PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

JOANNA ROJEK1 i ELZBIETA KUTA2

1Zaktad Genetyki i Cytologii
Uniwersytet Gdanski

Ktadki 24, 80-822 Gdansk

e-mail: rojek@ biotech.univ.gda.pl
2Zaktad Cytologii i Embriologii RoSlin
UniwersytetJagiellonski

Grodzka 52, 31-044 Krakow

e-mail: kutael@ grodzki.phils.uj.edu.pl

Tom 51, 2002
Numer 1 (254)
Strony 69-83

Polskie Towarzystwo Przyrodnikow im. Kopernika

bielmo - tkanka odzywiajgca zarodek
i.bielmo u ros$lin okrytonasiennych (angiospermae) jako wynik
podwdéjnego zaptodnienia

WSTEP

Bielmo (endosperma, endosperm) u roz-
mnazajacych sie ptciowo ros$lin okrytonasien-
nych (Angiospermae) powstaje z komarki cen-
tralnej w wyniku podwojnego zaptodnienia.
podwojne zaptodnienie zostato odkryte przez
rosyjskiego badacza S. G. Nawaszinaw 1898 r.
u Lilium martagon i Fritillaria tenella. Nieco
pézniej, w 1899 r. swoje obserwacje podwdj-
nego zaptodnienia niezaleznie opublikowat
francuski cytolog L Guignard. W 1999 r., z oka-
zji 100-letniej rocznicy tego odkrycia, ukazato
sie wiele artykutdw przegladowych o charakte-
rze historycznym, jak rowniez donoszacych o
najnowszych postepach i osiggnieciach w ba-
daniach podwojnego zaptodnienia (Friedman
1998,Hu 1998,Jensen 1998, Crestii Linskens
1999, Popielarska i Przywara 1999, Przy-
wara | Popielarska 1999).

obecnie proces ten jest znany i uznany za
powszechnie wystepujacy u Angiospermae.

Do woreczka zalgzkowego (gametofit ze-
nski), zawierajgcego w typowej formie (np. typ
Polygonum) siedem komarek (dwie synergidy,
komorke jajowa, komorke centralng z dwoma
jadrami biegunowymi oraz trzy antypody)

przekazywane sg za posrednictwem fagiewki
pytkowej dwie komorki plemnikowe (gamety
meskie). Dochodzi do preferencyjnego zaptod-
nienia, co oznacza, ze jedna komoérka plemni-
kowa taczy sie z komorka jajowa, za$ druga z
komorka centralng. Istniejg dane Swiadczace o
tym, ze u niektérych gatunkéw komérki plem-
nikowe, zaptadniajagce komorke jajowa, réznig
sie na poziomie ultrastruktury od plemnikéw
zaptadniajagcych komorke centralng (Russel
1991,1992). Stwierdzono réwniez, ze komorki
plemnikowe i jadro komorki wegetatywnej sa
zespolone w meska jednostke generatywng
(ang. male germ unit) (Russe1 1996). Elementy
tej jednostki przemieszczajg sie razem. Takie
zespoty opisano w pytku i tagiewkach pytko-
wych gatunkéw z rodzajow: Plumbago, Brassi-
ca, Spinacia, Petunia, Hordeum (Tian i Russel
1998). W wyniku podwojnego zaptodnienia
powstaje diploidalny (2n) zarodek i triploidal-
ne bielmo (3n). Nalezy jednak zdawac sobie
sprawe, ze liczba jader biorgcych udziat w po-
wstawaniu bielma moze by¢ rozna w zalezno-
$ci od typu woreczka zalagzkowego oraz liczby
jader uczestniczacych w fuzji, zaréwno od stro-
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ny komorki centralnej, jak i komérek plemni-
kowych (patrz Rodkiewicz 1973, Rodkiewicz
i wspotaut. 1996).

Bielmo, jako tkanka odzywiajgca miody za-
rodek, wystepuje u ro$lin nago- i okryto-
zalgzkowych. Pochodzenie bielma jest jednak
odmienne u obu grup. U Gymnospermae biel-
mo rozwija sie wprost z makrospory, stanowi
wiec gametofit zenski, ktéry powstaje zkomar-
ki o zredukowanej liczbie chromosomow i jest
tkanka haploidalng (bielmo pierwotne, pra-
bielmo) (Rodkiewicz 1984). U roslin okryto-
nasiennych z reguty bielmo powstaje z komor-
ki centralnej woreczka zalgzkowego w wyniku
podwojnego zaptodnienia i okreslane jest jako
bielmo wtdérne.

u wiekszosci roslin okrytonasiennych biel-
mo rozpoczyna swoj rozwoj przed podziatem
zygoty, aod jego prawidtowego rozwoju zalezy
normalny rozwdj zarodka. U roslin o nasionach
bielmowych (np. Solanaceae, Papaveraceae,
Poaceae) bielmo, poza funkcjg odzywiania za-
rodka w czasie jego rozwoju, stuzy jako maga-

TYPY

Wyroéznia sie trzy zasadnicze typy bielmaw
zaleznoSci od momentu i sposobu zaktadania
sie Scian komoérkowych po podziatach jadra
(jader) w komaérce centralnej: jadrowy (nukle-
arny), komdrkowy (celularny) i helobialny

zyn substancji zapasowych w dojrzatym nasie-
niu. Z kolei u roslin posiadajgcych nasiona bez-
bielmowe (np. Fabaceae, Cucurbitaceae, Aste-
raceae) bielmo zostaje zuzyte przez zarodek w
czasie rozwoju nasienia. Funkcje odzywczg i za-
pasowg petnig wowczas najczesciej liscienie
(np. fasola, rzepak). Istniejg rowniez gatunki z
nasionami, ktére majg substancje zapasowe
zlokalizowane zaréwno w bielmie, jak i w za-
rodku. Tylko gatunki nielicznych rodzin (Or-
chidaceae, Podostemonaceae, Trapaceae) w
ogole nie rozwijajg bielma. U przedstawicieli
tych rodzin wyksztatcity sie inne utwory za-
pewniajgce doptyw substancji odzywczych do
zarodka. Na przyktad, szczgtkowe bielmo w ro-
dzinie Podostemonaceae jest zastepowane
przez pseudogametofit zenski, powstajacy ze
zmodyfikowanego o$rodka, a nucellus w
zalgzkach (i nasionach) Piperaceae, Amaran-
thaceae i zingiberaceae przeksztatca sie w
tkanke zwang perispermg (obielmem) (patrz
Rodkiewicz 1973, Rodkiewicz iwspé’faut.
1996).

BIELMA

(patrz Rodkiewicz 1973, VijayaraghaVan i
Prabhakar 1984, |opes i Larkins 1993,
Rodkiewicz |Wspé+aut 1996) (Ryc 1)

W typie jadrowym, opisanym u gatunkow z
rodzin: Fabaceae, Palmaceae, Poaceae, Cucur-

Ryc. 1 Typy bielma rozwi-
jajacego sie w wyniku po-
dwdjnego zaptodnienia z
triploidalnej (3n) komorki
centralnej. J — bielmo
jadrowe; K —bielmo ko-
morkowe; H —bielmo he-
lobialne.



bitaceae oraz u niektdrych przedstawicieli ro-
dzin Brassicaceae i Ranunculaceae, zaréwno
podziat pierwotnego jadra bielma, jak i szereg
kolejnych podziatow jader potomnych odby-
wa sie bez zaktadania si¢ miedzy nimi $cian ko-
madrkowych (Ryc. 2). Bardzo czesto pierwsze
mitozy sg synchroniczne, potem ta synchroni-
zacja zanika, jednak jadra dzielg sie w pewnym

Ryc. 2. Zarodek globularny (z) z suspensorem (s)
i bielmo jadrowe (b) u Vicia cracca powstate w
wyniku podwdjnego zaptodnienia (przezrocze
udostepnione przez Panig Anne Sroke z pracy
magisterskiej).

porzadku. Cykl mitotyczny moze zaczynac sie
w jadrach lezgcych na biegunie mikropylar-
nym lub chalazalnym. Tempo podziatéw moze
by¢ bardzo szybkie, jak np. u Helianthus, gdzie
cykl mitotyczny w bielmie trwa 60 minut. W
cenocycie rozwijajgcego sie bielma jadra sa
rbwnomiernie rozmieszczone w cienkiej, przy-
$ciennej warstwie cytoplazmy; w centralnej
czesci znajduje sie duza wakuola, ktérg moga
przecina¢ waskie pasma cytoplazmy. Pozycja
kazdego jadra jest stabilizowana przez promie-
niscie rozmieszczone wokot niego mikrotubu-
le. Wieksze zgrupowanie jgder mozna obser-
wowac na biegunie mikropylarnym wokot pra-
zarodka i na biegunie chalazalnym. U niektd-
rych gatunk6éw jadra na obu biegunach r6znig
sie wielkoscia np. u Brassica oleracea
(Mackiewicz 1973), Brassica napus cv. Topas
(Rojek 2000) i Arabidopsis thaliana (Herr
1999, Brown i wspoOtaut. 1999). Liczba wol-
nych jader moze wahaé sie od kilku (Coffea) do
kilkuset (Primula).

Mechanizm cytokinezy wiacza sie po okre-
$lonej, mniej wiecej statej dla gatunku, liczbie
swobodnych podziatow jader. Badania z ostat-
nich kilku lat nad kukurydza, ryzem, pszenicg i
jeczmieniem, oparte o metody histochemiczne
w potaczeniu z mikroskopem konfokalnym

wykazaty, ze proces celularyzacji jadrowej en-
dospermy jest wysoce konserwatywny (patrz
Brown i Wspé+aut. 1994, 19964, b; Oisen
2001; Orsen iwspétaut. 1995,1999). Wbhardzo
rzadkich przypadkach $ciany komdrkowe nie
tworzg sie w ogdle (np. u Tropaeolum). Ist-
niejg rowniez gatunki (w rodzinach Brassica-
ceae, Cucurbitaceae, Fabaceae), u ktérych zew-
netrzne partie bielma jgdrowego ulegaja celu-
laryzacji, natomiast cze$¢ bielma wokét zarod-
ka pozostaje jadrowa (Rodkiewicz i wspotaut.
1996, BecrafT iwspé#aut. 2001, O1sen 2001).

W przypadku bielma typu komorkowego,
wystepujacego np. u przedstawicieli Lamiace-
ae, campanulaceae, crassulaceae, scrophula-
riaceae, Gesneriaceae, Acanthaceae, Lobeliace-
ae, Plantaginaceae, po pierwszym podziale
pierwotnego jadra bielma zakfada sie Sciana
komérkowa dzielagca poprzecznie (rzadziej
podituznie) wnetrze woreczka zalgzkowego.
zaktadanie $cian towarzyszy wszystkim dal-
szym podziatom jgder potomnych.

Typ helobialny jest najrzadszy i charaktery-
styczny dla Helobiae, Nympheaceae; wystepu-
jeroéwniez w rodzaju Linum, Trillium, Juncus i
innych jednolisciennych. Bielmo typu helo-
bialnego rozwija sie wedtug posredniego, w
stosunku do wyzej opisanych, programu. Ko-
morka macierzysta bielma dzieli sie na dwie ko-
morki nieréwnej wielko$ci; znacznie wieksza
jest komdrka mikropylarna, a chalazalna —
mniejsza.Jadro w mikropylarnej komérce pod-
lega podziatom mitotycznym bez cytokinez, co
prowadzi do powstania cenocytu, podobnie
jak w typie jadrowym. Po pewnym czasie,
tworzg sie przegrody pierwotne, btony i Sciany
komdrkowe —powstajg jednojgdrowe komar-
ki. Mata komorka chalazalna pozostaje czesto
jednojgdrowa. Opisano rozmaite warianty biel-
ma helobialnego. Réznice miedzy nimi sg cze-
sto trudne do uchwycenia i mogg np. polegaé
na tym, ze pierwsze dwie komorki bielma sa
prawie rowne i w obu zachodzg mitozy, a pod
koniec rozwoju zaczynajg sie cytokinezy i
tworzg sie Sciany komérkowe. Chalazalna ko-
morka moze u niektdrych gatunkéw rozwijaé
sie w haustorium. Niejednokrotnie trudno jest
odr6znic typ nuklearny od wariantu typu helo-
bialnego, poniewaz chalazalna komérka bywa
bardzo mata, a Sciana poprzeczna delikatna i
niewyrazna.

Filogeneza poszczeg6lnych typow rozwo-
jowych bielma jest wcigz przedmiotem wielu
sprzecznych pogladdéw. Jedni badacze uwazaja
bielmo typu jadrowego za najbardziej pierwot-



ne, podczas gdy inni uznajg ten typ bielma za
najbardziej zaawansowany. Whnikliwg analize
przeprowadzita w 1957 r. Wunderlich (patrz
Rychiewski 1968 w oparciu o korelacje cech
zalgzkow (rodzaj osrodka, liczbe integumen-
tow i obecno$¢ komorki przykrywkowej) z ty-
pem rozwoju endospermy. Autorka za pier-
wotny uznata zalgzek gruboosrodkowy, dwu-
ostonkowy —z komorka przykrywkows i ko-
madrkowym typem bielma; za ewolucyjnie
najmtodszy — zalgzek cienkoosrodkowy z
jadrowym bielmem. Tak wiec ewolucyjne
zmiany, zdaniem autorki, prowadzg od endo-
spermy komorkowej poprzez helobialng do
jadrowej. Dane z ostatnich kilku lat, oparte o
porownawczg analize rozwojowg i filogene-
tyczng zaptodnienia i embriogenezy u roslin
okrytonasiennych i ich bliskich 2zyjacych
przodkdw, potwierdzity stuszno$¢ hipotezy o
prymitywnym charakterze endospermy typu
komdrkowego (Friedman 1994); natomiast
powszechnie uznaje sie endosperme helo-
bialng za najbardziej zaawansowang ewolucyj-
nie.

Jakie jest ewolucyjne pochodzenie bielma?
Nato pytanie szukano odpowiedzi zaraz po od-

kryciu podwdjnego zaptodnienia. Do dzisiaj
istniejg naten temat dwie przeciwstawne hipo-
tezy. Jedna z nich, zaproponowana przez Sar-
ganta w 1900 r. postulowata pochodzenie biel-
ma od ,,altruistycznego” zarodka blizniaczego
mogacego tworzy¢ sie u przodkdéw roslin kwia-
towych. Druga, wskazywata na rozwoj endo-
spermy jako wynik op6Znionego rozwoju me-
gagametofitu stymulowanego przez fuzje dru-
giej meskiej gamety z jadrem biegunowym wo-
reczka zalagzkowego czyli na ewolucyjng homo-
logie bielma z gametofitem zenskim prymityw-
nych ro$lin nasiennych (patrz Friedman
1994). Do niedawna nie byto dowodow na po-
twierdzenie tych hipotez. Dopiero badania z
ostatnich 10 lat, dokumentujgce wystepowa-
nie procesu podobnego do podwdjnego
zaptodnienia u Ephedria, Gnetum i Welwit-
schia (rosliny nagozalgzkowe), w wyniku kté-
rego powstaja dwa blizniacze zarodki z zaptod-
nienia komorki jajowej i komorki kanatowo
brzusznej rodni, wydajg sie potwierdzac hipo-
teze, ze bielmo pochodzi z nadliczbowego,
zmodyfikowanego zarodka przodkéw roslin
kwiatowych (Friedman 1990, 1992, 1994,
1995; Friedman i Carmichel 1996)

MODEL ROZWOJU BIELMA

Model rozwoju bielma zostat opracowany
na podstawie szczegdtowych badan nad rosli-
nami zbozowymi i nad Arabidopsis (Brassica-
ceae), u ktérych wystepuje jadrowy typ endo-
spermy. Wyrézniono kilka etapéw rozwojo-
wych: stadium cenotyczne, celularyzacja, r6z-
nicowanie i stadium dojrzatosci. Ostatnie bada-
nia wskazujg na to, ze mechanizmy dwadch
pierwszych faz rozwojowych endospermy sg
bardzo konserwatywne i obecne u wiekszosci
Angiospermae (Ferger 1999, Nguyen i
wspoétaut. 2000, BECRAFT i wspotaut. 2001,
OLSEN 2001). Podobienstwa te dotyczg ukie-
runkowanej migracji jader w stadium ceno-
tycznym oraz odbudowy antyklinalnej $ciany
komorkowej. W procesie tworzenia sie Sciany
biorg udziat fragmoplasty cytoplazmatyczne
tworzace sie w strefie miedzy radialnym syste-
mem mikrotubul wychodzacych z otoczki
jadrowej.

celularyzacja wielojgdrowego syncytium
jest skoordynowanym procesem, w ktérym za-
chodzi specyficzna sekwencja zdarzeh obej-
mujaca cykl komdérkowy, organizacje cytosz-

kieletu i odtwarzanie $ciany komorkowej (Van
LAMMEREN 1998, BECRAFT i wspotaut. 2001,
Oisen 2001). Pierwszym etapem w procesie
celularyzacji jest organizacja syncytialnej endo-
spermy w jadrowe domeny cytoplazmtyczne
(ang. nuclear cytoplasmic domains, NCDs) po-
przez radialne systemy mikrotubul (ang. radial
microtubul systems, RMS). Funkcjg RMS jest
umiejscowienie rowno w przestrzeni jader en-
dospermy i okre$lenie miejsca zaktadania sie
$ciany. W nastepnym etapie dochodzi do ini-
cjacji Scian antyklinalnych, ktére oddzielaja
sgsiadujgce NCDs. Fragmoplasty kontynuujg
jednokierunkowy  (centrypetalny) wzrost
$cian antyklinalnych w kierunku wnetrza ko-
morki centralnej. NCDs sg cze$ciowo odsepa-
rowane od siebie przez $ciany antyklinalne, co
w efekcie prowadzi do powstania cylindrow
radialnie wydtuzajacych sie, nazywanych cze-
sto alweolami. Po krotkiej przerwie, w alwe-
olach endospermy zbdz wznawiane sg mitozy i
po raz pierwszy w procesie rozwoju bielma za-
chodzi cytokineza. Podziaty peryklinalne w al-
weolach oddzielajg zewnetrzny poktad komoé-



rek i przesuwajg alweole w gtgb endospermy.
Kolejne poktady sg wytwarzane w kierunku
centrypetalnym az osiggna region centralny;
wowczas cata endosperma jadrowa jest catko-
wicie wypetniona komorkami. Powtarzajgcy
sie schemat alweolacji i centrypetalnego wzro-
stu $cian komorkowych tworzy regularne pie-
récienie komorek endospermy (Ryc. 3, 4).

odzywianiu zarodka (Nguyen i wspétaut.
2000). W dalszym rozwoju zarodka, w stadium
torpedy, centralna cze$¢ endospermy jest stop-
niowo trawiona przez rozrastajacy sie zarodek,
pozostaje tylko peryferyczny poktad komérek,
poréwnywalny pod wzgledem potozenia i on-
togenezy do warstwy aleuronowej u zb6z; jego
funkcja w bezbielmowych nasionach ros$lin

Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie kolejnych etapow zaktadania sie scian komoérkowych w bielmie

jadrowym.

Triploidalne (3n), pierwotne jadro bielma zlokalizowane w proksymalnym korncu komarki centralnej (a). Wie-
lojadrowe cenocytowe bielmo —peryferycznie zlokalizowane jadra otaczajg centralng wakuole (W) komorki
centralnej (b). Cykl mitoz —widoczne wrzeciona cytokinetyczne miedzy siostrzanymi i niesiostrzanymi jadrami
(c). Radialny system mikrotubul (RMS) tworzacy sie napowierzchnijgderbielma (d). Tworzenie sie scian komor-
kowych prostopadtych do powierzchni bielma —powstate komdrki noszg nazwe alweoli (). Tworzenie sie ko-

lejnych warstw komérek bielma (f-h).

U Arabidopsis, wczesne etapy rozwoju en-
dospermy sg takie same jak u zbdz, ale uzale-
znione od jej potozenia w zalgzku (region mi-
kropylarny, centralny, chalazalny) (Brown i
wspétaut. 1999, Nguyen i wspoOtaut. 2000)
(Ryc. 5). Rozwdj rozpoczyna sie w rejonie mi-
kropylarnym w poblizu zarodka, nastepnie jest
kontynuowany w regionie centralnym i prze-
chodzi do chalazalnego. Celularyzacja bielma
rozpoczyna sie w regionie mikropylarnym, a
konczy sie przy wejsciu w obreb regionu chala-
zalnego, gdzie syncytialna endosperma tworzy
tzw. cyste endospermalng (ang. coenocytic
cyst). Potozenie wielojgdrowej cysty nad
tkankg waskularng i obecnos¢ Scian transfero-
wych sugeruje, ze moze petni¢ ona funkcje
haustorialnej struktury, ktéra odgrywa role w

dwulisciennych nieznana (Brown i
wspotaut. 1999).

Wczesne stadiarozwoju endospermy jadro-
wej u traw i kapustowatych posiadajg wiele po-
dobiefAstw do rozwoju zenskiego gametofitu
Gymnospermae. W obu przypadkach przejscie
od inicjalnej, wielojgdrowej cytoplazmy do sta-
dium komdrkowego przebiega przez tworze-
nie sie alweoli. Proces alweolacji obserwowa-
no u paproci nasiennych pochodzacych z pale-
ozoiku sprzed 300 min (Doyre 1996), co
$wiadczy o jego bardzo wczesnym powstaniu
w ewolucji.

Jaka jest korzy$¢ z obecnosci syncytialnego
stadium? Jedng z mozliwych odpowiedzi jest
szybko$¢ rozwoju takich struktur. Alterna-
tywng hipotezg, cho¢ niekoniecznie wyklu-

jest



a b c
Ryc. 4. Pierwsze podziaty mitotyczne w komérce centralnej prowadzace do powstania cenotycznego
bielma u kukurydzy.

Pierwotne jadro bielma (a). Kilkujagdrowe bielmo —jadra utozone w peryferycznych partiach cytoplazmy komér-
ki centralnej (b). Charakterystyczne utozenie jader; kazde z jader lezagcych u podstawy daje populacje komorek,
ktéore w efekcie tworzg charakterystyczng cze$¢ bielma przypominajacg czastke pomaranczy (c) (wg OLSEN

2001, zmienione).

czajaca poprzednia, jest potraktowanie syncy- konteks$cie interesujgca jest obecnosé regionu
tium  jako funkcjonalnego  haustorium podobnego do haustorium w endospermie ku-

stuzagcego do pobierania substancji odzyw- kurydzy powstatej w wyniku zaptodnienia in

warstwa bielmo
aleuronowa jadrowe
alweole
endosperma
skrobiowa
zarodek zarodek
komorki .
rejon transferowe bielmo cysta
otaczajacy komorkowe Kkomorki
zarodek proliferujgce

mikropyle

Ryc. 5. Budowa bielma (a) u kukurydzy (Zea mays) i (b) u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) (wg
Beckraft i wspdtaut. 2001 i Brow n i wspoOtaut. 1999, zmienione).

czych. Dlaczego syncytialna organizacja vitro komorki centralnej (Kranz i wspotaut.
miataby by¢ korzystniejsza dla troficznej struk-  1998), jak réwniez regularne pojawianie sie
tury nie wiadomo, faktem jestjednak, ze syncy- syncytialnej cysty w rozwoju endospermy u
tialne struktury haustorialne wystepuja czesto gorczycy (NGUYEN i wspotaut. 2000).

w endospermie roznych gatunkéw. w tym

réznicowanie bielma

W peini dojrzate bielmo traw sktada sie z czajgcych zarodek (ang. embryo surrounding
czterech typow komorek: (i) komodrek ota- region, ESR), (ii) komorek transferowych zlo-



kalizowanych u podstawy wigzki prze-
wodzacej (ang. transfer cell region, TC); (iii)
komodrek zawierajgcych ziarna aleuronowe
(ang. aleurone layer, AL); (iv) komorek z ziarna-
mi skrobi (ang. starchy endosperm, SE) (Lopes
i LARKINS 1993, OLSEN 1998, 2001; Oisen i
wspoétaut. 1999).

Zarodek rozwija sie w kieszeni utworzonej
wewnagtrz endospermy skrobiowej (ESR) i we
wczesnych stadiach proksymalny koniec za-
rodka jest potgczony suspensorem z endo-
spermg. U kukurydzy, region ESR we wcze-
snych stadiach rozwojowych zarodka (5 dni po
zapyleniu) jest ograniczony do endospermy
Scisle otaczajacej zarodek i dolng cze$¢ wiesza-
detka (Scher i WSpC'HaUt. 1984, Opsani-
FERSTAD i wspoétaut. 1997). Region ESR, zbudo-
wany z matych komérek o gestej cytoplazmie,
moze prawdopodobnie petni¢ funkcje suspen-
sora dla mtodych zarodkéw. Komérki ESR sa
pozbawione wrostow, charakterystycznych
dla komorek transferowych; nie ma tez
potgczen plasmodesmowych miedzy komadrka-
mi ESR a komérkami skorki zarodka (Schern i
wspotaut. 1984).

Pomimo, ze mechanizm rdznicowania sie
regionu ESR jest nieznany, wzorzec aktywno-
§ci mitotycznej w komdrce centralnej po
zaptodnieniu moze dostarczy¢ pewnych infor-
macji o nim. Wykryto trzy r6zne geny Esrl,
Esr2 iEsr3, ktore ulegajg specyficznej ekspresji
w tym regionie (Opsah1-FERSTAD i wspétaut.
1997). istnieje kilka spekulacji co do roli tych
gendw, araczej ich produktéw. Wedtug jednej
znich odgrywaja one role w odzywianiu zarod-
ka i/lub w regulacji zwigzanej z kontrolowa-
niem wzorca ekspresji; druga zaktada, ze geny
Esr mogg odgrywac role w ustabilizowaniu fi-
zycznej bariery pomiedzy zarodkiem a endo-
sperma podczas rozwoju nasienia, co przeja-
wia sie w modyfikacjach komdrek endospermy
przylegajacych do zarodka i prowadzi do po-
wstania jamy zarodkowej (ang. embryonic
cavity). Nieobecno$¢ ekspresji Esr w sponta-
nicznie powstatych mutantach bez zarodkéw
sugeruje z jednej strony zalezno$c¢ ekspresji Esr
od sygnatow pochodzacych od zarodka
(Opsahl-Ferstad i WSp({HaUt. 1997, Oisen
2001), z drugiej za$ obecnos$¢ u takich mutan-
tow normalnie wyksztatconego regionu ESR
wskazuje nato, ze bielmo mawewnetrzny pro-
gram do tworzenia tej struktury.

Mechanizm powodujgcy determinacje ko-
morek regionu ESRnie jest znany. W oparciu o
obserwacje tworzenia sie $cian komorkowych

w cenocytowej endospermie w okolicy zarod-
ka u kukurydzy wydaje sie, ze ESR powstaje
dzieki mechanizmowi odpowiedzialnemu za
tworzenie sie fragmoplastow w okolicy zarod-
ka. Wykrycie regionu promotorowego dla
trzech gendw Esr, kierujgcego ekspresja genu
reporterowego GUS w komorkach ESR trans-
genicznych linii kukurydzy, powinno rzuci¢
Swiatto na molekularne mechanizmy r6znico-
wania sie tego regionu (BONELLO i wspétaut.
2000, OLSEN 2001).

Komorki transferowe bielma tworzg sie w
rejonie tkanki waskularnej. U wszystkich zb6z
komorki te charakteryzuje obecno$¢ znacz-
nych wzrostéw transferowych Sciany komaér-
kowej oraz silnie rozbudowany wewnetrzny
system bton.

Badania nad kukurydza wykazaty, ze miej-
scowy sygnat dla roznicowania komorek trans-
ferowych pojawia sie juz we wczesnym stadium
rozwoju bielma. Poparciem dla takiej hipotezy
jest obecnos$¢ transkryptu END1 w jadrach en-
dospermy u jeczmienia (DOAN i wspoétaut.
1996) iczterech gendw Betu kukurydzy. Pomi-
mo, ze do tej pory nie udato sie okresli¢ funkcji
tych dwoch grup gendw wiadomo, ze wystepo-
wanie transkryptow jest ograniczone do komo-
rek transferowych komorkowej endospermy
(DOAN i wspotaut. 1996 OLSEN 2001). BETL-1,
pierwszy molekularny marker znaleziony dla
komorek transferowych u kukurydzy, koduje
7-kD polipeptyd S$ciany komdrkowej odgry-
wajacy prawdopodobnie znaczaca role w struk-
turalnej specjalizacji komérek transferowych.
Ostatnio wykryto trzy kolejne geny: BETL 2-4
(Hueros i wspotaut. 1999b), ktérych ekspresja
zachodzi w réznym czasie po zapyleniu.

W peryferycznej czesci endospermy rozni-
cuje sie warstwa aleuronowa, ktéra moze
sktadac sie z jednego (np. u kukurydzy i pszeni-
cy), lub kilku poktadéw komorek (np. u ryzu i
jeczmienia). Komorki tej warstwy charaktery-
zuje obecnos$¢ gestej cytoplazmy zawierajacej
ziarna aleuronowe oraz silnie rozwiniety sys-
tem retikulum endoplazmatycznego i liczne
mitochondria. Badania nad r6znymi przedsta-
wicielami traw wskazujg na zalezno$¢ pomie-
dzy gruboscig warstwy aleuronowej a czasem
jej réznicowania. Wydaje sie, ze u gatunkow z
wielowarstwowym poktadem, proces réznico-
wania zaczyna sie wczesniej niz u gatunkow
posiadajacych tylko jedng warstwe, co sugeru-
je, ze proces réznicowania moze by¢ przez ja-
ki§ czas hamowany (BECRAFT i wspoétaut.
2001). Badania genetyczne wykazaty, ze roz-



waj warstwy aleuronowej moze by¢ podzielo-
ny na dwa etapy: specjalizacje i r6znicowanie
komorek. Najwczesniej pojawiajagcym sie mar-
kerem molekularnym w rdznicujacych sie ko-
morkach tej warstwy jest wykryty u jeczmienia
transkrypt Ltp2. Do innych genéw markero-
wych warstwy aleuronowej nalezg geny: Ltpl,
B22E, pZE40, ole-1 i ole-2 oraz per-1. Ostatnio
wykryto dwa geny, kierujagce losem komérek,
ktérych mutacje cr4 i dekl powodujg obec-
nosé komorek endospermy skrobiowej w cze-
$ci peryferycznej (BECRAFT i wspotaut. 2001).
Dalsze badania nad mechanizmami Kie-
rujacymi specyficznie-komorkowa regulacja
tych gendw dostarcza informacji o réznicowa-
niu sie komaérek tej warstwy.

Endosperma skrobiowa stanowi najwie-
kszg mase komorek w bielmie (np. 80000-

90000 komorek u jeczmienia). Komorki tej
warstwy zawierajg skrobie syntetyzowang w
amyloplastach przy udziale 4 enzymoéw:
AGPase (ang. ADP-glucose pyrophosphoryla-
se), SS (ang. starch synthases), BE (ang. bran-
ching enzymes) i DE (ang. debranching enzy-
mes), sposrod ktdrych gen SS1 pszenicy i
gtéwna izoforma AGPase jeczmienia sg naj-
wczesniej pojawiajgcymi sie markerami mole-
kularnymiw komaorkach endospermy skrobio-
wej. Drugg specyficzng komponentg komar-
kowa tej warstwy sg biatka zapasowe (prolami-
ny) (OLSEN 2001). Ciggle mato jest informacji
dotyczacych wczesnych etapow réznicowania
sie komorek endospermy skrobiowej, w prze-
ciwienstwie do bogatej literatury opisujacej
molekularne podtoze metabolizmu biatek za-
pasowych i skrobi.

obumieranie bielma

Endosperma zwykle osigga kres swojego
istnienia w momencie dojrzewania nasienia,
kiedy zmagazynowane w jej komdrkach mate-
riaty zapasowe ulegng mobilizacji. W nasio-
nach bezbielmowych degradacja komorek za-
czyna sie w czasie rozwoju zarodka. W nasio-
nach bielmowych, do ktérych nalezg ziarniaki
zb6z, degradacja endospermy skrobiowej roz-
poczyna sie w czasie kietkowania nasion; nieco
pdzniej nastepuje zamieranie komorek war-
stwy aleuronowej. Zmiany jakie obserwowano
w trakcie degradacji bielma wielu ro$lin sg w
wielu punktach zbiezne z apoptozg u zwierzat.
uznaje sie, ze programowana $Smier¢ (PCD) w
komorkach bielma jest cze$cig programu roz-
wojowego, zapewniajgcego roslinom pra-
widtowy przebieg kietkowania nasion i jest re-
gulowana hormonalnie (patrz Wojciechow-
ska 2001)

Internukleosomalng degradacje DNA, kt4-
rej wskaznikiem jest drabinkowy wzor roz-
dziatu elektroforetycznego DNA, opisano pod-
czas PCD bielma u kukurydzy i pszenicy
(YOUNG i GALLIE 1999). Na podstawie wyni-
kéw testu kometkowego, w bielmie Haeman-
thus albiflos wykryto charakterystyczne zmia-
ny w strukturze chromatyny towarzyszace
PCD (Les’niewska i WSp(')*aUt. 2000)

Wiele danych wskazuje na to, ze progra-
mowana $mieré komorki i zmiany aktywno-
$ci nukleaz zwigzane sg z obecnoscig etylenu,
co potwierdzity badania nad mutantem
shrunken2 kukurydzy, ktéry produkuje duzg
ilos¢ etylenu. Mutantten charakteryzowat sie
przedwczesnym dojrzewaniem komorek en-
dospermy i obumieraniem wiekszej liczby
komorek niz typ dziki (YOUNG i wspotaut.
1997).

STOSUNEK GENOMOW MATCZYNEGO0:0JCOWSKIEGO (2:1)

U wiekszoS$ci rozmnazajgcych sie piciowo
roslin kwiatowych prawidtowy rozwdj bielma
i nasienia zalezy od stosunku (2:1) genoméw
matczynego i ojcowskiego. Johnson (1980) i
wspobtpracownicy zaproponowali tzw. hipote-
ze EBN (ang. endosperm balance number)
zaktadajacg, ze odwrocenie tego stosunku po-
woduje obumieranie nasion, aczkolwiek w
przyrodzie znane sg przypadki (np. autono-
miczne apomikty, gatunki rozmnazajgce sie

ptciowo z autonomiczng endosperma, taksony
u ktérych rozwdj megagametofitu przebiega
wg typu Oenothera, Penea, Peperomia, Fritilla-
ria i Plumbagella), gdzie mimo odmiennego od
2:1 stosunku genomoOw matczynego i ojcow-
skiego rozw0j bielma przebiega normalnie.
Wskazuje to naistnienie innych mechanizmoéw
odpowiedzialnych za normalny rozwdj bielma
i nasion.



Niemniej jednak badania nad przedstawi-
cielami wielu rodzajéw, np. Avena, Datura,
Medicago, Gossypium, Impatiens, Triticum,
Dactylis, Trifolium, Solanum, potwierdzajg
stuszno$¢ hipotezy EBN (patrz Ehtenfeld i
ORTIZ 1995). Eksperymenty polegajgce na mo-
dyfikacji krzyzéwek wewnatrz- i miedzygatun-
kowych, natych samych lub r6znych stopniach
ploidalnosci wykazaty, ze system powstawania
bielma jest kontrolowany i regulowany przez
wiele gendw, niezaleznie od typu krzyzowan.
Sukces czy tez niepowodzenie krzyzowan
wewnatrz- i miedzygatunkowych sg zalezne od
tzw. ,,efektywnej ploidalnos$ci” (ang. effective
ploidy); w bielmie musi by¢ zachowany stosu-
nek 2:1 genomow matecznego i ojcowskiego.

Badania nad genetyczng kontrolg EBN i me-
chanizmem ,efektywnej ploidalnosci” u ane-
uploidéw Datura stramonium L, uzyskanych
w wyniku eksperymentalnych krzyzowan tri-
ploidow z tetraploidami (JOHNSON i HAN-
NEMAN 1999) wykazaty, ze do zmiany EBN ko-
morki centralnej wystarcza dwa chromosomy
reprezentowane jako dodatkowe kopie, z cze-
go wyraznie wynika, ze niekoniecznie caty ge-
nom musi uczestniczy¢ w determinacji EBN w
bielmie. System EBN funkcjonuje réwniez w
przypadku eliminacji chromosomoéw, co ob-
serwowano zarowno w bielmie, jak i zarodku
w wyniku krzyzowan Hordeum vulgare zH.ju -
batum (Entenfetd i Ortiz 1995).

U kukurydzy jakiekolwiek odstepstwa od
normalnego (2:1) stosunku genomowego po-
wodowaty zaburzenia w rozwoju endospermy
i zapadanie sie nasion. UArabidopsis byty przy-
czyng zaburzen rozwojowych w endospermie.
Zwiekszenie wudzialu genomu matczynego
(6:1) powodowato przedwczesng celularyza-
cje endospermy, co ostatecznie prowadzito do
obumierania catego nasienia. W odwrotnym
eksperymencie, w ktérym zmniejszono udziat
genomu matczynego (2:3) celularyzacja endo-

spermy byta opdzniona; jadra ulegaty silnej
proliferacji, co wskazuje na zwigzek kontroli
cyklu mitotycznego =z celularyzacjg (patrz
Entenferd i Ortiz 1995).

Z ewolucyjnego punktu widzenia mozna
przyjac, ze teoretycznie wszystkie rosliny okry-
tonasienne, rozmnazajgce sie na drodze picio-
wej, powinny posiada¢ system podobny do
EBN, pozwalajacy na stabilizacje potomstwa o
prawidtowej (pozadanej) ploidalno$ci. Przy
zatozeniu silnej presji selekcyjnej dla takiego
systemu mozna przypuszczac, ze system EBN
rozwingt sie bardzo wczesnie w toku ewolucji
roslin okrytozalgzkowych (patrz Ehtenfeld i
Ortiz 1995)

Znaczenie prawidtowego stosunku geno-
mow matczynego:ojcowskiego moze w pew-
nym stopniu wyjasni¢ imprinting genomowy
polegajacy na epigenetycznych modyfikacjach
zmieniajacych ekspresje genéw zalezng od ro-
dzicielskiego pochodzenia (HAIG i WESTOBY
1991).

Ostatnio, w badaniach nad autonomiczny-
mi apomiktami, podjeto préby wyjasnienia
rozwoju bielma i nasion bez zaptodnienia
(Vinkenoog i SCOTT 2001) czyli przy braku za-
chowanego stosunku 2:1 genomow rodziciel-
skich, co wiecej —bez udziatu genomu ojcow-
skiego. Wedtug autoré6w u podstaw lezy im-
printing genomowy. Mozna zatozy¢, ze przez
»usuniecie” (wymazanie) imprintingu geno-
mowego z matczynego genomu endospermy,
dochodzi do ekspresji gendéw matczynych
(normalnie inaktywowanych), a to z kolei wy-
starcza do zastgpienia genomu ojcowskiego.
Potwierdzeniem tej hipotezy jest uzyskany mu-
tantfie Arabidopsis o nisko zmetylowanym ge-
nomie, u ktérego autonomiczny rozwoj endo-
spermy przebiega normalnie mimo braku
zaptodnienia (ViNKENOOG i wspdétaut. 2000,
Vinkenoog i Scott 2001)

CYTOLOGIA BIELMA

Stosunki kariologiczne endospermy zalezg
w pierwszym rzedzie od typu woreczka
zalagzkowego. U wiekszosci roslin endosper-
ma jest triploidalna (3n). Pojecie diplo- i tri-
ploidalno$ci nie jest jednoznaczne ze stop-
niem ploidalnosci danej tkanki. Scisle triplo-
idalne jadro (3n) powstaje u roslin diploidal-
nych, ktére w swoich tkankach somatycznych
posiadajg dwa genomy (2n=2x). U poliplo-

idow endosperma ma odpowiednio wyzszy
stopien ploidalnosci, np. u tetraploidéw jest
heksaploidalna (3n= 6x). Dlatego nalezy roz-
réznia¢ liczbe podstawowg ,x” oraz haplo-
idalng ,,n”inie powinno sie ich stosowacé jako
synonimy (Rychlewski 1968, Oiszewska
1999).

Triploidalna endosperma wystepuje u ro-
§lin z woreczkiem zalagzkowym typu Polygo-



num, Allium, Drusa i Adoxa. Jednak w pozo-
statych typach woreczkéw liczba ta waha sie od
2n do 15n. Wiaze sie to z wystepowaniem roz-
nej liczby jader biegunowych lub pewnymi pro-
cesami wtdérnymi zachodzacymi w toku rézni-
cowania sie woreczka zalgzkowego. W typie
Oenothera gametofit zenski wytwarza tylko jed-
no jadro biegunowe, ktore, faczac sie zkomorka
plemnikowg, daje diploidalne jadro endosper-
my (2n). W typach woreczk6w Penea i Plumba-
go wystepujg cztery jadra, stgd endosperma jest
pentaploidalna (5n). Ta sama liczba wystepuje
w woreczkach typow Fritillaria i Plumbagella,
jednak taka ploidalno$¢ powstata na innej dro-
dze. Najwyzsze stopnie ploidalnosci osigga en-
dosperma w woreczkach zalgzkowych typu Pe-
peromia. W zaleznosci od gatunku, po zaptod-
nieniu ploidalno$¢ pierwotnego jadra endo-
spermy moze wynosi¢ od 9n (8 jader bieguno-
wych + 1 komérka plemnikowa u Peperomia
pellucida) do 15n (14 jader biegunowych + 1
komérka plemnikowa u P. hispidula) (patrz
Rychilewski 1968, Rodkiewicz i Wsp(')+aut.
1996).

W toku réznicowania sie histologicznego
endospermy pierwotna liczba chromosomow
w wielu jadrach tej tkanki ulega r6znym prze-
mianom. To zréznicowanie moze byé wyni-
kiem wielu proceséw: endoreplikacji DNA
(endomitozy, endoreduplikacja) prowadzacej
do zwielokrotnienia ilosci DNA poza cyklem
komoérkowym, zaburzonych i nienormalnych
mitoz, powstawania jgder restytucyjnych,
fragmentacji i fuzji jader. Procesy te prowadza
najczesciej do podwyzszenia stopnia ploidal-
nosci, rzadziej do obnizenia, do aneuploidal-
nosci lub zmiany struktury chromosomow
(patrz Rychiewski 1969; Turata-Szybowska
1974, 1979, 1986; NAGL 1978; Marciniak
1991, 1993; Ma%uszyﬁska 1999; Gabara
2001).Juzw 1940r. Clark i Copeland obserwo-
wali w endospermie Zea mays nienormalne
anafazy z opéZnionymi chromosomami i mo-
stami chromosomowymi (patrz Rychlewski
1969). Takie anomalie moga prowadzi¢ do ro-
zerwania chromosomow, a po ich replikacji i
nieroztgczeniu sie chromatyd siostrzanych
mogg powstaé chromosomy dicentryczne, co
z kolei prowadzi do dalszych fragmentacji
chromosoméw. Spotykane niekiedy w endo-
spermie figury amitotyczne sg oznaka skrajnie
anormalnego podziatu jader. Jadra takie prze-
wezajg sie biszkoptowato i ulegajg fragmenta-

cji na dwa nier6wnowartosciowe, pod wzgle-
dem ilosci i jakosci substancji chromatyno-
wej, jadra. Wystepowanie amitoz jest czesto
oznakg degeneracji bielma (patrz Rych-
lewski 1969)

Zaktécenia mitoz, polegajace na wytworze-
niu sie w anafazie mostéw chromosomowych
moga réwniez prowadzi¢ do wytworzenia
jader restytucyjnych o podwojonej liczbie
chromosomoéw. Takie procesy opisywano w
endospermie lIris, Anemone nemorosa i in-
nych gatunkéw. UAnemone proces tworzenia
jader restytucyjnych w autonomicznym biel-
mie (2n) moze powtarzaé sie kilkakrotnie do-
prowadzajgc do powstania jader 16-32-pl-
oidalnych (Trera 1963).

Zwielokrotnienie liczby chromosomow
moze odbywaé sie na drodze endoreplikacji
DNA, ktdra towarzyszy ro6znicowaniu komorek
u roslin. Poziom endopoliploidalnosci jest z
reguty wyzszy w rozwijajacych sie tkankach iw
organach spichrzowych (bielmo, liscienie), o
co najmniej kilka rund endoreplikacji DNA niz
w korzeniach, todygach i lisciach danego ga-
tunku. U Angiospermae najwyzsza zawarto$¢
jadrowego DNA byla notowana u Phaseolus
coccineus w suspensorze (4096n) i endosper-
mie (192n), w endospermie u Echinocistis lo-
bata (3076n) i Vicia faba subsp. minor
(1536C) oraz w haustorium endospermalnym
Arum maculatum 24576n (patrz Marciniak
1991,1993; Gabara 2001). Przy wysokim stop-
niu endopoliploidalnosci powstajg chromoso-
my politeniczne; u ro$lin opisano je u kilku ga-
tunk6w np. w endospermie uAllium ursinum,
Bryonia dioica i Viciafaba, w haustoriach en-
dospermalnych u 3 gatunkéw Rhinanthus
(Turata 1969, 1979,
Marciniak 1991)

Jadra rozwijajacej sie endospermy podle-
gajag przemianom Kkariologicznym, wynikiem
ktorych jest najczesciej podwyzszenie stopnia
ploidalnoscijader. W konsekwencji bielmo jest
tkankg o charakterze mozaikowym, w ktérej
jadra osiagaja rézny stopien ploidnosci.

Endosperma jest tkanka troficzng, czesto
efemeryczng, ktéra degeneruje po osiggnieciu
wysokiego stopnia ploidalnosci. Tkankg o zblizo-
nym charakterze i podobnych procesach rézni-
cowania jader jest tapetum pylnikowe. Wydaje
sie, ze osigganie wysokiego stopnia ploidalnosci
jest normalnym mechanizmem réznicowania
tych tkanek (Ma%uszyr’lska 1999)

Tu rala-Szybowska



MUTACJAfie U ARABIDOPSIS

Rozwd@j nasienia u ro$lin kwiatowych obej-
muje zespdt proceséw rozwojowych inicjo-
wanych w momencie podwdjnego zaptodnie-
nia, w wyniku ktérego powstaje zarodek i en-
dosperma. Komorka jajowa i centralna w
mtodym woreczku zalazkowym normalnie nie
wykazujg zadnego rozwoju, az do momentu
zapylenia i zaptodnienia. W wielu rodzinach
Angiospermae dochodzi do rozwoju nasienia
bez zaptodnienia (autonomiczna apomiksja)
lub przy zaptodnieniu tylko komorki central-
nej (pseudogamiczna apomiksja). Potomstwo
powstajace z takich nasion doktadnie powta-
rza macierzysty genotyp (potomstwo apomik-
tyczne). Kluczowym problemem jest znalezie-
nie mechanizmdw odpowiedzialnych za ini-
cjacje rozwoju reprodukcyjnego uroslin okry-
tonasiennych. W ostatnich kilku latach odkry-
to, zidentifikowano i sklonowano kilka ge-
néw: FIS (ang. fertiliazation independent
seed; CHAUDHURY i wspétaut. 1997), MEDEA
(MEA; Grossniklaus i wspétaut. 1998), FIE
(ang. fertilization independent endosperm;
Onad iwspétaut. 1996), ktére wykazujg game-
tofitowy efekt matczyny i wstrzymuja rozwdj
nasienia, aw szczegdlnos$ci rozwdéj endosper-
my, dopoOki nie dojdzie do zaptodnienia, na-
wet w przypadku, gdy nastgpito zapylenie.
Mutacje tych genow:fisl,fis2, mea, ifie powo-
dujag zahamowanie rozwoju badZz obumarcie
zarodka (fisl lub medea), stymulujg rozwadj
nasion (fis2) i endospermy (fie) bez zaptod-
nienia. Autonomiczne bielmo u mutantafiel
nie rozwijato sie catkowicie. W poréwnaniu z
bielmem form dzikich, rozwdéj byt wyraznie
op6zZniony, liczba jader mniejsza, nie docho-
dzito do celularyzacji jak réwniez nie obser-
wowano wyraznego podziatu na strefy charak-
terystyczne dla bielma Arabidopsis. Wykaza-
no natomiast, ze u stabo zmetylowanych mu-
tantow fiel (ang. hypomethylated fiel mu-
tants) autonomiczne bielmo rozwijato sie da-
lej. Dochodzito do celularyzacji i regionalnej
specyfikacji bielma podobnie jak w nasionach
typu dzikiego. Tak wiec kombinacja nisko
zmetylowanego genomu matczynego z utratg

funkcji genéw FIEumozliwita powstanie i réz-
nicowanie sie endospermy bez zaptodnienia
(VINKENOOG i wspotaut. 2000).

Geny MEA i FIE kodujg biatka bedgce ho-
mologami biatek Drosophila zgrupy Polycomb
(Pc-G), odpowiednio Enhancer of zaste E (Z) i
Extra Sex Combs (ESC), ktdre regulujg ekspre-
sje genOw przez epigenetyczne wyciszenie
(ang. epigenetic silencing) (KIYOSUE i
wspoétaut. 1999, Onad i wspdltaut.,, 1999,
PREUSS 1999, SORENSEN i wspotaut. 2000,
Svitrtane i wspoétaut. 2001).

W eksperymentach, w ktérych promotory
tych trzech gendw tgczono z genem reportero-
wym GUS (B-glikuronidaza) wykazano, ze po
zaptodnieniu aktywno$¢ gendéw MEA, FIS2 i
FIE jest wykrywalna w tkance endospermy, a
aktywnos$¢ FIE obecna jest réwniez w innych
sporofitycznych tkankach (Luo i wspotaut.
1999, 2000). Ekspresje wszystkich trzech ge-
now obserwuje sie w megagametoficie przed
zapyleniem: produkty MEA i FIS2 znaleziono w
jadrach biegunowych, komérce centralnej i ko-
morkach dzielgcej sie endospermy. Produkt fu-
zji gendéw FIE::GUS obecny byt zaréwno w ko-
morce centralnej przed zapyleniem, jak i w roz-
wijajacej sie endospermie. Ekspresja tych ge-
now w jadrach biegunowych iw komorce cen-
tralnej jest prawdopodobnie niezbedna dla re-
presji rozwoju endospermy przed zaptodnie-
niem iinnych proceséw rozwojowych w nasie-
niu.

Regulacja wszystkich trzech gendéw FIS
przebiega w taki sposéb, ze kopie tych genow
pochodzace z komorki plemnikowej, nie ule-
gaja ekspresji we wczesnych stadiach rozwoju
nasienia (inaktywacja epigenetyczna); kontro-
la tej ekspresji nie jest zwigzana z poziomem
metylacji meskiego genomu. Zréznicowana ak-
tywnos$¢ gendw MEA, FISi FIE, uwarunkowana
pochodzeniem rodzicielskim, nie jest zalezna
od metylacji DNA, niemniej jednak metylacja
kontroluje pewne geny, ktére odgrywajg klu-
czowag role w rozwoju nasienia (patrz Gros-
sniklaus iwsp(')’faut. 2001).

fuzja komadrki centralnej i komérki plemnikowej IN VITRO

Po odkryciu podwoéjnego zaptodnienia opisu, gtéwnie ze wzgledu na trudnos$ci meto-

przez wiele lat badania nad tym zjawiskiem u
Angiospermae ograniczone byty wytgcznie do

dyczne. Dopiero na poczatku lat 90. nastgpit
przetom w badaniach nad zaptodnieniem u ro-



$lin okrytonasiennych. Na drodze eksperymen-
talnej, w warunkach S$cisle kontrolowanych,
stato sie mozliwe prze$ledzenie krok po kroku
wczesnych etapow rozwoju zarodka i endo-
spermy. Postepy badan nad zaptodnieniem w
tej grupie roslin zostaty omdéwione ostatnio
(Popielarska i Przywara 1999, Przywara i
Popietlarska 1999, Kranz 2001). Modelowym
obiektem badan eksperymentalnych nad
zaptodnieniem in vitro przy udziale izolowa-
nych gamet stata sie kukurydza, u ktérej w
1991 r. dokonano pierwszej udanej fuzji
(Kranz iwspc')iau. 1991a, b)

Sto lat po odkryciu podwojnego zaptodnie-
nia, w 1998 r. KRANZz i wspOtpracownicy po raz
pierwszy wyizolowali i dokonali fuzji komorki
centralnej i komaérki plemnikowej in vitro uzy-
skujgc tkanke podobng do bielma. Dawato to
szerokie mozliwosci badan aspektow fizjolo-
gicznych oraz podtoza genetycznego tego pro-
cesu. Pozwalato réwniez na $ledzenie kolej-
nych etapow zaptodnienia komorki centralnej
z gametg meskg w warunkach eksperymental-
nych i dokonania poréwnan ztym procesem in
vivo. Udato sie ustali¢ ze w warunkach in vitro
(i) dochodzi do fuzji komorki plemnikowej z
pojedynczymi jadrami biegunowymi, jak row-
niez z jadrem wtérnym, co jest zgodne z obser-
wacjami nad zapyleniem i zaptodnieniem in
vivo u kukurydzy (MOL i wspotaut. 1994); (ii)
kariogamia w komaorkach centralnych zacho-
dzi w momencie fuzji gamet lub jest nieco
przesunieta w czasie; zakofAczenie kariogamii
nastepuje w 2 godziny po fuzji gamet; (iii) roz-
woj bielma po fuzji i kariogamii jest bardzo
gwattowny, podobnie jak to ma miejsce in
vivo, przy czym rozwoj ten jest szybszy w cze-
$ci bazalnej (mikropylarnej) niz w apikalnej
(antypodalnej); (iv) celularyzacja bielma poste-

puje w kierunku centrypetalnym, poczynajac
od zewnetrznych partii, zgodnie z opisywang u
typowych roslin zbozowych do ktérych nalezy
kukurydza (patrz podrozdziat Model Rozwoju
Bielma). Formowanie sie $cian w bielmie typu
nuklearnego u traw rozpoczyna sie wokot za-
rodkairozprzestrzenia sie w kierunku bieguna
chalazalnego. W przypadku endospermy po-
wstatej in vitro za rejon chalazalny mozna
uzna¢ wydtuzong cze$¢ endospermy, bowiem
Sciany komorkowe zaktadajg sie w kierunku
tego bieguna, gdzie endosperma posiada cha-
rakterystyczne przewezenie. Wydtuzona cze$¢
endospermy zawiera duze komdrki, ktére
przypominajg haustorium. W endospermie po-
wstajacej in vivo rOwniez opisywano tworze-
nie sie haustorium w regionie chalazalnym; (v)
komaorka centralna zaptodniona i hodowana in
vitro bez tkanek rosliny macierzystej jest zdol-
na do samoorganizacji podobnie jak zygota,
ktéra w warunkach in vitro moze rozwingc sie
w zarodek przy braku endospermy iinnych so-
matycznych tkanek zalgzka (Kranz i
LORZz1993); (vi) wystepujg podobienstwa w
drogach rozwojowych i w ekspresji genow zy-
got i zarodkéw oraz zaptodnionych komorek
centralnych i endospermy. W obu strukturach
moznawyrozni¢ najednym biegunie czesc¢ glo-
bularng zbudowana z matych komérek o gestej
cytoplazmie za$ na przeciwstawnym biegunie
cze$¢ wydtuzong z duzymi komérkami (sg to
komorki suspensora). Kranz i wspétautorzy
(1998) uwazajg globularny region obserwowa-
ny w endospermie in vitro za odpowiednik
bieguna mikropylarnego in vivo; (vii) liczne i
synchroniczne podziaty komoérek towarzysza
wczesnym stadiom rozwojowym endospermy
in vitro, podobnie jak to ma miejsce in vivo
(Kowles i Phililps 1988)

endosperm —nutritive tissue for embryo
i.endosperm as the result of double fertilization in angiosperms
(angiospermeae)

Summary

A review is given on advances in endosperm re-
search in angiosperms. Endosperm isavery important
nutritive tissue for the developing embryo. In sexually
reproducing angiosperms endosperm develops as a
consequence ofdouble fertilization when one of male
gametes is introduced to the central cell of mega-
gametophyte. Of the three types of endosperm: nu-
clear, cellular and helobial, the nuclear pattern of de-
velopment is most common and occurs in plants of
major economic importance, including the cereals.
Recently research is focused on processes and mecha-

nisms involved in endosperm development in species
with the nuclear type of endosperm, including
monocots (mainly cereals) and dicots (the model
plant Arabidopsis thaliana). This model represents a
highly conserved mode of nuclear endosperm differ-
entiation with several stages: coenocytic, cellula-
rization, differentiation, maturation and programmed
death. In the differentiated endosperm four major cell
types have been recognized: starchy endosperm,
aleurone cells, transfer cells, and the cells of the em-
bryo-surrounding region. The mechanisms involved



in the first two stages of endosperm development are
very conserved among all groups of angiosperms; they
involve nuclear migration during coenocytic stage
and cell wall formation by cytoplasmic phragmoplasts.
Also specification of cell fates via positional signaling
and genetic basis of endosperm differentiation are re-
ported. Several other topics are presented, such as en-

dosperm cytology, the nature and origin of endo-
sperm dosage system, mutationfie in Arabidopsis that
allows endosperm development without fertilization,
and endosperm development in vitro after the fusion
of an isolated sperm and isolated central cell.
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