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Immunolocalization of lipoxygenase in the microspore of Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw.

(Otrzymano:14.07.2005)

S u m m a r y
Localization of lipoxygenase (LOX) in the microspore of Gagea lutea (L.)

Ker.-Gaw. was investigated with the immunogold labelling method. The enzyme was
found in the cytoplasm, nucleus and sporoderm. The most intensive reaction was
observed in the cytoplasm, where the immunogold particles were sometimes grouped
into clusters of several or more and showed the highest density. The smallest amount
of particles occured in the sporoderm. The role of lipoxygenase in the microspore
is discussed.
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WSTÊP

Lipoksygenaza jest enzymem wystêpuj¹cym w komórkach ro�linnych i zwie-
rzêcych. Bierze udzia³ w wielu kluczowych procesach komórkowych ro�lin, ale jej
fizjologiczna funkcja nie jest dotychczas dok³adnie poznana. Wed³ug niektórych
doniesieñ literaturowych wysoka aktywno�æ lipoksygenazy jest zwi¹zana z wczesny-
mi stadiami rozwoju ro�lin (M a t s u i  i in., 1988; H o l t m a n  i in., 1996; S c h m i t t
i  V a n  M e c h e l e n, 1997). Lipoksygenaze wyizolowano z rozwijaj¹cych siê
ziarniaków jêczmienia i z 48-godzinnych siewek ³ubinu (B e n e y t o u t   i  in., 1988;
S c h m i t t  i  V a n  M e c h e l e n, 1997). W kwiatach Brassica sp. opisano wyj¹tkowo
wysok¹ aktywno�æ lipoksygenazy w porównaniu z li�æmi i owocami (G a l l i a r d
i  C h a n, 1980).

W prezentowanej pracy przedstawiamy rozmieszczenie lipoksygenazy w mi-
krosporze z³oci ¿ó³tej (Gagea lutea) przy u¿yciu metody immunoz³otowej.

MATERIA£ I METODY

Materia³ ro�linny

Ro�liny Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw. (Liliaceae) zbierano z naturalnych sta-
nowisk w okolicach Nowego Nartu w styczniu 2003. Pylniki izolowano z p¹ków
kwiatowych, zamkniêtych wewn¹trz cebul. Po sprawdzeniu stadium rozwoju
(w tym celu utrwalone pylniki rozgniatano w acetokarminie i obserwowano
w mikroskopie �wietlnym), pylniki utrwalano w mieszaninie alkoholu etylowego
i kwasu octowego (3:1).

Mikroskopia fluorescencyjna

W celu obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym, pylniki z mikrosporami
p³ukano trzykrotnie w wodzie, rozgniatano w mieszaninie roztworu 1 µg·ml 1 DAPI
w PBS i gliceryny. DAPI stosowano w celu zabarwienia DNA (W ê d z o n y, 1996). Tak
wybarwione mikrospory ogl¹dano w mikroskopie Nikon  Optiphot przy d³ugo�ci
fali 400 nm.

Immunolokalizacja lipoksygenazy

Ma³e fragmenty (2-3mm) pylników Gagea lutea utrwalano w 2% roztworze
aldehydu glutarowego w 0,1 M roztworze PBS przez 24 godziny w temperaturze 4°C.
Fragmenty poddane preparatyce p³ukano trzykrotnie buforem PBS i 0,5 M roztworem
chlorku amonu w PBS. Skrawki odwadniano w alkoholu i zatapiano w ¿ywicy LR
White (Sigma). Ultracienkie skrawki montowano na siatkach niklowych i przemywa-
no 0,56 M nadjodanem sodu, wod¹ destylowan¹ i 0,1 M HCl. Nastêpnie siatki inku-
bowano w 1% roztworze BSA przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po trzykrot-
nym p³ukaniu siatek w roztworze PBS-BSA inkubowano je w roztworze króliczych
przeciwcia³ anty-LOX w rozcieñczeniu 1:1000 w buforze PBS-BSA. Nastêpnie p³uka-
no siatki buforem PBS-BSA i inkubowano przez 40 minut z drugimi przeciwcia³ami
anty-króliczymi sprzêgniêtymi ze z³otem w rozcieñczeniu 1:50. Siatki po reakcji
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p³ukano wod¹ dejonizowan¹ i suszono w temperaturze pokojowej. Dodatkowo wyko-
nano reakcje kontrolne, w których materia³ na siatkach inkubowano z pominiêciem
króliczych przeciwcia³ anty-LOX. Siatki kontrastowano 2% octanem uranylu i p³y-
nem Reynoldsa. Obrazy analizowano przy u¿yciu mikroskopu elektronowego LEO-
Zeiss 912AB.

WYNIKI

Mikrospora Gagea lutea ma regularny, owalny kszta³t, a jej powierzchnia wi-
doczna w mikroskopie �wietlnym jest g³adka. Wiêksz¹ czê�æ (oko³o 2/3) objêto�ci mi-
krospory zajmuje cytoplazma. Kuliste j¹dro mikrospory w zale¿no�ci od stadium jej
rozwoju u³o¿one jest w ró¿nym miejscu. Lipoksygenazê lokalizowano w mikrosporach
z j¹drem umieszczonym centralnie, takich jak pokazano na ryc. 1. Mikrospory w bada-
nym stadium rozwoju zawieraj¹ gêst¹ cytoplazmê, krótkie i nieliczne cysterny siateczki
�ródplazmatycznej, niewielk¹ liczbê organelli takich jak plastydy i mitochondria; j¹-
dro mikrospory wype³nia chromatyna, która jest znacznie gêstsza dla elektronów ni¿
cytoplazma (ryc. 2). W cytoplazmie obserwowano cz¹steczki z³ota wskazuj¹ce na obec-
no�æ lipoksygenazy. Cz¹steczki wystêpowa³y licznie i do�æ równomiernie na terenie
ca³ej cytoplazmy mikrospory (ryc. 3). Sporadycznie znajdowano cz¹steczki z³ota zebra-
ne w wiêkszych grupach. Na obrazie w mikroskopie elektronowym j¹dro mikrospory

Ryc. 1. Mikrospora Gagea lutea. Mikroskop fluorescencyjny. Barwienie DAPI. 800 x.

Fig. 1. Microspore of Gagea lutea. Fluorescence microscope. DAPI staining.

Ryc. 2  7. Mikrospora Gagea lutea. ME.

Fig. 2  7. Microspore of Gagea lutea. ME.

Ryc. 2. Fragment mikrospory. N  j¹dro, C  cytoplazma, M  mitochondrium, P  plastyd.

Fig. 2. Fragment of microspore. N  nucleus, C  cytoplasm, M  mitochondrion, P  plastid.
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wykazuje zró¿nicowan¹ strukturê  bardziej elektronogêsta chromatyna poprzedziela-
na jest obszarami rzadszymi dla elektronów (ryc. 4). W j¹drze znajdowano cz¹steczki
z³ota wykazuj¹ce obecno�æ lipoksygenazy. Cz¹steczki by³y rozmieszczone równomier-
nie, ale by³o ich znacznie mniej ni¿ w cytoplazmie.

Najmniej liczne cz¹steczki immunoz³ota obserwowano w egzynie sporoder-
my okrywaj¹cej mikrosporê. Ta zewnêtrzna czê�æ sporodermy mikrospory z³oci ¿ó³-
tej jest zbudowana z wyra�nie widocznych w mikroskopie elektronowym dwu warstw
przedzielonych przestworami i kanalikami (ryc. 5). W takiej sporodermie obserwo-
wano nieliczne cz¹steczki immunoz³ota. Niekiedy cz¹steczki te tworzy³y ma³e sku-
pienia  jednak nigdy nie obserwowano grup z³o¿onych z wiêcej ni¿ trzech cz¹ste-
czek (ryc. 6).

W celu okre�lenia specyficzno�ci reakcji immunoz³otowej przeprowadzono
reakcjê kontroln¹. Reakcjê przeprowadzono z pominiêciem pierwszego przeciwcia³a.
W cytoplazmie i j¹drze mikrospory taka reakcja nie wykaza³a obecno�ci cz¹steczek
z³ota (ryc. 7).

Ryc. 3. Cz¹steczki immunoz³ota w cytoplazmie (strza³ki). Zwraca uwagê du¿a gêsto�æ cz¹steczek
immunoz³ota. N  j¹dro, C  cytoplazma.

Fig. 3. Immunogold particles in the cytoplasm (arrows). Note the high density of the gold particles.
N  nucleus, C  cytoplasm.

Ryc. 4. Czê�æ j¹dra z cz¹steczkami z³ota (strza³ki).

Fig. 4. Fragment of nucleus with the gold particles (arrows).



87Immunolokalizacja lipoksygenazy w mikrosporze Gagea lutea (L.) Ker. Gaw.

Ryc. 5. Fragment sporodermy mikrospory i komórek wewnêtrznej warstwy �ciany pylnika.
E  egzyna.

Fig. 5. Fragment of the microspore sporoderm and the cells of inner layers of the anther wall.
E  exine.

Ryc. 6. Cz¹steczki z³ota (strza³ki) w sporodermie mikrospory.

Fig. 6. Gold particles (arrows) in the microspore sporoderm.

Ryc. 7. Kontrola. Czê�æ j¹dra (N). C  cytoplazma.

Fig. 7. Control. Fragment of the nucleus (N). C  cytoplasm.
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DYSKUSJA

Lipoksygenazê zlokalizowano w cytoplazmie, j¹drze i sporodermie mikrospo-
ry Gagea lutea. Najintensywniejsz¹ rekacjê obserwowano w cytoplazmie, gdzie cza-
steczki immunozlota niekiedy by³y zgrupowane po kilka lub kilkana�cie i wykazy-
wa³y najwiêksze zagêszczenie. Podobnie, wykazano obecno�æ lipoksygenazy w cy-
toplazmie komórek parenchymy u kie³kuj¹cych nasion soi (Ve r n o o y - G e r r i t -
s e n   i in., 1984). W cytoplazmie tych komórek lipoksygenaza by³a rozmieszczona
w sposób przypadkowy. Wewn¹trz komórek, tak¿e mikrospor, syntetyzowane s¹ ró¿ne
sk³adniki ³¹cznie z substancjami t³uszczowymi czy b³onami. Lipoksygenaza jest en-
zymem rozpoczynaj¹cym szlak przemian zwanym �szlakiem lipoksygenazowym�,
w wyniku którego powstaj¹ zwi¹zki zaanga¿owane w wielu procesach zachodz¹cych
w cytoplazmie. W³a�nie w cytoplazmie mikrospory obserwowano wyj¹tkowo liczne
cz¹steczki z³ota wskazuj¹ce na obecno�æ lipoksygenazy. Enzym znajdowano tak¿e
w pobli¿u b³on wewn¹trz komórki. Lipoksygenazê zwi¹zan¹ z b³onami tylakoidowy-
mi znajdowano ju¿ wcze�niej w chloroplastach niedojrza³ych owoców pomidora
(B o w s h e r  i in., 1992), a tak¿e w b³onach mikrosomalnych, b³onie cytoplazmatycz-
nej i cia³kach t³uszczowych (literatura w F e u s s n e r  i  W a s t e r n a k, 2002).
W mikrosporze z³oci ¿ó³tej nie obserwowano wyra�nego powi¹zania obecno�ci
lipoksygenazy z b³onami.

Najmniej cz¹steczek immunoz³ota wskazuj¹cego na obecno�æ lipoksygenazy
obserwowano w sporodermie mikrospory. Lipoksygenaza wystêpowa³a w zewnêtrz-
nej, nasyconej sporopolenin¹ warstwie sporodermy  egzynie. Pocz¹tkowo prekurso-
ry sporopoleniny syntetyzowane s¹ wewn¹trz mikrospory. Wiadomo, ¿e sporopoleni-
na zbudowana jest z wielu zwi¹zków tworz¹cych polimery pochodnych kwasów t³usz-
czowych oraz w mniejszym stopniu ze zwi¹zków fenylopropanoidowych (literatura
w P i f a n e l l i  i  in., 1998). Obecno�æ lipoksygenazy w warstwie egzynowej
mikrospory, a pó�niej ziarna py³ku ma du¿e znaczenie (S z c z u k a  i in., 2005).
Niektóre zwi¹zki wystêpuj¹ce w szlaku lipoksygenazowym mog¹ nie tylko induko-
waæ programowan¹ �mieræ komórki ale nawet wykazywaæ w³a�ciwo�ci grzybobójcze
lub aktywno�æ mikrobiologiczn¹. Inne, bêd¹ce jednymi z produktów po�rednich
w szlaku liazy wodoronadtlenkowej, s¹ substancjami wabi¹cymi, zapachowymi i od-
grywaj¹ znaczn¹ rolê jako elementy sygnalizacji u ro�lin (P o r t a   i  R o c h a - S o s a ,
2002). W sporodermie ziaren py³ku wielu ro�lin syntetyzowane s¹ lotne substancje,
które dzia³aj¹ wabi¹co albo odstarszaj¹co na owady. Mog¹ one tak¿e odgrywaæ wa¿-
n¹ rolê ochronn¹ w przypadku ataku patogena. W�ród lotnych zwi¹zków syntetyzo-
wanych przez ziarna py³ku wielu ro�lin mo¿na znale�æ m.in. takie zwi¹zki jak ksylen
czy hektadekanony.

Zewnêtrzna warstwa okrywaj¹ca py³ku jest substancj¹ o charakterze lipido-
wym, która wype³nia przestrzenie w zag³êbieniach egzyny. Sk³ad lipidów acylowych
tej okrywy ca³kowicie ró¿ni siê od sk³adu lipidowego wystêpuj¹cego w ziarnach
py³ku. Dla przyk³adu w okrywie py³ku u Brassica napus wystêpuje frakcja niepolar-
nych obojêtnych estrów d³ugo- lub krótko³añcuchowych nasyconych kwasów t³usz-
czowych. W�ród lipidów w ziarnach py³ku stwierdzono obecno�æ triacylogliceroli
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i fosfolipidów, które wzbogacone s¹ w wielonienasycone 18-wêglowe kwasy t³usz-
czowe, g³ównie kwas linolenowy (P i f f a n e l l i   i  in., 1997). W rodzinie Liliaceae
oprócz elajoplastów stwierdzono równie¿ obecno�æ innego typu cia³ka lipidowego
z substancjami t³uszczowymi, którego pochodzenie zwi¹zane jest prawdopodobnie
z ER (P i f f a n e l l i  i  in., 1998). Udzia³ lipoksygenazy w powstawaniu ró¿norodnych
zwi¹zków lipidowych wyja�nia jej lokalizacjê w zewnêtrznej warstwie sporodermy
mikrospory.

WNIOSKI

1. Lipoksygenaza wystêpuje w cytoplazmie, j¹drze i sporodermie mikrospory
Gagea lutea.

2. Najwiêksz¹ ilo�æ cz¹steczek immunoz³ota wskazuj¹cego na obecno�æ
lipoksygenazy obserwowano w cytoplazmie mikrospory; najmniej cz¹steczek znale-
ziono w sporodermie.

3. Lokalizacja lipoksygenazy (przy u¿yciu znakowanych z³otem przeciwcia³)
wskazuje na funkcjonowanie �szlaku lipoksygenazowego� w mikrosporze Gagea
lutea.
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S t r e s z c z e n i e
Metod¹ immunoz³otow¹ badano rozmieszczenie lipoksygenazy (LOX) w mi-

krosporze Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw. Enzym znaleziono w cytoplazmie, j¹drze i spo-
rodermie mikrospory. Najintenywniejsz¹ reakcjê obserwowano w cytoplazmie, gdzie
czasteczki immunoz³ota niekiedy by³y zgrupowane po kilka lub kilkana�cie i wyka-
zywa³y najwiêksze zagêszczenie. Najmniej cz¹steczek wystêpowa³o w sporodermie.
Dyskutowana jest rola lipoksygenazy w mikrosporze.
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