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Mikrotubularny cytoszkielet w mikrosporogenezie Dactylorhiza
majalis (Rchb.) Hunt et Summerh.

Microtubular Cytoskeleton in Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh.
Microsporogenesis

Synopsis. Zmiany mikrotubularnego cytoszkieletu w komérkach tkanki sporogennej, dziela-
cych si¢ mejotycznie mikrosporocytow i miodych mikrospor stoplamka szerokolistnego
Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh. badano metoda immunofluorescencji po-
$redniej. Przed rozpoczgciem mejozy, tkanka sporogenna podzielona jest grubymi scianami
na skupienia zwane massulami (massulae). W merystematycznych komérkach tkanki sporo-
gennej, delikatna, mikrotubularng sie¢ kortykalng buduja krétkie, cienkie wiazki mikrotubul.
Mejoza zaczyna si¢ w bardzo milodych pakach kwiatowych i trwa kilkanascie godzin.
Wszystkie mikrosporocyty w mikrosporangium rozpoczynajg mejozg¢ rownoczesnie. W meta-
fazie I, synchronizacja faz podzialowych zachowana jest wewnatrz pojedynczych massul; nie
ma jej jednak w sasiadujacych ze sobg w jednym mikrosporangium massulach. W mikrospo-
rogenezie konczacej si¢ cytokineza rownoczesna obserwowano trzy konfiguracje mikrotubu-
larnego cytoszkieletu: cytoszkielet kortykalny i uklady okotojadrowe mikrotubul, wrzeciona
kariokinetyczne oraz fragmoplasty. W cytoplazmie preprofazowych i wczesnoprofazowych
mikrosporocytéw mikrotubule tworzg delikatng sie¢. Pod koniec profazy widoczne sg w stre-
fie przyjadrowej, a péznoprofazowych i prometafazowych mikrosporocytach przy kinetocho-
rach. W metafazie i anafazie I mikrotubule budujg wiékna wrzeciona podzialowego. Po roz-
poczgciu posttelofazy I, krétkie mikrotubule przy obu jadrach diady, wydluzaja si¢ w kierun-
ku réwnika mikrosporocytu i budujg fragmoplast, dzielacy mikrosporocyt na dwie jednoja-
drowe domeny. Konfiguracje cytoszkieletu w drugim podziale mejotycznym sg takie same i
zachowuja taka sama kolejno$¢ wystepowania jak w czasie | podzialu mejotycznego, ale wy-
stepuja w obu domenach diady. W mikrosporach, krétkie, mocno fluoryzujace mikrotubule sg
rozmieszczone réwnomiernie. Z mikrospor zlaczonych w pollinium rozwijaja si¢ ziaczone
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ziarna pytku. Dojrzale ziarna pytku po przeniesieniu pollinium na znamig kietkuja synchro-
nicznie, a wigzki licznych tagiewek pytkowych wrastajg do zalazni.

Slowa kluczowe — key words: Dactylorhiza majalis, mikrosporogeneza — microsporogene-
sis, cytoszkielet mikrotubularny — microtubular cytoskeleton

WSTEP

System mikrotubularny w komoérkach eukariotycznych odgrywa glowna roleg
w procesach takich, jak segregacja chromosoméw, ruch komorki, budowanie
$cian celulozowych, transport pecherzykdéw, utrzymanie ksztaltu i wzrost ko-
morki (Waldin i wsp. 1992; Hasezawa i Nozaki, 1999). System ten buduje cy-
toszkielet, ktory jest bardzo zmiennym i dynamicznym sktadnikiem komorki.
Mikrotubule cytoszkieletu sa polimeryzowane lub depolimeryzowane zaleznie
od potrzeb wynikajacych z funkcji komérki w danej fazie zycia (Sniezko i Tu-
stanowska, 1993). W komdrkach roslinnych intensywna polimeryzacja lub de-
polimeryzacja mikrotubul ma miejsce podczas podzialéw mitotycznych i mejo-
tycznych (Gietwanowska i Szczuka, 2002).

Podczas podziatu komodrek mejotycznych funkcjonuja konfiguracje cytosz-
kieletalne, z ktorych wigkszos¢ jest typowa dla komoérek somatycznych. W prze-
ciwienstwie do komorek dzielacych si¢ mitotycznie, komorki mejotyczne nie
tworza preprofazowego pierscienia mikrotubul. Trzy mikrotubularne konfigura-
cje — system mikrotubul w kortykalnej cytoplazmie (cytoszkielet kortykalny lub
korowy) i przy blonie jadrowej (radialny uktad okotojadrowy), wrzeciona meta-
fazowe pierwszego i drugiego podziatu oraz fragmoplasty po pierwszym i dru-
gim podziale sa obiektami wielu szczegétowych badan (Van Lammeren i wsp.,
1985; Hogan, 1987; Traas i wsp., 1989; Liu i wsp., 1993; Genualdo i wsp.,
1998, Brown i Lemmon 1996, 2000; Gielwanowska i Szczuka, 2002; Gietwa-
nowska i wsp., 2003). Konfiguracje te pojawiaja si¢ regularnie podczas typowej
mejozy konczacej si¢ zaréwno sukcesywna jak i rownoczesna cytokineza.
W prezentowanej pracy omawiamy rozmieszczenie mikrotubularnych sktadni-
kow cytoszkieletu w komorkach tkanki sporogennej (premejotycznej), dziela-
cych si¢ mejotycznie mikrosporocytach i mtodych mikrosporach stoplamka sze-
rokolistnego Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh.

MATERIAL I METODY

Mtode paki Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh. (Orchidaceae) zbierano z duzej
naturalnej populacji rosnacej na mokrej tace w Olsztynie.
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Immunofluorescencja. Mikrosporangia z mikrosporocytami w odpowiednich stadiach rozwojo-
wych byly izolowane z pylnikéw i utwalane 24 godziny w temperaturze pokojowej w 4% para-
formaldehydzie w buforze MSB. Skiad buforu MSB: 50 mM Pipes, 10 mM EGTA i 5 mM
MgSO04 (pH 6,2). Po utrwaleniu mikrosporangia plukano w buforze MSB, odwadniano w roztwo-
rach etanolu
o0 wzrastajacych stezeniach, zatapiano w PEG-u i krojono zgodnie z procedurg opracowana przez
Van Lammeren i wsp. (1985).

Skrawki przyklejano do szkielek podstawowych pokrytych 3-aminopropylotréjme-
toxysilanem (Sigma-Aldrich Co.) i plukano 3 razy po 5 minut buforem fosforanowym (PBS).
Nastepnie traktowano je 0,1 M NH4Cl i 0,1% BSA w PBS przez 40 min. Pokrojone tkanki inku-
bowano w wilgotnych szklanych komorach przez 90 min. w 37°C monoklonalnym przeciwcialem
— anti-mouse-Btubulin (Sigma-Aldrich Co.), rozcieniczonym 1:100 w 0,1% BSA w PBS. Po plu-
kaniu PBS-em, skrawki poddawano inkubacji drugim przeciwcialem przez 90 min. w temperatu-
rze 37°C. Drugie przeciwcialo, rozcienczone 1:300 buforem bylo sprzezone z FITC (Sigma-
Aldrich Co.).

Do barwienia DNA w jadrach komérkowych uzyto DAPI. Przed przykryciem skrawkow
szkielkiem nakrywkowym dodawano kroplg DAKO. Tak przygotowane objekty obserwowano w
mikroskopie fluorescencyjnym (Nikon Optiphot 1I) i fotografowano na filmie Kodak
TMAX-400.

Mikroskopia swietlna. Do obserwacji w mikroskopie $wietlnym z jasnym polem widzenia, mikro-
sporangia utrwalano w 2% aldehydzie glutarowym w 0,05 M buforze kakodylanowym (pH 7,2).
Materiat ptukano 3x 0,05 M buforem kakodylanowym i stosowano postfiksacje 1% OsO4, a na-
stgpnie odwadniano w roztworach etanolu, acetonu i tlenku propylenu. Po przesyceniu zywica
Spurra (Spurr, 1969), mikrosporangia krojono na 2 pm skrawki i barwiono 1% bigkitem aniliny.

WYNIKI

Glowka precika Dactylorhiza skiada si¢ z czterech mikrosporangiéow budu-
jacych dwa pylniki. Mlode pylniki otoczone sa jednowarstwowa epiderma
(skorka). Pod nia znajduje si¢ warstwa komorek endotecjum, dwie warstwy po-
$rednie i tapetum wydzielnicze (sekrecyjne). Tapetum otacza tkanke sporogenna.

Tkanka sporogenna w mlodym pylniku Dactylorhiza sklada si¢ z meryste-
matycznych komoérek otoczonych cienkimi $cianami pektynowo-celulozowymi.
Przechodzace przez nie plazmodesmy lacza komorki sporogenne i tapetalne.
Merystematyczne komorki tkanki sporogennej zawieraja gesta cytoplazme, a w
niej delikatng, mikrotubularng sie¢. Wiazki mikrotubul budujace sie¢ sa bardzo
krétkie, a ich fluoresencja jest bardzo staba. Przed rozpoczeciem mejozy tkanka
sporogenna podzielona jest grubymi $cianami na skupienia mikrosporocytow
zwane massulami (massulae) (fot. 2).

Mejoza zaczyna si¢ w bardzo mlodych, okrytych li§¢mi (takimi, jakie sa po-
kazane na fot. 1) pakach kwiatowych. W badanych pylnikach mejoza trwata
kilkanascie godzin i odbywala si¢ w polowie maja. W $cianach profazowych
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mikrosporocytow pojawia si¢ kaloza. Wszystkie mikrosporocyty w mikrospo-
rangium rozpoczynaja mejoz¢ rownoczesnie; pelna synchronizacja trwa do kon-
ca profazy pierwszego podzialu mejotycznego. W metafazie pierwszego po-
dzialu mejotycznego obserwowano synchronizacj¢ faz podziatowych wewnatrz
pojedynczych massul. Takiej synchronizacji nie byto jednak w sasiadujacych ze
soba w jednym mikrosporangium massulach. W mikrosporocytach wypetniaja-
cych poszczegélne massule pojedynczego mikrosporangium obserwowano
zmiany szkieletu mikrotubularnego we wszystkich stadiach podzialowych mi-
krosporogenezy (fot. 3 i 4).

Mikrotubule preprofazowych i wezesnoprofazowych mikrosporocytow two-
rza sie¢ kortykalna. Fluorescencja takich mikrotubul jest mocniejsza w porow-
naniu do fluorescencji mikrotubul w cytoplazmie komoérek tkanki sporogennej.
Fluorescencja mikrotubul wzmaga si¢ w trakcie profazy pierwszego podzialu
mejotycznego, a pod koniec profazy obserwowano mocna fluorescencje w stre-
fie przyjadrowej dzielacego si¢ mikrosporocytu. W tym czasie tworza si¢ mi-
krotubule kinetochorowe, a mikrotubule budujace rownomierna, kortykalng sie¢
w cytoplazmie zanikaja.

W poznoprofazowych i prometafazowych mikrosporocytach fluoryzuja je-
dynie mikrotubule przy kinetochorach. W metafazie pierwszego podzialu mejo-
tycznego mikrotubule budujg wydtuzone wrzeciono podzialowe. Wrzeciona te
ulozone sa zgodnie z dluga osia w pojedynczych mikrosporocytach, ale pod
roznymi katami wzgledem siebie w sasiadujacych komorkach. Podczas anafazy
pierwszego podzialu mejotycznego zmniejsza si¢ ilos¢ mikrotubul budujacych
wiokna biegunowe wrzeciona podzialowego; staja si¢ one coraz ciefisze i flo-
uryzuja znacznie stabiej. W tym czasie wiokna kinetochorowe skracaja si¢. Oba
rodzaje wiokien zanikaja w telofazie pierwszego podziatlu mejotycznego.

Pod koniec telofazy pierwszego podziatlu mejotycznego, cz¢S¢ mikrotubul
posttelofazowego mikrosporocytu buduje fragmoplast mi¢gdzy dwoma odtwa-
rzajacymi si¢ jadrami. Pozostale mikrotubule zgrupowane sa na dwu biegunach
mikrosporocytu. Pod koniec interkinezy i na poczatku drugiego podziatu mejo-
tycznego mikrotubule zgrupowane sa przy obu jadrach diady. Konfiguracje cy-
toszkieletu w drugim podziale mejotycznym sa powtorzeniem konfiguracji
pierwszego podzialu mejotycznego. Zachowuja one taka sama kolejnos¢ wyste-
powania jak w czasie pierwszego podzialu mejotycznego, ale maja miejsce w
obu czgsciach diady.

W mikrosporach mikrotubule sa rozmieszczone rownomiernie i wykazuja
mocng fluorescencj¢. Mikrospory Dactylorhiza sa ztaczone w duze zespoly —
pollinia (pytkowiny, nazywane masa pylkowa). Polaczone sg one lepka substan-
cja, utrzymujacq pollinia blisko siebie nawet po rozgnieceniu mikrosporangium
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Fot. 1. Pokrdj storczyka Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh. 1: 2.
Habit of orchid Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh. 1: 2

Fot. 2. Preprofazowe mikrosporocyty w mikrosporangium D. majalis zebrane w massulach. Prze-
kroj podiuzny przez komorg pytkowa, bigkit toluidyny. x 60
Preprophase microsporocytes in D. majalis microsporangium gathered in massulae.
Longitudinal section of anther loculus, stained by toluidine blue. x 60

Fot. 3. Konfiguracje szkieletu mikrotubularnego w mikrosporocytach widoczne w mikroskopie
fluorescencyjnym. Przekroj poprzeczny przez mikrosporangium. Mikrotubule widoczne
po zastosowaniu metody immunofluorescencji posredniej. x 80
The configurations Qf microtubular cytoskeleton in mikrosporocytes visible in the fluorescence
microscope. Transversal section of mikrosporangium. Microtubules visualized by indirect immu-
nofluorescence method. x 80

Fot. 4. DNA mikrosporocytéw widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym. Przekroj
poprzeczny przez mikrosporangium. DAPI. x 80
DNA of microsporocytes visible in the fluorescence microscope. Transversal section
of microsporangium. DAPI treatment. x 80

na szkielku podstawowym. Z mikrospor zlaczonych w pollinium rozwijaja si¢
rowniez ztaczone ziarna pylku. Dojrzale ziarna pytku po przeniesieniu pollinium
na znamig¢ kielkuja synchronicznie. Podczas badan obserwowano wiazki wyjat-
kowo licznych tagiewek pytkowych wrastajacych do zalazni.

DYSKUSJA

Rodzina Orchidaceae jest duza i bardzo zréznicowang grupa roslin jednoli-
$ciennych wykazujaca skrajna zmiennos¢ i specjalizacj¢ struktur zwiazanych z
rozmnazaniem. Stanowi ona wyjatkowo cenny material do studiowania mikro-
sporogenezy i cytokinezy, ze wzgledu na niezwykle bogactwo wzoréw rozwoju
ziaren pylku (przeglad typéw w Yeung, 1987; Albert i wsp.1989; za Brown i
Lemmon, 1991a).

Mejocyty w sporangiach (sporogeneza) i pylnikach (mikrosporogeneza) ro-
$lin dziela si¢ na tetrady po mejozie, ktora konczy si¢ cytokineza rownoczesng
(symultaniczna) lub sukcesywna (kolejna). Cytokineza sukcesywna jest najczg-
$ciej spotykana wsrod roslin jednolisciennych (Monocotyledonae), mszakow
(Bryophyta), paprotnikow (Pteridophyta) i roslin nagozalazkowych (Gymno-
spermae). Cytokineza rownoczesna wystepuje glownie u roslin dwulisciennych
(Diocotyledonae) (Rodkiewicz i wsp. 1996). Mikrosporogeneza wigkszosci ga-
tunkoéw z rodziny Orchidaceae (Monocotyledonae) konczy si¢ cytokineza row-
noczesna. Jedynie niektore storczyki np. z dawniej i obecnie przez niektorych
systematykow wydzielanej rodziny Cypripediaceae tworza mikrospory w wyni-
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ku cytokinezy sukcesywnej (Yeung, 1987, za Brown i Lemmon, 1991a). Bada-
ny przez nas storczyk — stoplamek szerokolistny Dactylorhiza majalis (Rchb.)
Hunt et Summerh. — jest jednym z licznej grupy gatunkéw storczykow, ktorych
mikrosporogeneza konczy si¢ cytokineza rownoczesna.

W komorkach roslinnych w trakcie sporogenezy lub mikrosporogenezy wyste-
puja trzy konfiguracje cytoszkieletu zwiazane scisle z fazami podziatu mejotyczne-
go: mikrotubularny system w kortykalnej cytoplazmie i przy blonie jadrowej, wrze-
ciona w metafazie pierwszego i drugiego podzialu mejotycznego oraz fragmoplast
(Gietwanowska i Szczuka, 2002). Konfiguracje te zmieniaja si¢ w regularny sposob
w trakcie obu podzialow mejotycznych. Wszystkie wymienione konfiguracje mi-
krotubularnego cytoszkieletu wystepuja w mikrosporogenezie Dactylorhiza majalis
i sa identyczne z konfiguracjami cytoszkieletalnymi wystepujacymi zaréwno pod-
czas sporogenezy jak i mikrosporogenezy u innych roélin (Van Lammeren i wsp.,
1985; Traas i wsp., 1989; Liu i wsp., 1993; Brown i Lemmon 1991b, 1996, 2000,
Vesk i wsp., 1996; Genualdo i wsp., 1998, Shiamura i wsp., 1998, Gietwanowska i
Szczuka, 2002; Gielwanowska i wsp., 2003).

WNIOSKI

1. W czasie premejozy i profazy mejotycznej mikrosporocyty wykazujg syn-
chronizacj¢ faz rozwojowych: w kolejnych fazach synchronizacja zachowuje sig
jedynie w obrgbie pojedynczej massuli.

2. Mikrosporogeneza Dactylorhiza majalis konczy si¢ cytokineza réwnocze-
sng (symultaniczng).

3. Podczas mikrosporogenezy Dactylorhiza majalis wyst¢puja trzy typowe
dla mejozy konfiguracje mikrotubularnego cytoszkieletu: cytoszkielet kortykal-
ny i radialne ukiady okolojadrowe, wrzeciona kariokinetyczne oraz fragmopla-
sty po pierwszym i drugim podziale mejotycznym.
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SUMMARY

Changes of microtubular cytoskeleton in Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerh. in
meiotic cells by using immunofluorescence method were investigated. During microsporogenesis
completed with simultaneous cytokinesis, three cytoskeletal configurations appear: cortical cyto-
skeleton and microbular system at the nuclear envelope, meiotic spindles and phragmoplasts after
first and second meiotic divisions. All configurations of the first meiotic division are repeated
during the second meiotic division. The second meiotic division takes place in both parts of the
dyad.
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