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TRANSKRYPTOM I PROTEOM PYLKOWY:
ANALIZA MOLEKULARNA I FUNKCJONALNA

POLLEN TRANSCRIPTOME AND PROTEOME:
MOLECULAR AND FUNCTIONAL ANALYSIS

Katarzyna RAFINSKA, Krzysztof ZIENKIEWICZ, Elzbieta BEDNARSKA

Zaklad Biologii Komorki UMK w Toruniu

Streszczenie: Ziarno pytku, z uwagi na swoja wyjatkowa organizacje¢ strukturalna, stanowi niezwykle
dogodny model badawczy zaréwno w badaniach cytologicznych, molekularnych, jak i genetycznych.
Latwosc¢ ich izolacji, a takze ekstrakcji pytkowego DNA, RNA oraz biatek spowodowala, iz komorki
meskiego gametofitu roslin okrytonasiennych sg obecnie jednymi z najintensywniej badanych struktur
roslinnych. Niezwykle intensywny w ostatnich latach rozwoj narzgdzi badawczych stuzacych eksploro-
waniu genomu zaowocowat licznymi pracami na temat réznorodnych aspektow ekspresji genéw podczas
mikrosporogenezy oraz mikrogametogenezy u roslin okrytonasiennych. W niniejszej pracy przedsta-
wiono syntez¢ aktualnie dostepnej wiedzy na temat transkryptomu oraz proteomu pytkowego podczas
réznicowania si¢ meskiego gametofitu, szczegdlnie u Arabidopsis thaliana. Zdecydowana wigkszos¢
prezentowanych doniesienn omawia wyniki badan prowadzonych z wykorzystaniem mikromacierzy,
ktére skonstruowano wykorzystujac poznang sekwencj¢ genomu rzodkiewnika pospolitego.

Stowa kluczowe: pylek, transkryptom, proteom, Arabidopsis.

Summary: Pollen grain, because of its unique structural organization, is extremely useful experimental
model, both in cytological, molecular as well as in genetic studies. Easiness of pollen grains isolation, their
sorting as well as simple extraction of their DNA, RNA and proteins, caused that male gametophyte cells
of'angiosperms are presently one of the most intensively studied among different plant cells. A strong and
rapid progress in development of experimental tools dedicated for exploration genome caused significant
increase in the number of reports concerning on different aspects of gene expression during microsporo-
genesis and microgametogenesis in angiosperm plants. In the present review we synthesized the actual
knowledge of pollen transcriptome and proteome during different stages of male gametophyte develop-
ment, specially in Arabidopsis thaliana. Most of results presented here was obtained basing on experi-
ments carried out using microarrays, which were designed basing on known sequence of Arabidopsis
genome.
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WSTEP

Ziarno pytku jest meskim gametofitem i stanowi generatywna fazg w cyklu
zyciowym roslin wyzszych. Na jego rozwdj skladaja si¢ dwa procesy: mikrosporo-
geneza oraz mikrogametogeneza. Mikrosporogeneza obejmuje mejoze zachodzaca
w komdrkach macierzystych mikrospor (mikrosporocytach). W jej wyniku powstaje
tetrada haploidalnych mikrospor, ktére po uwolnieniu z niej powigkszaja swoja
objetos¢ i rdznicujq si¢ w ziarna pytku. Mikrogametogeneza rozpoczyna si¢ asymet-
rycznym podzialem mikrospory (I podzial mitotyczny). Efektem jest wytworzenie
dwukomoérkowego ziarna pytku. Komorki pytkowe réznia sie pod wzgledem
morfologicznym i fizjologicznym — duza komodrka wegetatywna, ktéra zajmuje
wigkszo$¢ objetosci ziarna pytku, jest przez caly okres jego rozwoju zdecydowanie
bardziej aktywna transkrypcyjnie anizeli mata komodrka generatywna [87]. W
koncowym etapie rozwoju gametofitu komorka generatywna dzieli si¢ na dwie
komorki plemnikowe (II podzial mitotyczny). W trojkomdérkowych ziarnach pytku
drugi podzial mitotyczny ma miejsce podczas rozwoju pytku w pylniku, natomiast w
dwukomorkowych — w okresie wzrostu tagiewki pytkowej w stupku. Przed uwol-
nieniem ziaren pytku z pylnikéw nastepuje ich odwodnienie, ktéremu towarzyszy
hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej komoérek pytkowych. Po zapyleniu ziarno
pytku ulega uwodnieniu i kietkuje w tagiewke pytkowa. Wyrastajaca z apertury
lagiewka pytkowa jest najszybciej rosnaca komorka roslinng i shuzy do przeniesienia
meskich gamet do woreczka zalazkowego.

Ziarno pytku oraz fagiewka pylkowa ze wzgledu na tatwos¢ izolacji oraz hodowli in
vitro, stanowig doskonaty model badawczy wielu podstawowych procesow biologicznych,
takich jak: polaryzacja komorki, determinacja rozwoju, regulacja cyklu komérkowego,
sygnalizacja komorkowa, kierunkowy wzrost oraz regulacja ekspresji genow. Podsta-
wowym krokiem w zrozumieniu mechanizméw rzadzacych tymi procesami jest poznanie
transkryptomu oraz proteomu meskiego gametofitu. Wzglednie prosta izolacja RNA oraz
biatek z czystej populacji ziaren pytkowych umozliwia wyczerpujaca analize ekspresji
genow wilasciwie pojedynczej komorki, tj. komdrki wegetatywne;j.

Rozwdj meskiego gametofitu znajduje si¢ pod kontrola dwu réznych, nastepujacych
po sobie programow rozwojowych. W zaleznosci od tego, w ktorym stadium
rozwojowym geny ulegaja transkrypcji, podzielono je na dwie klasy: geny wczesne
i geny pdzne. Transkrypty gendw wczesnych pojawiaja si¢ tuz po mejozie, a ich
poziom znacznie spada w dojrzatym ziarnie pylku. Natomiast transkrypty genow
péznych, ktore sa wykrywane dopiero po pierwszym podziale mitotycznym, ulegaja
akumulacji w czasie dojrzewania ziarna pytku, az do jego pelnej dojrzalosci. Te
transkrypty stanowia pule tzw. dlugowiecznego mRNA, ktéra nie ulega translacji
az do momentu kietkowania tagiewki pytkowej [9,77]. Pula ta, magazynowana w
cytoplazmie gléwnie komdrki wegetatywnej w formie poli(A)RNA [86], jest zdolna
do przetrwania odwodnienia i ponownego uwodnienia podczas zapylenia stupka.
Stanowi gotowa matryce do syntezy bialek podczas kietkowania tagiewki pytkowe;j.
Dojrzale ziarno pytku wyposazone jest zatem w program genetyczny realizowany
podczas zapylenia i wczesnych etapow wzrostu tagiewki [77].
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Komorka generatywna oraz komorki plemnikowe charakteryzujg si¢ mata objetos-
cig cytoplazmy oraz silnie skondensowang chromatyna w jadrze. Wykazuja niski
poziom ekspresji, chociaz w dwukomoérkowych ziarnach pytku takze w komorce
generatywnej moga by¢ przechowywane transkrypty poli(A)RNA [86]. Komorki
plemnikowe syntetyzuja przede wszystkim biatka wydzielnicze lub btonowe, ktore
jak si¢ przypuszcza s zwiazane z rozpoznaniem na poziomie komodrka-komorka
podczas zaptodnienia [24].

TRANSKRYPTOM ZIARNA PYLKU ARABIDOPSIS THALIANA

Dogodnym modelem do badania genetycznych podstaw roéznicowania ziarna pytku
oraz kietkowania i wzrostu tagiewki pytkowej jest Arabidopsis, roslina produkujaca
trojkomorkowe ziarna pytku zbudowane z duzej komorki wegetatywnej i dwu matych
komorek plemnikowych. Poznaniu calego genomu tego gatunku towarzyszyt rozwoj
technik genetyki molekularnej. Prowadzone badania umozliwity zidentyfikowanie
genow, ktore w ziarnie pylku ulegaja ekspresji na wysokim poziomie oraz tych, ktore
sa pytkowo specyficzne, co z kolei pozwolito na lepsze zrozumienie mechanizméw
wlaczonych w proces rozwoju meskiego gametofitu u roslin okrytonasiennych.

Wielkoskalowa analizg transkryptomu ziarna pytku A4. thaliana przeprowadzono
za pomoca dwdch metod: SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) i mikroma-
cierzy. Poczatkowo ta pierwsza miala przewage, poniewaz do jej zastosowania
niepotrzebna byla znajomos¢ sekwencji genomowej danego organizmu. Metoda ta
pozwala wykry¢ ekspresj¢ genu, ktéry nie jest poznany. Za jej pomoca w ziarnie
pytkowym wykazano ekspresje 4211 genow i poréwnano je z genami ulegajacymi
ekspresji w tkankach somatycznych [45]. Okazato si¢, ze ponad 40% ujawnionych
transkryptow koduje geny zaangazowane w biosynteze $ciany komoérkowej. Niski
poziom ekspresji w pordwnaniu z lis¢mi wykazuja natomiast geny wlaczone w
syntez¢ innych biatek, w tym zwigzanych z podstawowym metabolizmem energetycz-
nym. Liczba czasteczek transkryptéw gendw o wysokim poziomie ekspresji w
meskim gametoficie okazala si¢ bardzo wysoka. Oszacowano, ze geny ulegajace
ekspresji w liczbie kopii wigkszej niz 100 w jednej komorce stanowia az 58%
catkowitej liczby transkryptow [45].

Poznanie genomu A. thaliana oraz wprowadzenie techniki mikromacierzy, na
ktoérych kazdy gen jest prezentowany przez zestaw sond molekularnych, umozliwito
poznanie transkryptomu pytkowego tego gatunku [69]. Do tej pory cztery grupy
badawcze podjely si¢ tego zadania (tab. 1).

Pierwsze przeprowadzone badania na mikromacierzy Affymetrix Gene Chip —
AG, ktora reprezentuje sekwencj¢ prawie 1/3 genomu Arabidopsis (8200 gendw)
przyniosty znaczne rozbieznosci co do ilosci gendw, ktorych transkrypty sa obecne
w dojrzatym ziarnie pytku. Jedna z grup badawczych zidentyfikowata transkrypty
992 genow, z ktorych prawie 40% okreslono jako specyficzne dla pytku [35].
Natomiast druga wykryla transkrypty 1584 genow i ustalita ze az 90% z nich
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TABELA 1. Liczba gendéw, ktorych transkrypty wystepuja w dojrzalym ziarnie pytku
A. thaliana

Grupa badawcza Rok |Gatunek (ekotyp) Zastosowana Liczba
mikromacierz genow

Honys i Twell [36] [2003 | Arabidopsis (Landsberg erecta) | Affymetrix AG 992

Becker i wsp. [S] (2003 | Arabidopsis (Columbia) Affymetrix AG 1584

Honys i Twell [37] (2004 | Arabidopsis (Landsberg erecta) | Affymetrix ATH1 |7235

Pina i wsp. [59] 2005 | Arabidopsis (Columbia) Affymetrix ATH1 6587

wykazuje ekspresje takze w tkankach sporofitu, co stanowi ponad 60% genow
ulegajacych stalej ekspresji w sporoficie [5]. Sposrod 469 genéw majacych wysoki poziom
ekspresji w gametoficie, 162 zaklasyfikowano jako specyficzne dla pytku. Przyczyna
rozbieznosci w liczbie specyficznych dla pytku gendow [9] jest porownywanie
transkryptomu pylkowego z transkryptomem pojedynczych organdw, takich jak: liscie,
korzenie, siewki [5] lub transkryptomem calej rosliny w kolejnych stadiach rozwoju [36],
a takze porownywanie transkryptoméw réznych ekotypow A. thaliana. Na podstawie
przeprowadzonych badan oszacowano, ze liczba genow ulegajacych ekspresji w ziarnie
pylku jest od 30 do 60% nizsza niz w tkankach sporofitu [5,77]. Zwrdcono uwage na
réznice pomiedzy wzorcem ekspresji gendw w gametoficie meskim a w tkankach
wegetatywnych [5]. Wigekszo$¢ genow o srednim lub wysokim poziomie ekspresji w
siewkach wykazalo niski poziom ekspresji w ziarnie pylku i odwrotnie — te o niskim
poziomie ekspresji w siewkach wykazaly wysoki poziom ekspresji w gametoficie. W
ziarnie pytku ulegato ekspresji 3 razy mniej genow niz w jakiejkolwiek tkance sporofitu
[5]. Opierajac si¢ na tych analizach oszacowano, ze liczba genow ulegajacych ekspresji
w ziarnie pylku waha si¢ pomiedzy 3 500 a 5 500 [77].

Zastosowanie nowszych mikromacierzy ATHI, ktére obejmuja 80% genomu
A. thaliana, umozliwilo bardziej szczegotowe poznanie wzorca ekspresji oraz blizsze
oszacowanie liczby gendéw ulegajacych ekspresji w dojrzewajacym ziarnie pytkowym.
Za pomoca tej mikromacierzy wykazano obecno$¢ transkryptow 6587 gendw, co
stanowilo 29% znajdujacych si¢ na niej sekwencji [58]. Jednakze transkrypty réznych
tkanek wegetatywnych stanowity istotnie wyzszy procent mikromacierzy (np. kwiaty
68%, liscie 62%, kielki 68%, siewki 69%), co oznacza, ze w gametoficie megskim
ekspresji ulega mniej niz 50% gendw w porownaniu z tkankami wegetatywnymi.
Badania dowiodly, iz 11% gendw (739) ulegajacych ekspresji w gametoficie meskim
jest specyficznych dla pytku[58]. To o wiele wiecej niz w organach wegetatywnych,
takich jak: liscie, kietki i siewki, gdzie procent specyficznych genow wynosi
odpowiednio: 2, 4 i 6%. Z 26% gendow w pyltku, ktére okreslono jako bardzo
aktywne, az 1/3 stanowily geny specyficzne, a wigcej niz 3/4 tych specyficznych
gendéw wykazywalo wysoki poziom ekspresji. Na podstawie uzyskanych wynikdéw
oraz przy zatozeniu, ze genom A. thaliana koduje 28 000 genow, oszacowano, ze
w ziarnie pytku ulega ekspresji okoto 8200 gendéw [58].
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Uzywajac macierzy Affymetrix ATH1 zbadano kolejne stadia rozwoju meskiego
gametofitu i zidentyfikowano az 13 977 gendéw ulegajacych ekspresji przynajmniej w
jednym stadium, z czego 9,7% bylo specyficznych dla pytku [37]. Wigkszos¢ genow
ulegata ekspresji w dwu najmlodszych stadiach — 11565 w mikrosporze i 11909 w
dwukomdrkowym ziarnie pytku. Po podziale komérki generatywnej na dwie komorki
plemnikowe w ziarnie pytku ujawniono transkrypty 8788 genow, a w dojrzatym ziarnie
pytku juz tylko 7235 genow. Duza liczba gendw, ktore ulegaja ekspresji we wczesnej
i poznej fazie rozwoju gametofitu meskiego, nalezy prawdopodobnie do genow
metabolizmu podstawowego [77]. Liczba gendw specyficznych dla pytku wahata sie
od 857 w dwukomorkowym stadium do 625 w dojrzalym ziarnie pyltku. Pomimo spadku
liczby réznych czasteczek mRNA, procentowy udziat specyficznych dla gametofitu
meskiego transkryptow wzrastal z 6,9% w mikrosporze do 8,6% w dojrzatym ziarnie
pytku. Wedtug szacunkéw catkowita liczba gendéw ulegajacych ekspresji w dojrze-
wajacym ziarnie pytku A. thaliana moze dochodzi¢ nawet do 17 000 [36].

W miar¢ poznawania transkryptomow coraz to nowych typow tkanek i komodrek
Arabidopsis liczba genow specyficznych dla ziarna pytku zmalata do 5,6% i jest o
wiele nizsza niz pierwotnie przypuszczano. Ulegaja one w wigkszosci ekspresji na
bardzo wysokim poziomie i stanowia grupe tzw. poznych genéw pytkowych. Sredni
poziom ekspresji poznych genow pytkowych jest wyzszy niz genéw konstytutywnych.
Rozpatrujac wzorzec transkrypcji ziarna pytku nalezy takze zwrdci¢ uwage na
niespecyficzne geny ulegajace ekspresji na wysokim poziomie. Do tej grupy zaliczono
geny, ktorych maksimum ekspresji w meskim gametoficie jest przynajmniej piecio-
krotnie wyzsze od maksimum ekspresji w tkankach sporofitu [77]. Zidentyfiko-wano
1364 takie geny, tj. 9,7% gendw ulegajacych ekspresji podczas rozwoju meskiego
gametofitu. Sposrod genow niespecyficznych dla pytku 1084 ulegalo ekspresji jako
wcezesne geny pylkowe, natomiast 1014 jako pdzne geny pytkowe.

Zidentyfikowana przez rozne grupy badawcze liczba gendow ulegajacych trans-
krypcji w ziarnie pytku A. thaliana rézni si¢ dos¢ znacznie. Prawdopodobnie wynika
to z zastosowania do badan roznych ekotypow, innych warunkéw wzrostu roslin
oraz metod izolacji i sortowania ziaren pylku, a takze z odmiennych warunkéw
eksperymentu oraz sposobu analizy danych [19]. Mikromacierz ATH1 zaprojekto-
wano na podstawie sekwencji genomu ekotypu Columbia. Wydaje si¢ wigc, ze
badania transkryptomu ziarna pylku Columbia najwierniej odzwierciedlaja stan
rzeczywisty. Z badan poréwnawczych proteoméw o$miu ekotypow A. thaliana
wynika, ze rdznia si¢ one dos¢ znacznie migdzy soba. Po czesci moze to byé
efektem modyfikacji potranslacyjnych, a po czesci wystgpowania réznych alleli tego
samego genu [18]. Genetyczne réznice miedzy réoznymi ekotypami A. thaliana
potwierdzity badania transkryptomu wierzchotka wzrostu ekotypu Columbia i
Landsberg, wykonane rowniez na mikromacierzy ATHI [69].

Dzigki zastosowaniu metody FACS (sortowanie komorek aktywowanych
fluorescencyjnie) mozliwe bylo takze przeprowadzenie analizy transkryptomu
komoérek plemnikowych Arabidopsis thaliana. Na mikromacierzy ATH1 wykazano,
ze obecne sa tam transkrypty 5829 genow, z czego 2400 wykazuje wysoka ekspre-
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sj¢. Badania poréwnawcze wykazaly, ze transkrypty 4757 gendéw byly wspoélne dla
komorek plemnikowych oraz siewek [12].

Na obecnym etapie badan, pomimo znacznych rozbieznosci wynikdéw, mozna
naszkicowaé ogolny wzorzec ekspresji gendow w roznicujacym sie i dojrzalym
gametoficie meskim A. thaliana. Badania poréwnawcze ujawnily, ze transkryptom
mikrospory bardziej przypomina transkryptom niezréznicowanych komorek somatycz-
nych hodowanych w zawiesinie (wspolczynnik korelacji — R = 0,474) niz transkryp-
tom dojrzalego ziarna pytku (R = 0,194) [37]. Swiadczy to o zmianie programu
genetycznego komorek réznicujacego si¢ gametofitu meskiego i przejsciu od programu
genéw wezesnych do programu gendéw poznych. Rzeczywiscie po stadium dwu-
komorkowego ziarna pytku nastepuje spadek réznorodnosci transkryptow. Zjawisko
to zwiazane jest z jego koncowym roznicowaniem. Towarzyszy mu aktywacja
nowych grup gendw, ktére prawdopodobnie funkcjonuja podczas dojrzewania ziarna
pytku i pdzniej w trakcie kietkowania i wzrostu tagiewki pytkowej [37]. Ostatecznie
transkryptom dojrzatego ziarna pytku wykazuje znacznie mniejsza ztozonos¢ w
poréwnianiu z transkryptomem tkanek sporofitu. Jednoczesnie duzy udziat maja w
nim geny specyficzne dla pytku oraz wykazujace wysoki poziom ekspresji. Wydaje
si¢, ze transkrypty tych gendéw odgrywaja kluczowa role w rozwoju pytku, a takze
w jego kietkowaniu w tagiewke pytkowa.

Przeprowadzone analizy pokazuja, ze u A. thaliana przejscie pomiedzy wczesnym
a pdznym programem rozwojowym meskiego gametofitu nastgpuje przed druga mitoza
w pytku. Centralnym elementem regulujacym ten proces sa czynniki transkrypcyjne.
Analiza klasterowa czynnikdéw transkrypcyjnych pozwolita podzieli¢ je na ulegajace
ekspresji: (1) we wezesnych etapach rozwoju pyltku, (2) w pdzniejszym okresie jego
rozwoju oraz (3) konstytutywnie. Z blisko 1350 przypuszczalnych czynnikéw
transkrypcyjnych A. thaliana 612 ulegato ekspresji w dojrzewajacym ziarnie pytku,
w tym 542 w poczatkowych stadiach jego rozwoju, natomiast 405 w okresie
pbézniejszym [37]. Wsrdd nich 49 wykazato wysoki poziom ekspresji, ale tylko 27
bylo specyficznych dla pytku [77]. Do wczesnych gendw pytkowych zaliczono
czynniki transkrypcyjne z takich rodzin, jak: NAC, WRKY, TCP, ARF, Aux/IAA,
HMG-box oraz Alfin-like [37]. Przejscie pomiedzy dwoma programami rozwojo-
wymi dokumentuje tez ekspresja gendw zwigzanych z synteza biatek. Poczatkowo
stanowia one az 15% grupy gendw o najwyzszym poziomie ekspresji w ziarnie pytku.
Podczas przejscia pomiedzy dwoma programami genetycznymi nastgpuje spadek
aktywnosci tych genow i wlaczenie ekspresji zupehie innych [77].

Do badania przejs$cia pomigdzy dwoma programami rozwojowymi postuzono sig¢
analizg klasterowa [37]. Pozwala ona bada¢ zmiany poziomu ekspresji zbioru genéw
w czasie. Jak przypuszczano klastery zawierajace geny wazne podczas kietkowania
i wzrostu tagiewki pytkowej oraz w procesie zaptodnienia ulegaty ekspresji na wyso-
kim poziomie w stadium dwu- i trojkomdrkowego ziarna pytku.

Transkryptom dojrzalego ziarna pytku odzwierciedla jego przygotowanie do kiel-
kowania i wzrostu tagiewki pylkowej, co szczegdlnie wida¢ w jego analizie funkcjo-
nalnej. Niski poziom transkryptéw odnotowano dla genow kodujacych czynniki
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transkrypcyjne, genow metabolizmu podstawowego oraz gendéw kodujacych biatka
niezb¢dne do translacji, natomiast szczegolnie wysoki — dla genow zwigzanych z
metabolizmem $ciany komorkowej, sygnalizacja komorkowa, cytoszkieletem, a takze
czynnikami translacji. W kazdej z tych grup zidentyfikowano konkretne geny, ktorych
poznanie przyblizy zrozumienie mechanizmow kietkowania i wzrostu tagiewki
pytkowej. Wysoki poziom ekspresji wystepuje zatem w tych grupach genow, ktérych
produkty sa niezbedne w poczatkowych etapach wzrostu lagiewki pylkowej, tj.
podczas syntezy blony i $ciany komdrkowej, egzocytozie jej sktadnikow budulcowych
oraz w odbiorze i przekazywanu sygnatow pochodzacych ze stupka. Transkrypty
tych gendw sa zmagazynowane w dojrzatym ziarnie pytku i tuz po zapyleniu moga
ulega¢ translacji. W dojrzalym ziarnie pytku w cytoplazmie komorki wegetatywnej
wykazano obecnos¢ duzej ilosci poli(A)mRNA [86]. Czgs¢ z tych transkryptdw moze
by¢ przechowywana w postaci czasteczek mRNP zwanych EPP (ribonucleoprotein
particle) [35]. Stosujac inhibitory transkrypcji i translacji u A. thaliana potwierdzono
[36] znane od lat 60. ub. wieku zjawisko [51], ze kietkowanie i poczatkowy wzrost
fagiewki pylkowej nie sa zalezne od syntezy nowego RNA, wymagaja natomiast
wznowienia translacji. Wydaje sig, ze nie tylko gotowe transkrypty sa przechowy-
wane w gametoficie meskim, ale takze maszyneria do syntezy biatek [35]. Juz
wczesniejsze biochemiczne i fizjologiczne eksperymenty dowiodty, iz w dojrzatym
ziarnie pytku magazynowana jest duza pula tRNA oraz rybosomoéw koniecznych do
translacji podczas szybkiego wzrostu tagiewki pylkowej [51]. Ostatnie badania
proteomu ziarna pytku A. thaliana potwierdzity wystgpowanie w jego cytoplazmie
szeregu bialek rybosomalnych (At2g36160, Atlg07770, At2g41840, At3g09200,
Atl1g33140, At5g45775, At2g37190, At2g20450) [32].

CHARAKTERYSTYKA PROTEOMU ZIARNA PYLKOWEGO

Badania nad proteomem pylkowym A. thaliana uzupeinily wiedz¢ na temat
ekspresji genow w ziarnie pytku oraz pozwolitly odpowiedzie¢ na pytanie, czy
translacja transkryptow potrzebnych podczas kielkowania i wzrostu tagiewki pytkowe;j
odbywa si¢ w okresie dojrzewania ziarna pytku czy dopiero podczas jego kietko-
wania [34]. Okazato sig¢, ze w dojrzatym ziarnie pyltku produkty biatkowe genow o
wysokim poziomie transkrypcji wystepuja na niskim poziomie i odwrotnie — poziom
bialek kodowanych przez geny o niskim poziomie transkrypcji jest wysoki. Uwaza
si¢, iz biatka obecne na wysokim poziomie sg zaangazowane przede wszystkim w
metabolizm energetyczny, podczas gdy te na niskim poziomie — w budowe struktury
komdrkowej. Wykazano, ze w dojrzatym ziarnie pytku wystgpuje duza pula biatek
odpowiedzialnych za metabolizm energetyczny (21%) w poréwnaniu z iloScia
kodujacych je transkryptow (1%) [55]. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze
nagromadzone sa tam enzymy odpowiadajace za szybkie uwalnianie energii podczas
kietkowania tagiewki pytkowej. Potwierdzaja ja badania przeprowadzone na ziarnach
pyiku Lycopersicon esculentum [72] oraz Oryza sativa [20]. Wydaje sie wiec, ze
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dojrzate ziarno pytku magazynuje biatka, ktére beda potrzebne do natychmiastowego
wyzwolenia energii podczas kietkowania tagiewki pytkowej oraz transkrypty kodujace
biatka strukturalne i wlaczone w sygnalizacje komorkowa. Transkrypty te moga ulec
translacji juz podczas kietkowania tagiewki pylkowe;.

Wsrdd biatek zidentyfikowanych jako specyficzne dla pytku w proteomie wyste-
puja przede wszystkim biatka odpowiedzialne za strukture komorki oraz jej wzrost i
podziat [34]. U Lilium longiflorum wykazano, iz kielkowanie ziaren pytkowych
poddanych dziataniu temperatury —20°C przez 2 miesiace jest wyraznie opdznione.
Badania ich transkryptomu oraz proteomu wskazuja, iz jest to spowodowane
czes$ciowa degradacja przechowywanych w ziarnie pytku bialek oraz mRNA, ktérych
stabilnos¢ moze by¢ rézna [83]. Ponadto aktynomycyna D (inhibitor transkrypcji)
znacznie hamowala kietkowanie oraz wzrost tagiewki pytkowej ziaren pytku
przechowywanych w chtodzie w poréwnaniu ze $wiezymi ziarnami pytku. Swiadczy
to o koniecznosci wznowienia transkrypcji pytkowej i uzupehieniu zdegradowanych
dziataniem niskiej temperatury czasteczek mRNA.

Analiza proteomu ujawnila, ze w ziarnie pytku wszystkich zbadanych gatunkéw
najwigksza pulg stanowia biatka odpowiedzialne za metabolizm weglowodanow.
Wyniki te pomogly takze w zrozumieniu proceséw hydrolizy i metabolizowania skrobi
podczas kietkowania pylku. Wydaje sig, ze kwasna inwertaza wakuolarna, ktorej
obecnos¢ wykazano w ziarnach pytku A. thaliana [34,55], ryzu [20] oraz pomidora
[72], rozklada sacharozg¢ na glukoze i fruktoz¢. W nastgpnym etapie fruktoza jest
fosforylowana przez fruktokinaze¢. Ten fosforan heksozy jest substratem do szeregu
dalszych przemian weglowodandéw, m.in. do glikolizy i cyklu kwasow trdjkarboksy-
lowych. Kluczowe enzymy tych szlakow przemian oraz tancucha przenoszenia
elektronéw wystepuja w dojrzatych ziarnach pytku wszystkich gatunkow poddanych
analizie proteomu. Kwasna inwertaza moze bra¢ udzial we wzroscie komorki
roslinnej oraz osmoregulacji, co wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie podczas
elongacji tagiewki pytkowej. Dodatkowo moze to potwierdzi¢ fakt, iz poziom
zarowno odwrotnej inwertazy, jak i fruktokinazy rosnie podczas dojrzewania pylnikow
i osigga maksimum w momencie, gdy ziarno pylku jest dojrzate [2].

Dotychczasowe analizy proteomu ujawnily, ze ponad 20% bialek wystepujacych
w dojrzatym ziarnie pytku ma dwojakiego rodzaju izoformy: gdy ten sam gen koduje
biatka zmienione na skutek modyfikacji potranslacyjnych np. poprzez fosforylacje
lub glikozylacje¢ lub gdy bialka kodowane sg przez rdézne geny. Zdecydowanie wiecej
jest izoform biatek pierwszego typu, co prawdopodobnie stuzy dywersyfikacji bialek
haploidalnego genomu. Takie potranslacyjne modyfikacje moga odgrywaé wazna role
podczas rozwoju ziarna pytku [55,72].

Obecne w dojrzalym ziarnie pylku transkrypty oraz biatka mozna podzieli¢ na
nastgpujace kategorie funkcjonalne: (1) uczestniczace w budowie $ciany komorkowe;,
(2) biorace udziat w regulacji transkrypcji i translacji, (4) regulujace transport
transblonowy, (5) regulatory cyklu komoérkowego.
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GENY ZAANGAZOWANE W BUDOWE SCIANY KOMORKOWEJ

Dojrzate ziarno pytku otacza sporoderma zbudowana z zewnetrznej sporopoleni-
nowej egzyny i wewnetrznej pektocelulozowej intyny. Egzyna syntetyzowana jest
zaréwno w gametoficie, jak i w somatycznym tapetum z prekursoréw fenylopropa-
noidowych, ktére razem z acylowanymi lipidami tworza sporopolening. W szlak
syntezy prekursorow fenylopropanoidowych wilaczone sg specyficzne czynniki
transkrypcyjne. W transkryptomie ziarna pylku A. thaliana najbardziej reprezenta-
tywna grupe wsrdd czynnikow transkrypeyjnych stanowity czynniki typu C.H [37].
Roéznorodnos¢ gametofitowych czynnikow transkrypeyjnych C.H sugeruje, ze
odgrywaja one wazna role w syntezie bialek koniecznych do regulacji chemicznych
interakcji pomiedzy prekursorami fenylopropanoidowymi [37].

Kietkowanie ziarna pytku wymaga modyfikacji sporodermy, a szybki wzrost
lagiewki pylkowej — intensywnej syntezy nowej sciany komorkowej o specyficznej
budowie. Wewnetrzna warstwa Sciany tagiewki zbudowana jest gléwnie z homogenne;j
kalozy (polimer 1,3-3-glukanu), natomiast w sktad zewnetrznej fibrylarnej warstwy
wchodza celuloza (polimer 1,4-3-glukanu) i pektyny (polimery kwasu poligalakturo-
nowego). Nie dziwi wiec obecno$¢ w transkryptomie pytkowym duzej ilosci genow
odpowiedzialnych za synteze oraz przebudowe Sciany komoérkowe;.

Transkrypty gendw wiaczonych w metabolizm sporodermy oraz $ciany tagiewki
pytkowej stanowia znaczny procent zaréwno ze wzgledu na jakos¢, jak i ilos¢ w
transkryptomie pytkowym A. thaliana. Pie¢ z szesciu najobficiej wystepujacych w
dojrzatym ziarnie pytku czasteczek mRNA koduje biatka zaangazowane w metabolizm
Sciany komodrkowej, takie jak: poligalakturonazy i pektynoesterazy. Wsrdd pigciu
rodzin hydrolaz glukozydowych ulegajacych ekspresji w ziarnie pytku GHF'1
(B-glukozydaza), GHF'16 (endotransglukozylaza ksyloglukanu), GHF28 (poligalaktu-
ronaza), GHF35 (3-galaktozydaza) i CHF9 (glukonaza/celulaza) nie ulegaja ekspresji
w tkankach sporofitu. Czterech przedstawicieli rodziny poligalakturonaz GHF28 jest
specyficzna dla pytku. Geny tych poligalakturonaz ulegaja ekspresji na wysokim
(At3g07820, At3g07850, At2g23900) badz srednim (At4g33440) poziomie. Wsrod
gendw kodujacych glukozylotransferazy zidentyfikowano 11 ulegajacych ekspresji w
pytku, szes¢ z nich wykazywato wysoki poziom ekspresji i byto specyficznych dla
pytku. Cztery z tych transkryptow naleza do rodziny GAF2, w tym dwa koduja
syntaze celulozowa (At4g11050 i At4g38190) [37]. Analiza transkryptomu pytko-
wego na mikromacierzy ATH1 uzupehila te liste transkryptow o syntaze kalozy
AtGsl2 (At2g13675) oraz AtCsID1 — przypuszczalnie syntaze celulozy (At2g 33100)
[4]. Obserwujac kietkowanie i jedynie spowolniony wzrost lagiewki pylkowej
mutantéw A. thaliana genu AtCSLA7 (B-glukozylotransferazy czyli syntazy celulozy)
stwierdzono, ze w syntez¢ celulozowej $ciany tagiewki zaangazowane jest co
najmniej kilka enzymdéw nalezacych do tej samej rodziny GT2 [31].

Badanie proteomu dojrzalego ziarna pytkowego A. thaliana ujawnito, ze ilos¢
biatek odpowiedzialnych za przebudowe Sciany komoérkowej nie jest duza w
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poréwnaniu z innymi funkcjonalnymi grupami biatek [34,55]. Wskazuje to, iz kodujace
je transkrypty ulegaja translacji dopiero podczas wzrostu tagiewki pytkowej.

Sciana wierzchotka rosnacej tagiewki pytkowej musi by¢é na tyle wytrzymala, by
sprosta¢ wysokiemu turgorowi, a jednoczesnie na tyle plastyczna, by bylo mozliwe
wlaczanie nowych bton oraz materiatéw budulcowych potrzebnych do jej budowy.
Jednym z wazniejszych skladnikdéw sciany komorkowej fagiewki pytkowej sa pektyny.
Zwiazki te sa wydzielane jako metylowane estry, a nastgpnie deestryfikowane przez
enzym pektynmetylesteraze (PME). Powstale w ten sposéb wolne grupy karboksylo-
we moga krzyzowo wiazaé Ca®’, co strukturalnie wzmacnia $ciang ponizej jej
rosnacego wierzchotka. Efektem podania egzogennej PME rosnacym in vitro
fagiewkom jest pogrubienie $ciany komérkowej na wierzchotku i zahamowanie jej
wzrostu [14]. Zjawisko to ujawnia, ze scista kontrola aktywnosci PME wydaje si¢
by¢ niezb¢dnym warunkiem prawidtowego wzrostu tagiewki pytkowej. Faktycznie
w proteomie dojrzalego ziarna pytku wszystkich zbadanych do tej pory gatunkow
[20,34,55,72] wykryto zaréwno obecnos¢ enzymu PME, jak i jego inhibitora PMEI,
ktoéry potranslacyjnie moduluje dziatanie PME [29]. Zidentyfikowany u A. thaliana
inhibitor PMEI (At4g24640) uznany zostal za specyficzny dla pytku [34].

W dojrzalym meskim gametoficie wysoki poziom ekspresji wykazuja biatka
zakotwiczone w blonie komdrkowej za pomoca GPI (glikozylofosfatydyloinozytolu),
nazywane GAP. Bialka te sa zaangazowane w syntez¢ i przebudowe Sciany
komorkowej fagiewki, sygnalizacje migdzykomorkowa, adhezje oraz kierunkowy wzrost.
Za pomoca GPI w blonie komérkowej moga by¢ zakotwiczone takie biatka, jak: 1,3-
B-glukanazy, glicerofosfodiesterazy, ekspansyny, klasyczne biatka AG, peptydy AG,
COBRA i potencjalne peptydy sygnalowe GAPEP [13]. Badania za pomoca
mikromacierzy oraz PCR ujawnily obecno$¢ transkryptow 47 gendw kodujacych biatka
GAP w ziarnie pylku A. thaliana. W jego proteomie wykryto 11 biatek zwiazanych
z blona plazmatyczna przez GPI [43]. Kotwiczenie biatek za pomoca GPI jest
przypuszczalnym mechanizmem kierowania ich do blony oraz sciany komorkowe;j i
pozwala na spolaryzowang lokalizacj¢ biatek zwiazanych z sygnalizacja [43].

Biatka GAP sgq wlaczane w wierzchotkowy region rosnacej tagiewki pytkowej
[43]. W miarg jej wzrostu i oddalania si¢ od szczytu ulegaja one recyklingowi za
pomoca wyspecjalizowanych endosomow. Za kierowanie biatek zakotwiczonych za
pomoca GPI w odpowiednie miejsca blony odpowiada cytoszkielet aktynowy [62].
U mutantdw sethl i seth? A. thaliana, ktére maja zaburzona biosynteze kotwicy
GPI, obserwowano zahamowanie kielkowania oraz wzrostu tagiewki pytkowej, co
bylo spowodowane nieprawidlowosciami w syntezie $ciany kalozowej [43]. Za
pomoca GPI w blonie tagiewki moze by¢ kotwiczona 1,3-8-glukanaza, ktora
prawdopodobnie zapobiega odkladaniu kalozy na wierzcholku tagiewki pytkowej.

Analiza proteomu ziarna pylku 4. thaliana wykazata obecnos$¢ jedynie dwoch
biatek zwiazanych z blona komodrkowa za pomoca kotwicy GPI [34]. Sa to:
At1g29250, ktére jest specyficzne tylko dla roslin, oraz biatkko GAP At5g20230
wiazace i transportujace jony miedzi, bedace kofaktorami wielu enzymdéw m.in.
bioracych udziat w syntezie ATP.
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W blonie tagiewki pylkowej zakotwiczona za pomoca GPI jest ekspansyna, ktorej
obecnos$¢ stwierdzono zardwno w proteomie, jak i transkryptomie pytku. Biatko to
rozrywa niekowalencyjne wigzania migdzy mikrofibrylami celulozowymi, rozluznia
strukture $ciany celulozowej, co pozwala na jej szybszy wzrost [43]. Moze takze
odpowiada¢ za rozluznianie Sciany komorkowej znamienia oraz tkanki transmisyjnej
shupka podczas penetracji tagiewki [41,74].

Analiza transkryptomu pylkowego za pomoca mikromacierzy ujawnita obecnos¢
transkryptow genu kodujacego biatko COBL11 (At4g27110), ktore kotwiczone jest w
blonie za pomoca GPI i jest cztonkiem rodziny COBRA. Liczne badania na mutantach
A. thaliana wykazaly udzial bialek z rodziny COBRA w regulacji elongacji i kierunku
wzrostu komorek korzenia, prawdopodobnie poprzez posredni lub bezposredni wplyw
na synteze tancuchow celulozowych. Biatka COB sa kierowane do podtuznych scian
komoérek korzenia i rekrutuja w odpowiednie miejsca kompleksy odpowiedzialne za
synteze celulozy [64]. Na tej podstawie sugeruje si¢, ze biatko COBL11 moze pehié¢
podobna role podczas wzrostu tagiewki pytkowej [5].

Biatka zakotwiczone za pomoca GPI moga by¢ odcinane od czesci lipidowej blony
i funkcjonowa¢ jako rozpuszczalne czastki sygnalizacyjne [67]. Analiza transkrypto-
mu pytkowego ujawnita wysoki poziom ekspresji genu kodujacego ten rodzaj biatka,
mianowicie AGP23 (At3g57690). Chociaz funkcja biatek AGP w tagiewkach
pytkowych oraz stupku jest nieznana, to wydaje si¢ interesujace, ze AGP23 koduje
peptyd AG o dlugoscei 61 aminokwasow, ktory po odcieciu od czesci lipidowej moze
stanowi¢ rozpuszczalng czastke sygnalizacyjna [5].

U ssakow wykazano, ze biatka zakotwiczone za pomoca GPI sa niezbedne do
adhezji plemnik-jajo [1]. Mysie oocyty, ze znokautowanym genem kodujacym enzym
bioracy udziat w biosyntezie kotwicy GPI, nie sa zdolne do fuzji z me¢ska gameta.
Sugeruje si¢, ze podobne mechanizmy mogg istnie¢ podczas zaplodnienia u roslin
okrytozalazkowych [59].

CYTOSZKIELET

Cytoszkielet wraz z aparatem wydzielniczym jest w tagiewce pytkowej systemem
efektorowym odpowiadajacym na czynniki determinujace kierunek jej wzrostu [49].
Specyficzna polaryzacja wiagzek filamentéw aktynowych w lagiewce pylkowej [46]
stanowi mechanizm ukierunkowanego przeplywu cytoplazmy — w strefie podblonowe;j
w kierunku wierzchotka, natomiast w czesci centralnej ku jej podstawie [33]. Funkcjo-
nowanie cytoszkieletu aktynowego odpowiedzialne jest tez za miejsce budowy
wierzchotka tagiewki pylkowej. Dzieki wspdtdzialaniu z miozyna widkna aktynowe
moga ustawia¢ w odpowiednim miejscu oraz pozycji pecherzyki wydzielnicze
uczestniczace w rozbudowie blony i sciany komorkowej tagiewki, a takze ograniczaé
do konkretnych rejonéw blony miejsca wystgpowania kanatow jonowych. Wydluzenie
filamentow aktynowych w poblizu wierzchotka stanowi czgs¢ sity odpowiedzialnej
za popychanie go do przodu [80]. W warunkach in vivo rearanzacje F-aktyny, ktore
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moga by¢ indukowane w odpowiedzi na bodzce pochodzace z tkanki transmisyjnej
stupka, wyznaczaja nowe miejsca egzocytozy pecherzykow wydzielniczych, czego
skutkiem bedzie zmiana kierunku wzrostu tagiewki pytkowej [49].

Analiza transkryptomu i proteomu dojrzalych ziaren pytkowych A. thaliana
ujawnila, ze obecne sa tam zarowno transkrypty genow kodujacych biatka cyto-
szkieletu, jak i gotowe biatka uczestniczace w jego funkcjonowaniu. W dojrzalym
ziarnie pylkowym obserwuje si¢ bardzo wysoki poziom transkryptow gendw
kodujacych biatka cytoszkieletu. Cztery sposrdd pigeciu gendw aktyny, ktore ulegaja
ekspresji w tkankach generatywnych, nalezaly do grupy o najwyzszym poziomie
transkryptow [36]. W pylku wykryto transkrypty aktyny 4 i 12 oraz malego biatka
profiliny 4, ktore uczestniczy w regulacji polimeryzacji widkien aktynowych.
Zidentyfikowano tez wczesniej niescharakteryzowany gen kodujacy bialko, ktore
rowniez odpowiedzialne jest za depolimeryzacj¢ aktyny (At4g25590). Badania
proteomu pytku A. thaliana wykazaly obecnos¢ dwoch specyficznych dla pytku
czynnikow odpowiedzialnych za depolimeryzacje aktyny [34].

Wysoki poziom transkryptéw wykazywaly rowniez geny kodujace biatka moto-
ryczne wspdlpracujace z cytoszkieletem. W dojrzalym ziarnie pylku ujawniono
obecnos¢ transkryptow kodujacych miozyne (AtVIIID i AtXID), ktora uczestniczy
w transporcie pecherzykow wzdhuz filamentow aktynowych oraz transkrypt kodujacy
biatko kinezyno-podobne (At1g09170), ktore jest prawdopodobnie zaangazowane w
ruch wzdtuz mikrotubul [5].

Analiza proteomu ziarna pylkowego A. thaliana [56], ryzu [20] oraz pomidora
[72] potwierdzila znane z innych badan dane o obecnosci w ziarnie pytkowym takich
bialek cytoszkieletu, jak: aktyny, tubuliny oraz profiliny.

SYGNALIZACJA

Lagiewka pylkowa uznawana jest za jeden z najlepszych roslinnych modeli do
badania transdukcji sygnalow. W komorce tej zidentyfikowano wiele sciezek sygna-
lizacji, m.in. Ca**, kalmoduline, fosfoinozytole, kinazy bialkowe, cykliczne AMP i
GTPazy. Stanowia one duza i ztozong sie¢ sygnalizacji komorkowej, ktéra krzyzuje
si¢ na roznych poziomach, takich jak: kontrola kierowania i fuzji pecherzykéw stanu
cytoszkieletu aktynowego [49].

Kietkowanie ziarna pyltku oraz wzrost tagiewki w scisle okreslonym kierunku
wymagaja odbioru specyficznych sygnatéw wysylanych z tkanek shupka. Przypuszcza
si¢, ze za ich odbidr oraz transdukcje do wnetrza meskiego gametofitu odpowiadaja
receptorowe kinazy biatkowe. Analizy transkryptomu ziarna pytku A. thaliana
ujawnily wysoki poziom transkryptéw zwiazanych z sygnalizacja komorkowsa, a w
szczegblnosci kinaz receptorowych. 25% gendw ulegajacych selektywnej ekspresji
nalezy do kategorii: sygnalizacja. Wigkszos$¢ z nich (26 z 37) koduje przypuszczalnie
kinazy receptorowe — RLK (receptor-like kinases). Prawie wszystkie kinazy
receptoropodobne (21 z 23) ulegaja ekspresji jedynie w ziarnie pytku, czyli sa dla
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niego specyficzne [36]. Te¢ specyficznos¢ obserwowano nie tylko na poziomie
poszczegbdlnych genow, ale takze na poziomie podrodzin RLK. Z 9 podrodzin RLK,
ulegajacych ekspresji w ziarnie pytku, 4 nie wykazaly ekspresji w tkankach sporofitu.
Wsrdd nich byly kinazy receptorowe ekstensynopodobne, bogate w proling, podrodzi-
na IX cytoplazmatycznych RLK, Crinckly4-like oraz podrodzina VI bogata w
powtorzenia leucynowe [36]. Kinaza RKF1 (At1g29750) A. thaliana [75], podobnie
jak receptoropodobna kinaza pomidora LePRK1-3 [54] oraz kukurydzy ZmPRKI1
[42], jest specyficzna dla pytku.

Badania u pomidora (Lycoperscicon esculentum) ujawnily, ze specyficzne dla pytku
kinazy receptoropodobne wiaza kilka réznych ligandow i moga uczestniczy¢ w regulacji
takich procesow, jak: uwodnienie i kietkowanie ziarna pytku oraz wzrost tagiewki w
szlaku transmisyjnym stupka. W blonie dojrzatego pytku kinazy LePRK21 i LePRK2
tworza kompleks, ktory wiaze si¢ z pytkowym ligandem (biatkiem) LAT52, co prowadzi
do fosforylacji kinazy LePRK2. Uwaza si¢, ze kompleks ten aktywuje kaskade
sygnalizacyjng konieczng do inicjacji kietkowania pytku [85]. Po wykietkowaniu
ekspresja biatka LePRK2 silnie wzrasta i, jak si¢ sadzi, receptor ten moze uczestniczy¢
w dalszych etapach sygnalizacji podczas interakcji z tkankami stupka. Prawdopodobnie
LATS2 zostaje zastapiony przez ligand obecny w ekstrakcie znamienia stupka, ktory
zidentyfikowano jako biatko LeSTIG1 [76]. Zwiazanie LeSTIG1 powoduje dysocjacje
kompleksu LePRK1 i LePRK2 i defosforylacje LeRPK2. Nie wyklucza sig, iz podczas
dalszego wzrostu tagiewki pytkowej w kierunku zalazni biatko LeSTIG1 moze ulec
wymianie na inny obecny w stupku ligand [76].

U L. esculentum zidentyfikowano biatko KPP, ktore oddziatujac z cytoplaz-
matyczng domeng kinaz LePRK1 oraz LePRK?2 jest fosforylowane przez LePRK2
[40]. Warto wspomnie¢, ze geny podobne do KPP obecne sa jedynie w krolestwie
roslin. Fakt ten moze wskazywaé na obecnos¢ w komoérkach roslinnych unikalnej
Sciezki transdukcji sygnatu bioracej udziat w wierzchotkowym wzroscie tagiewki oraz
komorek wlosnikowych korzenia [40].

W ziarnach pytku wykryto takze obecnos¢ transkryptu peptydu RALF-LIKE 10,
ktéry nalezy do rodziny biatek RALFL. Czlonkowie tej rodziny prawdopodobnie
funkcjonuja jako migdzykomorkowe czasteczki sygnalizacyjne wiazace si¢ z réznymi
kinazami receptorowymi. Transkrypt RALF-LIKE 10 koduje peptyd o dtugosci 73
aminokwasow, z potencjalna N-koncowa sekwencja odpowiedzialng za jego eksport.
Przypuszcza si¢, ze peptyd ten moze by¢ ligandem rozpoznawanym przez bogata
w reszty leucynowe kinazg receptoropodobna obecng w blonie ziarna pytku lub
komorek stupka [5].

Kolejnym elementem szlaku sygnalizacji poprzez kinazy receptoropodobne, ktorych
transkrypty ujawniono w ziarnie pylku oraz tagiewce pytkowej A. thaliana, sa
GTPazy typu Rop/Rac. Funkcjonujg one jako przetaczniki molekularne sprzegajace
reakcj¢ aktywacji receptora z kaskada wewnatrzkomorkowych fosforylacji przy
udziale kinaz MAP. W dojrzalym ziarnie pytku byly obecne transkrypty takich GTPaz,
jak: AtRacl, AtRac6 oraz RoplAt. Rac oraz Rop nalezg do rodziny Rho GTPaz,
ktore w tagiewce pytkowej prawdopodobnie odpowiadaja za organizacje cytoszkieletu
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aktynowego oraz jej rozwoj, odbieraja sygnaly od receptoréw blonowych i przekazuja
je dalej do bialek i struktur docelowych. GTPazy Rop odgrywaja kluczowa role w
fuzji pecherzykow wydzielniczych oraz endocytozie [49]. W tagiewce pytkowe;j
czasteczkami docelowymi dla RoplAt sa dwa bialka — RIC3 oraz RIC4. RIC3
poprzez wtérny przekaznik, jakim sa jony Ca**, prowadzi do depolimeryzacji aktyny,
natomiast RIC4 wykazuje antagonistyczne dzialanie — polimeryzacj¢ aktyny [65].

W ziarnie pylku obserwuje si¢ ekspresj¢ transkryptu matej GTPazy, AtRab2.
Biatka Rab to najwieksza rodzina matych GTPaz, ktore kontroluja fuzje specyficznych
pecherzykdéw transportujacych. GTPaza RAB2 jest odpowiedzialna za transport
pecherzykdéw pomigdzy retikulum endoplazmatycznym a aparatem Golgiego. Wyste-
powanie tego biatka jest charakterystyczne dla komodrek o duzej aktywnosci
wydzielniczej, a szczegdlnie dla rosnacej tagiewki pylkowej. Obecnos¢ biatka RAB
wykazano w rosnacej fagiewce pylkowej tytoniu [17]. Stosujac konstrukt biatko
RAB2-GFP ujawniono, ze to fuzyjne biatko jest specyficznie zlokalizowane w aparacie
Golgiego. Bylo ono natomiast nieobecne w tagiewkach pytkowych roslin o zmutowanym
genie Rab2. Brak biatka RAB powodowat zaburzenia w dostarczaniu bfon oraz bialek
do wierzcholka lagiewki pytkowej, czego efektem bylo hamowanie jej wzrostu.

Jak wiadomo, szlak sygnalizacyjny przez kinazy receptorowe prowadzi do
aktywacji kinaz biatkowych typu MAP. W pytku A. thaliana wykazano obecnosé
transkryptéw kinazy atMAP3Ky (At5g66850) [49], natomiast w ziarnach pytku
tytoniu wykazano ekspresje dwoch kinaz MAP: p45N™ i SIPK. Kinazy te sq
aktywowane po jego uwodnieniu i jak si¢ sadzi, sa odpowiedzialne za fosforylacje
profiliny — biatka wlaczonego w regulacje procesu polimeryzacji aktyny [47].

Wazng role ROP GTPazy w szlaku sygnalizacyjnym podczas kietkowania ziarna
pylkowego i wzrostu fagiewki pytkowej potwierdzity badania eksperymentalne. Zaréwno
w rosnacej tagiewce pylkowej rzodkiewnika i tytoniu, jak i komorkach wlo$nikowych
korzenia GTPazy ROP zostaly zlokalizowane w wierzchotku. Z ziaren pylkowych
mutanta A. thaliana majacego stale aktywna forme Rop1At kietkowaly nienormalne,
bulwiaste tagiewki pylkowe, natomiast u mutanta ze stale nieaktywna forma tej
GTPazy wzrost fagiewek wkrotce ulegat zahamowaniu. Uwaza sig, ze biatko ROP
aktywuje fosfolipaze C (kinaz¢ fosfatydyloinozytolowa), co prowadzi do powstania
czasteczki sygnatowej drugiego rzedu (IP,), ktéra odpowiada za uwalnianie Ca”" [49].
Bylaby to zatem czasteczka, ktdra w ltagiewce pytkowej wiaze dwa rézne szlaki
sygnalizacji: przez kinazy receptoropodobne oraz fosfatydyloinozytol.

Udzial szlaku fosfoinozytolowego w kierunkowym wzroscie fagiewki pytkowej jest
wciaz dyskusyjny [49], aczkolwiek w ziarnie pylku A. thaliana ujawniono wysoki
poziom transkryptow genow zaangazowanych w ten proces: At2g18180 (phosphaty-
dylinositol/phosphatidylcholine transfer protein) biatko transportujace fosfolipidy
z miejsca ich syntezy w ER 1 AG do innych blon komérkowych, At2g43900 (inositol
polyphosphate 5'-phosphatase) 1 At2g31830 (inositol polyphosphate 5'-phospha-
tase) — enzymy hydrolizujace 1P, i w ten sposdéb konczace ten szlak sygnalizacji
[15] oraz At2g41210 (phosphatidyloinositol-4-phosphate 5-kinase) — enzym
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bioracy udzial w syntezie PIP2 [5]. Fosfoinozytolowa Sciezka sygnalizacyjna polega
na produkcji wtornych przekaznikow, ktorymi sa m.in. jony Ca’".

Znaczenia precyzyjnej regulacji cytozolowego poziomu Ca®* w kontroli wzrostu
tagiewki pytkowej dowiodly liczne badania z lat 90. ubieglego wieku. Utrzymanie tzw.
gradientu fip-to-base Ca”>" jest konieczne do jej prawidlowego wzrostu [7]. Obnizony
poziom Ca’" w strefie podwierzchotkowej tagiewki pytkowej umozliwia prawidlowe
funkcjonowanie cytoszkieletu, natomiast jego wyrazne podwyzszenie na szczycie
powoduje fragmentacje filamentow aktyny. Za proces fragmentacji filamentow
aktynowych odpowiedzialne jest biatko vilina. Najwyzsza aktywnos¢ biatko to wykazuje
na szczycie fagiewki, a wigc w rejonach cytoplazmy o najwyzszym stgzeniu wapnia
[26]. Sensorem Ca®" jest cytozolowe biatko kalmodulina (CaM), ktére po zwiazaniu jonéw
wapniowych aktywuje specyficzne kinazy bialkowe, co prowadzi do odpowiedzi
komdrkowej. Analiza transkryptomu ziarna pytku 4. thaliana ujawnita wystgpowanie
transkryptow kodujacych dwie przypuszczalne kalmoduliny (At4g03290, Atdg12860), ktdre
ulegaly selektywnej ekspresji w gametoficie [5]. Badania proteomu potwierdzity obecnosé
w ziarnie pylkowym zaréwno kalmoduliny, jak tez innych bialek wiazacych Ca*', takich
jak: kalretikulina oraz aneksyny [34,55]. Stwierdzono tam takze obecnos¢ transkryptow
pieciu kinaz biatkowych zaleznych od wapnia: CPK14, -18, -20, -24 i -26 (At2g41860,
At4g36070, At2g38910, At2g31500 i Atdg 38230)[5].

Kalmodulina obecna w tagiewce pytkowej jest przypuszczalnym integratorem
sygnatéw pomiedzy Ca*" a takimi elementami cytoszkieletu, jak: miozyna i vilina
[49]. Wykazano, ze spadek poziomu kalmoduliny po jednej stronie tagiewki powoduje
obnizenie aktywnosci sekrecyjnej w tym rejonie i zmiane kierunku jej wzrostu [60].
Podobny efekt na kierunek wzrostu tagiewki wywoluje obnizenie poziomu cAMP.
Dowiedziono, ze traktowanie tagiewek pytkowych zwigzkami zwigkszajacymi poziom
cAMP (forskolina) lub analogiem cAMP powoduje przejsciowy wzrost aktywnosci
kalmoduliny [60]. Natomiast zastosowanie inhibitora cyklazy adenylanowej powoduje
spadek jej aktywnosci. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze kalmodulina taczy
Sciezke sygnalizacyjna fosfoinozytolowa ze Sciezka cAMP [60].

TRANSKRYPCJA

Poznanie ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych pozwoli znalez¢ odpowiedz na
pytanie, czy transkrypcja de novo jest niezbedna do kietkowania ziarna pytku i czy
jest potrzebna w pozniejszych etapach wzrostu tagiewki [6].

Analizy mikromacierzy potwierdzaja, ze poziom ekspresji czynnikow transkrypcyj-
nych oraz odpowiedzialnych za dojrzewanie mRNA w dojrzalym ziarnie pytku jest
niski w poréwnaniu z innymi genami pytkowymi. Jedynym wyjatkiem sa geny
MADS. Cztonkowie rodziny bloku MADS sa zaangazowani w kontrole¢ procesow
rozwojowych, takich jak: organogeneza, czas kwitnienia, tworzenie owocOw i rozwoj
endotelium [57]. Podobna role, czyli kontrolg proceséw rozwojowych, moga odgry-
waé podczas dojrzewania ziarna pytku oraz wzrostu tagiewki pylkowej. Ze 110
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znanych genoéw bloku MADS, 79 jest obecnych na macierzy Affymetrix ATHI, 17
genow ulega ekspresji w ziarnie pytku, a 9 z nich wykazuje wysoki poziom ekspresji,
co $wiadczy o duzym udziale tej rodziny w transkryptomie ziarna pytku. Naleza one
do nieklasycznych genéw bloku MADS typu | oraz MIKC, ktdérych rola jest jeszcze
nieznana. W dojrzatym ziarnie pytku obecne sa transkrypty rodziny MIKC, takie
jak: AGL104, AGL66, AGL30, AGL65, oraz typu I AGL29, AGL84, At4g14530 i
AGL49 [59]. Bialka MIKC oddziatuja ze soba tworzac pie¢ heterodimerycznych
kompleksow czynnikow transkrypcyjnych, ktére wiaza DNA z wysoka specyficz-
noscia in vitro: AGL30/66, AGL 65/66, AGL 94/66, AGL 30/104 i AGL 65/104 [82].
Potwierdzono wystepowanie licznych miejsc wiazania biatek MIKC w promotorach
wielu specyficznych poéznych genow pytkowych Arabidopsis thaliana [82]. Ponadto
wykazano, iz brak lub mala ilo$¢ bialek MIKC i ich komplekséw hamuje kielkowanie
in vitro tagiewek pytkowych. W dojrzewajacym ziarnie pytku brak kompleksow
MIKC wplywal znaczaco na ekspresje ponad 1300 gendw, a w szczegdlnosci
bioracych udziat w gléwnych $ciezkach dziatania hormonow, procesach metabolicz-
nych oraz w regulacjach potranslacyjnych bialek. W dojrzewajacym ziarnie pytku
kompleksy AtMIKC hamuja ekspresje weczesnych gendw pytkowych i aktywuja
transkrypcje gendw charakterystycznych dla dojrzalego ziarna pytku [82].

W transkryptomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano tez obecnosé czynnika
DUOL, ktéry jest nowym cztonkiem podrodziny specyficznych dla pytku czynnikoéw
transkrypcyjnych MYB. DUOI ulega specyficznej ekspresji w linii komoérek mes-
kich, w ziarnie pytku, a w szczegdlnosci w komdrce generatywnej oraz komérkach
plemnikowych. Mutacja genu duol powoduje brak podzialu komorki generatywne;j.
Na tej podstawie sadzi sie, ze czynnik ten moze odpowiada¢ za rozpoczecie podziatu
komorki dzieki aktywacji genow cykliny [63].

Wydaje sie, ze transkrypcja podczas kietkowania i wzrostu tagiewki pytkowej ma
wigksze znaczenie niz poczatkowo przypuszczano, bowiem przynajmniej jeden
transkrypt z kazdej rodziny czynnikow transkrypcyjnych wykazuje ekspresje na dos¢
wysokim poziomie [5,58]. Obserwowano rowniez hamujacy wplyw inhibitora
transkrypcji (aktynomycyny D) na kietkowanie i wzrost tagiewki pytkowej A.
thaliana [37,84]. Wznowienie aktywnosci transkrypcyjnej podczas wzrostu tagiewki
pytkowe] wykazaty badania u Hyacinthus orientalis [87]. Analiza transkryptomu
ziarna pylkowego oraz rosnacej in vitro tagiewki pytkowej A. thaliana, ktora
wykazata wzrost ilosci transkryptow w okresie kietkowania pytku [84], wydaje si¢
potwierdzaé, ze pomimo obecnosci w ziarnie pylku dlugowiecznego mRNA, jadro
lagiewki moze by¢ aktywne transkrypcyjnie.

TRANSLACJA

W ziarnie pylkowym wzorzec ekspresji genow kodujacych czynniki inicjacji
translacji jest podobny do tego, jaki wystepuje w tkankach sporofitu. Jedynym
wyjatkiem sa tu biatka PAB (poly(A) binding protein) [36]. U A. thaliana siedem
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z o$miu gendw PAB wykazuje ekspresje w dojrzewajacym ziarnie pytku. Trzy biatka
PAB sa specyficzne dla pytku (PAB3, PAB6, PAB7), zas PABS ulega wybiorczej,
wysokiej ekspresji w pyltku. PAB6 1 PAB7 naleza do pdznych podstawowych genéw
inicjacji translacji [37]. Rola bialek PAB jest dwojaka: uczestnicza one w inicjacji
translacji oraz maja wplyw na stabilnos¢ poliltA)mRNA [48]. Obecnos$¢ ogona
poli(A), do ktérego wiaza si¢ biatka PAB, nie jest konieczna do translacji, jednak
majace go transkrypty charakteryzuja si¢ znacznie wigksza wydajnoscia tego
procesu. Biatka PAB oddziatuja z czynnikiem inicjacji translacji elF4G. Jednocze$nie
ich interakcja z biatkiem wiazacym czapeczke elF4E powoduje cyrkularyzacje
mRNA, co utatwia rybosomom recykling [8]. Z drugiej strony taka cyrkularyzacja
zapobiega deadenylacji poprzez poli(A)rybonukleazy (PARN). Deadenylacja jest
pierwszym krokiem prowadzacym do degradacji transkryptu [30]. Biatka PAB
ponadto mogg by¢ zaangazowane w regulacje czasu poltrwania czasteczek mRNA
zawierajacych specjalne sekwencje decydujace o ich stabilnosci, takie jak elementy
bogate w AU (ARE) oraz mCRD [30]. Jest to szczegolnie wazne dla ziaren pytku,
w ktérych magazynowana jest duza pula dlugowiecznego mRNA, a kielkowanie i
wzrost tagiewki pytkowej zwigzane sg z globalng inicjacja syntezy bialek niezaleznej
od procesu transkrypcji. W zwiazku z tym moment rozpoczgcia translacji oraz okres
pottrwania mRNA musi podlegaé scistej kontroli.

Badania u A. thaliana [55], ryzu [20] oraz pomidora [72] wykazaly, ze ponad
9% proteomu ziarna pytku uczestniczy w dojrzewaniu bialek, z tego az 75% bierze
udzial w okreslaniu ich przeznaczenia (np. chaperoniny, cyklofiliny). Pozostaje to w
zgodzie z hipoteza, ze dojrzale ziarno pytku ma gotowa maszyneri¢ niezbedng do
syntezy i dojrzewania bialek zaraz po jego uwodnieniu [55].

TRANSPORT BLONOWY

Liczne badania eksperymentalne dowiodty, ze decydujace znaczenie dla wzrostu
tagiewki pylkowej maja gradienty takich jondéw, jak: Ca’’, Cl, K* oraz H".
Molekularna tozsamos¢ transporterow odpowiedzialnych za ich utrzymanie pozosta-
wala dlugo nieznana. Dopiero badania transkryptomu ziarna pylku za pomoca
mikromacierzy pozwolily na zidentyfikowanie gendw kodujacych bialka uczestniczace
w transporcie jonéw. W genomie A. thaliana wykryto 1269 gendéw kodujacych
transportery, z tego 757 transkryptow znajdowato si¢ w transkryptomie meskiego
gametofitu. 16% tej liczby, czyli 124 geny, w tym AHA6, CNGC18, TIP1.3 i CHX08
sa specyficzne dla pylku lub ulegaja ekspresji na wysokim poziomie [10].

Wzrost tagiewki pylkowej zachodzi w sposéb pulsacyjny, towarzysza mu oscylacyj-
ne zmiany w stezeniu Ca*>", CI', K* i protonéw. Transport jondéw i metabolitow w
ziarnie pylku konieczny jest nie tylko do pobierania sktadnikow odzyweczych,
utrzymania metabolizmu oraz produkcji energii podczas wzrostu, ale jest takze
zwigzany z sygnalizacja komorkowa, rozwojem oraz odpornoscia na stres [27]. Sie¢
sygnalizacyjna moduluje pompy, przenosniki i kanaly w czasie i przestrzeni tak, aby
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zgra¢ naplyw jondw, ich gradient oraz oscylacje. Poziom transkryptéw gendw
kodujacych znane i przypuszczalne transportery blonowe osiaga znacznie wyzszy
poziom w dojrzatym ziarnie pytku anizeli w mikrosporze. Podkresla to ich znaczenie
podczas wzrostu tagiewki pytkowej [10].

W utrzymaniu gradientu Ca*>" oraz jego oscylacjach przypuszczalnie wazng role
odgrywaja kanaly wapniowe, takie jak: CNGC oraz pompy wapniowe ACA
(autoinhibited Ca’' -pumping ATPases) [10]. Genom Arabidopsis koduje 14 takich
pomp, 10 z nich jest kontrolowana przez Ca*/kalmoduling. Geny ACA10 oraz ACAI3
ulegaja ekspresji we wczesnych etapach dojrzewania ziarna pytku [37]. Do p6znych
genéw pyltkowych naleza ACA2, ACA7 oraz ACAY. Gen ACAY ulega ekspresji w
ziarnie pytku na bardzo wysokim poziomie, a jego produkt jest zlokalizowany w blonie
plazmatycznej [68]. Uwaza si¢, ze kodowana przez gen ACAY pompa wapniowa
w rosnacej tagiewce pytkowej moze bra¢ udzial w utrzymaniu homeostazy Ca®’,
uczestniczy¢ w powstawaniu oscylacji wapniowych na wierzchotku, a takze
zapobiega¢ wzrostowi poziomu tych jonéw do poziomu cytotoksycznosci poprzez
wypompowywanie na zewnatrz jonéw Ca’>" pobieranych przez kanaly wapniowe.
Homozygotyczne mutanty genu aca9 (tab. 2) miaty obnizona ptodnosé, ziarna pytku
stabo kietkowaly, a wzrost tagiewek ulegal zahamowaniu [68].

Innym transporterem jonowym, ktorego transkrypty ujawniono w ziarnie pytku
A. thaliana, jest bialko MIA (At5g23630), funkcjonujace jako P5 ATPaza [38].
Mutacje w genie MIA powoduja brak rozpadu tetrad na pojedyncze mikrospory, ktore
pozostaja otoczone gruba, elektronowo gesta Sciang. Btona komorkowa mikrospor
czesto odrywa sie od Sciany, co prawdopodobnie jest spowodowane zaburzona
gospodarka kationowa i problemami z utrzymaniem turgoru. Analiza mikromacierzy
u takich mutantow ujawnila spadek ekspresji genow zaangazowanych w $ciezke
wydzielnicza, metabolizm $ciany komodrkowej i sygnalizacje komérkowa. Biatko MIA
obecne bylo w retikulum endoplazmatycznym oraz matych pecherzykach pochodzenia
retikularnego. Przypuszcza sig, ze biatko to bierze udziat w kontroli szlaku wydzielni-
czego. Prawdopodobnie wplywa na biogenezg biatek oraz transport poprzez regulacje
homeostazy jonowej w kompartmentach sciezki wydzielniczej [38].

W utrzymaniu oscylacji protondw w rosnacej fagiewce pytkowej biora prawdo-
podobnie udzial pompy H'" (np. AHA3, AHA6, AHAS8 i AHA9), kotransportery H"
(np. CHX) oraz kanatly anionowe (np. CLC), ktére zmieniaja potencjat blonowy i
pH [10]. Gen AHA3 ulega transkrypcji na wysokim poziomie podczas wczesnych
etapow rozwoju meskiego gametofitu. Natomiast geny AHA6, AHAS i AHAY naleza
do specyficznych péznych gendw pytkowych. Geny AHA koduja H™-ATPazy typu
P. Powstaly gradient protonowy wykorzystywany jest do pobierania sktadnikdw
odzywczych. Nie mozna tez wykluczy¢ udziatu H'-ATPazy typu P w odkladaniu
sktadnikéw $ciany komorkowej oraz w sygnalizacji miedzykomodrkowej [61]. U obser-
wowanych mutantéw aha3 Arabidopsis thaliana dochodzito do obumierania
meskiego gametofitu juz we wezesnych etapach jego rozwoju (tab. 2).

W dojrzatym ziarnie pytku wystepuje wysoki poziom transkryptéw kodujacych kanaty
K'-SPIK (AKT6) oraz SKOR [10]. Wydaje sig, ze dla wzrostu fagiewki pytkowej wazny
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jest kanat K" AKT6, ktorego gen ulega w ziarnie pytku specyficznej transkrypcji.
Udowodniono, ze jony potasu moga odpowiadac za elongacj¢ komorek oraz transdukcje
roznych sygnalow [16], a takze wraz z innymi osmoprotektantami za utrzymanie turgoru
[53]. W rosnacej tagiewce pylkowej potencjatozalezny kanat SPIK odpowiada za naptyw
do jej wnetrza jonow K. Analiza mutanta spik-1 (tab. 2) wykazala, ze wzrost rosnacych
in vitro tagiewek pytkowych ulegat zahamowaniu, pomimo obecnosci w pozywce
fizjologicznej ilosci K. Natomiast w warunkach in vivo mutacja uniemozliwiata im
konkurowanie w stupku z tagiewkami typu dzikiego [53]. Kanal SKOR jest
przepuszczalny zaréwno dla kationéw jednowartosciowych, takich jak K, jak i
dwuwartosciowych jonéw Ca”". Jego aktywno$é regulowana jest cytoplazmatycznym
pH — obnizenie pH powoduje hamowanie jego przepuszczalnosci [4].

Innymi waznymi dla wzrostu tagiewki pylkowej kanalami sa kanaly jonowe
regulowane cyklicznymi nukleotydami, np. AtCNGC16 (At3g480110). Prawdopo-
dobnie sa one zaangazowane w kontrole cytozolowego poziomu Ca®'. Podniesienie
poziomu cAMP lub cGMP powoduje naptyw jonéw Ca*", czego efektem jest wzrost
poziomu wapnia w cytoplazmie tagiewki pylkowej. Sugeruje si¢, ze kanaty AtCNGC
sa regulowane zaréwno poprzez cykliczne nukleotydy, jak i kalmoduling, bowiem
maja miejsca wigzania dla obu tych molekul. Poniewaz wiadomo, ze cAMP ma
wplyw na wzrost oraz orientacj¢ tagiewki pytkowej, uwaza sig, ze kanat AtCNGC16
petni role lacznika pomiedzy wzrastajacym poziomem cAMP i Ca’’ [5,10].

Kietkowanie, a w szczegdlnosci wzrost tagiewki pytkowej wymagaja dostarczania
duzej ilosci cukrow. U A. thaliana zidentyfikowano ekspresje kilku gendw, naleza-
cych do rodziny STP oraz SUC, ktérych produkty biatkowe moga uczestniczy¢ w
tym procesie. Biatka nalezace do rodziny STP funkcjonuja jako transportery
H'/monocukier. W dojrzewajacym ziarnie pytku wykryto transkrypty 5 transporterow
monosacharydowych podlegajace odmiennej regulacji podczas jego rozwoju. Gen
AtSTP2 ulega transkrypcji we wezesnych etapach dojrzewania ziarna pytku. Trans-
krypty gendw AtSTPY, -4, -6 oraz -11 sa obecne w dojrzalym ziarnie pytku,
natomiast ich produkty biatkowe pojawiaja si¢ dopiero po wykietkowaniu tagiewki
pytkowej [70,71]. Poziom transkryptow genow AtSTP w dojrzalym pytku jest bardzo
wysoki, a AtSTP11 (tab. 2) nalezy do 50 genéw o najwyzszym poziomie ekspresji
w uwodnionym ziarnie pylku [5]. Stad wydaje sig, ze jest on w gtdownej mierze
odpowiedzialny za dostarczanie monosacharydow do rosnacej tagiewki pytkowe;j.

Niespecyficzne geny pytkowe ulegajace selektywnej ekspresji w ziarnie pytku w
stosunku do innych czlonkéw tej samej rodziny takze odgrywaja wazna role podczas
wzrostu tagiewki. Przykladem tego rodzaju biatka jest symporter H'/sacharoza
(At1g71880). Jest jedynym przedstawicielem rodziny SUC ulegajacym ekspresji na
wysokim poziomie w trojkomorkowym ziarnie pytku. Mutanty hap3 (genu SUCT)
kietkuja, ale jego tagiewki pylkowe sa krétkie i nie przerastaja tkanek stupka. Sugeruje
to wazng rolg SUCI (tab. 2) w pobieraniu sacharozy podczas wzrostu lagiewki
pytkowej [39].

W ziarnie pytku 4. thaliana wykryto réwniez transkrypty transporterow ABC,
AGAP (aminokwaséw), oligopeptydow oraz grup nitrowych (OPT i POT) [10].



270 K. RAFINSKA, K. ZIENKIEWICZ, E. BEDNARSKA

TABELA. 2. Charakterystyka funkcjonalna biatek zaangazowanych w transport blonowy
w dojrzewajacym ziarnie pylku 4. thaliana (wg [43]., zmienione)

ACAY9 |Blona tagiewki pylkowej Pompa Ca>" wazna dla utrzymania [68]
homeostazy Ca*"
AHA3 |P6zna mikrospora i komérka |Pompa H* generujaca sile do pobierania [61]
przechodzaca mitoze sktadnikéw odzywezych
SPIK |Ziarno i fagiewka pylkowa Pobieranie jondw K™ potrzebnych do wzrostu |[53]
lagiewki pytkowe;j
STP11 |Bialko wystepuje wylacznie |Dostarczanie monosacharydéw do rosnacej |[70]
w lagiewce pylkowej fagiewki pylkowej
SUC1 |Blona tagiewki pytkowe;j Pobieranie sacharozy przez rosnaca lagiewke |[73]
pylkowa
CYKL KOMORKOWY

U wigkszosci zbadanych gatunkéw jadro komorki wegetatywnej zatrzymane jest
w fazie G1 cyklu komorkowego. Analiza mikromacierzy ATH1, ktora zawiera sondy
dla okoto 90% podstawowych gendow cyklu komérkowego A. thaliana, pozwolita
na hipotetyczne wyjasnienie mechanizmu zatrzymania cyklu komérkowego dojrzatego
ziarna pytku [58]. W transkryptomie ziarna pytku catkowicie brak mRNA czynnika
transkrypcji E2F-DP, ktory jest konieczny do przejscia cyklu komdrkowego oraz
cyklin typu D3, w tym cykliny CYCD3;1 promujacej wejscie w fazg S [21]. Cyklina
D w komorkach somatycznych tworzy kompleks z zalezna od cyklin kinaza typu
A (CDKA), ktéra fosforyluje biatko retinoblastoma (Rb). Ufosforylowana forma Rb
oddysocjowuje od kompleksu E2F/DP1, co umozliwia transkrypcje genow niezbed-
nych do przejscia z fazy G1 do S [79]. W przypadku braku cykliny D, czynnik
transkrypcyjny E2F tworzy kompleks z nieufosforylowana forma Rb. Kompleks ten
wiazac si¢ z odpowiednimi genami hamuje ich ekspresje.

Ponadto w dojrzatym ziarnie pytku odnotowano wysoki poziom transkryptéw biatek
DEL (DP-E2F-like), podobnych do bialek E2F, ale niemajacych domeny odpowie-dzialnej
za aktywacje transkrypcji. Moga one taczy¢ si¢ z miejscami wigzania E2F. Wiazanie to
jednak nie aktywuje transkrypcji odpowiednich genow [50]. W ziarnie pytku A. thaliana
ujawniono wysoki poziom ekspresji biatek CKS1 oraz CKS2, o ktérych wiadomo, ze
oddzialuja z CDK i powoduja zatrzymanie cyklu komorkowego [58].

Komorka generatywna ziarna pytku przechodzi petny cykl komérkowy, bowiem
dzieli si¢ mitotycznie na dwie komorki plemnikowe. Cykl komorkowy komorek
plemnikowych jest bardzo stabo poznany. Najbardziej prawdopodobne wydaje sie,
iz — podobnie jak u innych organizmdéw rozmnazajacych si¢ plciowo — do
zaplodnienia pozostaja w fazie G1. Natomiast badania wykazaly, ze jadra komorek
plemnikowych A. thaliana w czasie pylenia znajduja si¢ juz w fazie S i tuz przed
zaptodnieniem osiagaja faze G2 [28]. Informacja ta wydaje si¢ pozostawaé w
zgodzie z wynikami badan transkryptomu dojrzatego ziarna pytkowego A. thaliana.
W dojrzatym ziarnie pytku w przewazajacej ilosci wystepuja transkrypty duzej



TRANSKRYPTOM I PROTEOM PYLKOWY 271

komorki wegetatywnej, ale sa tam rowniez obecne transkrypty dwu matych komorek
plemnikowych. W ziarnie pytku wsrod transkryptow cyklu komérkowego wykryto
wiele charakterystycznych dla przejscia z fazy G2 do M m.in. CDKA/B, CYCA,
CYCB, CDKD, CYCH. Niektére z nich np. CYCA2;1, CYCB3;1 [5] oraz
CYCA1;2 maja liczne transkrypty [58]. Ponadto wykryto transkrypt AtMYB3R-4,
ktérego najblizszymi homologami sa geny tytoniu NtmybAl oraz NtmybAZ2. Produkty
biatkowe tych genow stanowig elementy aktywatorowe roslinnych promotorow cyklin
typu B, ktore towarzysza przejsciu G2/M [3]. W ziarnie pytku kompleksy cyklina-
cyklinozalezna kinaza, ktore odpowiadaja za wejscie w mitoze, sa prawdopodobnie
utrzymywane w formie nieaktywnej (pre-MPF). Zidentyfikowano tam bowiem
transkrypty genu WEEI, kodujacego kinaz¢ utrzymujaca tzw. fosforylacje hamujaca
pre-MPF. Bardzo niski poziom transkrypcji wykazuje natomiast gen fosfatazy
CDC235, ktorego biatkowy produkt méglby uaktywnia¢ kompleksy cyklin z kinazami.
Na tej podstawie wysunigto hipoteze, ze komorki plemnikowe moga by¢ zrédtem
transkryptow lub biatek odpowiedzialnych za wejscie zygoty w mitoze [58]. Badania
u Zea mays wykazaly jednakze, ze tuz po zaptodnieniu gwaltownie wzrasta ilos¢
transkryptow gendw, ktorych produkty uczestnicza w replikacji [22], a ponadto
jeszcze przed pierwszym podzialem zygoty de novo transkrybowane sa geny
regulatorowe cyklu komorkowego [66].

Interesujacy wydaje si¢ fakt, ze podczas analizy transkryptomu dojrzalego ziarna
pytkowego A. thaliana nie wykazano w nim transkryptow zaangazowanych w
Sciezke smallRNA. Jesli zostanie to potwierdzone poprzez badania funkcjonalne,
komoérka wegetatywna ziarna pylku bedzie pierwsza znana struktura niemajaca
potranskrypcyjnego mechanizmu wyciszajacego [6,58].

TRANSKRYPTOM KOMORKI GENERATYWNEJ
ORAZ KOMOREK PLEMNIKOWYCH

Analiza transkryptomu komorki generatywnej Lilium longiflorum za pomoca znacznikow
EST dowiodla, iz wiekszos¢ jej transkryptomu stanowia geny zaangazowane w naprawe
DNA, aktywacje cyklin oraz ubikwitynizacje [56]. Na obecnym etapie badan wydaje sieg,
ze zadna inna komorka roslinna nie wykazuje tak wysokiego stopnia specyficznosci
transkryptéw jak komorka generatywna. Podobnie wysoki poziom specyficznosci
obserwowany jest w komorkach spermatogennych myszy oraz jadrach Drosophila [56)].

Dzigki zastosowaniu metody FACS udato si¢ wyizolowaé¢ komérki plemnikowe A.
thaliana, powstate po podziale komorki generatywnej oraz przeprowadzi¢ analize
transkryptomu na mikromacierzy ATH1 [12]. Najwyzszy poziom ekspresji zaobserwo-
wano w kategoriach: metabolizm DNA (w szczegdlnosci replikacja oraz naprawa),
programowana destrukcja bialek poprzez ubikwitynizacje i cykl komorkowy. Proces
degradacji biatek przez ubikwitynizacj¢ odgrywa wazna rolg podczas spermatogenezy
ssakow, w zastgpowaniu histonéw protaminami oraz w innych kluczowych procesach
gametogenezy oraz zaptodnienia [12]. U roslin proces zamiany histonéw na protaminy
podczas spermatogenezy obserwowano u niektdrych gatunkéw glonow [59].
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W transkryptomie komorek plemnikowych A. thaliana wykryto tez obecnosé
czynnikdw transkrypcyjnych. Sa to trzy czynniki typu Dof (At3g47500, At5g39660,
At5g62430)[12], prawdopodobnie wiazace pytkowo specyficzne promotory AtGEX1
i AtGEX2 [25]. Najwyzszy poziom wsérdd czynnikdéw transkrypeyjnych wykazuja
czynniki MYB. Zdecydowanie mniej liczne sg natomiast czynniki transkrypcyjne
scarecrow nalezace do rodziny GRAS [11]. Ich rola w komérkach plemnikowych
pozostaje nieznana. Natomiast w komdrkach merystemu korzenia 4. thaliana biora
udzial w asymetrycznym podziale i tworzeniu radialnego (promienistego) wzorca
roznicowania [32].

Geny o wysokim poziomie ekspresji w komoérkach plemnikowych prawdopodobnie
odgrywaja wazna role w rozwoju meskich gamet oraz zaptodnieniu. Do tej grupy
gendw mozna zaliczy¢ geny kodujace biatko (47/g23210) nalezace do rodziny
hydrolaz glikozylowych. U ssakéw hydrolaza glikozylowa PH-20 zlokalizowana jest
w blonie akrosomalnej, gdzie odgrywa wazna rolg podczas adhezji plemnika do
ostony przejrzystej jaja [44]. Przed zaptodnieniem plemniki ssakow przechodza proces
kapacytacji polegajacy na wewnatrzkomorkowej alkalinizacji oraz zmianie potencjatu
blonowego. Zachodzi on wskutek naptywu do wnetrza komérki jonow Ca®’ i
wyplywu z komorki jondw K. Sugeruje sie, ze w meskich gametach roslin moze
zachodzi¢ proces podobny do kapacytacji plemnikéw, bowiem w komorkach
plemnikowych Arabidopsis thaliana wystepuje wysoki poziom transkryptéw genu
AtTPK2 (KCO?2), ktérego produkt odpowiada za homeostaze K [12]. Inne biatka
kanatowe ulegajace ekspresji na wyzszym poziomie w komodrkach plemnikowych
anizeli w ziarnie pytku prawdopodobnie odpowiadaja za utrzymanie turgoru
(MSL2\At5g10490, MSL3\At1g58200) [12].

W komorkach plemnikowych wydaje si¢ tez funkcjonowaé system sygnalizacji,
aczkolwiek niektore skomplikowane kaskady przekazywania sygnatu wydaja si¢ by¢
uproszczone i specyficzne. Jak wykazaly badania, geny kodujace bialka biorace udziat
w sygnalizacji maja ograniczona ekspresjg, np. ekspresji ulega tylko kilku przedsta-
wicieli z rodziny kinaz receptorowych lektyn, jeden przenosnik auksyn oraz jeden
przedstawiciel rodziny kinaz MAPKK3 [12]. Geny kinaz MAPKKK 19-\At3g50310
oraz MAPKKK20\At5g40440 ulegaja ekspresji na bardzo wysokim poziomie, a
zarazem sa specyficzne dla komorek plemnikowych.

Jednym z najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje ekspresji
gendw jest metylacja chromatyny. Poziom ekspresji genu zwiazany jest ze stopniem
metylacji DNA w sekwencji promotora, im jest on wiekszy, tym stabsza ekspresja
danego genu. U Eukariota mamy do czynienia z dwoma typami metylacji: syme-
tryczng CG lub CNG oraz niesymetryczna (non-CG). Poprzez metylacj¢ kontro-
lowane sg istotne procesy zwigzane z rozwojem organizmu [52]. Wiadomo, ze
podczas wezesnych faz rozwoju u ssakéw dochodzi do zmiany wzorca metylacji.

Analiza transkryptomu komorek plemnikowych A. thaliana vjawnita obecnosé
transkryptow gendéw odpowiedzialnych za epigenetyczna kontrole genomu (tab. 3).
Wsrdd nich najwyzszy poziom ekspresji wykazywaly: AGO9, DDM1, DRB4, MET]1
oraz SUVHS5 [12]. Odpowiadaja one za RdADM — metylacje DNA kontrolowana
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TABELA 3. Geny zaangazowane w RADM, ktérych ekspresje wykazano w komorkach
plemnikowych A. thaliana (wg [12, 53])

Gen Numer AGI | Aktywno$¢ Funkcja

NRDP1b | At2g40030 |Podjednostka polimerazy IVb Metylacja DNA de novo

DDM1 At5g66750 |SWI2/SNF2-czynnik Utrzymanie metylacji CG
remodelujacy chromatyne

HEN1 At4g20910 |Metylaza RNA Metylacja 21-24 nt siRNA

METI1 At5g49160 |Metylotransferaza DNA Utrzymanie metylacji CG

SUVHS5 |At2g35160 |Metylotransferaza lizyny 9 Metylacja histonu, utrzymanie
histonu H3 metylacji non-CG przez CMT3 [23]

przez siRNA [81]. Jednakze brak czesci transkryptow bioracych udzial w $ciezce
siRNA, np. CMT3 i CL3 moze $wiadczy¢ o innym jej przebiegu w komodrkach
plemnikowych [12]. Niewykrycie transkryptow szlaku siRNA w transkryptomie
catych ziaren pylkowych moglo by¢ efektem ,,rozcienczenia”, wynikajacego z bardzo
niskiego ich poziomu w poréwnaniu z transkryptami charakterystycznymi dla komorki
wegetatywnej [58]. W tej sytuacji transkrypty plemnikowe mogly by¢ traktowane
przez oprogramowanie do sczytywania mikromacierzy jako tto.

W epigenetyczna kontrole genomu komorek plemnikowych prawdopodobnie
zaangazowana jest takze czasteczka Morpheus' 1 (MOMI1), ktora odpowiada za
niezalezne od metylacji DNA wyciszanie wysoce powtarzalnych sekwencji [78].

Najwyzszy poziom ekspresji w komoérkach plemnikowych A. thaliana wykazywat
gen At13g62230 kodujacy biatko F-box. Ponadto w transkryptomie stwierdzono
obecnos¢ wielu innych biatek z grupy F-box. C-koniec bialka F-box zawiera domeny
odpowiedzialne za specyficznos¢ wiazania substratu, ktory jest pdzniej celem
degradacji poprzez kompleks SCF ubikwityna-ligaza. Tak duza ilo$¢ i réznorodnosé
transkryptow odpowiedzialnych za degradacje bialek jest niezbedna do rozktadu
molekut potrzebnych podczas wczesnych etapéw mikrogametogenezy, np. regulato-
réw cyklu komorkowego [12]. Wydaje si¢ rowniez, ze transkrypty lub biatka przecho-
wywane w komorkach plemnikowych moga by¢ przenoszone do komérki jajowej
oraz centralnej, a po zaplodnieniu odgrywaé¢ wazng role podczas wezesnego rozwoju
embrionalnego.

ZAKONCZENIE

Przestawione przez nas wyniki badan transkryptomu i proteomu pytkowego
stanowia niewatpliwie ogromny krok naprzéd w zrozumieniu genetycznych mecha-
nizmow rozwoju i réznicowania si¢ meskiego gametofitu roslin okrytonasiennych.
Na uwage zastuguje fakt, iz badania proteomu pytkowego takich gatunkéw, jak
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Arabidopsis czy Oryza, w duzym stopniu potwierdzaja i uzupetniaja wyniki badan
prowadzonych przy uzyciu mikromacierzy. Uzyskane informacje nie tylko znacznie
powigkszaja obecna wiedzg na temat molekularnych podstaw plciowego rozmnazania
roslin, ale takze stawiaja szereg nowych pytan i problemdw, z ktoérymi zmierza si¢
embriolodzy roslin. Przykladem jest choc¢by niezwykle ciekawa kwestia niewykrycia
w komorce wegetatywnej ziarna pytku 4. thaliana aktywnosci genéow zwigzanych
ze szlakiem matych RNA odpowiedzialnych za wyciszanie genow, czy tez wybiorcza
ekspresja specyficznych czynnikow transkrypcyjnych z rodziny bloku MADS. Nie
jest wykluczone, Ze regulacja ekspresji genow w komodrkach meskiego gametofitu
roslin okrytonasiennych przebiega w odmienny sposob anizeli w tkankach wegetatyw-
nych. Niewatpliwie kolejna dekada badan transkryptomu i proteomu pytkowego
pozwoli odpowiedzie¢ na stawiane obecnie pytania.
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