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Streszczenie

Zalgzki Sedum hispanicum i S. acre ze wzgledu na budowe klasyfikuje sie jako
anatropowe. Rozwdj zarodka przebiega wedlug typu Caryophyllad - po podziale zygoty
powstaja dwie komorki, komorka bazalna, ktora nie ulega podziatom oraz komorka apikalna,
z ktorej powstaje caty zarodek wlasciwy i chalazalne komorki suspensora.

Przez caly okres rozwoju zalgzka odzywianie zarodka przechodzi od stadium
pobierania substancji odzywczych za pomoca suspensora do bezposredniego poboru z bielma.
Suspensor u Sedum hispanicum i S. acre sklada si¢ z komorki bazalnej i trzech komorek
chalazalnych suspensora. Substancje odzywcze potrzebne dla rozwoju zarodka moga by¢
réwniez pobierane przez haustoria — chalazalne i mikropylarne. Rozrastaja si¢ one przez tkanki
zalgzka czyli osrodek i integument, ale rowniez i chalaze, oraz sznureczek. Wewnatrz haustoriow
oraz komorki bazalnej suspensora, w poblizu $cian transferowych, wystepuja bardzo liczne
mitochondria, co wskazuje na uczestnictwo haustorium w aktywnym transporcie substancji.

Glownymi materiatami magazynowanymi w liScieniach lub bielmie nasion sa: skrobia,
biatka 1 lipidy. Obserwacje mikroskopowe wskazujg, ze materialem zapasowym
magazynowanym w komorkach zarodka Sedum hispanicum sa biatka znajdujace sig
w wakuolach, a komorki S. acre zawieraja lipidy, jako rezerwy odzywcze oraz skrobie
W licznych ziarnach skrobiowych. Roznice w sktadzie materialu zapasowego tych roslin moga
wskazywac na przystosowanie do srodowiska zycia.

1. Wstep

Do badah wybrano gatunki z rodzaju Sedum nalezace do rodziny gruboszowatych
(Crassulaceae). W rodzinie tej zalazki wytwarzaja dwa rodzaje haustoridow: zaréwno
pochodzenia endospermowego jak i wytwarzane przez komorke bazalng suspensora.
Gruboszowate jest to rodzina roslin sktadajaca si¢ z okolo 1400-1500 gatunkoéw roslin.
Wiekszo$¢ z nich to wieloletnie rosliny zielne i krzewy. Gatunki reprezentujace te rodzing sa
szeroko znanymi ozdobnymi roslinami (np. Sempervivum marmoreum) i roslinami leczniczymi
jak np. Rhodiola rosea (Goncharova i Goncharov 2009). Crassulaceac jest rodzing
kosmopolityczna wystepuja zarowno w klimacie suchym jak i umiarkowanym. Nie stwierdzono
ich wystepowania na kontynencie australijskim oraz antarktycznym. Crassulaceae to jedna
z rodzin roslinnych, ktérej reprezentanci wykazuja metabolizm CAM. Jest to szlak metaboliczny
typowy dla wczesnych roslin naczyniowych, lecz jest bardziej wydajny niz rodzaj metabolizmu
C4 (Gontcharova i Gontcharov 2008).

Celem pracy jest analiza poréwnawcza struktury zalgzka u dwoch gatunkéw z rodzaju
Sedum: S. acre i S. hispanicum (Crassulaceae)
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2., Materialy i metody

Do analizy poréwnawczej wybrano dwa gatunki roélin z rodziny Crassulaceae — Sedum
hispanicum i Sedum acre. Kwiaty i niedojrzale owoce pochodza z naturalnych stanowisk
Gdanska i okolic Gdyni.

Do badan ultrastrukturalnych zalgzki w r6znych stadiach rozwoju utrwalono w 2,5%
glutaraldehydzie i 2,5% formaldehydzie w 0.1M buforze kakodylowym (pH=7,0) przez
4 godziny w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie materiat ptukano 4 razy po 15 minut w 0,05M
buforze kakodylowym. Materiat przeniesiono do 2% czterotlenku osmu na 24 godziny, po czym
plukano w 0,05M buforze kakodylowym i wodzie destylowanej. Nastepnie materiat
kontrastowano w 1% octanie uranylu przez 1 godzing w temperaturze pokojowej (w ciemnosci).
Plukano czterokrotnie w wodzie destylowanej, po czym material odwadniano w szeregu
acetonowym. Odwodniony materiat zatapiano w zywicy epoksydowe;j typu Spurr.

Do mikroskopii §wietlnej material krajano na poélcienkie skrawki o grubosci 1-2 um
obejmujace caty przekrdj zatopionego zalazka. Materiat krajano nozami szklanymi za pomoca
ultramikrotomu SORVALL MT 2B. Skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych w
kropli destylowanej wody a nastepnie suszono w temperaturze 60 °C. Kontrolne skrawki
barwiono bigkitem toluidyny i ogladano pod mikroskopem $wietlnym wybierajac odpowiednie
stadium zalazka.

Skrawki ultracienkie o grubosci 60-100 nm krajano diamentowym nozem przy uzyciu
ultramikrotomu SORVALL MT 2B. Ultracienkie skrawki barwiono octanem uranylu
i cytrynianem otowiu.

Przygotowane w ten sposob skrawki poddano analizie i fotografowaniu przy uzyciu
mikroskopu elektronowego PHILIPS CM 100.

3. Whyniki

Kwiaty ro$lin gruboszowatych sa promieniste, zwykle pigciokrotne. Dziatki kielicha
i platki korony sa zwykle wolne. Owocolistki tworza stupkowie apokarpiczne, ztozone
z odrebnych lub czesciowo zrosnigtych stupkow (Carrillo-Reyes i in. 2009).

Zalazek Sedum hispanicum oraz S. acre jest anatropowy i dwuostonkowy. Zarodek
rozwija si¢ wedhug typu Caryophyllad. Zygota ulega podziatlowi na dwie réznej wielkosci
komorki. Sasiadujaca z mikropyle komorka bazalna jest wigksza od apikalnej i posiada duze
jadro. Komorka bazalna nie ulega podziatowi, zwigksza swoje rozmiary i wytwarza haustorium,
ktore wnika gleboko w tkanki zalgzka. Komorka apikalna ulega podzialom tworzac whasciwy
zarodek oraz chalazalng czg¢$¢ wieszadetka. Bielmo obu badanych gatunkow jest typu
celularnego i wytwarza haustorium.

I. Sedum hispanicum L.

Stadium prazarodka dwukomoérkowego

Dwukomérkowy prazarodek tworzy: komorka bazalna o wielkosci ~ 20 x 48 um, ktora
znajduje si¢ na mikropylarnym biegunie woreczka zalazkowego oraz komorka apikalna
0 wielkosci ~ 8 x 12,5 pm po stronie chalazalnej. Na tym etapie rozwoju komoérka bazalna
wytwarza juz jednokomorkowe bezjadrowe haustorium. Natomiast w chalazalnym rejonie
woreczka zalagzkowego endosperma wytwarza jednokomorkowe jednojadrowe haustorium.
Zalazek jest dwuostonkowy. Ostonki sg oddzielone od bielma warstwa kutykuli. Komorki
integumentu wewngtrznego sa podluzne i ulozone réwnolegle wzgledem warstwy kutykuli.
Komoérki integumentu zewngtrznego w pordwnaniu z wewngtrznym sg mniejsze i posiadaja
grubsze $ciany komorkowe. W wigkszosci komoérek integumentu zewnetrznego znajduja si¢
duze wakuole, ktore gromadza taniny. W komorkach oslonki zewngtrznej obserwujemy
wyraznie zaznaczone owalne jadra z centralnie ulozonymi elektronowo-gestymi jaderkami.
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W cytoplazmie widoczne jest szorstkie retikulum endoplazmatyczne oraz niewielkie ilosci
mitochondriow i drobnych wakuol.

Ryec. 1. Stadium zarodka
globularnego,

| CHS - chalazalne komérki
suspensora,

EN — endosperma,

EP - zarodek wiasciwy,

Il — integument wewnetrzny,

10 — integument zewngtrzny,
MH — haustorium mikropylarne.

Stadium zarodka globularnego

W poréownaniu do poprzedniego stadium rozwoju suspensor jest tu juz w pekni
wyksztalcony. Zbudowany jest z duzej komorki bazalnej o gruszkowatym ksztatcie o rozmiarze
~ 74 x 96um oraz dwoch pigter komoérek chalazalnych. Komoérka bazalna wytwarza
jednokomorkowe i bezjadrowe mikropylarne haustorium, ktore penetruje mikropylarng czgsé
zalgzka. W niektorych zalgzkach obserwowano haustorium wyrastajace poza integument
zewngtrzny. W tym stadium rozwoju bielmo jest juz dobrze wyksztalcone. i posiada
zmagazynowane substancje odzywcze w formie ziaren aleuronowych. Komorki integumentu
wewnetrznego graniczg z endospermg. Pomigedzy nimi widoczna jest warstwa kutykuli.
Kutykula nie wystepuje po mikropylarnej stronie suspensora.

W poréwnaniu z poprzednim stadium rozwoju w komodrkach zewnetrznego
integumentu na opisywanym etapie rozwoju widoczna jest zmniejszona ilo$¢ zmagazynowanych
w wakuolach tanin. Zanotowano zwigkszona ilo$¢ profili szorstkiej siateczki srodplazmatycznej.
W cytoplazmie zaobserwowano rowniez duze jadro komoérkowe z widocznym jaderkiem oraz
mitochondria i drobne wakuole. W komorkach ostonki zewngtrznej nie zaobserwowano
plastydow. Wigkszos¢ komorek integumentu wewngtrznego wypetniaja duze, nieregularne
wakuole a z organelli w cytoplazmie wystepuja elipsoidalne plastydy z widocznymi tylakoidami
oraz owalne mitochondria.

Stadium zarodka sercowatego

W tym stadium rozwoju komorka bazalna nie powigksza si¢ i osigga wymiary
72,5 x 70 um. Zarodek wiasciwy w stadium sercowatym wykazuje wyrazne roznice w sktadzie
komoérkowym na biegunach zalazka. Regiony chalazalne i mikropylarne barwig si¢ biekitem
toluidyny ciemniej. Jest to spowodowane nagromadzeniem wigkszej ilosci ciat biatkowych
w tych komorkach. Komorki peryferyczne zarodka posiadaja mocno wybarwione jadra
komorkowe. Komorki wewnatrz zarodka wtasciwego sa utozone regularnie. Wewnatrz komorek
zarodka jest duzo wakuol z czego w niektorych sa magazynowane ciata biatkowe.
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W  peryferycznej czgéci bielma obserwowano komoérki posiadajgce wyrazne
amyloplasty.

Komorki integumentu zewnetrznego majg grubsze $ciany niz wewngtrznego ale na tym
etapie rozwoju wlasciwie juz nie posiadaja zmagazynowanych w wakuolach.

W niektorych zalazkach na tym etapie rozwoju mikropylarne haustorium wyraznie
wyrasta poza zalgzek. Cytoplazma haustorium jest elektronowogesta i zawiera duza ilosé
wyrostkow transferowych skierowanych do wngtrza cytoplazmy. Pomiedzy wyrostkami
transferowymi zanotowano obecno$¢ duzej ilosci mitochondriow. Na chalazanym biegunie
zalazka zaobserwowano degenerujgce, ciemno-wybarwione haustorium chalazalne wytworzone
przez endosperme.

2 -
Claad' s o 4
P 4% ¢

Ryc.2. Stadium zarodka
sercowatego,

BC - komorka bazalna,

CHH - haustorium chalazalne,
CHS - chalazalne komorki

suspensora,
EP - zarodek wtasciwy,
100 ym MH — haustorium mikropylarne

I1. Sedum acre L.

Ze wzgledu na podobienstwa w rozwoju i strukturze obu badanych gatunkéw ponizej
uwzgledniono stadium rozwoju zarodka, gdzie zaobserwowano istotne rdznice.

Stadium zarodka globularnego

Zalazek jest dwuostonkowy a komorki zewngetrznego integumentu pozbawione sa tanin.
Zaobserwowane haustorium mikropylarne nie ogranicza swojego rozwoju tylko do strony
mikropylarnej zalgzka ale takze rozprzestrzenia si¢ w kierunku chalazalnego bieguna zalazka.
Komorki zarodka nie zawieraja cial biatkowych, natomiast posiadajg nieliczne ciata lipidowe
oraz bardzo liczne ziarna skrobi.

Cytoplazma komorki bazalnej jest bogata w mitochondria, diktiosomy oraz profile
szorstkiego retikulum endoplazmatycznego oraz zawiera niewiele wakuol.

W komorkach haustorium przy wyrostkach $ciany transferowej obserwuje si¢ duza
ilo$¢ mitochondriow o wydhizonym ksztalcie, oraz elipsoidalnych plastydow ze stabo
rozwinigtym systemem blon wewngtrznych.
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4, Dyskusja

Rosliny okrytozalazkowe, jako grupa, udoskonality struktury wyspecjalizowane do
reprodukcji, takie jak kwiat, ktorego jedng z gtéwnych funkcji jest produkcja gamet. Komorka
jajowa formuje si¢ wewnatrz gametofitu zenskiego, ktory znajduje si¢ w zalazku. Nastepstwem
zapylenia jest przemiana zalgzka w nasiono (Raghavan 1986).

Nasiona ros$lin okrytozalagzkowych sa zlozone z dwoch produktow zaptodnienia —
zarodka i bielma, otoczonych przez tuske nasienng wytworzona przez rosling macierzysta.
Udana interakcja tych trzech komponentow jest wymogiem, by nasiona ukonczyly swoj rozwoj
i wytworzylty prawidlowy zarodek, ktory jest w stanie ustanowi¢ nowa generacj¢ sporofitu
(Lafon-Placette i Kohler 2014).

Jako poczatek powstawania nasion uznaje si¢ powstanie zygoty podczas zaptodnienia.
Z niej rozwija si¢ wielokomorkowy zarodek, ktorego komorki, specjalizujac si¢ buduja nowy
organizm (Kozieradzka-Kiszkurno 2011). Zalazki S. hispanicum oraz S. acre wykazuja typ
rozwoju Polygonum. Dojrzaty zarodek roslin Angiospermae ma zazwyczaj dos¢ prosta budowe.
U Dicotyledones sktada si¢ z osi hipokotylowo-korzeniowej oraz dwoch liscieni, w ktorych sa
magazynowane substancje odzywcze. Wzrost rosliny w tym etapie zapewniajg dwa merystemy:
wierzchotkowy pedu i korzenia (Rodkiewicz 1973).

Zalgzki S. hispanicum oraz S. acre sg anatropowe. Jest to najpospolitszy typ utozenia
zalazka wzgledem osi zalazni wystepujacy powszechnie zaréwno u dwuliSciennych, oraz
jednolisciennych.

I. Zarodek

U S. hispanicum i S. acre zarodek wiasciwy rozwija si¢ z komorki apikalnej. Wraz
z rozwojem, zarodek wlasciwy zmienia swoja wielkos¢, ksztaltt oraz molekularng zawartos¢
komorek. Rodkiewicz (1973) wyrdznia kilka stadiow rozwojowych zarodka biorgc pod uwage
jedynie jego przeobrazenia morfologiczne; od stadium globularnego gdzie prazarodek ma
$rednice ~20-80 pm, stadium sercowate (zarodek ma dlugos¢ ~80-250 um), torpedy, podkowy,
oraz zarodka dojrzatego. Zmiana ksztattu zarodka wynika z nierownomiernego tempa podziatlow
w poszczegblnych strefach. Komoérki zarodka Sedum hispanicum i S. acre niezaleznie od
stadium rozwoju maja gesta cytoplazme, a wraz z uplywem czasu — zwigkszajaca si¢ ilos$¢ ciat
magazynujacych sktadniki odzywcze w komorkach.

Zarodek Sedum hispanicum i S. acre jest otoczony endospermg. We wczesnym stadium
rozwoju jego mikropylarny fragment jest potaczony z suspensorem (Schel i in. 1984; Opsahl-
Ferstad i in. 1997) przez ktoéry najprawdopodobniej pobiera sktadniki odzywcze (Lee i Yeung
2010).

I1. Bielmo

Bielmo jest odzywczg tkankg stuzacg jako wsparcie dla rozwoju i kietkowania zarodka,
ktory intensywnie si¢ rozrasta. U roslin z woreczkiem zalagzkowym typu Polygonum, Allium,
Drusa i Adoxa jest triploidalna, podczas gdy w pozostalych typach woreczkdéw zalazkowych
ploidalnos$¢ bielma waha si¢ od 2n do 15n (Rodkiewicz i in. 1996). Jeéli bielmo rozwinie si¢
nieprawidtowo doprowadzi to ostatecznie do zatrzymania rozwoju zarodka (Lee i Yeung 2010).

Wraz z przej$ciem od promieniowej do dwustronnej osi symetrii rozwoju zarodka (od
zarodka globularnego do sercowatego) rozpoczyna on pobieranie skladnikow odzywczych
bezposrednio z bielma drogg apoplastyczng (Lafon-Placette i Kohler 2014). W dalszych stadiach
rozwoju nastepuje zuzywanie materiatlu zapasowego komorek bielma. Gdy zarodek Sedum
hispanicum osigga stadium sercowate, tylko peryferyczne czg$ci bielma posiadaja wyrazne
amyloplasty, co moze wskazywaé na zabsorbowanie przez =zarodek wigkszosci
zmagazynowanych substancji.

U Sedum hispanicum jak i S. acre podczas podziatu jagdra komorkowego komorek
bielma nastepuje réwniez odkladanie nowej $ciany komoérkowej (brak komorek
wielojadrowych), czyli bielmo jest typu cellularnego. Podobny typ rozwoju bielma mozna
zaobserwowac u Trochodendron aralioides i jest on charakterystyczny dla okoto 80 rodzin ro$lin
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dwuli$ciennych (tj. Ranunculaceae, Umbelliferae, Rubiaceae) oraz 2 rodzin jednolisciennych
(Araceae, Lemnaceae) (Rodkiewicz 1973).

I11. Materialy zapasowe

Glownymi materiatami magazynowanymi w li§cieniach lub bielmie nasion sg: skrobia,
biatka i lipidy. [lo§¢ materiatu przechowywanego w nasionach zmienia si¢ wraz z wysoko$cia
ich siedlisk, jak zaobserwowano u Glycine max (Watanabe i Nagasawa 1990). Nasiona ro$lin
rosnacych na duzych wysokosciach moga wymaga¢ do kietkowania na poczatku nastgpnej
wiosny wigcej wydajnego materiatu, takiego jak lipidy z nienasyconymi kwasami ttuszczowymi
(Weng i Kuo-Huang 1998).

Materiatem zapasowym magazynowanym w komorkach zarodka Sedum hispanicum sa
biatka znajdujace si¢ w wakuolach. Biatka zapasowe sa pierwotnie deponowane w centralnej
wakuoli, z ktorej w pozniejszym stadium odpaczkowuja mniejsze wakuole czyli przyszte ciala
biatkowe (Johansson i Walles 1994). Komorki S. acre zawieraja lipidy jako rezerwy odzywcze
oraz skrobi¢ w licznych ziarnach skrobiowych. Roznice w sktadzie materialu zapasowego tych
ro$lin mogg wskazywac na przystosowanie do §rodowiska zycia.

IV. Integumenty

W trakcie rozwoju zalgzka, wokot woreczka zalagzkowego wyrasta jedna lub dwie
ostonki (Sympetalac), a w wyjatkowych przypadkach ostonki w ogoéle nie powstajg
(u Santalales). Ostonki sg zbudowane z tkanki miekiszowej. Ich komérki zawierajg substancje
zapasowe. Integumenty po zapyleniu przeksztatcajg si¢ w tuping nasienng, ktéra otacza zarodek
(Rodkiewicz 1973).

Zalgzki Sedum hispanicum oraz S. acre sg dwuostonkowe. Komorki zewnetrznego
integumentu obu gatunkow sktadajg si¢ komoérek podobnych ksztattem, ale nie sktadem wngtrza.
Wigkszo$¢ komorek ostonki zewnetrznej Sedum hispanicum zawiera wakuole gromadzace
taniny, czego nie obserwujemy u S. acre. Pierwotnie duze ilo$ci zmagazynowanego materiatu z
uplywem czasu zmniejszaja si¢ wskazujac na jego zuzycie. W komodrkach integumentu
zewnetrznego Sedum  hispanicum  zwicksza si¢ ilo§¢ profili szorstkiej siateczki
$rédplazmatycznej mozna podejrzewac zwigkszong produkcje biatek w tych komodrkach.

Integument wewngtrzny obu porownywanych gatunkéw ma komorki w duzej mierze
zwakuolizowane, zawierajace plastydy z wyraznymi tylakoidami oraz mitochondria.

V. Suspensor

Charakterystyczng cecha embriogenezy wielu roslin okrytozalazkowych jest
zrdéznicowanie zarodka na dwie czgéci juz we wezesnym stadium rozwoju. W jednej z nich
zachodzi organogeneza (zarodek wilasciwy), a druga odréznicowuje w wieszadetko — organ
krotkotrwaty, ktory zanika przed wytworzeniem dojrzatego nasienia (Maheshwari 1950).
Suspensor wykazuje wazng role w trakcie wczesnego rozwoju zarodka aktywnie uczestniczac
w absorpcji sktadnikow odzywczych z otaczajacych tkanek, ich transportu do zarodka (Lee
i Yeung 2010), oraz produkcji hormonow wzrostu (Raghavan 1986; Yeung i Meinke 1993).

Jego morfologia u roslin Angiospermae jest bardzo réznorodna. Wieszadetko Sedum
hispanicum, S. acre tak samo jak Vicia faba (Johansson i Walles 1994) zawiera kilka komorek,
podczas gdy u Phaius tankervilliae zawiera jedna, wysoko zwakuolizowang komoérke (Lee
i Yeung, 2010), a u Phaseolus coccines sktada si¢ z setek komorek (Yeung i Clutter 1979).
Absorpcja sktadnikow odzywczych przez suspensor jest utatwiona dzieki wystgpowaniu
wrostow $ciennych typowych dla komorek transferowych (Gunning i Pate 1969).

U S. acre transport substancji odzywczych przez suspensor jest transportem aktywnym,
na co moze wskazywac duza ilos¢ mitochondriow w cytoplazmie komorki bazalne;j.

Wraz z rozwojem zalazka wieszadetko przestaje spetlnia¢ swoje funkcje i ulega
programowanej $mierci komorkowej. U wigkszo$ci Angiospermae degeneracja suspensora
rozpoczyna si¢, gdy zarodek wiasciwy osiaga stadium sercowate i rozpoczyna pobieranie
sktadnikéw odzywczych z komorek bielma (Yeung i in. 2006).
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Kutykula otaczajaca woreczek zalazkowy prawdopodobnie ogranicza dostarczanie
metabolitow do woreczka zalazkowego (Jakobsen i in. 1994) dlatego nie wystepuje od strony
mikropylarnej suspensora ani u Sedum hispanicum ani u S. acre.

VI. Haustoria

Bielmo oraz suspensor u wielu gatunkéw wytwarza przypominajaca strzgpke grzyba
komorke, ktora pobiera i transportuje syntetyzowane skladniki odzywcze z rdéznych czgsci
zalazka i rosliny do zarodka (Rodkiewicz 1973). Haustorium chalazalne endospory jest uwazane
za droge pobierania sktadnikow odzywczych z ostonek u Glycine max (Jakobsen i in. 1994). Za
pomoca haustorium rosliny pasozytnicze (parazytofilne) przytwierdzaja si¢ do innej rosliny, oraz
pobieraja sktadniki pokarmowe od gospodarza (Acyord i Graves 1997). Wraz z rozwojem
haustorium chalazalne u Sedum hispanicum degeneruje. Wida¢ to juz w stadium zarodka
sercowatego.

Haustorium mikropylarne Sedum hispanicum oraz S. acre wraz z rozwojem powigksza
swoje rozmiary wyrastajac poza komorki zalazka. Umozliwia to pobieranie substancji
odzywczych z innych czesci roéliny. Haustorium mikropylarne Sedum acre jest juz w petni
rozwiniete w dwukomoérkowym stadium prazarodka i rozprzestrzenia si¢ w kierunku
chalazalnego bieguna, w momencie, gdy u S. hispanicum ogranicza swoj rozwoj tylko do strony
mikropylarne;j.

Wewnatrz haustoridw, w poblizu wyrostkow $cian, ktore sa charakterystyczne dla
komorek transferowych, wystepuja bardzo liczne mitochondria. Wskazuje to na uczestnictwo
haustorium w aktywnym transporcie substancji, ktory wymaga energii.
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