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ROLA Ca* W PLCIOWYM ROZMNAZANIU ROSLIN
OKRYTONASIENNYCH

Role of Ca’* in sexual reproduction of angiosperm plants

Elzbieta BEDNARSKA, Marta LENARTOWSKA

Abstract. Sexual reproduction includes a number of processes requiring cellular signaling. An important role in the cell
signalling both in animals and in plants is played by Ca®* ions. The part of Ca®* in generative reproduction of plants,
particularly angiosperms, is still insufficiently understood. However, research in the last decade has supplied some data
suggesting that, like in animals, an important role in those processes is played by Ca®* ions. Our paper presents the current
state of knowledge concerning the widely understood part of calcium in the generative reproduction of angiosperms. The
part of Ca’* in the phenomena specific of that group of organisms have been discussed (such as the production and
development of the gamethophyte, germination of pollen grains, the directional transport of sperm cells into the embryo sac)
as well as processes common to all sexually reproducing organisms: recognition of the gametes and fertilization. Our
objective is to show in which phenomena the role of calcium is already understood, in which it needs further studies, and in
which it is still in the sphere of hypotheses owing to lack of convincing experimental evidence.
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WSTEP ne sa na drodze czesto skomplikowanych inter-

akcji komdrkowych, obejmujacych przeptyw in-

Mechanizmy umozliwiajace rozmnazanie
piciowe, ktére uksztattowaty si¢ u organizméw
jednokomérkowych, odegraly istotna role w
przyspieszeniu ewolucji Eukaryota. Rozmnaza-
nie wilaczajace rekombinacje genéw prowadzi
bowiem do ogromnej zmiennosci osobniczej,
czego efektem jest lepsze przystosowanie si¢ or-
ganizméw do $rodowiska. Rozmnazanie plcio-
we obejmuje takie podstawowe procesy jak: (1)
wytwarzanie gamet (izogamet, heterogamet),
(2) ich rozpoznanie i adhezj¢, (3) fuzje gamet
prowadzaca do powstania zygoty, (4) aktywacje
zygoty do embriogenezy. Procesy te realizowa-
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formacji migdzy somatycznymi komérkami ma-
cierzystymi a komodrkami linii generatywnej
oraz pomigdzy gametami. Zaréwno u roslin, jak
i u zwierzat przekazywanie sygnalow miedzy-
komérkowych odbywa si¢ na drodze fosfatydy-
loinozytolowej z udzialem Ca’* jako wtérnego
przekaZnika informacji. Wapniowy system prze-
kazywania informacji byl przedmiotem prac
przegladowych zaréwno w pismiennictwie za-
granicznym [6, 9, 80] jak i polskim [79, 89, 1].
Dlatego tez ograniczamy si¢ do przedstawienia
gtéwnych szlakéw metabolicznych prowadza-
cych do uzycia Ca®* jako wtérnego przekazni-
ka. Na powierzchni komérek eukariotycznych,
w tym prawdopodobnie takze u roslin, obecne sa
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receptory blonowe, ktére wiaza czasteczki syg-
nalowe. Powstanie kompleksu sygnat-receptor
aktywuje znajdujace si¢ po cytozolowej stronie
btony tzw. biatka G, co ostatecznie prowadzi do
rozpadu blonowego fosfatydyloinozytolo (4,5)
bifosforan (PIP2) na inozytolo(1,4,5) trifosforan
(IP3) i 1,2-diacyloglicerol (DG). Uwolniony do
cytozolu IP3 wiaze si¢ z receptorami obecnymi
w blonach organelli sekwestrujacych Ca*, cze-
go efektem jest otwarcie kanaléw wapniowych i
mobilizacja wewnatrzkomoérkowych magazy-
néw Ca®*. Wolne Ca®* tacza sie z obecnym w
cytozolu biatkiem kalmoduling. Po zwiazaniu z
Ca** kalmodulina aktywuje Ca-kalmodulino za-
lezne kinazy biatkowe (CaCAMDPKs). Fosfo-
rylacja biatlek efektorowych przez Ca-
CAMDPKSs prowadzi w efekcie do odpowiedzi
komoérkowej. Natomiast drugi produkt rozpadu
PIP, — DG aktywuje enzym wewngtrznej powie-
rzchni blony komérkowej — Ca-zalezna kalmo-
dulino-niezalezng C kinaze biatkowa (PKC).
Kinaza ta reguluje szereg bialek, w tym blonowe
kanaly wapniowe, na drodze kalmodulino-nie-
zaleznej. Po stymulacji komérki podwyzszony
poziom Ca** w cytozolu obniza si¢ dzigki fun-
kcjonowaniu  wymieniaczy jonowych oraz
pomp wapniowych, ktdre transportuja nadmiar
tych jonéw do organelli komérkowych i na zew-
natrz blony komérkowe;.

Poziom [Calz“]C reguluje szereg procesow
ogdlnobiologicznych, wystepujacych takze pod-
czas rozmnazania plciowego u ro$lin. Do zja-
wisk tych mozna zaliczy¢ m.in. przebieg cyklu
komérkowego [32], w tym mejozy [78], progra-
mowang Smier¢ komérki [81], ktérej podlega
m.in. tapetum pylnikowe [47], funkcjonowanie
cytoszkieletu [39], fuzj¢ membran i wydzielanie
komorkowe [13].

U zwierzat rola wapnia w plciowym roz-
mnazaniu jest dobrze udokumentowana. Wiado-
mo, Ze u ssakow jony te reguluja takie zjawiska
jak: przebieg oogenezy i zaplodnienia [78, 12],
pozaptodnieniowa aktywacje zygoty oraz szyb-
ki blok polispermii [49]. Badania ostatniego 10
lecia wskazuja, iz réwniez u roslin jony wapnia
uczestnicza w fuzji gamet i aktywacji zygoty.
Jak do tej pory badania te ograniczaja si¢ do ro-
§lin nizszych, ktére produkuja wolno ptywajace

gamety [8]. U roslin okrytonasiennych wytwa-
rzanie gametofitu produkujacego komdérki roz-
rodcze oraz zaplodnienie odbywaja sie we-
wnatrz sporofitowych tkanek roslin macierzys-
tych. Sytuacja ta do lat 90. stanowita bariere,
ktéra uniemozliwiata prowadzenie badan po-
rownywalnych do tych, ktére wykonywano na
materiale zwierzgcym oraz pochodzacym z ro-
§lin nizszych. Dopiero opracowanie technik izo-
lacji i kultury in vitro komérek rozrodczych oraz
ich fuzji w warunkach in vitro [21] pozwolilo na
rozpoczecie badan proceséw towarzyszacych
plciowemu rozmnazaniu na poziomie moleku-
larnym.

W obecnej pracy podsumowujemy wyniki
badan dotyczacych szeroko rozumianej roli wa-
pnia w piciowym rozmnazaniu ro§lin okrytona-
siennych. Naszym celem jest pokazanie, w kt6-
rych zjawiskach rola wapnia zostata juz pozna-
na, w ktérych wymaga dalszych badan, a w kto-
rych pozostaje wciaz w kregu hipotez z uwagi
na brak przekonujacych dowodéw eksperymen-
talnych.

CA¥ W MIKROSPOROGENEZIE
I WYTWARZANIU MESKIEGO GAMETOFITU

Dogodnym modelem badawczym, ujawnia-
jacym role Ca**w mikrosporogenezie i wylwa-
rzaniu meskiego gametofitu, sg pylniki mesko-
plodnych i me¢skosterylnych roslin tego samego
gatunku. Takie poréwnawcze badania prowa-
dzone byly dotychczas zaledwie u kilku gatun-
kéw rodlin. Sa to: Gasteria verrucosa [82], Al-
lium cepa (37, 26, 27] i Oryza sativa [73]. U
wszystkich tych roslin meskosterylnosé ujaw-
niata si¢ zaburzeniami w rozwoju tapetum, cze-
go efektem byt brak prawidtowej interakcji mie-
dzy komoérkami linii generatywnej a otaczajaca
je tkanka odzywcza. U Gasteria verrucosa [82]
i Allium cepa [26] nastgpowala przedwczesna
degeneracja tapetum, natomiast u Oryza sativa
[73] po zakoriczeniu mejozy tapetum otaczalo
si¢ specjalng Sciang, ktora oddzielata je od pozo-
statych tkanek pylnika.

Udzial jonéw wapnia w regulacji podziatu
mejotycznego tkanki sporogennej jest mato po-
znany. Dotychczasowe badania pokazaly, ze po-
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ziom wapnia, zarébwno zwiazanego z blonami
(82] jak i wolnych i stabo zwiazanych Ca®* [26]
w dzielacych si¢ mikrosporocytach jest stosun-
kowo niski. Nie stwierdzono istotnych réznic w
lokalizacji i poziomie wapnia pomiedzy linia
meskoptodng i meskosterylna, co nie jest wyni-
kiem zaskakujacym, bowiem u badanych gatun-
kow roslin mikrosporogeneza przebiegala bez
zaki6ceri. Szerokie badania prowadzone na oo-
cytach ssakow wykazaty, ze cykl mejotyczny
jest regulowany przy udziale wolnych jonow
Ca’*. Podwyzszenie poziomu cytozolowego
[Ca®*] stanowi niezbedny sygnat do przejsciaz I
profazy mejotycznej do metafazy, czyli do prze-
famania tzw. bloku diplotenowego, a takze do
zakoriczenia Il podzialu mejotycznego [ 78, 12].
Zatrzymanie mejozy w stadium diplotenu znane
jest réwniez u roslin, np. u Larix decidua mikro-
sporocyty pozostaja w stadium diplotenu przez
okoto pot roku [28]. Dotychczasowe badania,
aczkolwiek nie wykluczaja wapniowej regulacji
cyklu mejotycznego u roslin, nie pozwalaja na
ustosunkowanie si¢ do wynikéw uzyskanych na
materiale zwierzgcym. Poznanie roli wapnia w
regulacji mejozy u roslin okrytonasiennych wy-
maga bowiem zastosowania bardziej precyzyj-
nych metod badawczych, m.in. pomiaru cytozo-
lowego poziomu Ca®* w dzielacych si¢ mikro-
sporocytach za pomoca indykatoréw fluore-
scencyjnych.

Nieco lepiej poznana jest rola wapnia w
postmejotycznym rozwoju komorek meskiej li-
nii generatywnej, tj. mikrospor i ziaren pytko-
wych. Poréwnanie metabolizmu wapniowego w
meskoptodnym i meskosterylnym  pylniku
wskazuje, iz u przebadanych gatunkéw wytwa-
rzanie zywotnych ziaren pytkowych wymaga
optymalnego poziomu Ca®* w komorze pylnika
oraz regulowanego transportu tych jonéw do
mikrospor i dojrzewajacych ziaren pytkowych.
Podstawowa role w tych zjawiskach odgrywa
prawidtowa interakcja migdzy tapetum a roz-
nicujacymi si¢ komoérkami linii generatywnej.
Badania przeprowadzone u Gasteria verrucosa
[82] oraz u Allium cepa [26] wykazaly akumula-
cje jonow Ca’* w dojrzewajacym pylniku. W
okresie od stadium diad do tetrad nastgpuje silny
wzrost poziomu wapnia zwiazanego z btonami

w komérkach tapetum. Wysoki poziom tej puli
wapnia utrzymuje si¢ w tapetum przez caty dal-
szy okres funkcjonowania tej tkanki. Pomiary
ilociowe intensywnosci fluorescencji komple-
ksu Ca-CTC w pylniku Gasteria verrucosa
ujawnily, ze obnizaniu poziomu wapnia w dez-
integrujacym tapetum towarzyszyl wzrost po-
ziomu tych jonéw w dojrzewajacych ziarnach
pytkowych [82]. Wskazuje to, iz zmagazynowa-
ne w tapetum jony Ca?* sa nastepnie transporto-
wane do komory pylnika oraz dojrzewajacych
mikrospor i ziaren pytkowych. Bezposrednich
dowod6w transportu jonéw Ca?* z somatycz-
nych tkanek pylnika, szczegdlnie tapetum, do
ziaren pytkowych dostarczyty badania u Perunia
hybrida z uzyciem #*Ca* [4]. W warunkach se-
mi in vivo pobierane przez wiazke przewodzaca
nitki precikowej pylnika #*Ca®* akumuluja sie
gléwnie w tapetum oraz na powierzchni ziaren
pytkowych.

Mechanizmy postmejotycznego transportu
Ca** z tapetum do mikrospor i ziaren pyiko-
wych nie sa do korica wyjasnione. Zaréwno u
Allium cepa [36] jak i u Oryza sativa [73] obe-
cno$é jonéw wapniowych stwierdzono na po-
wierzchni orbikul — zawierajacych sporopoleni-
ne struktur wydzielanych z tapetum do komory
pylnika po zakoriczeniu mikrosporogenezy. Jest
to okres uwalniania mikrospor ze $ciany kalozo-
wej, kiedy otoczone sa one jeszcze niekomplet-
na sporoderma i moga by¢ bardzo wrazliwe na
poziom Ca** w $rodowisku swego rozwoju.
Wielu badaczy [14, 50], aczkolwiek nie wszy-
scy [46], uwaza, ze orbikule wilaczane sa do
§ciany mikrospor. Mozna wigc sugerowac, ze
struktury te uczestnicza w kontrolowanym
transporcie wapnia z tapetum do dojrzewaja-
cych mikrospor. Podczas rozwoju ziaren pytko-
wych resztkowe tapetum u wielu gatunkow ro-
§lin tworzy tzw. oplaszczenie (ang. pollen coat),
osadzane na powierzchni sporodermy [14, 59].
Badania u Petunia hybrida (4] oraz Allium cepa
[26] wykazaly, Zze oplaszczenie réwniez jest
miejscem wystgpowania Ca?*. Osadzanie opla-
szczenia na powierzchni sporodermy moze za-
tem stanowi¢ kolejny mechanizm transportu
Ca?* do dojrzewajacego gametofitu meskiego.

Dowoddw na to, iz poziom Ca?* w komorze
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pylnika oraz mechanizmy kontrolowanego
transportu tych jonéw z tapetum do komérek li-
nii generatywnej odgrywaja wazna rolg w wy-
twarzaniu zywotnych ziaren pytkowych, dostar-
czyly badania linii meskosterylnych. U Allium
cepa gwaltownej, przedwczesnej degeneracji tej
tkanki towarzyszy niekontrolowany wyrzut jo-
néw Ca>* [36]. Zatem mikrospory sa uwalniane
do Srodowiska o ponad optymalnym poziomie
Ca?*. Natomiast u Oryza sativa z powodu obe-
cnosci specjalnej $ciany wokét tapetum jony
Ca* nie moga by¢ transportowane do komory
pylnika [73]. Prowadzi to do obnizenia poziomu
Ca®* w $rodowisku, w ktérym dojrzewaja mi-
krospory. Jednakze zaréwno w warunkach
ponad optymalnego, jak i ponizej optymalnego
poziomu Ca** w komorze pylnika, rozwdj mi-
krospor ulega zaburzeniu i dochodzi do aborcji
pytku.

Procesem zaleznym od wapnia wydaje sie
by¢ réwniez synteza $ciany komérkowej wok6t
zamknietych w otoczce kalozowej mikrospor.
Badania u Allium cepa wykazaly wystepowanie
wolnych i stabo zwiazanych Ca** w zwiazku z
podbtonowo zlokalizowanymi pecherzykami
wydzielniczymi oraz plazmalema mikrospor w
okresie syntezy sporodermy [26]. Taka lokaliza-
cja Ca** odzwierciedla zapewne wystgpowanie
podwyzszonego poziomu tych jonéw w strefie
sekrecji materiatu §cianowego. Od dawna wia-
domo bowiem, ze egzocytoza wymaga wysokie-
go, milimolarnego stezenia Ca®* [13].

Wapii odgrywa tez wazna rolg w asymetry-
cznym podziale mikrospory i dojrzewaniu ziar-
na pytkowego. U Nicotiana tabacum Zonia i
Tupy [88] wykazali, ze odpowiedni poziom i
rozmieszczenie Ca’* w mikrosporze sa koniecz-
ne do powstania dwukomodrkowego ziarna pyt-
ku. Asymetryczny podzial mikrospory poprze-
dzony byt polaryzacja rozmieszczenia jonéw
wapniowych, ktére w wyzszym stezeniu groma-
dzity si¢ na generatywnym biegunie komdrki.
Eksperymentalne zaburzenie polaryzacji Ca**
hamowato podziat mikrospory i ziarno pytkowe
nie powstawato. Jak juz stwierdzono wyzej pod-
czas dojrzewania ziarno pytkowe akumuluje jo-
ny Ca* (77, 4]. Szczegdtowe badania dystrybu-
cji tych jonéw w réznicujacym sig ziarnie pytko-

wym Chlorophytum elatum ujawnity, ze pobie-
rane Ca®* s odmiennie przechowywane w ko-
mdérce wegetatywnej i generatywnej [10, 29]. W
komérce wegetatywnej poziom wolnych i stabo
zwigzanych Ca%* byt niski; jony te byly silnie
zwigzane na terenie tzw. globoidéw wystepuja-
cych w niewielkich wakuolach komdrki [10].
Natomiast w komdrce generatywnej lokalizo-
wano przede wszystkim stabo zwiazane Ca®*
[29]. Niewykluczone, ze rézny poziom wolnych
Ca®*w siostrzanych komorkach pytkowych jest
odpowiedzialny za odmienny sposéb ich rézni-
cowania [29].

Drugim znanym elementem systemu wa-
pniowego, ktéry niewatpliwie uczestniczy w
procesie powstawania i rozwoju meskiego ga-
metofitu jest kalmodulina. Zaréwno metoda
fluorescencyjna z uzyciem flufenazyny, ktéra
wiaze si¢ z aktywna forma kalmoduliny [92, 77]
jak i immunocytochemiczna [27], jej obecnosé
ujawniono w komérkach linii generatywnej oraz
na terenie tapetum pylnikowego. W dzielacych
si¢  mikrosporocytach  Gasteria
[82]oraz Allium cepa [27], kalmodulina wyka-
zywala giéwnie rozproszona cytoplazmatyczna
lokalizacje. Jej obecnosé stwierdzano takze na
terenie jader w okresie wczesnej profazy I [27]
oraz w otoczee jadrowej mtodych mikrospor [82].
Obecnos¢ kalmoduliny w ziarnach pytkowych
zostata udokumentowana u wielu gatunkéw ro-
slin: Brassica campestris [48], Gasteria verru-
cosa 82, 77], Nicotiana tabacum [74, 75], Co-
rylus avellana [69], Agapanthus umbellatus
[58]oraz Allium cepa [27]. Wystgpowania tego
biatka w meskim gametoficie wydaje si¢ by¢ za-
tem powszechne. Jak pokazuja badania cytolo-
giczne réznice moga dotyczy¢ lokalizacji kal-
moduliny w dojrzatym ziarnie pytku. U Gaste-
ria verrucosa [77] biatko to ujawnia rozproszo-
ng lokalizacje na terenie calej cytoplazmy pyl-
ku. Natomiast u Allium cepa [27] tuz przed ante-
za podwyzszony poziom kalmoduliny obserwo-
wano na jednym z biegunéw ziarna pytkowego.
U Gasteriaverrucosa [77], podobnie jak u Nico-
tiana tabacum [74, 75], bogaty w kalmoduling
okotoaperturowy biegun pojawia si¢ dopiero
podczas rehydratacji pytku. Polarne rozmiesz-
czenie kalmoduliny w ziarnie pytkowym ma za-

Verrucosa
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pewne zwiazek z formowaniem si¢ bieguna ko-
morki wegetatywnej, ktéry po zapyleniu prze-
ksztalca sie¢ w wierzchotek tagiewki pytkowe;j.

Ca®* W KIELKOWANIU ZIAREN PYLKOWYCH
I WZROSCIE LAGIEWEK PYLKOWYCH

Trwajace od lat 60. badania wykazaty, ze jo-
ny wapniowe odgrywajg podstawowa role w re-
gulacji kietkowania ziaren pytkowych i wzrostu
tagiewek pytkowych. Brewbaker i Kwack juz w
1963 roku stwierdzili, ze optymalne stezenie
Ca™* w pozywce jest niezbedne podczas tych
procesow w warunkach in vitro [7]. Zastosowa-
nie radioaktywnego wapnia ujawnito, ze rosna-
ce tagiewki pytkowe pobieraja Ca®* z pozywki.
Egzogenne Ca®* sa nastepnie akumulowane w
jej wierzchotku [35, 2]. Dalsze badania, prowa-
dzone coraz bardziej precyzyjnymi metodami
wykazaty, ze w kietkujacych ziarnach pytko-
wych i rosnacych fagiewkach pytkowych wyste-
puje specyficzny gradient wapnia [65, 63, 55,
61]. W kietkujacym ziarnie pytkowym poczat-
kowo réwnomiernie rozmieszczone jony wa-
pnia ulegaja przemieszczeniu — wyzsze ich ste-
zenie znajduje si¢ w okolicy aperturowej, a na-
stepnie w wierzchotku tagiewki pytkowej przez
caly okres jej wzrostu (ang. tip-to-base gradient
Ca**). Stabilnos¢ gradientu wapnia warunkuje
prawidlowy wzrost tagiewki pytkowe;j. Efektem
jego eksperymentalnego zaburzenia, np. przez
aplikacje buforéw chelatujacych Ca®*, sa per-
turbacje wierzchotkowego wzrostu fagiewki
pytkowej [57, 61], az do jego catkowitego zaha-
mowania [2, 24].

Podwyzszony poziom wapnia w wierzchol-
ku tagiewki pytkowej obejmuje zaréwno Ca?*
zwiazane z blonami [65]jak i wolne jony Ca?*
[66, 63,57, 51, 62]. Badania z uzyciem indyka-
tora Fura 2-dextranu wykazaty, ze stezenie wol-
nych jonéw wapniowych w fagiewkach pytko-
wych Lilium longiflorum waha si¢ od okoto
2 UM na szczycie wierzchotka do okolo 0.5 uM
w odlegtosci 5 um od niego i tylko 0.2 uM 40 pm
ponizej szczytu tagiewki [62]. Poziom [Ca®*],
w wierzchotku rosnacej tagiewki nie jest abso-
lutnie staty. U Lilium longiflorum rejestrowano
zaréwno szybkie oscylacje Ca®* (w tagiewkach
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dtuzszych niz 700 pm co ok. 23 sekundy, w fa-
giewkach krétszych o zmiennej fluktuacji), jak i
wolna fale wapniowa przemieszczajaca si¢ od
strefy podwierzchotkowej do szezytu lagiewki
w ok. 2 min. interwatach [62]. Oscylacje pozio-
mu Ca?* w tagiewce towarzyszg zmianom tem-
pa jej wzrostu — podwyzszaniu poziomu Ca’*
towarzyszy pulsowy wzrost wierzchotka tagie-
wki [56].

Badania ostatnich lat wskazuja, ze Ca’t w
fagiewce pytkowej reguluja funkcjonowanie
cytoszkieletu [39] oraz proces egzocytozy [33],
a lokalne zmiany poziomu tych jonéw na wierz-
chotku odpowiedzialne sa za reorientacje kie-
runku jej wzrostu [51, 52]. Stosujac jonoforety-
czne mikroiniekcje zwiazkéw wplywajacych na
poziom [Caz*']c w okreslonych obszarach wierz-
chotka tagiewki Agapanthus umbellatus udoku-
mentowano, ze ro$nie ona w kierunku, ktory
wyznacza podwyzszony poziom cytozolowego
Ca®* [52]. Wzrost poziomu [Caz'*]C generowany
moze by¢ IP;. co wskazuje iz proces ten regulo-
wany jest droga fosfoinozytolowa [24].

Rola kalmoduliny w procesach pozapylenio-
wego rozwoju ziaren pytkowych jest zdecydo-
wanie mniej poznana. Metodami fluorescen-
cyjnymi obecno$¢ tego biatka stwierdzono w
kietkujacych in vitro ziarnach pytkowych i fa-
giewkach pytkowych Lilium longiflorum [30],
Gasteria verrucosa |77] oraz Nicotiana taba-
cum [74]. W rosnacych tagiewkach obecny jest
gradient kalmoduliny — najwyzZsze st¢zenie tego
biatka wyst¢puje na jej wierzchotku [74, 75].
Ostatnie badania u Agapanthus umbellatus po-
kazaly, ze w cytoplazmie wierzchotka tagiewki
podwyzszony poziom kalmoduliny tworzy stru-
kture V-ksztaltnego kolnierza ponizej regionu
apikalnego [58]. Metoda immunocytochemicz-
na ujawniono, Ze biatko to wiaze si¢ z pecherzy-
kami sekrecyjnymi, wystepujacymi w cytopla-
zmie wierzchotkowej fagiewki pytkowej [45].
Wiadomo, ze kalmodulina jest niezbgdna w pro-
cesach kietkowania ziaren pytkowych i wzro-
Scie tagiewek pytkowych. Zastosowanie antago-
nistow tego biatka powodowato rozpad tip-to-
base gradientu Ca2* i hamowalo wzrost lagie-
wek pytkowych [58]. Pozostaje jednakze niewy-
jasnione, ktére z bialek wiaczonych we wzrost
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tagiewek sa regulowane na drodze Ca/kalmodu-
lino-zaleznej. Bierze si¢ pod uwage regulacje
kalmodulino-zaleznej pompy Ca* oraz udziat
w funkcjonowania cytoszkieletu poprzez bezpo-
Srednia interakcje z biatkami miozyny i aktyny
[58].

ROLA TIP-TO-BASE GRADIENTU Ca**
W DOJRZEWANIU KOMOREK PLEMNIKOWYCH

Komérki plemnikowe sa transportowane w
podwierzchotkowej cytoplazmie, gdzie poziom
Ca* jest ok. 10 krotnie nizszy anizeli na wierz-
chotku. U Zea mays komérki plemnikowe, ktdre
sa w asocjacji z jadrem sasiadujacej komorki
wegetatywnej, tj. pozostaja w meskiej jednostce
rozrodczej (ang. MGU), znajduja si¢ w odleglo-
Sci ok. 90 mM od szczytu tagiewki [86]. Trans-
port komorek plemnikowych w strefie obnizo-
nego poziomu Ca®* wydaje si¢ miec istotny,
biologiczny sens. Badania ostatnich lat wskazu-
Jja, ze jako$¢ blon komdérek plemnikowych jest
zalezna od poziomu Ca®* [87]. Przechowywanie
wyizolowanych komérek plemnikowych w
BKS - roztworze Brewbakera i Kwacka, zawie-
rajacym m.in. 1.3 mM Ca(NOs) prowadzi do
przedwczesnej utraty ich zywotnosci. Efekt ten
byt jeszcze bardziej widoczny po traktowniu ko-
morek plemnikowych jonoforem A23187, ktéry
podwyzsza wewnatrzkomorkowy poziom Ca?*.
Obnizenie poziomu [Caz+]C za pomocg EGTA
réwniez prowadzito do utraty zywotnosci komé-
rek. Rezultaty te wskazuja, ze wapi jest nie-
zbedny do utrzymania integralnosci btony ko-
mérek plemnikowych, lecz w zbyt wysokim,
ponadoptymalnym stezeniu moze prowadzié do
jej destabilizacji. Szczegétowe obserwacje
ujawnily, ze umieszczenie wyizolowanych z
ziaren pytkowych komérek plemnikowych Zea
mays w $rodowisku zawierajacym milimolarne
stezenie Ca’* prowadzito do ich aglutynacji,
tworzenia mostéw cytoplazmatycznych i ostate-
cznie fuzji. Wynikiem tego procesu bylo po-
wstanie dwu - i wielojadrowych komérek [86].
Dalsze badania prowadzone w kulturach in vivo-
in vitro u Nicotiana tabacum potwierdzily, ze
jony Ca®* indukuja samofuzje komérek plemni-
kowych [72]. Wrazliwo$¢ na Ca®* zmniejsza si¢

wraz z wiekiem kultury, co wskazuje, iz podczas
dojrzewania komoérki plemnikowe wyksztalcaja
mechanizmy zapobiegajace samofuzji. Tian i
Russell [72] uwazajag, iz jednym z tych mechani-
zméw moze by¢ synteza materiatu polisacha-
rydowego w formie wysoko zmodyfikowanej
periplazmy na powierzchni komérek plemniko-
wych. Fuzje komérek plemnikowych indukowa-
ta bowiem obecnos¢ celulazy i pektynazy. Nie-
wykluczone, ze dojrzewanie komérek plemni-
kowych obejmuje tez synteze i wydzielanie
peryferycznych glikoprotein, ktérych obecnosé
wykazano na powierzchni plazmalemy tych ko-
morek u Zea mays [84]. Zatem wydaje sie, iz lo-
kalizacja MGU w $rodowisku o niskim pozio-
mie Ca’* oraz modyfikacja powierzchni dojrze-
wajacych komérek plemnikowych zapobiega
ich spontanicznej fuzji podczas transportu w fa-
giewce pytkowej.

WAPN JAKO CZYNNIK CHEMOTROPOWY DLA
ROSNACYCH LEAGIEWEK PYLKOWYCH

W latach 60. w oparciu o badania u Antirrhi-
num majus zaproponowano, ze wapn petni fun-
kcje czynnika chemotropowego — fagiewki pyi-
kowe rosna w kierunku wyzszego stezenia Ca’*
[53]. Inne badania, prowadzone na réznych ga-
tunkach roslin, dawaty jednakze bardzo niejed-
noznaczne wyniki [67, 25] — teza ta pozostata
kontrowersyjna. Odpowied7 tagiewek pytko-
wych na Ca®* zostata ponownie przetestowana
w 1992 roku u gruszy. W warunkach in virro
wykazano, ze dodatni chemotropizm tych ko-
morek ujawnia si¢ tylko do wapnia wystepuja-
cego w zelu pektynowym [64]. Jony wapnia po-
chodzace ze zwiazkéw nieorganicznych
([Ca(NOs),], CaCl, i CaCOj5) nie miaty wptywu
na kierunek elongacji fagiewek pytkowych. Ba-
dania te sugerowaly, ze w reorientacji wzrostu
meskiego gametofitu w stupku krytyczna role
odgrywa nie wzrastajace st¢zenie wapnia na
drodze znami¢ — zalaznia [54], lecz pozapyle-
niowe uwalnianie tych jonéw z substratéw obe-
cnych w naturalnym $rodowisku wzrostu tagie-
wek pytkowych. Hipoteza ta stata si¢ wielce
prawdopodobna w Swietle naszych badari u Pe-
tunia hybrida [42, 44]. Stosujac piroantymonia-
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nowa metode subkomdrkowej lokalizacji wa-
pnia stwierdzono, ze zapylenie i wzrost fagie-
wek pytkowych indukuja wzrost poziomu Ca®*
w matriks migdzykomdrkowej szlaku transmi-
syjnego stupka [43]. Wzrostowi poziomu Ca®*
w naturalnym S$rodowisku rozwoju meskiego
gametofitu towarzyszy liza obecnych tam de-
estryfikowanych pektyn [42, 44], ktére znane sg
jako zwiazki silnie wiazace jony wapnia [11].
Na podstawie przeprowadzonych badan wias-
nych sadzimy, ze deestryfikowane pektyny sta-
nowia naturalny magazyn Ca** w matriks mie-
dzykomoérkowej tkanki transmisyjnej szyjki
stupka. Uwalnianie jonéw Ca®* jest odpowie-
dzia na zapylenie i wzrost fagiewek pytkowych
w stupku. Dodatni chemotropizm tagiewek pyt-
kowych do Ca”*, prawdopodobnie pochodza-
cych z pektynianéw wapnia, wydaje si¢ mie¢
miejsce takze podczas ich wzrostu na placencie.,
Badania u Petunia hybrida metoda chlorotetra-
cyklinowa [3] i piroantymonianowa [5] oraz u
Oenothera hookeri za pomocy alizaryny S [20]
wykazaly, ze w placencie wystepuje podwy-
zszony poziom wapnia. Gléwnym miejscem lo-
kalizacji Ca®* jest zewnetrzna powierzchnia
$ciany komoérek epidermalnych [S]. W $cianie
tej ostatnio zlokalizowalismy wysoki poziom
deestryfikowanych pektyn (Bednarska i wsp.
nie publ.). Wskazuje to, iz powierzchnia placen-
ty wytwarza Srodowisko podobne do tego, jakie
wystepuje w matriks migdzykomérkowej szlaku
transmisyjnego szyjki stupka. U niektérych ro-
§lin, np. u gruszy [16] oraz Oenothera hookeri
[20] w mikropyle zalazka obecne sa zawierajace
wapn kwasne polisacharydy. Zatem pektyniany
wapnia moga stanowi¢ czynnik chemotropowy
rowniez w ukierunkowaniu wzrostu tagiewek do
mikropyle.

CA*™ W ROZWOJU ZENSKIEGO GAMETOFITU 1
ZAPLODNIENIU

Rola wapnia w megasporogenezie i powsta-
waniu Zeriskiego gametofitu nie byla badana.
Istnieje natomiast szereg doniesieri dotyczacych
obecno$ci wapnia w zalazku i woreczku zalaz-
kowym. Celem tych badan jest poznanie roli
Ca™ w: (1) przekazywaniu sygnaléw do fagie-

wek pylkowych podczas ich wrastania do zalaz-
ka, (2) zakonczeniu fazy progamicznej oraz (3)
zapobieganiu polispermii .

WAPN W NIEZAPLODNIONYM ZALAZKU

Wapii w zalazku i woreczku zalagzkowym
badano za pomoca energo-dyspersyjnej mikro-
analizy rtg, pozwalajacej na okreslenie poziomu
catkowitego wapnia [15, 16], technika chloro-
tetracyklinowa ujawniajaca waphi zwiazany z
btonami [34, 76, 3] oraz metoda piroantymonia-
nowa, za pomoca ktérej lokalizowano wolne
i stabo zwiazane jony Ca®* [15,16, 18,19, 31,5,
71]. Stwierdzono, ze tkanki zalazka sa miejscem
wystgpowania stosunkowo wysokiego poziomu
catkowitego wapnia [15, 16], wapnia zwiazane-
go z blonami [3] oraz wolnych Ca’* [16, 5, 71].
Badania u Oenothera ujawnity, ze szczegélnym
miejscem akumulacji wapnia jest mikropyle za-
lazka [20]. Ich nagromadzenie jest zwigzane z
receptywnoscia zalazka — wapn stwierdzono tyl-
ko w mikropyle zerisko-ptodnych receptywnych
zalazkéw Oenothera hookeri. W zalazkach zen-
sko-sterylnych roslin Oenothera mut. brevistilis
metoda alizarynowa nie ujawniano obecnosci
wapnia. Badania technika piroantymonianowa u
gruszy pokazaly, ze podwyzszony poziom Ca>*
wystgpuje zarowno w kanale mikropylarnym,
jak i w $cianach komdrek otaczajacych kanat
[16]. Obecnos$é Ca®* w tym regionie zalazka
uwazana jest za ewentualny czynnik chemotro-
powy, ukierunkowujacy wzrost tagiewki pytko-
wej do mikropyle.

Miejscem akumulacji Ca®* w zalazku sa tez
komorki osrodka [71]. Na krétko przed osiag-
nigciem dojrzatoéci przez woreczek zalazkowy
liczne precypitaty ujawniajace Ca%* metoda
piroantymonianowa lokalizowano na terenie
rozbudowanych §cian komérek przylegajacych
do mikropylarnego bieguna woreczka zalazko-
wego [5, 71]. Sugeruje to apoplastyczny trans-
port Ca?* z somatycznych komérek osrodka do
mikropylarnego bieguna woreczka zalazkowego.

Gromadzenie wapnia w woreczku zalazko-
wym nastgpuje na krotko przed wrognigciem
tam tagiewki pytkowej. W woreczkach zalazko-
wych wszystkich dotychczas przebadanych ga-
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tunkéw roslin najwyzszy poziom wapnia stwier-
dzono na terenie synergid. Akumulacja wolnych
i stabo zwiazanych Ca* albo jest podobna w
obydwu synergidach, np. u Triticum aestivum
[15], albo jedna z nich wykazuje wyzszy poziom
tych jondw, np. u Helianthus annuus [31].
Szczegdlne nagromadzenie wapnia obserwuje
si¢ na terenie aparatu widkienkowatego synergi-
dy [15, 16, 71]. Badania przeprowadzone meto-
da CTC ujawnily, ze u Nicotiana tabacum i Pe-
tunia hybrida podwyzszony poziom wapnia
zwiazanego z blonami wyst¢puje tylko w syner-
gidzie docelowej, do ktérej wrosnie tagiewka
pytkowa [34, 76]. Wskazuje to, iz podwyzszony
poziom wapnia jest znacznikiem jej receptyw-
nosci. U Nicotiana tabacum degeneracja jednej
z synergid jest przypadkowa [34]. Natomiast u
Helianthus annuus receptywna synergida staje
sig zawsze synergida polozona od strony sznure-
czka [85]. Wzrost poziomu wapnia w docelowej
synergidzie, ktéremu towarzysza objawy dege-
neracji jej cytoplazmy uwazany jest za zjawisko
fizjologiczne, przygotowujace aparat jajowy na
przyjecie fagiewki pytkowej [16, 18, 71].

Poziom wapnia na biegunie chalazalnym
woreczka zalazkowego jest rézny u réznych ga-
tunkéw roélin i wydaje si¢ by¢ zwiazany z fun-
kcjonowaniem antypod. U Petunia hybrida,
gdzie antypody degeneruja przed zaptodnie-
niem, nagromadzenie lokalizowanych metoda
piroantymonianowa wolnych i stabo zwiaza-
nych Ca®* obserwowano przede wszystkim na
terenie ich S§cian komérkowych. Wskazuje to na
udzial antypod w apoplastycznym transporcie
Ca?* do komérki centralnej [5]. Natomiast w
niezdegenerowanych antypodach Nicotiana ta-
bacum poziom Ca** byt niski — stwierdzono tam
tylko pojedyncze precypitaty piroantymonianu
wapnia [71].

UDZIAL WAPNIA W ZAPLODNIENIU

Transportujaca komorki plemnikowe lagie-
wka pytkowa wrasta do docelowej synergidy.
Wysoki poziom Ca** w tej komérce uwazany
jest za czynnik indukujacy peknigcie wierzchot-
ka tagiewki pytkowej i uwolnienie komoérek ple-
mnikowych. W poczatkowym okresie po uwol-

nieniu komorki plemnikowe pozostaja jeszcze w
meskiej jednostee rozrodezej (MGU), co zgod-
nie z hipoteza Tian i Russella [72] moze zapo-
biega¢ ich samofuzji. Majace nastapi¢ wkrotce
zaplodnienie wymaga jednakze procesu zwane-
go u zwierzat kapacytacja, ktory polega na od-
powiedniej modyfikacji powierzchni plemni-
kéw, tak aby mogto dojs$é do fuzji meskiej i zeni-
skiej gamety. Pierwszym etapem przygotowania
komoérek plemnikowych do zaptodnienia jest ich
uwolnienie z MGU, po ktérym prawdopodobnie
nastepuja zmiany powierzchni blony komdrko-
wej, np. enzymatyczna liza periplazmalemo-
wych polisacharydéw i zrzucenie peryferycz-
nych glikoprotein. Za procesy te wydaje si¢ by¢
odpowiedzialne $rodowisko synergidy [71]).
Przygotowanie komérek plemnikowych do za-
ptodnienia prawdopodobnie obejmuje tez
wzrost poziomu cytoplazmatycznego Ca?* oraz
biatek wiazacych wapi. U Zea mays stwierdzo-
no, ze wyizolowane komorki plemnikowe po-
bieraja Ca®* dzieki aktywnosci potencjato-za-
leznych kanaléw wapniowych [87]. Poziom
Ca* odgrywa tez wazna role w syntezie bialek
wiazacych wapn — kalmoduliny i kalretikuliny.
W komérkach plemnikowych kukurydzy prze-
chowywanych 3 godz. w obecnosci | mM CaZ*,
poziom kalmoduliny i kalretikuliny byt wyzszy
o przeszto 30% anizeli tuz po izolacji z ziaren
pytkowych [83]. Ostatecznie wolne komdrki
plemnikowe znajduja si¢ w stworzonym przez
degenerujaca synergide srodowisku zawieraja-
cym wysoki poziom Ca**. Uwaza sig, iz w tych
warunkach dochodzi do zmiany wiasciwosci
bton komérek plemnikowych, co umozliwia im
fuzje z komérkami docelowymi. Indukcyjna ro-
la Ca®* w fuzji komérki plemnikowej i jajowej
zostata udokumentowana eksperymentalnie
podczas zaptodnienia in vitro. W §rodowisku za-
wierajgcym milimolarne stezenie Ca’*, a wiec
w warunkach jakie wystgpuja in vivo, dochodzi
do specyficznej fuzji miedzy zeriskimi i meski-
mi gametami Zea mays [40, 23]. W warunkach
in vitro adhezja komorek plemnikowych do zen-
skich komérek docelowych trwa kilka minut, sa-
ma fuzja — tylko kilka sekund [22, 40]. U zwie-
rzat i glonéw za adhezje i rozpoznanie migdzy
gametami odpowiedzialne sa powierzchniowe



Rola Ca2+ w plciowym rozmnaZaniu roslin okrytonasiennych

31

glikoproteiny, wlaczajace przekazywanie infor-
macji na drodze wapniowej [38]. Badania fra-
kcji blonowej izolowanej z komorek plemniko-
wych Zea mays pokazaty, ze na ich powierzchni
obecne sa wiazace lektyne glikoproteiny, za-
rowno peryferyczne jak i integralnie zwiazane z
blona [84]. Do tej pory nie stwierdzono jednak-
7e, czy uczestnicza one w adhezji i fuzji gamet.
Badania eksperymentalne — prowadzone giow-
nie metoda elektrofuzji — nie potwierdzaja, iz u
roslin kwiatowych adhezja i fuzja gamet jest
predeterminowana — jak to sugerowaty badania
u Plumbago zeylanika [68], ani tez ze jest specy-
ficzna gatunkowo [23].

Po zaptodnieniu obserwuje si¢ redystrybucje
Ca”* na terenie woreczka zalazkowego oraz za-
lazka [17, 71]. U pszenicy zaplodnienie inicjuje
usuwanie wapnia na zewnatrz synergidy, do kté-
rej wrosta tagiewka pytkowa. Chaubal i Reger
uwazaja, ze moze to stanowi¢ mechanizm blo-
kujacy wrastanie kolejnych fagiewek do wore-
czka zalazkowego [17]. U Nicotiana tabacum
po zaptodnieniu obserwowano spadek poziomu
Ca”* zaréwno w synergidach i aparacie fibrylar-
nym jak i w mikropyle zalazka [71]. Zalazek po-
zbawiony wysokiego poziomu wapnia w mikro-
pyle traci swa recepcyjnosc.

U zwierzat zaplodnienie powoduje krétko-
trwaly, przejSciowy wzrost ICa2+|c w komorce
jajowej, tzw, falg wapniowag, ktéra m.in. urucha-
mia szybki blok polispermii oraz inicjuje akty-
wacje nowopowstalej zygoty do embriogenezy
[49, 12]. Proces ten, w ktorym uczestniczy 1P,
zalezne uwalnianie Ca®* z ER, opisano takze
podczas przeprowadzonego w warunkach in vi-
tro zaplodnienia roslin nizszych, np. u Chlamy-
domonas eugametois |60] oraz Fucus [8]. Nie-
wykluczone, ze zjawisko to wystepuje réwniez
podczas zaptodnienia u rodlin kwiatowych, jed-
nakze do tej pory brak na ten temat jakichkol-
wiek doniesien naukowych. Poziom lokalizowa-
nych metoda piroantymonianowa wolnych i sta-
bo zwiazanych Ca®* w komérce jajowej Nico-
tiana tabacum jest podobnie niski przed i po za-
ptodnieniu [71]. Wskazuje to, iz jony Ca’t wy-
stgpuja tam giéwnie w formie zwiazanej, pra-
wdopodobnie na terenie organelli cytoplazmaty-
cznych. Ewentualne ujawnienie pozapiodnie-

niowej fali wapniowej wymaga przeprowadze-
nia precyzyjnych badan z uzyciem indykatoréw
[Ca®*]. podczas kontrolowanego zaptodnienia
w warunkach in vitro.

Do tej pory niewyjasnionym zjawiskiem po-
zostaje udziat Ca?* w szybkim bloku polisper-
mii. W obecno$ci 5 mM Ca2* dopiero po 10-45
min. od inicjacji zaptodnienia komérka jajowa
kukurydzy staje si¢ odporna na fuzj¢ z kolejng
komorka plemnikowa [23]. Po tak diugim czasie
proces ten nalezy uznac za tzw. wolny blok poli-
spermii, ktéry u innych organizméw nie jest wy-
starczajacy do zapobiegania wnikaniu kolejnych
plemnikéw do jaja [8].Ten wolny blok polisper-
mii u roslin kwiatowych jest prawdopodobnie
efektem trwajacej kilka minut syntezy ciaglej
Sciany wokot zaptodnionej komérki jajowej [41].

PODSUMOWANIE

Badania ostatniego 10-lecia dostarczyly sze-
regu danych, iz w procesach generatywnego
rozmnazania roslin okrytonasiennych wazna ro-
le odgrywaija jony Ca®*. W poréwnaniu z bada-
niami u zwierzat nasza wiedza na ten temat jest
mniejsza. Dotychczas brak informacji na temat
roli jonéw wapnia w regulacji cyklu mejotycz-
nego, tj. podczas wytwarzania mikro- i mega-
spor. Dalszych badari wymaga wyjasnienie roli
tych jonéw w interakcji pomigdzy somatyczny-
mi i generatywnymi komérkami podczas wy-
twarzania meskiego i zenskiego gametofitu. Z
uwagi na trudnosci techniczne, wciaz niepelne
sa dane dotyczace roli wapnia i bialek wiaza-
cych wapn podczas rozwoju tagiewki pytkowej
w szlaku transmisyjnym stupka.

Opracowanie technik zaptodnienia w warun-
kach in vitro stworzylo mozliwosci podjgcia ba-
dan nad udzialem elementéw systemu wapnio-
wego w przekazywaniu sygnaléow podczas za-
ptodnienia, aktywacji zygoty i szybkim bloku
polispermii. Zjawiska te zostaly juz dobrze udo-
kumentowane u zwierzat i roslin nizszych.

Najlepiej poznana jest rola jonéw wapnia i
funkcjonowanie elementéw fosfoinozytolowe;j
drogi transdukcji sygnaléw podczas wzrostu fa-
giewek pytkowych w warunkach in vitro. Wyni-
ka to z faktu, iz komorki te stanowia wyjatkowo
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dogodny model do wszelkiego typu badani
eksperymentalnych. Latwe w kulturze in vitro,
charakteryzujace si¢ bardzo szybkim, spolary-
zowanym wzrostem, fagiewki pytkowe wyko-
rzystywane sa do badaii zmierzajacych do po-
znania problematyki funkcjonowania systemu
wapniowego u ro§lin. Szczegélowe wyniki tych
badan zostana przedstawione w oddzielnej pub-
likacji.
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