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Immunolokalizacja lipoksygenazy
w mikrosporze Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw.
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Immunolocalization of lipoxygenase in the microspore of Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw.
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Summary

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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WSTEP

Lipoksygenaza jest enzymem wystepujacym w komoérkach roslinnych i zwie-
rzecych. Bierze udzial w wielu kluczowych procesach komérkowych roslin, ale jej
fizjologiczna funkcja nie jest dotychczas dokladnie poznana. Wedlug niektérych
doniesien literaturowych wysoka aktywnos¢ lipoksygenazy jest zwigzana z wczesny-
mi stadiami rozwoju roslin (M atsui iin., 1988; Holtman iin., 1996; Schmitt
i Van Mechelen, 1997). Lipoksygenaze wyizolowano z rozwijajacych si¢
ziarniakow jeczmienia i z 48-godzinnych siewek tubinu (Beneytout i in., 1988;
Schmitt i Van Mechelen, 1997). W kwiatach Brassica sp. opisano wyjatkowo
wysokg aktywnos¢ lipoksygenazy w poréwnaniu z lisémi i owocami (Galliard
i Chan, 1980).

W prezentowanej pracy przedstawiamy rozmieszczenie lipoksygenazy w mi-
krosporze zloci z6itej (Gagea lutea) przy uzyciu metody immunoztotowe;.

MATERIAL 1 METODY

Material roslinny

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

Mikroskopia fluorescencyjna

W celu obserwacji w mikroskopie fluorescencyjnym, pylniki z mikrosporami
plukano trzykrotnie w wodzie, rozgniatano w mieszaninie roztworu 1 pg-ml' DAPI
w PBS i gliceryny. DAPI stosowano w celu zabarwienia DNA (W ¢dzony, 1996). Tak
wybarwione mikrospory ogladano w mikroskopie Nikon Optiphot przy dlugosci
fali 400 nm.

Immunolokalizacja lipoksygenazy

Mate fragmenty (2-3mm) pylnikéw Gagea lutea utrwalano w 2% roztworze
aldehydu glutarowego w 0,1 M roztworze PBS przez 24 godziny w temperaturze 4°C.
Fragmenty poddane preparatyce plukano trzykrotnie buforem PBS i 0,5 M roztworem
chlorku amonu w PBS. Skrawki odwadniano w alkoholu i zatapiano w zywicy LR
White (Sigma). Ultracienkie skrawki montowano na siatkach niklowych i przemywa-
no 0,56 M nadjodanem sodu, woda destylowang i 0,1 M HCI. Nastgpnie siatki inku-
bowano w 1% roztworze BSA przez 30 minut w temperaturze pokojowe;j. Po trzykrot-
nym plukaniu siatek w roztworze PBS-BSA inkubowano je w roztworze kréliczych
przeciwcial anty-LOX w rozcieficzeniu 1:1000 w buforze PBS-BSA. Nastepnie ptuka-
no siatki buforem PBS-BSA i inkubowano przez 40 minut z drugimi przeciwciatami
anty-kréliczymi sprzggnietymi ze ztotem w rozcieniczeniu 1:50. Siatki po reakcji
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plukano wodg dejonizowang i suszono w temperaturze pokojowej. Dodatkowo wyko-
nano reakcje kontrolne, w ktérych material na siatkach inkubowano z pominigciem
kroliczych przeciwciat anty-LOX. Siatki kontrastowano 2% octanem uranylu i ply-
nem Reynoldsa. Obrazy analizowano przy uzyciu mikroskopu elektronowego LEO-
Zeiss 912AB.

WYNIKI

Mikrospora Gagea lutea ma regularny, owalny ksztalt, a jej powierzchnia wi-
doczna w mikroskopie Swietlnym jest gtadka. Wigkszg czes¢ (okoto 2/3) objetosci mi-
krospory zajmuje cytoplazma. Kuliste jadro mikrospory w zaleznosci od stadium jej
rozwoju utozone jest w réznym miejscu. Lipoksygenazg lokalizowano w mikrosporach
7 jadrem umieszczonym centralnie, takich jak pokazano na ryc. 1. Mikrospory w bada-
nym stadium rozwoju zawieraja gesta cytoplazme, krétkie i nieliczne cysterny siateczki
Srédplazmatycznej, niewielka liczbg organelli takich jak plastydy i mitochondria; ja-
dro mikrospory wypelnia chromatyna, ktéra jest znacznie gestsza dla elektronéw niz
cytoplazma (ryc. 2). W cytoplazmie obserwowano czgsteczki ztota wskazujace na obec-
no$¢ lipoksygenazy. Czasteczki wystgpowaly licznie 1 do$¢ réwnomiernie na terenie
calej cytoplazmy mikrospory (ryc. 3). Sporadycznie znajdowano czgsteczki ztota zebra-
ne w wigekszych grupach. Na obrazie w mikroskopie elektronowym jadro 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 jadro, C cytoplazma, M mitochondrium, P plastyd.

Fig. 2. Fragment of microspore. N nucleus, C cytoplasm, M mitochondrion, P plastid.
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Ryec. 3. Czasteczki immunoztota w cytoplazmie (strzatki). Zwraca uwage duza gestosé czasteczek
immunoziota. N jadro, C cytoplazma.

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

Ryc. 4. Czes¢ jadra z czasteczkami zlota (strzalki).
Fig. 4. Fragment of nucleus with the gold particles (arrows).

wykazuje zréznicowang struktur¢  bardziej elektronoggsta chromatyna poprzedziela-
na jest obszarami rzadszymi dla elektronéw (ryc. 4). W jadrze znajdowano czasteczki
zlota wykazujace obecnos¢ lipoksygenazy. Czasteczki byly rozmieszczone réwnomier-
nie, ale bylo ich znacznie mniej niz w cytoplazmie.

Najmniej liczne czasteczki immunoztota obserwowano w egzynie sporoder-
my okrywajacej mikrosporg. Ta zewnetrzna czgs$¢ sporodermy mikrospory ztoci z6t-
tej jest zbudowana z wyraznie widocznych w mikroskopie elektronowym dwu warstw
przedzielonych przestworami i kanalikami (ryc. 5). W takiej sporodermie obserwo-
wano nieliczne czgsteczki immunoziota. Niekiedy czasteczki te tworzyly male sku-
pienia jednak nigdy nie obserwowano grup zlozonych z wigcej niz trzech czaste-
czek (ryc. 6).

W celu okreslenia specyficznosci reakcji immunoziotowej przeprowadzono
reakcje kontrolng. Reakcje przeprowadzono z pominigciem pierwszego przeciwciala.
W cytoplazmie i jadrze mikrospory taka reakcja nie wykazata obecnosci czasteczek
zlota (ryc. 7).
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Ryc. 5. Fragment sporodermy mikrospory i komdrek wewngtrznej warstwy Sciany pylnika.
E egzyna.

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

Ryec. 6. Czgsteczki ztota (strzatki) w sporodermie mikrospory.
Fig. 6. Gold particles (arrows) in the microspore sporoderm.

Ryc. 7. Kontrola. Czg¢s¢ jadra (N). C  cytoplazma.
Fig. 7. Control. Fragment of the nucleus (N). C cytoplasm.
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DYSKUSJA

Lipoksygenaze zlokalizowano w cytoplazmie, jadrze i sporodermie mikrospo-
ry Gagea lutea. Najintensywniejszg rekacj¢ obserwowano w cytoplazmie, gdzie cza-
steczki immunozlota niekiedy byly zgrupowane po kilka lub kilkanascie i wykazy-
waly najwicksze zageszczenie. Podobnie, wykazano obecnos¢ lipoksygenazy w cy-
toplazmie komdrek parenchymy u kietkujacych nasion soi (Vernooy-Gerrit-
sen iin., 1984). W cytoplazmie tych komoérek lipoksygenaza byla rozmieszczona
w spos6b przypadkowy. Wewnatrz komorek, takze mikrospor, syntetyzowane sg rézne
sktadniki tacznie z substancjami ttuszczowymi czy blonami. Lipoksygenaza jest en-
zymem rozpoczynajagcym szlak przemian zwanym ,,szlakiem lipoksygenazowym”,
w wyniku ktérego powstajg zwigzki zaangazowane w wielu procesach zachodzacych
w cytoplazmie. Wiasnie w cytoplazmie mikrospory obserwowano wyjatkowo liczne
czasteczki zlota wskazujgce na obecnos¢ lipoksygenazy. Enzym znajdowano takze
w poblizu blon wewnatrz komoérki. Lipoksygenaze zwigzang z blonami tylakoidowy-
mi znajdowano juz wczesniej w chloroplastach niedojrzatych owocéw pomidora
(Bowsher iin., 1992), a takze w btonach mikrosomalnych, bonie cytoplazmatycz-
nej i ciatkach tluszczowych (literaturaw Feussner i Wastern ak, 2002).
W mikrosporze zloci z6itej nie obserwowano wyraznego powigzania obecnosci
lipoksygenazy z blonami.

Najmniej czasteczek immunozlota wskazujacego na obecnos¢ lipoksygenazy
obserwowano w sporodermie mikrospory. Lipoksygenaza wystepowata w zewnetrz-
nej, nasyconej sporopolening warstwie sporodermy egzynie. Poczatkowo prekurso-
ry sporopoleniny syntetyzowane sg wewnatrz mikrospory. Wiadomo, ze sporopoleni-
na zbudowana jest z wielu zwigzkéw tworzacych polimery pochodnych kwaséw ttusz-
czowych oraz w mniejszym stopniu ze zwigzkéw fenylopropanoidowych (literatura
wPifanelli i in, 1998). Obecnos¢ lipoksygenazy w warstwie egzynowej
mikrospory, a pézZniej ziarna pytku ma duze znaczenie (Szczuk a i in., 2005).
Niektore zwigzki wystgpujace w szlaku lipoksygenazowym mogg nie tylko induko-
waé programowang smier¢ komorki ale nawet wykazywacé wlasciwosci grzybobéjcze
lub aktywnos$¢ mikrobiologiczng. Inne, bedace jednymi z produktéw posrednich
w szlaku liazy wodoronadtlenkowej, sg substancjami wabigcymi, zapachowymi i od-
grywaja znaczng rolg jako elementy sygnalizacjiuroslin(Porta i Rocha-Sosa,
2002). W sporodermie ziaren pytku wielu roslin syntetyzowane sg lotne substancje,
ktére dziatajg wabigco albo odstarszajgco na owady. Moga one takze odgrywaé waz-
ng role ochronng w przypadku ataku patogena. Wsréd lotnych zwigzkéw syntetyzo-
wanych przez ziarna pytku wielu roslin mozna znaleZ¢ m.in. takie zwigzki jak ksylen
czy hektadekanony.

Zewnetrzna warstwa okrywajaca pytku jest substancja o charakterze lipido-
wym, ktéra wypelnia przestrzenie w zaglebieniach egzyny. Sklad lipidéw acylowych
tej okrywy catkowicie r6zni si¢ od sktadu lipidowego wystepujacego w ziarnach
pytku. Dla przyktadu w okrywie pytku u Brassica napus wystepuje frakcja niepolar-
nych obojetnych estrow dtugo- lub krétkotancuchowych nasyconych kwaséw ttusz-
czowych. Wsrdd lipidéw w ziarnach pytku stwierdzono obecnos¢ triacylogliceroli
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i fosfolipidéw, ktére wzbogacone sq w wielonienasycone 18-weglowe kwasy tlusz-
czowe, gtéwnie kwas linolenowy (Piffanelli i in., 1997). W rodzinie Liliaceae
oprocz elajoplastow stwierdzono réwniez obecnos¢ innego typu ciatka lipidowego
z substancjami ttuszczowymi, ktérego pochodzenie zwigzane jest prawdopodobnie
zER(Piffanelli i in., 1998). Udzial lipoksygenazy w powstawaniu réznorodnych
zwigzkéw lipidowych wyjasnia jej lokalizacj¢ w zewngtrznej warstwie sporodermy
mikrospory.

WNIOSKI

1. Lipoksygenaza wystgpuje w cytoplazmie, jadrze i sporodermie mikrospory
Gagea lutea.

2. Najwickszg ilos¢ czgsteczek immunoziota wskazujacego na obecnosé
lipoksygenazy obserwowano w cytoplazmie mikrospory; najmniej czasteczek znale-
ziono w sporodermie.

3. Lokalizacja lipoksygenazy (przy uzyciu znakowanych ztotem przeciwciat)
wskazuje na funkcjonowanie ,,szlaku lipoksygenazowego” w mikrosporze Gagea
lutea.
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Streszczenie

Metoda immunoziotowg badano rozmieszczenie lipoksygenazy (LOX) w mi-
krosporze Gagea lutea (L.) Ker.-Gaw. Enzym znaleziono w cytoplazmie, jadrze i spo-
rodermie mikrospory. Najintenywniejszg reakcje obserwowano w cytoplazmie, gdzie
czasteczki immunozlota niekiedy byly zgrupowane po kilka lub kilkanascie i wyka-
zywaly najwigksze zageszczenie. Najmniej czgsteczek wystepowalo w sporodermie.
Dyskutowana jest rola lipoksygenazy w mikrosporze.
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