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ROLA SZKIELETU CYTOPLAZMATYCZNEGO W ROZMNAZANIU ROSLIN

WPROWADZENIE

Szkielet cytoplazmatyczny stanowi istotna
czesS¢ cytoplazmy komorek, osiagajac zwykle
kilkanaScie procent wagi wszystkich biatek
protoplastu. Od okoto 40. lat jest obiektem in-
tensywnych badan, poczatkowo ultrastruktu-
ralnych, a pozniej immunocytochemicznych.
Istotny postep w badaniach cytoszkieletu do-
konat si¢ wraz z udoskonaleniem czutych me-
tod immunocytochemicznych, zwlaszcza po
zastosowaniu dwustopniowej immunolokali-
zacji z fluorescencyjnymi markerami przeciw-
cial na poziomie mikroskopu swietlnego oraz
koloidalnym ztotem, jako uniwersalnym znacz-
nikiem przeciwcial widocznym zaré6wno w mi-
kroskopie Swietlnym, jak i elektronowym. Pre-
cyzyjna lokalizacje elementoéw cytoszkieletu
uzyskuje si¢ przez dziatlanie na preparat mi-
kroskopowy przeciwcialami przeciwko anty-
genom, w tym przypadku biatkom wcho-
dzacym w sklad cytoszkieletu. Przeciwciato 1
wiaze sic wowczas wybiorczo ze strukturami
zawierajacymi odpowiednie biatko, w drugim
etapie reakcji do kompleksu przylacza sie
jeszcze przeciwcialo Il zawierajace widoczny
w mikroskopie marker, lokalizujac biatka
szkieletowe.

Najwazniejszymi elementami cytoszkieletu
komorek roslinnych sa mikrotubule, sztywne,
rurkowate struktury o Srednicy ok. 26 nm
ztozone z bialka tubuliny, z polarnym upo-
rzadkowaniem dwu nieco réznych podjed-
nostek alfa i beta. Innym elementem cytoszkie-
letu sa mikrofilamenty, tworzace witokna o

grubosci ok. 7 nm bedace liniowo-spiralnymi
polimerami  globularnych, jednakowych
podjednostek aktyny. Mikrofilamenty wykazu-
ja takze kierunkowy porzadek polimeryzacji i
polarna budowe¢ umozliwiajaca uporzadkowa-
ny transport.

Na powierzchni wlokien cytoszkieletu
wykrywane sa liczne dodatkowe bialka, z
ktorych kilka ma charakter motoryczny,
wykazujac zdolnoS¢ do generowania ruchu.
Dla mikrotubul sa to biatka dyneina i kinezyna,
a dla mikrofilamentow aktynowych jest to np.
miozyna, wystepujaca takze w duzych ilos-
ciach w tkance mi¢Sniowej zwierzat. Biatka
motoryczne umozliwiaja przemieszczanie
elementow cytoszkieletu wzgledem siebie,
przemieszczenia jader, chromosomow i
duzych organelli komoérkowych, takich jak
plastydy badZz mitochondria, a takze przesu-
niecia matych obiektow, np. pecherzykow
diktiosomalnych lub rozet zwiazanych z bu-
dowa Scian komorkowych tzw. terminalnych
kompleksow syntezy celulozy. Zaskakujaco
szerokie sa mozliwoSsci transportowe pojedyn-
czych wlokien szkieletowych, np. zdolnos¢ do
rownoczesnego transportu pecherzykow w
przeciwnych kierunkach, za sprawa réznych
bialek motorycznych: dyneiny, majacej
zdolnos¢ przesuwania od bieguna dodatniego
mikrotubuli do ujemnego, i kinezyny, od
bieguna ujemnego do dodatniego.

Dos¢ dobrze poznana zostala struktura
elementow cytoszkieletu komorek soma-
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-tycznych, ich sklad bialkowy oraz wyglad
konfiguracji zmieniajacych si¢ w kolejnych
fazach cyklu zyciowego komorek. Poznano
takze czeS¢ funkgcji, poszczegolnych kategorii
cytoszkieletu. Znane w Swiecie zwierzat inne
clementy  cytoszkieletu, np. filamenty
posrednie lub tubulina gamma, wystepuja
takze w komorkach roSlinnych, ale doniesienia
o nich w komorkach bioracych udziat w pro-
cesach rozmnazania s3 bardzo nieliczne.
Zjawisko rozmnazania jest atrybutem wszyst-
kich organizmow zywych. W Swiecie roSlin or-
ganizmy prokariotyczne i niektore jednokomor-
kowe gatunki eukariotyczne rozmnazaja si¢ przez
prosty podzial mitotyczny na dwie identyczne
komorki potomne, co jest forma rozmnazania
wegetatywnego. Olbrzymia wickszo$S¢ gatun-
koéw eukariotycznych, w tym wszystkie rosliny
wyzsze, moga rozmnaza¢ si¢ plciowo prze-
chodzac przy tym przemiane pokolei z dwoma

nastepujacymi po sobie poziomami ploidalnoSci
chromosomoéw, haploidalnym — gametofito-
wym, 1n (z pojedynczym garniturem chromo-
somOow w komorkach) i diploidalnym — sporo-
fitowym, 2n (z podwojnym garniturem). Czas eg-
zystencji kolejnych pokolen nie jest jednakowy,
ale cykl ma state punkty graniczne: zaplodnienie,
czyli fuzje gamet oraz mejoze. Mejoza zachodzi
zwykle tylko w niektorych komorkach sporofitu
i prowadzi do wytworzenia haploidalnych za-
rodnikO6w oraz wyrosniecia z nich gametofitow,
wytwarzajacych meskie i zefiskie gamety.

Wszystkim  wspomnianym  procesom:
podzialom mitotycznym i mejotycznym,
zaptodnieniu oraz morfogenezie, towarzysza
zmiany konfiguracji cytoszkieletu, lepiej
poznane, gdy chodzi o komorki diploidalne, a
stabiej w czeSci dotyczacej mejozy, rozwoju i
dojrzewania gametofitow oraz formowania
gamet lub szczegotow zaplodnienia.

KONFIGURACJE CYTOSZKIELETU W CYKLU MITOTYCZNYM

Logicznie bedzie zaczac opisy konfiguracji
cytoszkieletu od stadium zygoty zapoczatko-
wujacej rozwoj diploidalnego pokolenia, w
ktorej zachodza podzialy mitotyczne komorek.
W cyklu zyciowym komorki wyrdznia sie 5
konfiguracji ~ cytoszkieletu, doSC¢  SciSle
zwiazanych z fazami cyklu zyciowego. W sta-
dium miedzypodzialowym (G, S i G, oraz G)
mikrotubule rozmieszczone sa w peryfery-
cznej  cytoplazmie  tuz  przy  Scianie
komorkowej, tworzac luzne spiralne i
rownolegle uktady zwane siecia kortykalna.
Nastepna konfiguracja nosi nazwe pierscienia
preprofazowego i pojawia si¢ pod koniec fazy
G,, ale przed jakimikolwiek oznakami profazy.
Preprofazowy pas zajmuje rownikowa czesS¢
cytoplazmy miedzy Sciana i jadrem
komorkowym, dokladnie w plaszczyznie
przysztego podziatu. Pas preprofazowy jest
szczegoOlna postacia sieci kortykalnej, ale
sktada sie¢ zaré6wno z silnie zageszczonych
mikrotubul, jak i mikrofilamentow aktyno-
wych oraz szeregu dalszych komponentow,
m.in. zawiera cykline Cyc B 1 zm 2—jeden z

enzymow wyzwalajacych podzial mitotyczny.
Trzy pozostale konfiguracje to: wrzeciono
kariokinetyczne, fragmoplast i radialny uktad
okotojadrowy  stanowiacy  krotki  etap
przejsciowy do sieci kortykalnej. Konfiguracje
te zwiazane sa odpowiednio: wrzeciono — z
rozmieszczeniem chromosomow w ptytce me-
tafazowej i rozdziatem chromatyd w anafazie
mitozy, fragmoplast — z dystansowaniem jader
potomnych i wytworzeniem przegrody
pierwotnej, zaS radialny uklad stanowi
przejscie do konfiguracji sieci kortykalnej, do-
konujace si¢ przez depolimeryzacj¢ przyjadro-
wych, ujemnych odcinkéw mikrotubul.

Kolejne podzialy mitotyczne i procesy
morfogenezy prowadza do uformowania
roSliny, diploidalnego, sporofitowego poko-
lenia, ktore po odpowiednim pobudzeniu
zawiazuje kwiaty. Wowczas w workach
pylkowych precikow (czyli w meskiej czeSci
kwiatu) oraz w oSrodku zalazka w stupkach (w
zefiskiej czeSci kwiatu) zachodzi mejoza,
rozpoczynajaca haploidalne pokolenie rosliny
zdolne do wytwarzania gamet.

MEJOZA, MIKROSPOROGENEZA I ROZWOJ PYLKU

Plan przebiegu mejozy jest jednakowy u
roSlin, grzyboéw i zwierzat, ale wystepuja
roznice charakterystyczne dla duzych grup sys-

tematycznych oraz réznice gatunkowe. Nie-
rowny jest takze czas trwania mejozy, ktory
moze wynosic kilka miesiecy (obejmujac zime)
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lub trwa zaledwie 1-2 doby w optymalnych
warunkach temperaturowych. Komorki zdol-
ne potencjalnie do mejozy nosza nazwe arche-
sporialnych i maja state polozenie; w obre¢bie
pylnikow — w przypadku meskiej linii, zas
wsrod komorek zalazka — w przypadku linii
zefiskiej. Worki pylkowe i oSrodek zalazka
pehia funkcje zarodni meskich badz zenskich
z r6zn3a liczba komoérek meskiego i zenskiego
archesporu. Jest ona olbrzymia w przypadku
plci meskiej i niewielka (1 lub kilka komorek)
w przypadku plci zefiskie;j.

Omawianie procesu rozmnazania w aspek-
cie cytoszkieletu najlatwiej bedzie przedstawic
na przykladzie roSlin okrytozalazkowych, le-
piej poznanych ze wzgledu na ich dostepnosc,
waznoS¢ gospodarcza oraz szybkoSc¢ przebiegu
cyklow rozmnazania. ROoznice sa duze, w po-
rownaniu np. z roslinami nagonasiennymi (wy-
sokimi, niedostepnymi drzewami), u ktorych
procesy tworzenia pytku, zaptodnienia i wy-
twarzania nasion trwaja 2-3 lata, zaS u
niektorych paprotnikOw podobne procesy
trwaja nawet kilka lat.

Procesy rozwoju meskiej i zenskiej linii ko-
morek generatywnych: mikrosporogeneza i
tworzenie pytku oraz megasporogeneza i for-
mowanie woreczkOw zalazkowych wykazuja
istotne roznice, dlatego trzeba je omawiac
oddzielnie.

Mejoza rozpoczynajaca mikrosporogeneze
ma konfiguracje cytoszkieletu zblizone do mi-
tozy, choc sa takze istotne réznice. Uderzajacy
jest na przykltad brak w mejozie preprofazo-
wego pierScienia, ktory tworzy sie przed mi-
toza i wyznacza pozniejsza plaszczyzne Sciany
komorkowej, formujacej sie w telofazie.

KilkanaScie lat temu pierwsze opisy szkie-
letu tubulinowego w mikrosporogenezie (VAN
LAMMEREN i wspoétaut. 1985) dotyczyly roslin
jednoliSciennych, a wkrotce identyczne kon-
figuracje szkieletu podal (HOGAN 1987) u
dwuliSciennych. Dalsze badania ujawnily
podobienstwa rozmieszczenia mikrotubul i
mikrofilamentow oraz wykazaly ich wzajemne
zaleznoSci funkcjonalne w mejozie (TRAAS i
wspotaut. 1989).

We wczesnej profazie mejotycznej mikro-
sporocyt traci sie¢ kortykalna, a w calej objeto-
Sci cytoplazmy pojawia si¢ tubulina w postaci
drobnych ziaren i krotkich mikrotubul. W p6z-
niejszej profazie (w diplotenie) nowe mikro-
tubule pojawiaja sie wokot jadra w stycznym i
radialnym utozeniu (Ryc. 1), a w diakinezie
profazy mejotycznejiw metafazie I, cate peczki

mikrotubul polimeryzuja si¢ na kinetochorach
biwalentéw, tworzac wrzeciono kariokine-
tyczne (Ryc. 2). W anafazie I widac¢, ze wrze-
ciono sklada si¢ z dwu populacji mikrotubul:
kinetochorowych, widocznych w postaci oka-
pOw na biegunach oraz luzniej utozonych mi-
krotubul polarnych, biegnacych miedzy gru-
pami chromosomow homologicznych (Ryc. 3).
Pozniej, miedzy dwoma telofazowymi jadrami
pojawia si¢ fragmoplast ztozony w czeSci z
nowo powstatych mikrotubul, a w czeSci z mi-
krotubul biegunowych bedacych pozosta-
toscig wrzeciona kariokinetycznego (Ryc. 4).

Dalszy przebieg mejozy jest nieco od-
mienny u gatunkow z tzw. cytokineza rowno-
czesna (w wickszosci roslin dwuliSciennych),
oraz u gatunkow z cytokineza sukcesywna (w
wickszosci jednoliSciennych). W pierwszym
przypadku, po telofazie I nie zachodzi cyto-
kineza i nie buduje si¢ Sciana komorkowa, lecz
mikrosporocyt wchodzi bezposrednio w pro-
faze 11 i metafaze II. Buduja si¢ wrzeciona ka-
riokinetyczne podzialu homotypowego me-
jozy (Ryc. 5, 6). W anafazie w jednej coenocyty-
cznej komorce znajduja sie wiec cztery grupy
chromosomoéw rozdzielone bardzo wydtuzo-
nymi wrzecionami (Ryc. 7). Telofaza II (u ro-
Slin z rownoczesna cytokineza) ma szczegolne
konfiguracje cytoszkieletu. Tworza si¢ cztero-
biegunowe fragmoplasty, z mikrotubulami po-
jawiajacymi si¢ zarowno w przestrzeni miedzy
jadrami siostrzanymi, jak i jadrami niesios-
trzanymi (Ryc. 8). Ostatecznie zachodzi syn-
chroniczna cytokineza oddzielajaca Scianami 4
jadra komorkowe, w efekcie czego powstaja 4
mikrospory z radialnym okolojadrowym
uktadem mikrotubul (Ryc. 9). Coenocytyczna
komorka dzieli si¢ wiec na mikrospory wedtug
statego schematu, wlasciwego mejozie z cyto-
kineza rownoczesna. Listewki nowych Scian
zakladaja sie przy zewnetrznej Scianie mejo-
cytu i buduja ja dosrodkowo, rozdzielajac
cytoplazme z jadrami komorkowymi.

W mejozie z cytokineza sukcesywna, po te-
lofazie I pojawia si¢ Sciana komoérkowa od-
dzielajaca dwie komorki diady, a metafaza II i
telofaza II przebiegaja w oddzielnych kom-
partmentach cytoplazmy. We fragmoplastach
dominuje ruch pecherzykow diktiosomalnych
od strefy przyjadrowej do przegrody i jest stata
polaryzacja elementOw cytoszkieletu. Mikro-
tubule maja konce dodatnie w cze¢Sci przysrod-
kowej, a ujemne blizej jadra komorkowego, za$
mikrofilamenty maja konce zaostrzone przy
jadrach, a tepe przy budujacej si¢ Scianie
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Ryc. 1-12. Rozmieszczenie mikrotubul w mikrosporocytach i pytku tytoniu widoczne po reakcji im-
munocytochemicznej z antytubuling. Skala liniowa na Ryc. 1-12 — 10 um, na Ryc. 12 — 7 um.

1. Wczesna profaza, mikrotubule utozone wokoét jadra komorki mejotycznej. 2. Metafaza II, wszystkie mikrotubu-
le zebrane w obrebie wrzeciona kariokinetycznego. 3. Anafaza I, pézne wrzeciono z okapami mikrotubul kinet-
ochorowych i mikrotubulami biegunowymi (interzonalnymi). 4. Telofaza I, mikrotubule fragmoplastu. 5. Profaza
11 podzialu mejotycznego, zachowane resztki fragmoplastu i budujace si¢ mikrotubule nowych wrzecion. 6. Me-
tafaza II podziatu z dwoma wrzecionami. 7. Anafaza II, rozbudowane mikrotubule interzonalne oraz resztki mi-
krotubul kinetochorowych na koficach wrzeciona. 8. Czterobiegunowy fragmoplast we wczesnej telofazie II. 9.
Miode mikrospory z radalnym cytoszkieletem tubulinowym. 10. Starsza mikrospora z acentrycznymi mikrotubu-
lamiibocznie utozonym jadrem. 11. Pytek 2-komorkowy z niesymetrycznym fragmoplastem. 12. Kietkujacy pytek
z wrzecionowata komorka generatywna.
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(SCHOPFER i HEPLER 1991). Nie tworzy si¢
wowczas czterobiegunowy fragmoplast, lecz
dwa oddzielne, przebiegajace miedzy sio-
strzanymi jadrami ostatniego podzialu. Zakla-
danie Sciany dokonuje si¢ odsrodkowo, czyli
odmiennie jak w cytokinezie sukcesywne;j.
Ostatecznie jednak powstaje tetrada mikro-
spor z radialnie ulozonymi mikrotubulami.
Identyczny jest takze dalszy rozwoj mikrospor
w ziarna pytku (BROWN i LEMMON 1992).

Pierwsza oznaka r6znicowania mikrospory
jest zaklocenie symetrii mikrotubul, ktore roz-
budowujac si¢ z jednej strony powoduja prze-
mieszczenie jadra komorkowego w poblize
sporodermy (Ryc. 10). Tam dochodzi do po-
dzialu mitotycznego z wytworzeniem nierOw-
nych komorek: soczewkowatej malej komorki
generatywnej i duzej komorki wegetatywnej
(Ryc. 11). Sa doniesienia o wystepowaniu sku-
pien mikrotubul w mikrosporach w miejscu
przysztego usytuowania jadra (przyszly biegun
generatywny), ale agregaty takie nie wystepuja
u wszystkich gatunkéw (BROWN i LEMMON
1994) lub wrecz tworza si¢ na wegetatywnym
biegunie (TERASAKA i NIITSU 1995).

Prawdopodobnie, peryferyczne lub przy-
srodkowe zageszczenie cytoszkieletu jest
zmienne w czasie i powinno by¢ uwazane za
niesymetryczne modyfikacje systemu radial-
nego (VAN LAMMEREN i wspoétaut. 1989).

O polaryzujaca role w rozwoju pytku sa tak-
ze podejrzewane filamenty poSrednie (YANG i
wspotaut. 1992), ale nie jest jasne czy
wspotdziataja one z mikrotubulami, mikrofila-
mentami czy funkcjonuja samodzielnie.

W dalszym rozwoju komorka generatywna
zmienia ksztalt z soczewkowatej na wrzecion-
owaty (Ryc. 12) i w pytku lub w tagiewce ulega
jeszcze jednej mitozie dajacej poczatek dwu
komorkom plemnikowym. Wydtuzony ksztatt i
wspolne przemieszczanie komorek plemnik-
owych i jadra wegetatywnego (meskiej jed-
nostki piciowej) w tagiewce ma podloze cy-
toszkieletowe.

Zmiana ksztaltu komorki generatywnej na
wrzecionowaty dokonuje si¢ za sprawa for-
mujacych si¢ na obrzezu mikrotubul, bie-
gnacych rownolegle do jej dltugiej osi, w
sposob podobny do pretow klatki kanarka. Po-
wstaje dwubiegunowa wrzecionowata struk-
tura, ale jeden biegun mocniej zaostrzony opa-
suje jadro wegetatywne pytku i mocno taczy si¢
z jego powierzchnia, wymuszajac nawet po-
wstanie wklesniecia.

Po drugiej mitozie powstaja dwie komorki
plemnikowe, ktore jednak nie rozdzielaja si¢.
Laczy je wspolna, odziedziczona po komorce
generatywnej btona, nowo zbudowane mikro-
tubule fragmoplastu oraz dodatkowo, duzo
wczesSniej spolimeryzowane mikrotubule kor-
tykalne, ktore nie depolimeryzuja mimo rozpo-
czecia mitozy. W zwyklych podziatach mito-
tycznych, mikrotubule kortykalne znikaja we
wczesnej profazie, a fragmoplast istnieje zaled-
wie kilkanascie minut. W przypadku mitozy w
komorce generatywnej obydwie konfiguracje
mikrotubul istnieja kilkadziesiat godzin, by¢
moze ze wzgledu na pozadany bliski kontakt
gamet z jadrem wegetatywnym.

Ziarna pylku maja ubozszy szkielet cyto-
plazmatyczny niz kietkujace z nich tagiewki.
Przed kielkowaniem reakcja immunocyto-
chemiczna ujawnia obecnos¢ krotkich mikro-
tubul, wystepujacych w skupieniach lub od-
dzielnie oraz tubulino-pozytywne ziarnistosci.
W komorce wegetatywnej mtodego pytku znaj-
duja si¢ takze mikrofilamenty aktynowe oraz
wykrywane sa biatka motoryczne — miozyna i
kinezyna.

O sukcesie reprodukcyjnym rosliny w tym
stadium decyduje szybkos¢ i kierunek wzrostu
lagiewki oraz skuteczny transport gamet. Wia-
domo, ze gamety znajduja si¢ w szczytowej, naj-
mniej zwakuolizowanej czeSci tagiewki i moga
przemieszczac si¢ autonomicznie, nawet nieza-
leznie od nurtu cytoplazmy. Z badaf immuno-
cytochemicznych wynika, ze w cytoplazmie
fagiewki istnieje aktynowo-miozynowy system
generowania ruchu, a takze niezalezny system
zwigzany z mikrotubulami i biatkiem motorycz-
nym — dyneina (badZ dyneino-podobnym
biatkiem). Zgodne z tym s3 takze badania ultra-
strukturalne. Ogladany w mikroskopie elek-
tronowym pod duzym powickszeniem szkielet
mikrotubularny  komoérek  plemnikowych
ujawnia niespodziewane szczegoly. W przys-
ciennej cytoplazmie znajduja si¢ mikrotubule
ulozone zgodnie z dluga osia wrzecionowatej
komorki lub nieco spiralnie, w peczkach po kil-
kadziesiat sztuk. Mikrotubule nie tworza
uktadéw koncentrycznych 9+2 typowych dla
rzesek, jakie maja plemniki mszakow, paprotni-
kow czy niektorych roslin nasiennych jak np.
Ginkgo lub sagowcow. Jednak cze$S¢ mikro-
tubul SciSle przylega do siebie tworzac grupy po
2,3,4,516.Naniektorych mikrotubulach wida¢
boczne ramiona, podobnie jak na Slizgajacych
sie wzgledem siebie parach mikrotubul w rzes-
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kach z dyneina. Uktad bocznych ramion na mi-
krotubulach widziany w mikroskopie elekt-
ronowym jest przynajmniej wizualnie podobny
do dyneiny i podejrzewany o generowanie ru-
chow slizgowych. Dodatkowo w obrazach z mi-

kroskopu konfokalnego zywych lagiewek
widac zmiany ksztattu komorek plemnikowych,
w tym tworzenie wypustek plazmatycznych.

MEGASPOROGENEZA I FORMOWANIE GAMETOFITU ZENSKIEGO

Badanie przeroznicowan szkieletu cyto-
plazmatycznego w megasporogenezie i przy
powstaniu gametofitu zefiskiego jest trudniej-
sze, dlatego znane jest tylko u nielicznych ga-
tunkow. Rozwoj zenskiej linii komorek gener-
atywnych dokonuje si¢ na podobnej drodze jak
mikrosporogeneza, ale z mejoza w jednej lub
kilku komorkach zalazka. Wobec wystepo-
wania licznych wariantOw rozwoju zenskiej li-
nii komoérek generatywnych u roslin, celowe
bedzie przedstawienie przerdéznicowan cy-
toszkieletu na przykladzie powstawania mo-
nosporowego woreczka zalazkowego typu
Polygonum, tj. najpowszechniej wystepu-
jacego, bo az u ok. 95% gatunkow roslin. Me-
joza zachodzi najczeSciej w zalazkach w
uktadzie liniowym, a nie tetraedrycznym, jak w
precikach. Komorka archesporialna, a pozniej
megasporocyt wydtuzaja si¢ szybko w osi mi-
kropylarno-chalazalnej zalazka. Archespor roz-
nicuje si¢ tuz pod epiderma zalazka i tam wcho-
dzi w podzial mejotyczny (w zalazkach cienko-
osrodkowych), albo wczesniej oddziela jeszcze
komorke przykrywkowa (Ryc. 13), ktora za-
myka megasporocyt w glebi zalazka (w zalaz-
kach gruboosrodkowych) (Ryc. 14, 15). W me-
jotycznej profazie obserwuje si¢ regularne
przemieszczenia jadra komorkowego, ktore z
potozenia centralnego (Ryc. 13, 14) przecho-
dzi na stron¢ blizsza chalazy (Ryc. 15), a poz-
niej blizej mikropyle (Ryc. 16, 17). Ruchy te sa
zalezne od szkieletu mikrotubularnego, ktory
rozbudowuje si¢ okresowo po mikropylarnej
lub chalazalnej stronie. W kazdym przypadku
intruzywny wzrost megasporocytu na dtugosc
uszkadza polaczenia plazmatyczne na bocznej
Scianie. Najmniej zmienione pozostaja Sciany
terminalne, chalazalne i mikropylarne, w
ktorych plazmodesmy pozostaja.

W mejotycznej profazie droznosc calej Scia-
ny megasporocytu zostaje dodatkowo ograni-
czona przez warstwe kalozy. Kaloza w zygo-
tenie tworzy doSC grubag, ciagla warstwe, po
wewnetrzej stronie Sciany megasporocytu.
Pod koniec mejotycznej profazy kaloza jednak
degraduje si¢ na jednym biegunie; chalazalnym

lub mikropylarnym tj. tam, gdzie po mejozie
bedzie usytuowana megaspora aktywna (Ryc.
18, 19). Selekcja aktywnej megaspory (jednej z
czterech) wynika z charakterystycznego wzo-
ru odktadania kalozy (RODKIEWICZ 1970), ale
intrygujacy problem droznoSci Scian znalazt
wyjasnienie dopiero po badaniach cytoszkiele-
tu. Mianowicie z badan szkieletu aktynowego
wynika, ze jest on calkowicie symetryczny az
do metafazy I, kiedy wchodzi w sktad wrze-
ciona oraz tworzy na nim rodzaj zeberkowanej
otoczki (Ryc. 20). W zadnym miejscu Sciany nie
widac aktyny, ktora wskazywataby powierzch-
nie transferowe. POZniej w telofazie aktyna po-
jawia si¢ w obrebie fragmoplastu i na chala-
zalnej Scianie, Swiadczac o rozpoczeciu trans-
portu do mejocytu z tej wiasnie strony. Dowo-
dem na rzeczywiste istnienie potaczen plaz-
matycznych na chalazalnej stronie megasporo-
cytu jest obecnos¢ licznych mikrofilamentow
aktynowych (Ryc. 21). Otwarcie plasmodesm
ma wiec miejsce dopiero w polowie mejozy,
choc¢ izolacja kalozowa przestala istnieC juz w
profazie. U niektorych gatunkow taka Sciana
pokrywa si¢ dodatkowo transferowymi wy-
pustkami (Ryc. 22).

Ostatecznie w wyniku mejozy powstaja
cztery megaspory. W typie rozwojowym Poly-
gonum 3 megaspory degeneruja, a jedna, cha-
lazalna, przechodzi 3 cykle mitoz, ktore daja
poczatek 8 jadrom komorkowym woreczka
zalazkowego.

Szkielet cytoplazmatyczny mtodego wo-
reczka zalazkowego jest ubogi, praktycznie
ogranicza si¢ do figur mitotycznych, wrzecion
kariokinetycznych i fragmoplastow. W cytop-
lazmie jest niewiele mikrotubul i brak zupetnie
pierscieni preprofazowych, ktére tworzylyby
si¢ przed profazami w typowych mitozach.
Spekuluje sie, ze 6w brak wynika ze specyfiki
procesow morfogenetycznych (podziaty jader
bez cytokinez) oraz z charakteru pozniejszych
Scian komorkowych, bardziej podobnych do
przegrody pierwotnej niz celulozowych Scian
zwyktych komorek, bedacych czeScia sktado-
w3 tkanek.
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Ryc. 13-22. Megasporogeneza w zalazkach Ornithogalum umbellatum (Ryc. 13-17), Gasteria verruc-
osa (Ryc. 18-21) i Epipactis palnstre (Ryc. 22). Skalaliniowa naRyc. 13-21—10 pm, na Ryc. 22—5 um.

13. Komorka przykrywkowa i komodrka archesporialna przy mikropyle zalazka. 14. Mlody megasporocyt z cen-
tralnie utozonym jadrem komorkowym i okotojadrowymi mikrotubulami. 15. Megasporocyt w stadium zygotenu
z acentrycznie ulozonym jadrem, usytuowanym blizej chalazy (strona dolna zdj¢cia). 16. Megasporocyt w diplo-
tenie z jadrem komorkowym przesunietym blizej mikropyle, z mikropylarnym zageszczeniem mikrotubul. 17.
Ten sam megasporocyt — po fluorochromie DAPI widac¢ diplotenowy stan kondensacji chromosomow z jader-
kiem przy mikropyle oraz rozproszone w cytoplazmie nukleoidy mitochondriow i proplastydow. 18. Fluores-
cencja kalozy w diplotenowym megasporocycie, widac rozrzedzenie otoczki izolujacej na biegunie chalazalnym.
19. Rozmieszczenie kalozy w telofazie I mejozy z petna izolacja mikropylarnej komorki diady i czeSciowo otwarta
chalazalng Sciang drugiej komorki. 20. Megasporocyt w metafazie I z widocznym szkieletem aktynowym na wrze-
cionie kariokinetycznym. 21. Szkielet aktynowy w telofazie I z zageszczeniem mikrofilamentow w obrebie frag-
moplastu oraz silnym zageszczeniem przy transferowej, chalazalnej Scianie. 22. Zdjecie z mikroskopu elektrono-
wego megasporocytu w stadium profazy mejotycznej II. Widac skondensowane chromosomy i wypustki trans-
ferowe Sciany chalazalnej.



476

JOZEF BEDNARA

Ta czeS¢ cyklu rozwojowego roSlin jest
mato zbadana i wymaga pilnego uzupetnienia.
Lepiej poznany jest cytoszkielet dojrzatych
woreczkoOw zalazkowych, ktore mozna badac
na skrawkach, jak tez in toto po mechanicznej
lub enzymatycznej izolacji.

W najbardziej powszechnym przypadku, w
woreczku powstatym wedtug typu Polygonum
znajduje sie 3-komorkowy aparat jajowy przy
biegunie mikropylarnym, duza dwujadrowa
komorka centralna w Srodku woreczka i trzy
antypody od strony chalazalnej. Aparat jajowy
sklada sie z dwu synergid i komorki jajowej,
majacych podobne wymiary oraz identyczny
gruszkowaty ksztalt, ale wykazujacych od-
mienna polaryzacje i odmienne konfiguracje
mikrotubul. W  synergidach  dominuje
podtuzny uktad mikrotubul (w osi mikropylar-
no-chalazalnej), z silnym zageszczeniem w
ksztalcie pedzla przy mikropyle, w poblizu
aparatu wlokienkowego. Komorka jajowa i ko-
morka centralna (b¢dace gametami) maja dos¢
ubogi szkielet tubulinowy, o wygladzie sieci
kortykalnej. W komorkach antypod natomiast
wystepuja liczniejsze mikrotubule o tangenc-
jalnym i promienistym utozeniu. Wydaje sie, ze
obecne w gametoficie zefnskim trzy typy ko-
morek — o roli transportowej, generatywnej i
troficznej, maja trzy odmienne konfiguracje
mikrotubul.

Interesujace jest rozmieszczenie szkieletu
aktynowego (YING i wspotaut. 2000). Liczne
mikrofilamenty wystepuja przy aparacie
wlokienkowym synergid, prawdopodobnie to-
warzyszac mikrotubulom. Jedna z synergid jest
jednak wyraZnie bogatsza w aktyne (Ryc. 23).

Inaczej, bo radialnie sa utozone mikrofila-
menty wokot jadra komorki jajowej (Ryc. 24)
oraz komorki centralnej (Ryc. 25).

U kilku gatunkow roslin poznane sg takze
szczegoty zaptodnienia: wnikanie tagiewki do

synergidy, przeniesienie gamet meskich do ko-
morki jajowej i centralnej oraz pierwsze po-
dzialy w zygocie. Sekwencja zdarzen zwiaza-
nych z podwojnym zaptodnieniem jest zalezna
od szkieletu aktynowego. Sa poglady, ze sy-
nergida bogatsza w aktyne¢ degeneruje wczes-
niej i przy zaptodnieniu ona wiasnie przyjmuje
lagiewke. Wowczas po przeciwnej, chalazalnej
stronie synergidy buduje si¢ aktynowa korona
(Ryc. 25), ktéraumozliwia przemieszczenie ga-
met meskich do komorki jajowej i centralnej
(HUANG i RUSSELL 1994, RUSSELL 1996). Speku-
luje sie, ze synteza elementow aktynowych w
przestrzeni pozakomorkowej jest mozliwa
dzieki uwolnieniu duzej puli jonéw wapnia z
wakuoli  zdegenerowanej  synergidy, a
wspotdziatlanie aktynowego cylindra (korony)
i bialek motorycznych (HESLOP-HARRISON i
HESLOP-HARRISON 1989) na powierzchni ga-
met meskich umozliwia ich przemieszczanie i
fuzje z gametami zenskimi. Przebieg zaptod-
nienia jest znany z badan niewielu gatunkow,
ale prawdopodobnie zachodzi jednakowo, na-
wet u gatunkow, u ktorych brak synergid, np. u
Plumbago zeylandica. Tam aktynowa korona
tworzy si¢ w komorce jajowej, co umozliwia
zaptodnienie (HUANG i wspotaut. 1993).

W komorce zygotycznej cytoszkielet ak-
tynowy i tubulinowy, czyli zbudowany z mik-
rofilamentow i mikrotubul, jest niesymetry-
czny. Rzutuje to na poZniejsze formowanie za-
rodka z biegunem troficznym — suspensoro-
wym i $ciSle merystematycznym — apikalnym
biegunem zarodka wtasciwego (Ryc. 26, 27).
Istniejace przy chalazalnym biegunie wo-
reczka zalazkowego antypody maja elementy
cytoszkieletu aktynowego rozmieszczone po-
dobnie jak mikrotubule, czyli stycznie i ukos-
nie (Ryc. 28).

STRUKTURY WOLNOJADROWE

W procesach rozmnazania roslin obserw-
uje sie przypadki rozwoju coenocytycznych
wielojadrowych struktur, ktore sa etapami
rozwojowymi w powstawaniu gametofitow
zenskich u roSlin nago- i okrytozalazkowych,
w aposporycznych woreczkach zalazko-
wych, we wczesnych etapach rozwoju biel-
ma, a wyjatkowo takze w rozwoju zarodkow
(np.u Peonia). Zachodzace wowczas szybkie
mitozy nie sa skojarzone z cytokinezami,

przez co powstaja przejsciowo komorczaki o
kilku, kilkuset lub nawet kilku tysiacach jader
komorkowych. Po pewnym czasie zachodza
jednak cytokinezy koficzace podzialy ko-
morek. Procesy te rozpatrywane od strony
konfiguracji cytoszkieletu wygladaja jedna-
kowo, cho¢ dotycza coenocytow haploi-
dalnych (gametofity), diploidalnych (apomi-
ktyczne woreczki zalazkowe, zarodki Peonia
i niektore typy bielma), triploidalnych lub o
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Ryc. 23-28. Szkielet aktynowy w gametoficie zefiskim Galanthus nivalis. Skalaliniowa — 10 um.

23. Mikropylarna czeS¢ woreczka zalazkowego z synergidami. Fluoryzujace mikrofilamenty skupione gtownie
przy mikropyle, w miejscu aparatow widkienkowych. Jedna synergida jest bogata w aktyne. 24. Synergidy z za-
geszczeniem aktyny przy mikropyle i wysunieta do chalazy komorka jajowa z radialnie utozonym szkieletem ak-
tynowym. 25. Cze¢S¢ komorki centralnej z radialnym ulozeniem aktyny w okotojadrowych strumieniach cytop-
lazmy oraz cylinder aktynowy przy aparacie jajowym. 26. Wyglad komorki jajowej po zaptodnieniu, a przed
pierwszym podziatem zygoty. Wiecej aktyny znajduje si¢ w gtdownej masie cytoplazmy w poblizu jadra. 27. Obraz
mtodej zygoty w mikroskopie Swietlnym pokazujacy aparat wiokienkowy i resztki fagiewki pytkowej (w gornej
czeSci zdjecia) oraz cytoplazme z jadrem, ktora wejdzie w skiad aplikalnej czeSci zarodka. 28. Szkielet aktynowy
w antypodach, wida¢ tangencjonalne i skoSne skupienia mikrofilamentow.

wyzszym stopniu ploidalnosci w bielmie roz-
nych typow.

W cyklach podziatlowych coenocytow do-
minujaca konfiguracja jest stabilny okotojadro-
wy uklad radialny. Nie obserwuje si¢ szkieletu
kortykalnego, ani jego szczegolnej postaci —
pierscienia preprofazowego. Pojawiaja si¢ na-
tomiast dalsze, typowe dla mitozy konfigura-
cje: wrzeciono kariokinetyczne i fragmoplast.
W obrebie fragmoplastow nie powstaje jednak
przegroda pierwotna i Sciana. Wydaje sie, ze

okotojadrowa czesS¢ fragmoplastu jest trwalsza
niz w typowej mitozie. W ten sposob
okotojadrowy radialny uktad mikrotubul moze
utrzymywac jadra w stalej odlegtoSci, stabi-
lizujac coenocyt (BROWN i wspotaut. 1994).
Znacznie pozniej, po kilku lub wielu cyklach
podzialowych zachodzi celularyzacja komor-
czaka. Gwaltownie wowczas pojawia si¢ nowa
generacja fragmoplastow (niezaleznie od fazy
cyklu jader komorkowych) tworzaca sie przy
wczesniej istniejacej, granicznej Scianie wo-
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reczka zalazkowego. Powstaja ostatecznie cy-
lindryczne fragmoplasty obejmujace jadra
komorkowe, a potem nowe Sciany o takim sa-
mym ksztalcie, przylegajace do starej Sciany jak
komorki plastra pszczelego. Polimeryzacja mi-
krotubul wchodzacych w sktad fragmoplastow
dokonuje si¢ przez przedluzenie okotojadro-
wych radialnych mikrotubul. Budujace si¢
Sciany pierwszej warstwy sa wylacznie anty-
klinalne, wi¢c przejSciowo tworza si¢ alweole,
niekompletne komoérki z otwarta przysrodko-
wa powierzchnia. Jest charakterystyczne, ze
zaroOwno mlode coenocytyczne gametofity
zeniskie, jak wczesne coenocytyczne stadia roz-
woju bielma sa podobne cytologicznie; maja je-

dynie cienka warstwe cytoplazmy o ubogim cy-
toszkielecie i wielka centralng wakuole. Dalsze
podzialy coenocytycznych tworéow wy-
petniajace np. gametofity zefiskie nagozalazk-
owych lub wewnetrzne strefy bielma nie maja
juz rozdzielonej w czasie kariokinezy i cyto-
kinezy. Ich Sciany moga budowac si¢ tuz po mi-
tozie we wszystkich plaszczyznach; takze pe-
ryklinalnych i skoSnych. NajwczeSniejsze an-
tyklinalne podzialy w bielmie daja poczatek
bardzo regularnej warstwie komorek aleur-
onowych, wyksztalcajacych si¢ w nasionach.

PODSUMOWANIE

Rola szkieletu cytoplazmatycznego w roz-
mnazaniu roSlin jest znana tylko fragmentary-
cznie, ale wobec rosnacej aktualnoSci nauko-
wej tematyki i perspektyw aplikacyjnych luki
moga by¢ szybko uzupetniane.

Przy badaniach szkieletu cytoplazmatycz-
nego komorek stawia si¢ czasem pytanie czy sa
to badania podstawowe bez szansy na prak-
tyczne zastosowanie, czy moga miec znaczenie
aplikacyjne.

Zdaniem niektorych biotechnologow jest
co najmniej kilka praktycznych zastosowan ta-
kich badan.

1. Uzyskiwanie roslin poliploidalnych do-
konuje si¢ poprzez traktowanie merystemow
wierzcholkowych roslin kolchicyna, uszka-
dzajaca mikrotubularny szkielet wrzeciona
kariokinetycznego.

2. Hodowcy androgenicznych zarodkow z
mikrospor i pyltku in vitro stosuja wychtadzanie
pakow kwiatowych lub przegrzewanie pakow
dla podniesienia wydajnosci embriogenezy. Sty-
mulacja nast¢puje przez uszkodzenie cytoszkie-
letu i zaklOcenie przebiegu mitozy. Wowczas za-
miast niesymetrycznego podziatu na komorke
generatywna i wegetatywna zachodzi mitoza sy-
metryczna rozpoczynajaca embriogeneze.

3. Praktyczna wartoS¢ maja np. badania cy-
toszkieletu w przechowywanym przez dtugi
czas pylku. Pylek jest wartoSciowy dopoki
komorki plemnikowe utrzymuja wrzeciono-
waty ksztalt. Odchylenia od optymalnych
warunkow przechowywania lub dziatanie stre-
sow uszkadzajacych cytoszkielet uposledzaja
zywotnoS¢ gamet, ktore staja sie wowczas
zaokraglone.

ROLE OF CYTOSKELETON IN PLANTS REPRODUCTION

Summary

This review concerns the role of cytoskeletal ele-
ments: microtubules and microfilaments in plants re-
production brought to light by recent electron micro-
scopic and immunofluorescence investigations on mi-
totic and meiotic cells, as well as on the development
of male and female gametophytes. Configurations of
the cytoskeleton depend on the cell cycle phase and
on morphogenetic processes. The mitotic cell cycle
contains five configurations of cytoskeletal fibers: cor-
tical network, preprophase band, mitotic spindle and
perinuclear radial arrangement. The cortical network
exists at the stages G1, S and G2 but at the end of the
G2 the preprophase band exists as a peculiar form of
cortical microtubules, predicting the future division
plane. The cytoskeleton of meiotic cells doesn’t con-

tain the preprophase band configuration. In anthers,
the microsporocytes (the male line of generative cells)
are divided into tetrads after successive or simulta-
neous cytokinesis. There are quite dense arrange-
ments of microtubules and microfilaments in cyto-
plasm of prophase microsporocyte and two other con-
figurations of the cytoskeleton; meiotic spindle and
phragmoplast in the metaphase I and telophase I cyto-
skeleton. Such configurations are doubled in
metaphase II and telophase II. The phragmoplast is ar-
ranged between sister and non sister nuclei in case of
simultaneous cytokinesis, while in two separate bipo-
lar phragmoplasts in case of successive cytokinesis. Be-
fore the first mitosis in the microspores an asymmetric
microtubular cytoskleleton is developed, resulting in
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displacement of the nucleus to the cell periphery.
Later the first, asymmetric, haploid mitosis forms a
much bigger vegetative cell and a smaller generative
one. The generative cell changes in the shape from a
lens to spherical and to a spindle shape. This cell di-
vides (in pollen grain or in pollen tube) forming two
male gametes. The development of female line of gen-
erative cells starts in hypodermal cell at the micropylar
end of the ovule. The megasporocyte performs ran-
dom or perinuclear disposition of cytoskeletal ele-

ments in mitotic prophase with a temporary concen-
tration during nucleus migration. During the meiosis
the tetrad of megaspores is formed with the linear or T
shape arrangement. Finally the haploid embryo sac de-
velops with a peculiar cytoskeletal organisation. The
pollen tube and gametes entrance is an effect of inter-
action of the actin cytoskeleton and myosin (or a myo-
sin like protein) on the surface of male gametes.
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