpoczete w latach 80. XX w. prace nad
izolowaniem gamet u okrytonasiennych stwa-
rzaja calkiem nowe mozliwosci badania synga-
mii u roslin w warunkach in vitro.
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SYSTEMY ZAPLODNIENIA IN VITRO U ROSLIN

Dysponowanie skutecznymi metodami izo-
lacji gamet, ktore zachowaja zywotnoS¢ pod-
czas dalszych manipulacji byto wstepnym wa-
runkiem do podjecia prac nad zaptodnieniem
in vitro u roslin kwiatowych. Komorki plemni-
kowe izoluje si¢ z ziaren pyltku lub tagiewek
pytkowych po poddaniu ich szokowi osmo-
tycznemu lub mechanicznej maceracji. Komor-
ki jajowe lub centralne izolowane sa przy po-
mocy mikroigiet szklanych z zalazkow podda-
nych cze¢Sciowej maceracji enzymatycznej. Ga-
mety do zaptodnienia wylawiane sa z otrzyma-
nych w ten sposOb zawiesin przy pomocy

jadra izolowanego z komorki-dawcy do komor-
ki jajowej pozbawionej wlasnego jadra. Nie-
liczne doSwiadczenia nad mikroiniekcja komo-
rek lub jader plemnikowych do woreczkow
zalazkowych pokazaly, ze ten sposob zaptod-
nienia in vitro u roSlin nie jest skuteczny —
jadro plemnikowe bylo obecne w komorce ja-
jowej, ale nie dochodzito do Kkariogamii
(KEJIZER i wspoétaut. 1988, MATTHYS-ROCHON i
wspotaut. 1994).

Modelowym gatunkiem w badaniach nad
zaptodnieniem in vitro jest kukurydza (Zea
mays L.). Jej pylek jest trojkomorkowy, tzn. za-

olej
mineralny

mineralny
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Ryc. 3. Techniki zaptodnienia in vitro u ssakéw (A, B) i roslin kwiatowych (C, D).

A. Zkilku plemnikow wstrzyknietych mikrokapilara pod ostonke przejrzysta jeden zaptadnia oocyt. B. Mikroinie-
kcja jednego plemnika do cytoplazmy oocytu. C. Elektrofuzja protoplastu komorki j+aj0wej (K)) zkomorka plem-
nikz(zwac (KP). D. Fuzja izolowanych gamet w obecnosci jonéw wapnia (5 mM Ca” przy pH 6—6,5 albo 50 mM
Ca” przy pH 11) lub glikolu polietylenowego (17,5 % PEG 4000).

szklanych mikrokapilar i sa przenoszone do
jednej kropli pozywki. Przegladu odpowied-
nich metod dokonali THEUNIS i wspolaut.
(1991), ROUGIER i wspotaut. (1996) oraz POPIE-
LARSKA i PRZYWARA (1999).

W zaptodnieniu in vitro u zwierzat i
czlowieka powszechnie stosowana jest mikro-
iniekcja plemnikow (podostonkowa lub do cy-
toplazmy; Ryc. 3). Klonowania zwierzat doko-
nuje sie rowniez m.in. na drodze mikroiniekcji

wiera komorki plemnikowe juz w momencie
pylenia, dlatego stosunkowo latwo mozna je
wyizolowac w roztworze hipotonicznym. Wo-
reczek zalazkowy Z. mays jest duzy i po inkuba-
¢ji fragmentu zalazka w roztworze enzymatycz-
nym, zawierajacym celulazy i pektynazy degra-
dujace Sciane komoérkowa, mozna wypreparo-
wac pod mikroskopem protoplasty komorki ja-
jowej, synergidy i komorki centralnej (KRANZ
1992). Zaptodnienie in vitro u kukurydzy prze-
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prowadzono laczac izolowana komoérke plem-
nikowa z protoplastem komorki jajowej przy
uzyciu impulsu elektrycznego (elektrofuzja,
KRANZ i wspotaut. 1991a), w obecnosci jonow
wapnia w stezeniu fizjologicznym (FAURE i
wspolaut. 1994a) lub przy wysokim stezeniu
Ca™ i wysokim pH (KRANZ i LORZ 1994). Po-
nadto u tytoniu (NVicotiana tabacum L.) doko-
nano potaczenia gamet in vitro stosujac glikol
polietylenowy PEG (TIAN i RUSSELL 1997, SUN i
wspotaut. 2000). Ponizej omOwiono poszcze-
golne metody zaptodnienia izolowanych ga-
met roSlin okrytonasiennych (por. Ryc. 3).

ELEKTROFUZJA

Pary izolowanych gamet umieszczone w
mikrokroplach 0,55 M mannitolu i poddane
dzialaniu pola elektrycznego (1 MHz, 71 V x
cm’™) ulegaja dielektroforezie i przylegaja kilka
sekund do siebie i do jednej z elektrod. Fuzja in-
dukowana jest 1-3 negatywnymi impulsami
(50 us, 0,9-1 kV x cm'l) i zachodzi w czasie <1
s. Sa to warunki stosowane rowniez podczas
elektrofuzji protoplastow izolowanych z
komorek somatycznych (np. z miekiszu liScia),
awiec przeprowadzona w ten sposob fuzja nie
jest specyficzna dla izolowanych gamet. Jest to
jednak metoda szybka i wydajna, zapewnia
latwy kontakt protoplastow plemnika i komo-
rki jajowej przed ich potaczeniem. Uzyskano ta
droga dzielace sie zygoty kukurydzy (KRANZ i
wspotaut. 1991a) i pszenicy (KOVACS i
wspotaut. 1994). Zregenerowano tez nor-
malne, ptodne rosliny kukurydzy (KRANZ i
LORZ 1993). Elektrofuzja gamet nie jest specyf-
iczna gatunkowo — mozna taczy¢ gamety ro-
znych gatunkow (KRANZ i wspolaut. 1995); np.
komorki jajowe kukurydzy zaptadniano in vi-
tro plemnikami sorgo [Sorghum bicolor (L.)
Moench], tzawicy (Coix lacrima-jobi L.), psze-
nicy (Triticum aestivum L.), jeczmienia (Hor-
deum vulgare L.) i rzepaku (Brassica napus
L.). Metoda elektrofuzji zaptadniano tez ko-
morke centralna kukurydzy (KRANZ i
wspotaut. 1991b, 1998).

FUZJA W OBECNOSCI JONOW WAPNIA

Przy tym sposobie zaplodnienia in vitro
najtrudniejszym etapem jest manualne do-
prowadzenie do kontaktu izolowanego plem-
nika z protoplastem komorki jajowej. Nalezy to

zrobi¢ pod mikroskopem przy pomocy mikroi-
giel szklanych w mikrokropli 0,5 M mannitolu
z CaCl, o objetosci 2-4 ul. Adhezja i fuzja gamet
kukurydzy przebiegata nieco inaczej, gdy czyn-
nikiem stymulujacym syngamie¢ byt 5 mM Ca*
oraz gdy stosowano 50 mM Ca”" i pH 11 (por.
Tabela 1). Te druga metode stosowano tezw la-
tach 70. XX w. do fuzji somatycznych proto-
plastow izolowanych z liSci tytoniu, nie mozna
wiec uznac¢ tych parametrow za specyficzne
dla fuzji gamet.

FUZJA POD WPLYWEM PEG

Glikol polietylenowy (PEG) jest powszech-
nie stosowany przy fuzji protoplastow soma-
tycznych u réznych roslin, zastosowano go
wiec tez do fuzji gamet tytoniu, chociaz nie po-
kazano, ze uzyte parametry (17,5 % PEG 4000
w 0,5 M mannitolu) sa specyficzne dla izolowa-
nych gamet (TIAN i RUSSELL 1997, SUN i
wspotaut. 2000). Po manualnym doprowadze-
niu do kontaktu komorki plemnikowej z proto-
plastem komorki jajowej przylegaja one do sie-
bie przez kilka minut, a nastepnie szybko si¢
tacza (<1 s). Podobnie przebiegalo zaptodnie-
nie protoplastu izolowanej komorki central-
nej. Pordwnanie przebiegu zaptodnienia in vi-
tro przy uzyciu roznych metod zestawiono w
Tabeli 1.

FAURE i wspotaut. (1994a) przeprowadzili
syngami¢ in vitro u kukurydzy stosujac niskie
stezenia Ca®* (1-10 mM), lezace w zakresie ste-
zen fizjologicznych, i wykazali wysoka (80%)
specyficznos¢ fuzji dla izolowanych komorek
plemnikowych i protoplastow komorek jajo-
wych. Pozostale z omoéwionych tu metod
zaptodnienia in vitro zachodza w warunkach
umozliwiajacych potaczenie nie tylko izolowa-
nych gamet roslinnych, ale r6wniez protopla-
stow komorek somatycznych. Uniemozliwia to
wnioskowanie o przebiegu plazmogamii in
vivo na podstawie fuzji gamet in vitro induko-
wanej impulsem elektrycznym, PEG lub wyso-
kim stezeniem Ca" i wysokim pH. Dalsze wyni-
ki doswiadczen dotyczace procesow komorko-
wych, ktore zachodza juz po adhezji i fuzji izo-
lowanych gamet, sa jednak zbiezne bez wzgle-
du na wykorzystana technike zaptodnienia in
vitro. Wszystkie wiec przedstawione w artyku-
le metody przyczynily si¢ do lepszego pozna-
nia na poziomie komérkowym przebiegu syn-
gamii u roSlin kwiatowych.
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Tabela 1. Porownanie przebiegu zaptodnienia komorki jajowej in vitro przy uzyciu roznych metod

fuzji izolowanych gamet roslin kwiatowych.

Fuzja indukowana jonami Fuzja
Elektrofuzja wapnia indukowana
5mM Ca®* | 50 mM Ca> 17.5 % PEG*
Gatunek Zea mays Nicotiana
tabacum

Sposob kontaktowania dielektroforeza

mechaniczny (manualnie przy pomocy mikroigiel)

Czas przylegania gamet kilka sekund 2—6 min 10-30 min 3-15 min

Czas fuzji gamet <ls <10s <ls <1-3s

Poczatek reorganizacji kilka minut kilka sekund®

protoplastu

Ruch jadra plemnikowego < 10 min 20 min brak danych

Kariogamia od 45 min dook.20h 35 min—46 h brak danych

Podzialy zygoty po 2,5-3 dniach brak danych po 40—-60 h po 3 dniach

Efekty podzialow zygoty mikrokalus i brak danych mikrokalus brak danych
regeneracja roslin

Wydajnos¢ fuzji 79% 97% 90% 73%

aPEG = glikol polietylenowy; Pdoktadniejsze obserwacje (video-enhanced microscopy)

CO NOWEGO WIEMY O ZAPLODNIENIU Z DOSWIADCZEN IN VITRO ?

Nowe informacje o zaptodnieniu u Angio-
spermae sa konsekwencja rozwoju w ostatnim
¢wier¢wieczu technik izolowania komorek
plemnikowych z ziaren pytku i gamet zenskich
z tkanek organow zenskich (FAURE i wspotaut.
1994b, DUMAS i FAURE 1995, KRANZ i DRESSEL-
HAUS 1996). Gléwna zaleta fuzji gamet in vitro
jest fakt, ze zaplodnienie jest bezpoSrednio ob-
serwowane oraz mozna proces ten kontrolo-
wac i manipulowac¢ nim. Izolowane komorki
rozrodcze moga by¢ tez zbierane do badan mo-
lekularnych. Prezentowane ponizej badania
dotycza gtownie komorki jajowej. Komorki
centralne tatwo uszkodzi¢ podczas mikromani-
pulacji, stad prace nad nimi sa nieliczne. Do-
tychczas nie udato sie odtworzy¢ in vitro prze-
biegu podwojnego zaplodnienia — izolowane
komorki jajowe lub centralne ulegaly zaptod-
nieniu oddzielnie, w niezaleznych ekspery-
mentach.

Na poziomie komorkowym pierwszym zda-
rzeniem jakie towarzyszy fuzji gamet kukury-
dzy, jest wzrost cytozolowego st¢zenia Ca*”’
(DIGONNET i wspotaut. 1997, ANTOINE i
wspotaut. 2000) podobnie, jak podczas fuzji
gamet zwierzecych i zaplodnienia u brunatnic
(WHITAKER i SWANN 1993, BERGER i BROWNLEE
1993). Ostatnie badania nad zaptodnieniem in

vitro u tytoniu (SUN i wspotaut. 2000) poka-
zaly, ze komorka plemnikowa i protoplast ko-
morki jajowej przylegaja do siebie (tzn. nie mo-
zna ich rozlaczy¢ poruszajac mikroigietka) do-
piero po pewnym czasie od zetkniecia sie. Taki
Scisty kontakt gamet zwiazany jest z utworze-
niem pasma cytoplazmy, ktore taczy miejsce
przylegania komorki plemnikowej i zefiska cy-
toplazme okotojadrowa. Nastepnie obserwo-
wano wicksza aktywnoSc¢ cytoplazmy komorki
jajowej wyrazona dlugodystansowym ruchem
organelli. Po fuzji gamet kukurydzy pod
wplywem jonéw wapnia lub impulsu elek-
trycznego zachodzi wyrazna kontrakcja ko-
morki jajowej bedaca wynikiem modyfikacji jej
cytoszkieletu i powierzchni (KRANZ i
wspolaut. 1991a, KRANZ i LORZ 1994, ANTOINE
i wspotaut. 2000). Jednak wazny problem, sze-
roko badany u zwierzat, pozostaje nadal nieroz-
wiazany u roSlin — czy wzrost stezenia cytozo-
lowego Ca** jest konieczny i/lub wystar-
czajacy, aby aktywowac komorke jajowa i roz-
poczacC rozwoj organizmu?

Innym podobienstwem do zapltodnienia u
zwierzat jest blokada polispermii odkryta pod-
czas zaptodnienia in vitro u kukurydzy. Druga
komorka plemnikowa nie moze potaczyc si¢ z
zaptodniona in vitro komorka jajowa juz 45 s
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po fuzji z pierwszym plemnikiem (FAURE i
wspolaut. 1994a). Resynteza Sciany komorko-
wej moze bra¢ udzial w blokowaniu polisper-
mii analogicznie, jak wytworzenie btony
zaptodnieniowej odpowiadajace za powolna
blokade polispermii u zwierzat. Jak wykazali
KRANZ i wspotaut. (1995), pierwsze elementy
nowej Sciany komorkowej pojawiaja sic w
zaplodnionej in vitro komorce jajowej kukury-
dzy juz 30 s po fuzji gamet. Aktualnie badane sa
elektryczne wlasciwosci bton komorkowych w
gametach roslinnych, aby stwierdzic czy zjawi-
ska elektrofizjologiczne uczestnicza w wytwo-
rzeniu wczesnej blokady polispermii u roslin
podobnie, jak podczas zaptodnienia u
zwierzat.

Dotychczasowe badania mikroskopowe
nad zaplodnieniem wskazywaly, ze u ré6znych
roslin fuzja gamet in vivo jest szybka (rzedu mi-
nut) i zachodzi dos¢ krotko po uwolnieniu
plemnik6w do woreczka zalazkowego (RUS-
SELL 1992). Indukowane jonami wapnia
zaptodnienie in vitro dostarczyto doktadnych
danych o tempie plazmogamii (por. Tabela 1).
Elektrofuzja gamet u kukurydzy umozliwila
precyzyjne zbadanie kinetyki kariogamii w
zaplodnionej komorce jajowej (FAURE i
wspotaut. 1993). Juz 20 min po fuzji gamet
jadra meskie i zeniskie przylegaly do siebie i po
dalszych 25-40 min zlewaly sie. Powstajace
jadro zygoty zawieralo dwa jaderka przez
18-46 h po elektrofuzji gamet, a podzial zygoty
in vitro zachodzil po 40-60 h (KRANZ i DRES-
SELHAUS 1996). Natomiast u kukurydzy in vivo,
kariogamia zaczynala sie 12 h po zapyleniu,
dwa jaderka byly widoczne przez ponad 5-8 h,
a podzial zygoty nastepowal 20-24 h po wnik-
nieciu lagiewki pylkowej do gametofitu zen-
skiego (MOL i wspotaut. 1994). Ponadto opero-
wanie izolowanymi komorkami jajowymi i zy-
gotami pozwolilo okresli¢ poziom DNA w ga-
metach przed i w trakcie zaptodnienia
(MOGENSEN i HOLM 1995, MOGENSEN i
wspotaut. 1995): jadra plemnikowe i jadra ko-
morek jajowych maja 1C DNA podczas karioga-
mii, a synteza DNA (faza S cyklu komorkowe-
g0) zachodzi podczas okresu dojrzewania zy-
goty, kiedy$S zwanego ,okresem spoczynko-

2

wym”.
Inaczejniz u zwierzat (VACQUIER 1998), nie

zidentyfikowano jeszcze u roslin czasteczek
bioracych udzial w interakcji plemnik-komo-
rka jajowa. Poszukiwanie ich na podstawie
analogii z czasteczkami innych organizmow
moze by¢ nieskuteczne, poniewaz czasteczki

biorace udzial w procesach reprodukcyjnych
w poszczegolnych grupach taksonomicznych
moga znacznie rO6zni¢ sie miedzy soba
(VACQUIER 1998). Identyfikacja takich czaste-
czek jest wazna, aby zrozumieC w jaki sposob
aktywowane sa komorki zenskie u roslin oraz,
aby znalez¢ roznice miedzy zaptodnieniem ko-
morki jajowej i komorki centralnej. Po-
zwolitoby to tez okresli¢ jak dalece r6znia si¢
od siebie mechanizmy zaptodnienia u roSlin i
zwierzat. W rozszyfrowaniu molekularnego
podtoza zapltodnienia u roSlin, wazna role
odegraja w najblizszej przysztosci techniki mo-
lekularne w powiazaniu z nowoczesnymi me-
todami mikroskopii (np. immunofluorescen-
cja) i mikromanipulacji komorkowej. Prze-
szukiwanie utworzonych niedawno bibliotek
cDNA pozwolitlo opisa¢ wiele klonow uleg-
ajacych specyficznej ekspresji po zaptodnieniu
izolowanej komorki jajowej kukurydzy (KRANZ
i DRESSELHAUS 1996), oraz w izolowanych
komorkach jajowych lub centralnych pszenicy
(SPRUNCK i wspotaut. 2003), a takze geny uleg-
ajace specyficznej ekspresji w komorkach
plemnikowych lilii i tytoniu (XU i wspotaut.
1999, 2002). Wickszos¢ tych klonow nie byta
uprzednio znana i dalsze badania sa konieczne,
aby zrozumiec role tych nowo odkrytych ge-
now. Niektore z nich zidentyfikowano dla ko-
morek jajowych i zygot kukurydzy. Sa to geny
kodujace kalretikuline, czynnik inicjujacy tran-
slacje elF-5a, 4 bialka rybosomalne, 3 cykliny
oraz geny zawierajace MADS-box. Wyniki te
wskazuja, ze u roSlin wyzszych aktywacja ge-
now zygotycznych nastepuje tuz po zaptod-
nieniu, a pierwszy cykl komorkowy zygoty jest
inaczej regulowany niz w komorkach somat-
ycznych. Prace te podsumowali i dokladniej
opisali PRZYWARA i POPIELARSKA (1999). Sposr-
od blisko 140 klonow specyficznych dla kom-
orek woreczka zalazkowego pszenicy ok. 65 %
koduje rozne enzymy metaboliczne, bialka ry-
bosomalne, biatka szoku termicznego i histony
(SPRUNCK i wspotaut. 2003). Scharakteryzow-
anie przez XU i wspotaut. (1999) genu LGCI
moze okazac sie istotne dla okreslenia molek-
ularnych mechanizméw dojrzewania komorek
plemnikowych i rozpoznawania si¢ gamet pod-
czas podwojnego zaplodnienia, poniewaz pro-
dukt tego genu lokuje si¢ na powierzchni ko-
morek plemnikowych. Ostatnie badania nad
izolowanymi gametami kukurydzy sugeruja, ze
oligosacharydy wchodzace w skiad glikoprote-
in bton komoérkowych moga miec znaczenie w
przebiegu procesu zaplodnienia — znaleziono
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roznice miedzy resztami cukrowymi glikop-
rotein komorek plemnikowych, jajowych i
centralnych, przed i po zaptodnieniu (SUN i
wspolaut. 2002). U jezowcow interakcja bin-
dyny, hydrofobowego biatka plemnika, z gli-
koproteina btony zo6itkowej jaja odpowiada za
gatunkowo specyficzne rozpoznanie gamet,
ich potaczenie i aktywacje¢ jaja (WHITAKER i
SWANN 1993).

W porownaniu zomowionymi wyzej wyni-
kami badan dotyczacych komorek jajowych i
zygot, badania nad zaptodnieniem in vitro ko-
morki centralnej prezentuja si¢ bardzo skrom-
nie. KRANZ i wspoétaut. (1991b) dokonali
pierwszej elektrofuzji protoplastu komorki
centralnej i komorki plemnikowej. Znana jest
jednak tylko jedna praca (KRANZ i wspotaut.
1998), w ktorej zaptodniona in vitro komorka
centralna kukurydzy rozwijala sie tworzac
tkanke przypominajaca bielmo. Podczas ka-
riogamii jadro plemnikowe laczylo sie z jed-
nym z jader biegunowych lub z jadrem wtor-
nym, podobnie jak przy zaptodnieniu in vivo,

a Sciany komorkowe tej tkanki zaktadaly sie
dosrodkowo, jak w typowym bielmie jadro-
wym.

Mimo wielkiego postepu prac nad zaptod-
nieniem u roslin okrytonasiennych, przed
mlodymi embriologami dysponujacymi szero-
kim wachlarzem technik molekularnych i ko-
morkowych stoi jeszcze wiele zadan. Glow-
nym wyzwaniem dla nowoczesnej embriolo-
gii roSlin bedzie w najblizszych latach ustale-
nie jak dobrze zaptodnienie izolowanych ga-
met in vitro odzwierciedla procesy za-
chodzace in vivo w roSlinie oraz, czy procedu-
ry stosowane w badaniach in vitro pozwola w
pelni zrozumie¢ procesy komorkowe majace
miejsce podczas zespolenia gamet Angiosper-
mae. Konieczne wydaje sie rownolegte rozwi-
janie badan nad izolowanymi gametami oraz
szerokich analiz molekularnych, fizjologicz-
nych i cytologicznych na komoérkach in situ,
tzn. zlokalizowanych w ich naturalnym Srodo-
wisku tkankowym.

IN VITRO FERTILIZATION (IVF) IN FLOWERING PLANTS

Summary

This review deals with the recent progress in stud-
ies on double fertilization in angiosperms. It briefly
presents the IVF-methods and their impact on solving
some questions asked by plant+ernbryologists. In the
past decade, electrofusion, Ca” -mediated or PEG-me-
diated fusion of plant gametes, as well as molecular
and immunocytological studies on isolated sperm
cells, egg cells, central cells and zygotes, yielded very
important new results concerning fertilization in
higher plants using maize as a model plant. The first of
cellular events that occurs after gamete fusion is an in-
crease of cytosolic Ca ! concentration, known already
in animals but found only recently in flowering plants.
Egg cytoplasm activation appears to follow also the fu-
sion of plant gametes but still needs to be demon-
strated that the rise of cytosolic calcium is necessary
and/or sufficient for the egg activation. Another simi-
larity between the course of fertilization in plants and

animals is the block to polyspermy. This was shown to
occur in maize by Ca”™ -mediated gamete fusion in vi-
tro and possibly depends on resynthesis of the egg cell
wall. If an early block at the membrane level also exists,
as in animals, needs to be elucidated. Maize sperm and
egg electrofusion gave precise data on the karyogamy
kinetics in plants, and studies on DNA content in iso-
lated eggs and zygotes proved that the DNA synthesis
occurs after gamete fusion, i.e. during zygote matura-
tion. Unlike in animals, molecules responsible for
sperm-egg interactions have not yet been identified.
However, several sperm-, egg- and zygote-specific
DNA sequences were found in maize and the very re-
cent data suggest that the glycoproteins of tobacco ga-
mete membranes might be involved in fertilization.
Despite of this tremendous work done on isolated ga-
metes, the question remains open if double fertiliza-
tion is determined or random.
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