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Zalazek ro$lin okrytonasiennych rozwija si¢ w obrgbie zalagzni stupka. Dojrzaty,
zwykle siedmiokomoérkowy gametofit zenski (woreczek zalagzkowy) powstaje w osrodku
zalagzka w wyniku dwoch nastepujacych po sobie procesOw tj. megasporogenezy i
megagametogenezy. W zalezno$ci od przebiegu 1 wyniku tych procesow wyroznia si¢ typy
rozwoju gametofitu zenskiego, ktére podzielono na trzy zasadnicze grupy (woreczki
zalgzkowe mono-, bi- i tetrasporowe). Podzial ten zalezy od liczby jader komoérkowych
uczestniczacych w budowie megaspory funkcjonalnej tworzacej si¢ z megasporocytu w
trakcie megasporogenezy. Odmienny wynik tego procesu jest zwigzany z obecno$cia/brakiem
cytokinezy po pierwszym oraz drugim podziale mejotycznym [1]. Podczas
megagametogenezy, megaspora funkcjonalna (komodrka macierzysta woreczka zalagzkowego)
przechodzi okreslong liczbe cykli mitotycznych, co prowadzi do formowania
wolnojadrowego, a po cytokinezie komorkowego gametofitu zenskiego, ktory pelni istotng
role w rozmnazaniu ros$lin. Badania nad rozwojem, budowg i ultrastrukturg woreczka
zalazkowego sg szeroko rozpowszechnione u roslin okrytonasiennych, jednak nadal aktualne
pozostaja pytania odnoszace si¢ m.in. do funkcji komoérek gametofitu zenskiego, w tym
antypod, ktére stanowig najbardziej zmienny, czgsto efemeryczny element struktury
gametofitu zenskiego [2].

Badania na poziomie ultrastrukturalnym skojarzone z metodami cytochemicznymi nie
zostaty jak do tej pory wykonane podczas megasporogenezy i megagametogenezy w obrebie
Crassulaceae. Dotychczas badania z zastosowaniem wymienionych technik badawczych
zrealizowano wérod wybranych reprezentantow tej rodziny, jednak koncentrowaty si¢ one na
procesach obserwowanych po zaptodnieniu tj. rozwoju zarodka, haustoridéw wieszadetka oraz
bielma. Dane te stanowig m.in. pierwsze wsrdod roslin okrytonasiennych doniesienie w
literaturze $wiatowej o obecnosSci charakterystycznych dla Crassulaceae plazmodesm z
przylegajacym elektronowo-gestym materiatem w wieszadetku zarodkowym gatunkow z
rodzajow Sempervivum, Jovibarba, Graptopetalum, Aeonium, Monanthes, Aichryson i
wickszosci Sedum (Crassulaceae) [3-8]. Wykonane analizy stanowily dodatkowy, wazny
argument przemawiajacy za zasadnoscia kontynuowania badan embriologicznych nad
gatunkami gruboszowatymi.

W S$wietle dostgpnych danych embriologicznych na temat gatunkéw Crassulaceae,
konieczne stato si¢ zastosowanie nowych, dotychczas niewykorzystywanych technik
badawczych w celu poszerzenia wiedzy z zakresu budowy 1 rozwoju gametofitu zenskiego w
obrebie tej rodziny. Gléwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto przeprowadzenie analiz
porownawczych nad anatomig, ultrastrukturg i cytochemig komorek formujacych sig¢ w
trakcie megasporogenezy i megagametogenezy u trzech gatunkéw z rodzaju Sedum (S.
hispanicum L., S. sediforme (Jacg.) Pau i S. rupestre L.) z tej rodziny. Realizacja
zaplanowanych badan miata na celu przesledzenie, opisanie i okreslenie typu



megasporogenezy 1 megagametogenezy u tych gatunkow, przy jednoczesnej obserwacji i
analizie budowy anatomicznej zalgzka. Zaprezentowane w rozprawie doktorskiej wyniki
badan poddano analizie porownawczej w celu okreslenia cech wspdlnych i odmiennych dla
badanych gatunkow Sedum.

Badane gatunki naleza do najwigkszego w obrebie rodziny Crassulaceae rodzaju
Sedum (obejmujacego okoto 420 gatunkoéw), ktory jest silnie polifiletyczny [9-10]. Ponadto S.
sediforme i S. rupestre to gatunki zaliczane do wyrdznianej w obrgbie rodzaju Sedum serii
Rupestria, ktora bywa podnoszona rowniez do rangi rodzaju — Petrosedum Grulich [10-11].
Cechy morfologiczne gatunkow z ser. Rupestria (w odniesieniu do innych przedstawicieli
rodzaju) oraz wyniki analiz molekularnych ujawniajag odmienny charakter tej grupy roslin
[10-11]. Poddane analizom gatunki z ser. Rupestria oraz S. hispanicum sg zaliczane do
r6éznych kladow tj. odpowiednio Sempervivum i Leucosedum [10]. W zwigzku z powyzszym,
dodatkowym celem pracy byto sprawdzenie i okreSlenie czy istnieje zalezno$¢ migdzy
otrzymanymi podczas zaplanowanych badan wynikami, a pozycja systematyczng wybranych
gatunkow. Podjeta problematyka wydata si¢ ciekawa w kontek$cie opisanych dotychczas
obserwacji embriologicznych. Wylacznie wérdod zbadanych gatunkow z ser. Rupestria (S.
sediforme i S. rupestre) nie obserwowano obecno$ci unikatowych dla Crassulaceae
plazmodesm z przylegajacym elektronowo-gestym materiatem, ktére obserwowano we
wczesniejszych pracach w wieszadetku zarodkowym. Ponadto, jedynie gatunki Sedum ser.
Rupestria charakteryzuja si¢ formowaniem wieszadetka o filamentowej budowie wsrod
Crassulaceae [3,8,12]. Réznic w strukturze komoérek i1 przebiegu badanych procesow
spodziewano si¢ rOwniez podczas formowania gametofitu zenskiego u wybranych do analiz
gatunkéw. Zatem, w pracy poddano weryfikacji hipotezg, iz gatunki Sedum wykazuja
zréznicowanie w przebiegu formowania si¢ i strukturze komoérek powstalych w trakcie
megasporogenezy i megagametogenezy.

Monosporowy typ megasporogenezy oraz woreczek zalagzkowy typu Polygonum sa
najczesciej opisywanymi u ro$lin okrytonasiennych, w tym u wigkszo$ci przedstawicieli
rodziny Crassulaceae. Wedtug dotychczasowej literatury u Sedum wystepuje typ Polygonum i
Allium [11-15]. Natomiast obecno$¢ bisporowych woreczkow zalgzkowych typu
Scilla/Endymion podawana jest jednak w watpliwos¢ [15]. Ponadto, wsérdéd niektorych
gatunkow Crassulaceae, w tym gltownie z rodzaju Sedum opisano wystgpowanie haustoriow
synergid, antypod oraz megaspor [16]. Struktury te nie byly wcze$niej badane w aspekcie
ultrastrukturalnym i1 cytochemicznym w obrgbie rodziny. W $wietle powyzszych faktow,
dodatkowym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta weryfikacja obecnosci haustoriéw
w trakcie megasporogenezy i megagametogenezy.

Materiat badawczy stanowily zalgzki na réznych etapach rozwoju, wyizolowane z
pakow kwiatowych i §wiezo otwartych kwiatow wybranych gatunkow Sedum. Do analiz
rozwoju 1 budowy anatomicznej zastosowano techniki: przejasniana zalgzkow, skrawkow
pofcienkich podbarwianych metodami cytochemicznymi oraz obserwacj¢ w mikroskopie
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zawartosci gtownych grup zwigzkow organicznych, prowadzono po wczesniejszym
selektywnym wybarwieniu lipidéw, biatek oraz nierozpuszczalnych polisacharydow. W celu
poznania submikroskopowej budowy komoérek formujacych si¢ w trakcie megasporogenezy
oraz megagametogenezy wykorzystano transmisyjng mikroskopie elektronowa. Procedury
utrwalania i przygotowywania materiatu roslinnego do analiz zalezaty od stosowanej metody
badawczej.

Badania podjete w ramach przygotowywanej pracy doktorskiej przyczynity si¢ do
kompleksowego przedstawienia rozwoju gametofitu zenskiego gatunku S. hispanicum [17]
oraz pierwszego opisania i okreslenia typu rozwoju woreczka zalgzkowego S. sediforme [18] i
S. rupestre [19]. Publikacje prezentuja kolejno wyniki uzyskane dla kazdego z gatunkow.

Niezaleznie od przebiegu i rezultatu megasporogenezy, wsréd wszystkich badanych
rozchodnikéw obserwowano monosporowy typ megasporogenezy. Polarna budowa mejocytu
przejawia si¢ w rozmieszczeniu plazmodesm, ktore znajduja si¢ w $cianach w chalazalnej
czesci komorki. Megaspora funkcjonalna jest zawsze komodrka jednojadrowa, ktora powstaje
po mejozie i cytokinezie na biegunie chalazalnym liniowej triady lub tetrady. W zalazkach
obserwowano zawsze tylko jeden woreczek zalazkowy, ktorego rozwoj jest zgodny z typem
megagametogenezy - Polygonum. Zalazek u wszystkich badanych gatunkow jest anatropowy,
dwuostonkowy i gruboosrodkowy (nucellus typu Sedum). Analizy mikroskopowe
przeprowadzone na poszczegdlnych etapach rozwoju megaspor i gametofitu zenskiego
pozwalaja stwierdzi¢, iz badane gatunki nie wykazuja tworzenia haustoriow zaréwno podczas
megasporogenezy jak i megagametogenezy.

Przebieg formowania si¢ megaspor oraz struktura powstatych w trakcie
megasporogenezy komorek rozni si¢ u badanych reprezentantow rodzaju Sedum, co znajduje
rowniez odzwierciedlenie w pozycji systematycznej tych roslin. Gatunki z rodzaju Sedum ser.
Rupestria charakteryzuja si¢ formowaniem triady komorek z ktorych, tylko jedna, potozona
najblizej mikropyle jest komorka dwujadrowa. Wynik otrzymany podczas badan jest
zwigzany z zahamowaniem mechanizmu cytokinezy w obrgbie niefunkcjonalnej komorki
triady. Dotychczas, tego typu budowe triady opisano jako dodatkowy, mozliwy wynik
megasporogenezy wsrod gatunkow Crassulaceae. Wnioskuje zatem, zZe jest to pierwsza tego
typu obserwacja w obrgbie rodziny, dokonana wylgcznie wsrod gatunkow Sedum ser.
Rupestria, jednak dalsze badania sg niezbedne, aby stwierdzi¢, ze jest to cecha
charakterystyczna i wspdlna dla tej grupy roslin. Odmienny wynik procesu megaspororgenezy
obserwowano u S. hispanicum. W zalazkach tego gatunku, zawsze jedna liniowa tetrada
megaspor formuje si¢ w mikropylarnej czesci osrodka.

W procesie megagametogenezy powstaje gametofit zenski, ktory u badanych Sedum
zbudowany jest poczatkowo z siedmiu komorek. Potozone na biegunie chalazalnym woreczka
zalazkowego trzy antypody sa strukturami efemerycznymi. Ostatecznie uformowany, dojrzaty
gametofit zenski zbudowany jest z komorek aparatu jajowego (dwoch synergid i komorki
jajowej) oraz komorki centralnej. Wykonane barwienia cytochemiczne pozwolily ustali¢, iz w
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nierozpuszczalne polisacharydy. Na etapie jadrowego woreczka, wyraznie widoczny jest
intensywny proces gromadzenia materialdw zapasowych w gametoficie zenskim, co jest
zwigzane z jednoczesng degeneracja niefunkcjonalnych megaspor i1 otaczajacych komoérek
osrodka.

W trakcie dojrzewania, komoérki gametofitu zenskiego Sedum staja si¢ bogate w
organelle komoérkowe. Ultrastruktura synergid oraz komorki centralnej wskazuje na ich
stosunkowo wicksza aktywno$¢ metaboliczng w poréwnaniu do komorki jajowej. Synergidy
stajg si¢ komorkami aktywniejszymi wraz z postepujacym zanikiem antypod. Wyniki
wskazujg, ze antypody (S. sediforme, S. rupestre) oraz synergidy badanych rozchodnikow
majg charakter komorek transferowych. Wrosty $ciany w mikropylarnej czesci synergid
tworzg aparat wiokienkowy, ktory ulatwia wydzielanie i absorbcj¢ substancji. Ponadto,
wystepowanie dobrze rozwinigtych organelli (m.in. aktywne diktiosomy, profile retikulum
endoplazmatycznego, mitochondria potozone czg¢sto w poblizu wrostow $ciany) w
cytoplazmie tych komoérek wskazuje na ich wysoka aktywnos$¢ metaboliczng. Wyniki badan
ultrastrukturalnych wskazujg, ze biegun mikropylarny i chalazalny woreczka zalazkowego
Sedum sg predysponowane do intensywnego transportu substancji. Zaréwno antypody, jak i
synergidy uczestniczg w odzywianiu i transporcie substancji odzywczych dla rozwijajacego
si¢ megagametofitu. Ponadto, wszystkie komorki woreczka zalazkowego sa ze soba
polaczone plazmodesmami, co umozliwia intensywny przeptyw substancji odzywczych w
obrebie woreczka zalgzkowego.

Zaplanowane w ramach mojej rozprawy doktorskiej badania ultrastrukturalne
umozliwily zweryfikowanie i potwierdzenie hipotezy, iz w trakcie megasporogenezy i
megagametofitogenezy wybranych gatunkow z rodzaju Sedum (Crassulaceae) formujg si¢
charakterystyczne, unikatowe dla tej rodziny plazmodesmy z elektronowo-gestym
materialem. Ponadto, na przyktadzie gatunkéw z ser. Rupestria potwierdzono hipoteze, iz
brak formowania plazmodesm w trakcie embriogenezy nie wyklucza mozliwosci ich
formowania na wcze$niejszych (w stosunku do embriogenezy) etapach rozwoju tj.
megasporogenezy 1 megagametogenezy. Otrzymane przeze mnie wyniki ujawniaja cechy
budowy komorek rozwijajacego si¢ gametofitu zenskiego, ktére nie byty dotad opisywane u
innych roslin. Sciany megaspor S. hispanicum wykazuja obecno$¢ prostych plazmodesm, do
ktorych przylega elektronowo-gesty material. Zbudowane w ten sposdb polgczenia
migdzykomorkowe sa réwniez widoczne w $cianach megaspory funkcjonalnej i jadrowego
woreczka zalagzkowego tego gatunku. W zalazkach S. sediforme i S. rupestre stwierdzono
obecno$¢ plazmodesm z elektronowo-gestym materiatem wylacznie na etapach
megagametofitogenezy (jadrowy woreczek zalazkowy, $ciany zewngtrzne antypod).
Antypody gatunkow z ser. Rupestria wykazujg podobienstwo budowy (obecnos¢ wrostow
Sciany 1 plazmodesm z elektronowo-gestym materialem w chalazalnych $cianach tych
komorek). Na podstawie dostepnej literatury [20] 1 wykonanych obserwacji, mozna
przypuszczaé, ze opisane plazmodesmy z elektronowo-ggstym materiatem w zewngtrznych
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wplywaé¢ na komunikacje symplastowa miedzy komorkami rozwijajacego si¢ gametofitu
zenskiego, a otaczajgcymi komoérkami osrodka u Sedum.

Podsumowujac, wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej uzupetniajg i
dostarczaja nowej wiedzy z dziedziny cytoembriologii trzech gatunkoéw z rodzaju Sedum. Na
podstawie szczegdétowych analiz rozwoju i1 struktury komoérek gametofitu zenskiego
wykazano podobienstwo cech embriologicznych wsrod gatunkow Sedum ser. Rupestria (klad
Sempervivum), odrézniajacych je od gatunku S. hispanicum (klad Leucosedum). W mojej
pracy dowiodlam, ze gatunki Sedum wykazuja zrdéznicowanie w rozwoju gametofitu
zenskiego, ktore dotyczy przebiegu megasporogenezy, struktury komorek powstajacych w
trakcie megasporogenezy i formowania woreczka zalgzkowego. Badania umozliwity
wyciaggna¢ wniosek, iz obecno$¢ plazmodesm z elektronowo-gestym materialem jest cecha
unikatowa dla wszystkich dotychczas zbadanych na poziomie ultrastrukturalnym gatunkow
Crassulaceae (w tym S. sediforme i S. rupestre). Zaprezentowane w rozprawie doktorskiej
wyniki badan moga by¢ wykorzystane jako wsparcie w rozwigzywaniu biezacych probleméw
taksonomicznych w obrgbie rodzaju Sedum. Co wigcej, uzyskane przeze mnie wyniki
stanowig podstawe do kontynuacji badan w obszarze embriologii eksperymentalnej w
zakresie komunikacji symplastowej w trakcie megasporogenezy i megagametogenezy.
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