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Cell polyploidisation in plants is mainly achieved by endoreduplication or endomitosis. En-
doreduplication is often described as a process or variant cell cycle, in which cells amplify
their genome without chromatin condensation, chromosome segregation or cytokinesis, leading
to the production of chromosomes with 2n chromatids without any change in chromosome
number. This process is common in plants and animals, especially in tissues with high meta-
bolic activity, despite but of this, little is known about the physiological role and mechanism
regulating this process. It is not clear wheather endoreduplication is genetically programmed

or is a consequence of the diferentiation.

In this paper we review data on physiological significance polyploidisation, especially
endoreduplication in plants, and data about molecular mechanism regulating this process.
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WSTEP

Rozwoj roslin podobnie jak i innych organi-
zmow tkankowych odbywa si¢ poprzez po-
dziaty komorek, wzrost objgtosciowy i ich
specjalizacj¢. Zwigkszenie liczby komorek
jest efektem nastgpujacych kolejno po sobie
cykli komdrkowych. Cykl komérkowy to se-
kwencja zdarzen, zachodzacych od powstania
komérki do podziatu na dwie potomne komorki.
W fazie G; komoérki sa dwukrotnie mniejsze
od macierzystych. W okresie mig¢dzypodzia-
lowym maja miejsce przemiany: biofizyczne,
biochemiczne i strukturalne, ktére prowadza
do powstania organelli, syntezy substancji

niezbednych do rozwoju i wzrostu. Najistot-
niejszym procesem w cyklu komérkowym jest
replikacja materiatu genetycznego i jego precy-
zyjny rozdziat do nowo powstalych komorek.
Struktura jadra i procesy w nim zachodzace
zmieniaja si¢ w czasie rozwoju rosliny: inny
jest w komodrkach merystematycznych (inten-
sywnie dzielacych si¢), a inny w komodrkach
roznicujacych sie. Komorki roslinne moga prze-
chodzi¢ w tkanke stata, zarowno w fazie G,
(2C) jak i w G, (4C). Mechanizm kontrolujacy
przejscie komorki z cyklu mitotycznego do pro-
gramowego roznicowania si¢ nie jest w petni
poznany. U roslin proces specjalizacji komérek
jest czesto skorelowany ze zwielokrotnieniem
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jadrowego materiatu genetycznego (Nagl
1976). Wzrost poziomu ploidalnosci moze do-
kona¢ si¢ na drodze:

— endoreduplikacji (catkowitej, niezupetnej),

— endomitozy,

— fuzji jader,

— fuzji komorek,

— nieprawidlowego rozdziatu chromosomoéw
w kariokinezie prowadzacego do powstania
jader aneuploidalnych.

Endomitoza jest to podzial chromosoméow
w obrebie otoczki jadrowej. W metafazie
i anafazie chromosomy rozrzucone sg na te-
renie catego jadra. Brak wrzeciona podziato-
wego uniemozliwia rozejscie si¢ chromatyd do
przeciwleglych biegundw, dlatego po telofazie
jadro zawiera podwojong liczb¢ chromosoméw
(Tab. 1, Ryc. 1). W endospermie u Delphinium
xkotulae opisano poczatkowe stadia mitozy do
metafazy, a liczb¢ chromosomoéow w powstalych
jadrach restytucyjnych okreslono na poziomie
24n (Jankun 1970, 1973). Wigcej informacji
o zmianach kariologicznych w endospermie spo-
wodowanych migdzy innymi endomitoza zostato
podanych w pracy Rychlewskiego (1969).

Podczas endoreduplikacji komérka po za-
konczeniu fazy S wchodzi w faz¢ G,, nastepnie
w G, z pominig¢ciem mitozy i cytokinezy. Proces
ten moze powtarzac si¢ wielokrotnie. W wyniku
tego procesu w jadrze nastgpuje zwielokrotnienie
catosci lub cze$ci materialu genetycznego, ale
nie zmienia si¢ liczba chromosoméw (Joube’s,
Chevalier 2000, Edgar, Orr-Weaver 2001)
(Tab. 1, Ryc. 1). W procesie niezupetnej repli-
kacji replikowana jest wigksza czg$¢ genomu,
natomiast pomijane sa niewielkie fragmenty
heterochromatynowe. Jezeli w obrgbie genomu
replikacji ulegaja tylko niewielkie odcinki DNA,
to taki proces nazywany jest amplifikacjq (Tura-
ta-Szybowska 1979).

U roslin programowa fuzja jader ma miejsce
podczas podwodjnego zaptodnienia. Jedna z ko-
moérek plemnikowych laczy si¢ z komorka ja-
jowa, a druga z komorka centralng, wyposazona
w jadro powstale przewaznie w wyniku pota-
czenia jader biegunowych. Fuzje jader byly
tez obserwowane u mieszancow w komor-
kach stozku wzrostu korzenia (Rozmus et al.
1999a), jak i w tkankach merystematycznych
roslin traktowanych czynnikami mutagennymi

Tabela 1. Charakterystyka cyklu mitotycznego i proceséw prowadzacych do zmiany zawartosci DNA w jadrach komorko-

wych: n — liczba chromosomoéw, C — ilo§¢ DNA w gametach.

Table 1. Characterisation of mitotic cycle and processes leading to change of this nuclear DNA content: n — chromosomes

number, C — DNA content in gamets.

G Podziat Efekt
2 Division Effect
Proces IJ\/azjicrlaei Liczba
Process Liczba komoérek Mitoza Cytokineza komorek
Number of cells Mitosis Cytokinesis Liczba Number of
C n
Number cells
4 4C, 2n 1 tak tak 2 |2 | 2 2
Cykl mitotyczny yes yes
Mitotic cycl
Hotic cyete 4C,2n 1 tak brak 2 | 2¢ | 1
yes no
Endomlitozg 4C, 2n 1 brak brak 1 ac | 4n 1
Endomitosis no no
Endoreduph.kac_.]a 4C. 2n 1 brak brak 1 4C n 1
Endoreduplication no no
FuZJva Jaldgr . (4C, 2n) | brak brak 1 4 | an 1
Fusion of nuclei no no
Fuzja kqmorek 4C, 2n 2 brak brak 2 4C | on 1
Cell fusion no no
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A

Ryc. 1. Poréwnanie endomitozy (A) i endoreduplikacji (B), opis w tekscie (rysunek wilasny).

Fig. 1. Schematic representation of endomitosis (A) and endoreduplication cycle (B). Detailed description in text (own

picture).

(Rozmus et al. 1999b). Powstawanie komor-
czakow w wyniku fuzji komorek zostato opisane
u roslin zaatakowanych przez patogeny (Wil-
liamson, Hussey 1996). Fuzja komoérek moze
by¢ takze obligatoryjnym etapem organogenezy
jak np. formowanie si¢ dtugich widkiem migsni
szkieletowych u krggowcdw. Takie procesy jak:
endoreduplikacja, podzial chromosoméw bez
rozdzielenia chromatyd do jader potomnych
i fuzja jader nie prowadza do powstania nowych
komoérek. Zmiany ilosci materiatu genetycz-
nego dokonujg si¢ wewnatrz otoczki jadrowej
i zachodza po zakonczeniu proliferacji oraz
zwiazane sa ze specjalizacja i formowaniem
si¢ tkanek statych (Nagl 1976). Przedstawiona
krotka charakterystyka endoreduplikacji, endo-
mitozy 1 fuzji jader nie jest catkowicie zgodna
z definicjg cyklu komoérkowego i dlatego wy-
mienione zjawiska nalezy uznac za fakultatywne
etapy specjalizacji komorek.

Poliploidyzacja tkanek jest zjawiskiem po-
wszechnym, powstaty organizm jest kompleksem
ztozonym z komérek, z ktdrych jedne pozostaja
diploidalne, inne osiagaja wyzsze stopnie plo-
idalnos$ci. Miksoploidalno$¢ i mozaikowatos¢
polegaja na wystepowaniu w jednym organizmie
komorek rézniacych si¢ liczba chromosomow.
Liczba ta moze by¢ euploidalna Iub aneuplo-
idalna. Polisomatycznos$¢ wystepuje wtedy, gdy
w procesie rdznicowania tkanek w tym samym

organie/tkance obecne sg komorki o roznej
zawartosci DNA (najczesciej podwyzszonej)
(Smulders et al. 1994).

WYSTEPOWANIE ENDOREDUPLIKACJI

Zjawisko endoreduplikacji wystepuje
u wielu organizmoéw eukariotycznych (Brodsky,
Uryvaeva 1977). W kroélestwie roslin endore-
duplikacja jest szeroko rozpowszechniona i zo-
stata opisana po raz pierwszy u Allium cepa
w strefie elongacyjnej korzenia traktowanego
hormonami (Levan 1939). U okrytozalazko-
wych zjawisko endoreduplikacji nie wystepuje
tylko w tkankach merystematycznych, komor-
kach macierzystych i w gametach (Nagl 1978,
Traas et al. 1998, Cebolla et al. 1999, Jacqmard
et al. 1999). Natomiast powszechnie jest opi-
sywana w organach zwiazanych z rozmnaza-
niem plciowym, np. w woreczku zalazkowym,
tapetum, niektorych tkankach tworzacych owoc
(Turata 1969, Nagl 1974, Lemontey et al. 2000,
Kudo, Kimura 2002). Jadra poliploidalne lub
chromosomy olbrzymie byly identyfikowane:
w antypodach i synergidach u Allium ursinum
(Hasitschka-Jenschke 1957), Ranunculus bau-
dotii (Wedzony 1982), w endospermie i suspen-
sorze u Phaseolus (D’ Amato 1964, Nagl 1974,
1976), w bielmie (Kowles, Phillips 1985), w li-
scieniach u Arachis hypogaea (Dhillon, Miksche
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1982) i w komérkach migkiszowych owocow
Lycopersicon esculentum (Teyssier et al. 2008),
jak réwniez zostaty opisane w komodrkach
wysoce wyspecjalizowanych np. we wlosni-
kach korzeniowych u Elodea (Dosier, Riopel
1978), epidermie u Phaseolus (Kinoshita et al.
1991), duzych komoérkach zawierajacych rafidy
u Vanilia (Kausch, Horner 1984), trichomach
u Bronia (Barlow 1975) 1 wloskach u Arbidopsis
(Sako et al. 2010). Wsrdd roslin wysoki poziom
endoreduplikacji stwierdzono miedzy innymi
w komorkach suspensora u kilku gatunkow
fasoli (Phaseolus coccineus — 8192n, Phase-
olus vulgaris — 4096n, Phaseolus hysterinus
— 4096n) (Nagl 1974) i rozchodnika (Sedum
acre) — 1024C (Kozieradzka-Kiszkurno, Boh-
danowicz 2003). Wigcej przyktadow czytelnik
moze znalez¢ w pracach Turaty (1969, 1979),
Rychlewskiego (1969), Bohdanowicza (1987)
oraz Luszczaka i wsp. (2000).

ROLA ENDOREDUPLIKACIJI

Pomimo, ze zjawisko endoreduplikacji u ro-
$lin jest dos¢ czeste, jego biologiczna rola nie
jest jednoznacznie wyjasniona. Przyczyny pro-
wadzace do zaistnienia tego procesu przedsta-
wiane sa w formie hipotez i mozna je podzieli¢
na trzy grupy:

— wynikajace z budowy genomu,

— funkcjonalne,

— indukowane przez czynniki §rodowiskowe

1 stres.

Korelacja pomigdzy wielkoscig genomu
i czestoscig zjawiska endoreduplikacji zostata
opisana u wielu taksoné6w. De Rocher 1 wspot-
pracownicy (1990) badali zawartos¢ DNA ja-
drowego w roznych tkankach u kilkunastu
gatunkow sukulentow. U dziewigciu taksonow
o stosunkowo matych genomach (wartos¢ 2C
wynosita okoto 3,5 pg DNA) w tkankach statych
stwierdzili wyzsze poziomy ploidalnosci, nato-
miast nie obserwowali takiego zréznicowania
u dwoch gatunkéw sukulentéw z duzymi ge-
nomami (32,0 pg DNA). Takze u innych roslin,
ktdre posiadaja mate genomy (okoto 1 pg), np.
u Arabidopsis thaliana (Galbraith et al. 1991),

Cucumis sativus (Gilissen et al. 1993), Lyco-
persicon esculentum (Smulders et al. 1994),
Medicago sativa i M. truncatula (Kondorosi et
al. 2000) oraz u Brassica oleracea (Kudo, Ki-
mura 2001), w dojrzatych tkankach odnotowano
wyzsze poziomy ploidalnosci. Przytoczone in-
formacje wskazuja na istnienie negatywnej
korelacji pomi¢dzy rozmiarami genomu a po-
ziomem ploidalnosci. By¢ moze, do prawidto-
wego funkcjonowania niektorych tkanek statych,
konieczna jest okreslona ilo§¢ DNA. Taksony
o matych genomach, ktére nie spetniajq takiego
warunku, w toku ewolucji wyksztatcity mecha-
nizmy umozliwiajace zwielokrotnienie wtasnego
genomu. Przyktadem potwierdzajacym istnienie
zalezno$ci migdzy budowa genomu a zdolnoscia
do endoreduplikacji jest zachowanie si¢ komorek
w hodowlach in vitro. Hodowle te prowadzone
sa w warunkach $cisle kontrolowanych, dlatego
mozna si¢ spodziewaé, ze otrzymane osobniki
beda genetycznie identyczne. Niepozadanym
efektem jest zmienno$¢ somaklonalna, ktéra
przejawia si¢ w stosunku do réznych cech, jak
np. zmiany morfologii chromosoméw (Joachi-
miak et al. 1995), zwigkszenie stopnia ploidal-
nosci 1 inne. Zauwazono, ze na zmiany ilosci
DNA szczegdlnie podatne sa tkanki gatunkow
polisomatycznych. Takie niejednorodne gene-
tycznie tkanki nazywane sq miksoploidami.
Obecnie wiadomo, ze endoreduplikacja wyste-
puje u réznych organizmow niezaleznie od ilosci
DNA, dlatego w rownym stopniu wydaja si¢ by¢
prawdopodobne przyczyny omowione ponizej.

W procesie réznicowania si¢ komorek i for-
mowania wysoce wyspecjalizowanych tkanek
statych pierwszorzedowa struktura DNA w za-
sadzie nie ulega zmianie, ale moze si¢ zmieniac¢
jego organizacja i ilos¢. Obserwowany staty,
tkankowo specyficzny wzor endopoliploidyzacji
w roznych organach swiadczy o istotnosci tego
procesu w przygotowaniu komorek do prawidto-
wego ich funkcjonowania w obrgbie organizmu.
Obserwowane roznice w wielkosci roslin Ara-
bidopsis bylty kojarzone z rézng zdolnoscia do
endoreduplikacji (Vlieghe et al. 2005). W ho-
dowlach Arabidopsis linii kontrolnej i zmody-
fikowanej genetycznie stwierdzono, ze rosliny
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transgeniczne, ze zwickszona aktywnoscig
genu DELI- inhibitora endoreduplikacji, mor-
fologicznie byly podobne do typu dzikiego, ale
osiggaly mniejsze rozmiary. Wielko$¢ komorek
u tych roslin byla znacznie mniejsza w poroéw-
naniu z ros§linami typu dzikiego, natomiast liczba
komoérek w wybranych organach byla poréwny-
walna w obu prébach. Stopien skarlenia byt pro-
porcjonalny do poziomu transkryptu genu DEL1.
Powyzszy przyktad i inne (Nagl 1978, Galbraith
et al. 1991, Masui 1992, Melaragno et al. 1993,
Breuer et al. 2007) wskazuja, ze rozmiar komorki
jest zdeterminowany przez proporcje jadrowo-
cytoplazmatyczne. Wplyw ilosci DNA na fe-
notyp okreslany jest jako efekt nukleotypowy
(Bennett 1972, Grime, Mowforth 1982).

Innym przyktadem ilustrujacym wpltyw
poziomu ploidalnos$ci jadra na morfologi¢ sa
wloski lisciowe i lodygowe u Arabidopsis.
Epiderma tej rosliny wytwarza rozgalgzione
trichomy, ktore pelnia funkcj¢ obronna poprzez
utrudnianie ruchu szkodnikéw po powierzchni
rosliny. Typowe wloski zbudowane sg z jednej
komorki wytwarzajacej trzy rozgalgzienia, a jej
jadro zawiera 32 C. Liczba rozgalgzien jest
uzalezniona od poziomu DNA (Hilskamp et
al. 1994). U mutantéw z uposledzong endore-
duplikacja obserwowano formowanie si¢ nie-
typowych wielokomérkowych trichoméw lub
zamieranie komorek (Schnittger et al. 2003).
Natomiast u roslin ze mutowanymi genami ogra-
niczajacymi liczbe cykli endoreplikacji powsta-
waly wigksze wtoski i posiadaly wigksza liczbe
rozgatezien (Sako et al. 2010). Obserwacje te
wskazuja jednoznacznie na kluczowa rolg poli-
ploidyzacji w ontogenezie wloskow.

W trakcie dojrzewania nasion i owocow
zachodzi synteza, polimeryzacja i gromadzenie
materialdw w migkiszu spichrzowym. Tempo
polimeryzacji odgrywa istotng rol¢g w groma-
dzeniu polisacharydéw, poniewaz monosacha-
rydy sa substancjami osmotycznie czynnymi.
Przyspieszenie metabolizmu wymaga wigkszej
ilosci biatek, ktorych synteza posrednio lub
bezposrednio zalezy od transkrypcji. Jednym
ze sposobow zwigkszania transkrypcji jest
zwielokrotnienie liczby alleli danego genu.

Takie zwielokrotnienie materialu genetycznego
ma miejsce w duzych komorkach migkiszu spi-
chrzowego (Dhillon, Miksche 1982, Teyssier
et al. 2008). W metabolizmie tej tkanki uczest-
niczy wiele gendw, ale na pewno nie wszystkie.
Mozna wigc postawié pytanie, dlaczego ko-
morka kopiuje catg lub prawie calg informacje
genetyczna? Powszechnie przyjmuje si¢, ze
cala jej zawartos¢ stanowi materiat zapasowy.
W trakcie powtornego wlaczania zwiazkow or-
ganicznych do metabolizmu monomery tacznie
z nukleotydami moga by¢ powtornie uzyte do
budowy nowych komoérek. Z drugiej strony
pojawiaja si¢ doniesienia sugerujace, ze endo-
reduplikacji ulega tylko euchromatyna bogata
w geny, natomiast frakcja heterochromatynowa
jest pomijana w kolejnych rundach (Kondorosi,
Kondorosi 2004).

W antypodach, suspensorze i haustoriach
obecnos¢ jader poliploidalnych i chromosoméw
olbrzymich jest kojarzona z funkcjami tych ko-
morek. Antypody uczestnicza w transporcie
substancji z chalazy do woreczka zalazkowego,
wieszadetko posredniczy pomigdzy bielmem
wtornym i rozwijajacym si¢ zarodkiem. Wiele
danych wskazuje, ze struktury te sg nie tylko
biernymi przekaznikami gotowych produktow.
W antypodach zachodzi réwniez intensywna
synteza biatka, o czym $wiadczy duza ilosé
szorstkiego retikulum (Schulz, Jensen 1971,
Zhukova, Sokolovskaya 1977). Natomiast z kolei
obecnos¢ gladkiego retikulum w komoérkach su-
spensora, sugeruje mozliwos¢ syntezy migdzy
innymi terpenoidéw (zwiazkéw pokrewnych
hormonom) (Rodkiewicz et al. 1996).

Tapetum zbudowane jest przewaznie z dwu-
lub wielojadrowych komorek. Liczba jader,
stopien ich ploidalnosci oraz sposéb jego zwie-
lokrotnienia jest cecha gatunkowa (D’Amato
1984, Pacini 1997, Weiss, Maluszynska 2001).
Komorki tapetum z pobranych substratéw syn-
tetyzuja materiaty odzywcze, hormony roslinne,
a nastepnie wydzielaja je do komory mikrospo-
rangium, stymulujac w ten sposdb procesy mi-
krosporogenezy i mikrogametogenezy.

Rosliny czesto nie posiadaja mozliwosci
pozbywania si¢ szkodliwych, koncowych
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produktéw przemiany materii. Gromadzenie tych
substancji w komorce stwarza potencjalne moz-
liwosci uszkodzenia DNA, dlatego konieczna
jest szybka ich neutralizacja. W toku ewolucji
wyksztalcity systemy ich neutralizacji. Dobrym
przyktadem jest metabolizm kwasu szczawio-
wego. Jest to substancja osmotycznie czynna,
ktéra obniza warto$¢ pH i zostaje zobojgtniona
w reakcji z dwuwarto$ciowymi jonami, co pro-
wadzi do powstania nierozpuszczalnych soli.
W zalezno$ci od stopnia uwodnienia krystalizuje
w formie pojedynczych krysztatéw, druzow lub
rafidow. U Vanilla planifolia komdrki wyspecja-
lizowane w petnieniu funkcji detoksykacyjnych,
gromadzace rafidy sa wigksze od pozostalych
i zawierajg poliploidalne jadra (Kausch, Horner
1984). Podobne obserwacje dotycza takze in-
nych gatunkéw roslin. Zwielokrotnienie liczby
kopii gendw stanowi rodzaj buforu zabezpiecza-
jacego przed skutkami mutacji (Inzé, De Veylder
20006), gdyz moze zwigksza¢ efektywnos¢ pro-
cesu transkrypcji i translacji. Rozrost organdéw
w wyniku powigkszania objgtosci komorek jest
korzystniejszy dla organizmu niz uzyskanie
tego efektu w wyniku podziatow. Ilustruje to
poréwnanie aktywnych procesow zachodzacych
w obydwu cyklach (Tab. 2).

Endoreduplikacja moze by¢ réwniez indu-
kowana czynnikami egzogennymi. Przyktadem
moze by¢ jej obecnos¢ w komoérkach zaatako-
wanych przez pasozyty lub w trakcie symbiozy.
W obu uktadach autotroficzna roslina jest dostar-
czycielem substancji pokarmowych. Zaréwno
symbiont jak i pasozyt, zmieniaja w wickszym

lub mniejszym stopniu metabolizm i rozwdj
komérki lub calej tkanki w celu pozyskania po-
trzebnych materialéw odzywczych. Gléwnym
celem ataku jest przejecie kontroli nad cyklem
komérkowym. O zasiegu tej ingerencji najlepiej
$wiadczy porownanie ekspresji genéw w komor-
kach kontrolnych i olbrzymich u roslin zainfeko-
wanych przez nicienia. Badania przeprowadzone
na Arabidopsis przy uzyciu mikromacierzy wy-
kazaly zmiang¢ aktywnosci 3373 gendéw (Jammes
et al. 2005). Roéwnie duzy zakres zmian odno-
towano u innych ros$lin zainfekowanych paso-
zytami (Bar-Or et al. 2005). Znaczace zmiany
ekspresji genéw zidentyfikowane na podstawie
analizy mikromacierzy byly weryfikowane in-
nymi metodami, np. RT-PCR w czasie rzeczy-
wistym (PCR = w czasie rzeczywistym, ang.
real-time PCR). Zgodnie z przewidywaniami
ustalono, ze w pierwszej kolejnosci wylaczone
zostaja geny wchodzace w sktad uktadu obron-
nego (Kondorosi, Kondorosi 2004). Nastepnie
przeprofilowana zostaje ekspresja gendow cyklu
komoérkowego i innych. Wsrdd nich najistot-
niejsze sa te, ktérych produkty uczestnicza
w transporcie i wzro$cie powierzchni $ciany
komérkowej. Przejecie kontroli nad transportem
zapewnia staty doptyw substratow i produktow
koniecznych dla rozwoju patogena lub orga-
nizmu symbiotycznego. W procesie powsta-
wania komorek olbrzymich dochodzi do rozpadu
duzej wakuoli na wiele mniejszych; w gestej
cytoplazmie pojawia si¢ wigksza ilos¢ organelli
(Jones, Payne 1978). Sciana komoérkowa ulega
wzrostowi powierzchniowemu lub czgsciowemu

Tabela 2. Poréwnanie procesow zachodzacych w czasie endoreduplikacji i mitozy (wg Turaly-Szybowskiej 1979).

Table 2. Comparison of processes occurring during endoreduplication and mitosis (according to Turata-Szybowska 1979).

Proces Endoreduplikacja Cykl mitotyczny
Process Endoreduplication Mitotic cycle
Replikacja DNA tak tak

DNA replication yes yes
Tworzenie wrzeciona podzialowego i fragmoplastu nie tak
Mitotic spindle and phragmoplast assembly no yes
Cytokineza nie tak
Cytokinesis no yes
Wozrost powierzchniowy $ciany komorkowe;j tak tak
Surface growth of the cell wall yes yes
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rozpuszczeniu i wowczas dochodzi do fuzji ko-
morek (Jones et al. 1998).

Cytogenetyczne skutki pasozytnictwa przed-
stawione zostaly na przykladzie zaleznosci ro-
$lina — nicien. Nicienie z rodziny Heteroderidae
(matwikowate) sa obligatoryjnymi wewnetrz-
nymi pasozytami wielu roslin uprawnych.
Larwy zyjace w glebie rozpoznajg i wedruja
w kierunku korzeni zywiciela. Robaki te wy-
posazone sg w dwie specjalne struktury: cienkg
pusta w srodku sondg oraz trzy jednokomorkowe
gruczoty zlokalizowane w przetyku (Hussey
1989, Hussey, Mims 1990). W fazie infekcji
przy ich pomocy zostaje rozpuszczona i prze-
bita §ciana komoérkowa (Williamson, Hussey
1996). Wewnatrz korzenia poprzez tkanki mie-
kiszowe larwy przemieszczajg si¢ w kierunku
stozka wzrostu, a nastgpnie wiazka przewodzaca
w kierunku przeciwnym. Po opuszczeniu wiazki
osiedlaja si¢ na state w komodrkach migkiszo-
wych i przy pomocy produkowanych wydzielin
przejmuja kontrol¢ nad aktywnoscia genow
zywiciela. Inhibicja gendw odpowiedzialnych
za formowanie si¢ fragmoplastu prowadzi do
powstania komoérczakow. Zainfekowane przez
nicienie komorki posiadaty nawet po sto jader,
z ktérych niektore zawieraty wigcej niz 4C DNA
(Williamson, Hussey 1996). Zwielokrotnienie
liczby genéw w komorce i catkowite ich podpo-
rzadkowanie pasozytowi umozliwia jego rozwoj
i programowanie wzrostu komorki zywiciela.
Efektem makroskopowym zakazenia nicieniami
sq narosla (galasy) na korzeniach (Williamson,
Hussey 1996).

Symbioza pomig¢dzy roslinami motylkowymi
i bakteriami azotowymi jest procesem wieloeta-
powym. Przyszte organizmy symbiotyczne roz-
poznaja si¢ za pomocg sygnatéw chemicznych.
Rosliny poprzez korzenie wydzielaja zwiazki fla-
wonoidowe, ktore sa atraktantami dla zgodnych
mikrosymbiontdéw, natomiast trujace dla innych
bakterii. Wchodzace w sklad tej wydzieliny
biatka regulatorowe indukuja ekspresj¢ bakte-
ryjnych genéw nod. Czynnik NOD (chitolipooli-
gosacharydy) powoduje zamieranie wlosnikow,
wylaczenie roslinnych mechanizméw obron-
nych, a inicjuje powstanie merysteméw dajacych

poczatek brodawkom. Kolejnym etapem jest
zainfekowanie powstatych brodawek przez
bakterie azotowe. W obrebie funkcjonalnej bro-
dawki wyrdzniono trzy strefy. Zewnetrzna jest
zbudowana z tkanki merystematycznej. Druga,
potozona glgbiej, to strefa infekcyjna. Bakterie
znajdujace si¢ w tym obszarze w sposob ciagly
produkuja czynnik NOD. Komorki tej strefy nie
dzielg si¢, a zachodza w nich kolejne procesy
replikacji DNA i w efekcie powstaja duze jadra
o zawartosci do 64C, a proporcjonalnie wrasta
takze objetos¢ komorek. Trzecia strefa zbudo-
wana jest z duzych komorek i w niej nastepuje
wigzanie azotu (Kondorosi, Kondorosi 2004).
Przytoczone obserwacje sugeruja, ze endoredu-
plikacja inicjowana przez czynnik egzogenny
jest istotnym etapem w przygotowaniu komorek
kory pierwotnej korzenia roslin motylkowych do
symbiozy z Rhizobium radicicola. Nie jest to
jedyna droga prowadzaca do inicjowania en-
doreduplikacji w korzeniach roélin z rodziny
Papilionaceae. U niektérych przedstawicieli
tego taksonu, np. u koniczyny i lucerny, opi-
sano tzw. pseudobrodawki. Ich budowa histolo-
giczna jest taka sama jak typowych brodawek.
Réznice wynikaly z obecnosci licznych ziaren
skrobi i braku bakterii azotowych w pseudobro-
dawkach (Blauenfeldet al. 1994). Spontaniczne
pojawianie si¢ pseudobrodawek w korzeniach
stawia pod znakiem zapytania role czynnika
NOD w indukowaniu zmian morfologicznych
i fizjologicznych w komorkach kory pierwotnej
korzenia. Poréwnujac cytowane powyzej do-
niesienia (Blauenfeld et al. 1994, Kondorosi,
Kondorosi 2004) nie mozna jednoznacznie
rozstrzygnaé, czy w brodawkach korzeniowych
endoreduplikacja jest inicjowana przez bodzce
endo- czy egzogenne. W swietle dotychczaso-
wych badan nad endoreduplikacja wydaje sie,
ze mechanizm uruchamiajacy ten proces jest
pod kontrolg organizmu roslinnego, natomiast
pasozyty i symbionty ,ztamaty szyfr”, ktory
pozwala go uruchomié¢ w sposéb niezalezny od
gospodarza.

Endoreduplikacja moze by¢ rowniez czyn-
nikiem umozliwiajagcym adaptacj¢ do warun-
kéw stresowych. Juz w latach sze$édziesiatych
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ubieglego wieku zaobserwowano, ze w jadrach
komérek kory pierwotnej korzeni u Lobularia
maritima i Bryophyllum crenatum hodowanych
w wodzie morskiej nastgpowato zwielokrot-
nienie zawartosci DNA (Catarino 1965). P6z-
niejsze, bardziej rozbudowane metodycznie
eksperymenty wykazaty, ze zdolno$¢ do prze-
prowadzenia endoreduplikacji jest konieczna
do przezycia w warunkach stresu solnego. Do-
$wiadczenie przeprowadzono na dwoch liniach
Sorghum bicolor, rézniacych si¢ zdolnosciami
do endoreduplikacji. Hodowano je w roztwo-
rze o stezeniu 150mM NaCl przez trzy tygo-
dnie. Stres przezyly tylko rosliny o genotypach
umozliwiajacych przejscie kilku rund endore-
duplikacji. U tych roslin w 41% komorek kory
pierwotnej strefy wtosnikowej stwierdzono
zawarto§¢ DNA wyzsza niz 4C, podczas gdy
w probie kontrolnej warto$¢ ta wynosita 1,3%
(Ceccarelli et al. 20006).

W jadrach komoérkowych migkiszu asymi-
lacyjnego u roélin realizujacych metabolizm
CAM stwierdzono zwielokrotniong zawartos¢
DNA (De Rocher et al. 1990). Rosliny CAM
ze wzgledu na warunki srodowiskowe (wysoka
temperatura, brak wody, niedostepnos¢ CO,,
itp.) otwieraja szparki i pobieraja dwutlenek
wegla gtdéwnie w nocy. Brak swiatta uniemoz-
liwia przeprowadzenie fotosyntezy, dlatego tez
CO, jest przejSciowo magazynowany w formie
zwiazkow posrednich. Tempo i ilo§¢ zmagazy-
nowanego dwutlenku wegla w kwasach karbok-
sylowych decyduje o efektywnosci fotosyntezy.
Zwickszenie liczby kopii genéw moze by¢ inter-
pretowane z jedne;j strony jako sposdb zabezpie-
czenia informacji genetycznej przed czynnikami
kancerogennymi, a z drugiej jako zabieg w kie-
runku zwigkszenia tempa transkrypcji i trans-
lacji w celu przyspieszenia niektérych proceséw
metabolicznych.

WPLYW SWIATEA NA
ENDOREDUPLIKACJE

Dwukrotnie wyzszy stopien ploidalnosci,
wigksze rozmiary komorek w epikotylu Pisum
sativum 1 hipokotylu Arabidopsis thaliana

stwierdzono u roslin hodowanych w ciemnosci
(Gendreau et al. 1997, 1998). Sygnaly $wietlne
odbierane sg przez barwniki fotomorfogene-
tyczne, takie jak: fitochrom, ktéry pochtania
czerwien i daleka czerwien, kryptochrom,
ktéry pochtania niebieski i UV-A oraz fototro-
piny wrazliwe na promienie niebieskie i UV-B.
Kazdy z tych receptoréw wymagany jest do
jednego lub kliku procesow fotomorfogenezy,
np. wysoko$¢ todygi i liczba tworzonych roz-
galezien zaleza od dlugos¢ fali §wietlnej (Moe,
Heins 1990). Liscie pomidoréw (Smulders et al.
1994) i ziemniakéw (Uijtewaal 1987) uprawia-
nych pod szktem, wykazaly wyzszy stopien plo-
idalno$ci w odniesieniu do kontrolnych upraw
polowych. W hodowli in vitro somatycznych
zarodkdw storczyka Doritaenopsis, regenerowa-
nych z kilku tkanek, zastosowano rézne kom-
binacje oswietlenia. Po zastosowaniu tacznie
oswietlenia czerwonego i dalekiej czerwieni
stwierdzono najmniejsza ilo$¢ poliploidalnych
komorek (Park et al. 2010). Uzyskane dane
wskazuja, ze taka kombinacja swiatta pobudza
embriogenez¢ somatyczna u Doritaenopsis
i hamuje endoreduplikacj¢. Poziom endoredu-
plikacji zalezy od natgzenia i jakoSci swiatla,
jednak ostateczny efekt uwarunkowany jest
wieloma czynnikami endogennymi i innymi
egzogennymi.

PODLOZE MOLEKULARNE

Mitotyczny cykl komérkowy i endoredupli-
kacja sa kontrolowane przez kompleksy CDK
(Weiss et al. 1998, Roudier et al. 2003). Cho-
ciaz podstawy molekularne dla obu proceséw
s czesciowo wspdlne, to jednak wzajemnie si¢
wykluczajg. Strategia rozwojowa organizmu
precyzyjnie decyduje, kiedy i w jakich ko-
morkach lub tkankach jeden z nich bedzie ak-
tywny, a drugi zostanie zatrzymany. Pomimo,
ze zjawisko endoreduplikacji stanowi przed-
miot zainteresowania wielu specjalistow z za-
kresu cytologii, genetyki czy biochemii, do tej
pory nie zostal opracowany uniwersalny model
wyjasniajacy inicjacje i przebieg tego procesu.
Powazna trudno$¢ stanowi brak jednolitego
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nazewnictwa (np. cykliny o podobnym lub takim
samym dziataniu inaczej nazywane sg u drozdzy,
cztowieka i roslin) i jasnych kryteriéw ich kla-
syfikacji (Wang et al. 2004, Nieuwland et al.
2009). Dane pozyskiwane sa dwoma sposobami.
Jednym z nich jest analiza fenotypu organizmow,
u ktérych wystepuja zmutowane geny uczestni-
czace w cyklu mitotycznym i endoreduplikacji.
Inny sposéb stanowia badania biochemiczne
pozwalajace na okreslenie zmian w ilosci, ja-
kosci i aktywnosci biatek w komorkach podczas
przechodzenia z cyklu mitotycznego do endo-
reduplikacji. Zdarzenia decydujace o skutecz-
nosci tego przetaczenia dokonuja si¢ w fazie
G,. W cyklu mitotycznym w fazie G,, komodrka
bezposrednio przygotowuje si¢ do kolejnego po-
dzialu. Natomiast przejscie do endoreduplikacji
wymaga zatrzymania syntezy i degradacji czyn-
nikow promujacych mitoze¢. Analizy wykonane
na ewolucyjnie odlegtych organizmach ujawnity
przedwczesng aktywnos¢ enzyméw degraduja-
cych cykliny mitotyczne, a tym samym spadek
ilosci cyklin mitotycznych A i B i1 pojawienie
si¢ nowych biatek markerowych dla endoredu-
plikacji (Edgar, Lehner 1996). Wielopoziomowa
regulacja aktywnos$ci biatek uczestniczacych
w cyklu komérkowym wymaga zaangazowania
duzej liczby zwiazkéw chemicznych. W mode-
lowej roslinie Arabidopsis thaliana zidentyfiko-
wano kilkadziesiat cyklin i duza grupe biatek

o podobnym dziataniu (Wang et al. 2004).
Nalezy jeszcze uwzglednié¢ biatka regulujace
aktywnos$¢ heterodimerow CDK/cyklina (De
Veylder et al. 2001, Schnittger et al. 2003) 1 li-
gazy odpowiedzialne za proces ubikwitynizacji
biatek uczestniczacych w cyklu komérkowym
(Verkest et al. 2005). Tworza one tacznie rdézne
kombinacje, ktore uruchamiajg kaskadowe re-
akcje fosforylacji i defosforylacji biatek aktyw-
nych w okreslonych fazach cyklu komoérkowego
(Inzé, De Veylder 2006).

DEGRADACJA CYKLIN MITOTYCZNYCH
PRZY UDZIALE APC

APC (ang. anaphase promoting complex),
czyli kompleks indukujacy anafaze, cyklosom,
jest to wielojednostkowy kompleks biatkowy
petniacy funkcje ligazy ubikwitynowej. Jego
aktywnos¢ jest precyzyjnie regulowana. W mi-
tozie jej szczyt przypada na przejscie z metafazy
do anafazy i pod koniec kariokinezy. W tych
fazach przeprowadza on ubikwitynizacj¢ cyklin
mitotycznych i ich degradacj¢ w proteosomach
(Harper et al. 2002). Jest to warunek konieczny
do wejscia komorki w fazg G, nastgpnego cyklu
komoérkowego. Aktywnos¢ APC zalezy od
obecnosci czynnikow regulatorowych. Jednym
z takich regulatorow opisanym u Medicago (Ce-
bolla et al. 1999) jest biatko nazwane CCS52,

FlzzYy
b

Ryc. 2. Aktywnos$¢ APC w cyklu mitotycznym (A) i w inicjacji endoreduplikacji (B), opis w tekscie (na podstawie Joubes,

Chevalier 2000).

Fig. 2. APC activity in mitotic cycle (A) and initiation of endoreduplication (B). Detailed description in text (basis of

Joubes, Chevalier 2000).
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zbudowane z 475 aminokwasow. Sekwencja
aminokwasdéw, struktura i funkcja CCS52 jest
porownywalna z bialkiem AtCCS52 u Arabi-
dopsis thaliana, z FZR u Drosophila melano-
gaster (Sigrist, Lehner 1997), z SRW1/STE9
u Saccharomyces pombe (Yamaguchi et al. 1997,
Kitamura et al. 1998), HCT1/CDHI1 u Saccharo-
myces cerevisiae (Schwab et al. 1997) i z innymi
FZR/CDHI1 obecnymi u zwierzat i cztowieka.
Potranskrypcyjna aktywnos$¢ regulatorow APC
moze by¢é modelowana przez fosforylacje albo
degradacj¢ (Zachariae et al. 1998). Przejscie
z cyklu mitotycznego do endoreduplikacji wig-
zane jest z czasem pojawienia si¢ aktywatorow
APC (Ryc. 2). Obecnos¢ tych biatek w fazie G,
powoduje zahamowanie podziatéw i rozpoczecie
procesu endoreduplikacji (Grafi, Larkins 1995).

DEGRADACJA CYKLIN MITOTYCZNYCH
PRZY UDZIALE INNYCH BIALEK

U Drosophila, w komoérkach w ktdrych za-
chodzi endoreduplikacja, cykliny E pojawiaja
si¢ wielokrotnie, ale przez krotki okres czasu.
Ich obecnos¢ prawdopodobnie jest konieczna
dla zainicjowania kolejnej rundy replikacji.
W tych komdrkach nie wystepuja mitotyczne
cykliny A i B, natomiast zostalo zidentyfiko-
wane biatko fizzy related, odpowiedzialne za
degradacje¢ cyklin mitotycznych (Dawson et al.
1993). Obecnos¢ tego biatka po zakonczeniu
replikacji uniemozliwia rozpoczgcie mitozy,
a jednoczesnie warunkuje rozpoczgcie endore-
duplikacji (Sigrist, Lehner 1997). U zwierzat,
roslin, a takze u nizszych eukariota, zostaty opi-
sane homologiczne biatka (Weinstein et al. 1994,
Schwab et al. 1997). Inhibitory cyklin mitotycz-
nych w literaturze zostaly oznaczone symbolem
CKI. U Arabidopsis, w komorkach, w ktorych
zachodzi endoreduplikacja, zidentyfikowano
dwa tego typu inhibitory oznaczone symbolem
ICK1/KRP1 (Schnittger et al. 2003) i KRP2
(Verkest et al. 2005). Jest to duza grupa biatek,
ktéra wchodzi w reakcje z cyklinami A i B,
hamuje ich aktywnos$¢ do poziomu uniemozli-
wiajacego rozpoczecie mitozy i rownoczesnie
zapoczatkowuje endoreduplikacjg¢. Poziom tych

biatek wydaje si¢ by¢ skorelowany ze stopniem
ploidalnos$ci (Schnittger et al. 2003).

ROLA KINAZY WEE1 W INICJACJI
ENDOREDUPLIKACJI

Maksymalna aktywno$é kinazy Weel po-
dobnie jak Mik1 jest notowana pod koniec fazy
G,. Biatka te uczestnicza w fosforylacji kinazy
p34°¢2 potaczonej z cykling mitotyczng w dwoch
specyficznych miejscach: tyrozynie 15 (Y'15)
i treoninie 14 (T14) (Pines 1995). Fosforylacja
tych aminokwaséw hamuje wejscie komodrek
w mitoze. Kinazy Weel 1 Mikl dziataja jako
mitodepresory (Feilotter et al. 1991), ale jedno-
czesnie fosforylacja Y15 i1 T14 jest warunkiem
koniecznym do kolejnej fosforylacji treoniny 161
przez inng kinaz¢ (Ryc. 3). Zapewnia to mak-
symalna aktywacje kompleksu kinaza p34°ic?/
cyklina B w czasie mitozy. Transgeniczne ro-
$liny pomidoréw z obnizong ekspresja genu
Weel byty kartowate, wytwarzaty mate owoce
i posiadaly inne niekorzystne cechy. Zmiany
morfologiczne skorelowane byly z mniejszymi
rozmiarami komorek i nizszym stopniem plo-
idalnosci jader w stosunku do dzikiej linii. Tak
wigc, obnizona aktywnos$¢ genu Weel moze by¢
traktowana jako inhibitor endoreduplikacji.

UDZIAL TOPOIZMERAZY VI
W KOLEJNYCH RUNDACH
ENDOREDUPLIKACJI

Topoizomerazy sa to enzymy odpowiedzialne
za przecinanie i odtwarzanie wigzan fosfodiestro-
wych w polinukleotydowych tancuchach DNA.
W procesie replikacji, transkrypcji i rekombi-
nacji ulatwiajg rozkrgcanie spirali DNA. Topo-
izomeraza Il wraz z innymi biatkami uczestniczy
w rozdzieleniu chromatyd siostrzanych w czasie
mitozy (Giménez-Abian et al. 1995, Sumner
1998), a topoizomeraza VI jest aktywna w pro-
cesie crossing over (Bergerat et al. 1997, Nichols
et al. 1999, Corbett, Berger 2003b).

Aktywnos¢ poszczegolnych typow topoizo-
meraz w kolejnych rundach replikacji, zostata
opracowana na podstawie obserwacji zmian
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Ryc. 3. Fosforylacja kompleksu cyklina mitotyczna i kinaza cdc2 przez kinazy Weel i Mikl jest jednym z etapow prowa-
dzacym do rozpoczgcia mitozy (A). Mutacje w genie kodujacym kinaz¢ Weel blokuja rozpoczgcie mitozy, ale stwarzaja
warunki do zaistnienia endoreduplikacji (B) (Deckert 2000, zmienione).

Fig. 3. The phosphorylation of mitotic cdc2/cyclin complex by the Wee kinase and Mik1 kinase is one of several of step
leading to triggered of mitotic cycle (A). When mutation in gene which encoded Weel kinase triggered mitosis arrest through
the degradation of mitotic cyclin which was followed by endoreduplication (B) (Deckert 2000, to change).

fenotypowych mutantéw z zablokowang ich
aktywnoscia. Inhibitory topoizomerazy II wy-
korzystywane sa migdzy innymi do leczenia
nowotworéw u ssakoéw. Inhibitory topoizo-
meraz podzielono na dwie kategorie. Pierwsze
to klasyczne inhibitory, ktore trwale tacza enzym
z przecigta nicia DNA i najczesciej prowadza
do $mierci komoérki (Liu 1989, Chen, Liu 1994,
Froehlich-Ammon, Osheroff 1995), nie sq one
uzyteczne w badaniach nad endoreduplikacja.
Druga grupe stanowia czynniki okreslane jako
nieklasyczne inhibitory. Podstawy molekularne
ich dziatania nie sa poznane (Boritzki et al.

1988, Jensen et al. 1990, Utsumi et al. 1990, Bo-

janowski et al. 1993, Chen, Beck 1993, Jensen
et al. 1994). Po podaniu specyfiku zaliczanego
do drugiej kategorii, w niektérych komorkach
zaobserwowano jadra o zwigkszonej do 8C za-
wartosci DNA (Jensen et al. 1990, Andoh, Ishida
1998). Zastosowane w tych pracach inhibitory
prawdopodobnie uniemozliwity topoizome-
razie II rozdziat chromatyd, ale nie hamowaty
jej aktywnosci w kolejnej rundzie replikacji.
Z kolei w jadrach komérkowych zawierajacych
powyzej 8C DNA stwierdzono obecnos¢ topo-
izomerazy VI.
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Topoizomeraza VI zostata odkryta u archeo-
bakterii Sulfolobus shibatae i byta uznawana za
enzym specyficzny dla tego podkrdlestwa. Jednak
kilka lat temu w modelowej roslinie Arabidopsis
thaliana znaleziono bialko homologiczne do
archeobakteryjnej topoizomerazy VI (Corbett,
Berger 2003a). Jest to heterotetramer zlozony
z trzech podjednostek A: topo VI-A SpollA
(At SPO11-1, At SPO11-2 i At SPO11-3) oraz
podjednostki B At TOP6B, odpowiedzialnej za
hydroliz¢ ATP (Hartung et al. 2002). Mutacje w
genach kodujacych podjednostke B (At TOP6B)
lub podjednostk¢ A — At SPO11-3 skutkowaly
kartowatym fenotypem. Badania histologiczne
wykazaty, ze tkanki u zmutowanych roslin zbu-
dowane s3 z mniejszych komdrek, whoski byly
wielokomoérkowe i tworzyty mniej rozgatgzien.
Zawartos¢ DNA u form zmutowanych nie prze-
kraczata 8C, podczas gdy u form dzikich poziom
DNA byt znacznie wyzszy (Hartung et al. 2002,
Sugimoto-Shirasu et al. 2002, Yin et al. 2002).

Analiza wynikdéw eksperymentdw przepro-
wadzonych w wielu réznych pracowniach, po-
zwala na zaproponowanie nastepujacego udziatu
poszczegdlnych topoizomeraz w kolejnych run-
dach endoreduplikacji. Jezeli topoizomeraza II
ma zablokowana aktywno$¢ mitotyczna, moze
uczestniczy¢ w kolejnej fazie S, w wyniku ktorej
powstang jadra o zawartosci 8C. W tym mo-
mencie udziat tego enzymu zostaje zakonczony,
a dalsze rundy endoreduplikacji moga zachodzié
tylko przy udziale topoizomerazy VI, z aktyw-
nymi podjednostkami: B — At TOP6B i A — At
SPO11-3.

PODSUMOWANIE

Endoreduplikacja jest procesem prowa-
dzacym do powstania komorek o zwielokrot-
nionej zawartosci jadrowego DNA. Wielokrotnie
powtarzajace si¢ cykle replikacyjne prowadza
do powstania komorek o zawartosci 8C, 16C,
32C itd. DNA. Aby to byto mozliwe, konieczne
jest wylaczenie mechanizmoéw prowadzacych
do mitozy. Zmiany te maja miejsce w réznych
fazach cyklu komodrkowego i dotycza wielu
biatek. U licznych roslin okrytozalazkowych

endoreduplikacja jest zjawiskiem statym w pro-
cesie réznicowania niektorych tkanek, moze by¢
takze traktowana jako czynnik adaptacyjny do
zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska.
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