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SPOROPOLLENINA W SCIANIE KOMORKOWEJ ROSLIN WYZSZYCH

Wystepowanie i rola sporopolleniny (SP) w materiale biologicznym

Sporopollenina jest substancja wystepujaca w $cianach komorkowych (SK):
licznych zarodnikoéw, ziaren pylku oraz komorek glonéw. Jej odkrycia dokonat
John (cyt. za [51] wyodrebniajac ze spor Lycopodium clavatum i pytku Pinus silvestris
wyekstrahowanego rozpuszczalnikami organicznymi, substancje odporng na dzia-
lanie tugu i innych czynnikéw chemicznych, ktéra zachowywala pierwotna strukturg
i urzezbienie ziaren pytku.

W podobny sposéb uzyskiwal oporna substancj¢ z ziaren pylku Braconnot
(1829, cyt. za [51]), nazywajac ja — pollenina (od lac. granum pollinarium). Okoto
100 lat pdzniej podjeto w szkole Zetschego intensywne badania nad wyjasnieniem
natury fizyko-chemicznej analogicznej substancji — sporoniny otrzymanej z za-
rodnikéw (sporae) widlaka Lycopodium clavatum. Daleko idace podobieristwo spo-
roniny i polleniny bylo powodem, ze w dalszych pracach Zetzschego i wsp.
uzyto dla ich okreslenia wspélnego terminu — sporopollenina (SP) [82, 83]. Tym
trwajacym ponad 10 lat badaniom zawdzieczamy podstawowe wiadomosci doty-
czace natury SP.

Obecnie termin SP stosuje si¢ dla okre$lenia substancji bedacej pozostatoscia
egzyny SK ziaren pylku, zarodnikéw, oraz $cian komérek glonéw, odporng na
zespOt czynnikéw chemicznych [51] — a w szczegOlnoéei na acetolize.

Przyczyna szczeg6lnej opornoéci chemicznej egzyny pylku jest fakt, ze jej gtownym
budulcem jest SP wzglednie substancje do niej podobne. Trwalo§¢ egzyny, zlozono§¢
jej budowy oraz bogactwo elementéw strukturalnych tworzace urzezbienie jej
powierzchni oddalo cenne ustugi dla taksonomii, palynologii i genetyki [3—6,
8—11, 33). Powyisze wlasnosci egzyny umozliwiaja identyfikacje rodzaju i ga-
tunku a niekiedy nawet stopnia poliploidalnosci roslin wspdlczesnych i kopalnych

SK — $ciana komérkowa
SP — sporopollenina
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(palynologia). Szczegélna odporno$é chemiczna SP pozwolila na wykazanie jej
obecnoéci w kopalnych histrichosferach Tasmanites punctatus oraz glonach za-
liczanych do Dinoflagellata. Badania palynologiczne umozliwily ponadto $ledzenie
filogenezy Angiospermae [77].

Fakt zachowania wyrazistoéci morfologicznej obiektéw, ktére przelezaty w ziemi
230—250 nlm lat, wystawione na dzialanie najréznorodniejszych czynnikéw che-
micznych i mikrobiologicznych (bakterii i grzybow), zdaje si¢ potwierdza¢ shuszno$é
pogladu, Ze w $wiecie organicznym na przestrzeni tego czasu nie bylo czynnikoéw
zdolnych do degradacji SP, wzglednie, Ze skuteczno$¢ ich byla znikoma. [30].

Zaskakujaca jest obecno$¢ materialu typu SP w meteorytach jak Murray
i Orgueil [77]. Przytacza si¢ ja jako jeden z dowodéw pozaziemskiego istnienia
zycia. We wszystkich przypadkach SP kopalna i wspolczesna odznaczaly si¢ bardzo
zblizonymi wlasno$ciami.

Tabela 1

Skiad procentowy $cian komérkowych niektorych zarodnikow i ziaren pylku z uwzglgdnieniem skladu
elementarnego SP roznego pochodzenia (wg 17)

Materiat SK , Celuloza SP wzér empiryczny C-ME/C,y | OH/Cy
% 1 % "% grup | grup
Aspergillus niger — — — CooH115010
Mucor mucedo (+) zy-
gospory 9.5 5.25 4.25 CyoHi50033
Lycopodium clavatum 26.1 27 23.4 CooH144047 2.04 15
Chara coralina 7.6 44 3.2 CyoH11704
Pediastrum duplex 8.7 5.4 3.3 Co0G1210:8
Polimer palmitynianu — —_ —
witaminy A : CooH150013
Polimer { -karotenu — — —_ CooH130030
Polimer estrow karote-
noidéw z Lilium hen-
ryii —_ s — CioH14503s
Polimer karotenoidéw
z Lilium henryii — — — CooH11003s
Lilium henryii 8.4 3.1 53 CooH142034
Lilium Longiflorum 8.4 3.3 5.1 CyoHy44037
Gladiolus X pandion 13.2 89 4.3 CooHi27036
Phleum pratense 6.2 2.7 3.5 CyoH 144036
Festuca rubra 18.0 3.8 14.2 CooH13502
Rumex acetosa 11.2 7.0 4.2 CooH144037
Taxus baccata — — — CyoH1350:6 2,74
Quercus robur 7.1 1.3 5.8 CooH 144044
Alnus glutinosa 16.8 5.1 10.7 CyoH144033
Picea excelsa 21.6 5.8 15.8 CyoH145035
Pinus radiata 30.0 6.6 24.4 CioH 14504
Pinus silvestris 29.8 6.0 23.8 C20G15s0us 1.7 13

1. Zawarto$¢ skladnikéw wyrazono w procentach wagowych wzgledem wyjsciowej masy zarodnikéw
wzgl. pylku. 2. Wzory elementarne SP odnoszg si¢ do umownej jednostki Co.
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Zdaniem Toblera (cyt. wg [70] niemal wszystkie poznane gatunki pylku za-
wieraja SP lub SP-podobne substancje. Zawarto§¢ SP w materiale biologicznym
podlega jednak znacznym wahaniom w zaleznoSci od przynaleznosci do grupy
systematycznej (tab. I, wg. [7]). Nie oznacza to, ze SP wystgpuje w SK spor wszy-
stkich dotad poznanych gatunkow. Znane bowiem s3 zarodniki Mucor powstale
na drodze bezplciowej, ktore nie zawieraja SP. Przykladem ziaren pylku pozbawio-
nych SP moga byé réwniez niektére roéliny wodne. Ich SK jest pozbawiona egzyny.
Jest ona zbudowana wylacznie z intyny (cyt. za [70]).

Biologiczna rola SP zdaje si¢ mie¢ $cisly zwiazek z jej wystgpowaniem. Obecno$é
jej w $cianach komoérek pelnigcych w zyciu rosliny szczegélnie doniosta rolg, bo
uczestniczacych w procesach piciowych, zdaje si¢ wskazywaé na to, ze SP ma chronié
wspomniane komoérki przekazujace informacje genetyczna przed niekorzystnymi
czynnikami fizyko-chemicznymi $rodowiska jak: wysychanie, promieniowanie UV
[1, 15, 26]. Obecno$¢ SP w SK niewatpliwie zwigksza odporno$¢ komorek na me-
chaniczne urazy, odksztalcenia i nadaje im dodatkowe cechy rozpoznawcze (zlo-
zono$¢ budowy i swoiste urzezbienie egzyny). '

Znamienne jest wystgpowanie SP obok karotenoidéw (wylgcznie w sporach
Mucor powstalych na drodze plciowej [70]. Wspdlne wystepowanie SP i karote-
noidéw moze sugerowaé zwiazek genetyczny migdzy tymi substancjami.

Umiejscowienie SP i substancji jej towarzyszacych w SK ziaren pylku roslin

Najczesciej przytaczanym przykladem modelu budowy SK i egzyny jest ziarno
pylku Lilium, gdyz zawiera ono wszystkie typowe warstwy (ryc. 2). Ich oznaczenie
podano zgodnie z terminologia zaproponowang przez Erdtmana (cyt. wg [34]
ryc. 1). Wewngtrzna warstwa SK zwana intyng zbudowana jest z fibrylli celulozo-
wych [44, 73] osadzonych w substancji zwanej matrix zawierajacej hemicelulozy
i biatka [44). Warstwa zewngtrzna o budowie zlozonej, elektronowo gesta, esmofilna
zwana jest egzyna. W jej obrgbie wyrdznia si¢ na podstawie odmiennosci struktu-
ralnej i barwliwosci czg§¢ powierzchniowa, urzezbiong —segzyne i cze$¢ glebiej le-
73c3, nieurzezbiong — negzyng (ryc. 1, 2, 4). U niektérych roslin jak np. Populus
tremula stwierdza si¢ rOwniez cienka powierzchniowa warstewke egzyny zwang —
exine surface coating [61]. Powloka ta wybarwia si¢ przy uzyciu czerwieni rutenowe;.
Rownoczesna ujemna reakcja PAS, oraz ujemna reakcja ninhydrynowa tej warstwy
sugeruje, Ze nie zawiera ona polisacharydéw ani biatek [61]. W $cianie komérkowe;j
(sporodermie) wielu gatunkéw roslin wystgpuja pory (apertury). Te ostatnie przy-
krywa warstwa negzyny i intyny. Gléwnymi elementami strukturalnymi segzyny
sa paleczki. Sa to twory promieniScie rozstawione na powierzchni ziarna pyiku,
wyrastajace z negzyny. Kazda paleczka (pilum) sklada si¢ z laseczki (baculum)
i rozszerzonej glowki (caput). Gléwki wolno stojace tworza paleczkowaty typ
egzyny, zro$nigte ze soba tworza daszek (tegillum), wzglednie gruba warstwe
dachowata zwang tectum, tzw. ziarna pylku okryte [44]. Powierzchnia daszka
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bywa gladka, lub pokryta rozmaitymi wyrostkami (kolcami, brodawkami, precikami
Iub siateczka).

Wystgpowanie morfologiczne podobnych struktur powierzchniowych (epistruk-
tur) stwierdzono u taksonomicznie bardzo odleglego glonu Scenedesmus, ma ono
znaczenie w klasyfikacji szczepow [49, 50].
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Ryc. L. Schematyczna budowa warstw SK pylku (zestawienie wg [34]).

— gtowka

F — bakulum

— negzyna 1
— negzyna 2

intyna

Ryc. 2. Przekréj przez SK ziarna pytku Lilium. SP wystepuje w ciemnych (elektronowo gestych) elementach
egzyny. Fibrylarna warstewka “m” jest usuwana przez acetoliz¢ [40].

W calej SK niektorych gatunkéw roélin jak np. Lycopodium, oraz w egzynie traw
wystepuja kanaliki umozliwiajace utrzymanie chemicznego kontaktu cytoplazmy
z egzyna. Stwierdza si¢ w nich obecno$é enzyméw i glikoproteidéw. Ta droga
moga przenikaé rézne substancje w tym takze bialka [52, 64]. Na krétko przed
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Rye. 3. Schemat budowy SK glonéw zielonych na przykladzie rodzaju Chlorella i Scenedesmus. (A) SK
szczepdw Chlorella nie wytwarzajacych wtornych karotenoidéw i SP. (B) SK szczepdw Chlorella lub Scene-
desmus wytwarzajacych wtorne karotenoidy i SP, lecz nie wytwarzajacych epistruktur, (C) jak w pkt.
B, lecz wytwarzajace epistruktury. (W) — warstwa wewnetrzna (celulozowa), (Z) — warstwa zewngtrzna

zbudowana z 3 podwarstw a, b, ¢c. Podwarstwy “a” i “c”

oraz epistruktury zawieraja SP; (E) — epistruktury.

Ryc. 4. Pylek Hedera helix, elektronowy mikroskop wybiorezy (Scanning) pow. ok. 3100x (wg [12])
Preparat po acetolizie napylony we¢glem i zlotem

Ryc. 5. Powierzchnia Scenedesmus intermedius Chod. z widocznymi epistrukturami i “kolcami”. Zaznaczony
odcinek odpowiada diugosci 1pm. Preparat napylony platyng i weglem (wg [50]).
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osiagnieciem ostatecznej dojrzatoéci pojawia si¢ na powierzchni, a takze w kana-
likach ziaren pylku wielu gatunkéw roélin lipidowa substancja zawierajaca karoteno-
idy, zwana — Pollenkit [14, 41, 45, 46]. Powleka ona powierzchnig¢ egzyny i wypelnia
przestrzenie migdzy kolumellami. Miejscem jej syntezy sa w przypadku Lilium
i Raphanus [18] plastydy komorek tapetum. Pojawienie si¢ ,,Pollenkitu” dopiero
po zakonczeniu rozwoju egzyny tj. tuz przed mitoza i uwolnieniem ziaren pytku
wyklucza zdaniem Heslop-Harrisona i wsp. [42] uczestnictwo karotenoidow
(nagromadzajacych si¢ w koncowych stadiach rozwoju komoérek tapetum) w two-
rzeniu egzyny. Nagromadzenie znacznej ilo$ci karotenoidéw w komoérkach tapetum,
oraz w plynie woreczka pylkowego moze by¢ skutkiem zahamowania syntezy SP.

Dalszymi warstwami egzyny s3 negzyna 1 i lezaca bardziej wewnetrznie negzyna
2. Oddziela je po$rednia warstewka o matlej gestosci elektronowe;j.

W zalezno$ci od przynaleznosci obiektu wytwarzajacego SP do réznych grup
systematycznych obserwuje si¢ rézny stopienn rozwoju poszczegdlnych obszardéw
egzyny. Moga one z réznych gatunkéw przybieraé¢ posta¢ homogenna, lamellarna,
fibryllarng lub ziarnista. Szczegétowego przegladu réznych typoéw struktur egzyny
na roznych etapach ewolucji dokonuje Gabara [36].

U stosunkowo prymitywnych jednokomoérkowych odmian glonow (Chlorophy-
ceae) wytwarzajacych ketokarotenoidy, SP wystepuje rowniez w zewnetrznej czesci
oraz epistrukturach SK.

Gtéwnym skladnikiem budulcowym egzyny ziaren pylku jest SP lub substancje
wlasno$ciami do niej podobne [40, 51, 84]. Uwage zwraca brak danych odnos$nie
jakosciowego i iloSciowego skladu chemicznego samej natywnej (biologicznie
niezmienionej) egzyny ziaren pylku tj. egzyny uwolnionej od intyny. Istniejace
wyniki analiz chemicznych odnosza si¢ do calych SK tj. egzyny lacznie z intyng
wzglednie calych ziaren pytku. Nie zbadany jest ponadto wplyw acetolizy na
usuwanie skladnikoéw egzyny towarzyszacych SP (lipopolisacharydow).

Natura chemiczna SP (izolacja, metody badan, struktura)

Izolacja SP polega na usuwaniu towarzyszacych jej substancji przez: rozklad
bialek, zmydlanie thuszczu i wosku (pod wplywem wodnego KOH), wyplukiwanie
lipidéw eterem i etanolem, usunigcie polisacharydéw np. hemiceluloz (précz celulozy)
dzialaniem stosunkowo st¢zonego tugu i wody. Po tych zabiegach pozostaje odporna
na nie celuloza i SP, tym samym zostaje zachowany charakterystyczny ksztalt
ziaren pylku i komoérek glonéw.

Kwaséna hydroliza celulozy zwana acetoliza prowadzi do uwolnienia SP od
celulozy, pozwalajac jednocze$nie na iloSciowe oznaczenie tej ostatniej z ubytku
masy. Acetoliz¢ przeprowadza si¢ wedlug réznych sposobow. Najczeéciej stosuje
si¢ mieszank¢ bezwodnika kwasu octowego z 72 9, kwasem siarkowym (w stosunku
9 : 1) stosujac czas reakcji 20 min, i temperature wrzacej tazni wodnej [31, 32,
80]. Barwa tak uzyskanej SP jet ciemno-brunatna, a dluisze traktowanie jej ta
mieszaning prowadzi do prawie czarnych produktéw utlenienia, zanieczyszczaja-
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cych SP. Inne sposoby acetolizy polegaja na stosowaniu 429, HCl [48], lub 85%
kwasu o-fosforowego [51]. Ten ostatni wymaga dhuzszego czasu acetolizy — 4 dni
na goraco lyb 10 dni w temperaturze pokojowej [1, 51], w efekcie pozwala on na
uzyskaniu SP o zabarwieniu bezowo-brunatnym uchodzjcej za najczystsza.

Warunkiem uzyskania powtarzalnych wynikéw oznaczania SP jest $cisle za-
chowanie parametr6w analizy tj. kolejnosci, czasu dziatania czynnikéw chemicznych,
temperatury itd. Stad oznaczanie SP ma charakter analizy konwencjonalnej czesto
stosowanej w odniesieniu do cial niezupelnie zdefiniowanych chemicznie [51].

Od czaséw pionierskich badarn zebrano sporo danych odno$nie budowy i wlas-
noéci chemicznych SP [2—11, 32, 56—66, 78—82].

a) Odpornoé¢ na acetoliz¢ jest uwazana za pozytywny wynik testu na obecno$é
SP. Swiadczy ona o tym, Ze pomimo ewentualnych modyfikacji SP wskutek izolacj,
zasadniczy zrab jej czasteczki pozostaje niezmieniony [70]. SP otrzymana wskutek
acetolizy jest substancja nierozpuszczalng w rozpuszczalnikach organicznych, zbu-
dowana z atomow C, H, O, ktoérych iloSiowy stosunek ulega pewnym wahaniom
w zaleznoéci od pochodzenia. Z reguly SP nie zawiera azotu, niekiedy moze zawieraé
tylko niewielkie iloéci (do 19, N,) uwazane jako zanieczyszczenie, obok trudnych
do usunigcia zanieczyszczen mineralnych. Wyniki analizy elementarnej pozwolity
na przedstawienie wzoréw sumarycznych SP w postaci umownych jednostek za-
wierajacych 90 atoméw wegla. Tabela I przedstawia szereg wzoréw dla SP réznego
pochodzenia [84].

b) Stosowanie réznych czynnikéw usuwajacych zwiazki towarzyszace SP jak
409 HCI, wzglednie 729, H,SO,, moze by¢ powodem wprowadzenia chloru lub
siarki do czasteczki [70]. Z tego wzgledu najbardziej wskazane wydaje sie stoso-
wanie dla izolacji SP 85 %, kwasu o-fosforowego (4 dni, na goraco) wzglednie w tem-
peraturze pokojowej w ciagu 10 dni, gdyz nie wprowadza on fosforu do czasteczki
SP. Potraktowanie SK zawierajacych SP azotanem dwuacetylu (diacethyl nitrate)
usuwa skutecznie SP pozostawiajac celuloze [70].

c¢) SP jest polimerem zawierajacym znaczna ilo§¢ podwéjnych wigzafi. Zbromo-
wany produkt zawiera ok. 509 Br — ulega on znacznie latwiej rozkladowi niz
wyjéciowa SP [81].

d) SP zawiera grupy hydroksylowe i grupy C-metylowe (tab. I), [70, 85].

¢) SP utlenia si¢ pod wplywem podchlorynu sodu, stgzonego HNO;, perhydrolu
i ozonu. Ten ostatni jest najskuteczniejszym utleniaczem. Produktami kolejnego
traktowania SP ozonem i perhydrolem sg proste kwasy organiczne mono-i dwukar-
boksylowe [6, 7, 11]; stanowia one ok. 40 % wyjsciowej SP i §wiadcza o polienowej
naturze SP. Powstaje rOwniez nieznaczna ilo§¢ kwaséw organicznych o dluzszych
taricuchach weglowych [70]. Utlenianiu SP towarzyszy jej odbarwienie. IloSciowy
stosunek wzglednie malo zlozonej mieszaniny tych kwaséw przemawia za jednolitym
rodzajem monomeru, z ktérego powstaje SP.

f) Stapianie SPz KOH w temp. 250°C daje mieszaning kwaséw dwukarboksylo-
wych (C,—C,) oraz kwasow fenolowych : m. in. kwaséw p- i m-hydroksybenzoesowego
i protokatechowego. Dawniej przypuszczano, ze moga one pochodzi¢ z komplekséw
SP z ligning. Obecnie sadzi si¢, ze powstaja w okre§lonych warunkach z samej
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SP, gdyz brak wéréd produktéw rozpadu SP uprzednio zmetylowanej (dwuazo-
metanem) produktéow aromatycznych. Wiadomo jednak, ze takze B-karoten
moze podczas ogrzewania w temp. 160° C ulegaé aromatyzacji [70].

g) Charakterystyczne widmo SP w zakresie §wiatla podczerwonego umozliwia
prosty sposob identyfikacji. Przedstawione na ryc. 6 i 7 widma w zakresie podczer-
wieni SP réznego pochodzenia wskazuja pewne minimalne réznice w zakresie
dhugoéci fal 1750—1300 cm 1. Mozna sadzié, ze sa one spowodowane réznicami
iloSciowymi zawartoéci wywolujacych je grup [1].

3000 2000 1500 1000cm’
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Ryc. 6. Widma absorpcyjne w zakresie podczerwieni uzyskane z substancji odpornej na acetolizg, ktora
.otrzymano z: (A) Chlorella 211—S8p, (B) Chlorella 211—8b, (C) Lycopodium clavatum — zarodniki, (D)
Scenedesmus quadricauda 276—4a, (E) Prototheca portoricensis 263—3b. Pozioma o0§: czestotliwo$é fali.

h) W zakresie §wiatla UV SP posiada maksimum absorbcji 310 nm (wzglednie
290 nm) i minimum 254 nm w zalezno$ci od pochodzenia. Pod wplywem acetolizy
nastgpuje przesunigcie maksimum z 310 nm do 290 nm. Te wlasnosci SP wykorzy-
stano w metodzie mikrofotometrii skrawkéw pytkéw w $wietle UV do badania jej
lokalizacji w obrebie SK [75].

1) SP cechuje wspolczynnik zatamania §wiatla w granicach 1.5—1.6(dane cyt. wg 40).
Nieznaczna lub zerowa interferencja promieni X moze sugerowaé zalezno$¢ stru-
‘ktury mikrokrystalicznej od czynnikéw fizycznych i chemicznych [40].

j) SP bedacej dominujacym skladnikiem egzyny przypisuje si¢ zdolno$é przy-
1aczania atomow metali cigzkich (lantanu, srebra, toru, zelaza) oraz barwnikow
kationoidowych (blgkitu alcjanowego, czerwieni rutenowej) zazwyczaj dodawanych
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Ryc. 7. Widma absorpcyjne sporopolleniny uzyskane w zakresie podczerwieni (A) — z egzyny pylku
Lilium henryii; (B) — Sporopolleniny otrzymanej syntetycznie przez oksydatywna kopolimeryzacj¢ karo-
tenoiddéw i ich estrow wyizolowanych z Lilium henryii (wg [2]).

do aldehydowych utrwalaczy. Dla uwidocznienia struktury egzyny szczegélne zna-
czenie ma kolejno$é stosowanych zabiegow [35, 61, 69].

Dla wyjasnienia natury chemicznej SP przyjmowano rézne koncepcje, migdzy
innymi, Ze jest ona substancja lipidowa zblizong do kutyny (Tschirch i Czapek,
cyt. wg [81], wzglednie, ze jest polisacharydem o wielkiej masie czasteczkowej
[78]. Sadzono takze, ze moze ona by¢ substancja utworzong z celulozy, ksylanu,
lignino-podobnego materiatu i duzych ilosci lipidéw [70].

Zdaniem niektérych autoréw [40, 70] w sklad SP wchodza dwie frakcje: lipido-
podobna i lignino-podobna. Z pierwszej podczas rozkladu powstawaé maja jedno-
i dwu-karboksylowe kwasy z widoczna przewaga 16-weglowych kwaséw. Za przy-
czyn¢ ujemnej reakcji egzyny w tedcie histologicznym uwaza si¢ oslonigcie lignin
przez lipidy. Podaje si¢ takze, ze egzyna we wczesnych etapach rozwoju reaguje
bardziej dodatnio w tym tescie [40].

Zetzsche i wsp. przypisywali SP natur¢ politerpenowa [81, 83]. Jest ona
znacznie bardziej odporna na redukcj¢ niz migkka guma. Pod wieloma wzglgdami
jest ona podobna do twardej gumy. Rozklada si¢ w temp. 300°C, pali si¢ kopcacym
plomieniem. W egzynach utlenionych SP jest odporna na wigkszo$¢ odczynnikow
chemicznych. Czgéciowe rozpuszczanie materialu egzyny ma nastgpowaé w 2-amino-
etanolu w temp. 130—140° [63]. Uwolnione substancje prébuje si¢ utozsami¢ z wielko-
czasteczkowymi lipopolisacharydami. Zawieraja one grupy anionowe, wybarwiaja
si¢ solami metali cigzkich, proteinianem srebra i OsO,. Wodne ich roztwory daja
trwala metachromazje z niektéorymi barwnikami kationoidowymi jak np. z ble-
kitem toluidynowym. Tak wigc zanik barwliwosci egzyny tymi odczynnikami,
w trakcie jej dojrzewania, mozna by thumaczy¢ wzmagajgcymi si¢ ostanianiem (masko-
waniem) czasteczek lipopolisacharydéw przez odkladajaca si¢ SP.
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Ryec. 8. Hipotetyczne fragmenty strukturalne tworzace SP. (A) B-karoten, (B) ester dwupalmitynowy antera-
ksantyny, (C) fragment zawierajacy pochodne ketonowe karotenoidéw (wg [71]), (D) fragment zawierajacy
pierécienn cykloheksenowy (wg [S7]).
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Ryc. 9. Zmiany stezenia karotenoidéw i peroksydazy w pylnikach Lilium henryii w zaleznodci od stadium

dojrzewania, (A) — krzywa wzrostu pylnikéw, (B) — stezenie peroksydazy, (C) — stezenie sumy karo-

tenoidow, Stadia dojrzewania: 1. tkanka sporogenna, 2. stadium diad, 3. stadium tetrad, 4. stadium odkla-
dania egzyny, 5. ziarna pylku (wg [70]).
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Mysl Zetschego o politerpenowym charakterze SP podjeli i rozwingli Brooks
i Shaw [2, 70]. Przyjecie ich hipotezy, ze SP jest polimerem karotenoidéw i ich
estrow (uwazanych za monomery) wydaje si¢ stuszne z wielu wzgledow, gdyz thu-
maczy: wysoki stopie jej nienasycenia, lipidowa strukturg, nierozpuszczalnosé,
zawarto$é grup -O-Me, grup -OH, powstawanie pod wplywem ozonu z komponenty
karotenoidowej prostych kwaséw karboksylowych, oraz powstawanie w tych
warunkach (z kwasu tluszczowego, wchodzacego najwidoczniej w sklad grupy
estrowej) kwasow organicznych o dtuzszym taricuchu. Mala zawarto$¢ mono- 1 dwu-
karboksylowych kwaséw (o dluzszym laficuchu), ktére mialyby powstawaé z nie-
nasyconych kwaséw, §wiadczy o znikomym udziale takich kwaséw tluszczowych
w tworzeniu SP (ryc. 8 i 9). '

Opisane préby rekonstrukcji czasteczki SP na podstawie produktéw jej rozpadu
maja ograniczone mozliwosci i nie daja wyczerpujacych informacji ani o strukturze
SP, ani o sposobie jej powstawania.

Powstawanie egzyny u roslin wyzszych

Do poznania budowy i ontogenezy egzyny SK ziaren pytku wydatnie przyczy-
nit si¢ postep w dziedzinie mikroskopii elektronowe;j.

Powstawanie zawiazkéw sporodermy i urzezbienia egzyny rozpoczyna si¢ w sta-
dium tetrady [22, 73]. Chociaz pierwotnie przyjmowano, Ze urzezbienie egzyny
jest wynikiem ekspersji fenotypowej genomu haploidalnego jadra determinujacego
odpowiednie aktywnosci cytoplazmy samych mikrospor [24, 43, 52, 54], obecnie
uwaza sie, ze czynnikiem kontrolujacym to urzezbienie jest cytoplazma komorek
macierzystych ziaren pylku [22]. W wyniku mejozy z kazdej komorki macierzystej
ziaren pylku powstaja 4 haploidalne komoérki siostrzane (mikrospory), ktére w miarg
rozwoju przeksztalcaja si¢ w ziarna pytku. Wystepuja one w postaci tetrad (4 mi-
krospory razem). Oddziela je od siebie i od otaczajacego Srodowiska komorek
tapetum — otoczka utworzona z kalozy (wielocukru bedacego B-[1-3 glukanem]
[39, 55).

Na istnienie zwigzku migdzy usytuowaniem endoplazmatycznego retikulum
(ER), plasko przylegajacego do plazmolemy a miejscami odkladania przyszlych
promieniécie sterczacych bakuli, wzglednie umiejscowieniem bruzdy (colpus) w seg-
zynie SK Silene zwrécit pierwszy uwage Heslop-Harrison [38]. Wedlug niego
w miejscach nie sasiadujacych z cysternami-ER pojawiaja si¢ pierwsze odznaki
odkladania wczesnej egzyny tzw. primegzyny [22]. Przyszly wzor urzezbienia egzyny
bylby tym samym w ogélnym zarysie uwarunkowany wewnatrzkomérkowo [22,
73]. Niektorzy autorzy jak np. [59, 67, 68] sadza, ze tworzenie urzezbienia egzyny
zachodzi przy wspétudziale kompleksu plazmolema-glycocalyx, w skiad ktorego
maja wchodzié glikoproteidy i mukopolisacharydy [67, 68]. Ostatecznie mechanizm
tworzenia wzorca SK nie zostal wyjasniony. Obecnie uwaza si¢, ze determinujaca
rola cytoplazmy w ksztaltowaniu urzezbienia egzyny wynika z rozmieszczenia
w powierzchniowej strefie mikrospory pecherzykowatych twordw [17, 22].
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Morfologiczny obraz tych pecherzykow zmienia si¢ w zalezno$ci od gatunku.
U Pinus i Lilium przypominaja one pgcherzyki diktiosoméw, u Cosmos reticu-
lum endoplazmatyczne. Pochodzenie tych pecherzykéw uczestniczacych w two-
rzeniu egzyny nie zostalo dotad wyjasnione. Ich pojawienie zbiega si¢ z bardzo
obficie wystepujacymi w tym czasie w cytoplazmie strukturami ER. O rozmie-
szczeniu pecherzykow i wzorca egzyny ma decydowac cytoplazma [22]. Wspél-
uczestnicza przy tym mikrotubule i diktiosomopodobne struktury [22]. W wyniku
interakcji pecherzykow z plazmolema dochodzi do przekopiowania wzorca na po-
wierzchnig protoplastu w postaci warstwy pecherzykéw, wzglednie wypukloéci pro-
toplazmatycznych -p6Zniejszych miejsc pojawiania si¢ probakuli (lipidowej natu-
ry) prawdopodobnie zbudowanych z protosporopolleniny [41]. Wtérne odklada
nie polisacharydow przez pecherzyki pochodzace z diktiosoméw wigze si¢ z co-
faniem plazmolemy (z wyjatkiem miejsc protruzji), odsuni¢ciem jej od kalozowej
§ciany i kurczeniem si¢ protoplastu [22, 73]. Towarzyszy temu wzmozone od-
kladanie w utworzonej przestrzeni miodej segzyny. Stopniowo wzrasta takze
gestosé elektronowa odtozonego przez mikrosporg materiatu [37, 38].

Przyjmuje si¢, ze u Cosmos bipinatus polimeryzacja prekursoréw SP zachodzi
raczej w przestrzeni miedzy cytoplazmatycznymi protruzjami niz na nich samych
[22], (ryc. 10). Utworzony bowiem wzor jest negatywem rozmieszczenia protruzji.
Dalsze grubienie segzyny zachodzi po uwolnieniu mikrospor ze $ciany tetrady
prawdopodobnie przy wspotludziale prekursoréw SP lub SP wytworzonej przez
tapetum. Odmienny sposdb tworzenia segzyny ma miejsce u Pinus banksiana [17
22]. Segzyna powstaje tu wskutek zgrubienia pecherzykéw wytworzonych na po-
wierzchni mikrospor znajdujacych si¢ w tetradach.

Egzyna ziaren pylku i spor wielu gatunkéw [19, 52, 60] wykazuje obecnos¢
elektronowo-przejrzystych linii. Zgodnie z przyjeta terminologia zaproponowang
przez Dickinsona i Heslop-Harrisona [20] okreSla si¢ je jako lamelle. Zdaniem
Rowley i Southworth [66] tworzenie egzyny ma zachodzi¢ przez odkladanie
SP na wspomnianych lamellach. Omawiane lamelle sa wytwarzane przez zewngtrzng
powierzchni¢ protoplastu [16, 19, 20, 29] Przechodzenie tworzacych je substancji
przez plazmoleme, moze zachodzi¢ wskutek ekstruzji w miejscach nieciggtosci plaz-
molemy. Gruboéé opisywanych lamelli osiagga 0.3—0.4 um. Sa one szczegélnie
dobrze widoczne w obszarach egzyny przyleglych do szczelin. W sporach Scapania
nemorosa wigksza cze$é SK posiada lamellarna strukture. W dojrzalej egzynie zia-
ren pylku Acmopyle Sequoia i Lycopodium stwierdza si¢ zachowang strukturg za-
wierajaca pojedyncze lamelle (Afzelius, cyt. za [66]. U Artemia [76] lamelle
elektronowo-przejrzyste usytuowane po zewngtrznej stronie plazmolemy wyka-
zuja dlugo$¢ w granicach od 10 nm do ok. 1 pm. Moga one laczy¢ si¢ z plazmo-
lema poprzez ziarnista substancje [23]. Lamelle wybarwiaja si¢ kwasem fosforo-
-wolframowym w obecnosci kwasu chromowego, co przemawia za tym, Ze zawie-
raja one polianiony [63].

Bezposrednio po utworzeniu lamelli na obu jej powierzchniach zostaje zainicjo-
wane odkladanie SP. Powstaje w ten sposéb ,sporopollenin lamella” — lamella
sporopolleninowa — 3 skladnikowa struktura o wymiarach blony elementarnej
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ze SP odlozong na jej obu powierzchniach. Istnieja dane, ze odkladanie SP moze
zachodzié¢ w sposéb asymetryczny [61]. Elektronowo-gesta czg$¢ lamelli sporopol-
leninowej ma grubo$é ok. 60 A jest ona odporna na acetolizg. Utozsamia si¢ ja
z SP [60]. Elektronowo-przejrzysta cz¢$¢ lamelli sporolleninowej o grubosci ok.
40 A [37, 47, 66] i regularnej budowie przypomina strukturg parakrystaliczng [60].

Lamellarne twory biora rowniez udziat w tworzeniu bakuli [16, 19]. Odkla-
danie SP zapoczatkowane w miodych kolumellach postgpuje szybko w kierunku
dosrodkowym [73]. Zachodzi ono poprzez postgpujace rozprzestrzenianie si¢ proksy-
malnych i dystalnych koricow probakuli. W pi$miennictwie napotyka si¢ ponadto
inne terminy dla struktur zwigzanych z tworzeniem SP jak np. ,parent lamella”.
Nazwa ta odnosi si¢ do érodkowej elektronowo-przejrzystej czeéci lamelli sporopol-
leninowej. Grubos¢ tej czgsm wynosi 4—5 nm, opisano ja m. in. w egzynie Ipomea
purpurea [37]. Stosuje si¢ réwniez réwnoznaczne okreSlenie ,low dense line”
[64]. Dokladny sklad chemiczny ,parent lamella” nie jest dotad znany. Struktura
ta powstaje u Lilium longiflorum [20] przez apozycj¢ na powierzchni plazmolemy,
tuz po uwolnieniu mikrospor z tetrad. Postgpujace odkladanie (polimeryzacja
SP) na lamellach daje poczatek warstwie negzyny. Szczegbly mechanizmu powsta-
wania negzyny nie sa obecnie znane.

Ostateczna egzyna ma powstawaé przez réwnolegle do powierzchni plazmolemy
ulozenie lamelli pokrytych SP, jednej pod druga [22, 37]. W miar¢ dojrzewania
egzyny lamellarna struktura zaciera si¢ [22, 61, 69]. Obecno$¢ SP w tzw. tréjlami-
narnej strukturze stanowigcej zewngtrzng warstwg SK glonéw (Chlorophyceae),
ryc. 3 [1], oraz w pojedynczej lamelli u spor mchéw [53] morfologicznie odpowia-
dajacej lamellom' tworzacym negzyng ziaren pylku, sugeruje daleko idace podo-
biefistwo struktur zwiazanych z wystgpowaniem i tworzeniem SP u tak odleglych
taksonow.

Podobny mechanizm odkladania SP na lamelli zdaje si¢ funkcjonowa¢ na po-
wierzchni lipidowych kulistych tworéw zwanych prociatami Ubischa [27, 36, 66]
bedacych wytworem komoérek tapetum.

Wyraznie widoczne sa elektronowo-geste almelle w SK megaspor Selaginella
helvetica [72]. Wydaje sig, Ze w tym wypadku lamella SP moze tworzy¢ si¢ wskutek
uporzadkowania ,,rozwarstwienia” i polimeryzacji skladnikéw ostatecznie widocz-
nych jako elektronowo geste i elektronowo-przejrzyste (tworzace wewngtrzng cz¢$¢
pbzniejszej lamelli). Powstajace lamelle SP posiadaja zaczatki rozgalezien (pdzniej-
szych polaczefi migdzylamellarnych). Przestrzenie migdzy lamellami SP zawieraja
elektronowo-geste ziarnistosci. Ich wystgpowanie maleje w kierunku od$rodkowym.

- Czynniki towarzyszace odkladaniu negzyny IL

Szczegblowy opis procesu powstawania segzyny i negzyny roéznych gatunkéw
przedstawiono wedlug Dickinsona (ryc. 10 i 11) [22].

Odkladanie cienkiej warstewki negzyny I ma miejsce w okresie gdy mikrospory
nie s3 jeszcze uwolnione z tetrad. Procesu powstawania negzyny I dotad nie wyja$nio-
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no. Wiadomo jednak, ze proces ten jest §ciSle zwiazany z plazmolema. Po uwolnie-
niu mikrospor dochodzi do odkladania negzyny II. W powierzchniowej warstwie
cytoplazmy mlodych mikrospor znajdujacych si¢ w tetradach dochodzi do groma-
dzenia pecherzykowatych twordw o §rednicy ok. 0,5 um. W obszarze ich sasiedztwa
z plazmolema rozwija si¢ po zewngtrznej stronie plazmolemy w SK elektronowo-
przejrzysta lamella jest ona oddalona od plazmolemy ok. 8 nm (ryc. 11). Jednym
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Ryc. 10. Powstawanie segzyny u: (A) — Pinus, (B) — Cosmos, (C) — Lilium, (wg[22]).
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Ryc. 11. Odkladanie negzyny u Lilium (wg [22]).
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Ryc. 12. Przekr6j przez dystalny obszar sporodermy makrospory Selaginella helvetica wraz z przylegla
do niej warstewka cytoplazmy i czg$cia negzyny. Po zewnetrznej stronie nieregularnie przebiegajacej plazmo-
lemy (PL) i pomigdzy lamellami negzyny warstwy matrix o widknisto-siateczkowatej strukturze; zawiera
ona ziarnistosci o roznej wielkosci. W warstwie matrix w sasiedztwie plazmolemy zaznaczona jest jej nie-
jednolita struktura (przekreslone strzalki). ER — endoplazmatyczne retikulum wraz z rybosomami, M —
mitochondria, T — tonoplast, W — brodawkowate zgrubienia wystepujace na lamellach negzyny. Strzalki
oznaczaja rozgalezienia w ksztalcie litery Y miedzy’ dwoma lamellami. Utrwalanie: OsO,, pomgkszeme
45000 ><

L

koricem jest ona przyczepiona do powierzchni plazmolemy. Réwnocze$nie dochodzi
do wzmozonego odkladania elektronowo-ggstego materialu na powierzchni przej-
rzystej lamelli (od ‘strony plazmolemy). Trudno dokladnie rozgraniczy¢ strukturg
tej lamelli od plazmolemy. Obserwacje przemawiaja za usytuowaniem tej lamelli
po zewngtrznej stronie plazmolemy. Oprocz aktywnosci plazmolemy, w tworzeniu
negzyny zdaja si¢ uczestniczy¢ gladkie pecherzyki diktiosoméw oraz ,,coated ve51cles
licznie w tym czasie zgromadzone na powierzchni protoplastu

Niektére z powstalych elementéw negzyny odlaczaja si¢ od plazmolemy. Od-
laczeniu przejrzystej lamelli od zewnetrznej strony plazmolemy towarzyszy zdaniem
Dickinsona [22] uwalnianie si¢ rybosoméw z membrany pecherzyka, usytuowane-
g0 po wewnetrznej stronie plazmolemy. Rybosomy maja powraca¢ do wnetrza cyto-
plazmy. Jest mozliwe, ze pod wpltywem czynnikéw zawartych we wnetrzu membra-
nowatej plytki, dochodzi do regulowania aktywnosci plazmolemy, a tym samym
transportu prekursor6w SP na zewnatrz plazmolemy. '

Wytworzong negzyne cechuje odporno$¢ na acetolizg i dodatnia reakcja PAS.
Ta ostatnia przechodzi w negatywna reakcj¢ po uwolnieniu mikrospory z tetrady.
W momencie odlozenia ‘negzyny rozpoczyna si¢ odkladanie celulozowej intyny.

3 — Wiadomosci Botaniczne XXIV/4
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Pogrubianie mlodej segzyny

Pogrubianie segzyny zachodzi u réznych gatunkéw w odmienny sposob. U Cos-
mos [22] ma miejsce bezpos§rednia polimeryzacja materiatu zawartego migdzy
protruzjami. Material ten, prawdopodobnie natury lipidowej, zostaje przetranspor-
towany z cytoplazmy "do plazmolemy w postaci wielkich globul. Przyjmuje sig,
7e wtorna warstwa fibryllarna jest u Cosmos siedliskiem enzymoéw polimeryzujacych
prekursory. Trudniejsze jest wyjasnienie miejsca i szczegétéw syntezy SP u Pinus
i Lilium. W tym przypadku sadzi si¢, ze polimeryzacja zachodzi glownie na lamel-
larnych elementach [22].

Na uwage zastuguja réznice wilasnoéci fizyko-chemicznych SP wytworzonej
w dwoch roznych miejscach tej samej rosliny, w $cianach mikrospor, oraz przez
komorki tapetum [21, 42]. Sporopollenina mikrospor (S-SP) jest gi¢tka, oporna
na acetolize, lecz reaguje dodatnio w reakcji PAS. Sporopollenina tapetum (T-SP)
jest sztywna, podobnie oporna na acetolizg, reaguje jednak negatywnie w reakcji
PAS. Jest mozliwe, ze S-SP jest wczesniejszym etapem syntezy SP o mniejszym stop-
niu polimeryzacji niz T-SP. Jest to prawdopodobne, gdyz dojrzewaniu segzyny
towarzyszy zmiana reaktywnoéci PAS z dodatniej na ujemng [22].

Cialka Ubischa

Szczegdlnym obiektem zawierajacym SP sa cialka Ubischa [13, 38, 67]. Sa one
produktem tapetum wydzielniczego [22]. Powstaja one z prociat Ubischa o $rednicy
0.2—0.3 um [22] tj. globul lipidowych zawierajacych jak si¢ sadzi prekursory SP.
Miejscem ich tworzenia jest cytoplazma komorek tapetum, skad przemieszczane
sa w kierunku powierzchni komérek. W czasie tej wedrowki powigkszaja one
swoje rozmiary, gesto$¢ elektronowa i przedostajg si¢ w blizej nieznany sposob
w przestrzeti migdzy plazmoleme i SK [13, 45, 46], gdzie dochodzi do szybkiego
odktadania elektronowo-gestego materiatu na ich powierzchni [27]. W skiad odlozo-
nego materialu wchodzi T-SP [22]. Tworzenie T-SP w prociatach Ubischa zbiega
si¢ czasowo z rozwojem egzyny ziaren pylku [36]. Zaréwno w przypadku procial
Ubischa jak i ziaren pytku odkladanie SP zachodzi przy wspétudziale lamelli
o wymiarach blony elementarnej, ktéra ma by¢ obecna na powierzchni tych cial
[21, 22, 28]. Zaklada si¢, ze lamelle biorg udzial w polimeryzowaniu prekursorow
SP [35, 58]. Jest prawdopodobne, ze moga one by siedliskiem ograniczonych aktyw-
nosci syntetycznych (enzyméw ?) zwiazanych z syntezg SP. Material czgéci korowej
cialek Ubischa zawiera kwasne polisacharydy [67]. Znaczne podobienistwo urzez-
bienia segzyny ziaren pytku i materialu powierzchni cialek Ubischa sugerowato
niektérym badaczom istnienie podobnego mechanizmu kontroli tego urzezbienia
w obu wypadkach [67].

Whetrze ciat Ubischa ma zawieraé niespolimeryzowane prekursory SP obok
polisacharydéw (pektyn), wzglednie ich kompleksy z lipidami tj. lipopolisacharydy
[38]. Ostatecznie trudno powiedzie¢ jaki jest mechanizm odkladania SP w korowe;j
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czesci cialek Ubischa. Trudno tez rozstrzygnac w jakim stopniu tapetum uczestniczy
w syntezie egzyny mikrospory [25, 36, 73].

W $wietle aktualnego stanu badarn mozna przyja¢ poglad, ze SP powstaje
w wyniku polimeryzacji niektorych karotenoidéw i ich estrow. Wystgpowanie jej
w bezpo$redniej bliskosci powierzchni komorek zdaje si¢ wskazywaé na to, Ze
proces jej powstawania moze zachodzi¢ w warunkach tlenowych, lub wymaga¢ do-
stepu tlenu. Ostatecznie mechanizm procesu powstawania SP wypada zaliczy¢
do bardzo slabo poznanych. Jego wyjasnienie wymaga dalszych intensywnych
badan.
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