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Fizjologit Roslin IBM UJ, ktorym Kkierowat do ostatnich dni swego zy-
cla. W roku 1969 prof. Zurzyckil zostat powotany na cztonka korespon-
denta Polskiej Akademii Nauk; w 1971 r. otrzymat tytut naukowy pro-
fesora zwyczajnego;, w 1977 r. byt wybrany na cztonka zagranicznego
Niemieckie] Akademil Nauk Przyrodniczych , Leopoldina”, a w 1980 r.

na cztonka rzeczywistego Polskie] Akademii Nauk.

W latach 1954-1970 prof. Zurzycki wyktadat w Wyzsze] Szkole Peda-
gogiczne] w Krakowie, gdzie zorganizowat Zaktad Fizjologii Roslin, kto-
rym w tym okresie Kierowat.

W latach 1969-1971 byt wspotorganizatorem Instytutu Biologii Mole-
kularnej, a od 1972 r. byt Jego plerwszym dyrektorem.

Poza Instytutem prof. Zurzycki petnit rozliczne funkcje w Uniwersy-
tecie Jagiellonskim, m.in. jako prodziekan, prorektor, cztonek Senatu
| wielu Komisji Senackich. Byt przez wiele kadencji cztonkiem Central-
ne] Komisji Kwalifikacyjnej ds. Kadry Naukowej, Rady Gtowne] 1 Ze-
spotu Dydaktyczno-Wychowawczego przy Ministerstwie Nauki, Szkol-
nictwa Wyzszego 1 Techniki. Koordynowat problemy weztowe I miedzy-
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resortowe, zwiazane z fizjologiag roslin. Dziatat w licznych zagranicznych
| Krajowych Towarzystwach Naukowych, organizowat wiele miedzynaro-
dowych 1 krajowych zjazdow 1 sympozjow naukowych. Byt cztonkiem
| przewodniczacym Rad Naukowych kilku instytutow naukowych, redak-
torem badz cztonkiem redakcji 6 miedzynarodowych czasopism nauko-
wych.

Prof. Zurzycki byt odznaczony przez Rade Panstwa Ztotym Krzyzem
Zastugl, Krzyzem Kawalerskim 1 Oficerskim Orderu Odrodzenia Polski,
tytutem Zastuzonego Nauczyciela PRL, a takze wielokrotnie nagradzany
nagrodami ministra Nauki, Szkolnictwa Wyzszego I Technikl oraz sekre-
tarza naukowego Polskie] Akademii Nauk.

Nie sposdb wymieni¢ wszystkich zaszczytnych 1 odpowiedzialnych
funkcji oraz wszystkich dokonan prof. Zurzyckiego. Swiatowa stawe
przyniosty prof. Zurzyckiemu studia nad zagadnieniami z zakresu foto-
biologii. Jego zainteresowania naukowe koncentrowaty sie gtownie na ana-
lizowaniu zaleznego od swiatta zachowania sie chloroplastow w komor-
kach roslinnych. Jego klasyczne juz, i1loSciowe badania przemieszczania
sie chloroplastow, rozpoczete na poczatku lat piecdziesiatych, wzbudzity
zalnteresowanie tym problemem w licznych pracowniach zagranicznych,
gdzie do dzi$ sa intensywnie rozwijane. Opublikowat ok. 70 prac doswiad-
czalnych, kilkanascie artykutow przegladowych. Byt redaktorem 1 wspot-
autorem podrecznika ,,Fizjologia roslin”, wyrdznionego nagroda | stopnia
Ministra Nauki, Szkolnictwa Wyzszego 1 Techniki oraz autorem 1 wspot-
autorem Kilku opracowan monograficznych. Pod kierunkiem prof. Zu-
rzyckiego 14 Jego uczniow obronito prace doktorskie, 5 zas uzyskato
stopien doktora habilitowanego 1 1 — tytut profesora nadzwyczajnego.

Profesor Zurzyckil byt wybitnie 1 wszechstronnie uzdolnionym uczo-
nym, dydaktykiem, wychowawca mitode] kadry naukowej 1 organizato-
rem zycila naukowego. Przede wszystkim byt jednak uczonym I nauczycie-
lem z glebokiego powotlania. Praca badawcza byta Jego pasja. Zrodiem
Jego najwiekszych radosci byty nie zaszczyty 1 wysokie godnosci, ale
eksperymenty naukowe, w ktorych starat sie rozszerzaC wiedze o zywych
organizmach. Wszystkie Jego prace odznaczaty sie swoistym pieknem,
Jjasnoscia logiczna 1 mistrzostwem w zaplanowaniu 1 przeprowadzeniu
eksperymentu naukowego. Sam budowat I konstruowat prototypowa apa-
rature naukowa. Prace prof. Zurzyckiego byty nie tylko powszechnie
Zznane 1 czesto cytowane w Swiatowe] literaturze naukowej 1 w zagranicz-
nych podrecznikach, ale 1 budzity powszechny podziw.

Wspaniate wyktady prof. Zurzyckiego, zawsze starannie przygoto-
wane, niezaleznie czy wygtaszane dla grona specjalistow, czy dla stu-

dentow lub uczniow szkot Srednich, na zawsze pozostang w pamieci tych,
ktorzy mieli szczescie ich stuchac.
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Prof. Zurzycki nigdy nie narzucat nikomu swego zdania, a uczyt In-
nych swoim przyktadem 1 madra rada. Dla kazdego, kto zwracat sie do
Niego o pomoc, znajdowat czas, aby go wystucha¢ I mu poradzi¢c. Byt
nie tylko Mistrzem 1 Nauczycielem wielu pokolen biologow, ale dla wie-
lu z nich byt serdecznym 1 oddanym przyjacielem. Mimo swe] wielko-
Scl byt cztowiekiem niezwykle bezposrednim, obdarzonym wielkim po-

czuciem humoru. Sylwetka prof. Jana Zurzyckiego — jJako uczonego
| cztowieka catkowicie oddanego nauce 1 Uniwersytetowl Jagiellonskie-

mu — pozostanie wzorem dla tych, ktorzy mieli szczeScie znac Go 0sobi-
Scie, a takze dla przysztych pokolen badaczy przyrody.

Witodzimierz Korohoda
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MOTOR RESPONSE OF AMOEBA PROTEUS
TO THE GLUTARALDEHYDE FIXATIVE

L. GREBECKA, A. GREBECKI AND B. HREBENDA

Department of Cell Biology, Nencki Institute of Experimental Biology, Warsaw

The great lability of the contractile layer of amoeba during normal
locomotion and In response to contracting or relaxing stimuli makes an
almost Instantaneous fixation of the actomyosin system the necessary
precondition of any ultrastructural research concelved as a means to stu-
dy the mechanism of amoeboid movement. The 2% glutaraldehyde + 2°/0
polyethylene glycol mixture 1s recently recommended [1] as providing
more Intense pictures of the contractile cortex In amoebae, than the
fixatives containing osmium tetroxide. It became therefore necessary
to test In what extent It satisfies the requirement of Iinstantaneous fixa-
tion. Its action has been compared to that of 2.5% glutaraldehyde + 1%
0s04. Both solutions were prepared Iin 015 M PIPES or 0.1 M caco-
dylate buffer.

Fixation was run under continuous microscopic control of individual
cells and simultaneously either photographic or time lapse movie pictu-
res were taken. The frame-by-frame film analysis demonstrated that glu-
taraldehyde with polyethylene glycol needs 2-3 min. to operate and In-
duces during that time a sequence of characteristic motor responses
(Fig. 1). Already the first contact with this fixative provokes the rever-
sal of endoplasmic streaming, a slight retraction of all formerly advan-
cing fronts, and a dilatation of the tail region due to the endoplasm
Influx. After 30-50 s the streaming recovers Its original direction and
the tail region Is further withdrawn. That stage lasts 1.5-2 min. But
frontal pseudopodia fail to extend again (they only grow In diameter)
and they are fixed In the retracted state, clearly different from the sta-
te they had during locomotion. Amoebae fixed In pure glutaraldehyde

solutions behave exactly In the same manner.
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It should be concluded therefore that this kind of fixation cannot
reveal the concurrence of peripheral contraction and frontal relaxation
In producing amoebold movement, because everything Is fixed In the
contracting state. So, the better visualization of motile apparatus In that
fixating solution seems to be largely a physiological artifact created by
the motor response of amoeba to the fixative which acts as a potent con-
tracting agent. Impossibility of fixing any advancing front In Its origi-
nal state excludes the study of normal locomotion or any reaction to
behavioural stimulli.

When 1% 0s04 i1s added to the glutaraldehyde solution, the fixation
takes less than 1 s, and the cell has no time to produce any new motor
response. Its size, shape and position, and In particular the macrostruc-
ture of I1ts both poles of locomotion, remain unaltered (Fig. 2). The tex-
ture of I1ts contractile layer iIs certainly more faint, however sufficiently
preserved (Fig. 3). It seems that a slackening of the F-actin network by
osmium represents a less serious danger for interpretation, than dealing
with such a state of the motile apparatus which Is not due to the cell
response to that experimental situation which had to be Investigated, but
to Its response to the fixating medium.

LITERATURE

1] STOCKEM W. HOFFMANN H. U., GAWLITTA W., Spatial organization and
fine structure of the cortical filament layer In normal locomoting Amoeba
proteus, Cell Tiss. Res., 221: 505-519, 1982.

Fig. 1. Cinematographic analysis of the size, shape and position changes of an
amoeba Dbefore fixation, during the glutaraldehyde-induced reversal of the endo-
plasmic flow, and from the moment of streaming re-normalization up to the end
of fixation. At each stage the black contour represents the iInitial and the white
profile the final cell outline
Fig. 2. Amoeba about 1 s Dbefore fixation (A), and In fixed state 2-3 s later (B),
after treatment with the glutaraldyhede 4- 0s04mixture
Fig. 3.Filaments (arrowheads) inthe cortical cell layer of lateral body wall of
amoeba after fixation In 2.5 glutaraldehyde +1% 0s04+ 0.1% acrolein
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PRZEMIESZCZANIE SIE PLASTYDOW | MITOCHONDRIOW
W MEJOTYCZNYCH KOMORKACH ROSLIN WYZSZYCH

THE CHANGING ARRANGEMENT OF PLASTIDS AND MITOCHONDRIA IN
MEIOTIC CELLS OF HIGHER PLANTS

Bohdan RODKIEWICZ, Jozef BEDNARA 1 Irena GIELWANOWSKA *

Instytut Biologii, Uniwersytet Maril Curie-Sktodowskie]
Instytut Biologil, Wyzsza Szkota Pedagogiczna *

Streszczenie. Plastydy 1 mitochondria niektorych roslin przemieszczaja sie prawid-
lowo podczas mejozy. We wczesnej, plerwsze] profazie mejotycznej wszystkie te
organoidy gromadza sie na Kkrotko w jedng grupe potozong przy jadrze komorko-
wym. Po pierwsze] telofazie mejotycznej] w sporogenezie, ktora konczy sie cytoki-
neza Jjednoczesna, plastydy 1 mitochondria zbieraja sie w ptaszczyznie rowniko-
we] mejocytu. Po drugim podziale mejotycznym warstwy organoidow rozgrani-
czaja komorke na cztery czesci. Wewnatrz warstw organoidow zaktadaja sie prze-
grody pierwotne.

Summary. Plastids and mitochondria of premeiotic cells are situated at random.
Thelr position in some species changes during meilosis In an orderly manner. At
the early prophase | all plastids and mitochondria gather for a short period In
one group close to the nuclear envelope (Tab. la). Such groups were noticed In
microsporogenesis In Tradescantia and Impatients ![22], Lilium ,[13] and Pinus [24],
during sporogenesis In Equisetum 1[5 and megasporogenesis In some orchids [4, 23].
The group disperses long before the prophase | Is concluded. There Is no explana-
tion for organelle aggregation and 1t I1Is not known whether the phenomenon Is
widespread.

In plants of various taxa where meiosis Is followed by simultaneous cytokKine-
sis and formation of tetrahedral tetrads plastids and mitochondria (or only mito-
chondria In mosses) aggregate at the telophase | In the equatorial layer which di-
vides the meiocyte Into two mononucleate parts (Tab. 1 d, f, Tab. 2a). The layer
exists until the telophase Il; then In Equisetum and Impatiens It changes Its shape
and spreads between the posttelophase Il nuclel.

The organelle layer Iin Equisetum differentiates into three strata. The middle
one, mostly mitochondrial, I1s sandwiched by plastids (Tab. 2b). Finally, the cell pla-
tes set up In the mitochondrial strata and simultaneously divide the meilocyte Into
four spores (Fig. 5).
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We assume that the organelle layer which aggregates after meiosis | In place
of the cell plate, may play a role of a barrier: It prevents the coalescence of two
Kinetic spindles developing In common cytoplasm of binucleate meiocyte at meio-

sis 11.

CYTOKINEZA | ROZDZIAL POPULACJI ORGANOIDOW

Populacja plastydow I mitochondriow w komorce podczas symetrycz-
nej] mitozy albo mejozy jest rozdzielana mniej wiecej rownomiernie mie-
dzy potomne komorki. Prawdopodobnie rozdziat ten nie jest zbyt Scisty,
ale niekiedy bywa bardzo doktadny, jak np. w opisane] przez Brown
| Lemmon [7] sporogenezie pewnych mchow. Pdznoprofazowe mejocyty
w sporangiach tych mchow maja po cztery plastydy, z ktorych kazdy

znajdzie sie w innej z czterech komorek pomejotycznych.
Kiedy mitoza lub mejoza prowadzi do utworzenia sie komodrek nie-

rowne] wielkosci (podziat asymetryczny), populacja organoidow w sio-
strzanych komodrkach bywa niejednakowo liczna. Najlepiej znanym przy-
ktadem jJest plerwsza mitoza w rozwoju pytku. W mikrosporze powstaje
wtedy duza komorka wegetatywna, zwykle przejmujaca wszystkie pla-
stydy 1 wiekszoS¢ mitochondriow, oraz mata komodrka generatywna, zwyk-
le bez plastydow 1 z niewielka liczba mitochondriow [16]. Aby do tego
doszto, plastydy musza w pewnym porzadku zmieniaC potozenie przed
podziatem mikrospory lub w czasie je] podziatu.

CHONDRIOKINEZA

Sposoby rozdzielania sie populacji organoidow miedzy tworzace sie
komorki rozpatrywano przed kilkudziesieciu laty, kiedy czesto nie mozna
byto rozrozni¢ plastydow od mitochondriow w komorkach mejotycznych
| w komorkach innych merystemow, a procz tego nie wszyscy uznawall
ontogenetyczng odrebnosc obu typow organoidow. Z badan wynikato, ze
cytoplazmatyczne organoidy moga prawidiowo zmieniac swoje potozenie
w dzielacych sie komorkach. To przemieszczanie sie organoidow okreslo-
no terminem chondriokineza, podobnym do terminu kariokineza. Chon-
driosomami nazywano te organoidy, ktore teraz nazywa sie mitochon-
driami.

Chondriokineze usystematyzowat w 1938 r. Bakowskl [1] z krakow-

skie] pracowni prof. Piecha. System jest dosyC ztozony | nie ma potrze-
by wchodzi¢c w jego szczegoty. Chondriokineza byta tam dzielona na trzy

gtowne typy:. obojetny, biegunowy I rownikowy (rys. 1).
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Organoidy podczas chondriokinezy obojetne] rozmieszczaja sie mniej
wiece] rownomiernie (przypadkowo) w cate] cytoplazmie, ale sa wypy-
chane z przestrzenl zajmowane] przez tworzace sie wrzeclono mitotycz-
ne, a potem przez wrzeciono cytokinetyczne. Kiedy komorka macierzy-

sta rozdziela sie przegroda, organoidy sa w przyblizeniu jednakowo licz-
ne w obu potomnych komaorkach.

Rys. 1. Zasadnicze typy chondriokinezy. Organoidy cytoplazmatyczne zaznaczone
kropkami; a) chodriokineza obojetna, b) rownikowa, c) biegunowa (wediug Bakow-
skiego [1] zmienione)

W typie chondriokinezy biegunowe] organoidy grupuja sie na Dbie-
gunach wrzeciona mitotycznego lub wczeSnie] po dwu przeciwlegtych
stronach jadra komorki, gdzie beda te bieguny.

Podczas chondriokinezy rownikowe] organoidy grupuja sie z bokow
ptytki metafazowych chromosomow, po czym zajmuja catg rownikowa
ptaszczyzne komorki, ktora jest wtedy w stadium telofazowym lub post-
telofazowym.

Procz tych typow wyrdznione byty tez typy posrednie 1 ztozone: np.
biegunowo — rownikowy, obojetho — rownikowy 1 In. System obejmu-
Jje chondriokineze w komodrkach somatycznych I mejotycznych, przy czym
typy biegunowy 1 rownikowy sa szczegoOlnie czeste w mikrosporogenezie
roslin nasiennych 1 w sporogenezie paprotnikow.
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PLASTYDY | MITOCHONDRIA A CHONDRIOGENEZA

Zajmiemy sie tylko sposobami rozdzielania sie populacji plastydow
| mitochondriow podczas mejozy w komorkach mchow, paprotnikdw 1 ro-
Slin nasiennych. Przede wszystkim nie ma teraz watpliwosci (jakie byty
przed Kkilkudziesieciu laty), ze plastydy 1 mitochondria sa oddzielnymi
typami organoidow. Wiemy tez, ze mitochondria moga sie przemieszczac
w komorce niezaleznie od plastydow 1 wtedy kazdy z tych typow orga-
noildow zajmuje Inne, sobie wiasciwe miejsca, tak jakby byty kierowa-
ne przez rdzne centrale ruchu. Termin chondriokineza stat sie' niezbyt
Scisty 1 dalej obawiamy sie go uzywac.

ORGANOIDY GRUPUJA SIE PRZY WCZESNOMEJOTYCZNYM JADRZE

Cytoplazma poczatkowo diploidalne;] komorki mejotyczne] przecho-
dzi wiele zmian strukturalnych, ktore przystosowuja ja, wedtug hipote-
Zy rozwiljane] przez Dickinsona 1 Heslopa-Harrisona [14] oraz Dickinso-
na [11, 12], do dziatania w metabolizmie haploidalnego gametofitu. Wi-
docznym przejawem te] przebudowy jest daleko posuniete odroznicowa-
nie sie 1 redukcja struktury plastydow, az do okresowej utraty obu bton
zewnetrznych [26]. Nie jest dla nas jasne, Jak te zmiany t3cza sie z opl-
sang tutaj agregacja plastydow 1 mitochondriow.

Plastydy 1 mitochondria wczesnomejotyczne] komorki sa rozmiesz-
czone przypadkowo, tj. rownomiernie, ale wkrotce po rozpoczeciu plerw-
sze] mejotyczne] profazy wszystkie one gromadza sie w jedna grupe po-
lozona przy otoczce jadrowe] (rys. 2). Taka grupa organoidow byta nie-
dawno opisana w megasporogenezie storczykow [4, 23], w sporocytach ze
sporangiow kilku gatunkow Equisetum [2, 3, 5] oraz w mikrosporocy-
tach z pylnikow Impatiens balsamina 1 kilku gatunkow z rodzaju Tra-
descantia [22]. Na diugo przed koncem pierwsze] mejotyczne] profazy
organolidy rozpierzchaja sie na wszystkie strony 1 znow plastydy oraz
mitochondria zajmuja przypadkowe miejsca w komaorce.

Nie wiemy, czy zjawisko gromadzenia sie plastydow 1 mitochondriow
W poczatkach mejozy Jest powszechne, choclaz wydaje sie, ze powinno
byC przynajmniej czeste, poniewaz wymienione rosliny pochodza z roz-
nych grup systematycznych 1 byty wziete dosyC przypadkowo. Zgrupo-
wanie plastydow 1 mitochondriow zauwazono takze w mikrosporocytach
ltlii [13] oraz mikrosporocytach sosny [24], ale w publikacji [31] jest
tylko fotografia zwarte] grupy organoidow bez zadnych uwag.

Nie mamy rowniez pojecia, po co organoidy zbieraja sie na krotko
w okreslonym miejscu komorki w czasie, kiedy zaczeta sie juz pierwsza
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mejotyczna profaza. Jedyny wniosek jest negatywny; prawdopodobnie
wczesnomejotyczne zgrupowanie plastydow 1 mitochondriow nie ma nic
wspolnego z pozniejszymi ruchami 1 rozmieszczeniem tych organoidow
w nastepnych fazach mejozy. Grupa zawsze sie rozprasza, a pozniej or-
ganoldy w megasporogenezie storczyka zachowuja sie Inaczej niz w mi-
kKrosporogenezie w pylnikach Impatiens 1 sporogenezie w sporangilach

Equisetum, a Jeszcze Inacze] w mikrosporogenezie w pylnikach Trade-
scantia.

Rys. 2. Wczesnomejotyczna grupa plastydow (kotka) 1 mitochondriow (Kropki)

przy Jadrze komorkowym; a) w megasporocycie storczyka z rodzaju Epipactis; b)

W nieco wydtuzonym sporocycie ze sporangium Equisetum, a) wedtug danych Bed-
nary 1 wsp. [5], b) wedtug Bednary 1 Rodkiewicza [4]

ROWNOMIERNE |1 NIEROWNOMIERNE ROZMIESZCZENIE PLASTYDOW
W MEGASPOROGENEZIE

Dotychczas za pomoca mikroskopu elektronowego badano megaspo-
rogeneze kilkunastu gatunkow roslin. W wiekszosci z nich plastydy I mi-
tochondria komodrek mejotycznych byty rozmieszczone rownomiernie,
choclaz u wspomnianych storczykOw grupuja sie one przejsciowo na mi-
kKropylarnym wierzchotku profazowego megasporocytu (ryc. 2a), co nie
byto dostrzezone ani opisane w megasporocytach innych gatunkow. ROw-
nomiernie rozmieszczone organoidy po plerwszym 1 drugim podziale me-
jotycznym znajduja sie w komorkach diady, a nastepnie tetrady mega-
spor Capsella bursa pastoris [25.] Znamy od tego przynajmnie] kilka wy-
jatkow; w profazowym mejocycie zalazkow Ginkgo biloba [28] 1 Chamae-
cyparis lawsoniana |[15] organoidy zbieraja sie w chalazalnym wierz-
chotku 1 tam sie utrzymuja przez catg mejoze, takze wszystkie lub przy-
najmniej wiekszoSC z nich pozostaje w roznicujacej sie przy chalazie,
funkcjonalne] megasporze, ktdora da poczatek zenskiemu gametofitowl.
Takie uprzywilejowane megaspory chalazalne wypetnione plastydami wi-
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dziata tez De Sloover [10] za pomoca mikroskopu swietlnego w zalaz-
kach sagowca Encephalartos poggel.

Wsrod okrytozalazkowych inny, wyjatkowy sposob zachowania sie
plastydow byt opisany w rodzinie Onagraceae [17, 21]. Na poczatku me-
Jozy plastydy zbieraja sie na dwu wierzchotkach wydtuzonego megaspo-
rocytu I znajduja sie tam do czasu, kiedy utworzy sie tetrada megaspor.
W rezultacie takiej trwate] lokalizacji tylko megaspory wierzchotkowe
(chalazalna 1 mikropylarna) zawieraja plastydy. Mitochondria natomiast
nie wedrowaty razem z plastydami do wierzchotkdw profazowego me-
gasporocytu 1 sa we wszystkich megasporach (rys. 3). Taki nierowny
rozdziat plastydow ma swoje hipotetyczne skutki w rozwoju zenskiego
gametofitu niektorych gatunkow Oenothera (referat [20]), a procz tego
pokazuje, ze plastydy sa przemieszczane zupetnie niezaleznie od mito-
chondriow, Kktdore nie zmieniaja sposobu rozmieszczenia 1 sg dosyC rowno-
milernie rozrzucone w clagu cate] megasporogenezy.

Rys. 3. Rozmieszczenie plastydow (kotka) 1 mitochondriow (Kkropki) w megaspo-

rogenezie Epilobium (Onagraceae); a) megasporocyt, plastydy zebrane na wierzchot-

kach; b) tetrada megaspor, plastydy w megasporach wierzchotkowych, mitochond-
ria we wszystkich (wedtug Rodkiewicza 1 wsp. [21])

PRZEMIESZCZANIE SIE ORGANOIDOW W SPOROGENEZIE
NIEKTORYCH MCHOW

Sporocyty w zarodniach mchow z rodzajow Rynchostegium 1 Ambly-
stegium maja po jednym duzym plastydzie, ktory w okresie pierwsze]
mejotyczne] profazy dzieli sie dwukrotnie. Cztery potomne plastydy ukta-
daja sle, przy Jakie]s pomocy systemu mikrotubularnego, w czterech
przeciwlegtych miejscach sporocytu, tak ze po drugim podziale mejotycz-
nym kazdy zarodnik (spora) ma po jednym plastydzie. W poznej, pierw-
sze] profazie cztery plastydy niejako przewiduja przestrzenny uktad za-
rodnikow tetrady 1 nadaja sporocytowl czterobiegunowa polaryzacje, zu-
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petnie niezalezng od dwubliegunowe] polaryzacji wrzecion podziatowych
plerwszego | druglego podziatu mejotycznego.

W trakcie pierwsze] telofazy 1 pdzniej plastydy pozostaja nieruchome,
a mitochondria, dotychczas rozrzucone w cate] cytoplazmie, przesuwa-
Ja sle do rownikowe] ptaszczyzny sporocytu 1 uktadaja sie w ptytkowa-
ty agregat (rys. 4), ktory trwa tam do konca drugiego podziatu mejo-

Rys. 4. Plastydy 1 mitochondria w sporogenezie mchu Amblystegium; plastydy za-

kreskowane, mitochondria zaczernione; a) wczesna komdrka mejotyczna z jednym

plastydem; b) pdézna pierwsza profaza mejotyczna, cztery plastydy — w rzeczywi-

stosci sa one w roznych ptaszczyznach komorki; c) mejocyt po pierwszej telofazie,

mitochondria zebrane w ptaszczyznie rownikowej, plastydy na tych samych miej-
scach co pod koniec profazy (wedtug Brown I Lemmon [/], zmienione)

tycznego. Po tym nastepuje rownoczesna cytokineza, podczas ktore] za-
ktadajace sie przegrody pierwotne rozdzielajg warstwe mitochondrialng
mnie] wiece] rownomiernie miedzy cztery zarodniki powstate ze sporo-
cytu [7-9]. Widzimy wiec, ze podczas sporogenezy tych mchow plasty-
dy 1 mitochondria przemieszczaja sie w cytoplazmie niezaleznie.

PRZEMIESZCZANIE SIE ORGANOIDOW W SPOROGENEZIE EQUISETUM

Przyjadrowa grupa mitochondriow 1 plastydow (tab. 1 a) rozprasza
sle Juz we wczesne], plerwsze] profazie mejotycznej 1 organoidy te trwa-
ja w takim uktadzie prawie do konca pierwszej profazy (tab. 1 b, e). Wte-
dy mitochondria 1 plastydy gromadza sie na dwu przeciwlegtych stro-
nach jJadra komorkowego w miejscach, gdzie poznie] znajda sie wierz-
chotki wrzeciona, lub by¢ moze gromadza sie troche poOznie] juz przy
wilerzchotkach tworzonego wrzeciona. Te plastydowo mitochondrialne
grupy przesuwaja sie nastepnie do rownika 1 uktadaja sie przy brzegu
komorki, ktorej srodek zajmuje aparat kinetyczny (tab. 1 c¢). W pdzne],
pierwsze] telofazie mitochondria 1 plastydy rozprzestrzeniaja sie w ca-
le] ptaszczyznie rownikowej, tworzac warstwe (tab. 2a), ktora rozdziela
diade na dwie czeSci (tab. 1 d, f). Warstawa organoidow trwa przez okres
Interkinezy 1 przez caty drugl podziat mejotyczny. Podczas drugie] te-



TABELA 1

a-f — sporogeneza Equisetum hyemale X 1400; a-d — prepa-
raty po reakcji PAS; e,f — potcienkie preparaty barwione bite-
Kitem toluidyny, a — wczesna plerwsza profaza mejotyczna,
plastydy (ze skrobia) 1 niewidoczne na zdjeciu mitochondria
zebrane przy jadrze; b — nieco starsza komorka, organoidy
rozrzucone dookota jadra; ¢ — organoidy zebrane na brzegach
metafazowego wrzeciona, w Srodku wida¢ mate chromosomy;
d — organoidy w ptytce rownikowej po pierwszej telofazie;
e — komodrka w stadium zblizonym jak na b; f — stadium
takie samo jak na d
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TABELA 2

Mejocyt Equisetum hyemale; a — w stadium po pilerwszej telo-

fazie, mitochondria 1 plastydy zebrane w ptaszczyznie rowniko-

wej, X 3600; b — w pozniejszym stadium warstwa organoidow

zroznicowana na poktad mitochondrialny okryty z dwu stron
luzno utozonymi plastydami, X 8000

2 — Postepy Biol. Komorki 2/85
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lofazy organoidy sie przegrupowuja 1 zajmujac takze rownikowe prze-
strzenie miedzy parami jader telofazowych, rozdzielaja obszar tetrady
na cztery rowne czescl; rys. 5 pokazuje rozktad organoidow w ciagu ca-
te] mejozy.

Mitochondria 1 plastydy w warstwie rownikowe] sa poczatkowo uto-
zone beztadnie (tab. 2a), ale porzadkuja sie jeszcze przed drugim po-
dziatem mejotycznym. Warstwa roznicuje sie na poktad srodkowy, zto-
zony z mitochondriow 1 otulajace go z obu stron poktady plastydow
(tab. 2b). Po drugie] telofazie plastydy przemieszczaja sie w Qtab cy-
toplazmy, a mitochondria zostaja na miejscu. Wtedy wzdtuz srodka war-

Rys. 5. Zmiany potozenia plastydow 1 mitochondriow podczas sporogenezy skrzypu
Equisetum hyemale (wedtug Bednary 1 wsp. [3])

stwy mitochondriow pojawiaja sie pecherzyki, ktore rozpoczynaja budo-
we przegrody pierwotnej (rys. 6). Mitochondria przez jakis czas przyle-
gaja do przegrody pilerwotnej, a nastepnie przesuwajga slie do wnetrza
komorek tetrady [2-4].

Rys. 6. Schematy zrobione ze zdje¢ w mikroskopie elektronowym; sporogeneza

Equisetum hyemale; a) plastydy (kotka) 1 mitochondria (kropki) zebjranei podczas

pierwszej telofazy w warstwe rownikowga; b) warstwa rownikowa zroznicowana nha

poktad Srodkowy ztozony gtownie z mitochondriow 1 poktaddw brzeznych; c¢) pod

koniec drugiej telofazy mejotycznej w strefie mitochondriow zaktada sie przegroda
plerwotna
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Na preparatach z innych obiektow niz Equisetum nie zauwazono
wszystkich tych prawidtowych zmian potozenia organoiddow podczas me-
jozy. Kilkakrotnie jednak opisano rownikowa agregacje plastydow 1 mi-
tochondriow w sporogenezie roslin nalezacych do gatunkdéw z rdznych
grup systematycznych.

ROWNIKOWE UKEADY ORGANOIDOW W MEJOZIE PAPROCI
| ROSLIN NASIENNYCH

Ptytkowate skupienie plastydow 1 mitochondriow tworzy sie w pta-
szczyznie rownikowe] telofazowych sporocytow paproci Onoclea sensi-
bilis [19], Dryopteris borrer [26, 27], Pteridium aquilinum [26] oraz w me-
gasporogenezie heterosporowego gatunku Marsilea vestita [6]. Tetrada
megaspor paprotnika Marsilea przypomina raczej tetrade zarodnikow pa-
proci homosporowych lub tetrade mikrospor, poniewaz po synchronicz-
nej cytokinezie megaspory sa utozone tetraedralnie, a nie lintowo jak
w tetradach megaspor roslin, ktore wymienialismy juz tu. W rozwoju
lintowych tetrad organoidy nie uktadaja sie w rownikowe warstwy.

Przemieszczanie sie plastydow 1 mitochondriow w mikrosporogene-
zle byto opisane najdoktadniej w precikach mitorzebu (Ginkgo biloba)
badanych przez Wolniak [32] w mikroskopie Swietlnym 1 elektronowym.
Organoldy te sa przypadkowo rozmieszczone w profazowym mikrospo-
rocyclie, ale po pierwsze] telofazie mejotycznej tworza gesta, gruba war-
stwe, ktora rozdziela komodrke w ptaszczyznie rownikowej. Warstwa ta
utrzymuje sie do drugie] telofazy mejotycznej 1 wtedy Jest rozdzielana
przez przegrody pilerwotne, tak ze kazda mikrospora tetrady dostaje
mnie] wiece] taka sama liczbe organoidow. Wolniak przypuszcza, ze wta-
Snie organoidy skupione w jedna warstwe moga bycC tatwie] rOwno roz-
dzielone miedzy komorki niz organoidy, ktore sa rozrzucone. Podobna
warstwa organoidow byta zauwazona w pierwsze] telofazie podczas mi-
krosporogenezy w precikach nagozalazkowej rosliny Podocarpus macro-
phylla [30].

Jedyna rosling okrytozalazkowa, w Kktore] opisano przegrupowania
organoidow w mikrosporogenezie, podobne jak w sporogenezie Equise-
tum, jJest Impatiens balsamina [22], Mikrosporocyty te] rosliny zawieraja
plastydy ze skrobig 1 dlatego mozna je tatwo wyjawiC po zabarwieniu
skrobi na preparatach w mikroskopie swietlnym. Plastydy te w zaawan-
sowane] plerwsze] profazie mejotyczne] sg rozrzucone w cate] cytoplaz-
mie, a gromadza sie wszystkie w rownikowe] warstwie pod koniec pierw-
sze] telofazy. Po drugie] telofazie warstwa ta zmienia ksztatt 1 rozdziela
tetrade na cztery czesci utozone tetraedralnie. Wzdtuz Srodkow warstw
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rozdzielajagcych zaktadaja sie przegrody pierwotne, ktore ostatecznie wy-
odrebniaja mikrospory tetrady (rys. 7). Przypuszczamy, ze tak jak u Equ-
Isetum 1 Ginkgo, w rownikowe] warstwie organoidow oprocz plastydow
(tuta] amyloplastow) sa tez mitochondria. Jest to prawdopodobne, ponie-
waz zdjecie z mikroskopu elektronowego, zrobione przez Takahashi I So-
huma [29] przy badaniu mikrosporogenezy u Pyrola japonica, pokazuje
duze skupienie plastydow 1 mitochondriow miedzy czterema jadrami po
drugie] telofazie mejotycznej; autorzy jednak tego nie omawilaja. Po-
dobne skupienie opisuje Dupuis [33] w mikrosporocytach Impatiens

balsamina, jednak sugeruje ona zupetnie Inng Interpretacje niz nasza.

Rys. 7. Mikrosporogeneza w pylnikach Impatiens balsamina; stadia od podznej

pierwsze] profazy mejotycznej do tetrady, wczesna profaza pokazana na rys. 2b,

pokazane rozmieszczenie plastydow 1 prawdopodobne rozmieszczenie mitochondriow
(wedtug Rodkiewicza 1 wsp. [22] zmienione)

AMYLOPLASTY W MIKROSPOROGENEZIE
Z SUKCESYWNA CYTOKINEZA

Inacze] niz u Impatiens rozmieszczaja sie amyloplasty podczas mi-
Krosporogenezy w precikach trzykrotkil (Tradescantia). Poczatkowo jed-
nak nic na to nie wskazuje, bo we wczesnomejotycznych mikrosporocy-
tach amyloplasty skupiaja sie przy jadrze komorkowym (rys. 2), po tym
grupa sie rozprasza, ale w pierwsze] telofazie prawie wszystkie amylo-
plasty 1 mitochondria uktadaja sie w cate] szerokie] przestrzenl miedzy
jadrami komorkowymi. Przez te warstwe zaktada sie wrzeciono cyto-
Kinetyczne 1 wtedy organoildy odsuwaja sie lub raczej sa spychane w Kkie-
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runku jader komorkowych, totez przegroda pierwotna buduje sie w sze-
rokim pasmie optycznie pustej cytoplazmy.

Po pierwsze] telofazie organoidy otaczaja jadra komorkowe diady,
a podczas drugiego podziatu mejotycznego uktady organoidow powtarza-
Ja sle znowu — amyloplasty zbieraja sie miedzy telofazowymi jadrami
tetrady 1 odbywa sie cytokineza tak jak przy tworzeniu sie diady — cy-
tokineza sukcesywna [22].

ROWNIKOWE WARSTWY ORGANOIDOW POPRZEDZAJA CYTOKINEZE
ROWNOCZESNA

Podczas pierwsze] telofazy mitochondria 1 plastydy lub tylko mito-
chondria uktadaja sie w rownikowe] ptaszczyznie mejocytow rozmaitych
roslin wyzszych, zawsze jednak sga to mejocyty, ktore ostatecznie dziela
sie za pomocg cytokinezy rownoczesnej. Nie widziano natomiast takich
warstw w mejozie z cytokineza sukcesywna. Warstwa organoidow za-
tem odgradza w diadzie posttelofazowe jadra, ktdre nastepnie przecho-
dza synchronicznie drugi podziat mejotyczny. Mozna przypuszczac, ze bez
odgraniczajace] warstwy wrzeciona Kinetyczne drugie] metafazy tatwo
by sie taczyty, co burzytoby prawidtowy wynik mejozy, a w dalszych
skutkach obnizato ptodnos¢ organizmu. Warstwa organoidow zastepuje
wiec przegrode pierwotng w tych komorkach mejotycznych, gdzie po
pierwsze] telofazie nie dziata mechanizm cytokinezy, tJ. w sporogenezie
Z cytokineza rownoczesng po drugim podziale mejotycznym.

W okresie drugiej telofazy warstwa organoidow rozbudowuje sie | roz-
dziela mejocyty (Equisetum 1 Impatiens) na cztery obszary zamieniajace
sie w cztery komorki tetrady, kiedy w mitochondrialnym poktadzie war-
stwy organoidow utworzy sie przegroda pierwotna.

W mikrosporogenezie paru zbadanych przez Longly 1 Waterkeyn [18]
gatunkow roslin okrytozalazkowych przegrody pierwotne, powstajace po
cytokinezie rownoczesnej, roznia sie budowa od przegrod powstatych
w cytokinezie sukcesywnej. Przyczyna tych roznic moga by¢ odmien-
ne warunki w strefie tworzenia sie przegrod. W pierwszym przypadku
przegroda pierwotna zaktada sie wsrod mitochondriow zebranych w war-
stwie rownikowej, w drugim — w optycznie puste] cytoplazmie, daleko
od odsunietych wczesSnie] mitochondriow.

Nie mozemy powiedzie¢, dopoki nie bedzie wiece] dowodow, czy rze-
czywiscie powszechnie mitochondria 1 plastydy w mejocytach grupuja sie
na pewlen czas przy wczesnoprofazowym jadrze, oraz czy zawsze oOrga-
noidy zbierajg sie w rownikowa warstwe po pierwsze] mejotyczne] telo-
fazie sporogenezy z cytokineza rownoczesna.
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OBSZARY JADERKOTWORCZE (NOR) W BADANIACH
CYTOGENETYCZNYCH

THE NUCLEOLUS ORGANIZER REGIONS (NOR) IN CYTOGENETIC STUDIES

Anna ROKICKA

Katedra i Zaktad Ogolnej Biologii Lekarskiej Slaskiej Akademii Medycznej
w Katowicach

Streszczenie. Praca ta jest przegladem informacji na temat struktury 1 funkcji or-
ganizatorow jJjaderkowych (NOR) w genomie Eukaryota. Obszary te, stanowiace
niewlelki odsetek genomu, rozny w poszczegolnych gatunkach, zawierajg zespot
cistrondow kodujacych 18S 1 28S rRNA. Lokalizacje oraz aktywnoS¢ transkrypcyjna
NOR bada sie za pomoca hybrydyzacji H*rRNA/DNA 1 autoradiografii, prazkow
N 1 srebrzenia. Rozpowszechniony jest poglad, w mysl ktéorego w chromosomach
metafazowych wysrebrzajg sie te obszary NOR, ktore byty aktywne podczas po-
przedzajgcej podziat interfazy. Ostatnie badania sugeruja jednak, 1z sg to NOR,
ktore beda mogty podjaC proces transkrypcji dopiero w nastepnym cyklu komodrko-
wym. Zwrdcono uwage na zroznicowanie miedzykomorkowe, miedzyosobnicze 1 mie-
dzygatunkowe obszarow NOR oraz rdzna czestos¢ wystepowania 1 skitadu asocjacji
satelitarnych (AS) u cztowieka.

Summary: The structure and function of nucleolar organizer regions (NOR) In the
genome of Eukaryota are reviewed on the basis of the data from the literature.
NOR carry the structural genes for 185 and 28S ribosomal RNA and constitute
a relatively small part of the genome, various from one species to the other. The
location and the activity of the NOR are studied by In situ hybridization, autora-
diography, N-banding and silver staining methods. So far, the silverstainability of
these regions at metaphase was held to be determined by transcriptional activity of
the ribosomal RNA genes during the preceding iInterphase. Recently 1t has been
suggested, however, that the pattern of Ag-stainability of the NOR depends on
the state of the rDNA during the next interphase. The correlation between NOR
activity and satellite associations In man as well as their iInterspecies, — subjects
and-cells variation were also discussed.

W genomie kazdego gatunku organizmoOw wyzszych wystepuja ob-
szary odpowiedzialne za strukture 1 organizacje Jaderek podczas cyklu
komorkowego. Gtownym sktadnikiem tych obszarow sa odcinki DNA
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stanowiagce matryce dla transkrypcji prekursorow rybosomowego RNA,
a W nastepstwie dojrzewania funkcjonalnych podjednostek rybosomo-
wych. Obszary te zapewnlaja wiec wytwarzanie rybosomow, ktore —
Jak wiadomo — sa zwiazane scisle z procesem biosyntezy biatka w ko-
morce. Dlatego tez wiele badan poswiecono ostatnio ich strukturze 1 funk-
CJI.

Pierwsze obserwacje cytologiczne, ktore wydawaty sie wskazywac,
ze tylko pewne obszary niektorych par chromosomow biorg udziat
w tworzeniu jaderek, byty przedstawione przez Heitza [25, 26]. Obszary
te zostaty pozniej nazwane przez McClintock specyficznymi regionami
organizujacymi Jaderko [50]. Obecnie uzywa sie powszechnie terminu
sorganizatory jaderkowe” (Nucleolus Organizer Regions — NOR).

Zastosowanie techniki hodowli komorkowej limfocytow krwi obwo-
dowe] cztowieka pozwolito na posrednie okreslenie, ktore chromosomy
biorg udziat w powstawaniu jaderek. W tym zakresie podstawowe s3
prace Ferguson-Smitha 1 Handmakera, ktorzy na podstawie obserwacji
metafaz uzyskanych z hodowli wysunell przypuszczenie, ze w tworze-
niu jaderek w komodrce cztowieka biorg udziat chromosomy akrocentrycz-
ne grup D 1 G [14, 15]. Autorzy ci zwrocili uwage na asocjacje sateli-
tarne (AS), polegajace na wzajemnym kontakcie chromosomow akrocen-
trycznych za posrednictwem krotkich ramion, zawilerajacych przeweze-
nia wtorne lub za posSrednictwem satelitow. Wedtug autorow, NOR znaj-
duja sie w przewezeniach wtornych, ktore umiejscowione sg w jaderku
podczas interfazy. W profazie jaderko staje sie mniejsze 1 w koncu zani-
ka. W metafazie natomiast widoczne sg AS, jako pozostatoSC kontaktu
chromosomow akrocentrycznych w miejscach NOR z jaderkiem. Liczba
Jaderek w jadrze komorkowym jest zazwycza] mniejsza niz liczba NOR
na skutek fuzji dwoch lub wiecej jaderek. Autorzy sugeruja, ze AS sa
wynikiem takiej fuzji 1 moga wskazywacC lokalizacje aktywnych NOR
W zasocjowanych chromosomach.

Doniesienia Ferguson-Smitha 1 Handmakera [14, 15] wzbudzity za-
Interesowanie tym problemem w wielu innych osrodkach. W celu po-
rownania I obiektywne] oceny wynikow badan opracowano kryteria okre-
Slajace uktad chromosomow w metafazie mitozy |1 mejozy jako asocjacje.
Wedtug Nakagome [55], u cztowieka chromosomy akrocentryczne two-
rza AS wtedy, jeSli leza w bezposrednim sasiedztwie 1 rownoczesnie
Zwrocone sa do siebie krotkimi ramionami, a odlegtosC miedzy chromo-
somami nie przekracza szerokosci jednej chromatydy. Wedtug innych

autorow chromosomy akrocentryczne cztowieka uwaza sie za zasocCjo-
wane, jesli odlegtosC miedzy centromerami tych chromosomodéw nie jest
wieksza niz dtugie ramie najwiekszego chromosomu z grupy G |[78] lub
szerokosc chromosomu [2]. OdlegtoSC ta moze byC wieksza, gdy chromo-
somy potaczone sa dobrze widocznym tacznikiem.
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W zaleznosci od liczby oraz sktadu wystepuja rozne typy AS. Przy-
ktadowo u cztowieka, ktory posiada 10 chromosomoOw akrocentrycznych,
w sktad AS moze wchodzic od 2 do 10 chromosomow. Najczescie] sSpo-
tyka sie asocjacje 2-chromosomowe, rzadzie] 3-4-chromosomowe, najrza-
dzie] powyze] 5 chromosomow. AS moze sktadaC sie wytacznie z chro-
mosomow z grupy D albo z G, badz zarowno z chromosomow D, jak

| G (rys. 1)

Rye. 1. Typy asocjacji satelitarnych (AS) w kariotypie cztowieka (materiaty wita-
sne): a — AS ztozona z 2 chromosomoéow: 2D, 2G, DG; b — AS ztozona z 3 chro-
mosomow: 3D, 2DG, 2GD; ¢ — AS ztozona z 4 chromosomow: 2D2G, 3DG, 4G; d —

AS ztozona z 5 chromosomow 3D2G, 4DG

Wprowadzenie metod prazkowych do badan cytogenetycznych pozwo-
lito na doktadne ustalenie czestosci wchodzenia w AS chromosomow po-
szczegOlnych par. Zdaniem niektorych autorow udziat ten jest przypad-
kowy [10, 55, 67], podczas gdy Inni stwierdzaja wieksza czestoSC wy-
stepowania w asocjacjach chromosomow par 13 1 21 w porownaniu z po-
zostatymi chromosomami akrocentrycznymi |9, 11, 20, 39].

W badaniach AS zwraca sie uwage zaroOwno na obecnoSC obydwu
chromosomow homologicznych w tej same] AS, jak 1 na Srednia czestosc
wystepowania AS w komodrce oraz srednig liczbe chromosoméow w AS.
Parametry te sa rozne u poszczegolnych osobnikow, a podstawa tego
zroznicowania jest szeroki polimorfizm zdolnosci asocjowania dla kazde-

go chromosomu zawierajacego NOR. W inny sposob oceniaja AS YIp
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| Fox [81], ktorzy wprowadzaja pojecie wzgledne] czestosci AS, okresla-
jace] udziat kazdej pary chromosomow akrocentrycznych w AS w sto-
sunku do wszystkich zasocjowanych chromosomow. Zdaniem tych au-
torow, cecha ta nie zalezy od wieku, lecz jest rézna u poszczegolnych
osobnikow 1 dziedziczy sie w obrebie rodzin. Juz wczeSnie] Phillips [58]
stwierdzita, ze chromosomy akrocentryczne z wydtuzonymi przewezenia-
mi wtornymi oraz z duzymi satelitami znacznie czescie] uczestniczyty
w AS u osobnikdw z kolejnych pokolen badanych przez nia rodzin.

Udowodniono takze wzrost czestosci AS wraz ze zwiekszaniem sie
dtugosci przewezen wtornych w asocjujacych chromosomach [24, 62,
/9] oraz zaleznos¢ miedzy 1loscia rDNA a czestoscia wchodzenia chro-
mosomoOow akrocentrycznych cztowieka w AS [54, 76].

Wielokrotnie badano rowniez wptyw wieku 1 pitci na czestoSC wyste-
powania AS. Wyniki tych badan sa rozbiezne [11, 19, 20, 48, 75]. Cze-
stosC AS zmienia sie ponadto w szybko nastepujacych po sobie cyklach
komorkowych. Zaobserwowano ich wyrazny spadek w metafazach dru-
gie] 1 trzecie] mitozy w hodowli limfocytow cztowieka z dodatkiem

BUDR dla okreSlenia kolejnych podziatow komdrkowych. Wysoka cze-
stosC AS w cyklu pierwszym moze byc zwigzana z utrwalaniem uktadu
chromosomoOw podczas diugie] interfazy poprzedzajace] pobudzony In Vi-
tro podziat komorkowy. Nastepne cykle zachodza zazwycza] w czasie

zbyt krotkim dla procesu reasocjacji [68]. Istothe znaczenie moze mieC
zwiekszajaca sie liczba jaderek, ktora — jak sie okazuje — skorelowana
Jjest z wystepowaniem AS w nastepne] metafazie [68, 80].

W rozwazaniach nad czestoscia AS 1 udziatem w nich poszczegolnych
chromosomow nie mozna pominac znaczenia wptywu czynnikow, ktorym
komorki podlegaja w czasie hodowli 1 sporzadzania preparatow, jak np.
czas hodowli, temperatura, ptyn hipotoniczny itd.

Jak juz wspomniano, wystepowanie AS 1 i1dentyfikacja chromosomow
wchodzacych w ich skiad pozwolity jedynie posrednio okreslic, ktore
chromosomy zawileraja obszary NOR 1 biorag tym samym udziat w orga-
nizacjl Jaderek. Dopiero zastosowanie techniki hybrydyzacjl radioaktyw-
nego rRNA z wyekstrahowanym DNA chromosomalnym dostarczyto do-
wodow na istnienie bezposSredniego zwiazku obszarow NOR z powstaniem

Jaderek. Pilerwsze takie prace przeprowadzono u Drosophila melanoga-
ster [60] 1 Xenopus laevis [74]. Badania te pozwolity uchwyciC zaleznoSc
miedzy liczba jaderek a liczbg NOR.

Nastepny etap badan stanowito wprowadzenie techniki hybrydyzacji

RNA-DNA In situ w potaczeniu z technikami autoradiograficznymi 1 cy-

tologicznymi (ryc. 2). Metody te umozliwity doktadne okreslenie lokali-
zacjl cistronow rDNA w genomie wielu zwierzat, roSlin a takze cztowieka
[13, 18, 27, 28, 45].
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Obszary NOR zawieraja cistrony kodujace synteze 18S 1 28S rRNA.
W tym samym kompleksie DNA znajdujg sie cistrony kodujace synte-
ze 5,85 rRNA u cztowieka, myszy [30], chomika chinskiego [1] czy u fa-
soli [12]. U wiekszoscl badanych organizmdow cistrony 5S rRNA zlokali-
zowane sg poza obszarem NOR.

Ryc. 2. NOR wykazane metodami hybrydyzacji Hs rRNA/DNA
| autoradiografii w kariotyplie cztowieka zawierajacym dodat-
kowy chromosom 21 (wedtug [13])

Zastosowanie metod hybrydyzacji RNA-DNA umozliwito ponadto
okreSlenie liczby cistronow rDNA. U roslin okrytozalazkowych liczba ta
w komorkach diploidalnych wynosi przyktadowo: u stonecznika (Heli-
anthus tuberosus) — 520, u dyni (Cucurbita pepo) — 9800, u hiacynta
(Hyacinthus orientalis) — 16 800. W genomie zwierzat 1 cztowieka liczba
cistronow rDNA jest duzo mniejsza. W diploidalnych komorkach zaby
szponiaste] (Xenopus laevis) stanowl ona 900-1600, muszki owocowe] (Dro-
sophila melanogaster) — 200 (cyt. za Olszewska [56].) U cztowieka liczbe
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te oceniono na 100-420 [6, 43]. Nalezy dodac, ze wedtug sugestii Bernsa
| Chenga [4], obszar zajety przez NOR jJest zwykle wiekszy od obszaru
zajmowanego przez rDNA, bowiem odcinki chromosomow akrocentrycz-
nych cztowieka, sasiadujace bezposrednio z przewezeniami wtornymi, za-
wieraja prawdopodobnie geny regulatory dla cistronow rDNA, wspot-
dziatajace w regulacji ich ekspresiji.

Ryc. 3. NOR wykazane w niektorych chromosomach akrocentrycznych
cztowieka metoda srebrzenia (materiaty witasne)

Lokalizacja NOR jest rozna u poszczegdlnych gatunkdéw. Obszary te
wystepuja w odcinkach centromerowych, w odcinkach terminalnych lub
w przewezeniach wtornych niektoérych par chromosoméw. U cztowieka
mieszcza sie w przewezeniach wtornych krotkich ramion chromosomow
akrocentrycznych par 13, 14, 15 21, 22 |13, 27]. U matp cztekoksztatt-
nych potozenie tych obszarow okazato sie rozne u poszczegolnych gatun-
kow. U szympansa (Pan troglotydes) NOR wystepuja w przewezeniach
wtornych chromosomow akrocentrycznych, ktore odpowiadajag parom
13, 14, 18, 21 1 22 u cztowieka. U goryla (Gorilla gorilla) geny dla rRNA
znajduja sie w przewezeniach wtornych dwodch par matych chromoso-
mow akrocentrycznych, odpowiadajacych parom 21 1 22 u cztowieka,
oraz w czescl terminalnej pary 1. Duze chromosomy akrocentryczne go-
ryla, podobne pod wzgledem uktadu prazkow do ich odpowiednikow
u cztowieka, nie zawieraja NOR [70]. Orangutan (Pongo pygmaeus) ma
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w swoim kariotypie 10 par chromosomow akrocentrycznych, z ktorych
O, tJ. pary 11, 12-17, 22 1 23, zawiera NOR w przewezeniach wtornych
[31]. Gibbon (Hylobates lar), w przeciwienstwie do innych matp czteko-
ksztattnych, ma obszary NOR w obrebie przewezen wtornych tylko jed-
nej, 15 pary chromosomow [70].

Obszary NOR w odcinkach przycentromerowych wystepuja przykita-
dowo u ropuchy (Bufo fowleri) w 1 parze chromosomow [63] (ryc. 4),
u myszy (Mus musculus) w parach 12, 15, 16, 18 1 19 [29], a u nornika
(Microtus agrestis) w parze 4 lub 5 [23]. Z kolel lokalizacje gendéw dla
rRNA w odcinkach terminalnych stwierdzono u chomika chinskiego (Cri-
cetulus griseus) w parach 4-6, 91 10 [23] (ryc. 5), u kota domowego (Fe-
lis catus) w chromosomach EI 1 E3 [57] oraz u owcy domowe] (Ouls
aries) w parach 1-4 1 25 [32], Przyktadow takich mozna podacC wiele nie
tylko wsrod ssakow, ale takze ryb [16], ptazow [3], ptakow [17] 1 wielu
roslin [17, 45].

Ryc. 4. Przycentromerowa loka- Ryc. 5. Terminalna lokalizacja NOR w

lizacja NOR w 1 parze chromo- chromosomach chomika chinskiego (Cri-

somow ropuchy (Bufo fowleril) cetulus griseus) (wedtug [23]); a — ter-
(wedtug J[63]) minalna AS

Niemal rownolegle z zastosowaniem technik hybrydyzacji 1 autora-
diografii wprowadzono w badaniach cytogenetycznych dwie proste metody
barwienia obszarow NOR: prazki N oraz wysrebrzanie.

Mechanizm powstawania prazkow N polega na usunieciu kwasow nu-
kleinowych oraz histondw z chromosomow za pomoca podgrzanego kwasu
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trojchlorooctowego [49] lub kwasnego NaH2P 04 [17]. Zdaniem wigkszo-
§ci autorow, prazki N odpowiadajg regionom NOR (ryc. 6), jednakze nie-
ktdre badania ujawniajg brak tych prazkow w chromosomach jaderko-
tworczych lub ich wystepowanie w innych chromosomach [22, 59].

Bardziej popularng metodg okazato sie wysrebrzanie obszarow! jader-
kotworczych przy uzyciu wodnego i amoniakalnego roztworu AgNO03
[5, 36].

Ryc. 6. NOR wykazane metodg prazkéw
N w jednym z chromosoméw u bobu (Vz-
cia faba) (wedtug [17])

W wielu doswiadczeniach wykazano, ze wyniki srebrzenia dokfadnie
odpowiadajg lokalizacji genéw dla rRNA, ustalonej przy zastosowaniu
hybrydyzacji [23, 31]. Na tej podstawie uznano srebrzenie za: metode
specyficznie ujawniajagcg NOR.

Przeprowadzono liczne histochemiczne badania w celu scharaktery-
zowania substancji wigzacej srebro w tych metodach. Stwierdzono, ze
RNA-aza, DNA-aza, kwas tréjchlorooctowy czy kwas solny nie elimi-
nuja reakcji wysrebrzania sie NOR, uniemozliwiajg ja natomiast trypsy-
na lub pronaza [65]. Opierajac sie na tych wynikach autorzy wniosku-
ja, Ze substancja wysrebrzajgca sie nie jest czeScig materiatu chromo-
somalnego, lecz kwasnym biatkiem gromadzacym sie wok6t komponenty
chromosomalnej. Biatka te okre$lono jako biatka jaderkowe C23 i B23
[44] lub jako jedno biatko Ag-NOR [37], lub tez jako podjednostke po-
limerazy | [77]. Nie zostaly one jeszcze scharakteryzowane pod wzgle-
dem biochemicznym oraz immunologicznym.

Obserwacje przeprowadzone za pomocg mikroskopu elektronowego
wykazaty, ze miejscem specyficznie wysrebrzajacym sie w jaderku pod-
czas interfazy sg centra fibrylarne, w ktérych przypuszczalnie groma-
dza sie biatka jaderkowe [34, 66, 73]. ROwnoczesne zastosowanie meto-
dy Feulgena oraz srebrzenia pozwolity doktadnie zlokalizowaé wysreb-
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rzajace sie biatka Ag-NOR w odniesieniu do widkien chromatynowych.
Cienkie widkna chromatynowe o grubos$ci 2-3 am rozprzestrzeniajg sie
miedzy zitogami srebra, tgczac sie jednak z nimi czesciowo. Stad wnio-
sek, ze przynajmniej cze$¢ biatek Ag-NOR pozostaje w ciggtym kontak-
cie z materiatem chromosomalnym [34], W nowszych badaniach stwier-
dzono, ze w miejscach kontaktu ze ztogami srebra wtékna chromatynowe
sgq catkowicie rozwiniete i nie majg budowy nukleosomowej. Przypuszcza
sig, ze to wiasnie biatka Ag-NOR utrzymuja rybosomalne geny w roz-
winietej konfiguracji, umozliwiajgc w ten sposob intensywng transkryp-
cje. Moga wiec one petnié¢ funkcje strukturalng, a obserwacje ich wysreb-
rzen pozwalajg na okreSlenie ,aktywne” badZz ,nieaktywne” obszary
NOR [35].

llos¢ ztogow srebra w interfazie jest zwykle duzo wieksza niz pod-
czas mitozy. Badania zsynchronizowanych komérek HelLa podczas cyklu
komérkowego wykazaty, ze ich ilo$¢ wzrasta w czasie fazy G4i utrzymu-
je sie do fazy G2 [38]. W pdznej fazie G2 nastepuje dezorganizacja ma-
teriatu srebrochtonnego. Pod koniec profazy, kiedy aktywnos¢ NOR usta-
je, material ten prawdopodobnie jest czeSciowo transportowany do cy-
toplazmy. W metafazie i anafazie w miejscach NOR pozostajg jedynie
nieliczne srebrne kropki, wskazujgce, wediug Millera [53], na zwigzek
z procesem transkrypcji w czasie interfazy poprzedzajgcej podziat. Do-
piero w po6znej telofazie, wraz z aktywacjg NOR, ilos¢ materiatu srebro-
chtonnego znowu wzrasta i pojawiajg sie jaderka. ROwniez podczas po-
dzialu mejotycznego materiat srebrochtonny zachowuje sie do pachyte-
nu. Nie zaobserwowano go natomiast nawet w postaci nielicznych kro-
pek srebra w I i Il metafazie [63-65].

W mikroskopie elektronowym wiekszo$¢ chromatyny metafazowej
widoczna jest jako chromatyna nieaktywna, ztozona z powtarzajgcych
sie kulistych jednostek — nukleosoméw o $rednicy okoto 11 gm. Jedy-
nie w obszarach NOR widkna chromatynowe zachowujg podczas meta-
fazy catkowicie rozwinietg, nienukleosomowg konfiguracje, charaktery-
styczng dla chromatyny aktywnej, mimo braku syntezy rRNA. Mozna
zatem przypuszczaé, ze taka struktura widkien nie zawsze jest konsek-
wencjg aktywnosci transkrypcyjnej. W przypadku genoéw rybosomal-
nych, zlokalizowanych w NOR, mogtoby to stanowi¢ ceche trwalg. Przy-
puszczenie takie wysuneli Hernandez-Verdun i Derenzini [35] sugerujac
ponadto, ze zachowanie rozciggnietej struktury wiokien chromatynowych
w NOR i obecnos¢ wysrebrzajagcych sie biatek Ag-NOR podczas podzia-
tu komédrkowego jest wyrazem przygotowania sie genow rDNA do tran-
skrypciji, ktdra zachodzi¢ bedzie po zakonczeniu mitozy w nastepnej in-
terfazie.

Liczne badania miaty na celu udowodnienie przydatnosci metody sreb-

3 — Postepy Biol. Komérki 2/85
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rowe] Jako wskaznika aktywnosSci transkrypcyjnej obszarow NOR. Naj-
bardzie] przekonujace wydawaty sie doSwiadczenia, w Kktorych hamowa-
no proces transkrypcji 1 analizowano efekt srebrzenia [53]. Catkowite
zahamowanie ekspresji genow ludzkiego rRNA uzyskano w badaniach
hybrydow komodrek ludzkich, zawierajacych niepetny garnitur chromo-
somalny, oraz mysich, zawilerajacych zwykle wszystkie chromosomy.
W takich hybrydach istnieje tendencja do czesciowe] eliminacji chromo-
somow ludzkich, co przypuszczalnie powoduje Inaktywacje ludzkiego
rDNA [53]. Miller 1 wsp. [53] stwierdzili brak wysrebrzen ludzkich ob-
szarow NOR, podczas gdy mysie NOR dawaty pozytywna reakcje
z AgNO3 Marshall 1 wsp. [47], badajac 25 linit hybrydowych, rowniez
nie zaobserwowali w zadne] z nich ludzkiego 28S rRNA. Wysrebrzanie
przedwczesSnie skondensowanych chromosomow (PCC) pochodzacych z ho-
dowli o rozne] aktywnosci genow rRNA takze dawato rozne wyniki.
W hodowlach pochodzacych z niestymulowanych Ilimfocytow, synte-
tyzujacych mate ilosci rRNA, wysrebrzanie nie wystepowato, natomiast
w hodowlach z hamowanym kontaktowo wzrostem fibroblastow 1 zre-
dukowana synteza rRNA okoto potowa NOR nie ulegata wysrebrzaniu.
W hodowlach intensywnie wzrastajacych wiekszoS¢ NOR reagowata ze
srebrem pozytywnie [61]. Podobnie, zastosowanie aktynomycyny D, kto-
ra w niskich stezentach hamuje synteze rRNA, powodowato fragmenta-
cje jaderek 1 catkowity brak lub niewielka liczbe wysrebrzen w czasie
fazy GiI, podczas gdy w kontrolnych preparatach wystepowat wyrazny
wzrost 1losci ztogow srebra wraz ze wzrostem syntezy rRNA [38]. Wy-

nikl tych doswiadczen wskazuja na wyrazng zaleznos¢ miedzy transkryp-
cyjna aktywnoscig genow rRNA a pozytywna reakcja wysrebrzania.

Istniaty hipotezy zaktadajace, 1z wysrebrzenie niektorych odcinkow
chromosomow metafazowych okreslane jest przez i1losCc zawartego w nich
rDNA, ktora jest rozna w poszczegolnych obszarach NOR [13]. Badania
Warburtona 1 Hendersona [76] nie potwierdzity istnienia takie] korela-
cji, co pozwala sadziC, 1z zréoznicowanie wysrebrzonych obszarow w ptyt-
kach metafazowych zalezne jest nie od i1losci rDNA, lecz od jego aktyw-
nosci transkrypcyjnej.

Na te] podstawie przyjmuje sie na 0got, ze wysrebrzaja sie tylko te
odcinki NOR, w ktorych transkrypcja zachodzita podczas poprzedzajace]
podziat interfazy [53], Jak juz wspomniano, najnowsze badania [35] wno-
szg Jednak do te] koncepcji pewne zmilany sugerujace, ze W chromoso-
mach metafazowych wysrebrzaja sie te odcinki NOR, w ktorych trans-

krypcja odbedzie sie w nastepnym cyklu komorkowym.

Nie mozna powinac watpliwosci niektorych autorow dotyczacych sreb-
rzenia jako metody odzwierciedlajace] aktywnosc NOR. Wynikaja one
Zazwycza] ze spostrzezen, ze srebrzenie moze byc istotnym wskaznikiem
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aktywnosci NOR tylko w przypadku intensywne] syntezy rRNA, nato-
miast wydaje sie nieadekwatne, jeSli obszary te nie sg aktywne. Przy-
ktadowo, Verschaeve 1 wsp. [72] po zahamowaniu syntezy rRNA za po-
moca aktynomycyny D nie stwierdzili roznic w i1losclt wysrebrzen w ptyt-
kach metafazalnych, w stosunku do materiatu kontrolnego. Schmiady
zas 1 wsp. [61] uwazaja, ze metoda ta nie uzyskuje sie wiasciwych wy-
nikow przy niskim poziomie syntezy rRNA.

Oceniajac zroznicowane wyniki aktywnosci NOR przy zastosowaniu
srebrzenia, nalezy wziaC rowniez pod uwage nie tylko uwarunkowania
biologiczne, ale takze czynniki techniczna, jak np. czas inkubacji z AgNO03
rozny stopien penetracji jonow srebra czy tez indywidualne roznice
W ocenle osadu srebra. Stosujgc wiec metode wysrebrzania napotyka sie
pewne trudnosci, zwilaszcza w badaniach ilosciowych. Niekiedy reakcja
W petnl pozytywna zachodzi w preparacie niejednolicie, tj. w matych
oddzielnych polach. Moze to wynikaC z mniejszej 1losci srebra w polach
negatywnych; wiadomo juz bowiem, ze do ujawnienia sie srebra w mi-
kroskopie swietlnym konieczna jest jego pewna koncentracja. Obserwu-
Jac preparaty w mikroskopie elektronowym stwierdzono wystepowanie
matych osadow, niewidocznych w mikroskopie swietlnym [65].

Zgodnie z omawlanymi zjawiskami nie wszystkie NOR wysrebrzaja
sie JednoczeSnie. Liczba wysrberzonych, NOR w chromosomach meta-
fazowych cztowieka waha sie w granicach 5-10, przy czym stwierdzono
wyrazne roznice indywidualne [5, 36, 51], zwiazane z miejscem zamiesz-
kania [51, 52], a takze rasowe [/1].

Ponadto wsrod metafaz tego samego osobnika istnieje miedzykomor-
kowe zroznicowanie ekspresji NOR, ktore w metodzie srebrowe] do-
tyczy zarowno ilosci, jak 1 wielkoscl oraz intensywnosScil zabarwienia 0sa-
dow srebra. U tego samego osobnika chromosomy homologiczne w jed-
nej lub w kilku parach moga wysrebrzacC sie roznie. Ciekawe jest zagad-
nienie, czy zawsze ten sam chromosom w parze chromosomow homolo-
gicznych jest bardziej aktywny. Szczegotowa analiza wykazata, ze w po-
limorficznych parach, rdznigcych sie diugoscia przewezenia wtdrnego,
chromosom z diuzszym przewezeniem wtornym zawsze wybarwiat sie
siiniej, podczas gdy jego homolog miat wysrebrzenie Sladowe, badz nie
wysrebrza! sie [41]. Obserwowane roznice morfologili osadow srebra sa
trudne do iInterpretacji. W komorkach zroznicowanych widoczne jest
zwykle jedno duze jaderko wysrebrzajace sie w postaclt zbitego ztogu
srebra, podczas gdy w komadrkach niezroznicowanych jest kilka mniej-
szych wysrebrzajacych sie jaderek. W pdznej profazie obserwuje sie
duze, pojedyncze osady, natomiast w metafazie kazda chromatyda z re-
guty ma swo0] witasny osad srebra. Typowy dla chromosomu metafazo-
wego jest wiec podwodjny osad srebra, cho¢ czasem moze byc pojedynczy
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lub potrojny. Przypuszcza sie, ze roznice te moga byc konsekwencja
niejednakowych ilosci badz aktywnosci rDNA, albo obu tych czynni-
kow +tacznie [/, 40]. Ponadto prawie zawsze Istnieja roznice dotyczace
wielkoscl poszczegolnych ztogow srebra, okreslanych najczescie] wedtug
subiektywnych norm obserwatorow: maty, Sredni, duzy 1 bardzo
duzy (ryc. 7). Mimo tych roznic nie mozna wykluczy¢ mozliwosci
uznania wielkosci osadow srebra za ceche charakterystyczng chromo-
somul.

Ryc. 7. Wielkos¢ ztogow srebrowych w NOR u cztowieka (wedtug [46]): 4 —
bardzo duze wysrebrzenie, 3 — duze wysrebrzenie, 2 — Srednie wysrebrzenie,
1 — mate wysrebrzenie, 0 — brak wysrebrzenia

W badaniach rodzinnych wykazano, ze stopien wysrebrzenia NOR jest
charakterystyczna, dziedziczng cecha chromosomu, ktéra moze wystepo-
wac w kolejnych pokoleniach, zgodnie z prawami Mendla [40, 46, 51].
Biorgc pod uwage znaczny polimorfizm NOR, nalezatoby przypuszczac,
ze jest to cecha dziedziczna, ktora moze by¢c modyfikowana przez czyn-
nikl srodowiskowe [40],

Wyrazny polimorfizm miedzykomorkowy, wewnatrzpopulacyjny, jak
rowniez miedzyrasowy, dotyczacy liczby, wielkosci czy ujawniania sie
NOR, zaobserwowano nie tylko u cztowieka, ale rowniez u wielu zwie-
rzat 1 roslin. Znaczne roznice w liczbie 1 wielkosci NOR stwierdzono np.
miedzy odmianami jeczmienia (Hordeum vulgare) [42]. Niektore odmia-
ny maja liczne obszary NOR niewielkich wymiardw, podczas gdy u wiek-
szoscl odmian wystepuja one zazwycza) jako duze obszary w 6 1 7 pa-
rze chromosomow. Podobne roznice miedzy rasami wystepuja u Swini
domowe] (Sus scroja domestica). U osobnikow rasy yorshire obserwowa-
no wysrebrzenia NOR wytacznie w przewezeniach wtornych chromoso-
mow pary 10, podczas gdy jedna z ras dunskich ma wyrazne NOR w pa-
rach 71 10 [69]. U ryb nalezacych do trzech roznych rodzin z rzedu Gym-
notiformes zlokalizowano NOR w jednej, te] same] parze chromosomow.

W tym przypadku polimorfizm dotyczy wielkosci NOR ujawnionych me-
toda srebrowg Jako catkiem mate obszary lub wzrastajgce stopniowo do

okoto szesciokrotnie wiekszych [16].
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Badano rowniez zaleznos¢ miedzy wysrebrzaniem obszarow NOR
a czestoscla wystepowania AS [8, 21, 54]. Okazato sie, ze jest ona wyso-
ce znamienna, Jakkolwiek obserwowano chromosomy, ktdore nie wysreb-
rzaty sie, badz zawieraty mate osady srebra, mimo udziatu w AS [33].
Warburton 1 Henderson [76] juz wczesnie] stwierdzili korelacje miedzy
czestoscia AS a I1loscia rDNA w obszarach NOR chromosomow akrocen-
trycznych cztowieka, bioracych udziat w AS. Sugeruja oni, ze 1los¢ rDNA
w NOR moze by¢ waznym czynnikiem determinujacym wystepowanie
AS, a Iindywidualne rdéznice w ich czestosci moga byC spowodowane nie-
jednakowa aktywnoscig. Jest to reguta, od ktorej moga zdarzyC sie wy-
Jatki; napotkano bowiem chromosomy o wysokie] zawartosci NOR, kto-
re mimo to nie wchodzity w AS. Stad mozna wnioskowac, ze zawartosc
rDNA nie jest jedynym czynnikiem warunkujacym udziat w AS.

/ dotychczasowych badan wynika, ze zroznicowanie ekspresji obsza-
row NOR oraz czestosci wystepowania 1 skiadu AS istnieje nie tylko
miedzy gatunkami czy podgatunkami, ale rowniez miedzy osobnikami
okreslonej populacji oraz miedzy komorkami tego samego osobnika. Przy-
czyny warunkujace zroznicowanie w tak szerokim zakresie nie sa zna-
ne. Wydaje sie, ze tak duza zmiennos¢c musi sie wigza¢ z funkcjonalna
aktywnosScia obszarow NOR pozostajacych stale pod wptywem czynni-
kow Srodowiskowych. Wynikaja stad trudnosci w doktadnym okresleniu
ekspresji obszarow NOR. Wskazane bytoby opracowanie ujednolicone]
klasyfikacji NOR z wykorzystaniem metody srebrowej czy prazkow N
w celu zastosowania je] w szerokich, porownawczych badaniach popu-
lacyjnych, ktore umozliwityby lepsze poznanie zjawiska polimorfizmu
NOR oraz jego pochodzenia 1 roli.

Serdecznie dziekuje Pani doc. dr hab. Danucie Dziekanowskie] za
cenne uwagl I pomoc w przygotowaniu pracy.
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