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Al V endospermu koruze smo s slikovno citometrijo ocenili prostorsko razporeditev
velikosti celic in njihove stopnje endopoliploidnosti. Razvili smo 3-D model, ki
nam je omogdil oceno celotne strukture endosperma na podlagi mediane vzdolzne
rezine. S pomgo modela smo primerjali razvoj endosperma divjega tipa in
mutantemnl, ki je brez invertaze iz céhe stene v prenosnih celicah na bazi
endosperma. Ugotovili smo, da je majhnost endospenniaposledica zmanjSane
rasti/ekspanzije celic v osrednjem delu in posledliverjetno manjSe mitotske
aktivnosti v obrobnem delu endosperma. Proces endoreduplikacije v endospermu
mnlni bil prizadet, v obeh genotipih smo opazili jedra z vsebnostjo DNA od 3 C
do 192 C, vendar sta bili velikost in Stevilo celic z najwvei vrednostmi C vmnl
manjSa kot \MInl Razpoka, ki se pojavi med endospermwomil in materinskim
tkivom placento-halazne plasti (PHP), je bila posledica odmika premajhnega
endospermannlod normalno razvitega materinskega tkiva. V PHP se je od 4. do
20. dneva po oprasitvi razvilo 20 do 25 plasti celic, ki so programirano odmirale v
obeh genotipih. V PHP smo opazili tudi nalaganje fenolnih spojin. V plasteh celic
blizje endospermu smo opazili hidroksicimetne Kisline, v niZjih plasteh, blizje Zilam
v pedicelu, pa so bili flavonoidi. Predpostavljamo, da so fenolne spojin€ekégu
v razvoj abscizijske plasti. V koreninsk@pici smo z imunolokalizacijo pregledali
nalaganje izocima saharoza sintaze SUSIjov&olicino SUS1 smo opazili v
zunanjih, endopoliploidnih celicatepice, katerih jedra so vsebovala 16 C i ve
DNA. Prostornina celic se je &#&la s stopnjo endopoliploidnosti. Predvidevamo, da
endoreduplikacija omoga veje nalaganje SUS1 v celicgbpice, SUS1 pa bi bila
lahko vkljucena v sintezo polisaharidov sluzi.
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Spatial distribution of cell size and level of endopolyploidy of cells were analysed
in maize endosperm using image cytometry. We developed a 3-D model that
allowed us to estimate the composition of the whole endosperm on the basis of a
median longitudinal section. Using the model, we compared the endosperm
development in wild-type andinl mutant, lacking cell-wall invertase in basal
endosperm transfer cells. Smallness ofrivel endosperm was a consequence of
reduced cell growth/expansion in the central part and impaired cell division in the
peripheral part of the endosperm. The endoreduplication process was not affected in
mn3, both genotypes contained 3 C to 192 C nuclei. However, both volume and
number of cells with highest C values were lowemimlas compared thinl The

gap, forming betweemnl endosperm and maternal tissue of placento-chalazal
layer (PC layer), was a result of the detachment of the snmdlendosperm from

the normally developed maternal tissue. 20 to 25 layers of dead cells developed in
the PC layer in both genotypes during 4 to 20 days after polinnation in the process
of programmed cell death. In addition, we observed accumulation of phenolic
compounds in the PC layer. Hydroxycinnamic acids were located in the layers of
maternal cells near the endosperm, whereas in the lower layers in the pedicel we
found massive deposition of flavonoids. We suggest that phenolic substances might
be involved in the development of the abscission layer. In addition, we found
increased amounts of sucrose synthase isozyme SUSL1 in the outer cells of the
maize root cap. The SUS1 positive cells overlapped significantly with cells of
increased endopolyploidy levels. We suggest that SUS1 accumulation is enhanced
by endreduplication and that SUS1 may have a role in mucilage synthesis.
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SLOVARCEK

apikalno............. v kariopsi oz&ige del, kjer je viden ostanek vratu plodnice; v
koreninskic¢epici oznguje skrajni vr&iek cepice
bazalno.............. v kariopsi oznge del, kjer je pedicel; v koreninséepici ozn&uje del,
kjer je meristem (na meji me@pico in telesom korenine)
bitna slika........... raunalniSka slika, sestavljena izko
denzitometrija.... kvantitativno merjenje koncentracije snovi na podlagi absorpcije svetlobe
dorzalno............. uporabljeno pri orientaciji v kariopsi — na nasprotni strani kot ventralno

(v smeri pravokotno na os bazalno-apikalno)

endosperm......... triploidno tkivo v semenu, ki sluzi za prehrano embria

embrio ............... zarodek nove rastline v semenu

Feulgen............ barvanje po kvantitativho barvanje DNA s Schiffovim reagentom

kariopsa............. majhen suh enosemenski plod, v katerem seme ostane obdano s
perikarpom

pedicel............... pecelj klaska, cveta, plodu ali lista

perikarp ............. stena plodnice v razvitem plodu

piksel................. najmanjSa enotduaalniske bitne slike

ventralno............ uporabljeno pri orientaciji v kariopsi — na strani kariopse, kjer je embrio

voksel................ najmanjSa enota tridimenzionaldenalniSke bitne slike (vomski
pikse)

vrednost C......... 1 C je koiha DNA v nepodvojenem haploidnem genomu
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1 UVOD

Dandanes je koruza ena najpomembnejSih prehranskih rastlin, za stare indijanske kulture
pa je bila pomembna Ze pred tilgji. Posvetili so ji celo nekaj bozanstev, kar ni
presenetljivo, saj so njena zrna dobesedno akumulatorji energije Sonca. Ze takrat so Zeleli

vzgojiti sorte, ki bi dajale velik pridelek.

Iskanje novih n&inov za poveéanje pridelka prehranskih rastlin daje velik zagon
raziskavam rasti in razvoja rastlin ter je veliko prispevalo k poznavanju procesov, Ki
oblikujejo kortno obliko rastline. V koruzi se zaloZne snovi shranjujejo v endospermu, po
mnenju nekaterih raziskovalcev nenavadnem dgkogmbria. KolikS8en bo endosperm, je
odvisno od natamo uravnanih procesov delitve celic in njihovega gevanja. V
rastlinah so caine delitve omejene na meristemska objao nastale celice pa nato
prispevajo k rasti organa s p@eeanjem. V nekaterih skupinah rastlin, tudi pri koruzi, ima

v procesu rasti in diferenciacije celic pomembno viogo endoreduplikacifkrateo
podvajanje celotnega genoma znotraj istega jedra. Endopoliploidne celice imgo ve
prostornino kot celice z ofajno, diploidno kokino DNA v jedrih, imele pa naj bi tudi
vecjo metabolno aktivnost. O pravi viogi endoreduplikacije je Se vedno veliko vpraSanj, saj
se navidez naklgno pojavlja v razlinih taksonomskih skupinah rastlin. V razvoju
organov pa ni pomembna le nataa regulacija delitve in rasti celic, tendveéudi
nadzorovano, programirano odmiranje celic. Vsi naSteti procesi imajo v razvoju organov
pomembno vilogo, saj le kooordinirano nastajanje celic, njihova rast in odmiranjénoa to
dolocenih mestih vodi do delujth tkiv.

V regulaciji rasti in razvoja rastlin je Se veliko neznank. Kljub temu pa nove mikroskopske
tehnike v povezavi z analizo slike oma@g@ kvantitativen opis razvoja organov in s tem

globlji vpogled v delovanje ce&lnih in organizemskih sistemov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Koruza (Zea mays L.)

Koruza je Ze dolgo povezanalevekom. Ze stara indijanska ljudstva, Maji, Azteki in Inki,

so jo cislali zaradi obilnega pridelka in lahke vzgoje. Zaradi velikega vpliva na njihovo
Zivlienje so ji posvetili kar nekaj boZzanstewéatherwax, 1954). Na obija zdajSnje
Mehike so jo goijili Ze 5000 let pred nasSim Stetjem (Heiser, 1990). V Sestnajstem stoletju so
jo v Evropo prinesli Spanski zavojevalci Amerike. Hitro se je razSirila po juznih deZelah
Evrope, vendar dolgo ni bila priznana kot zdrava hrana, bila pa je dwazanimivost.

Vegji pomen je imela za evropske priseljence v Ameriko in Se vedno je pridelovanje
koruze najbolj razSirjeno prav v Ameriki (Weatherwax, 1954). Koruza se uporablja kot
Zivinska krma, \lovekovi prehrani pa je pomemben vir ogljikovih hidratov. Koruza je
pomembna tudi kot objekt za raziskovalno delo, saj je poleg navadnega repnjakovca
(Arabidopsis thaliana)modelna rastlina za molekularno bioloSke raziskave. Za razvoj

sodobne genetike je koruza za botanike to, kar je za zoDikmgephila(Heiser, 1990).

Koruza spada v druzino tralPg¢acea@ Njen najblizji divji sorodnik je trava teozinZéa
diploperennis, Z. perenngli starejSe im&uchlaena mexican&chrad.), ki Se vedno raste

v obmajih Mehike in Gvatemale (Weatherwax, 1954). Koruzno steblo je razdeljeno na
nodije, z enim listom na vsakem nodiju. Listi rastejo dvoredno, vsak je sestavljen iz
noznice, ki objema steblo, in listne ploskve. |z zalistja &a@Sstranski poganjki, pri dnu
stebla na bazi internodijev pa adventivne korenine. Koruza je enodomna rastlina, cvetni
klaski pa so karpelni ali pragmi. Karpelni cvetni klaski so zdruzeni v bate (storze), ki so

v zalistjih stebelnih listov in so tesno oviti s Stevilnimi listnimi noZnicandjg)i Os
socvetja je odebeljena, internodiji so zelo skrajSani, klaski imajmama zelo zakrnele
pleve. Vratovi plodnic so dolgi nekaj 10 centimetrov in na vrhu molijo iz ovoja storza.
Prasnéni cvetovi so na vrhu stebla v prstastem socvetju, ki je sestavljend klasastih
socvetij (Kiesselbach, 1949; Martid s sod., 1999).
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2.2 Kariopsakoruze

RazmnoZevalna struktura koruze je kariopsa (zrno), ki je tudi najpomembnejsi del rastline
za cloveka. Kariopsa koruze (Slika 2.1) je oreSek, nastal iz nadrasle plodnice. Seme
(embrio, endosperm in ostanki semenske ovojnice ter nucela) je zraslo z osemenjem
(perikarp). Endosperm zavzema né&jvelel prostornine zrele kariopse, relativno manjsi
embrio je na strani, blizu baze endosperma. Naloga endosperma je shraniti dovolj hrane za
zatetno rast embria ob kalitvi. Celice endosperma so napolnjene s Stevilnimi amiloplasti s
Skrobnimi zrni. Na bazi endosperma (najblizje pedicelu) so celice specializirane v prenosne
celice in sluzijo prevajanju hrane od materinske rastline v razdiijg@ endosperm in
posredno v embrio. Celice na povrSini endosperma nimajo Skrobnih zrn¢teestavljajo
alevronsko plast in vsebujejo alevronska zrna in olja. Alevronska plast se ne porablja za
prehrano embria, ampak naj bi le prispevala encime za razgradnjo Skroba. Perikarp je stena
plodnice in tvori trden zunanji ovoj, ki notranje dele. Na apikalnem delu je viden
ostanek vratu plodnice, na bazalnem delu pa prehaja v pedicel brez jasnega prehoda. Med
semensko zasnovo in pedicelom je placento-halazna plast, kjer se v zreli kariopsi razvije
abscizijska plast. Ravnina abscizijske plasti ustreza hilumu pecljatih vrst, pri katerih se

zrela kariopsa v tej ravnini odlomi (Kiesselbach, 1949).



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea mayd..). 4
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

Slika 2.1. Struktura razvijajo¢e se kariopse koruze, vzdolZni prerez (Kiesselbach, 1949).
Pomen oznaka — ostanek vratu plodnicbk,— perikarp,c — notranji del karpelov, ki razpad;- endosperm,
e — mesto mitoz v endospernfu; alevronska plasg — embrio,h — obmgje hiluma (placento-halazna plast),

i — pedicel.

2.2.1 Semenska zasnova

V semenski zasnovi, ki je del sporofitne generacije karpelnega cveta, se razvije Zenski
gametofit — megagametofit ali embrionalnadka |z megasporocite nastanejo z mejozo
Stiri spore (vsaka ima 10 kromosomov); tri od njih propadejo. V preostali spori se jedro
trikrat deli (brez nastanka vmesnih ¢alh sten), nastane embrionalna dk& z osmimi

jedri. Dve od njih se premakneta na sredino embrionalngkerre to sta polni jedri, ki

bosta postali del prvega jedra endosperma. Na mikropilnem koncu embrion&ke soe

tri jedra, okoli katerih se oblikujejo celice. Ena od njih se payvéa postane j&pa celica,

drugi dve pa sta sinergidi. Tudi na nasprotnem delu embrionaltikevse oblikujejo tri

celice — antipode, ki pa se kmalucmajo deliti tako da nastane okrog 30 celic.
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Embrionalno vréko obdaja diploidno tkivo nucela (20 kromosomov), nucel pa je obdan z
dvema integumentoma. Semensko zasnovo obdajajo karpeli, ki so zdruZeni v steno
plodnice. Nucel je hranilno tkivo za &tni razvoj filialne generacije. Kmalu se v celicah
nucela zanejo avtolittni procesi. Ko endosperm raste, pri tem zapolnjuje prostor, kjer so

bile prej celice nucela (Kiesselbach, 1949).

2.2.2 Dvojnaoploditev

Filialna generacija (embrio in endosperm) nastane z dvojno oploditvijo, ki jdnenaa
kritosemenke. Skoraj hkrati sta jo konec devetnajstega leta odkrila Nawaschin in Guignard
(Raghavan, 2003). Oploditev se zgodi priblizno 24 ur po opraSitvi (Kiesselbach, 1949). Po
cevi pelodnega media dospeta v embrionalno vk® dve spermalni jedri (haploidni
moski gameti, vsaka ima 10 kromosomov). Eno od njiju se zdruzi z jedréme gglice. 1z

te zigote z 20 kromosomi nastane embrio, ki se razvijeeritsko rastlino. Drugo
spermalno jedro se zdruzi z dvema polnima jedroma. V tej zdruZzitvi nastane triploidno
jedro s 30 kromosomi (dve kromosomski garnituri prispeva materinska rastlina, eno pa
ocetovska). Po dvojni oploditvi so v embrionalni &ketrije tipi celic glede na Stevilo
kromosomov: triploidne celice endosperma, diploidne celice embria in haploidne antipode
(Kiesselbach, 1949; Berger, 1999).

2.2.3 Razvoj endosperma

Triploidno jedro, ki je nastalo po dvojni oploditvi, s&za po 2 do 4 urah sinhrono deliti.

Na tak ndin nastane sincicij z nekaj sto jedri. Tretji dan po oploditvi $aea okoli jeder
oblikovati celtne stene irtetrti do peti dan je endosperm popolnoma celulariziran, celice
so enojedrne. V endospermu je mitotska aktivnost tgjveed 8. in 10. dnevom po
oploditvi. Okrog 12. dneva céhe delitve v osrednjem delu endosperma prenehajo, na
obrobju endosperma na nasprotni strani od embria pa se delijo Se naprej. Delujejo kot
meristemsko tkivo, ki celice oddeljuje v notranjost endosperma, celice v osrednjem delu pa
se poveéujejo in nalagajo Skrob. Ceéhe delitve prenehajo v valu, ki se¢na v zgornjem

delu endosperma, napreduje proti bazi in nato proti perifernim plastem endosperma. Okoli
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20. do 25. dneva se ustavi vsa mitotska aktivhost v celotnem endospermu, razen v
alevronski plasti (Lowe in Nelson, 1946; Kiesselbach, 1949; Kowles in Phillips, 1985;
Kowles in Phillips, 1988; Berger, 1999, Young in Gallie, 2000¢asu od 12. do 15. DPO
razvoj endosperma preide v fazo zorenja, ko 8eezaalaganje suhe snovi. V endospermu

se zelo pov&ata izraZzanje in aktivhost encimov, povezanih s sintezo Skroba in zaloznih
proteinov. To obdobje traja do smrti celic v endospermu. Nalaganje Skrob&reewza
osrednjem delu endosperma, se razSiri proti periferiji in nato proti bazi endosperma.
Sinteza zaloZnih proteinov sledi vzorcu nalaganja Skroba, haaleznih proteinov pa se
nalozi v perifernih plasteh endosperma (Tsai in sod., 1970; Kowles in Phillips, 1988;
Doehlert in sod., 1994). Celice endosperma odmrejo v poznem razvoju. Programirana
celicna smrt se zame okrog 16. DPO v osrednjem delu endosperma, do 24. DPO zajame
apikalni del, nato pa se razSiri Se proti bazi endosperma. Po 20. DPCinee wza
endospermu zmanjSevati kiiia DNA, RNA in topnih proteinov (Kowles in Phillips,
1988; Young in sod., 1997, Young in Gallie, 2000). Celice v endospermu odmrejo, vendar
njihova vsebina ne propade, ampak se ohrani v mumificiranem stanju. Razgradi se Sele ob
kalitvi s hidrolitskimi encimi iz alevronske plasti (Dangl in sod., 2000). Celice v alevronski
plasti (najbolj zunanja plast celic v endospermu) ostanejo Zive in propadejo Sele po kalitvi
(Haberlandt, 1884, cit. po Fath in sod., 200c0). Programirano odmiranje celic so opazili Zze
zgodaj v razvoju kariopse pSenice tudi v materinskem tkivu perikarpa in nucela, ki

odmirata, da naredita prostor za hitro rastemdosperm (Young in Gallie, 2000).

V procesu diferenciacije se celice v endospermu endopoliploidizirajo. Endoreduplikacija se
zatne okrog 10. DPO (razvoj kariopse koruze so navadno merili v dnevih po oprasitvi -
DPO, oploditev sledi v enem dnevu) in doseze vrh 16-18 DPO (Kowles in Phillips, 1985).
Vsebnost DNA v normalnih deléh se triploidnih celicah v fazi célega cikla Gje 3 C,

v fazi G, pa 6 C. Vrednost 1 C je koina DNA v nepodvojenem haploidnem genomu
(Swift, 1950). Vsebnost DNA v jedrih celic, ki so Ze kale en cikel endoreduplikacije, je

6 C. Stopnja endopoliploidnosti nagy#a centralnih celic je 96 C do 192 C, redka vkar

so ocenili z meritvami prostornine jeder (Tschermak-Woess in Enzenberg-Kunz, 1965),
citometrijo jeder, barvanih po Feulgenu (Kowles in Phillips, 1985) in gmetaitometrijo

z uporabo fluorescentnih barvil za DNA (Kowles in sod., 1992; Schweizer in sod., 1995;

Larkins in sod., 2001; Setter in Flannigan, 2001). Stevilo celic v endospermu je rezultat
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mitotske aktivnosti in je pomemben podatek za razumevanje razvoja endosperma. Pri 16.
DPO naj bi doseglo najvisjo vrednost (Kowles in Phillips, 1988). Stevilo celic v
endospermu so ocenili s Stetjem jeder 16 DPO s @retoitometrijo ali s Stetjem jeder s
hemocitometrom po razgradnji tkiva s celulazami. V endospermu so ocenili od 54.000 do
880.000 celic (Jones in sod., 1985; Kowles in sod., 1992; Schweizer in sod., 1995; Setter in
Flannigan, 2001).

2.2.4 Prenosne celice

Na bazi endosperma so celice specializirane v prenosne celice. Njihaye cténe so

zelo nagubane. Stenam sledijo &edi membrane, katerih povrSina je tako zelo pana.

V prenosnih celicah so nasli za te celice sp&mifiizocim invertaze iz céle stene
INCW?2, ki je ionsko vezana na a&io steno. Invertaza razgradi saharozo, ki po floemu
pride v placento-halazno plast v pedicelu, nastali glukoza in fruktoza pa se s protonskimi
simporterji monosaharidov transportirata v endosperm (Miller in Chourey, 1992; Shannon
in sod., 1986). V prenosnih celicah koruze se sgecifizraZzajo tudi majhni, defenzinom
podobni peptidi, bogati s cisteinom, ki imajo protiglivho aktivnost. Ti peptidi se nalagajo

tudi v placento-halazni plasti (Thompson in sod., 2001).

2.2.5 Placento-halazna plast

Placento-halazna plast (PHP) je materinsko tkivo tik pod bazalnim delom semenske
zasnove oziroma pod bazo endosperma v poznejSem obdobju razvoja. PHP naj bi imela
pomembno vlogo v prenosu vode, sladkorjev in drugih hranil v razsgage seme (Felker

in Shannon, 1980; Schel in sod., 1984; Thompson in sod., 200d3sl ko se zame
diferenciacija prenosnih celic (okoli 7 DPO)¢majo odmirati tudi celice v PHP (Shannon

in sod., 1986). V zreli kariopsi je v predelu PHP razvita abscizijska plast, v kateri so
naloZzene sekundarne spojine. Te jo temno obarvajo, zato jo imenujejocitngi ptast«
(Kiesselbach, 1949). Slika 2.2 prikazuje skico bazalnega dela kariopse koruze, kjer je

prikazana lokacija PHP.
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VENTRALNO
ONTVZd0d

Slika 2.2. Skica placento-halazne plasti v bazalnem delu kariopse, okrog 10 DPO.

Skica vzdolZznega prereza skozi kariopso koruze diviegakigmr— bazalne endospermske prenosne celice,
em-— embrio,en— endospernp — perikarpphp— placento-halazna plagied— pediceln — ostanki nucel&

— konci Zil v pedicelu. Sliko narisala Karen Chamusco (Department of Plant Pathology, University of Florida,
Gainesville, ZDA).

2.2.6 Mutanta mnl

Mutantomnl, v kateri je prizadeto le zrno koruze, sta piyisala Lowe in Nelson (1946).
Masa endospermanlje le petina mase endosperma divjega tipa, mutacija pa ne vpliva na
samo rastlino koruze. Kariopsa mutantelima »papirnat« in na vrhu ugreznjen perikarp
(Lowe in Nelson, 1946). Vzrok takSnega fenotipa je izguba izocima invertaze dmeceli
stene INCW2, ki se spedifio izraza v prenosnih celicah v bazalnem delu endosperma
(Miller in Chourey, 1992; Cheng in sod., 1996). Zgodaj v razvoju mutante(okrog 9

DPO) endosperm 2Zame zaostajati v rasti, nato se bazalni del endosperiaobb
materinskega tkiva pod njim (placento-halazna plast), ker materinsko tkivo propade. Med
endospermom in placento-halazno plastjo nastané&lzaaazpoka (Miller in Chourey,
1992). Zakaj je ob mutaciji, specifi za filialno tkivo, prizadeto tudi tkivo materinske

generacije, Se ni znano.
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2.3 Kalitev kariopse

Ob kalitvi embrio porabi hranila, ki so v endospermu. Hratrie s posebej prilagojenim
prvim listom skutelumom. Plast skuteluma, ki je v stiku z endospermoria ielacime za
razgradnjo zaloznih snovi v endospermu. Drugi list, koleoptila, je spremenjen v ovoj okoli
plumule, ki jo sestavlja nekaj pravih listov, zvitih v stoZec. Primarna korenina (radikula) je
za&itena z ovojem - koleorizo. Ob kalitvi se najpre§rza podaljSevati primarna korenina
skupaj s koleorizo; skupaj predreta perikarp, nato pa korenina kmalu prodre tudi skozi
koleorizo. Tudi plumula in koleoptila se podaljSata in predreta perikarp. Sprva koleoptila
raste hitreje, nato pa se ustavi, ko pride v stik s svetlobo in plumula prodre skozi njen vrh.
V tem¢asu se pojavijo Ze prve adventivhe korenine, ki poZenejo iz stebla tik nad nodijem
koleoptile, pozneje pa se razvijejo Se dodatne adventivhe korenine na visjih internodijih
stebla. Te potem oblikujejo Sopast koreninski sistem koruzne rastline (Kiesselbach, 1949).
V raziskavah razvoja korenin so se veliko ukvarjali z razvojem primarne korenine, ki je
najpomembnejSa za mlado kalico. Korenina raste na apikalnem delu, ki¢jeerzas

koreninskocepico.

2.3.1 Koreninska €epica

Koreninskacepica opravlja vi& pomembnih nalog za rastlino. Apikalni meristem korenine
&iti pred poskodbami in vdorom patogenov, zaznava teznost, zmanjSuje upor korenine pri
prodiranju v zemljo z Iu®njem celic s povrSingepice in izl@danjem sluzi, s sluzjo tudi
prilagaja fizikalno-kemijske razmere v rizosferi, omégokomunikacijo z mikrobi in
uravnava rast korenine v skladu s prejetimi signali (Barlow, 1975; Bengough in McKenzie,
1997; Hawes in sod., 2000).

Celice koreninsketepice koruze izvirajo iz kaliptrogena, ki je distalni del apikalnega
meristema korenine. Celice kaliptrogena oddeljujejo celice v smeri rasti korenine, te pa se
v procesu diferenciacije posgejo (Kiesselbach, 1949). V nedé&le se jedrih zunaj
meristemskega obni@a Se vedno poteka sinteza DNA v ciklih endoreduplikacije (Barlow,
1976). Stopnja endopoliploidnosti celic se takdayeko se celica premika vedno bolj proti

obrobju ¢epice, v skladu z delitvami v meristemu. Najbolj zunanje, najstarejSe celice v
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kolumeli (osrednji steber celic &epici) vsebujejo jedra s 16 C DNA (Barlow, 1977).
Celice v zunanjih plastetepice vsebujejo hipertrofirana Golgijeva telesa, ki oddeljujejo
velike vezikle, napolnjene s polisaharidi. Ti so v&§ni v nastajanje in izt@anje sluzi
(Moore in Jones, 1967). Pri koruzi je spegifi in najpomembnejSa sestavina sluzi
koreninske ¢epice fukoza, izldeni polisaharidi pa vsebujejo Se glukozo, galaktozo,
arabinozo, ksilozo in manozo (Harris in Northcote, 1970; Chaboud, 1983; Bacic in sod.,
1986; Osborn in sod., 1999). Velik del glukoze v sluzi je v prosti monosaharidni obliki
(Osborn in sod., 1999). S sintezo sluzi se niso veliko ukvarjali, vendar sta Harris in
Northcote (1970) predlagala biokemijsko pot za sintezo sluzi, izvedeno iz njenen&emi
sestave. Z radioaktivho oztemo glukozo sta potrdila, da je glukoza prekurzor za sintezo
fukoze. Predlagala sta, da naj bi se vse monosaharidne enote sluzi sintetizirale iz saharoze
prek UDP-glukoze irp-fruktoze. V skladu s tem modelom so rezultati Ricarda in sod.

(1998), po katerih naj bi bila saharoza, in ne heksoze, glavni vir ogljika v koreninabh.
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2.4 Rastin razvoj organov

Organizmi rastejo s cé&himi delitvami in povéevanjem celic. Potek in regulacija delitve

celic je Ze dobro znana, vendar pa Se ni ugotovljeno, od &j® tiavira signal, ki vodi
delitev in rast celic, tako da izpolnijo genetsko delo morfogenetski at. Razvoj
organizmov obravnavata dve glavni teoriji, »&edi« in »organizemska, ki pa naj sploh

ne bi bili pravi alternativi, kot trdijo njuni zagovorniki (Tsukaya, 2002). Paceteoriji

so celice osnovni gradniki in rast organizmov je posledicadevamja Stevila celic. Celice

vV meristemu naj bi se po svojem genetskem programu avtonomno delile teymeev
dolocenem vzorcu, kar vodi do kéme oblike organa. Po organizemski teoriji so celice le
razdeljen prostor v organizmu in so ¢aé delitve bolj posledica rasti organizma, kot pa

so njen vzrok. Calne delitve so posledica paevanja tkiva, ki ga z mitozami delijo na

dele, ki jih lahko obvladajo posamezna jedra (Kaplan, 1992). Vendar pa niti znotraj enega
organizma ni enosmerne povezave med delitvijo celic in rastjo organov; Sirjenje tkiva je
lahko posledica delitve celic, delitve celic pa so lahko posledica Sirjenja tkiva (Jacobs,
1997). Ker sta obe omenjeni tgoprevec strogo doldeni, so Beemster in sod. (2003)
predlagali nov model, ki ju povezuje. Celice so z delitvami in rastjo osnovne enote
rastlinske morfogeneze, rastni procesi pa so nadzorovani na nivoju organa (organizma) z
izmenjavo rastnih regulatorjev. Tako je doseZena povezava med dogajanjem v posameznih
celicah in v celotnem organu, kar omdégp na primer, nadomestitev prizadete dredi

delitve s poveéanim Sirjenjem celic (Doonan, 2000). TakSen model je predlagal tudi

Tsukaya (2002) in ga imenoval »neo¢ed teorija«.

Nastale celice se nato diferencirajo za opravljanje spetifinalog. Gradient razvoja so
opazovali v KklEnih listih boba Vicia fabg. Na enem koncu so bile mlade, mitotsko
aktivne celice, na drugem pa starejSe celice, ki so se podaljSevale, pomnoZevale genom z
endoreduplikacijo in nalagale zaloZne snovi (Weber in sod., 1997). V koretams&i so

opazili gradient celic od mitotsko aktivnih nediferenciranih celic v meristemu prek
osrednjih celic s statoliti, ki zaznavajo gravitacijo, do velikih zunanjih celic, ktamo

sluz (Sievers in Braun, 1996).
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2.4.1 Celiéni cikel in vrednost C

Celicni cikel je proces, ki vodi do nastanka dvefettinskih celic. Razdeljen je na Stiri
faze: G1, S, G2 in M. V fazi S se podvoji DNA, v fazi M pa se jedro in celica delita. Med
celicnim ciklom se spreminja kdlina jedrne DNA. Ponavadi kélho jedrne DNA
izrazamo kot vrednost C, ptemer C pomeni konstantno (angl. »constant«) vrednost.
Vrednost 1 C je kodina nepodvojenega haploidnega genoma osebka, na primer v jedrih
tetrad po mejozi. Vrednost C je neodvisna od Stevila kromosomov, ki se znotraj vrste lahko
spreminja zaradi poliploidnosti (Swift, 1950). V somatskih celicah sporofitov kritosemenk,
ki se mitotsko delijo, jedra vsebujejo od 2 C (telofaza mitoze, faza G1) do 4 C DNA (faza
G2, profaza mitoze). Vmesne vrednosti &ole DNA pa jedra vsebujejo v S fazi, ko se
DNA podvaja. NajmanjSa in najyg vrednost C znotraj posamezne stopnje ploidnosti sta
vrazmerju 1 : 2 (Bennet in Smith, 1976).

Glavni kontrolni mehanizmi, ki vodijo ceéhi cikel, so evolucijsko skoraj nespremenjeni.
Celicni cikel v organizmih od kvasovk, rastlin do sesalcev vodijo serinske/treoninske
kinaze z imenom od ciklinov odvisne kinaze. Njihova aktivnost je tatanravnana, da
vzdrzujejo pravatasovno zaporedje procesov v delitvi celic. Na delovanje ciklinov in od
ciklinov odvisnih kinaz vplivajo razini rastlinski hormoni in sladkorji. V nekaterih
primerih se cedini cikel spremeni v posebno obliko — endoreduplikacijo, ki vodi v

endopoliploidizacijo celic (Stals in Inze, 2001).

2.4.2 Endoreduplikacija

Endoreduplikacija je najpogostejSi mehanizem, ki vodi do endopoliploidnih celic.
Endopoliploidija je obstoj celic z razho stopnjo ploidnosti v sosednjih celicah v istem
organizmu in se pogosto pojavlja pri rastlinah, razSirjena pa je tudi pri prazivalih
(protistih), ¢lenonozcih, mehkuzcih in sesalcih. Nagl (1976) sklepa, da se
endopoliploidnost pojavlja pri vrstah z majhnim genomom, ker naj bi bila za nekatere
celicne funkcije potrebna v kolicina jedrne DNA. Vendar te povezave pozneje niso
nedvoumno dokazali, saj se je pokazala le Sibka negativha korelacija med osnovno

kolicino DNA v jedrih in stopnjo endopoliploidnosti (Barlow, 1978; Barow in Meister,
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2003). Najpomembnejsi dejavnik, ki vpliva na pojav endopoliploidnosti, je taksonomski

poloZaj vrste (Barow in Meister, 2003).

Endoreduplikacija je spremenjen ¢alicikel, v katerem se DNA podvaja, vendar se jedro

in celica ne delita. To vodi v nastanek kromosomoV' kr@matidami (n se poveje s
Stevilom endociklov), Stevilo kromosomov pa ostane nespremenjeno. V endoreduplikaciji
sodeluje veéina komponent normalnega celega cikla, spremenjena je le regulacija
njihovega izrazanja (Traas in sod., 1998; Joubes in Chevalier, 2000). Pravi pomen
endopoliploidizacije Se ni znan, obstaja pa tesna povezava med stopnjo ploidnosti in
velikostjo celic (Melaragno in sod., 1993; Kondorosi in sod., 2000). Poskusi na kvasovkah
so pokazali spremenjeno izraZzanje genov v izogenih sevih, ki so se razlikovali le po stopnji
ploidnosti. Pri njih je bila korelacija izrazanja s ploidnostjo za nekatere gene pozitivna, za
nekatere pa negativna (Galitski in sod., 1999). Endoreduplikacija v rastlinskih tkivih je
tesno povezana s procesom diferenciacije celic. Te naj bi se z endopoliploidizacijo
pripravile na poznejSe pos&nje prostornine (Traas in sod., 1998), @ale naj bi se tudi
njihova metabolna aktivnost (BaluSka in Kubica, 1992). Ob tem celice izgubijo sposobnost

celicne delitve (Barlow, 1978).

2.4.3 Programirana celiéna smrt v razvoju rastlin

V Zivalskih celicah programirana cétia smrt (PCS) poteka kot apoptozatrease s
krcenjem celice in kondenzacijo kromatina, nato se jedro in pozneje vsa celica razgradita
in razdelita v apoptotska telesca, ki jih fagocitirajo sosednje celiceilZange razgradnja

DNA z endonukleazami v fragmente z velikostjo mnogokratnika 180 baznih parov, kar je
vidno na elektroforetskem gelu kot lestvica. Tako razgrajeno DNA lahko zaznamo z
reakcijo TUNEL, v kateri se z encimom terminalno deoksinukleotidil transferazo na proste

3' OH konce vezZejo ozdani nukleotidi.

Apoptoza je bila opisana pri Zivalih od glist do sesalcev, pri rastlinah pa je ni ali je vsaj
zelo redka. Irorgino pa beseda »apoptosis« izvira iz rastlinskega sveta — je grska beseda, ki
pomeni odpadanje cvetnih listov in listov z dreves (Dangl in sod., 2000). Pri rastlinah so
opazili kkenje celic in kondenzacijo kromatina, naSli so kaspazam podobne encime,

opazili so tudi razrez DNA v lestvico, vendar se namesto izraza apoptoza bolj uporablja
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»apoptozi podobna« cétia smrt. Ostankov rastlinskih celic sosednje celice namee
fagocitirajo, ker to zaradi céhih sten ni mogee (Danon in sod., 2000). Kljub temu so
opazili zbiranje vsebine celice v telesca, podobna apoptotskim, v programir&ni celi
smrti, ki je sledila delovanju toksinov (Wang in sod., 1996) in v nastajanju aerenhima v

koreninah (Gunawardena in sod., 2001)

Na tak nain v rastlinah odmirajo celice, ki so odsluzile svojo viogo, kot so celice
endosperma, suspenzorja embria, celice koreniteiee, celice v procesu senescence in
celice, vkljeene v abscizijo rastlinskih delov, vegetativha celica peloda, sinergide,
antipode in Se druge. Celice, ki Sele po smriine@ opravljati svojo funkcijo, pa
programirano odmrejo po poti, ki se zelo razlikuje od apoptotske poti pri Zivalih. Tak
primer so elementi trahej v ksilemu, nekateri trihomi, sklereide in sklerenhimska vlakna
(Krishnamurthy in sod., 2000). Celice trahej se pred smrtjogagwenavadno je vklgena

tudi endopoliploidizacija, sintetizirajo sekundarno @@ steno, nato pa se njihova vsebina
hitro razgradi s hidrolitskimi encimi iz vakuole (Obara in sod, 2001). Po poti PCS, vendar
po drug&nih mehanizmih, odmrejo tudi celice pri nastajanju aerenhima v koreninah, celice
alevronske plasti semena ob kalitvi in celice v ptetlfivostni reakciji, ki s smrtjo nekaj
celic na mestu vdora patogena omeji njegovo razSiritev po rastlini (Pennel in Lamb, 1997;
Dangl, 2000).

Celicam endosperma je usojeno, da odmrejo pred zrelostjo kariopse, vendar se za razliko
od skoraj vseh drugih evkariotskih celic, v katerih poteka PCS, njihova vsebina ne razgradi
in mrtve celice obdrzijo jedra in organele. €ed trupla ostanejo v mumificiranem stanju

in se razgradijo Sele ob kalitvi (Dangl, 2000). PCS séneav centralnemu delu
endosperma okrog 16 DPO, v predelu celic z najvi§jo stopnjo endopoliploidnosti, nato
napreduje proti zgornjemu delu kariopse, na koncu se razSiri Se proti bazi. Razrez DNA v
obliki lestvice, znailne za apoptotski tip c€lne smrti, so opazili okrog 28 DPO in pozneje
(Young in sod, 1997; Young in Gallie, 2000). Ze v zgodnjem razvoju (okrog 7 DPO) so z
elektronsko mikroskopijo opazili propadanje celic endosperma, ki obdajajo embrio (Schel
in sod., 1984). Giuliani in sod. (2002) pa so opisali PCS v embriogenezi v strukturah, ki ne

prispevajo k poznejSi zgradbi rastline.
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2.5 Vloga sladkorjev v razvoju rastlin

Rastline proizvajajo sladkorje v procesu fotosinteze in jih potem uporabljajo kot substrate
v metabolizmu in gradnike celic. Da so ti procesi usklajeni, ¥&he gene uravnavajo tudi
sladkoriji. Ti prek raztinih mehanizmov zaznavanja v celici usmerjajo izrazanje genov,
aktivnost encimov in razvoj celic. Sladkorji vplivajo na fotosintezo, glikolizo, glioksilatni
metabolizem, metabolizem duSika, metabolizem saharoze in Skroba, obrambne procese in
celicni cikel. Na procese ne vplivajo s samo prisotnostjo, ténregjetneje preko reakcij
njihovega metabolizma. Mesta zaznavanja so verjetnacmaztansporterji sladkorjev in
reakcija s heksokinazo (Koch, 1996; Jang in Sheen, 1997; Smeekens, 2000). Saharoza je
oblika sladkorjev za transport na velike razdalije po rastlini, sluzi pa tudi kot signalna
molekula, ki uravnava izrazanje genov v r&ah tkivin. Uravnalno deluje na gene za
zaloZne proteine, sintezo Skroba in nekatere obrambne proteine (Jang in Sheen, 1997;
Weber in sod., 1997; Smeekens, 2000). Saharoza in hekstkzatvenako tinkujejo na
procese v rastlini, zato v literaturi mnogokrat opisujejo le »vpliv sladkorjev« na nek
proces. Vendar pa so Weber in sod. (1996) opazilicezlvpliv heksoz in saharoze v
razvijajocem se semenu bob¥i¢ia fabg: heksoze so pozitivho vplivale na cele

delitve, saharoza pa je sprozila zaloZne procese.

Sladkorji v obliki polisaharidov so pomembni kot gradniki rastlinskih celic in kot zalozne
snovi. UDP-glukoza, ki nastane iz saharoze, je prekurzor za sintezo celuloze (Amor in
sod., 1995). Domnevajo tudi, da je prekurzor za sintezo polisaharidov v sluzi koreninske
cepice (Harris in Northcote, 1970). Saharoza, ki po floemu pride do razeijae
kariopse, se porabi v sintezi Skroba. Encima, ki sta &k&tja v mobilizacijo saharoze v

razlicne metabolne procese, sta saharoza sintaza in invertaza (Sturm in Tang, 1999).

25.1 Invertaza

Invertaza f-fruktofuranozidaza, EC 3.2.1.26) je encim, ki nepovratno cepi saharozo v
glukozo in fruktozo. FizioloSka vloga invertaze naj bi bila razporejanje saharoze med
fotosintetskim izvorom in ponorom v rastlini (Eschrich, 1980). Weber in sod. (1997)

domnevajo, da naj bi bila invertaza Kijyega pomena pri razvoju semena. Invertaza je v
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dveh oblikah: topni (v vakuoli in citoplazmi) in ionsko vezani nacoelisteno (Sturm,
1999). Obe obliki imata weizocimov. V razvoju kariopse koruze je na ¢ed steno
vezana oblika veliko bolj aktivna kot topna oblika, saj je odgovorna za 90 % vse invertazne
aktivnosti (Cheng in sod., 1996). Izocim INCW2 se sp&uifiizraza v celicah na bazi
endosperma, ki so specializirane za prenos hranilnih snovi v razZviggoendosperm
(Cheng in sod., 1996). Aktivhost invertaze doseze vrh okrog 12 dni po opraSitvi, nato
upade (Tsai in sod., 1970; Cheng in sod., 1996). Z avtoradiografskimi metodami so
ugotovili, da se saharoza v pedicelu odlaga iz floema, tam pa se razgradi na glukozo in
fruktozo. Veina vseh sladkorjev v placento-halazni plasti je v obliki heksoz, ki se
transportirajo v endosperm, kjer se saharoza deloma ponovno sintetizira (Shannon, 1968;
Porter in sod., 1985).

V koruzi in bobu Vicia faba) naj bi invertaza z razgradnjo saharoze v zgodnjem razvoju
semena igrala pomembno vilogo v zagotavljanju heksoz, ki vzdrZzujejo mitotske delitve in
le manjSo vlogo v zagotavljanju substratov za sintezo Skroba (Weber in sod., 1997; Cheng
in Chourey, 1999). Vrh aktivnosti INCW2 je 12. DPO, kar se ujema s fazo intenzivnih
celicnih delitev v endospermu (Cheng in sod., 1996; Cheng in Chourey, 1999).

Velika veiina aktivnosti INCW2 je pogreSljiva, saj so z analizo mutant z zmanjSanim
izrazanjem doldili, da Ze okoli 6 % aktivnosti invertaze v primerjavi z aktivnostjo v
diviem tipu zadostuje za razvoj normalnega fenotipa (Cheng in sod., 1996). V mutantah
mnl brez invertaze v bazalnih celicah endosperma pa se razvije fanotipture-1
Mutante imajo zelo zmanjSana zrna z nagubanim perikarpom, endosperm Baae® lo
propadajéega materinskega tkiva placento-halazne plasti (Miller in Chourey, 1992). V
placento-halazni plasti mutaminlje bilo veliko v& saharoze v primerjavidnl, manj pa

je bilo glukoze in fruktoze (Zhou, 2000).

2.5.2 Saharoza sintaza

Saharoza sintaza (UDP-glukozdruktoza 2e-D-glukoziltransferaza, EC 2.4.1.13) je
encim, ki katalizira reverzibilno pretvorbo saharoze in UDP v fruktozo in UDP-glukozo.
Ima pomembno viogo v metabolizmu, saj saharozo usmerja ¢matiokemijske poti,

povezane z metabolnimi, strukturnimi in zaloZnimi procesi v rastlinskih celicah.
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Biokemijske in genetske raziskave kazejo, dmnjeivo vioga saharoza sintaze produkcija
UDP-glukoze, ki je prekurzor za sintezo UDP-galaktoze, Skroba, celuloze in kaloze (Amor
in sod., 1995; Ruan in sod., 1997; Chourey in sod., 1998; Sturm in Tang, 1999). V vseh
doslej raziskanih rastlinskih vrstah so nasli dva adi emolognih genov (ortologov), ki
vodijo do razknih izocimov saharoza sintaze, ki imajo navadno tkivno ikrmelzn&ilne

vzorce izrazanja. V koruzi so opisali tri gene za saharoza sirBasd:Shlin Sus3 Prva

dva prispevata wekot 99 % vseh proteinov saharoza sintaze vdaalitkivin (Carlson in

sod., 2002). V mladih koreninah se izrazata SUS1 in SH1 izocima, vendar so v koreninski
cepici zaznali le SUS1 protein (Rowland in sod., 1989). Podobno se le en gen za saharoza
sintazo izraza v koreninskiéepicah j€mena (Guerin in Carbonero, 1997) in krompirja
(Fu in Park, 1995). Imunolokalizacijske Studije so pokazaigovieoncentracijo saharoza

sintaze v zunanjih celicah koreninslepice koruze (Kladnik, 1999).
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2.6 Namen dela

Na mikroskopski ravni smo Zeleli préiti nekatere procese, ki so vidgni v razvoj
koruze. Raziskovali smo procese v bazalnem delu zrna, kjer poteka prenos asimilatov iz
materinskega tkiva v endosperm, in ugotavljaé, ter kako, so ti procesi povezani z
majhnostjo endosperma mutantenl Nadalje smo Zeleli ugotoviti, kako je saharoza

sintaza povezana z diferenciacijo celic v korenigskici.

Da bi razvojne procese kvantitativno pEdiuna ravni celotnega tkiva, smo Zeleli izdelati

modele za ovrednotenje citoloSkih parametrov v treh dimenzijah.
V delu smo preverjali naslednje hipoteze:

(1) Endosperm mutant@nlje manjSi zaradi manjSega Stevila celic in manjSe rasti celic,

posledéno pa imajo celice endospermmenltudi manjSo stopnjo endoreduplikacije.

(2) V nastanek razpoke med endospermom in materinskim tkivom v muadtie
vklju¢ena programirana ceéha smrt. Zaradi razpoke se prekine dotok hranil in rast
endosperma se ustavi. Programiranacnalismrt je vkljgena tudi v nastanek abscizijske

plasti v poznem razvoju kariopse v obeh genotipih.

(3) Glede na znano sestavo polisaharidne sluzi korentegkee je vioga saharoza sintaze
v koreninski cepici zagotavljanje sladkornih monomerov za sintezo sluzi. Nalaganje
saharoza sintaze v celicah koreningkpice je povezano z diferenciacijo celic in j&jees

celicah z viSjo stopnjo endopoliploidnosti.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Rastlinski material

3.1.1 Opisrastlin

V raziskavi smo uporabili rastline koruzégeg mays L.), »incestne« linije W22 (Wisconsin
22). Genotipi rastlin so bilMn1 Mn1 (divji tip), mnl mnl (mutanta invertaze iz céhe
stene INCW2) irMnl mnl (heterozigot). Zrna, iz katerih smo vzgojili rastline, je prispeval
dr. Prem S. Chourey iz Oddelka za rastlinsko patologijo na univerzi University of Florida,
Gainesville, Florida, ZDA.

3.1.2 Vzgoja rastlin do zrelosti

Rastline smo vzgojili v dveh sezonskih serijah na polju in v rastlinjaku dr. Choureyja. Prva
serija rastlin je bila vzgojena na polju in je bila zrela za opraSevanje v maju leta 2001. 1z te
serije smo uporabili kariopse, izrezane iz storZzev 16 dni po opraSitvi (DPO), v katerih smo
izmerili stopnjo endopoliploidnosti in velikost celic v endospermu. Druga serija rastlin je
bila vzgojena v rastlinjaku in je bila zrela za opraSevanje konec marca in v aprilu leta 2002.
Iz te serije smo uporabili kariopse za merjenje stopnje endopoliploidnosti in velikosti celic

v endospermu 4 do 12 DPO in za vsa ostala histoloSka barvanja preparatov kariops od 0 do
28 DPO. Rastline v rastlinjaku smo vzgojili v prsti zacloine v 15-litrskih loncih. Zalivali

smo jih vsak dan, enkrat na teden smo dodali umetno gnojilo Osmocote. Dnémno-no

ritem je bil naraven (rastlinjak je bil steklen, brez umetne osvetlitve).

Na vsaki rastlini sta pognali dve karpelni socvetji, ki smo ju pokrili ztkaeiz
povo&enega papirja (»shoot bag«, 7 x 20 cm), da smo igprekontrolirano oprasitev.
Oprasili smo le socvetje, ki je bilo ge (navadno zgornje). V nekaj dnevih so iz socvetja
pognali laski (vratovi plodnic). Z britvico smo odrezali konce laskov skupaj s konicami
listov, ki ovijajo socvetje. Do naslednjega dne so laski zrasli za nekaj centimetrov. Na tak

natin smo dosegli enako visSino laskov, kar je olajSalo nanos peloda na vse vratove plodnic.
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Vrh stebla smo previdno upognili v vodoravno lego, na ptadnsocvetje namestili ¢@
papirnato vréko (20 x 40 cm) in odkno stresli pelod v viko. Rastline divjega tipa in
mutantemnl mnl smo opraSili s pelodom iz iste rastline (samoopraSitev) oziroma s
pelodom rastlin enakega genotipa (v primeru rastlin divjega tipa, ki so imele zelo malo
peloda). RastlindVinl mnl smo opraSili s pelodonmnl (iz rastlin mn1 mnl). V tem
primeru je bila generacija potomcev deljena 1 : 1. Polovica potomcev je imela genotip
endospermdinl Mnl mnl in enak fenotip kot divji tip, saj Ze ena sama koMjal gena
zadostuje za razvoj normalnega fenotipa (Cheng in sod., 1996). Druga polovica potomcev

z genotiponmnl mnl mnl pa je imela fenotipniniature-1 (Slika 3.1).

Slika 3.1. Vzgoja rastlin koruze v rastlinjaku in storZ koruze z 1 : 1 deljenim potomstvom, 12 DPO.
Polovica kariops v storZzu ima normalen fenotip (genotip endospktmiaMnl mnl), druga polovica pa
fenotip miniature-1 (majhne zgubane kariopse, genotip endospenniamnl mnl). |z zgornjega dela storza

smo s skalpelom izrezali razvijémse kariopse.

Na eni od rastlin divjega tipa smo karpelno socvetje oprasili s pelauhdmy tem primeru

so imeli vsi potomci genotip endospermlnl Mnl mnl in fenotip divjega tipa. 1z te
rastline smo zaradi pomanjkanja kariops z genotipom endospéniniinl Mnl uporabili
kariopso 10 DPO (s fenotipom divjega tipa) za analizo stopnje endopoliploidnosti in
velikosti celic. Po opraSitvi smo karpelno socvetje spet pokrili Zkerena kateri smo

ozn&ili datum opraSitve in genotipa starSevskih rastlin (v primeru samoopraSitve samo z
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znakom[). Oploditve se zgodi v enem dnevu po oprasitvi (Kiesselbach, 1648)po
oprasitvi smo uporabili kot merilo razvoja kariopse. Starost kariops sma@eyvaiiakot
»dnevi po oprasitvik — DPO. Po opraSitvi smo v razmakih po 2 dni s skalpelom izrezovali

razvijajoce se kariopse iz storza in jih fiksirali, kot je opisano v poglavju 3.2.1.2.

3.1.3 Vzgoja kalic

Kalice koruze divjega tipaZéa mays L., linija W22) smo goijili v sterilnih in nesterilnih
razmerah v prsti in v vodi. Polovico zrn smo povrSinsko sterilizirali v 25-odstotni (v/v)
razredini komercialnega natrijevega hipoklorita (Sampionka d&enSlovenija) z
destilirano vodo s 15-minutnim meSanjem na magnetnem mesSalu. Nato smo zrna sprali s
sterilno destilirano vodo, jih sterilno imbibirali in dali kaliti v velike petrijevke na vilazen
filtrirni papir. Drugo polovico zrn smo imbibirali v nesterilni vodi in dali kaliti v petrijevke

na vlazen filtrirni papir. Kalitev je potekala v temi pri sobni temperaturi. Ko so bile
radikule kalic dolge 20-30 mm, smo jih prenesli v iBt@mano ali nesterilizirano prst
oziroma vodo. Kalice v vodi smo namestili na stiroporne splave z luknjami; skozi luknjo je
rastla primarna korenina, zrno in koleoptila pa sta bila na zraku. V prsti oziroma vodi so
kalice rastle Se 3 dni v temi, nato smo izmerili dolzino primarne korenine in koreninski
vrSicek fiksirali v FAA (glej 3.2.1.3).
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3.2 Priprava preparatov

3.2.1 Fiksacija rastlinskega materiala

3.2.1.1 Formalin — ocetna kislina — etanol (FAA)

FAA (v literaturi opisan kotformalin acetic acid«) je najpogosteje uporabljani fiksativ v
rastlinski histologiji. Sestavljen je tako, da soinki sestavin na tkivo uravnotezeni.
Formalin zamrezi proteine in pregranjihovo precipitacijo v etanolu, skupaj jih naredita
netopne, vendar pa dobro ne ohranita nukleoproteinov, zato je za fiksacijo jedra dodana Se
ocetna kislina. Alkohol ski celice, ocetna kislina povzta nabrekanje; alkohol in
formalin otrdita tkivo, ocetna kislina pa prepuge otrditev. FAA dobro ohrani jedra,
vendar pogosto s&rprotoplaste (Jensen, 1962). Fiksativ smo pripravili tik pred uporabo in

ga ohladili na 4 °C, ali pa smo ga krajas hranili v hladilniku pri 4 °C.

FAA fiksativ (100 ml). ZmeSaj 50 ml 96-odstotnega etanola, 35 ml destilirane vode, 10 ml

37-odstotnega formaldehida in 5 ml koncentrirane ocetne kisline (led ocetne kisline).

3.2.1.2  Fiksiranje kariops

V rastlinjaku smo razvijajge se kariopse fiksirali v hladnem fiksativu FAA v 20-
mililitrskih steklentkah na ledu. Pred fiksacijo smo kariopsam odrezali lateralni strani,
tako da je ostal okoli 3 mm debel mediani del. Steklensmo prenesli v laboratorij in jih
izpostavili vakuumu (namizna oljna vakuumskaalka) za 15 minut, da je iz tkiva izSel
zrak. Ce se tkivo ni potopilo v fiksativu, ko smo izpustili vakuum, smo ga ponovno
vzpostavili in izpustili. Kariopse smo fiksirali 16 do 20 ur pri 4 °C v hladilniku in naslednji
dan Se 6 ur postfiksirali v Farmerjevem fiksativu (meSanica 3 : 1 absolutni etanol : led

ocetna kislina). Po fiksaciji smo tkivo prenesli v 96-odstotni etanol in shranili pri -20 °C.
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3.2.1.3  Fiksiranje kalic

Pred fiksacijo smo primarne korenine kalic, ki so rastle v prsti, previdno sprali v vodi.
Terminalne dele primarnih korenin (priblizno 3 mm) smo odrezali s skalpelom, prenesli v
20-mililitrske steklenike s hladnim FAA fiksativom in izpostavili vakuumu (vodna
vakuumskadérpalka) za 15 minut, da je iz tkiva izSel zrake se tkivo ni potopilo v
fiksativu, ko smo izpustili vakuum, smo ga ponovno vzpostavili in izpustili. Koreninske

vrSicke smo fiksirali 24 ur pri 4 °C v hladilniku.

3.2.2 Pripravarezin

3.2.2.1  Dehidracija vzorcev

Vzorce, fiksirane v FAA, smo dehidrirali v seriji raztgdterciarnega butilnega alkohola
(TBA; Sigma, ZDA) in etanola, vsak korak po 1 dan. Vzorce, ki so bili shranjeni v 96-
odstotnem etanolu smo dehidrirali od 4. koraka naprej. Dehidracija je potekala pri sobni
temperaturi, od 6. koraka naprej pa v inkubacijskigeri 56-60 °C, keristi TBA pri

sobni temperaturi kristalizira (temperatura @&i®25,5 °C; ChemFinder.Com, 2003). Med
dehidracijo je tkivo ostalo v istih steklgkah, razredine smo menjali s plaghimi

pipetami za enkratno uporabo.

TBA razred €ine (100 ml vsaka):
1. 10 ml TBA, 40 ml 96-odstotnega EtOH, 50 ml dH,O
2. 20 ml TBA, 50 ml 96-odstotnega EtOH, 30 ml dH,O
3. 35 ml TBA, 50 ml 96-odstotnega EtOH, 15 ml dH,O
4. 55 ml TBA, 45 ml 96-odstotnega EtOH
5. 75 ml TBA, 25 ml 96-odstotnega EtOH
6. 100 ml TBA

7. 100 ml TBA (v tem koraku se lahko v TBA doda kapljica safranina ali eozina, ki

obarva tkivo, kar olajSa rezanje na mikrotomu)

8. 100 ml TBA
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3.2.2.2  Vklapljanje v parafin

Steklenéke z vzorci v TBA v inkubacijski pgci smo napolnili s ko¥i precis¢éenega
parafina Paraplast Plus (Sherwood Medical, ZDA), ki se je v 24 urah stopil in zmeSal s
TBA. Steklenéke so ostale odprte, tako da je TBACpsi izhlapeval. Naslednji dan smo
parafin/TBA nadomestili s svezim parafinom in nato Se dvakrat v razmaku 12 ur. Ko
vsebina stekletke ni imela veé vonja po TBA, smo vzorce vkkili v parafinske bloke.
Vkljucevanje je potekalo na topli pldsna kateri je bil iz aluminijaste folije postavljen
pokrit in s treh strani zaprt prostor, ki je zadrZeval toploto. S pinceto, segreto na
alkoholnem gorilniku, smo vzorec iz stekkke prenesli v staljen parafin v kovinskem
modelu, prekrili s plasthim nosilcem, zalili s parafinom, postavili najprej v mrzlo vodo za
20 minut, nato pa na led, da se je parafinski blék tmd modela. Parafinske bloke smo
shranjevali pri sobni temperaturi, ob teZavah pri rezanju (kompresija rezin, parafinski trak

se ne oblikuje) pa smo jih ohladili v hladilniku pri 4 °C.

3.2.2.3 Rezanje na mikrotomu

Mikroskopske rezine smo pripravili na rotacijskem mikrotomu Autocut 2040 (Reichert-
Jung, Neniija) z zamenljivimi rezili za enkratno uporabo. Parafinski blok smo z britvico
trapezoidno obrezali okrog vzorca, tako da sta bili vzporedni stranici bloka vzporedni z
rezilom. Ob rezanju se je oblikoval trak, ki smo ga razrezali na majhne skupine rezin.
Rezine smo nanesli na destilirano vodaiiséih objektnih stekelcih na topli pl®i§40 °C)

in pustili, da so se posusile in prilepile na stekelca (navadno okrog 24 ur). Debeline rezin
razvijajocin se kariops za merjenje ploidnosti so bileyt2 za 4. DPO, 1@m za 6. DPO

in 20 um za 8. do 16. DPO (kompromis med tem, da rezine vsebujejo velika jedra in da se
majhna jedra Se ne prekrivajo med sabo), enake debeline so bile uporabljene tudi za druga
barvanja. Pri barvanju z reakcijo TUNEL so bila rezine kariops debejenl®ebelina

rezin koreninskih vrgkov, uporabljenih za merjenje ploidnosti, je bila L6, za

imunolokalizacijo SUS1 pa 1,0m.
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3.3 Histokemi €ne reakcije

3.3.1 Kuvantitativho barvanje DNA po Feulgenu

Metodo smo uporabili za merjenje ploidnosti jeder v tkivnih rezinah. Pri barvanju s
Feulgenovo reakcijo se jedra tdeobarvajo po vezavi Schiffovega reagenta na najmanj
dve aldehidni skupini, nastali po odstranitvi purinskih baz adenina in gvanina iz DNA s
kislo hidrolizo. DNA se s Feulgenovo reakcijo barva kvantitativno (Feulgen in
Rossenbeck, 1924). Uporabili smo postopek, prilagojen po Greilhuberju in Temsch (2001),
s podaljSaniméasom kisle hidrolize zaradi formaldehidne fiksacije (Greilhuber osebna

komunikacija; Fox, 1969).

Parafinske rezine na objektnih stekelcih smo barvali v Coplinovih kozarcih (prostornina
tekacine 40 ml, stekelca stojijo pokémo v raztopini, konec stekelca z oznakami ostane
suh). 1z rezin smo najprej odstranili parafin s ksilenom (2 x 5 minut). Nato je sledila
rehidracija v vrsti razregh etanola (100-, 96-, 70-, 30-odstotni, vsak korak po 5 minut, pri
sobni temperaturi) do destilirane vode. Hidroliza je potekala v 5 M HCI (kalibrirana
razredina, Merck, Neniija) 75 minut v vodni kopeli pri 20 °C, nato smo jo ustavili v
ledeno mrzli destilirani vodi (5 min). Barvanje s Schiffovim reagentom je trajalo 120 minut
pri 20 °C, nato smo prebitek barvila odstranili s spiranjem »\&@i (0,5-odstotni KS,Os

v 50 mM HCI, 2 x 2 minuti, 2 x 10 minut, 20 minut), rezine sprali v destilirani vodi (3
minute), dehidrirali v obratni etanolni vrsti (vsak korak po 5 minut) do ksilena (2 x 5
minut) in pokrili s krovnim sredstvom za pripravo trajnih preparatov DPX (Fisons, VB) ter

krovnim stekelcem.

Priprava Schiffovega reagenta. V 800 ml vrele destilirane vode raztopi 4 g pararosanilin
klorida (Sigma, ZDA), premesSaj in ohladi na 50 °C. Raztopino vakuumsko prefiltriraj prek
dvojnega filtra iz steklenih vlaken (GF/C, @ 90 mm; Whatman, VB), raztopini dodaj 120 ml 1
M HCI in 12 g K;S,05 (Merck, Nemcija) in pusti ez no¢ v temi pri sobni temperaturi.
Naslednji dan raztopini dodaj 4 g aktivnega oglja za razbarvanje (Sigma, ZDA), premeSaj in
nato vakuumsko prefiltriraj prek dvojnega filtra iz steklenih vliaken v suho steklenico (barvilo

mora biti prozorno). Schiffov reagent hrani v hladilniku pri 4 °C.

Priprava SO ,-vode (250 ml). V 248 ml destilirane vode odpipetiraj 2,5 ml 5 M HCI. V
digestoriju dodaj 1,25 g K,S,05 (Merck, Nemcija) in premeSa,.
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3.3.2 Barvanje DNA z DAPI

Fluorokrom DAPI ¢ ,6° diamino-2-phenylindole 2HCI) se veZze v mali Zleb dvoverizne
DNA, predvsem na AT zaporedja (Kubista, 1987). Ob vezavi na DNA se fluorescenca
DAPI povea za okoli 20-krat (Barcellona in sod., 1990). Ob ekscitaciji z UV svetlobo
(ekscitacijski maksimum 358 nm) oddaja modro fluorescenco (emisijski maksimum 461

nm). V tkivnih rezinah specifno barva jedra.

Iz rezin smo odstranili parafin v ksilenu (2 x 5 minut), rezine rehidrirali v péidatanolni

vrsti (100-, 96-odstotni etanol po 5 minut, 70-, 30-odstotni etanol, destilirana voda po 3
minute) in uravnotezili v Mcllvaineovem pufru pH 7 (5 minut). Okoli rezin smo popivnali
odveno teka@ino, nanje nanesli raztopino DAPI (600 nM) za barvanje in inkubirali 15
minut v temi pri sobni temperaturi. Nato smo rezine sprali z destilirano vodo in pokrili s

krovnim stekelcem.

Ce je bilo barvanje z DAPI zadniji korak v postopku barvanja (na primer po koncu barvanja
z reakcijo TUNEL), smo DAPI dodali v vodni pokrivni medij Gel Mount (Sigma, ZDA).
Ce preparat ni bil v pufru z vrednostjo pH blizu 7 (na primer Mcllvaineov pufer ali PBS),
smo preparat uravnotezili z inkubacijo v Mcllvaineovem pufru (5 minut). Z objektnega
stekelca smo popivnali od¥eo tek@ino, nanesli dve keni kapljici Gel Mount-DAPI in
pokrili s krovnim stekelcem. Slike preparatov smo posneli z UV ekscitacijo. Modra barva
fluorescence jeder in ceéfiih sten na&rnem ozadju ne omoga zadostnega kontrasta za
natatno pregledovanje slik. Zato smo za boljSo vidljivost struktur v nekaterih primerih

slike pretvorili v siv negativ, kot v metodi merjenja velikosti celic (glej 3.6.3.1).

Zalozna raztopina DAPI (1000x). 0,2 mg DAPI (Sigma, ZDA) raztopi v 1 ml destilirane
vode. Krajsi ¢as hrani pri 4 °C v temi, za daljSe shranjevanje razdeli na alikvote in shrani v

zmrzovalniku pri -20 °C.

Mcllvaineov pufer (pH 7,0). Pred uporabo zmeSaj 8 delov 0,2 M Na,HPO, in 2 dela 0,1 M

citronove kisline.

Raztopina DAPI (600 nM) za barvanje. 10 pl zaloZne raztopine DAPI razred&i v 10 mi

Mcllvaineovega pufra.

Gel Mount-DAPI. V 1 ml Gel Mounta (Sigma, ZDA) odpipetiraj 1 pl zaloZne raztopine DAPI

(1000x%). Previdno premesaj, da ne vneses mehurckov zraka.
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3.3.3 Barvanje fragmentirane DNA z reakcijo TUNEL

Reakcija TUNEL (erminal deoxynucleotidyl transferase mediated X-dUTP nick end
labeling) se uporablja zén situ dolocanje celic, v katerih poteka fragmentacija DNA (na
primer v procesu programirane ¢eke smrti). V reakciji terminalna deoksinukleotidil-
transferaza (TdT, E.C. 2.7.7.31) veZze @eme nukleotide na proste 3'-OH konce DNA,
neodvisno od predloge, kot kofaktorje pa potrebuje dvovalentne kovinske katione, kot sta
Co®" in Mg®* (Deng in Wu, 1983; Promega Enzyme resource guide, Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase, 2003). Za barvanje smo uporabili komplet zéaojelo
jeder s fragmentirano DNAIn Stu Cell Death Detection Kit, Fluorescein« (Roche
Diagnostics GmbH, Neé#ija), ki za detekcijo uporablja nukleotide, ozeme s

fluoresceinom.

Iz rezin kariops smo odstranili parafin v ksilenu (2 x 5 minut), rehidrirali rezine v gadajo
etanolni vrsti (100-, 96-odstotni etanol po 5 minut, 70-, 30-odstotni etanol, destilirana voda
po 3 minute) in rezine obkrozili s PAP pisalom (kot v 3.4.1), navadno dve poskusni rezini
in dve rezini za negativho kontrolo. Vsebino celic smo naredili dostopnejSo za reakcijo
TUNEL z inkubacijo rezin s proteinazo K (2@/ml), kar je trajalo 15 minut pri sobni

temperaturi, nato smo rezine sprali s pufrom PBS (2 x 3 minute).

Na poskusne rezine smo nanesli meSanico denila nukleotidov in TdT encima
(»Labeling solution« in »Enzyme solution« iz kompleta, pripravljeno tik pred uporabo, 50
ul na preparat), na kontrolne rezine pa le raztopino zcemmai nukleotidi ali PBS.
Rezine smo pokrili s k@é&i Parafiima (American National Can, ZDA) in 60 minut
inkubirali v vlazni komori (Slika 3.2) pri 37 °C v temi. Po koncu inkubacije smo parafilm
odstranili tako, da smo okoli nanesli toliko pufra PBS, da je parafiimskeko&plaval na
povrSino pufra in smo ga lahko odstranili s pinceto. Rezine smo sprali v PBS (3 x 3
minute) v Coplinovih kozarcih. Z objektnega stekelca smo odstranilicadviek@ino, na
rezine nanesli Gel Mount-DAPI (kot v 3.3.2) in pokrili s krovnim stekelcem. Zeleno
fluorescenco s fluoresceinom ozeaih nukleotidov smo opazovali z ekscitacijo v
modrem delu spektra (450-490 nm), modro fluorescenco DAPI pa z ekscitacijo v UV (365

nm).
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Zalozna raztopina proteinaze K (100x). 2 mg proteinaze K (GibcoBRL, ZDA) raztopi v 1 ml

sterilizirane destilirane vode. Razdeli na alikvote po 10 pl in shrani pri -20 °C.

Delovna raztopina proteinaze K (20 upg/ml). V epruveto eppendorf z 10 pl zaloZne
raztopine proteinaze K odpipetiraj 970 ul destilirane vode, 10 yl 1 M Tris pH 7,5 (Sigma,
ZDA) in 10 pl 0,5 M EDTA (Sigma, ZDA).

Zalozna raztopina PBS (10x). V priblizno 800 ml destilirane vode raztopi 80 g NaCl, 2 g
KCI, 11,45 g Na;HPO, in 2,4 g KH,PO,. Z destilirano vodo dopolni do 1000 ml. Me3aj
priblizno 15 minut, da se soli popolnoma raztopijo. Avtoklaviraj in shrani pri sobni

temperaturi.

Pufer PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na ,HPOQO, in 1,5 mM KH ,PO,). ZmeSaj 100 ml
zalozne raztopine PBS (10x) in 900 ml destilirane vode. Uravnaj pH na 7,4 z dodajanjem 1N
HCI.

Slika 3.2. VlaZzna komora.
Velika petrijevka (@ ~20 cm) z nekaj plastmi mokrega filtrirnega papirja na dnu. Objektna stekelca lezijo na

gumijastih trakovih, ki prepteijejo premikanje stekelc in neposreden stik z vodo.

3.3.4 Barvanje kondenziranega kromatina s kristal vijoli €énim

Barvanje s kristal vijoinim v kombinaciji z barvanjem s safraninom uporabljajo v
mikrobiologiji za barvanje po Gramu, v rastlinski citologiji pa jo uporabljajo za barvanje
kromosomov v mitozi. Kondenziran kromatin v jedrih se obarva ¥noli citoplazma pa
ostane kristaln@ista (Jensen, 1962). Rezine smo barvali kot opisujeta Baker in Jordan
(1953). Rehidrirane rezine smo barvali 15 minut z 1l-odstotno vodno raztopino kristal
vijolicnega (Crystal Violet, Merck, Ne&iija), sprali z destilirano vodo, nanesli 1-odstotno
raztopino $ v 2-odstotni vodni raztopini Kl, sprali z destilirano vodo, na hitro dehidrirali v
70-, 96- in 100-odstotnem etanolu (10 sekund vsak korak), ksilen (2 x 5 min) in pokrili s
trajnim pokrivnim medijem Permount (Electron Microscopy Sciences, ZDA) in krovnim

stekelcem.
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3.3.5 Barvanje kutina in suberina s Sudan IV

Barvila Sudan (Sudan B, Sudan Ill in Sudan IV) se uporabljajo za barvanje lipidov.
Barvilo je raztoplieno v alkoholu in prehaja v lipidno fazo v tkivu, kjer je bolje topno
(Jensen, 1962). V rastlinskem tkivu se suberin obarvgerdeanzno, kutin pa rde. Na

kutin vezan Sudan IV oddaja s rdeo fluorescenco ob ekscitaciji z modro svetlobo.

Iz rezin smo odstranili parafin v ksilenu (2 x 5 minut), inkubirali v 100- in 96-odstotnem
etanolu po 5 minut in nato 20 minut barvali z 0,5-odstotnim Sudan IV v 85-odstotnem
etanolu. Preparate smo sprali v 50-odstotnem etanolu (~1 minuta) in pokrili s 50-odstotnim

glicerolom in krovnim stekelcem.

3.3.6 Barvanje lignina s floroglucinolom

Reakcija s floroglucinolom v 20-odstotni HCI je standardna tehnika za lokalizacijo lignina
v rastlinskem tkivu (Johansen, 1940). Lignin v tkivu se obarva&ergigolicno. 1z rezin

smo odstranili parafin v ksilenu (2 x 5 minut) in jih rehidrirali v etanolni vrsti (100-, 96-,
70-, 30-odstotni etanol) do vode (vsak korak po 5 minut). Nato smo na objektno stekelce
nanesli nageno raztopino floroglucinola (Phloroglucinol, Sigma, ZDA) v 20-odstotni

HCI, pokrili s krovnim stekelcem in takoj posneli slike.

3.3.7 Barvanje kaloze z anilin modro — fluorescen  €no metodo

Anilin modro — fluorescetna metoda se uporablja za barvanje kaloze v rastlinskem tkivu
(Currier, 1957), zaradi uporabe alkalnega pufra pa smo lahko opazovali tudi premik
fluorescetinega spektra fenolnih kislin iz hidroksicingme skupine (Harborne, 1998).
Preparate, barvane z DAPI (kot v 3.3.2), smo potem, ko smo posneli slike z UV
ekscitacijo, postavili v Coplinove kozarce z destilirano vodo za nekaj minut, da so se
krovna stekla Idila od preparatov na objektnih steklin. Preparate smo sprali v treh
menjavah destilirane vode in nato na rezine nanesli 0,005-odstotno raztopino vodotopnega
barvila anilin modro (Aniline Blue, water soluble, Merck, Ngaj v 0,15 M KHPQ,, pH
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8,2. Po 10 minutah smo na preparate namestili krovna stekelca (brez spiranja) in opazovali

z UV ekscitacijo.

Kalozo smo opazili kot zelenedike v nekaterih calnih stenah. Zaradi alkalnega medija

se je spremenila tudi avtofluorescencadcéi sten. Modra fluorescenca sten je presla v
svetlo modro in zeleno obr&e. Vzrok za premik fluorescénega spektra céhih sten je

bil samo pH pufra, kar smo potrdili z opazovanjem fluorescence preparatov, inkubiranih v
samem 0,15 M BHPQ,, in z naparevanjem preparatov z amonijevimi parami (Harborne,
1998).

3.3.8 Barvanje flavonoidov z Naturstoffreagenz A

Naturstoffreagenz A (NST, difenilborova kislina-2-aminoetilester) tvori komplekse s 3-

hidroksi flavoni, katerim se po vezavi batokromno premakne absorbcijski maksimum (Jork
in sod., 1989). Flavonoidi z UV ekscitacijo oddajajo zeleno-rumeno do oranzno
fluorescenco. Iz rezin smo odstranili parafin v ksilenu (2 x 5 minut) in jih rehidrirali v

etanolni vrsti (100-, 96-, 70-, 30-odstotni etanol) do vode (vsak korak po 5 minut). Na
rehidrirane rezine smo nanesli 1 % Naturstoffreagenz A (Sigma, ZDA) v metanolu. Ker je
metanol hitro hlapel, smo po minuti inkubacije dodali Se kapljico destilirane vode, da se
rezine niso izsusSile. Sprememba v fluorescenci flavonoidov je vidna takoj po dodatku

Naturstoffreagenz A.
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3.4 Imunohistokemi €ne reakcije

3.4.1 Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1

Imunolokalizacijo izocima saharoza sintaze SUS1 smo izvedli s primarnimi poliklonskimi
zagjimi protitelesi proti SUS1, pripravljenimi v laboratoriju dr. Prema S. Choureyja (Echt
in Chourey, 1985), in kompletom za imunolokalizacijdistoGold« za iskanje za&jih
primarnih protiteles (Zymed Laboratories, ZDA). Sekundarna protitelesa iz kompleta so
konjugirana s 5 nm delci koloidnega zlata. Ti delci so jedra za precipitacijo elementarnega
srebra, ki naredi mesta vezave sekundarnih protiteles vidna s svetlobno mikroskopijo. Z
detekcijsko metodo, za katero je v rabi koloidno zlato, se izognemo teZzavam z
nespecitnimi reakcijami, ki lahko nastanejo pri uporabi sekundarnih protiteles,

konjugiranih z alkalno fosfatazo ali peroksidazo.

Ves postopek imunolokalizacije smo izvedli pri sobni temperaturi. Rehidracija, dehidracija
in spiranje v PBS je potekalo v Coplinovih kozarcih. Iz rezin koreninskiktkagismo
odstranili parafin s ksilenom (2 x 5 minut). Ksilen je treba pogosto menjati (na priblizno 20
preparatov), dadinkovito raztopi parafin. Rezine smo rehidrirali v padagtanolni vrsti
(100-, 96-, 70-, 30-odstotni etanol, vsak korak po 5 minut) do destilrane vode in

uravnotezili v pufru PBS (pH 7,4).

Okoli rezin smo popivnali ode@o tekaino in dve skupini rezin obkroZzili s PAP pisalom
(Zymed Laboratories, ZDA), ki naredi hidrofobno pregrado okrog rezin. Ta ggpre

mesanje reagentov na stekelcu in obenem otg@goabocim manjSe koliine reagentov.

Prva skupina rezin (navadno dve rezini) je bila poskusna, inkubirali smo jo s primarnimi
protitelesi; druga je bila kontrolna, inkubirali smo jo z neimunin€jmaj serumom (ne
vsebuje protiteles proti SUS1). Nespewii vezavna mesta za protitelesa smo deaktivirali

z inkubacijo v raztopin»Blocking solution« iz kompleta (10 minut) in nato poskusne
rezine inkubirali v razregini primarnih protiteles 1 : 500 v PBS v vlazni komori (velika
petrijevka z nekaj plastmi viaznega filtrirnega papirja, Slika 3.2), kontrolne rezine pa z

enako razretino neimunega zgjega seruma (30 minut pri sobni temperaturi).
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Rezine smo sprali v PBS (3 x 5 minut) in jih nato inkubirali v raaredsekundarnih
protiteles iz kompleta (kozja protitelesa proticzap protitelesom), sprali v PBS (3 x 5
minut) in inkubirali v sveZe pripravljeni raztopin8IvEnhance« iz kompleta. Iz omenjene
raztopine se izki srebro, ki se veZe na delce zlata na sekundarnih protitelesih in jih
poveta, da postanejo vidni s svetlobnim mikroskopom. Reakcijo nalaganja srebra smo
pustili teci toliko casa, da je postalo barvanje rezin vidno (okoli 5 minut), nato smo jih
sprali v destilirani vodi in dehidrirali v obratni etanolni vrsti do ksilena in preparat pokrili s
krovnim sredstvom za pripravo trajnih preparatov Permount (Electron Microscopy

Sciences, ZDA) ter krovnim stekelcem.

Zalozna raztopina PBS (10x). V priblizno 800 ml destilirane vode raztopi 80 g NaCl, 2 g
KCI, 11,45 g Na;HPO, in 2,4 g KH,PO,. Z destilirano vodo dopolni do 1000 ml. Me3aj
priblizno 15 minut, da se soli popolnoma raztopijo. Avtoklaviraj in shrani pri sobni

temperaturi.

Pufer PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na ,HPOQO, in 1,5 mM KH ,PO,). ZmeSaj 100 ml
zalozne raztopine PBS (10x) in 900 ml destilirane vode. pH uravnaj na 7,4 z dodajanjem 1 N
HCI.
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3.5 Mikroskopija

Za opazovanje preparatov smo uporabljali mikroskop Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss,
Nentija), opremljen s halogensko osvetlitvijo (HAL 100) za presevno vidno svetlobo in
osvetlitvijo z Zarnico z Zivosrebrovim lokom (HBO 50), ki oddaja svetlobo Ze v UV delu
svetlobnega spektra, za osvetlitev preparata skozi objektiv (vzbujanje fluorescence).
Mikroskop je bil opremlen z dvema kompletoma filtrov za fluorescenco: prvi (UV
ekscitacija) je imel ekscitacijski filter 365 nrhafd pass), delilnik Zarkov pri 395 nm in
emisijski filter 397 nmlng pass); drugi (modra ekscitacija) pa je imel ekscitacijski filter
450-490 nmigand pass), delilnik Zarkov pri 510 nm in emisijski filter 515 nroiig pass).
Objektiva, uporabljena pri zajemu slike, sta bila 10x (Plan Neofluar Phl, NA=0,30; Carl
Zeiss, Neniija) in 40x (Plan Neofluar Pol, NA=0,85; Carl Zeiss, Nga)

Za zajem slike smo uporabljali barvno CGébdrge coupled device) video kamero (DXC-
950P, Sony, Japonska) zlipvostjo 768 x 576 pikslov in s kartico Matrox Meteor za
zajemanje slike v ganalniku, ter barvno digitalno CCD kamero (AxioCam MRc, Carl

Zeiss Vision, Nerdija) z locljivostjo 1300 x 1030 pikslov.

Video kamero DXC-950P smo uporabili pri meritvah I0G jeder v preparatih koreninskih
cepic in kariops, intenzitete imunolokalizacijskega barvanja v korenitsgici ter
velikosti celic v koreninskicepici in preparatih kariops 16. DPO. Digitalno kamero
AxioCam MRc smo uporabili pri meritvah velikosti celic v preparatih kariops od 4. do 12.
DPO in pri zajemu slik preparatov, pobarvanih z DAPI, reakcijo TUNEL, anilin modro —

fluoresceino metodo, Sudan IV in floroglucinolom ter avtofluorescencemaélisten.
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3.6 Kvantitativha analiza slike

Mikrografije, zajete s kamero, smo obdelovali v programskem paketu za analizo slike
KS400 (Carl Zeiss Vision, Netija). Od mnogih zmoZzZnosti, ki jih ima program, smo
uporabljali funkcije za zajem slike, operacije za obdelavo celotne slikecimanje s
slikami, avtomatsko do&@anje objektov na sliki s segmentacijo¢mo dolaanje objektov,
merjenje razlinih morfoloSkih parametrov objektov in denzitometrijo. Program smo
uporabljali tudi samo kot avtomatsko zapisovalno napravo priera Stetju in merjenju
dolzin ter Sirin. V KS400 smo napisali makro programe za avtomatizacijo daljSih

postopkov za analizo slike.

3.6.1 Denzitometri €¢na meritev koli ¢ine DNA

Osnova za kvantitativho oceno katie DNA v jedrih je postopek barvanja po Feulgenu, ki
stehiometino barva DNA (glej 3.3.1). Jakost obarvanja merimo fotodredrz uporabo

monokromatske svetlobe.

Od kolicine barvila v objektu je odvisno, koliko svetlobe absorbira. S kamero na
mikroskopu lahko merimo intenziteto svetlobe, ki pride skozi objekt, in jo primerjamo z
intenziteto vpadne svetlobe. Iz razmerja nato¢imnamo optino gostoto objekta, ki je
linearno sorazmerna s kaho barvila v objektu. Merilni sistem mora biti umerjen na

znane vrednosti transmisije, zajem slike pa mora biti enakomeren po vsem vidnem polju.

Transmitanca je razmerje med intenziteto vpadne svetlpb@ intenziteto izhodne

svetlobel in je neodvisna od absolutne intenzitete vhodne svetlobe:

T=— (3.1)

|z transmitance izé&unamo absorbanco:

A=-log,, T (3.2)
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Absorpcija svetlobe je premosorazmerna s koncentracijo snovi in dolzino poti svetlobe
skozi snov (Lambertov zakon — debelina snovi, Beerov zakon — koncentraeijgiva

Spijes, bolj seti stemni«):
A=Kcd (3.3)

K — ekstinkcijski koeficient, konstanta, ozog sposobnost snovi za absorpcijo fotonow; koncentracija

shovi v vzorcud — dolzina poti svetlobe skozi vzorec

Ce je presek svetlobnega Zarka, s katerim merimo absorpcijo, vedno enak, lahko
absorbancoA izrazimo kot optino gostoto ©@G), produkt cxd pa je v linearnem
sorazmerju s kadino barvila v prostornini vzorca, skozi katero potuje zarek. Ker zZelimo
izmeriti le relativno kokiino DNA v jedrih, lahko konstanto K zanemarimo, linearno
sorazmerje produktexd pa zadostuje za relativno meritev. Torej lahko izcbn@.1) in

(3.2) izpeliemo:
oG = Iogmll—0 (3.4)

Ker pa je struktura jeder nehomogena, kar zadeva koncentracijo DNA in debelino, ne
moremo preprosto izmeriti transmisije skozi celotno jedro in to uporabiti z&aurzi@G

jedra. Tako bi izmerili le povpt®o intenziteto svetlobe, ki pride skozi jedro, vendar je
zaradi logaritemskega razmerja med transmisijo in absorpcijo taka meriteinaaga

jedro, razdeljeno na delov, velja (seveda lée so izmerjene intezitete posameznih delov

jedra razkne):

nlogllf0 ;tZIogll—O (3.5)

i=1 i

Zato pri meritvi relativne kotine DNA v jedrih uporabimo najmanjSe elemente slike —
piksle. V tem primeru je povrSina piksla tudi presek svetlobnega Zarka, s katerim merimo
OG posameznih delov jedra. Za vsak piksel v jedru iz njegove sive vrednaSinamzo

OG, ki jih seStejemo tako, da dobimo integrirano aatigostoto (I0G). 10G je linearno
sorazmerna s ka@ino DNA v jedru. Ker r&unamo s slikami, lahko tudi za vrednost

intenzitete vpadne svetlobe vzamemo sivo vrednost piksla iz slike ozadja, ki je na istem
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mestu kot piksel v jedru. Kot intenziteto vpadne oziroma presevne svetlobe vzamemo sivo
vrednost piksla, saj sta v denzitom&id umerjenem sistemu linearno odvisni, z
izhodi&em v (0, 0).

10G :anloglli (3.6)

i=1 i

n — Stevilo pikslov v jedrul; — intenziteta prepdéne svetlobe skozi jedro na mestu pikslg — intenziteta

vpadne svetlobe na mestu pikila

Enabe za izraun transmisije in absorbance veljajo za absorpcijo monokromatske
svetlobe, pa tudi absorpcija svetlobe v kompleksu DNA-Schiffov reagent je spektralno
odvisna. Absorpcijski maksimum za jedra, barvana z reakcijo po Feulgenu, je pri 565 nm
(Bedi in Goldstein, 1976). Zato je bil v svetlobni poti (pod kondenzorjem) ri@me&len

filter (band pass interfereini filter, z vrhom transmisije pri 540 nm in Sirino vrha pri

polovicni transmisiji 90 nm), sive slike pa so bile zajete z zelenim kanalom kamere.

3.6.1.1  Umeritev sistema in odprava napak na zajeti sliki

Za dobro meritev morata biti optimalno nastavljena Ze vir svetlobe ignappot v
mikroskopu. Zarnica mora biti centrirana, elementidgtipoti v mikroskopu pa morajo
biti nastavljeni po navodilih za Koéhlerjevo osvetlitev. Na kamera mora biti &
oja¢anje signaladain 0 dB), da je nakljgni Sumc¢im manjsi, in izkljEena mora biti gama

korekcija, da je odziv kamere linearen e njenega dinantnega obmga.

Za denzitomettino merjenje 1OG vrednosti jeder mora biti merilni sistem r@tan
umerjen; zajeta slika mora bitim bolj enakomerno osvetljena, sive vrednosti, ki jih
zajame kamera, pa je treba umeriti na vrednosti transmisije. Pred meritvijo vsakega
preparata smo sistem kalibrirali, kot opisujeta Vilhar in Dermastia (2002). Za umeritev

sistema so uporabili v naSem laboratoriju napisane makre v KS400.

Pri zajemu slike stipom CCD in digitalizacijo signala s kartico za zajem slike v
racunalniku je vedno prisoten Sum kot naké§m odmik vrednosti pikslov v sliki od prave

vrednosti, ki pa ga lahko nevtraliziramo z taraavanjem povpfd zaporedoma zajetih
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slik (Russ, 1999). Zato smo za vsako sliko, ki smo jo uporabili pri meritvi, zajeli 32 slik s
hitrostjo, kot jo dopu&a sistem, in izré&unali povpréja po parih. Po prvem povgevanju
je ostalo 16 slik, nato 8, 4, in 2, na koncu je ostala le ena slika, v kateri so bil&maklju

variacije v vrednostih pikslov izravhane.

Neenakomerno osvetlitev vidnega polja (pojavc¢sera) smo izravnali s korekcijo slike

kot jo opisujejo Pirard in sod. (1999e je bila napaka zelo izraZzena, smo jo popravili s
centriranjem Zarnice in ponovno nastavitvijo Kéhlerjeve osvetlitve. Po postopku izravnave
slike smo dobili sliko ozadja, s katero smo p¥arali vsako zajeto sliko v meritvi in
dobili enakomerno osvetlijeno sliko s sivimi vrednostmi, razporejenimi od 0 do izbrane

najvisje vredosti, v tem primeru 220.

Zagotoviti je treba tudi linearno odvisnost med sivimi vrednostmi na sliki increani
vrednostmi transmisije. Uporabljena video kamera ima dobro linearnost odziva, ki pa jo z
denzitometdno kalibracijo Se izboljSamo. Kamero smo denzitortetri umerili s
kompletom filtrov nevtralne gostote (79 %, 70 %, 63 %, 50 %, 35 %, 20 %, 10 %, 5 % in
2,5 %) ki smo jih zaporedoma polagali v épt pot (v tem primeru na poljsko zaslonko)

in zajemali slike praznega polja. Za vrednost transmisije 100 % smo zajeli sliko praznega
polja brez uporabe filtrov, za vrednost transmisije 0 % pa smo zajeli sliko pri zapimiopti
poti. 1z vrednosti transmisije in izmerjenih sivih vrednosti smo naredili umeritveno krivuljo
(Slika 3.3), s pomijo katere smo v meritvi pretvorili vsako sliko, v kateri so sive vrednosti
potem ustrezale vrednostim transmisije. Polinom tretje stopnje je zadovoljivo st&diito

umeritvene krivulje tudi vtemnem obgja kamere, kjer je odziv najbolj nelinearen.
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Slika 3.3. Razmerje med izmerjeno sivo vrednostjo in reséio vrednostjo transmisije, ki jo predstavija

siva vrednost, ter opttna gostota (OG), izr&unana iz transmisije.
Prikazana je tigina kalibracijska krivulja. Skozi umeritvenecke je poloZen polinom tretje stopnje, s
katerim je pred meritvami generirana pretvorbena preglednica. Vsaka zajeta slika v meritvi je¢j® pomo
vrednosti iz preglednice prilagojena tako, da sive vrednosti v njej ustrezajgniesmiednostim transmisije
(siva vrednost 0 ustreza transmisiji 0 %, vrednost 220 pa transmisiji 100 %dni gaistoti O - vrednost

ozadja).

3.6.1.2  Merjenje stabilnosti osvetlitve

Drsenje jakosti osvetlitve smo spremljali podobno, kot opisujeta Vilhar in Dermastia
(2002) ter Puech in Giroud (1999). Osvetlitev je bila nastavljena na vrednost ozadja (okoli
220). Vsako minuto je bili zajeti slika in izmerjena povmee siva vrednost v celotni sliki

in v petih poljih, velikincetrtino velikosti slike (levo zgoraj, levo spodaj, desno zgoraj,
desno spodaj in v centru). Za meritev je bila uporabljena slik&uizama kot povpkge 32
zaporedoma zajetih slik, tako da v meritvah sivih vrednosti ni bilo odstopanj zaradi
elektronskega Suma. Razlike v sivih vrednostih med posameznimi deli slike so posledica
neenakomerne osvetlitve vidnega polja (pojaverja) in so bile v meritvi IOG izravnane

s korekcijo setenja (Slika 3.4). Za oceno elektronskega Suneadput noise, Sum pri
prenosu in digitalizaciji signala) pa so bile uporabljene vrednosti pikslov v centru 32-ih

slik. ker so bile zajete z najje hitrostjo, se v vrednostih pikslov ne odraZa drsenje jakosti
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osvetlitve scasom. Koeficient variacije pokaze velikost elektronskega Suma igasom

ni spreminjal (Slika 3.5).
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Slika 3.4. Nihanje jakosti osvetlitve in neenakomerna osvetlitev vidnega polja (brez korekcije
sertenja).

Kamera in Zarnica prizgani tik pred merjenjem. Drsenje osvetlitve jed@job ogrevanju, nato se ustali.

Desno zgoraj so prikazana polja na sliki, v katerih je bilg&izrana povpraa siva vrednost. Po korekciji

sertenja se sive vrednosti v vseh delih slike izgpa
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Slika 3.5. Siva vrednost in koeficient variacije pikslov v centru zaporedoma zajetih slik.

Nihanje sive vrednosti piksla v centru merjene slike (32 slik, zajetih s hitrostjo sistema) in koeficient
variacije vrednosti sredinskega piksla v 32 zajetih slikah vsako minuto. Siva vrednost piksla v centru 32
zaporedoma zajetih slik ptasu 120 min, CV = 0,71 %; najmanjSa vrednost = 223, &ajweednost = 229.

Velikost elektronskega Suma (izraZzen kot koeficient variacije, CV) se ne spreasans.
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3.6.1.3  Merjenje relativne koli¢ine DNA v tkivnih rezinah

Relativho koltino DNA v jedrih v tkivnih rezinah smo merili z »metodo interfaznega
vrha« (Vilhar in sod., 2001), ki smo jo priredili za uporabo na rezinah, tako da se v meritvi
poleg 10G in povrSine preseka jeder zapisujejo tudi absolutne koordinate jeder v prerezu
tkiva. Pred meritvijo vsakega preparata smo sistem umerili s korekcigerganin

denzitometrino kalibracijo.

Ceprav je bil postopek barvanja preparatov in merjenja standardiziran, smo |0G jeder
primerjali le znotraj enega preparata (zaradi neznane variabilnosti med posameznimi
barvanji in merjenji). Med preparati smo primerjali relativno &b DNA, izrazeno v
enotah C; 1 C je kalina DNA v nepodvojenem haploidnem genomu. Vrednost C smo
ocenili iz frekvene porazdelitve vrednosti IOG v diploidnem tkivu (embrio, perikarp ali
nucel) tako, da smo vrednost 2 C priredili modusu prvega vrha porazdelitve 10G, nato pa
vrednosti I0G vseh jeder prérmali v enote C. Ker se kéiha DNA z ve&anjem stopnje
ploidnosti podvaja, smo vrednosti IOG pred d&nai porazdelitev logaritemsko
transformirali; tako so bili vrhovi porazdelitev IOG enako oddaljeni (Slika 3.6). Jedra smo
razdelili na posamezne skupine, ki ustrezajo stopnjam ploidnosti, tako da smidi dolo
meje na aritmetni sredini med dvema zaporednima modusoma vrhov frékeen

porazdelitve logaritmirane 10G.
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Slika 3.6. Vpliv logaritemske transformacije na frekver&no porazdelitev I0G vrednosti.
Prikazana je frekveima porazdelitev I0G jeder, izmerjena v vzdolZni rezini korenitiskee.
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IOG jeder smo merili v vidnih poljih, ki so si sledila v obliki meandrov (Slika 3.7), tako da
je bil pokrit celoten preparat. Za merjenje 10G smo uporabljali objektiv 40x, kar je
kompromis med tem, da je v vsakem vidnem polju vsaj kakSno jedro, in tem, da je slika
jedra sestavljena iz zadostnega Stevila pikslov za &qrawameritev 10G. Pri taki povavi

je bila velikost vidnega polja 250x188n (uporabljena video kamera DXC-950P, Sony).

Izracun koordinat je potekal po naslednjih &bpah:
X = MarkerX + (CGRAVX - FrameMarkerX) (3.7)

Y = MarkerY - (CGRAVY - FrameMarkerY) (3.8)

X, Y - absolutni koordinati jedra v preparahMiarkerX, MarkerY - absolutni koordinati referénega jedra, ki
je izbrano v vsakem vidnem poljGGRAVX, CGRAVY - relativni koordinati sred& merjenega jedra v sliki;

FrameMarkerX, FrameMarkerY - relativni koordinati referemega jedra v sliki.

Vsi parametri na sliki so bili merjeni v mikrometrih. Ker je koordinatni sisteimnalniSke
slike »obrnjen na glavo« (izhod& je v zgornjem levem kotu, Y koordinate s€aje od
zgoraj navzdol), je pri izgunu Y koordinate (engba 3.8) pred oklepajem minus. Tako
smo izr&unavali koordinate glede na naravni koordinatni sistem, ki ima iztedis

spodnjem levem kotu (glede na pozitivne X in Y koordinate).

< < o < <

> > ® > - >
P o

Slika 3.7. Premikanje po preparatu z izbiranjem jeder.
V vsakem vidnem polju (pravokotniki) je treba izbrati jedro (siva pika v vsakem pravokotniku), premakniti
vidno polje na naslednji poloZaj na preparatu in spet izbrati isto jedro. Nadiakseakoordinate merjenih

jeder preréunavajo glede na celoten preparat. Smer premikanja po preparatu je nakazaitamipus
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3.6.2 Kvantitativno ovrednotenje imunolokalizacijskega barvanja

Soregjeto v objavo v Canadian Journal of Botany.

3.6.2.1  Prikaz imunolokalizacijskega barvanja s psevdobarvami

Preparate, pobarvane z imunolokalizacijskim barvanjem za SUS1, smo posneli v svetlem
polju kot sivo sliko z objektivom 10x% in video kamero DXC-950P. V &aith ponovitvah
imunolokalizacije je bila intenzivnost barvanja lahko zelo &aalj ker je reakcija ofanja

signala z nalaganjem elementarnega srebra na zlato, vezano na sekundarna protitelesa,
dokaj nepredvidljiva zaradi hitrega poteka in nestabilnih reagentov. Zaradi primerljivosti
porazdelitve imunolokalizacijskega barvanja med preparati smo @®rsiwih vrednosti,

kjer je bil signal, raztegnili od O do 255 in nato slike prikazali v psevdobarvah, kjer smo
lestvico sivih vrednosti (svetlost) nadomestili z barvno lestvico (Slika 3.8). S podobno
lestvico psevdobarv smo prikazali tudi velikost celic in stopnjo endopoliploidnosti v
endospermu. Uporaba psevdobarv olajSa zaznavanje manjsSih razlik v svetlosti slike (Russ,
1999). Na izbranih preparatih smo kvantitativno ocenili Stevilo in poloZaj celic, v katerih je
imunolokalizacijski signal bolj viden (opisano v poglavju 3.6.4). Kontrolne rezine na istem
stekelcu smo posneli z enakimi nastavitvami in razpon sivih vrednosti prilagodili na enake

vrednosti kot v poskusnih rezinah, inkubiranih s primarnimi protitelesi proti SUS1.

0 siva vrednost 255

Slika 3.8. Pretvorba sivih vrednosti na sliki v psevdobarve.

3.6.2.2  Kvantitativho ovrednotenje imunolokalizacijskega barvanja v

posameznih celicah v Cepici

Sivo sliko imunolokalizacijskega barvanja v korening&pici smo obdelali s filtrom, ki
vsakemu pikslu priredi mediano vrednost pikslov v njegovi okolici. Tako smo zmanj3ali

lokalne variacije v sivih vrednostih pikslov zaradi metodoloSkega Suma. Scostiée



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 43
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

obrisov celic, doblijene pri merjenju velikosti celic (3.6.3, Slika 3.13), smo sliko
imunolokalizacijskega barvanja razdelili na posamezne celice. V njih smo izmerili
najmanjSo sivo vrednost in to uporabili kot oceno relativn&ka@iSUS1 proteina v celici.
Celice smo razvrstili v dva razreda, Sibko in&dmo pobarvane celice, ki sta po naSi
predpostavki \&epici zavzemala enako prostornino. Za vsak preparat korenieghkee

smo dolg@ili mejno sivo vrednost; celice z najmanjSo sivo vrednostjo od 0{hgbarva)

do mejne vrednosti smo razvrstili v razredémo pobarvanih celic, »veliko SUS1«, celice

z vi§jimi sivimi vrednostmi (do 255, ki je bela barva) pa v razred Sibko pobarvanih celic,
»malo SUS1« (Slika 3.9).
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Slika 3.9. Kvantitativho ovrednotenje imunolokalizacijskega barvanja za saharoza sintazo SUS1.
Zajeta siva slika (A), slika, obdelana s filtrom mediana (B), slika B z dodanimi obrisi celic (C), fhekven

poligon izmerjenih sivih vrednosti v celicah na sliki C, s prekinfmje ozngena mejna vrednost (D).
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3.6.2.3  Povezava imunolokalizacijskega signala s ploidnostjo celic

Na istih rezinah ni moge hkrati izvesti kvantitativnega barvanja DNA in
imunolokalizacije, ker metodi nista zdruZljivi. Zato smo imunolokalizacijski signal za
SUS1 in relativno kotino DNA v celicah koreninsk&epice povezali na osnovi poloZaja
posameznih celic v razhih vzdolznih rezinah. Podatke za vse rezine smo enako
orientirali in postavili izhodi& koordinatnega sistema (0, 0) v sredinsko, najniZj&oto
meje medcepico in telesom korenine. Koordinate celic v rezini, pobarvani po Feulgenu,
smo polozili prek koordinat celic v rezini, pobarvani z imunolokalizacijo. Na vsako od treh
rezin, pobarvanih z imunolokalizacijo, smo zaporedoma poloZili podatke za Sest rezin,
pobarvanih po Feulgenu. Vsaki imunobarvani celici smo d@olstopnjo ploidnosti kot
mediano Sestih podatkov za ploidnost celic, ki so bile najblizje v vsaki od Sestih rezin,
barvanih po Feulgenu. Na enalcimasmo vsaki celici z znano stopnjo ploidnosti ddio
stopnjo imunobarvanja za SUS1 (oaha »malo SUS1« ali »veliko SUS1«) kot mediano
treh podatkov za imunobarvanje. S tem postopkom smo za vsako celico v devetih
preiskovanih rezinah koreninskicepic dola@ili stopnjo ploidnosti in  stopnjo

imunolokalizacijskega barvanja za SUSL1.

3.6.3 Meritev velikosti

3.6.3.1 Meritev velikosti celic

Za merjenje velikosti celic smo izrabili avtofluorescencocodii sten ob ekscitaciji z UV
svetlobo valovne dolzine 365 nm. Nepobarvaneelstene so z UV ekscitacijo oddajale
modro fluorescenco zaradi vezanih fenolnih kislin (Lichtenthaler in Schweiger, 1998).
Preparate koreninskepice in preparate kariops 16 DPO smo merili z video kamero DXC-
950P, druge preparate kariops (4 do 12 DPO) pa z digitalno kamero AxioCam MRc, ki je
bolj okiutljiva in zato primernejSa za zajem fluoresten svetlobe. Za meritve smo
uporabljali objektiv 10x. Pri taki povavi je bila velikost vidnega polja 1003x75%2n

(video kamera DXC-950P) oziroma 1379x1Q88 (digitalna kamera AxioCam MRc). V
vsakem vidnem polju smo zajeli sliko fluorescencecoélisten z UV ekscitacijo in sliko v

presevni svetlobi s priprto zaslonko kondenzorja (sliko smo potrebovali predvsem za
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orientacijo v preparatu). Nato smo sliko fluorescence&mélisten pretvorili v sivo sliko,
raztegnili kontrast in pretvorili v negativ. Tako smo dobili sliko temnih sten na svetlem
ozadju, kar se je pokazalo kot najprimernejSi kontrast zacemoje struktur na sliki.
Kadar je bila slika fluorescence dvoumna, smo jo lahko med meritvijo primerjali s sliko

preparata, posneto v svetlem polju.

Celice smo merili tako, da smo prek géad tablice NewSketch 1212 Ill (Genius, Tajvan)
obrisovali njihove stene (Slika 3.14 A) in belezili povrSino, najmanjSi in Bfjpeemer
prereza celic ter koordinate centra celic. Absolutne koordinate celic v preparatu smo
racunali kot v poglavju 3.6.1.3. Pozneje smo sliko obrisov celic uporabili za razdelitev
slike imunolokalizacijskega barvanja v koreninskgpici na posamezne celice za
kolicinsko ovrednostenje barvanja v celicah (glej 3.6.4) in za oceno 3-D strukture
endosperma (glej 3.6.4.4). Prostornino posameznih celic smo v primeru koref@pgiee
ocenili kot kvader (produkt povrSine prereza celice in hajmanjSega premera), prostornino
celic v endospermu pa kot kroglo (polmer smo dareli iz povrSine prereza celice). Ker

so celice v meristemu koreninskepice splo&ne v vzdolzni smeri, smo njihovo
prostornino ocenili kot produkt povrSine prereza celice in dggge premera. Na tak &ia

smo izr&unali prostornino celic, katerih povrsina prereza je bila manj$a odpt80
(Bengough in sod., 2001).

3.6.3.2 Meritev velikosti koreninskih vrSickov

Vzdolzne rezine koreninskibepic smo barvali po Feulgenu in merili dolzino in Sirino
cepice, Stevilo celic v liniji od meristema do konidepice, povrSino prerezépice od
konice do meristema, Stevilo jeder v prerezu, Sirino telesa korenine in Stevilucétiij

v korenini na razdalji 30@um od meristema (Slika 3.10). Za vsako obdelavo kalic smo
izmerili parametre v petih preparatih koreninskih &k8v, in sicer na dvanajstih
zaporednih rezinah za vsak preparat. Mediano rezino smo poiskali na podlagi dolzine
cepice, pomagali smo si tudi s povrSino preréepice, Stevilom jeder v prerezu in

Stevilom celic v liniji od meristema do koni¢epice.
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Slika 3.10. Merjeni parametri v koreninskem vrSitku.

V koreninskih vr&kih koruze smo merili: dolZino in Siringepice, Stevilo celic v liniji od meristema do
konicecepice, povrSino prerezapice od konice do meristema, Stevilo jeder v prerezu, Sirino telesa korenine
in Stevilo celénih linij v korenini na razdalji 30@m od meristema.

3.6.4 Obdelava podatkov

3.6.4.1  Odstranjevanje dvojnikov

Dvojniki so dvakrat izmerjeni podatki (I0G ali velikost celic) v istih celicah, ker se vidna
polja v meritvah delno prekrivajo. Koordinate dvakrat izmerjenih podatkov so bile blizu
skupaj, niso pa bile popolnoma enake. Zato smo vse podatke primerjali po metodi
najblizjega soseda, ki vsakemu podatku @iSodatek, ki mu je najblizji. Iz vsakega para,

kjer sta bila podatka preblizu skupaj, smo natociilen podatek. Mejno vrednost smo
dolocili za vsako serijo podatkov iz enega preparata posebej; navadno je bila najmanjSa
dovoljena razdalja med dvema podatkomard Podatke za velikost celic smo Se dodatno
»0Cistili«. Uporabili smo dodatno merilo, po katerem je morala biti razdalja med centroma
dveh celic véja kot polovica najmanjSega kalipernega premera vsake od celic. Merilo ni

bilo ostro, da nismo izlli celic z delno prekrivajdimi se obrisi (Slika 3.11).
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So. 0.0

Slika 3.11. Prepoznavanje dvojnikov pri merjenju IOG in velikosti celic.

Sliki dveh jeder, med katerima je razdalja manj ozirontake¢ 5um (levo). Sliki dveh celic, med katerima
je razdalja manjSa oziromadje od polovice najmanjSega premera celice (desno). Kjer sta podatka preblizu

skupaj (ozné&eno zx), je treba enega od njiju zbrisati.

3.6.4.2 Povezava podatkov za ploidnost in velikost celic

Na preparatih smo najprej izmerili ploidnost jeder, nato pa Se velikost celic. Podatke, iz
katerih smo odstranili dvojnike, smo poravnali v preglednici v programu Excel (Microsoft
Corporation, ZDA) na podlagi njihovih koordinat v preparatu. Po potrebi smo podatke
zavrteli in premaknili (po erdbah 3.9 in 3.10), nato pa z metodo najblizjega soseda
povezali podatke za ploidnost celic z velikostjo celic. Ker v nekaterih prerezanih celicah na
preparatu ni bilo jeder ali pa so bila le-ta poSkodovana, smo podatek za ploidnost najprej
priredili celicam, ki vsebujejo jedra, nato pa preostalim celicam priredili vrednosti za

ploidnost njihovih najblizjih sosedov.

Xor = XCOSP + ysing + X, (3.9

Yot = YCOSp —XsSing +y, (3.10)

Xrats Yrot — KOOrdinatix in y, zavrteni za kop okrog koordinatnega izhodi (0, 0) in premaknjeni 28, ;.

3.6.4.3  Ocena tridimenzionalne porazdelitve celic v koreninski Eepici

Ker so mnoga rastlinska tkiva radialno simgta, lahko njihovo tridimenzionalno
strukturo ocenimo iz vzdolznega prereza. Stevilo celic v korenieghci smo ocenili po
prirejenem postopku, ki ga opisujejo Bengough in sod. (2001). Stevilo celic smo ocenili

tako, da smo za vsako celico v rezini &mali, kolikokrat se lahko pojavi v loku, ki
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ustreza polovici obsega krogg) € sredi§em v osi simetrije rezine in polmerom, ki ustreza

razdalji centra celice od osi simetrije (Eba 3.11 in Slika 3.12).

N = le(’di] (3.11)

N — ocena Stevila celic v koreningldpici, n — Stevilo celic v vzdolZni rezini; — razdalja centra celice od osi

simetrije rezinegd, — premer celice v pravokotni smeri glede na os simetrije.

A. vzdolzna rezina B. ocenjena pre éna rezina

800 800

Slika 3.12. Celice koreninské&epice v vzdolZnem prerezu in ocena Stevila celic v @reem prerezu.
Premer simbolov ustreza premeru celic. Prikazana je razporeditev izmerjenih celic v vzdolzni rezini (A) in
ocenjena razporeditev celic v pnérezini (B) na viSini, ozn&ni s prekinjendrto na sliki A. Enote na oseh

so v mikrometrih.

Celice v koreninskiepici so véinoma podaljSane v vzdolzni smeri vzporedno z 0sjo
simetrijecepice. Zato smo kot premer celidev zgornji enébi vzeli kar najmanjSi premer
celice (Slika 3.13). Meristemske celice pa so stisnjene v vzdolZzni smeri, zato smo v tem
primeru kot premer celice vzeli kofik povrSine prereza celice z najmanjSim premerom
celice (tako smo dobili daljSo stranico mea celice,ée predpostavimo, da je ta
pravokotnik). Na tak ran smo izr&unali d za celice, katerih povrSin prereza je bila
manj$a od 18@m’* (Bengough in sod., 2001). Tako smo zajeliive meristemskih celic.
Prostornino posamezne celice smo ocenili kot kvader, in sicer kot produkt povrSine prereza

celice ind.
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Prostornino celotne koreninskepice smo izréunali kot vsoto prostornin vseh celic. Ker
se premer celicd; pojavlja tako v izréunu Stevila celic in v izgunu prostornine celic, se
pokrajSa, tako da lahko prostornigepice izréunamo neposredno iz produktov povrSin

prerezov celic in njihovih oddaljenosti od osi vrtenja:

V=Y (1) (3.12)

V — ocena prostornine koreninsé@pice,n — Stevilo celic v vzdolzZni rezinl\; — ocenjeno Stevilo celi¢ V; —
prostornina celicé, § — povrSina prereza celidger; — razdalja centra celice od osi simetrije rezither-

premer celice v pravokotni smeri glede na os simetrije.

Slika 3.13. Obirisi celic v koreninski¢epici.
Prikazan je premer celidy uporabljen v izréunu Stevila celic v celotréiepici.
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3.6.4.4  Ocena tridimenzionalne porazdelitve celic v endospermu
Del objavijen v Plant Physiology 129 (2002) 23-30. (Priloga A)

Porazdelitev celic v endospermu smo ocenili na podob&n kat v koreninskicepici. Na
preparatih smo izmerili velikost celic z obrisovanjemdeli sten. Za vsako celico smo
zabeleZili koordinate centra in povrSino prereza celice. Prostornino celic smo ocenili kot
kroglo. Med merjenjem je sproti nastajala slika preparata, v kateri so bile velikosti celic
predstavljene s sivimi vrednostmi pikslov (v logaritemski skali). Na nekaterih mestih so
piksli manjkali zaradi poSkodb v preparatu, izgrsh celic ali nedotikajtih se celic. To

smo popravili z »virtualno celularizacijo«, metodo prilagojeno po metodi generiranja
mozaika po Matérnu (1960). Sliko smo na novo ustvarili tako, da smo vsakemu pikslu v
sliki endosperma priredili sivo vrednost njemu najblizjega centra celice (Slika 3.14 A-D).
Po podobnem postopku smo generirali tudi sliko razporeditve vrednosti C, le da smo
vsakemu pikslu v endospermu priredili najblizjo vrednost C, izmerjeno po metodi merjenja
IOG v tkivnih rezinah (glej 3.6.1.3).
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Slika 3.14. Merjenje velikosti celic v endospermu in priprava slike za ize&un 3-D modela endosperma.
A — obrisovanje celic, B — slika prerezov celic, sive vrednosti pomenijo prostornino celic, C — slika centrov

celic, D — na novo ustvarjena slika z »virtualno celularizacijo«.

S 3-D modelom endosperma (glej 3.6.4.4.1) smo vzporedno obdelali sliko razporeditve
velikosti celic in razporeditve vrednosti C. Za vsak voksel (voksel je ekvivalent piksla v
treh dimenzijah, najmanjsi element 3-D bitne slike) smo tako dobili podatek o prostornini
celic, ki jih predstavlja, in njihovi vrednosti C. Z modelom smo lahko ocenili prostornino

endosperma in Stevilo celic v njem:

v=$le) e19

i=1

V — prostornina endosperma,— Stevilo virtualnih prénih rezin,n; — Stevilo vokslov v prai rezinii, vo —

prostornina enega voksla.
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SV,

maks Cmaks

N=S Z(“m xﬁ] (3.14)

=1 =1 \

N — Stevilo celic v endosperm8Yaks — Najve&ja siva vrednost, uporabljena za kodiranje prostornine celic (v
nasSem primeru 254 .« — najvéja vrednost C v preparatm,; — Stevilo vokslov s sivo vrednostjo ki
kodira prostornino celic in vrednostjo |C Vo — prostornina enega voksla, — prostornina celice, ki jo

predstavlja siva vrednost

Posamezntleni vsot v endbi (3.14) so se med iztanavanjem 3-D modela endosperma
zapisovali v preglednico, tako, da smo dobili podatke o Stevilu celic, ki pripadajniaeli
razredom vrednosti C, raz¢ene glede na prostornino celic v toliko razredov, kolikor
sivih vrednosti je bilo uporabljenih za kodiranje prostornine cé&\G.4s). Za nadaljnje

statisttne analize smo celice po prostornini zdruzili ¢jeeazrede.

3.6.4.4.1 3-D model endosperma

Iz popravliene 2-D slike endosperma (Slika 3.14 D) smo ekstrapolirali 3-D strukturo
endosperma. Vzdolzno rezino smo v osnhovi zavrteli okrog osi simetrije. Ker pa je
tridimenzionalna oblika endosperma nepravilna, slike nismo zavrteli kot celote, ampak
smo jo vrteli po posameznih vrsticah z viSino enega piksla okrog njihovih osi simetrije. Za
vsako vrstico pikslov (primer Slika 3.15 A in 3.16 A, dda PQ in lla ¢rta ST) smo
izracunali virtualni pr&ni prerez, sestavljen iz vokslov, kot je prikazano na Slikah 3.15 A
in 3.16 A, Ib in Ilb. Preni prerez smo napolnili s sivimi vrednostmi na podlagi profila
sivih vrednosti izvorne vrstice pikslov (Slika 3.15 A in 3.16 A, Ic in llc). Za vrstice
pikslov, ki niso bile v obmgu endosperma, kjer se ra&toembrio razvija v
endospermskem Zepu, smo qmieprerez ocenili kot krog s premerd?® (Slika 3.15 A in

3.16 A, la in Ib). Profil sivin vrednosti smo zavrteli za £ 90° in dobili koncémerpasove
vokslov, ki so imeli enake sive vrednosti v polovicah kroZnih lokov (Slika 3.15 A in 3.16
A, Ic). Celice endosperma v okolici embria so bile dimgakot celice dorzalnega dela
endosperma. V miajsSih razvojnih stopnjah (od 4. do 8. DPO) je bil embrio popolnoma
obdan z endospermom, v poznejSem razvoju (od 10. do 16. DPO) pa je bil embrio obdan z

endospermom le z ene strani. Zato smo za oceno porazdelitve celic v delu endosperma pod
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vplivom embria uporabili drugan model za zgodnje (glej 3.6.4.4.2) in poznejSe razvojne

stopnje endosperma (glej 3.6.4.4.3).

3.6.4.4.2 3-D model endosperma mlajSih razvojnih stopenj (4—8 DPO)

Pre&ne prereze endosperma v oliifmoembria smo ocenili na podlagi kroznic, katerih
premer pada od premera endosperma (Slika 3.15 A, lIb raZlgljdo premera embria
(Slika 3.15 A, llb razdalj@V), sredige pa se premika od srethSendosperma do srechs
embria (Slika 3.15 A, IIb). Profila sivih vrednosti medkamaS in U ter tackamaV in T

smo preraunali v pasove vokslov, kot je prikazano na Sliki 3.15 A, llc. Na Sliki 3.15 B so
prikazani primeri virtualnih vzdolznih rezin, izn@nanih z opisanim modelom (oznake?

in 3 ustrezajo oznakam na Sliki 3.15 A).

lc
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Slika 3.15. Izdelava 3-D modela endosperma za razvojne stopnje od 4. do 8. DPO.

A — vrtenje posameznih vrstic pikslov, iZtmavanje virtualnih pgmih prerezov, B — izf&aunani virtualni
vzdolzZni prerezi.
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3.6.4.4.3 3-D model endosperma starejSih razvojnih stopenj (10—-16 DPO)

Za oceno prénih prerezov v obmiju endospermskega Zepa (Slika 3.16 A, vodoravne
vrstice med tékamaV in Z) smo najprej povezali skrajnidki Zepa z ravna@rto (Slika
3.16 A, ¢rta VZ). Za polmer endospermskega Zzepa smo privzeli raz@ialjorazdaljoSU

pa za premer kroga, ki je&&wan prénemu prerezu endosperma (Slika 3.16 A, lla in IIb).
Velikosti celic, ki obkroZajo endospermski Zep, so bile d¥ngakot velikosti celic v
zunanjih plasteh endosperma, ki mejijo na perikarp. Zato smo definirali s@brmgiva
embria« kot krog na osnovi trehcto(Slika 3.16 A, prekinjenarta v IIb): sredina profila
sivih vrednosti K) in tocki prese€is¢a med krogom, &@tanim endospermu, in krogom
endospermskega Zepaif M). Profil sivih vrednosti med tikamaS in T smo preréunali

v pasove vokslov, kot je prikazano na Sliki 3.16 A, llc. Sive vrednosti pikslov med
tockama K in T so bile uporabljene za iwa vrednosti vokslov v »obni vpliva
embria«, vrednosti pikslov med dama S in K pa za izréun vrednosti vokslov v
preostalem delu endosperma. Na Sliki 3.16 B so prikazani primeri virtualnih vzdolznih
rezin, izr&gunanih z opisanim modelom (oznake?2, 3 in 4 ustrezajo oznakam na Sliki
3.16 A).
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Slika 3.16. Izdelava 3-D modela endosperma za razvojne stopnje od 10. do 16. DPO.
A — vrtenje posameznih vrstic pikslov, iZtmavanje virtualnih pgmih prerezov, B — izf&aunani virtualni

vzdolZni prerezi.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 56
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

3.6.4.5 StatistiCna obdelava podatkov

Podatke, ki so bili eksponentne narave (velikost celic¢ikaliDNA), smo pred analizami
logaritmirali, tako se je njihova porazdelitev priblizala Gaussovi porazdelitvi. Za opis
porazdelitev smo uporabljali parameéte ali neparametime kazalce, odvisno od oblike
porazdelitve. Za primerjave posameznih razredov znotraj ene ponovitve smo vedno
uporabljali enosmerno analizo variance, ker im&jovano¢ pri majhnih vzorcih kot
neparamettna oblika (Kruskal-Wallis) in ni autljiva za majhne odklone oblike
porazdelitev od normalne (Motulsky, 1995). Posamezne skupine smo primerjali med seboj
s Tukeyjevim posttestom (GraphPad Prism verzija 3.02 za okolije Windows, GraphPad
Software, ZDA). Kjer smo primerjali le dva razreda, smo upordhgdist. 1z median
oziroma aritmetinih sredin, izrédunanih iz posameznih ponovitev, smoéwaali povpréja,
standardno deviacijo in standardno napako. Podatke smo prikazovali s frekven
porazdelitvami in razprSenimi grafi. Za statisb analizo smo uporabljali program
GraphPad Prism 3 in Microsoft Excel 97 (Microsoft Corporation, ZDA), grafe pa smo
narisali v programih GraphPad Prism 3, Microsoft Excel 97 in SigmaPlot 8 (SPSS Science
Software GmbH, Netija).
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4 REZULTATI

4.1 Vizualizacija celi €nih procesov v kariopsi

Del objavijen v Plant Physiology 129 (2002) 23-30. (Priloga A)

Razvoj kariopse smo spremljali na medianih vzdolznih rezinah. Rezine kariops, izrezanih
iz storzev 0 do 28 dni po oprasitvi (DPO), smo barvali zdairti histoloSkimi tehnikami.

Na podlagi pregledanih preparatov smo v obdobju razvoja od 4. do 12. DPO izbrali po eno
tipicno kariopso genotipoMnl (divji tip) in mutantemnl, v prejsSnji raziskavi pa smo 16.
DPO izbrali po dve kariopsi obeh genotipov. V izbranih kariopsah se je 4. DPO v
endospermu Ze kdala celularizacija, v nekaterih drugih kariopsah pa smo vétesu Se
opazili necelulariziran osrednji del endospermacasu od 4. do 16. DPO v celicah
endosperma Se ni veliko suhe snovi, ki v poznejSih razvojnih stopnjah onanindelavo
nepoSkodovanih parafinskin rezin celotne kariopse. Na medianih vzdolZznih rezinah
izbranih kariops, starih od 4 do 16 DPO, smo nateje raziskali razvoj kariopse s
kvantitativnim barvanjem DNA in merjenjem velikosti celic. Kariopse 4 do 12 DPO so bile
vzgojene na rastlinah v rastlinjaku, kariopse 16 DPO pa na rastlinah na polju, zato sta

skupini podatkov v prikazu rezultatov meritedai.

4.1.1 Razporeditev jeder v kariopsi

Na Slikah 4.1 do 4.6 je prikazana primerjava razporeditev izmerjenih jeder v medianih
vzdolznih rezinah kariops divjega tijdnl in mutantemnl v ¢asu od 4 do 16 dni po
opraSitvi. V meritvi smo izmerili le jedra, ki se niso prekrivala med seboj in niso bila
poSkodovana. Zato je bilo izmerjenih jeder v vseh primerih manj, kot je bilo vseh jeder,
vidnih v rezini. lzmerjena jedra smo znotraj vsakega tkiva (nucel, perikarp, embrio,
endosperm) razdelili na razrede vrednosti C na osnovi vrhov, ki so se oblikovali v
frekvertnih porazdelitvah relativne vsebnosti DNA v jedrih. V razred perikarp smo uvrstili

jedra v celicah stene plodnice in v celicah pedicela, ki meji na semensko zasnovo.
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PodrobnejSe analize vsakega tkiva posebej so opisane v poglavjih 4.1.2.1 (nucel), 4.1.2.2
(perikarp), 4.1.3.1 (embrio) in 4.1.3.2 (endosperm). Jedra 2 C do 8 C so bila v nucelu,
perikarpu in embriu (diploidna tkiva), jedra 3 C do 192 C pa v endospermu (triploidno
tkivo).

Razvoj kariops divjega tipa in mutant@l je bil podoben \asu od 4. do 8. DPO (Slike

4.1 do 4.3). 4. DPO je umo prostora v semenski zasnovi zavzemal diploidni nucel,
triploidni endosperm je zavzemal le malo prostora. V nadaljnjem razvoju jecirasto
endosperm postopoma nadog@&snucel. V bazalnem delu endosperma so bila vidna
diploidna jedra embria, ki je do 8. DPO popolnoma obdan z endospermom. V endospermu

so bila jedra razinih vrednosti C enakomerno porazdeliena.

V ¢asu 6 in 8 DPO so imela jedra v notranji plasti stene plodnice (blizje nucéind va

vrednosti 2 C, jedra v zunaniji plasti pa&wv®ma 4 C.

Razvoj kariops od 10. DPO naprej se je razlikoval med obema genotipoma (Slike 4.4 do
4.6). Perikarp na apikalnem delu kariops#l ni bil v tesnem stiku z endospermom kot pri
Mnl, ampak je bil naguban, med perikarpom in endospermom je bil v tem delu prazen

prostor (zrak). Apikalni deinnl endosperma ni bil zaobljen kotMn1.

Razporeditev jeder razhih vrednosti C v endospermu je bila podobna pri obeh genotipih.
Na obodu endosperma so prevladovala jedra z nizkimi vrednostmi C, v osrednjem delu
endosperma pa so bila jedra z najvisjimi vrednostmi C. Razporeditev celic v endospermu,
kjer smo vsaki celici priredili vrednost C, je prikazana na Sliki 4.36asu od 4. do 8.

DPO je bil razvijajgéi se endosperm obdan z nucelom, v katerem so hilaoma jedra 2

Cin 4 C. V nucellMnl pa smo 8. DPO opazili tudi ¥endopoliploidnih jeder 8 C (Slika

4.3 in Slika 4.7). Od 10. DPO naprej je bil nucel prisoten le Se kot tanka plast med

endospermom in perikarpom z redkimi jedri.

Jedra v zunanji plasti perikarpa so postala endopoliploidna. Prva jedra z vrednostjo 8 C
smo opazili 6. DPO, od 12. DPO naprej pa so se pojavljala&jenestevilu v perikarpu

obeh genotipov (Slika 4.5).

Od 10. DPO naprej embrio na videz ni bikveopolnoma obdan z endospermom in je

rastel med endospermom in perikarpom. Vendar je bila med embrijem in perikarpom Se
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eno celico debela plast alevronskih celic, tako da je bil embrio Se vedno znotraj

endosperma (Slike 4.4 do 4.6). Votlina, v kateri raste embrio, je endospermski Zep.

Anatomski znak, po katerem se kariopgal lo¢i od kariopse divjega tipa, je tudi razmik

med bazalnim delom endosperma in placento-halazno plastjo (materinskim tkivom tik pod
endospermom). Od 8. DPO naprej je bilo v placento-halazni plasticgnwkaterem ni

bilo jeder (Slike 4.3 do 4.6) v obeh genotipih. Vendar so bile na tem mestu Se ohranjene
celicne stene (glej 4.1.2.3.2), v kariopdnl je bil endosperm Se v stiku z materinskim
tkivom, v kariopsimnl pa smo opazili tudi Eenost bazalnega dela endosperma od celic

placento-halazne plasti.
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Slika 4.1. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 4 DPO.
Izmerjenih 4948 jeder Mnl in 4638 jeder yinl. Rastline so bile vzgojene v rastlinjaku.
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Slika 4.2. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 6 DPO.
Izmerjenih 5037 jeder Mnl in 4782 jeder vinl. Rastline so bile vzgojene v rastlinjaku.
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Slika 4.3. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 8 DPO.
Izmerjenih 5244 jeder Mnl in 5045 jeder yinl. Rastline so bile vzgojene v rastlinjaku.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 63
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

192C
96 C
48 C
24 C
12C
6C
3C
8C
4C
2C

|

R Wyt '.. Hog' s
o) eglt 9o
E 4% A L
R S L TR U L e e .
g RN M'.ﬁ,.}im,.,,.g‘.,g@, o
e e b 0ta .

1 mm

Py 5 B #E o0 H
s, A ‘ .‘,?"% v i o* <
- 5 E

. 0 o,
CR%e ¥ Cor Clang WheTl e

¥ '.-:-"'Q"L‘.-‘??.:‘Pf"r""".‘":'_ aete .. o ®
e, . Sty s sonye o . s &

2. ot . . . . FR" $4

Y ¢.~ 'y X . 00 g0 &, © o SgLS®

o [ ° ¢ ° .
L - ?

10 DPO

Slika 4.4. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 10 DPO.
Izmerjenih 3996 jeder Mnl in 5896 jeder vinl. Rastline so bile vzgojene v rastlinjaku.
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Slika 4.5. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 12 DPO.

Izmerjenih 6278 jeder Mnl in 5939 jeder vinl. Rastline so bile vzgojene v rastlinjaku.
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Slika 4.6. Stopnja endopoliploidnosti v kariopsi koruze divjega tipaMnl in mutante mnl, 16 DPO.
Za oba genotipa je prikazana po ena vzdolzna rezina od dveh izmerjenih. Izmerjenih 8924Vjatién v

7246 jeder y/nl. Rastline so bile vzgojene na polju.
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4.1.2 CitoloSka analiza materinskega tkiva
41.2.1  Nucel

4.1.2.1.1 Stevilo jeder posameznih razredov ploidnosti v vzdolZnih rezinah

kariopse

V nucelu divjega tipaMinl in mutantemnl je bilo najv& jeder na z&tku prodevanega
obdobja razvoja (4. do 6. DPO), do 10. DPO pa se je njihovo Stevilo strmo zmanjSalo. V
kariopsiMnl 12 DPO in kariopsimnl 10 DPO smo izmerili ploidnost jeder v zadnjih
ostankih nucela. Za nucel je bil Zilan velik delez jeder 4 C proti 2 C, v njem pa smo
opazili tudi endopoliploidna jedra 8 C. Jeder 8 C je bilo ra«eDPO v obeh genotipih,
vendar pa je njihovo Stevilo Mnl zelo presegalo Stevilo mnl. V vzdolznih rezinah
kariopsMnl 10 DPO,mnl1 12 DPO in obeh genotipov 16 DPO nismo opazili jeder nucela
(Slika 4.7 in Slika 4.8).

Jedra v nucelu smo doi na razrede vrednosti C na podlagi frekéeih porazdelitev
faktorja C, izréunanega iz 10G jeder (Slika 4.8).Mnl je bil vrh 2 C niZji v primerjavi s

4 C kot vmnl. V Mnl je bil dobro viden tudi vrh 8 C (Slika 4.8), ki ga jemnl
predstavljalo le nekaj posameznih jeder (Slika 4.9). Za jedra 4 C iz mikroskopskih
preparatov ne moremo z gotovostjo trditi ali jedra 4 C pripadajo Ze prvemu
endoreduplikacijskemu ciklu ali pa so to jedra v G2 fazi mitoze. Verjetno pa je populacija
4 C jeder meSana. Z vednocje stopnjo endopoliploidnosti se je dada tudi velikost
jeder. Razporeditev jeder se je po stopnji endopoliploidnosti (prikazana kot faktor C) in
velikosti (prikazana kot logaritem povrSine preseka jeder v rezini) oblikovala v skupine
(Slika 4.9). V obeh genotipih je bila velikost jeder v enakem ajpmaa jedra v
posameznih skupinah (Slika 4.9).
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Slika 4.7. Stevilo izmerjenih jeder v nucelu v vzdolZnih rezinah kariops koruze divjega tipsinl in

mutante mnl.
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Slika 4.8. Frekver€na porazdelitev jeder v nucelu glede na relativno vsebnost DNA.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.8. Frekver€na porazdelitev jeder v nucelu glede na relativno vsebnost DNA.
(Nadaljevanje dike s prejdnje strani.) Meje med razredi jeder z ragiio stopnjo endopoliploidnosti so
oznaene s kriZci (x) na osi x. Pri razvojnih stopnjah, za katere podatki niso prikazani, v rezini ni bilo jeder

nucela.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 70
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

nucel Mnl

mnl

24
2,2
2,0
1,8
1,6
141 &%

1,24.

~  DPO
logro presek jeder (unt)

1,0 T T T T T T T
2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

2,4

logto presek jeder (pmz)

2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

2,4

2,2 A
2,0 1
1,8 1
1,6
1,44

logio presek jeder (pmz)

8 lyz 7 i |
1,0
2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

10

loguo presek jeder (um?) logro presek jeder (unt) loguo presek jeder (un)

logro presek jeder (unt)

2,4

1,0

2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

2,4

1,0

2,4

2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

2,2 A
2,0 A
1,8 A
1,6

1,4 4.

1,2 A

1,0

2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

- o
e s

>t

2 4 8 16 32 64 128
Stopnja endopoliploidnosti

Slika 4.9. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v nucelu.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.9. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v nucelu.
(Nadaljevanje dike s prejSnje strani.) Pri razvojnih stopnjah, za katere podatki niso prikazani, v rezini ni bilo
jeder nucela.
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4.1.2.1.2 Fragmentacija DNA v jedrih nucela

Da bi ugotovili naravo propadanja celic v nucelu, smo na vzdolznih rezinah kariops izvedli
reakcijo TUNEL. Od 6. do 8. DPO smo v jedrih nucela opazikmoozeleno fluorescenco

s fluoresceinom ozwanih nukleotidov, ki so se vezali na proste 3' OH konce DNA (Slika
4.10). Barvanje je dokazovalo, da je bila DNA v jedrih nucela razrezana z endonukleazami
Ze pred propadom celic. Spec¢ifost reakcije smo potrdili s primerjavo fluorescence jeder,
barvanih s TUNEL reakcijo, in fluorescence jeder, barvanih z DAPI, ki barva vso DNA v
vseh jedrih. Jedra v nucelu so secmeje barvala z reakcijo TUNEL, kot jedra v perikarpu
(Slika 4.10,Mn1 6 DPO) ali jedra v endospermu (Slika 4.&@1 8 DPO). Slika 4.10 tudi
prikazuje, da je signal fluorescence jeder, barvanih z reakcijo TUNEL, podoben v kariopsi
divjega tipa Mn1 6 DPO) in v kariopsi mutantenl (mnl1 8 DPO).
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Slika 4.10. Fragmentacija DNA v jedrih nucela.

VzdolZni rezini razvijajée se kariopse divjega tipdnl 6 DPO inmnl mutante 8 DPOninl). DAPI obarva
vsa jedra, z reakcijo TUNEL pa rreeje svetijo jedra s fragmentiraDNA. Pomen oznakp — perikarpn —
nucel,en — endosperm.
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4.1.2.2  Perikarp

4.1.2.2.1 Stevilo jeder posameznih razredov ploidnosti v vzdolZnih rezinah

kariopse

V prowevanih vzdolznih rezinah kariops divjega tipnl in mutantemnl je bilo v
perikarpu priblizno enako Stevilo izmerjenih jeder v razvojnih stopnjah od 4. do 16. DPO.
Tudi med obema genotipoma ni bilo pomembnih razlik (Slika 4.11). Stevilo jeder 2 C in 4
C je bilo priblizno enako v vseh opazovanih razvojnih stopnjah v obeh genotigitz @e
jeder je bilo le v perikarp¥inl 4 in 6 DPO. Vé& endopoliploidnih jeder 8 C smo opazili v
perikarpuMnl 12. DPO in pozneje, v perikarpunl pa 10. DPO in pozneje. Glede na
celotno Stevilo jeder odstopa le perikdipl 10 DPO, vendar zaradi premalo podatkov ne

moremo sklepati o statistiem pomenu odstopanja.

Jedra v perikarpu smoddi na razrede vrednosti C na podlagi frekéeih porazdelitev
faktorja C, izrgéunanega iz |OG jeder (Slika 4.12). V perikarpu sta bila vrhova frékien
porazdelitev, ki ustrezata jedrom 2 C in 4 C, priblizno enako visoka pri obeh genotipih v
vseh pregledanih stopnjah razvoja (rahlo odstopdri¢ 4 in 6 DPO). OpaznejSi vrh, ki
ustreza jedrom 8 C, se je pojavil 12. DPOMnN1 in 10. DPO primnl (Slika 4.12). Pred
temcasom so bila v perikarpu prisotna le posamezna jedra 8 C (Slika 4.13). Za jedra 4 C iz
mikroskopskih preparatov ne moremo z gotovostjo trditi, ali jedra 4 C pripadajo Ze prvemu
endoreduplikacijskemu ciklu ali pa so to jedra v G2 fazi mitoze. Verjetno je populacija 4 C
jeder meSana. Z vedno ¢fe stopnjo endopoliploidnosti se je dada tudi velikost jeder.
Razporeditev jeder se je po stopnji endopoliploidnosti (prikazana kot faktor C) in velikosti
(prikazana kot logaritem povrSine preseka jeder v rezini) oblikovala v skupine (Slika 4.13).
V obeh genotipih je bila velikost jeder v enakem objmnaa jedra v posameznih skupinah
(Slika 4.13).
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Slika 4.11. Stevilo izmerjenih jeder v perikarpu v vzdolZnih rezinah kariops koruze divjega tipn1
in mutante mn1.
Pri 16. DPO prikazani podatki za eno od dveh izmerjenih rezin pri obeh genotipih (prikazani na Sliki 4.6).
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Slika 4.12. Frekveréna porazdelitev jeder v perikarpu glede na relativno vsebnost DNA.
(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.12. Frekveréna porazdelitev jeder v perikarpu glede na relativno vsebnost DNA.
(Nadaljevanje dike s prejdnje strani.) Meje med razredi jeder z rasgiio stopnjo endopoliploidnosti so
oznaene s kriZci (x) na osi X. Pri 16. DPO so prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa za eno

izmerjeno rezino.
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Slika 4.13. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v perikarpu.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.13. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v perikarpu.
(Nadaljevanje dike s prejSnje strani.) Pri 16. DPO so prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa

Za eno izmerjeno rezino.
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4.1.2.3 Placento-halazna plast
Rokopis pripravijen za objavo.
4.1.2.3.1 Stopnja endopoliploidnosti jeder

Od 4. do 6. DPO je bila stopnja ploidnosti jeder v placento-halazni plasti (PEIR) w&

2 Cin 4 C v kariopsah obeh genotipov. Med njimi smo opazili le posamezna jedra z
vsebnostjo DNA 8 C (Slika 4.1 in Slika 4.2, jedra tik pod semensko zasnovo). V kariopsi
divjega tipa je bila 8. DPO v obryo PHP vidna skupina endopoliploidnih jeder 8 C, v
mutantimnl jih ni bilo (Slika 4.3). V¢asu 10 DPO je bila ¥g& skupina 8 C jeder vidna v
PHP v mutantimnl. Prav tako smo jih opazili v divjem tipu, vendar v manjSem Stevilu
(Slika 4.4). V rezinah kariops 12 in 16 DPO smo v obeh genotipih v PHP opazili skupino
jeder 8 C v plasti pod jedri z vsebnostjo DNA 2 C in 4 C. Nad njimi pa je bila plast, kjer
jeder ni bilo (Slika 4.5 in Slika 4.6).

4.1.2.3.2 Izguba jeder in morfologija celic v placento-halazni plasti

Razvoj PHP smo spremljali ¥asu od 0 do 28 DPO. Zgodnji razvoj bazalnega dela
kariopse je potekal enako pri diviem tipdnl in mutantimnl. V neoplojeni semenski
zasnovi smo videli embrionalno e, ki jo je obdajala mnoZica jeder nucela. Pod
semensko zasnovo, v PHP, so vse celice vsebovale jedra (Slika 4.14, 0 DPO).&ytobmo
endosperma in embria smo 2. DPO opazili nekaj jeder filialne generacije, v PHP ni bilo
sprememb (Slika 4.14, 2 DPO). 4. DPO je bil endosperm Ze celulariziran, pod dorzalno
stranjo endosperma (stran od embria) pa smo v PHP opazili nekaj celic v skupini, ki so bile
brez jeder (Slika 4.14, 4 DPO). Sesti dan po oprasitvi je bil v obeh genotipih viden embrio
kijaste oblike, v PHP pod bazo endosperma pa smo opag#i semaje celic brez jeder

kot v kariopsi 4. DPO (Slika 4.14, 6 DPO). V poznejSem razvoju se je nadaljevalo
izginjanje jeder iz celic v PHP; razSirilo se je v bazalni smeri proti Zilam v pedicelu, prav
tako se je razsirilo proti dorzalni strani kariopse, skupaj z ¢mstendospermom (Slika
4.14, 8 do 28 DPO). Do 8. DPO med genotipoma Se ni biphveazlik (Slika 4.14, 8
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DPO), 10. DPO pa je bila plast celic brez jeder v mutanti Ze debelejSa kot ¥nl

(Slika 4.14, 10 DPO).
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Slika 4.14. Vé&anje Stevila plasti celic v placento-halazni plasti, ki izgubijo jedra; 0—28 DPO.
(Sika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.14. Vé&anje Stevila plasti celic v placento-halazni plasti, ki izgubijo jedra; 0—28 DPO.
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Slika 4.14. Vé&anje Stevila plasti celic v placento-halazni plasti, ki izgubijo jedra; 0—28 DPO.

(Nadaljevanje dike s prejsnjih dveh strani.) VzdolZzne rezine razvijafih se kariops so barvane z DAPI,
posnete slike pa so prikazane v sivem negativu. Placento-halazna plast je na vsaki sliki v spodnjem delu,
ventralna stran kariopse je vedno na levi. Pomen ozvakembrionalna viga, n — nucel,php — placento-

halazna plasped — pedicelem — embrio,en — endosperm.
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Da bi ugotovili, ali je Stevilo plasti celic brez jeder r&ab v obeh genotipih, smo presteli
Stevilo plasti na ventralni strani PHP, kjer je bila plast brez jeder najdebelejSa. Primer Stetja

plasti je prikazan na preparatih kariops obeh genotipov, 12. DPO (Slika 4.15).

Stetje plasti celic, ki so izgubile jedra, od 0 do 28. dne po oprasitvi, je pokazalo, da se
Stevilo plasti ni bistveno razlikovalo med obema genotipoma. V obeh genotipih se je v
obdobju od 4 do 24 DPO razvilo 5 do 25 plasti celic brez jeder (Slika 4.16). Vidna razlika
med genotipoma je bila le v obliki celic v PHP. V diviem tipu so bile celice bolj
podolgovate in oZje v smeri pravokotno na PHP, kot pa celioaly kjer so bile te bolj

nepravilnih oblik in SirSe v smeri pravokotno na PHP (Slika 4.15).
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12 DPO

Slika 4.15. Stetje plasti celic v placento-halazni plasti, ki so izgubile jedra.
Prikazani sta vzdolZni rezini kariopdnl in mnl 12. DPO. Obmge celic brez jeder je obrobljeno¢sno
¢rto, Stetje plasti celic je prikazano s kriZci. Ventralna stran kariopse je na levi. VzdolZni rezini sta barvani z

DAPI in prikazani v sivem negativu.
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Slika 4.16. Stevilo plasti celic brez jeder v placento-halazni plasti.
Prikazana sta povpije in standardna deviacija Stevila plasti celic brez jeder v placento-halazni plasti kariops
divjega tipaMnl in mutantemnl v ¢asu od O do 28 DPO (vsak&ha predstavlja meritev na treh preparatih).

Plasti so preStete v smeri pravokotno na placento-halazno plast na ventralni strani kariopse.
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V obmctju PHP neoplojenih semenskih zasnov celice niso izgubile je¢ksw ko se je to
zgodilo v oplojenih semenskih zasnovah na istem storZu. Prikazan je vzdolzni prerez skozi
neoplojeno in oplojeno semensko zasnovo iz istega storza, 12. DPO (Slika 4.17). Celice v

primerljivem obm@ju PHP so v neoplojeni semenski zasnovi vsebovale jedra, medtem ko

smo v kariopsi 12. DPO opazili &@lasti celic brez jeder.

Slika 4.17. Neoplojena semenska zasnova in razvijép se kariopsa (oplojena) iz istega storza, 12 DPO.

12 DPO

neoplojena

-- . '.-l

VzdolZni rezini sta barvani z DAPI in prikazani sivem negativu. Pomen oemakembrionalna viga, n —

nucel,php — placento-halazna plaged — pedicelem— embrio,en — endosperm.
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V plasti celic, ki je mejila na obndge celic brez jeder v PHP, smo opazili jedra z zelo

kondenziranim kromatinom (Slika 4.18). To smo opazili v kariopsah divjega tipa in v
mutantimnl. V naslednjih plasteh celic, ki so bile bolj oddaljene od praznih celic, pa je bil
kondenziran kromatin (heterokromatin) v jedrih normalno, pegasto razporejen

(kondenziran kromatin je bil viden v oblikidk znotraj jeder).
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Slika 4.18. Kondenzirana jedra v placento-halazni plasti v kariopsMn1 (A) in mn1 (B), 10 DPO.
VzdolZni rezini sta barvani s kristal vijohiim. Pusgice kaZejo na jedra, ki so zelo kondenzirana.

4.1.2.3.3 Fragmentacija DNA v jedrih placento-halazne plasti

Vzdolzne rezine kariops smo barvali z reakcijo TUNEL, v kateri so se s fluoresceinom
oznaeni nukleotidi vezali na proste 3' OH konce poSkodovane DNA. V rezinah kariops,
starih od 2 do 6 DPO, v PHP nismo opazili TUNEL pozitivnin jeder. ¢ifima
fluorescenco v jedrih smo opazili Sele 8. DPO, in sicer v obeh genotipih. Stevilo takih jeder
se je povealo do 10. DPO (Slika 4.19) in so bila vedno v nekaj plasteh tik pod celicami
brez jeder. V nekaterih primerih smo fluorescenco po reakciji TUNEL opazili &k toa
obodu celice (Slika 4.19, manjSa slika v sfitnl 10 DPO). Z modro ekscitacijo, s katero

smo vzbujali fluoresceno fluoresceina, smo videli tudi avtofluorescenco vsebine celic.
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Mnl mnl
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10 DPO kontrola

Slika 4.19. Fragmentacija DNA v jedrih celic v placento-halazni plasti.

VzdolZne rezine kariopse divjega tipll in mutantemnl 8 in 10 DPO, barvane z reakcijo TUNEL. Jedra s
fragmentirano DNA oddajajo zeleno fluorescenco. ManjSa slikalv10 DPO prikazuje povavo, na kateri

je vidna celica s TUNEL pozitivnimi t&ami ob celéni steni. Kontrolne rezine so bile inkubirane samo s
fluoresceinom ozriznimi nukleotidi, brez TdT encima. Pomen oznek:— endospermphp — placento-

halazna plasped — pedicel.
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4.1.2.3.4 Nalaganje sekundarnih spojin v celicne stene

Vzdolzne rezine kariops divjega tipanml mutante, starih 16 DPO, smo barvali s Sudan
IV za kutin in suberin (Slika 4.20) in floroglucinolom v HCI, da bi dokazali prisotnost
lignina (Slika 4.21). Nobeno od obeh barvanj ni pobarvalo celic v PHP. S Sudan IV se je
barvala kutikula integumenta in suberinizirane celice okoli zil v pedicelu, s

flororoglucinolom-HCI pa stene ksilemskih elementov v pedicelu.

Slika 4.20. VzdolzZni rezini kariops divjega tipa (A) in mutantemnl (B), 16 DPO, barvani s Sudan IV.
Lipidne snovi se barvajo rde. Viden kutin v kutikuli integumenta in suberin okoli Zil v pedicelu.

Slika 4.21. VzdolZna rezina kariopse divjega tipa, 16 DPO, barvana s floroglucinolom v HCI.
Lignin v stenah ksilemskih elementov, pobarvarteddjoli¢no.
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Z barvanjem z anilin modrim — fluores@égom metodo smo pobarvali vzdolzne rezine
kariops od 2. do 16. DPO, da bi dalo prisotnost kaloze v stenah PHP (Slika 4.22),
vendar je s to metodo nismo dokazali. G&di stene v PHP tik pod endospermom so z UV
ekscitacijo sicer oddajale zeleno fluorescenco, ki je bila dnegharve kot fluorescenca
drugih celénih sten (modra). S poznejSimi poskusi smo dokazali, da se zeleno obarvanje
sten v istem obnigu razvije tudi v preparatih, ki smo jih izpostavili samo alkalnemu
mediju (brez barvila anilin modro); preparat smo bodisi naparili z amonijevimi parami ali
pa ga inkubirali v 0,15 M PO, (pH 8,2) (Slika 4.23 in Slika 4.24). Premik fluorescence

iz modre v zeleno obndge dokazuje prisotnost vezanih hidroksicimetnih fenolnih kislin v
celicnih stenah. Prve takSne celice smo opazili od 2. do 4. DPO, vendar je bila takrat zelena
fluorescenca 3e Sibka v primerjavi s poznej$imi razvojnimi stopnjami (Slika 4.22). Stevilo
plasti celic, ki so oddajale zeleno fluorescenco, se je do 8. DP@gtove okrog 10 in

ostalo na taki vrednosti vse do 28. DPO (zadnja preiskana razvojna stopnja).

Z opazovanjem preparatov po inkubiranju v alkalnem mediju in po barvanju z barvilom
Naturstoffreagenz A (NST) smo délb dve razlicni obmazji v okviru PHP. Obe sta bili
dobro prepoznavni Sesti dan po opraSitvi. V alkalnem mediju sineediene v priblizno
sedmih plasteh celic v PHP tik pod endospermom svetile zeler@nper so se te celice
razlikovale od spodaj lezi plasti. Te so po barvanju z NST oddajale rumeno-zeleno
fluorescenco. Obmige celic, obarvanih z NST, je segalo do Zilnega prepleta v pedicelu
(Slika 4.23). Barvanje z NST je dokaz za prisotnost flavonoidov v teh celicah. Celice,
katerih ceéne stene oddajajo zeleno fluorescenco v alkalnem, se niso barvale z NST. V
neoplojenih semenskih zasnovah nismo opazili barvanja z NST. Z njim so se celice najprej
obarvale 2 do 4 DPO. Jakost obarvanja je dosegla vrh 6 DPO in s& histeeno
spremenila v nadaljnjem razvoju kariopse; enako velja za Stevilo plasti celic v PHP, ki so v
alkalnem mediju oddajale zeleno fluorescenco (Slika 4.24). V nevtralnem mediju
(destilirana voda) je wna celtnih sten v PHP z UV ekscitacijo oddajaladno modro
avtofluorescenco, le ceéhe stene tik pod endospermom so svetile opazno Sibkeje (Slika
4.24, dHO).
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8 DPO 6 DPO 2 DPO

12 DPO

Slika 4.22. VzdolZne rezine kariops divjega tipMnl in mutante mnl, 2-16 DPO, barvane z DAPI in
anilin modrim v 0,15 M K,HPO, (pH 8,2).
Pomen oznaken — endospernphp — placento-halazna plaged — pedicel.
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Mnl mnl

alkalno

NST

Slika 4.23. Fenolne snovi v placento-halazni plasti v kariopsah divjega tipa in mutanten1, 6 DPO.

Zgoraj (alkalno): vzdolzni rezini kariops v alkalnem mediju: prepshat, naparjen z amonijevimi parami,
in preparatmnl, inkubiran v 0,15 M KHPO, pH 8,2. Spodaj (NST): vzdolzni rezini kariops, barvani z
Naturstoffreagenz A v metanolu. Vse slike posnete z UV ekscitacijo. Pomen eanakndospermphp —

placento-halazna plagied — pedicel.
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Mnl mnl

NST

dH,0

Slika 4.24. Fenolne snovi v placento-halazni plasti v kariopsah divjega tipa in mutantenl, 16 DPO.

Zgoraj (alkalno): vzdolzni rezini kariops v alkalnem mediju: prepakétd in mnl, inkubirana v 0,15 M
K,HPO, pH 8,2. Sredina (NST): vzdolzni rezini kariops, barvani z Naturstoffreagenz A (v metanolu). Spodaj
(dH;0): avtofluorescenca céfiih sten v rezinah v destilirani vodi. Vse slike posnete z UV ekscitacijo.

Pomen oznaken — endospernphp — placento-halazna plaged — pedicel.
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4.1.3 CitoloSka analiza filialnega tkiva
41.3.1 Embrio

4.1.3.1.1 Stevilo jeder posameznih razredov ploidnosti v vzdolZnih rezinah

kariopse

Stevilo jeder v embriu, ki smo jih izmerili v vzdolZnih rezinah kariops divjegaMip& in
mutantemnl od 4. do 16. DPO, se je strmcta® od nekaj jeder 4 DPO dodvasac jeder

16 DPO (Slika 4.25). V embriu so prevladovala jedra 2 C in 4 C; endopoliploidna jedra
smo v prodevanem obdobju v embriu opazili zelo redko, le nekaj jeder 8 C v eMbdiu

v ¢asu 12 in 16 DPO. Za embrio je bil 2Zilan velik delez jeder 2 C glede na 4 C (Slika
4.25, zgoraj in Slika 4.26). Stevilo jeder v rezinah se jmleeeksponentno (Slika 4.25,
spodaj), kar kaZze, da je embrio mitotsko zelo aktivno tkivo. V obdobju od 4. do 12. DPO je
bilo v rezinah priblizno enako Stevilo jeder v obeh genotipih v ii&$n po oprasitvi, pa

tudi velikost embria je bila podobna (Slike 4.1 do 4.5). Zato sklepamo, da je v embriu obeh
genotipov v obdobju od 4. do 12. DPO priblizno enako Stevilo celic. 16. DPO pa smo v
embriu mnl izmerili mnogo manj jeder kot v embriMnl (Slika 4.25). Embria sta se

razlikovala tudi po velikosti (Slika 4.6).

Jedra v embriu smo ddi na razrede vrednosti C na podlagi freké&eih porazdelitev
faktorja C, izréunanega iz I0G jeder (Slika 4.26). 4. DPO smo Vv rezini opazili le nekaj
jeder embria (Slika 4.27). Pozneje se Stevilo jeder qageen v frekverinih porazdelitvah
oblikujejo vrhove. Vrh, ki je ustrezal jedrom z vsebnostjo DNA 2 C, je bil v vseh stopnjah
v obeh genotipih \&i od vrha 4 C. Jedra 4 C so bilacjeeod jeder 2 C (Slika 4.27).
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Slika 4.25. Stevilo izmerjenih jeder v embriu v vzdolZnih rezinah kariops koruze divjega tiphn1 in

mutante mn1.
Stevilo jeder je prikazano na linearni skali (zgoraj) in na logaritemski skali (spodaj). Pri 16. DPO so
prikazani podatki za eno od dveh izmerjenih rezin pri obeh genotipih (prikazani na Sliki 4.6). Podatki so

prikazani l@eno, ker so bile kariopse iz druge poskusne serije.
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Slika 4.26. Frekvergéna porazdelitev jeder v embriu glede na relativno vsebnost DNA.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.26. Frekveréna porazdelitev jeder v embriu glede na relativno vsebnost DNA.
(Nadaljevanje dike s prejdnje strani.) Meje med razredi jeder z rasgiio stopnjo endopoliploidnosti so
oznaene s kriZci (x) na osi X. Pri 16. DPO prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa za eno

izmerjeno rezino.
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Slika 4.27. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v embriu.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.27. PovrSina preseka jeder in stopnja endopoliploidnosti jeder v embriu.

(Nadaljevanje dike s prejSnje strani.) Pri 16. DPO prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa za

eno izmerjeno rezino.
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4.1.3.2 Endosperm

4.1.3.2.1 Stevilo jeder posameznih razredov ploidnosti v vzdolZnih rezinah

kariopse

Stevilo jeder v endospermu, ki smo jih izmerili v vzdolZnih rezinah kariops divjega tipa
Mn1 in mutantemnl, se je véalo od 4. do 12. DPO (Slika 4.28). Stevilo jeder 16 DPO ni
neposredno primerljivo z drugimi podatki, ker so bile rastline vzgojene v driga
razmerah kot materinske rastline serije 4 do 12 DPO. Jedra v endospermwinma lo
razrede vrednosti C na podlagi frek¥rin porazdelitev faktorja C, izéananega iz 10G

jeder (Slika 4.29). Stevilo in pojavljanje jeder rémih stopenj endopoliploidnosti je bilo
podobno v obeh genotipih. Ker je v endospermu potekala endoreduplikacija, smo v
zaporednih razvojnih stopnjah nasli jedra z vedrigovesebnostjo DNA (endopoliploidna
jedra). Na sliki 4.28 je vidno Stevilo jeder, ki so v rezini ¥jem Stevilu, na frekvemih
porazdelitvah jeder pa so vidni vrhovi tudi za jedra, prisotha v majhnem Stevilu (Slika
4.29). 4. DPO so bila v endospermu le jedra z vsebnostjo DNA 3 C in 6 C. Sesti dan po
opraSitvi so prevladovala jedra 3 C in 6 C, opazili pa smo nekaj endopoliploidnih jeder
stopnje 12 C (Slika 4.29, 6 DPO). 8. DPO smo v endospermu opaaiovea jedra 3 C, 6

C in 12 C, opazili pa smo tudi nekaj jeder 24 C. 10. DPO smo poleg jeder 3 C do 24 C
opazili tudi jedra 48 C in 96 C. Jedra z najviSjo opazeno stopnjo endopoliploidnosti, 192 C,
smo nasli v endosperniinl 12. in 16. DPO, vnl pa 16. DPO.

Z vedno vejo stopnjo endopoliploidnosti se je dada tudi velikost jeder (Slika 4.30). Pri
stopnji endopoliploidnosti 24 C je premer jeder v endospermu dosegel ali presegel 20 pum,
kolikor so bile debele rezine (Slika 4.31). Jedra viSjih vrednosti C pa so bil&jdeta&o

da so najv&a jedra (192 C WInl1 12 DPO) v premeru merila kar okoli 40 um. Premer
jeder istih stopenj endopoliploidnosti (ne uposStevaje najvisjih vrednosti C pri vsakem DPO

zaradi malosStevilnih izmerjenih jeder) je bil priblizno enakNbniL in mn1 (Slika 4.31).
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Slika 4.28. Stevilo izmerjenih jeder v endospermu v vzdolZnih rezinah kariops koruze divjega tipdn1

in mutante mn1.
Pri 16. DPO prikazani podatki za eno od dveh izmerjenih rezin pri obeh genotipih (prikazani na Sliki 4.6);
podatki so prikazani teno, ker so bile materinske rastline vzgojene v dmigaazmerah kot za serijo 4-12
DPO.
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Slika 4.29. Frekveréna porazdelitev jeder v endospermu glede na relativho vsebnost DNA.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.29. Frekveréna porazdelitev jeder v endospermu glede na relativho vsebnost DNA.
(Nadaljevanje dike s prejdnje strani.) Meje med razredi jeder z rasgiio stopnjo endopoliploidnosti so
oznaene s kriZci (x) na osi X. Pri 16. DPO prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa za eno

izmerjeno rezino.
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Slika 4.30. PovrSina preseka jeder in relativha kofina DNA v jedrih v endospermu.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.30. PovrSina preseka jeder in relativha kofina DNA v jedrih v endospermu.
(Nadaljevanje dike s prejSnje strani.) Pri 16. DPO so prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa

Za eno izmerjeno rezino.
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Slika 4.31. Premer jeder v endospermu glede na stopnjo endopoliploidnosti.
(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.31. Premer jeder v endospermu glede na stopnjo endopoliploidnosti.
(Nadaljevanje dike s prejdnje strani.) Prikazan je premer jeder + SD. Vodoravna prekinjgtea predstavlja
debelino vzdolzne rezine. Pri 16. DPO so prikazani podatki za dve izmerjeni rezini, pri ostalih pa za eno

izmerjeno rezino.
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4.1.3.2.2 Stevilo in prostornina celic v celotnem endospermu (ocena s 3-D

modelom)

V kariopsah divjega tipdnl in mutantemnl od 4. do 16. DPO smo s 3-D modelom
ocenili Stevilo celic v endospermu, prostornino endosperma, prostornino embria in celotno
povrSino endosperma (Preglednica 4.1). Osnova za oceno tridimenzionalne strukture
endosperma so bile slike obrisov celic, prikazane na Sliki 4.32asV od 4. do 12. DPO

smo podatke ocenili na podlagi ene vzdolzne rezine skozi kariopso vsakega genotipa, 16.
DPO pa smo izmerili podatke v dveh kariopsah za vsak genotipieétkearazvoja (4 do 8

DPO) je bila porazdelitev celic v endospermu enakomerna (glede na njihovo velikost), v
poznejSem razvoju smo majhne celice opazili le v zunanjih plasteh endosperma, osredniji
del pa so napolnjevale velike celice (Slika 4.32). Stevilo celic in prostornina endosperma
sta se hitro, skoraj eksponentnocalea do okrog 10. DPO. Endospemnl je imel v
zatetku (4 in 6 DPO) we& celic, nato pa je endosperiinl dosegel (8 in 10 DPO) in
presegel (12 in 16 DPO) Stevilo celic ter prostornino endospernbéSlika 4.33).

Preglednica 4.1. Stevilo celic, prostornina in povrsina endospernidnl in mn1; podatki ocenjeni s 3-D

modelom.
Dnevi po Sevilo cdlicv Prostornina endosperma Prostorninaembria  PovrSina endosperma
oprasityi endospermu (mn) (mnT) (mn)

(OPO)  Mn1 mnl Mn1 mnl Mn1 mnl Mn1 mn1

4 673 1930 0,02 0,02 10 10* 0,32 0,29

6 12525 25758 0,24 0,47  5xi0 2x10* 1,54 2,63

8 109446 88769 2,29 2,51 0,004 0,006 7,95 7,28

10 528947 492060 14,72 13,09 0,09 0,08 24,89 24,04

12 996149 676086 34,97 19,98 0,22 0,19 4589 32,35
16d 738433 422042 31,41 9,28 1,53 0,64 4454 19,33

16b" 751145 403571 33,23 5,95 1,51 0,64 45,19 14,43
1 Pri 16. DPO so prikazani podatki za dve izmerjeni kariopsi, ki pa sta iz druge sezonske serije rastlin kot
kariopse od 4. do 12. DPO.
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Slika 4.32. Velikost celic v medianih vzdolZnih rezinah kariopse koruze.
Kariopse 16. DPO so iz druge poskusne serije kot preostale, zato so prikéeane lo
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Slika 4.33. Stevilo celic in prostornina endosperma.

Stevilo celic v endospermu, ocenjeno s 3-D modelom iz medianih vzdolZnih rezin kariops koruze (A).
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Razmerje med Stevilom celic v kariopsi mutamtel in kariopsi divijega tipaMnl (B). Prostornina

endosperma, ocenjena s 3-D modelom (C). Razmerje med prostornino endosperma v kariopsinniLitante

kariopsi divjega tipaMnl (D). Pri 16. DPO sta bili izmerjeni po dve kariopsi za vsak genotip. Prikazana sta

oba podatka (A, C), razmerja v B in D so tzmana iz srednjih vrednosti obeh podatkov.
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V izracunu s 3-D modelom smo celice razdelili v¢veazredov glede na njihovo
prostornino in prikazali prispevek posameznih razredov celic k celotnemu Stevilu celic v
endospermu in prostornini endosperma (Slika 4.34). Stiri dni po opraSitvi so celice
zavzemale le ozko obrye velikosti celic. Celice WInl so bile veje kot celice vmnl

(Slika 4.34, polozaj porazdelitve 4 DPO). V naslednjih razvojnih stopnjah smo opazili
pojavljanje in véanje Stevila vedno ¥gh celic in tudi manjSih celic. Najeecelic v
endospermu so predstavljale majhne celice, ki¢eprav so bile Stevilne, niso veliko
prispevale k prostornini endosperma. Za @avge prostornine endosperma so bile
odgovorne predvsem velike celice, ki so zavzemale le majhen del v skupnem Stevilu celic
(Slika 4.34). Hitrost rasti je bila najgja na samem zatku razvoja endosperma, potem pa

se je relativni prirastek Stevila celic in prostornine endosperma zmanjSeval; to vidimo po
tem, da se razdalja med posameznimi krivuljami razporeditev celic na Sliki 4.34 zmanjSuje
od 4. do 12. DPO. Endosperm obeh genotipov je bil 16. DPO manjSi kot 12. DPO, vendar
so bile kariopse 16. DPO iz druge sezonske serije rastlin kot kariopse 4. do 12. DPO. Ker
so bile rastline vzgojene v raatih razmerah, jih ne moremo neposredno primerjati. Kljub
temu je 16 DPO porazdelitev Stevila celic in prostornine, ki jo zavzemajo v endospermu po

razredih prostornine celic, zelo podobna razporeditvi celic 12 DPO (Slika 4.34).

Razmerje med Stevilom celic v endospemnmil in Mnl1 je najmanjSe v skrajnih razredih
velikosti celic. V endospermunnl je relativno manj zelo majhnih in zelo velikih celic kot
v endospermivinl, predvsem ¥asu od 8. do 16. DPO. Sestnajst dni po opraditvigad
manj celic kot WInl tudi v osrednjem obnigu prostornin celic, pri tej stopniji je veelic

le v najmanjSem razredu velikosti celic (Slika 4.35).
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Slika 4.34. Stevilo celic in prostornina, ki jo zavzemajo celice v endospermu divjega tipkn1 in

mutante mn1 4 do 16 DPO.
Celice so razdeljene v razrede glede na njihovo prostornino. Stevilo celic in prostornina v endospermu, ki jo
zavzemajo, sta prikazana na logaritemski skali. Pri 16. DPO prikazane srednje vrednosti iz dveh izmerjenih

kariops.
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Slika 4.35. Razmerje med Stevilom celic v endospermu mutantenl in divjega tipa Mnl v posameznih

razredih velikosti celic.
Ker so celice urejene v razrede glede na prostornino celic, je to razmerje enako tudi razmerju prostornin
endosperma, ki ga napolnjujejo celice obeh genotipov. Pri 16. DPO prikazane srednje vrednosti iz dveh
izmerjenih kariops.
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4.1.3.2.3 Stevilo in prostornina celic v celotnem endospermu (ocena s 3-D

modelom) glede na stopnjo endopoliploidnosti

Na osnovi slik prerezov endosperma na Sliki 4.36 smo s 3-D modelom ocenili tudi Stevilo
celic z razlEnimi stopnjami endopoliploidnosti v celotnem endospermu. Na Sliki 4.36 je
dobro vidna porazdelitev celic v endospermu. Od 4. do 8. DPO so celice éninazli
stopnjami endopoliploidnosti enakomerno razporejene po endospermu. Od 10. DPO naprej
pa so bile celice z visoko stopnjo endopoliploidnosti le v osrednjem delu endosperma,
celice nizkih vrednosti C pa le v zunanijih plasteh endosperma. Porazdelitev celic z vedno
vecjo stopnjo endopoliploidnosti (Slika 4.36) se je ujemala s porazdelitvijo celic z vedno
vecjo prostornino (Slika 4.32). V endospermu obeh genotipov so bile v osrednjem delu
celice z visoko vrednostjo C in veliko prostornino. Razlika med genotipoma je bila v
bazalnem delu endosperma, kjer stasu od 10. do 16. DPOMNL1 prevladovale celice z
vrednostmi C od 6 do 48 C,mnl pale od 6 do 12 C.
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Slika 4.36. Stopnja endopoliploidnosti celic v medianih vzdolZnih rezinah kariopse koruze.
Stopnja endopoliploidnosti je bila izmerjena na istih rezinah kot velikosti celic (Slika 4.32). Kariopse 16
DPO so iz druge poskusne serije kot preostale, zato so prikazane.lo
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Sestava endosperma je bila, glede na zastopanost celicrimazlirednostmi C, podobna

pri obeh genotipih. Do 10. DPO sta endosperma obeh genotipov vsebovala priblizno enako
Stevilo celic in imela enako prostornino, 12. in 16. DPO pa je bil endogpetnveliko

manjSi od Mnl (Slika 4.37). V endospermu obeh genotipov so po Stevilu celic
prevladovale celice 3 C, celic vsake nadaljnje stopnje endopoliploidnosti je bilo man;.
Kljub majhnemu Stevilu pa so celice vi§jih stopenj endopoliploidnosti zavzemale velik
delez prostornine endosperma. Osmi dan po opraSitvi so ¢papel prostornine
zavzemale celice 6 C, 10. DPO celice 6 C do 24 C, 12. in 16. DPO pa sgjirdgVve

prostornine endosperma zavzemale celice 12 C do 48 C (Slika 4.38).
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Slika 4.37. Sestava endosperma po vrednostih C 4 do 16 DPO.
Prikazana sta Stevilo celic (zgoraj) in prostornina endosperma (spodaj). Pri 16. DPO so prikazane srednje
vrednosti iz dveh izmerjenih kariops.
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Slika 4.38. Stevilo celic posameznih stopenj endopoliploidnosti v endospermu in prostornina, ki jo
zavzemajo v endospermu 4 do 16 DPO.

Pri 16. DPO so prikazane srednje vrednosti iz dveh izmerjenih kariops.
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V casu od 10. do 16. DPO se je v obeh genotipih prostornina celicguala s
poveevanjem stopnje endopoliploidnosti.césu 4 in 6 DPO je bila prostornina vseh celic
priblizno enaka, prMnl pa smo 8. DPO pr¥iopazili v&jo prostornino celic pri vgih
vrednostih C (Slika 4.39). Pos&vanje prostornine celic je bilo najbolj izrazito pri
stopnjah endopoliploidnosti 6 C do 48 C. Celice 192 C so imele podobno prostornino kot
celice 96 C. Primerjava medianih prostornin celic lved in mnl je pokazala, da so bile

v mnl celice stopen;j ploidnosti 24 do 192 Gasu od 10. do 16. DPO manjSe kot celice
Mnl (Slika 4.40). Celice istih stopenj endopoliploidnosti so imele priblizno enako
prostornino wasu 10 do 16 DPO, izstopale so le celice 48 C in 96n@1v12. DPO. V

zgodnijih stopnjah razvoja so bile celice 3 €jgekot v poznejSih stopnjah (Slika 4.40).

V casu 4 do 6 DPO je bilo v endospermnl vec celic vseh vrednosti C kotMn1, ki so

6. DPO zavzemale tudi ¥je prostornino v endosperm@etrti dan po oprasitvi so celice

mnl zavzemale enako prostornino v endospermuMol, bile pa so priblizno dvakrat
manjSe kot celice v endosperriinl (Slika 4.41). Od 8. do 16. DPO je bilo Stevilo 3 C
celic vimnl le 50-70 % Stevila celic Mnl. 8 do 12 DPO je bilo Stevilo celic 6 C do 24 C
podobno v obeh genotipih. Deseti dan po opraSitvi smolvopazili veliko ve& celic 48 C

in 96 C. 16. DPO je bilo v endospermmnl v vseh razredih endopoliploidnosti manj celic

kot vMn1 (priblizno 50 %), zavzemale pa so le od 10 do 40 % prostornine v endospermu v
primerjavi s celicamMnl istih stopenj endopoliploidnosti. Tudi 12. DPO so cetfitd od

12 C do 96 C zavzemale manj prostornine (20 % do 70 %) v endospermu v primerjavi z
Mnl (Slika 4.41).

Prostornina celic viSjih stopenj endopoliploidnosti je bila izrazito manjSanni
endospermu 10. in 16. DPO (20 do 50 % prostornine cdnd). Prostornina celic 24 C
do 96 C je bila manjSa tudi 12. DPO, vendar ne v taki meri (Slika 4.41 C).
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Slika 4.39. Prostornina celic v endospermu glede na stopnjo endopoliploidnosti.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.39. Prostornina celic v endospermu glede na stopnjo endopoliploidnosti.
(Nadaljevanje slike s prejsnje strani.) Prikazani so mediana prostornina in prvi ter tretji kvartil. Pri 16. DPO

so prikazani podatki za eno od dveh izmerjenih rezin pri obeh genotipih.
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Slika 4.40. Mediana prostornina celic v endospermu divjega tipa&ni simboli) in mutante mn1 (rde¢i
simboli) glede na stopnjo endopoliploidnosti 4 do 16 DPO.
Pri 16. DPO so prikazane srednje vrednosti iz dveh izmerjenih kariops.
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Slika 4.41. Razmerje Stevila celic (A), prostornine endosperma (B) in medianih prostornin celic (C) v
mn1l proti Mn1 endospermu 4 do 16 DPO.
Pri 16. DPO so prikazane srednje vrednosti iz dveh izmerjenih kariops.
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Celice z vsebnostjo DNA 3 C in 6 C so bile 4. in 6. DPO podobno porazdeljene glede na
prostornino celic znotraj vsakega endosperma (Slika 4.42) in so zavzemale podobno
prostornino v endospermu (Slika 4.43)Mhl smo 8. DPO opazili celice 24 C, ki so bile
porazdeljene le v razredih celic z¢ye prostornino (Slika 4.42). V obdobju od 10. do 16.
DPO pa smo opazili izrazit vzorec porazdelitev celic &aili stopenj endopoliploidnosti.

Z vsako naslednjo stopnjo vrednosti C je bilo celic manj, njihova porazdelitev, glede na
prostornino celic, pa je bila vedno bolj premaknjena k velikim prostorninam celic (Slika
4.42). Prostornina, ki so jo celice posameznih vrednosti C zavzemale v endospermu, je bila
podobna od 4. do 10. DPO v obeh genotipih, 12. in 16. DPO pa smo opazili manjsi
prispevek prostornine celicmnl predvsem pri celicah z visokimi stopnjami
endopoliploidnosti, 12 C in ¥gSlika 4.43).
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Slika 4.42. Stevilo celic v endospermu glede na prostornino celic in stopnjo endopoliploidnosti.

(dika se nadaljuje na nadednji strani.)



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 124
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

Mn1l mnl

10 DPO 1026

105 i 1 —-—96C
48C

10" R | 24C
12C
10°- 1 ~-6C

—-—3C

12 DPO |

10°- N *
10 \\ * R

Stevilo celic v endospermu

.

16 DPO |

104,
103,

r/ B
'/M

102,
10

1 \ \ \ \ \ w \ \ \ \
10> 10° 10* 10° 10° 10" 10* 10° 10* 10° 10° 10’ 10°

Prostornina celic (um®)

Slika 4.42. Stevilo celic v endospermu glede na prostornino celic in stopnjo endopoliploidnosti.
(Nadaljevanje dlike s pregidnje strani.) Pri 16. DPO so prikazani podatki za eno od dveh izmerjenih rezin pri

obeh genotipih.
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Slika 4.43. Prostornina endosperma, ki jo zavzemajo celice v razredih glede na prostornino celic in

stopnjo endopoliploidnosti.
(dika se nadaljuje na nadednji strani.)
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Slika 4.43. Prostornina endosperma, ki jo zavzemajo celice v razredih glede na prostornino celic in

stopnjo endopoliploidnosti.
(Nadaljevanje dike s prejdnje srani.) PloXina pod krivuljo porazdelitve pomeni prostornino, ki jo
zavzemajo celice posameznega razreda vrednosti C v endospermu. Pri 16. DPO so prikazani podatki za eno
od dveh izmerjenih rezin pri obeh genotipih.
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4.1.3.2.4 Fragmentacija DNA v jedrih endosperma ob embriu

V zgodnjem razvoju endosperma (do 16. DPO) smo fragmentacijo DNA opazili v obeh
genotipih le v jedrih endosperma, ki so bila v celicah ob embriu. Prikazana je slika
vzdolznih rezin skozi kariopsi divjega tipdnl in mutantemnl 10 DPO, pobarvanih z
reakcijo TUNEL (Slika 4.44).

DAPI TUNEL

10 DPO Mn1

10 DPO mnl

Slika 4.44. Fragmentacija DNA v jedrih celic endosperma ob embriu.
VzdolZni rezini razvijajée se kariopse divjega tigdnl in mnl mutante inl) 10 DPO. DAPI obarva vsa
jedra, z reakcijo TUNEL pa ndoeje svetijo jedra s fragmentiraNA. Pomen oznakp - perikarp,em -

embrio,en - endosperm.
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4.2 Vizualizacija celi €nih procesov v koreninski  €epici

Del spreet v tisk v Canadian Journal of Botany

4.2.1 Kalitev in rast kalic

Semena koruze divjega tipa linije W22 so kalila 100-odstotno, vendar so se po Kkalitvi
pokazale razlike v rasti med poprej steriliziranimi in nesteriliziranimi kariopsami. Primarne
korenine kalic smo izmerili tri dni po kalitvi, ko so bile dolge 20 do 30 mm. Ponpre
dolzina primarnih korenin iz nesteriliziranih zrn je bila 20 £ 7 mm, iz steriliziranih zrn pa
29 + 7 mm (povprge * standardna deviacija). Razlika v dolzinah primarnih korenin je
bila statisttho pomembnat (test, GraphPad Prism 3.02). Kalice smo prenesli vcrazli
substrate, kjer so rastle Se 72 ur, nato smo spet izmerili dolzino primarnih korenin (Slika
4.45). Prirastek in hitrost rasti korenin v posameznih substratih sta prikazana v Preglednici
4.2. Vpliv substrata na rast primarnih korenin smo testirali posebej za sterilizirana in
nesterilizirana zrna (test ANOVA in post-test po Tukeyu, GraphPad Prism 3.02). Pri
kalicah, vzgojenih iz steriliziranih zrn, ni bilo razlik v dolzini primarne korenine med
kalicami vzgojenimi v sterilizirani in nesterilizirani prsti, enako je veljalo za kalice
vzgojene v sterilizirani in nesterilizirani vodi. Staisid zn&ilne razlike v dolzini
primarne korenine smo opazili med kalicami vzgojenimi v vodi in prsti, ne glede na
sterilizacijo substrata. Pri kalicah, vzgojenih iz nesteriliziranih zrn, pa so po dolzini

primarne korenine statigtio odstopale le kalice vzgojene v nesterilizirani prsti.
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Preglednica 4.2. DolZina in prirastek primarnih korenin po gojenju v razlgnih substratih.

prst voda
nesterilizrana sterilizirana nesterilizrana serilizirana
NENB® NESB” SENB” SESB° NWNB®  NWsSB®  SWNB®  swss’
zacetek - Oh (mm)? 208 30+8 18+5 28+9 21+7 31+6 22+8 276
konec - 72h (mm)?* 50+16 62+6 30+12 56+9 70+21 77+13 71+30 83+18
prirastek (mm) 30 32 12 28 49 46 49 56
hitrost rasti (mm H*) 0,41 0,45 0,17 0,39 0,69 0,64 0,68 0,77

% Povprena dolZina primarne korenine + SD; porazdelitev dolzin za vse skupine je podobna normalni
(Kolmogorov-Smirnov test za odklon opazovane porazdelitve od Gaussove, N=11 (NENB, SENB, SESB,
SWNB) ali N=12 (NESB, NWNB, NWSB, SWSB)).

® Oznake substratov, v katerih so rastle kalice in oznake kalic: NE — nesterilizirana prst, NW — nesterilizirana
voda, SE - sterilizirana prst, SW — sterilizirana voda; SB — kalice, vzgojene iz steriliziranih zrn, NB —
kalice, vzgojene iz nesteriliziranih zrn

—~ 100

e

E

£ 754

o —o— SWSB
L -0~ SWNB
Q@ 504 —e— NWSB
E - - NWNB
= —o0— SESB
@ 25 -0~ SENB
N —=— NESB
A - - NENB

o

Trajanje rasti v substratu (h)

Slika 4.45. Dolzina primarne korenine kalic koruze.

Prikazano je povptge dolzin primarnih korenin pred prenosom v ustrezen substrat in po 72 urah rasti v tem
substratu. Oznake substratov, v katerih so rastle kalice: NE — nesterilizirana prst, NW — nesterilizirana voda,
SE - sterilizirana prst, SW — sterilizirana voda; SB — kalice, vzgojene iz steriliziranih zrn, NB — kalice,

vzgojene iz nesteriliziranih zrn



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 130
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

4.2.1.1 MorfoloSki parametri koreninskih vrSi¢kov

MorfoloSke parametre koreninskih w&ov smo izmerili v kalicah, ki so rastle v razlih

substratih (nesterilizirana prst/voda, sterilizirana prst/voda).

Med koreninskimi vr&iki korenin kalic, gojenih v razinih substratih ni bistvenih razlik
glede skoraj vseh merjenih parametrov; razlika med poypezlicnih skupin je pod mejo
statisttne pomembnosti (Slika 4.46 C, E in G) ali tik nad njo (Slika 4.46 A, B, in D).
Zaradi malo podatkov (5) v vsaki skupini test analize variance nima velike beopri

Sirini telesa korenine smo opazili pomembne razlike (Slika 4.46 F). Staistn&ilna
razlika je bila opazena med koreninami, ki so rastle v prsti, in koreninami, ki so rastle v
vodi, sterilizacija goji&a pa ni vplivala. Korenine, ki so rastle v prsti, so bile SirSe kot
korenine, ki so rastle v vodi, imele pa so enako Stevilo nizov celic angme preseku
(Slika 4.46 F in G).
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Slika 4.46. MorfoloSki parametri, izmerjeni v medianih longitudinalnih rezinah vrSi¢kov korenin,

gojenih v razliénih substratih.
Razlike v parametrih med koreninami iz ra&alh substratov so testirane z analizo variance (ANOVA).
Oznake podobnosti (a, b) so prirejene na podlagi posttesta po Tukeyju (stirtoghd ***,; A, B, D *; C,
E, G ni stat. zndlnih razlik). Oznake substratov, v katerih so rastle kalice: NE — nesterilizirana prst, NW —
nesterilizirana voda, SE - sterilizirana prst, SW — sterilizirana voda; SB — kalice, vzgojene iz steriliziranih

zrn. N =5 za vsak substrat.
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4.2.2 Stevilo celic v koreninski  &epici in prostornina  &epice

V posameznih koreninskikiepicah smo s 3-D modelom ocenili Stevilo vseh celic in
prostorninocepic devetih korenin, ki so rastle v vodi (NWSB in SWSB). Pairprge bilo

v &epici 6950 + 290 celic, povptea prostorninasepice pa je bila 0,039 + 0,005 mm
(povpreje + standardna napaka, N = 9). Med Stevilom celiepici in prostornin@epice

nismo opazili povezave; koeficierftv linearni regresiji je bil 0,007 (Slika 4.47).
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Slika 4.47. Razmerje med ocenjenim Stevilom celic in prostornino koreninskitepic.
r? je koeficient korelacije med Stevilom celic in prostornino koreningigtic
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4.2.3 Endopoliploidnost celic v koreninski Cepici

V vzdolznih rezinah koreninskih ve&iov smo izmerili relativno kotino DNA (10G) v
jedrih celic koreninske&epice. Slika 4.48 A prikazuje primer mediane rezine koreninske
cepice z ozngeno velikostjo vidnega polja. Za vsako koreningkpico smo izmerili IOG

v treh rezinah, mediani in obeh sosednjih. Tako smo dobili dovolj podatkov zanzra
frekvertnega poligona, na katerem so se pokazali vrhovi, v katerih so bile celicemaazli
kolicino DNA (Slika 4.48 B). Celice v obniu meristema so po stopnji ploidnosti
pripadale razredoma 2 C in 4 C. Osrednji @iice so napolnjevale &@oma celice 4 C

in 8 C, celice 16 C+ pa smo opazili na obrobju koreniisléce (Slika 4.48 C).

V vseh izmerjenih koreninskikepicah smo nasli jedra s stopnjami endopoliploidnosti 2 C,
4 C, 8 Cin 16 C (Slika 4.49). Jedra s stopnjo endopoliploidnosti 32 C smo opazili zelo
redko. Da bi se pre@ali o resnénosti podatkov (na primer, da podatek ni izmerjen na
dveh prekrivajdih se jedrih), smo Se enkrat pregledali preparate. Jedra na mestih podatkov
32 C so res izstopala po velikosti (Slika 4.50 A). Zaradi malo podatkov smo jedra 32 C

zdruzili z jedri 16 C v skupen razred 16C+.
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Slika 4.48. Stopnja endopoliploidnosti jeder v koreninskéepici.
(A) Siva slika ene od medianih longitudinalnih rezin, uporabljenih za merjenje 10G. Slika je bila posneta z

objektivom 10x; IOG jeder je bila merjena z objektivom 40x, velikost vidnega polja j¢emmairtkanim
pravokotnikom. (B) Frekvemi poligon relativne kotine DNA v jedrih, izrazene v enotah vrednosti C.
Navpicne prekinjenerte ozn&ujejo razdelitev celic na razrede vrednosti C (2 C, 4 C, 8 C in 16 C+). (C)

Stopnja endopoliploidnosti jeder v posameznih celicah v rezini na sliki A.
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Slika 4.49. Relativna koltina jedrne DNA v celicahéepic korenin, gojenih v razlénih substratih.

Prikazana je frekveima porazdelitev logaritmirane 10G jeder. Vrednost C v oznakah nad vrhovi ustreza
koli¢cini DNA v nepodvojenem haploidnem genomu. Za vsakega od Stirih substratov so prikazane
porazdelitve logy(IOG) v treh koreninskiltepicah; v vsaktepici je bila 10G izmerjena v treh zaporednih
longitudinalnih rezinah (mediana in najbliZji sosedi). Oznake substratov, v katerih so rastle kalice: NE —
nesterilizirana prst, NW — nesterilizirana voda, SE — sterilizirana prst, SW — sterilizirana voda; SB — kalice,

vzgojene iz steriliziranih zrn.
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Slika 4.50. Mediani longitudinalni rezini éepic korenin, gojenih v vodi (A) in v prsti (B).
Pug&ica v sliki A kaZze na poloZaj jedra 32 C. Preparata sta barvana z reakcijo po Feulgenu.

Ker so se jedra iZepic korenin, gojenih v vodi (Slika 4.49, NWSB in SWSB), jasneje
locila na posamezne vrhove po Je@OG) vrednosti, pa tudi podatki so bili popolnejSi
zaradi manjSega prekrivanja jeder, smo le-teh &gsic uporabili v nadaljnjih meritvah
velikosti celic. Velikost celic smo izmerili z obrisovanjem ¢&eiin sten in nato podatke za
velikost povezali s podatki za stopnjo ploidnosti celic. Nato smo podatke o prostornini in
poloZaju celic uporabili za oceno 3-D porazdelitve celic in iz tehtumali povpréno
prostornino celic v posameznih razredih vrednosti C. Prostornine celic se znotraj istega
razreda vrednosti C niso bistveno razlikovale med ¢@eanimi koreninskimiepicami

(Slika 4.51). Enosmerna analiza variance logaritmiranih prostornin celic znotraj razredov
vrednosti C je sicer pokazala statist zn&ilne razlike med povpkg v vseh razredih,

razen v 16 C+, vendar je Slo le za manjSe odstopanje enega (2 C: SW2 in 4 C: SW1) ali
dveh preparatov (8 C: NW2 in SW2), kar je pokazal posttest po Tukeyju. Analiza variance
med razredi vrednosti C je pokazala statsii zn&ilno razliko med povprgi
logaritmiranih prostornin celic, statishio zng&ilen pa je tudi linearen trend &enja
prostornin (p < 0,001, GraphPad Prism 3.02).
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Povpre&na prostornina celic se jedada s poveevanjem stopnje endopoliploidnosti (Slika
4.52). Prostornina celic 2 C je bila 1100 + 100*poelic 4 C 2100 + 100 pincelic 8 C
8600 + 600 prhin celic 16 C+ 31800 + 4100 Prtpovpreije + standardna napaka, N = 6).

Celice smo uredili tudi glede na to, kako se je pevala njihova prostornina in prat

Stevilo celic, ki so pripadale posameznim razredom vrednosti C, in prostornino, ki so jo
celice zavzemale v koreninskepici (Slika 4.53). Celice z najmanjSo prostornino so
vecinoma pripadale razredu 2 C. Z¢emjem prostornine pa se je pogeala zastopanost
celic z relativno v&o vsebnostjo DNA v jedrih. Najwge celice so imele v jedrih 16 C in

vet DNA (Slika 4.53 A).Ceprav je celic z visoko stopnjo endopoliploidnosti relativno
malo, te veliko prispevajo k prostornini koreninglepice (Slika 4.53 B). Celic2 Cin4 C

je 76 % + 2 % vseh celic wepici (povpréje + standardna napaka, N = 6), vendar
prispevajo le 44 % * 4 % prostornine koreninskepice. Po drugi strani pa
endoreduplicirane celice s stopnjo endopoliploidnosti 8 C ¢npvedstavljajo le 24 % + 2

% vseh celic, vendar napolnjujejo 56 % + 4 % prostordapeace.
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Slika 4.51. Prostornina celic razknih stopenj endopoliplodnosti v koreninskihéepicah.
Prikazana je mediana, minimum, 1. kvartil, 3. kvartil in maksimum prostornine celic, izmerjene v preparatih
Sestih koreninskiftepic (NW1-3 in SW1-3; NW — kalice so rastle v nesterilizirani vodi in SW — v

sterilizirani vodi). Podatki so ocenjeni s 3-D modelom.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 138
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

4x10*4

3x104F

2x104

=

o
H
T

Prostornina celic (un)

O 1 1 1
2C 4C 8C 16C+

Stopnja endopoliploidnosti

Slika 4.52. Povpréna prostornina celic glede na stopnjo endopoliploidnosti.
Prikazano je povptge + standardna napaka (N = 6) medianih prostornin celic v vsakem razredu vrednosti C
v Sestih koreninskikepicah. Podatki so ocenjeni s 3-D modelom.
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Slika 4.53. Frekveréna porazdelitev celic v koreninskiéepici glede na prostornino celic in stopnjo
endopoliploidnosti.

Porazdelitev Stevila celic z raaiimi stopnjami endopoliploidnosti (A). Prispevek celic z ramfni

stopnjami endopoliploidnosti k celotni prostornini koreninsiepice (B). Prikazano je povpije +

standardna napaka (N = 6).
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4.2.4 Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1

V koreninski cepici smo opazili znalen vzorec porazdelitve encima saharoza sintaze.
Imunolokalizacijski signal je bil najSibkejSi v ob&jo meristema in vedno nionejSi v
smeri proti zunanjim, starejSim plastentepice. Med vzorci porazdelitve
imunolokalizacijskega barvanja v WKih korenin gojenih v nesterilizirani prsti (Slika
4.54), sterilizirani prsti (Slika 4.55), nesterilizirani vodi (Slika 4.56) in sterilizirani vodi
(Slika 4.57) ni bilo vejih razlik. V paru so prikazane izvirne zajete sive slike in iste slike,
prikazane v psevdobarvah. Rezine koreninskih¢ko8i, gojenih v prsti, obkrozajo delci

prsti, ki jih s previdnim spiranjem ni bilo mog® odstraniti.
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Slika 4.54. Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1 v wEih primarnih korenin, gojenih v

nesterilizirani prsti.
Imunolokalizacija, izvedena s sekundarnimi protitelesi, ©amiai z zlatom, signal ofjan s srebrom. Zgoraj
— rezina, inkubirana s primarnimi protitelesi proti SUS1 (1:500); spodaj — negativna kontrola z neimunim

serumom. Levo — zajeta siva slika; desno — siva slika, pretvorjena v psevdobarve.
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Slika 4.55. Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1 v wEih primarnih korenin, gojenih v
sterilizirani prsti.

Imunolokalizacija, izvedena s sekundarnimi protitelesi, &emiani z zlatom, signal ofan s srebrom. Zgoraj

— rezina, inkubirana s primarnimi protitelesi proti SUS1 (1:500); spodaj — negativna kontrola z neimunim

serumom. Levo — zajeta siva slika; desno — siva slika, pretvorjena v psevdobarve.
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Slika 4.56. Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1 v wEih primarnih korenin, gojenih v
nesterilizirani vodi.

Imunolokalizacija, izvedena s sekundarnimi protitelesi, &emiani z zlatom, signal ofan s srebrom. Zgoraj

— rezina, inkubirana s primarnimi protitelesi proti SUS1 (1:500); spodaj — negativna kontrola z neimunim

serumom. Levo — zajeta siva slika; desno — siva slika, pretvorjena v psevdobarve.
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Slika 4.57. Imunolokalizacija izocima saharoza sintaze SUS1 v wEih primarnih korenin, gojenih v
sterilizirani vodi.

Imunolokalizacija, izvedena s sekundarnimi protitelesi, &emiani z zlatom, signal ofan s srebrom. Zgoraj

— rezina, inkubirana s primarnimi protitelesi proti SUS1 (1:500); spodaj — negativna kontrola z neimunim

serumom. Levo — zajeta siva slika; desno — siva slika, pretvorjena v psevdobarve.
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4.2.5 Kvantifikacija imunolokalizacijskega barvanja

Celice v koreninskgepici smo razdelili v dva razreda (»veliko SUS1« in »malo SUS1«)
glede na jakost imunolokalizacijskega barvanja, ki smo jo ocenili iz sivih vrednosti v
posameznih celicah. Za razdelitev smo uporabili merilo, po katerem naj bi celice vsakega
razreda zavzemale polovico prostornine ¢elgice. Na tak ran smo se izognili tezavam

z interpretacijo sivih vrednosti, ki so v slikah vsakega preparata@rugaporejene zaradi
razlicno manega obarvanja preparata in zaradi razlik v zajemu slike (Slika 4.58,
frekvertni poligoni). Ker imunolokalizacijsko barvanje ni stehiom@&td, ne moremo
sklepati na pravo kalino SUS1 proteina v celicah, lahko pa vidimo, v katerih celicah je
kolicina SUS1 nad neko izbrano mejo, in predvsem, kjadaso te celice (Slika 4.58,
levo). Svetle celice z majhno jakostjo barvanja za SUS1 so vrh v frglemnpoligonu

sivih vrednosti, temne celice z visoko jakostjo barvanja za SUS1 pa so v dolgem levem
repu vrha (Slika 4.58, desno). Povpma prostornina »malo SUS1« celic je bila 2700 +
200 prd, prostornina »veliko SUS1« celic pa je bila 12100 + 380G (povpreje +
standardna napaka, N = 3, @waano iz medianih prostornin v posameznépicah).
Celice z majhno prostornino soét@oma pripadale »malo SUS1« razredu, s pevanjem
prostornine celic pa se je p@evala zastopanost celic z smim imunolokalizacijskim
signalom za SUSL1 (Slika 4.59 A). V razredu »veliko SUS1« je bilo 28 % + 7 % celic od
vseh celic \Kepici, napolnjevale pa so polovico prostorniepice (Slika 4.59 B), v skladu

z nasSo razdelitvijo celic v dva razreda.
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Slika 4.58. Razporeditev celic, ki vsebujejo malo ali veliko SUS1 antigena, v koreningkipici.

Prikazane so razporeditve celic obeh razredov imunolokalizacijskega barv&ejgsicah treh korenin,
gojenih v destilirani vodi. Na grafih koreninskepice (levo) je premer simbolov, ki ozgejo poloZaje

celic, v sorazmerju z ocenjenim premerom celic. Na frekviénpoligonih (desno) je prikazana meja
razdelitve celic v razreda »malo SUS1« in »veliko SUS1« glede na minimalno sivo vrednost v celici. Meja je
postavijena tako, da celice vsakega razreda zavzemajo polovico prostornine éghitee na osi y je
prikazano ocenjeno Stevilo celic v celotapici.
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Slika 4.59. Frekveréna porazdelitev celic v koreninskicepici glede na prostornino celic in jakost
imunolokalizacijskega signala za SUSL1.

Porazdelitev Stevila celic z rim (veliko SUS1) ali Sibkim (malo SUS1) signalom za SUS1 (A). Prispevek

celic z ménim ali Sibkim signalom za SUS1 k celotni prostornini koreningigice (B). Prikazano je

povpre&je * standardna napaka (N = 3).
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4.2.6 Povezava imunolokalizacijskega signala za SUS1 s stopnjo

endopoliploidnosti celic

Zastopanost celic z visoko jakostjo imunolokalizacijskega signala za SUS1 salg ve
poveievanjem prostornine celic podobno, kot se jgalae zastopanost celic z vedno visjo
stopnjo endopoliploidnosti (Slika 4.59 in Slika 4.53). Prav tako se je tudi prostorska
razporeditev »veliko SUS1« celic (Slika 4.58 levo) prekrivala predvsem z razporeditvijo
celic z visoko vsebnostjo DNA jedrih (Slika 4.48 C). Z iskanjem prostorsko najblizjih
podatkov za jakost imunolokalizacijskega barvanja in relativh@ikoliDNA v celicah v
razlicnih rezinah smo ocenili, da bi imelo okrog 90 % 16 C+ celic tudiamssignal za
SUS1 (»veliko SUS1«), v nasprotju z le 5 % 2 C celic (Slika 4.60).
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Slika 4.60. Razmerje med stopnjo endopoliploidnosti in jakostjo imunolokalizacijskega signala za

SUSL1 v celicah koreninskeéepice.
Stevilo celic v celotniepici je ocenjeno z modelom, ki so ga opisali Bengough in sod. (2001). Stopnja
endopoliploidnosti in jakost imunolokalizacijskega signala za SUS1 sta bili izmerjeni dnitazkzinah in
povezani na podlagi poloZaja celic v rezinah korenigskéce. Povpr&en deleZ celic z mdmim signalom za
SUS1 je bil izréunan za vsako stopnjo endopoliploidnosti v devégbicah; prikazano je povgie *
standardna napaka.
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5 RAZPRAVAIN SKLEPI

5.1 Razprava

5.1.1 Metode

Ze v preteklosti so natano opazovali razvoj kariopse koruze (Kiesselbach, 1949) in
razvoj mutantennl (Lowe in Nelson, 1946), vendar so Sele novejSe tehnologije afif®go

res kvantitativne raziskave razvoja organov. Povezava svetlobne mikroskopije in
racunalniSke analize slike v metodi slikovne citometrije je onsdgameritve razkinih
morfolosSkih parametrov in meritve raaiih barvanj v preparatih. Natamo umerjen
merilni sistem (mikroskop in kamera) lahko uporabljamo za kvantitativne denzitomeetri
metode. TakSna je na primer merjenje &ok DNA v jedrih (Vilhar in sod., 2001), ki
omogaa natatine meritve, ker lahko izbiramo jedra v posameznih fazabnegja cikla,

izognemo pa se tudi meritvam poskodovanih jeder.

V nasi raziskavi smo uporabili metodo slikovne citometrije za merjenje relativrignkoli

DNA v jedrih. V vsakem preparatu kariopse smo izmerili IOG (ki je sorazmernacgkoli
DNA), nato pa smo podatke préwmmali v vrednosti C glede na notranji standard. Kot
standardno vrednost smo vzeli prvi vrh razporeditve 10G v embriu in mu priredili vrednost
2 C. Embrio je zagotovo diploidno tkivo z neredupliciranim genomom, saj v njem potekajo
intenzivhe mitoze. V zgodnjih stopnjah razvoja kariopse je bil embrio sestavljen Se iz
malosStevilnih celic, zato smo kot standard 2 C vzeli prvi vrh razporeditve 10G v perikarpu,
ki je prav tako diploidno tkivo. Polozaj vrha 2 C v frekéenporazdelitvi IOG jeder v
perikarpu se je ujemal s poloZajem vrha 2 C v embriu starejSih razvojnih stopenj. Jedra v
endospermu so triploidna, zato so bili vrhovi vrednosti C 3, 6, 12 in tako naprej. Diploidno
stanje embria in triploidno stanje endosperma je bilo potrjeno s Stetiem kromosomov. V
jedrih embria je 20 kromosomov, Vv jedrih endosperma pa 30 (Kiesselbach, 1949). Kowles
in sod. (1990) so kot standard za ddlev relativne kokiine DNA v jedrih endosperma

prav tako uporabili jedra embria. Za déitev absolutne kodine DNA so uporabili tudi
pi&artje eritrocite, vendar to ni bilo pre¥enatagno zaradi variabilnih podatkov o

vsebnosti DNA v pi&rtjih eritrocitin. Premer jeder s stopnjo endopoliploidnosti 24 C in
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vec je bil enak debelini rezine ali celo dfe(Slika 4.31), zato v rezinah nismo zajeli
celotnih jeder. V jedrih je bilo zato vedno manj DNA glede n&jgnvano vrednost. Kljub
temu jih je bilo Se vedno moge Icciti na posamezne vrhove v frekwarih porazdelitvah
relativne vsebnosti DNA, le da so bili vrhovi pri visjih vrednostih C vedno blizje skupaj
(Slika 4.29).

V preparatih smo izmerili tudi velikosti celic in nato s 3-D modelom ocenili Stevilo vseh
celic v endospermu. Stevilo vseh celic v endospermu koruze so ocenili Ze &@reto
citometrijo in hemocitometrom, vendar se z omenjenima metodama izgubi informacija o
razporeditvi celic v tkivu, ker je treba tkivo razstaviti na posamezne celice. Velika prednost
slikovne citometrije je prav v tem, da om@gaudi zapisovanje prostorske informacije, ko
celicne parametre merimo na spesifd pobarvanih histoloskih rezinah skozi tkivo. S
pretacno citometrijo so Stevilo celic v endospermu ocenili nenavadno nizko (Kowles in
sod., 1990) v primerjavi z metodo Stetja celic s hemocitometrom (Jones in sod., 1985) in

naSimi rezultati.

Ko izmerimo podatke na histoloSki rezini skozi tkivo, moramo za pregled nad stanjem v
celotnem tkivu matematmo oceniti Stevilo celic v treh dimenzijah. Zakaj je treba
ovrednotiti podatke v treh dimenzijah? Samo iz preseka skozi tkivo ne moremo oceniti,
kakSna so reséma razmerja med posameznimi skupinami celic v celotnem organu. Razlika
je vidna ob primerjavi Stevila jeder posameznih vrednosti C, izmerjenih v endospermu v
vzdolzni rezini (Slika 4.28), in ocenjenega Stevila vseh celic v endospermu (Slika 4.37). V
prerezu je bilo podcenjeno Stevilo majhnih celic na robu endosperma. Tridimenzionalno
strukturo tkiv je treba oceniti po stereoloSkih metodah, vendar ker je veliko rastlinskih tkiv
radialno simettinih, lahko tridimenzionalno strukturo ocenimo z vrtenjem podatkov okoli
osi tkiva (Bengough in sod., 2001). Koreninslepica je idealno radialno simeima, zato

smo njeno strukturo ocenili z vrtenjem celotnih podatkov okoli mediane osi vzdolZzne
rezine, kot to opisujejo Bengough in sod. (2001). Da bi lahko primerjali zgradbo
endosperma divjega tipa in mutamntal, smo izpeljali prilagojen matemeani model. Ker
celotno tkivo endosperma ni radialno sim@&ta, smo podatke o celicah v endospermu
vrteli po posameznih vrsticah podatkov in nato seSteli posamezne kroZzne preseke. V
modelu smo upoStevali tudi drugen strukturo endosperma v predelu, kjer v njem ali ob

njem raste embrio.
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Slaba stran uporabliene metode slikovne citometrije je njena zamudnost. Za vsako kariopso
je treba pregledati celotno vzdolzno rezino po zaporednih vidnih poljih (priblizno 320
vidnih polj za preparaMnl 12 DPO) in oznéti vsa jedra, ki jih je bilo v pregledanih
preparatih od 5000 do 8000, nato pa Smeoobrisati stene celic v endospermu, ki jih je

bilo v preparatih od 100Mnl 4 DPO) do 6000Mnl1 12 DPQO). Zato smo si najprej s
pregledovanjem preparatov ustvarili vtis o poteku razvoja pri endospgdrun mnl in

nato izbrali po eno tigho kariopso za vsak genotip za vsako stopnjo razvoja od 4. do 12.
DPO, 16. DPO pa dve. Nato smo na vzdolznih rezinah ovrednotili velikost celic in
zastopanost jeder posameznih razredov vrednosti C. TeZava metode je v tem, da podatki za
zaporedne razvojne stopnje niso bili izmerjeni na istih kariopsah, ker meritecuydlju
njihovo Zrtvovanje. Ker je bilo podatkov premalo za st&tsti analize, smo si pri
ovrednotenju podatkov pomagali z dejstvom, da smo opazovali razvojni procesaskozi
Podatki, za katere je veljat@sovno odvisno padanje,danje ali nespremenjeno stanje, so

najverjetneje predstavljali resnie procese v razvoju kariopse.

V koreninski ¢epici smo poleg kvantitativhega ovrednotenja dné& DNA in velikosti
celic tudi semikvantitativno ovrednotili kéino imunolokalizacijskega barvanja saharoza
sintaze. Ker reakcija imunolokalizacije ni stehionteta, tako kot je bila uporabljena
metoda barvanja DNA, smo celic&epici na podlagi sivih vrednosti v sliki celic razdelili

le na dva razreda: mino in Sibko pobarvane celice. Kljub temu nam je Ze takSna groba
razdelitev podatkov omogita vpogled v odvisnost med nalaganjem saharoza sintaze,

stopnjo endoploidnosti celic in velikostjo celic.

Se natatnejSe analize razvoja organov pa bodo ndegdo bodo razvite tehnike, ki bi
omogaale neinvazivno preiskovanje intaktnih organov na ravni posameznih celic.
Tehnologije, ki bi to lahko omogale, so na primer ¢analniSko podprta tomografija
(Stuppy in sod., 2003), nuklearna magnetna resonanca (Roscher in sod., 1998) in morda

tudi snemanje bioluminiscence (Chaerle in Van Der Straeten, 2001).
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5.1.2 Zakaj je endosperm mnl majhen?

Sestnajst dni po oprasitvi je bila prostornina endosperma divijega tipa 32sestavljalo

ga je 740.000 celic. Prostornina enako starega endosperma muoiahtpa je bila
priblizno 8 mmi, sestavljalo ga je 410.000 celic. Velika razlika v prostornini, v nasem
primeru je imel endosperm mutantel le 25 % prostornine endosperma divjega tipa, je

Ze pred pol stoletja belila glave raziskovalcev. Mutamd z zelo prizadetimi semeni sta

Ze leta 1946 opisala Lowe in Nelson, a Sele nova kvantitativha mikroskopska tehnika nam
je omogcaila pojasnitev nekaterih morfoloSkih posebnosti mutantine kariopse. Nasi
rezultati o zmanjSani prostornini endospemmd in zmanjSanem Stevilu celic v primerjavi

z Mnl 16 DPO nakazujejo, da sta v endospermu mutante prizadeta tako delitev celic kot

tudi njihovo povéevanie.

Da bi ugotovili, kdaj in zakaj pride do prizadetega razvoja endosperma motahtemo

raziskali zgodniji razvoj kariopse pri diviem tipu in mutanitil.

5.1.2.1 Razvoj materinskega tkiva

Pregled vzdolznih rezin kariops je pokazal, da je materinsko tkivo perikarpa 4. DPO Ze
skoraj v celoti oblikovano. V vseh razvojnih stopnjah v obeh genotipih je bilo Stevilo jeder
priblizno enako (Slika 4.11). Da je bilo v perikarplnl 16 DPO izmerjenih manj jeder
(Slika 4.11) je verjetno posledica metodoloSke ovire. Tadbi bilo v obeh genotipih
priblizno enako Stevilo jeder, bi v rezini kariops®l zajeli veji delez vseh jeder v
perikarpu, ker je kariopsa divjega tipacjse kot kariopsa mutanteKer se kariopsa v
razvoju od 4. do 16. DPO pouge (Slike 4.1 do 4.6), smo v vzdolZni rezini vedno zajeli
manjSi delez vseh jeder v perikarpu. V celotnem perikarpu se torej Stevilo jeder med
razvojem kariopse verjetno pawge, vendar z relativno majhnim prirastkom. S 40 % man;j
jeder od povprga v preostalih kariopsah divjega tipa je izstopal perikdrd 10 DPO,

kar bi bilo lahko povezano z drufam genotipom endosperma. Kariopdal 10 DPO se

je razlikovala od drugih kariops divjega tipa po tem, da je bila vzgojena na ristlini

opraSeni s pelodommnl (genotip perikarpa je bil enak kot pri drugMnlMnl, genotip



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 153
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

endosperma pa je bWMnlMnlmnl), medtem ko so bile preostale kariopse s fenotipom

divjega tipa homozigoti.

V perikarpu smo 6. DPO opazili pojav prvih endopoliploidnih jeder z vsebnostjo DNA 8
C. Jedra z vrednostjo 8 C so bila od pojava naprej, Se zlasti pa 12 DPO in pozneje, v
perikarpu vesas prisotna (Sliki 4.5 in 4.6Las skokovitega povanja Stevila jeder 8 C

12. DPO se sklada z intenzivnim poaajem prostornine endosperma (Preglednica 4.1).
Pove&anje vsebnosti jedrne DNA zaradi endoreduplikacije spremlja ustavitev mitotske
aktivnosti in povéanje celice (Joubes in Chevalier, 2000). Z endopoliploidizacijo celic
perikarpa in s tem povezanim pda@jem celic bi se perikarp pais brez dodatnih
delitev celic in tako sledil povevanju povrSine endosperma. Na t&imae poveéujejo

celice v povrhnijici listov vArabidopsis (Melaragno in sod., 1993). Paanje stopnje
endopoliploidnosti celic v perikarpu je bilo enakoMnl in v mnl, kar kaze, da za
sprozitev endoreduplikacije ni potreben normalen razvoj filialnega tkiva. Posiedi
normalen razvoj perikarpa vodi do nastanka »prevelikega« prostora, znotraj katerega se

razvija prizadeti endosperm mutamntal.

Po metodi, ki jo opisujeta Barow in Meister (2003), smo za perikarpuadi vrednost

cikla 0,55. To je v& od postavljene zgornje meje za nepoliploidna tkiva 0,1. Na tej osnovi
lahko perikarp koruze uvrstimo med endopoliploidna tkiva. Domnevamo, da je vrednost
cikla 0,55 nekoliko previsoka, saj zaradi uporabljene metode na preparatih gotovo nismo
izmerili vseh jeder, prekrivanje jeder pa je probletmatipredvsem pri majhnih jedrih.
Posledéno izra&unano razmerje med posameznimi razredi vrednosti C ni povsem 4

izvorni metodi je bila namesto slikovne citometrije uporabliena pretocitometrija
(Barow in Meister, 2003).

V nadaljevanju smo v obeh genotipih pregledali materinsko tkivo nucela, znotraj katerega
se razvija filialna generacija. Nucel napolnjuje velik del prostornine kariopse do 8. DPO,
ceprav se Stevilo opazenih jeder zmanjSuje Ze od 4. DPO. 12. DPO ¥jobwmoela z

naso tehniko nismo ¥ezasledili jeder, smo pa ostanke brezjedrne nucelarne membrane
lahko videli na mikroskopskih preparatih med endospermom in perikarpom (Slika 4.20). V
nucelu smo opazili tudi nekaj endopoliploidnih jeder z vsebnostjo DNA 8 C, kar po
izratunani vrednosti cikla (Barow in Meister, 2003) 0,8 tudi nucel daavrdned

endopoliploidna tkiva. Razmerje vrhov, ki je v prid jedrom zcjwe stopnjo
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endopoliploidnosti vMnl v primerjavi z mnl (Slika 4.8), kaze na intenzivnejSo
endoreduplikacijo WInl v primerjavi zmnl. Vzrok temu je najverjetneje variacija med
dvema populacijama rastlin znotraj linije W22. Endosperm med svojo rastjo izpodriva
celice nucela. V njih se sprozi programiranadelismrt. Ta je apoptétie narave, na kar
kaze fragmentacija DNA v jedrih, ki smo jo zasledili z reakcijo TUNEL (Slika 4.10). Enak
signal z reakcijo TUNEL v jedrih obeh genotipov kaze na enak proces umiranja celic
nucela. Podobne avtoliie procese so opazili med embriogenezo v razvijap kariopsi
koruze tudi v drugih tkivih, ki ne prispevajo k odrasli rastlini koruze (Giuliani in sod.,
2002).

5.1.2.2 Razvojembria

Za rastlino najpomembnejSi del kariopse je diploidni embrio, iz katerega se razvije
hcerinska rastlina. Oplojena §ama celica se zame deliti precej pozneje kot prvo jedro
endosperma. Tudi mladi embrio se v zgodnjih fazah razvija precgspeje kot
endosperm. Ob prvi delitvi zigote, priblizno 40 ur po oploditvi, ima endosperm od 8 do 32
prostih jeder (Bommert in Werr, 2001). Prva delitev je orientirana pravokotno na os
mikropila-halaza, tako da nastaneta majhna apikalna in velika bazalna celica (Bommert in
Werr, 2001). Iz slednje se razvije suspenzor, ki pozneje odmre v procesu programirane
smrti (Giuliani in sod., 2002). Majhna apikalna celica se razvije v embrio. Okrog 4. DPO
embrio nima veé kot 12 celic (Bommert in Werr, 2001). Glede na Stevilo jeder v vzdolzni
rezini, so cetine delitve v embriu od 2atka spremljanja 4 DPO do 16 DPO pogoste, tako
da je rast eksponentna. d&mje Stevila jeder v vzdolzni rezini je do 12. DPO enako pri
obeh genotipih, 16. DPO pa jemnl bistveno manj jeder (Slika 4.25). 1z tega sklepamo,

da je 16. DPO v embriu manj celic, zaradsar je bil embrionnl tudi veliko manjsi od
embriaMnl (Slika 4.6). Embrio je na tej stopnji prehransko Ze odvisen od endosperma
(Kiesselbach, 1949) in ker je bil endospemnl zelo prizadet, je bila slabSa tudi rast

embria.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea maysL.). 155
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

5.1.2.3 Razvoj endosperma

Del objavijen v Plant Physiology 129 (2002) 23-30. (Priloga A)

Ker v materinskem tkivu divjega tipa in mutante nismo zasledili razlik v procesih in ker
embrio bistveno ne prispeva k velikosti kariopse, smo predpostavili, da je opazen majhen
fenotip kariopse mutante izkjno posledica metabolizma v samem endospermu. Razlike

smo nato raziskali na céfii ravni.

Prve tri jedrne delitve v triploidnem endospermu sledijo dokaj predvidljivim ravninam
celicnih delitev, ki oblikujejo bolj ali manj organizirana delitvena olfao Sledijo hitre
sinhrone delitve, ki vodijo do nastanka sincicijskega tkiva. Nato jedra potujejo na obrobje
in se poravnajo vzdolz plazmaleme (Bommert in Werr, 2001). Celularizacijase ga
posebno obliko citokineze na stopnji do 1000 jeder in se nadaljuje centripetalno, dokler
celotna endospermska votlina ne vsebuje jasnoderlo celic. Ponavadi je proces Kam

4 DPO. Med celularizacijo se Ze oblikujejo trije glavni endospermskinielpi: bazalne
prenosne celice; obmye, ki obdaja embrio; Skrobni endosperm in alevronska plast
(Bommert in Werr, 2001). Kamani celularizaciji sledijo asinhrone mitotske delitve

enojedrnih celic.

Stiri dni po opraSitvi smo v endospermu divjega tipa izmerili okrog 700 celic, v
endospermu mutante pa okrog 2000 celic (Preglednica 4.19asd 6 DPO je hil
endospermMnl dvakrat manjSi odnnl, tako po Stevilu celic kot tudi po prostornini
endosperma, ¥asu 8 do 10 DPO pa je bil endosperm obeh genotipov priblizno enake
velikosti (Slika 4.33 B in D). Ve celic v zgodnjih fazah razvoja endosperma mutante je
lahko posledica hitrejSega prehoda iz sincicijske faze v celularizacijsko.d&l¢goda se

je glede na Stevilo celic 4 DPO celularizacijska faza v divjem tipu Set@alkorséasno bi

bila lahko vmnl celularizacija kodana Ze prej in bi celice Ze preSle v prvi cikel mitotskih
delitev. 1z dinamike rasti endospervnl in mnl je razvidno, da je bil prirastek celic 6
DPO vmnl precej manjSi kot v diviem tipu, kar je povéilo izenaenje Stevila celic in
prostornine 8 DPO. Ali je hitrejSi zgodnji razvoj endosperma mutante vezan na konkretni

natargno izmerjeni osebek ali pa se endospenni v zatetku vedno razvija hitreje, ni
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jasno. Iz mikroskopskega pregledacvkariops pa lahko sklepamo, da je taka rast

endosperma mutante ¢ajna pri prodevani liniji rastlin.

Stevilo celic endosperma se skoraj eksponentria w&l 4. do 10. DPO (Slika 4.33),
vendar je bila rast najhitrejSa od 4. do 6. DPOc¢dRavali bi, da je pogostost mitoz
najvetja na zaetku razvoja endosperma, vendar Kowles in Phillips (1985)cata® vrhu
mitotske aktivnosti Sele 8 do 10 DPO. Deset dni po oprasitvi se logaritemska krivulja
Stevila celic ukrivlja navzdol. To pomeni u@Esnjeno powevanje Stevila celic pri obeh
genotipih (Slika 4.33)¢eprav je bil manjSi prirastek Stevila celicmnl bistveno bolj
izrazen in sdasen s pojavom majhnega fenotipa kariopse mutanteSlika 4.4). Kowles

in Phillips (1985) sta po desetem dnevu po oprasitvi izmerila hitro zmanjSanje mitotskega
indeksa. 14 DPO in pozneje sta v osrednjem delu endosperma izmerila le eno mitotsko

jedro na 413 opazovanih.

Z naSim 3-D modelom smo ocenili, da je 12 DPO v endospermu divjega tipa okrog
1.000.000 celic in v endospermu mutante okrog 700.000 celic. To Stevilo je priblizno
podobno ugotovitvam Jonesa in sod. (1985), ki so pri tej starosti kariopse prav tako
izmerili od 700.000 do 900.000 celic v krizancu A619 x W64a. O precej manj celicah
endosperma v enako starih kariopsah, le 200.000 po oceni €noretdometrijo, pa

porccajo Kowles in sod. (1990).

V primerjavi z divjim tipom se po dokaj izeteni rasti med 6. in 8. DPO, deset dni po
oprasitvi Stevilo celic primerjalno zmanjSuje v mutanti, ki ima 12. DPO le Se 68 % celic
Mnlin 16. DPO celo le 55 %. SgimejSe je zmanjSanje prostornine endosperma mutante,

ki se iz podobne prostornine okrog 10. DPO zmanjSa na 57 % 12. DPO in 16. DPO
zavzema le Se 24 % prostornine divjega tipa (Preglednica 4.1). Navedeni rezultati kaZejo,

da k majhnosti endosperma prispeva tako manjSa mitotska aktivnost kot tudi manjSe celice.

Kljub zmanjSanju mitoz v osrednjem delu (Kowles in Phillips, 1985) so mitotsko aktivhost
zasledili na obrobju endosperma do 20. DPO ali v nekaterih primerih Se pozneje (Kowles
in sod., 1990). Znatno Stevilo jeder z vsebnostjo DNA 3 C in 6 C na obrobju endosperma
divjega tipa in mutante ¥asu do 16 DPO (Slika 4.36) kaze, da se celice delijo tudi v tem
primeru. S@éasno z zmanjSevanjem mitoz se v posameznih jedrih celic osrednjeggabmo
zatne zelo powveéevati kolcina DNA v procesu endoreduplikacije. Take celice se

praviloma ne delijo & temve zelo zrastejo (Kondorosi in sod., 2000§ireer se povéa
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njihova prostornina (Slika 4.39). Spremembe v vsebnosti DNA so asinhrone, tako da je v
jedrih sosednjih celic lahko zelo razia vsebnost DNA. Potek ciklov endoreduplikacije in
socasno poveevanje prostornine celic smo zasledili v obdobju 8 do 16 DPO (Slike 4.36,
4.32in 4.39).

V ¢asu od 8 do 12 DPO je bilo v osrednjem objmwelikosti celic priblizno enako Stevilo

celic. Opazna pa je bila teznja, ki se je stopnjevala do 16. DPO, zmanjSevanja Stevila celic
v mnl v najmanjSih in najugih razredih celic (Slika 4.35). NajmanjSe celice so bile le na
obrobju endosperma (Slika 4.32) in zmanjSanje njihovega Stevitmlvje tako lahko
posledica manj delitev v primerjavi z divjim tipom. Manj n&pe celic v mnl pa
nakazuje moznost, da je bilo v endospermu mutante prizadeto Sirjenjgjihajedic. Ker

so bile take velike celice predvsem v osrednjem endospermu, je bilo s prizadetim Sirjenjem
celic v resnici prizadeto $irjenje osrednjega dela endospérepaav v endospermih obeh
genotipov veino prostornine zavzemajo velike celice (Slika 4.34), pa njihovo manjSe
Stevilo v osrednjem delu endospermal povzraii ekstremno zmanjSano prostornino po
dvanajstem dnevu po opraSitvi (Preglednica 4.1). Ohranjene mitoze v perifernem delu
endosperma (Slika 4.36, Kowles in Phillips, 1985) ontago Siritev tkiva, ki je nujna
zaradi velike Siritve celic v osrednjem delu (Slika 4.32). Ker Sirjenje celic v endospermu
mnl ni tako izrazito, tudi ni nujno po¥evanje povrSine endosperma. Opazeno manjse
Stevilo obrobnih celic je morda neposredna posledica manjSih celic v sredini. Morebitna
posledica takih procesov je tudi r&nla oblika endosperma obeh genotipov. Sfgos
apikalno-dorzalni del endospermanl kaZze, da je periferna plast endosperma
»pripravljena« na Sirjenje, ker pa ni pogeanja celic osrednjega dela endosperma,

povrsina ni »napeta«.

Dejavnik, ki je povezan z velikostjo celic, je tudi kalia DNA v jedrih (Kondorosi in sod.
2000). Zanimalo nas je, ali je ta v endospemml ohranjena. Tako v endospermu divjega
tipa kot v mutanti smo prvi cikel endoreduplikacije zasledili 6. DPO, 16 DPO pa je bilo v
obeh genotipih zaklgenih vsaj 6 ciklov endoreduplikacije (Slika 4.29), kar kaZze, da
proces endoreduplikacije v mutanti ni prizadet. Stirje do pet ciklov endoreduplikacije v
endospermu je sploSnih pri ami pregledanih linij koruzeceprav posamezna jedra
nekaterih genotipov lahko dosezejo tudi do osem ciklov (Kowles in Phillips, 1985).

Kowles in sod. (1992) potajo 0 pregledu 35 mutant koruze, ki so imele manj celic in
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zmanjSano stopnjo endoreduplikacije, razen ene mutante, ki je imela manj celic, a
ohranjeno endoreduplikacijo. Kaze, da je mutaméa primer podoben slednjemu. 1z tega
lahko sklepamo, da ni sploSnega pravila o neposredni povezanosti endoreduplikacije in

mitoze v endospermu koruze, kot so iz pregleda mutant zaikijowles in sod. (1992).

V obeh genotipih je bilo zelo podobno Stevilo jeder posameznih stopenj endopoliploidnosti
(Slika 4.28, izmerjeno v vzdolznih rezinah). Tudi ko smo podatke s 3-D modelom ocenili v
vsem endospermu, so se sicer spremenila razmerja med celicatmimaziednosti C,
vendar so bili delezi celic posameznih vrednosti C v vsem endospermu podobni v obeh
genotipih (Slika 4.37). Od 10. DPO naprej je bilo n&jeelic v obeh genotipih v razredu
celic 3 C. Stevilo celic se je zmanjSevalo s pewanjem stopnje endopoliploidnosti.
Najvetji del prostornine endosperma so v obeh genotipih zavzemale celice visokih
vrednosti C, z vrhom pri enakih C vrednostih v obeh genotipih (Slika 4.38). Premer jeder
se je véal s stopnjo endopoliploidnosti, med jet#nl in mnl pa ni bilo ve&jih razlik v
velikosti (Slika 4.31). Stevilo celic razhih stopenj endopoliploidnosti je bilo ragio pri

obeh genotipih, vendar je bila razlika sorazmerna z razliko v Stevilu celic pri obeh
genotipih (Slika 4.33 B). Razlika je najbolj izrazita 16. DPO, kjer je bila pri vsaki stopnji
endopoliploidnosti v/mnl le priblizno polovica celic Winl (Slika 4.41 A). V endospermu

mn1 je bilo vcasu od 8 do 16 DPO predvsem na obrobju manj celic 3 C Motly kar je

lahko znak za manj céhih delitev (Slika 4.41 A). V& celic visokih stopen;j
endopoliploidnosti 10. DPO je verjetno posledica metodoloSske napake pri izbiri
preparata/meritvi, saj je takSnih celic pri obeh naslednjih stopnjah (12 in 16 DPO) manj v
mn1 kot v Mnl.

Iz naSih rezultatov lahko ugotovimo, da je korelacija med prostornino celic in stopnjo
endopoliploidnosti celic (Slika 4.39 in Slika 4.42). Kowles in Phillips (1985) stacalaro

tudi o statistino visoko znéilni korelaciji med vsebnostjo DNA in prostornino jeder. S
poznejSimi meritvami (Kowles in sod. 1990) so pozitivho korelacijo sicer potrdili, a kljub
temu ugotovili, da ni tolikSna kot so poprej sklepali. Ne glede na to pa so Se vedno opazili
jasno teznjo, v kateri se med razvojem do 20. DP&@ dele? v&ih jeder.Ceprav je bila
pozitivna povezava med prostornino celic in endopoliploidnostjo jasna tudi v celicah
endosperma mutantanl, pa so bile celice v vseh razredih vrednosti @nl praviloma

manjSe od celic WInl (Slika 4.40). Z napredovanjem endoreduplikacijskih ciklov se je
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razlika Se poveéevala, kar kaze, da je bilo Sirjenje celic Se posebno prizadeto pri visjih
stopnjah endopoliploidnosti. 10. in 16. DPO je bila prostornina celic od 12 C do 192 C v
mnl le 30 do 50 % prostornine celic Mnl. Dvanajst dni po opraSitvi smo prav tako
opazili manjSe celice, vendar v manjSem obsegu. Celideod 24 C do 96 C so imele 70

% prostornine celivinl (Slika 4.41 C). Najvgi del endosperma so napolnjevale celice
visokih vrednosti C (Slika 4.38 in Slika 4.43). Rezultati naSe raziskave kazejo, da je
prostornina, ki jo zavzemajo celice visokih vrednosti C v endospemtiuzelo zmanjSana

v primerjavi zMnl v ¢asu od 10 do 16 DPO zaradi skupnegmka manjSe prostornine

celic in manjSega Stevila celic (Slika 4.38 in Slika 4.43, razmerje: Slika 4.41).

Sliki 4.42 in 4.43 prikazujeta razmerje med prostornino celic, stopnjo endopoliploidnosti in
Stevilom celic oziroma prostornino celic, ki jo zavzemajo v endospermu. Vzorec
porazdelitev je podoben pri obeh genotipih, od 10. do 16. DPO pa lahko opazimo manj
najvetjih celic (Slika 4.42, skrajni desni konec frekeain porazdelitev je primnl
potisnjen malce v levo)Ceprav je bilo malo celic visokih stopenj endopoliploidnosti,
zavzemajo vgi del prostornine v endospermu (Slika 4.43). Na primer v endospermu
divjega tipa 12. in 16. DPO celice 3 C in 6 C predstavljajo 80 % vseh celic in zavzemajo le
20 % prostornine endosperma, celice s stopnjo endopoliploidnosti 24 Ccirpave

predstavljajo le 7 % vseh celic in zavzemajo kar 60 % prostornine endosperma.

SploSna razporeditev celic razlih velikosti (Slika 4.32) in razalnih stopenj
endopoliploidnosti (Slika 4.36) v endospermu je bila podobna v obeh genotipasuvod

10 do 16 DPO so bile celice visokih vrednosti C v osrednjem delu endosperma, celice z
nizkimi vrednostmi C pa so bile le v zunanijih plasteh endosperma. Ta opaZanja so v skladu
z opazaniji drugih raziskovalcev, ki péejo o ve&anju velikosti jeder in velikosti celic od
alevronske plasti proti notranjosti endosperma (Tschermak-Woess in Enzenberg-Kunz,
1965; Kowles in Phillips, 1988; Larkins in sod., 2001)¢asu 4 do 8 DPO so bile celice
razlicnin vrednosti C enakomerno razporejene v endospermu, celice v zunanji plasti pa so

bile Ze v tentasu opazno manjSe od celic v notranjosti endosperma.

Obrobne celice na bazi endosperma so celice alevronske plasti spremenjene v bazalne
prenosne celice z z&ignimi labirintskimi stenami. V prenosne celice se preoblikujejo Se

dve do tri naslednje plasti endosperma. Ofemozna&uje speciféno izrazanje genov, ki je
sledljivo od 12. DPO naprej (Bommert in Werr, 2001). V obeh ¢@eanih genotipih v
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bazalnem delu endosperma ni bilo celic sdnod jedrne DNA 3 C (razen pri 16a DPO,
vendar so v tem primeru celice v bazalnem delu propadale; njihova jedra so bila zelo
skrcena). Odsotnost celic 3 C potrjuje ugotovitve, da se prenosne celice nehajo deliti Ze
zelo kmalu (Kiesselbach, 1949). Jedra celic v bazalnem delu endospeimpa so imela
opazno nizje vrednosti C kot Mnl (Slika 4.36). V razvijajéih se klgnih listih boba

(Vicia faba) so ugotovili, da sladkorji neposredno vplivajo na oblikovanje prenosnih celic.
Morfologija prenosnih celic v Kinih listih se je razvila le na go§8, ki je vsebovalo
glukozo in fruktozo, ne paie je bila v gojigu samo saharoza (Offler in sod., 1997).
Spremenjeno stanje sladkorjev bi lahko vplivalo tudi na diferenciacijo celic v bazalnem
delu endosperma. Ker je mutant&l ozn&ena z odsotnostjo encima invertaze dedi

stene v prenosnih celicah, v endospermml ni visoke koncentracije glukoze in fruktoze,

ki ju v divjem tipu proizvaja ta encim. Zaradi odsotnosti invertaze€melstene v bazalnih
prenosnih celicahmnl pa je v endospermu ¥esaharoze (Shannon, 1972; Miller in
Chourey, 1992; Zhou 2000). Ali je spremenjeno stanje sladkorjev v endospermu mutante
povezano z zmanjSano stopnjo endoreduplikacije celic v bazalnem delu endosperma, ni

Znano.

Celice endosperma v blizini embria oblikujejo jasno defm cekno obmdaje
endospermskega Zepa, znotraj katerega se razvija embrio. Celice, ki na endospermu
predstavljajo povrSino Zepa, so majhne, imajo gosto citoplazmo in imajo pov&emo lo
izrazanje genov (Opsahl-Ferstad in sod. 1997). Take majhne celice smo zagksliliod

4 do 8 DPO, asu od 10 do 16 DPO, predvsem 16. DPO pa so bile celice Wpbhepa

vecje in so imele viSje vrednosti C, kot so jih imele celice v zunanjih plasteh na dorzalni
strani endosperma (Sliki 4.32 in 4.36). O nastanku Zepa je malo znanega. Ni znano, ali je
sposobnost oblikovanja Zepa notranja lastnost endosperma ali pa je zanjo potrebna
povezava z embriem (Olsen in sod., 1999). Kakor koli, nasi rezultati kazejo, da v celicah,
ki sestavljajo Zep, poteka fragmentacija DNA, kar smo 6. DPO opazili kot zeleno
fluorescenco jeder, barvanih z reakcijo TUNEL (Slika 4.44). Od kod prihaja signal za
zatetek programirane smrti, ni jasno. Proces programirang€neelsmrti v obmdju
endospermskega Zepa je bil enak v divjem tipu in v mutanti. Podobno propadanje celic
endosperma, ki mejijo na rasgteembrio, so 7. DPO z elektronsko mikroskopijo opazili

tudi Schel in sod. (1984). Pri kariopsi divjega tipa 16 DPO je skupna prostornina
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endosperma in embria skoraj enaka skupni prostornini 12 DPO (Preglednica daku V
od 12 do 16 DPO se embrio pdéaetrikrat, rast endosperma pa je Ze skoraj ustavljena.
Zaradi umiranja celic v Zepu bi se dejanska prostornina endosperma v nadaljnjem razvoju

lahko celo zmanjSevala.

V procesu rasti endosperma mora biti peexaanje celic osrednjega dela endosperma
usklajeno s pow@vanjem povrSine endosperma, ki raste z antiklinimi delitvami celic v
najbolj zunanjih plasteh endosperma (Kiesselbach, 1949). Rast je podobna pri obeh
genotipih do 8. DPO, ko je vir hranil za rastendosperm Se tkivo nucela. Kaze, da v tem
casu delitve celic v zunaniji plasti endosperma sledijo enakemu razvojnemu programu. Po

temcasu pa zéne rast endosperma mutante zaostajati v primerjavi z divjim tipom.

Iz primerjave morfologije endospermd®inl in mnl 16 DPO bi lahko izpeljali morebiten
scenarij razvoja endosperma mutante. PovrSina endosperma, ocenjena s 3-D modelom, je
bila 45 mmi v Mnl in 17 mnf v mnl. Ker je bila prostornina najmanjsih celic priblizno
enaka v obeh genotipih, lahko sklepamo, da je bilo v zunaniji plasti endospetrtrékrat

manj celic kot vMnl. Vzrok za manj celic bi bila lahko zmanjSana mitotska aktivnost v
zunanjih plasteh. PovrSinsko manjSi periferni del endosperma bi bil tako lahkeafizi

ovira za Sirjenje endosperma in signal za zmanjSano Siritev osrednjega dela. Osrednje
celice v endospermmnl so sicer imele enake stopnje endopoliploidnosti, vendar so

dosegle manjSe prostornine kowwl.

Vendar pa zgradba endospermal 10 in 12 DPO ne podpira te fizikalne hipoteze. V
primeru njene veljavnosti bi gakovali podobno koordinirane dogodke Siritve in delitev,
kot jih vidimo v Mnl. Ker so celice v osrednjem delu 10 DPO Ze v velikiinie
endopoliploidne in se ne morejodvdeliti (Barlow, 1978), se od te faze razvoja naprej
endosperm povelje z delitvami le v zunanjih plasteh. Sédeo videzu zunanje plasti
endospermannl 10 in 12 DPO, v njej Se vedno poteka dovolj delitev, ki bi zagotavljale
Sirjenje osrednjih celic. Sirjenje celic osrednjega dela bi moralo tudi v endosperinu
voditi do »napete« zunanje plasti endosperma, ker bi nanjo pritiskale od znotraj (Slika
4.32). Endospermnl je 10 in 12 DPO na apikalno-dorzalnem delu sfoS v nasprotju

z obliko priMnl, kjer je v tem delu zaobljena masa celic. Za delitve celic v perifernih
plasteh se zdi, kot da so predprogramirane za Siritev osrednjega dela.cRog&edunanja

plast endospermannl videti, kot bi bila prevelika za prostornino osrednjega dela
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endosperma. V osrednjem delu endospenmé se celice &itno ne Sirijo toliko kot v
diviem tipu. Zdi se, kot da ne dosegajo prostornine, za katero imajo potencial glede na
njihovo stopnjo endopoliploidnosti (Traas in sod., 1998). 1z tega sklepamo, da sighal za

nesirjenje notranjih celic verjetno ni f&rio manjSe obrobje endosperma.

Po drugem morebitnem scenariju razvoja endospenma je vzrok za majhnost
endosperma mutante v manjSem Sirjenju celic osrednjega dela kot posledici spremenjenega
metabolizma. \Wasu 8 DPO zme delovati invertaza iz céhe stene, ki je lokalizirana v
bazalnem delu endosperma in vrh aktivnosti doseze 12. DPO (Cheng in sod., 1996).
Invertaza iz celine stene je prostorsko éasovno prvi encim, ki hidrolizira v endosperm
vstopaj@o saharozo. Iz tega sklepajo, da so v reakciji spros heksoze tisti fizioloSki
sladkorji, ki so vkljgeni v zaznavanje sladkorjev, izrazanje metabolnih genov in normalen
razvoj semen (Cheng in Chourey, 1999; Jang in Sheen, 1997). Ob delovanju invertaze iz
celicne stene endosperiminl postane mé&an ponor za fotoasimilate, endospamnmil, ki

nima invertaze iz celne stene, pa Zae zaostajati v rasti (Cheng in sod., 1996). Za
sladkorje so Ze dokazali, da regulatorno vplivajo n&cietikel. Weber in sod. (1998) so
opazili vee celicnih delitev v klenih listih boba v delih, kjer je bila ¥@ koncentracija
heksoz, v delih z Wgo koncentracijo saharoze pa so opazili endoreduplikacijo in zaloZzne
procese. Vmnl Se vedno prihajajo asimilati po floemu in se pasivho prenasajo \irasto
endosperm (Zhou, 2000). Vendar pa je zaradi odsotnosti invertaztad&orjev v obliki
saharoze kot v obliki heksoge bi bil razvoj podoben kot pri bobu, bimnl ob veji
koncentraciji saharoze pakovali manjSo stopnjo delitev in &6 stopnjo
endoreduplikacije ter e nalaganja Skroba kot pri diviem tipu. 1z naSih rezultatov
ugotavljamo, da je endoreduplikacija potekala enako pri obeh genotipih (Slika 4.8). Prav
tako sta v endospermu mutante podobnackali Skroba na celico (Cheng in Chourey,
1999; Zhou, 2000) in raven kionega encima biosinteze Skroba, ADP-glukoza
pirofosforilaze (Cheng in Chourey, 1999). Ne glede na zmanjSano koncentracijo heksoz v
endospermunnl — kot posledici odsotnosti invertaze iz ¢eé stene — pa tudi ni nujno, da

bi bile delitve vmnl zelo prizadete, saj so pokazali, da tudi saharoza lahko pozitivho
vpliva na cekini cikel (Riou-Khamlichi in sod., 2000). 1z naSih rezultatov tako lahko

sklepamo, da zmanjSana raven heksoz zaradi odsotnosti invertaz€ne sgdine v prvi
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vrsti vpliva na proces Sirjenja/rasti celic in v manjSi meri na delitve tecé&oj@ zaloznega

Skroba.

Oblika mn1 endosperma kaze, da organizemska teorij&rgklidelitev — torej da organ
raste, celice pa le poslédb razdeljujejo nastali prostor (Kaplan, 1992) — ne pojasni dobro
razvoja endosperma mutamtel. Razvoj endosperma mutamtel Se najbolje pojasnjuje
»neocekna hipoteza« (Tsukaya, 2002; Beemster in sod., 2003), po kateri sta delitev
posameznih celic in rast sicer avtonomni, vendar uravnani s signali na ravni organa. Tako
se v endospermonnl celice v zunanjih plasteh delijo po svojem razvojnem programu, po
katerem mitoze vodijo Sirjenje tkiva (Jacobs, 1997). Zaradi odsotnosti invertaze e cel
stene je v mutantmnl Sirjenje celic v osrednjem delu endosperma prizadeto zaradi
primankljaja sladkorjev kot gradnikov celic, saj so heksoze potrebne za metabolizem celic
in kot prekurzorji za biosintezo ce&tfiih sten. Ko pa povrSina endosperma postane
prevelika glede na majhno prostornino celic v notranjosti, celice, ki se delijo v perifernih
plasteh endosperma, dobijo signal, da jih je Ze prévepogostost calnih delitev se

posledéno zmanjsa.

Zakaj so endospermi 16 DPO man;jSi kot 12 DPO? Kariopse 16 DPO so bile vzgojene v
drugi poskusni seriji na polju. Ker so rastline opraSevali izkuSeni raziskovalci, je bila
velika veina semenskih zasnov oplojenih, zato so kariopse rastle na storzih tesno ena
zraven druge; od tod splEha oblika endosperma s strani (Slika 4.6). Tudi tekmovanje za
hranila je bilo v&je med posameznimi kariopsami. Rastline, iz katerih smo dobili kariopse
4 do 12 DPO, smo opraSevali neizkuSeni mladi raziskovalci, zato je bilo veliko semenskih
zasnov neoplojenih. Ker kariopse niso bile stisnjene ena ob drugo, je bil enddépErm

12. DPO bolj ovalne oblike v primerjavi s 16. DPO in, verjetho zaradi manjSega
tekmovanja za hranila, tudi nekoliko &ye Vecja razlika pa je bila pri endospermunl,

kjer je bil 16. DPO endospermnl celo manjsi kot je bil 10. DPO. Ker je endospenni

Sibak ponor za fotoasimilate, je vpliv manjSega tekmovanja za hranila verjetno veliko bolj

ociten in je lahko pozitivno vplival na razvoj kariop®l iz serije 4 do 12 DPO.
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5.1.3 Nastanek razpoke med endospermom in materinskim tkivom v

kariopsi mn1l
Rokopis pripravijen za objavo.

Znxilen znak, po katerem se kariopsal razlikuje od kariopsénl je, poleg ohlapnega
perikarpa tudi pojav razpoke med materinskim tkivom placento-halazne plasti (PHP) in
endospermommnl po 9. DPO (Lowe in Nelson, 1946).ildr in Chourey (992) sta
nastanek razpoke pojasnila z domnevnim propadom celic materinskega tkiva PHP zaradi
osmotskega Soka, ki naj bi bil posledica velike koncentracije saharoze v tem delu zaradi

odsotnosti invertaze.

Da bi natanneje raziskali domnevni proces propadanja celic, smo pregledali razvoj
bazalnega dela kariopsetasu od 0 do 28 DPO na vzdolznih rezinah skozi razvgage
kariopse genotipovMnl in mnl (Slika 4.14). Z&etek izginjanja jeder v celicah
materinskega tkiva tik pod endospermom smo opazili 4. DPO v obeh genotipih. O
podobnem pojavu potajo Shannon in sod. (1986), le da soéetek odmiranja celic v tej

plasti opazili priblizno 7. DPO.

S ¢asom se je izginjanje jeder v celicah razSirilo v naslednje plasti celic v bazalni smeri
(proti pedicelu) in tudi proti dorzalnemu delu kariopse (Slika 4.14). Stevilo plasti mrtvih
celic se ni bistveno razlikovalo médinl in mnl (Slika 4.16), v obeh genotipih je bilo 28.
DPO (zadnja pregledana razvojna stopnja) od 20 do 25 plasti celic brez jeder. Ko smo
celice brez jeder v PHP pregledali z elektronsko mikroskopijo, smo videli, da so v njih le

ostanki citoplazme v trakovih, od celic so ostale letnelistene (Slika 5.1 A).

Kljub enakemu Stevilu plasti celic pa je bila oblika mrtvih celic v PHP dinsggMnl kot

v mnl. Prazne celice WInl so bile podolgovate oblike in stisnjene v bazalno-apikalni
smeri, celice vmnl pa so bile bolj nepravilnih oblik in niso bile stisnjene (Slika 4.15).
Morebiten vzrok razlike je v normalnem razvoju perikarpa in prizadetem razvoju
endosperma in embria v mutanthl. Ohlapne celice v PHP in opazena razpoka bi bile
tako lahko posledica premajhnega endosperma, ki ni napolnjeval prostora znotraj perikarpa
in zato ni pritiskal na celice PHP. Razpad celic v PHP, kot ga opisujeta Miller in Chourey

(1992) v kariopsimnl, gotovo ni vzrok za nastanek razpoke.
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Razpoko smo opazili v kariopsatnl od 8. DPO naprej do 16. DPO, 28. DPO pa je ni bilo
vec (Slika 4.14). To se je zgodilo zato, ker so kariopse rastle na storzih, s katerih smo
odstranili ovojne liste, da smo lahko izrezovali kariopse, in so bili pokriti le s penos
papirnato vréko. Ker kariopse niso bile tesno pokrite, se je perikarp suSil bolj kot pri
kariopsah, ki so rastle v nedotaknjenih storzih. Do 28. DPO se je perikarp Ze toliko posusil

in skicil, da je endosperm spet pritisnil ob materinsko tkivo PHP.
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5.1.4 Poseben transportni sistem v placento-halazni plasti in

nastanek abscizijske plasti
Rokopis pripravijen za objavo.

Izgubljanje jeder in posle¢ho umiranje celic v PHP smo opazili v oplojeni semenski
zasnovi, medtem ko v neoplojeni semenski zasnovi na istem sta@suvli2 DPO tega
pojava ni bilo (Slika 4.17). |1z tega smo sklepali, da proces umiranja govarwijajoca se

filialna generacija. Kako pa se signal prenese iz filialnega v materinsko tkivo, ostaja snov
za nadaljnje raziskave. Proces je bil zelo podoben tako v kariopsi divjega tipa kot mutante,

kar nakazuje, da je to verjetno sploSen razvojni proces.

KakSen je pomen takSnega obseZznega odmiranja celic v materinskem tkivu? Eden od
klju¢nih podatkov za razumevanje procesa je mesto, kjer poteka. Plast, kjer celice odmrejo,
je med delom pedicela, kjer se Kaiejo zile, in med ponorom za hranila, ki pridejo po
Zilah, endospermom. PHP naj bi imela pomembno viogo v prenosu vode, sladkorjev in
drugih hranil v razvijajoe se seme (Felker in Shannon, 1980). To alpmkariopse je
transportno aktivno, na kar kaze¢viekaliziranih proteinov s transportnimi nalogami. V
bazalnem delu endosperma koruze in v pedicelu, ne pa tudi v sami PHP, so nasli v
membrano vgrajen akvaporin (Barrieu in sod., 1998). Na bazi endosperma sta izrazena
transporter saharoze (Carlson in sod., 2002) in invertaza ineeditene, ki poganja
reakcije pretvorbe saharoze in s tem ustvarj@gamdoncentracijski gradient za transport
heksoz v endosperm (Cheng in Chourey, 1999). Sistem, kiculdjwse te proteine, bi

lahko regulatorno vplival na silo za vlek vode in asimilatov skozi PHP iz Zil, ki se

koncujejo v pedicelu, v endosperm.

V prenosni plasti v materinskem tkivu so se razvile &aelistrukturne prilagoditve v
razlicnih vrstah rastlin (Thorne, 1985). Najbolje je razvita pri tropskih gioléh, kot sta

koruza in sirek $orghum bicolor L.), kjer poteka prenos asimilatov le skozi bazo kariopse.

V sirku je prenosna plast v obliki placentnega @ieSi(Manes in McBee, 1986). V
polj&inah zmernega pasu poteka transport po celotni dolzini kariopse skozi snop Zil, ki je
vgnezden v perikarp, prenosna plast pa je omejena le na podaljSek nucela (Thorne, 1985;
Olsen in sod., 1999). Transport asimilatov v seme uravnavajo aktivni transportni sistemi v
filialnem tkivu (Thorne, 1985; Weber in sod., 1997; Thompson in sod., 2001; Rosche in
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sod., 2002). Razvoj prenosne plasti v materinskem tkivu velikokrattuldjismrt celic. V

sirku celice v PHP odmrejo, nato se PH# @&d endosperma, da nastane votlina (Manes in
McBee, 1986). Avtolitine procese so opazili v podaljSku nuceladmenu (Linnestad in
sod., 1998) in pSenici (Dominguez in sod., 2001) ter v parenhimskih celicah s tankimi
stenami v razvijajoih se klenih listih boba (Weber in sod., 1997). Za nekatere od
omenjenih procesov je Ze bilo dokazano, da potekajo po poti programiraires ctirti
(Linnestad in sod., 1998; Young in Gallie, 2000).

Dejstvo, da je bil proces odmiranja celic v PHP enak v vseh pregledanih kariopsah, kaZze,
da je odmiranje celic v PHP programirano tudi pri koruzi. Da bi ga bolje razumeli, smo
pregledali nekaj kljgnih citoloSkih znailnosti programirane cealne smrti. Na osnovi
pregleda zaporednih stopenj razvoja PHP lahko sklepamo, da programiréna selit v

razvoju PHP poteka v dveh stopnjah, ki vE&ljjeta dva razlina programa umiranja.

Zxtetek prvega programa c&le smrti smo zasledili Zze 4. DPO. Jedra v celicah, ki so
odmrle v tej fazi, niso pozitivho reagirala z reakcijo TUNEL, ki jecdra pokazatel;
fragmentacije DNA. V celicah PHP smo z elektronsko mikroskopijo 9. DPO opazovali
gradient odmiranja celic. Celice v plasti, ki je bila najbolj oddaljena od endosperma, so Se
imele vakuole, vendar je bila v zgornji plasti Ze vidna fragmentacija vakuole (Slika 5.1 D).
V naslednjih plasteh v smeri proti endospermu so bile celice brez vakuole in niso imele
vidnih razla@nih celenih organelov (Slika 5.1 C). Od celic v plasteh PHP Se blizje
endospermu pa so ostale vidne samo Séneeltene in zelo skena vsebina celic v obliki
trakov (Slika 5.1 A in B). Podobne celice v PHP sta 22. DPO opisala tudi Felker in
Shannon (1980). Stevilo plazmodezem med celicami v PHP se je zmanjS¢easions
razvoja kariopse. \¥asu 5 DPO so bile v Zivih celicah Se vidne plazmodezme, nato pa 9.
DPO v istem obmgu med celicami ni bilo weplazmodezemskih povezav (Slika 5.1 E in

F).
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Slika 5.1. Propadanje vsebine celic v placento-halazni plagiinl, 9 DPO (A-D) in zmanjSanje Stevila
plazmodezem v celicah tik pod endospermom, 5 DPO (E) in 9 DPO (G).

Prikazane so celice v materinskem tkivu tik pod endospermom (A-D), A — najbliZzje endospermu, D — najbolj

oddaljena od endosperma (v bazalni smé&fi}. vakuola; puSice v A in B ozndujejo ostanke citoplazme.

Konice pusic v E ozn&ujejo plazmodezme, v F pti€a kaZe mesto, kjer je bila plazmodezma. Slike posnela

Karen Chamusco (Department of Plant Pathology, University of Florida, Gainesville, ZDA).
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Celicna smrt z razpadom vakuole tako zelo spominja na programiratioccsinrt, po poti
katere odmirajo celice bodibh elementov ksilema. V diferenciaciji trahejnih elementov se
v vakuoli nakopiijo hidrolitski encimi, ki se ob razpadu vakuole sprostijo in zelo hitro
razgradijo vsebino celice (Fukuda, 2000). Tudi po klasifikaciji programiranseedimrti,

ki so jo opisali Krishnamurthy in sod. (2000), bi lahko smrt celic PHP uvrstili v isto
kategorijo kot smrt trahejnih elementov: celice, ki odmrejo po diferenciaciji v
specializirane cealne tipe. Prav tako kot za trahejne elemente bi lahko trdili za celice PHP,
da svojo funkcijo opravljajo Sele po smrti. Od trahejnih elementov pa se celice v PHP
locijo po tem, da v njih nismo opazili obseznega nalaganja sekundareecstene, ki
poteka v diferenciaciji trahejnih elementov (Fukuda, 200@prav v stenah celic v PHP
nismo opazili lignina (Slika 4.21), pa smo opazili prisotnost nekaterih hidroksicimetnih

kislin (Slika 4.23 in Slika 4.24), ki so prekurzorji v sintezi lignina (Croteau in sod., 2000).

Drugi val odmiranja celic se je & 8. DPO v plasteh tik pod praznimi celicami. V jedrih

teh celic smo zasledili fragmentacijo DNA. Na obodu nekaterih celion#il0 DPO smo
opazili tacke, ki so pozitivho reagirale z reakcijo TUNEL (Slika 4.19)cKebi lahko bila
telesca s fragmentirano DNA, ki so podobna apoptotskim telescem v Zivalskih celicah
(Bursch in sod., 1990). Med raziskovalci Se ni enotnega mnenja o prisotnosti pravih
apoptotskih telesc pri rastlinah zaradi prisotnosticnelistene, ki onemoga fagocitozo

snovi umrlih celic. Kljub temu pa so zbiranje vsebine celice v manj3a telesca opazili tudi v
nekaterih tipih rastlinskih celic, v katerih so dokazali programiranénebmrt (Wang in

sod., 1996; Gunawardena in sod., 2001). Domnevamo, da je bila prisotnost teh telesc le v
PHP pri mutanti naklgna in bi jih pri n&rtnem iskanju podobnih struktur v razlih
preparatih nasli tudi v divijem tipu. V plasti celic tik pod celicami, ki so bile Ze mrtve, smo
opazili kondenzacijo kromatina v jedrih (Slika 4.18). Od 8. do 10. DPO smo vépbmo
PHP opazili tudi veliko endopoliploidnih jeder z vsebnostjo DNA 8 C (glej 4.1.2.3.1).
Endopoliploidizacija je zndlna za programirano cého smrt med diferenciacijo trahejnih
elementov, vendar tam vsebnost DNA v jedrih doseZe vrednosti C do 64 (Krishnamurthy,
2000). Kondenzacija jedra in fragmentacija DNA nista del procesa programiraire celi
smrti pri trahejnih elementih (Fukuda, 2000), sta pa znak za drug timedimrti, za

apoptozi podobno cého smrt. Pri tem tipu smrti je prva tarnapada jedro, po razpadu
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jedra pa se hitro razgradijo tudi drugi deli celice, vendar pogosto nepopolno (Wang in sod.,
1996, Fukuda, 2000).

Ker predvidevamo, da je PHP v zgodnjem razvoju kariopse predvsem prevajalno tkivo, nas
je zanimalo, ali se v teh celicah sintetizirajo kakSne posebne sekundarne spojitee zna

na primer za sekundarne stene trahejnih elementov. Zmaziibarvanji smo v stenah

celic PHP dokazali prisotnost raziih fenolnih spojin. Z opazovanjem avtofluorescence
celicnih sten v alkalnem mediju smo opazili dve r&m obarvani plasti v PHP. Zgornja
plast, tik pod endospermom, je v alkalnem mediju oddajala zeleno fluorescenco, celice pod
njo pa svetlo modro (Slike 4.22—-4.24). Zgornja plast se je ujemala s celicami, ki so odmrle
v prvem valu programirane cé&tie smrti. Opazili smo naj¢eokoli 10 plasti celic, ki so
oddajale zeleno fluorescenco (Slike 4.22—-4.24); to Stevilo plasti celic v PHP odmre Ze do
8. DPO (Slika 4.16). Take ugotovitve potrjujejo domnevo o drugem valu programirane
smrti, ki se v PHP zme 8 DPO. Premik avtofluorescence z UV ekscitacijo iz modre v
svetlo modro do zelene v alkalnem mediju je ¢cdea za hidroksicimetne kisline, ki
spadajo med fenolne kisline. Premik iz modre v zeleno jéilenaza sinapinsko kislino,
vendar v literaturi ni podatkov o prisotnosti te kisline v koruzi. Zato bi bile potrebne
dodatne kemijske analize, da bi ugotovili pravo naravo fenolne spojine v zgornji plasti
PHP. Premik iz modre v svetlo modro pa jecea za kavno in ferulno kislino (Harborne,
1998). Ferulna kislina je Se posebno v druBioaceae, v primerjavi z dvokaéinicami, v

vecjih kolicinah kovalentno vezana na sladkorje v @eh stenah (Lichtenthaler in
Schweiger, 1998). Opazene hidroksicimetne kisline bi lahko bile del posebnih ligninov, ki
se pojavljajo v neolesenelih rastlinah, sestavljajo pa jih monolignoli in hidroksicimetne
kisline (Croteau, 2000). V PHP nizje od celic, kjer smo opazili premik avtofluorescence
celicnihn sten v zeleno, smo dokazali prisotnost flavonoidov z barvanjem z
Naturstoffreagenz A (Slika 4.23, Slika 4.24, NST). V preparatih so sicer pobarvame celi
stene, vendar pa ni znano, ali so flavonoidi v Zivih celicah prisotni v vakuolah ali v stenah,
saj se pri fiksaciji membrane poskodujejo in vsebina se lahko sprosti iz celic. Flavonoidi
naj bi imeli pomembno vlogo pri z&8 rastline, pomembni pa so tudi kot pigmenti in

signalne molekule (Croteau, 2000).

V obmcaiju PHP se ob zrelosti kariopse razvie temno obarvana abscizijska plast

(Kiesselbach, 1949). Verjetno je obarvanje posledica fenolnih snovi, saj se te ob oksidaciji
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temno obarvajo (Croteau in sod., 2000). Serna in sod. (2001) so v PHP koruze nasli peptid
s protiglivnim delovanjem BAP 2 Pasal layer type antifungal protein 2«), ki se izl@¢a iz

celic na bazi endosperma in se nalaga v materinskem tkivu PHP med 12. in 15. DPO in naj
bi bil vklju¢en v protimikrobno za#o razvijajclega se semena. Abscizijska plast v
kariopsi koruze nima vioge v odpadanju zrelih kariops, saj te ostanejo pritrjene na
karpelnem socvetju, ampak naj bi predvsem prtemada vstop mikroorganizmov v
filialno tkivo. Na zasitno viogo kaZe tudi prisotnost flavonoidov. ObSirno objaaelic v

PHP, v katerih so bili flavonoidi, je bilo vidno Ze 6. DPO (Slika 4.23), pred fazo, ko se

zatne intenzivno nalaganje hranil v endospermu (10-12 DPO, Kowles in sod., 1988).

Abscizijska plast plodov ima podobno zgradbo in naloge kot abscizijska plast listov. Lahko
se oblikuje Ze zgodaj v razvoju kot plast celic s tankimi stenami, ki je orientirafr@opre
cez pedicel. V listih je abscizijska plast sestavljena iz dveh deloivdoe in za&itne
plasti. V Ictitveni plasti so celice s tankimi stenami, kjer se odpaddjst odlomi.
Zafitna plast vsebuje celice, katerih naloga je Zapnje rane, ki ostane na rastlini, ko
list odpade (Mauseth, 1988Je potegnemo vzporednice v zgradbi abscizijske plasti v
listih in kariopsi koruze, lahko predpostavimo, daitleni plasti listov ustreza priblizno
deset plasti celic v PHP, ki odmrejo do 8. DPO.¢cEaBplasti pa ustrezajo plasti celic v
PHP, v katerih se nalozijo flavonoidi. Glede tega bi bilo zanimivo raziskati razvoj
abscizijske plasti v koruznem divjem sorodniku teozintu (Dorweiler in sod., 1993) ali v
mutanti koruzetasselseed, pri kateri se kariopse razvijejo tudi v prasin cvetovih, v

katerih pa so pecljate in niso tesno obdane z materinskim tkivom (Neuffer in sod., 1997).
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5.1.5 Razvoj koreninske €epice

V raziskavi procesov v koreninskepici smo najprej analizirali rast korenin v r&alh
substratih. Izbrati smo Zeleli take razmere za gojenje kalic, ki bi bile zanimive za nadaljnje
ovrednotenje procesov Vv razvoju koreninslepice. Protili smo zgradbo koreninske
cepice glede na stopnjo endopoliploidnosti celic in prisotnost izocima saharoza sintaze
SUS1 v celicah. Kopenje SUS1 v zunanjih celicah koreninskepice bi bilo lahko
povezano s povano metabolno sposobnostjo endopoliploidnih celic. SUS1 v teh celicah
pa bi bila lahko vkljgena v dostavo monosaharidnih prekurzorjev za sintezo polisaharidov

sluzi.

5.1.5.1  Vpliv substrata na rast korenin

Da bi izbrali ustrezen substrat inchgojenja za nadaljnje analize, smo kalice vzgoijili iz
kariops koruze, ki so bile pred kalitvijo povrSinsko sterilizirane ali pa ne. Ko so kariopse
vzkalile, smo jih prenesli v raZle substrate: nesterilizirano prst (NE), sterilizirano prst
(SE), nesterilizirano vodo (NW) in sterilizirano vodo (SW). Primarne korenine kalic smo
izmerili pred prenosom v ustrezen substrat. Kalice smo tri dni gojili v substratu in nato spet
izmerili dolzino primarne korenine. Zaradi okuzb je bila variabilnost dolzin korenin iz
nesteriliziranih kariops po koncu rasti v ustreznem substratu (Preglednica 4.2, dNB) ve
kot pri povrSinsko steriliziranih kariopsah (Preglednica 4.2, SB) v vseh substratih
(Preglednica 4.2, NE, SE, NW, SW).

Prirastek in hitrost rasti primarnih korenin smo &naali iz povprénih dolzin korenin v
vsakem substratu (Preglednica 4.2). Izstofmjmajhen prirastek pri nesteriliziranih zrnih,

ki so rastla v sterilizirani prsti (Preglednica 43ZNB), je bil posledica v§je okuZzbe kalic.

S sterilizacijo morda utimo normalne populacije mikrobov v prsti, nato pa z
nesteriliziranimi semeni vnesemo patogene. Na Sliki 4.45 je razvidno, da sta bila prirastek
in hitrost rasti odvisna predvsem od substrata v katerem so rastle kalice (prst ali voda), ne
pa od sterilizacije kariops ali substrata (Slika 4.45). Mediani prirastek primarnih korenin,
gojenih v prsti, je bil 29 mm, v vodi pa 49 mm. Mediana hitrost rasti primarnih korenin,

gojenih v prsti, je bila 0,40 mmi*hv vodi pa 0,69 mmh
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Da bi ovrednotili rast primarnih korenin v razlih substratih, smo izmerili dalene
morfoloSke parametre na koreninskih vk# kalic. Za meritve morfoloSkih parametrov
smo zaradi manjSe variabilnosti uporabili samo kalice, vzgojene iz steriliziranih zrn.
Pomembne razlike smo opazili pri Sirini telesa korenine (Slika 4.46 F), razlike pri drugih
parametrin pa so bile tik nad mejo statiséi zn&ilnosti (dolzina, Sirina in povrSina
prereza koreninskeéepice; Slika 4.46) ali pa pod njo (Stevilo celic v stolpcdepici,

Stevilo jeder v prerezéepice in Stevilo nizov celic v telesu korenine; Slika 4.46).

Korenine, ki so rastle v prsti, so bile SirSe, imele pa so enako Stevilo nizov celineipre
preseku (Slika 4.46 F in G). Celice v telesu korenine so bile torej SirSe (v smeri pravokotno
glede na os korenine), hitrost rasti korenin pa je bila manjSa kot pri koreninah iz vode. To

lahko pomeni, da je bilo v prsti ovirano podaljSevanje celic v telesu korenine.

Pilet (1986) je opisal obratno sorazmerno zvezo med dolzino koreriggke in hitrostjo

rasti korenin. DolZinecepic skupaj z oceno hitrosti rasti korenine smo uporabili za
klasifikacijo korenin (Preglednica 5.1). Korenine kalic, ki so rastle v vodi, spadajo po
klasifikaciji korenin po Piletu (1986) v kategorijo srednje hitro rékt&orenin. Korenine

iz prsti pa odstopajo od opisanih vrednosti, saj imajo enako defgee kot korenine, ki

so rastle v vodi, njihova hitrost rasti pa je manjSa (po Piletu takwvali ve&jo). Vendar

je Pilet obratno zvezo dokazal za korenine, ki so rastle v enakih razmerah (v vlaznem
ozraju), tu pa primerjamo rast korenin v r&ziih substratih. V tem poskusu je bila torej
dolzinacepice neodvisna od substrata, hitrost rasti primarne korenine pa je bila manjSa v
prsti kot v vodi. Povezava med hitrostjo rasti korenine in dolzino koreniiegkee je bila

celo pozitivna (Preglednica 5.1).

Preglednica 5.1. Povpréna dolZina koreninske€epice in hitrost rasti primarne korenine.

NESB?* NWsB? ERB? SwB?

Povpre&na dolzina koreninskiepice + SD (um) 290+ 30 290+£20 270x30 34040

Hitrost rasti primarne korenine (mritfi 0,45 0,64 0,39 0,77

& Oznake substratov, v katerih so rastle kalice: NE — nesterilizirana prst, NW — nesterilizirana voda, SE —
sterilizirana prst, SW — sterilizirana voda; SB — kalice vzgojene iz steriliziranih zrn.

® Hitrost rasti izraunana kot razlika med povgre dolZino primarnih korenin pred rastjo in po rasti v
ustreznem substratu, deljen&asom rasti (72 h).
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5.1.5.2  Stopnja endopoliploidnosti celic v koreninski Eepici

Celice koreninske&epice nastajajo v kaliptrogenu, ki je distalni del apikalnega meristema
korenine (Kiesselbach, 1949). V tem olifjnosmo opazili najvé celic z vsebnostjo DNA

2 Cin 4 C (Slika 4.48 C), ki ustrezata fazam G1 in GZicefja cikla. Celice, ki so zunaj
meristemskega obmi@, se ne delijo v& vendar so v njih prav tako opazili sintezo DNA
(Barlow, 1976). V jedrih teh celic se DNA podvaja v ciklih endoreduplikacije. Nastanejo
celice s stopnjo endopoliploidnosti 8 C in¢ve/ zunanjih celicah kolumele (osrednji
steber tkiva \Cepici) se razvijejo jedra z vsebnostjo DNA do 16 C (Barlow, 1977). V
kolumeli smo opazili celice s kélno DNA do 16 C (Slika 4.48 C), v perifernem delu
cepice pa smo opazili tudi jedra 32 C (Slika 4.50 A). Jeder 32 C je bilo zelo malo, zato smo

jih v analizah zdruzili z jedri 16 C v skupen razred 16 C+.

Stopnjo endopoliploidnosti jeder smo izmerili v koreninsk#picah korenin, gojenih v
razlicnih substratih, opisanih v prejSnjem poglavju (5.1.5.1). V vseh¢puamihcepicah

smo opazili jedra s kafino DNA od 2 C do 16 C (Slika 4.49). Jedracepic korenin,
gojenih v vodi (Slika 4.49, NWSB in SWSB), so se jasnejddma posamezne vrhove
vrednosti C. Tudi podatki so bili popolnejSi zaradi manjSega prekrivanja jeder, zato smo le

teh Sestepic uporabili v nadaljnjih meritvah velikosti celic.

Iz podatkov o poloZaju in prostornini celic smo ocenili 3-D strukturo koreniegbiee, Ki

smo jo izr&unali za Sestepic, v katerih smo izmerili stopnjo endopoliploidnosti, in za tri
cepice, v katerih smo ocenili imunolokalizacijsko barvanje (5.1.5.3). Ocenjeno Stevilo celic
(6950 + 290, povpkge + standardna napaka, N = 9) je primerljivo z rezultati drugih Studij.
Clowes (1976) je v koreninskibepicah kultivarja »Golden Bantam« naStel povpeoe

7900 celic (v razponu 3900-20900), Bengough in sod. (2001) pa 8870 = 390 celic v
kultivarju »Mephisto« (povpgge * standardna napaka, N = 6). Ocenjeno Stevilo celic je
sicer manjSe od objavljenih vrednosti, kar lahko pripiSemo razmeram gojenja kalic v vodi,

kjer se celice stalno lago s povrSinetepice (Hawes in sod., 2000).

Prostornina celic znotraj vsakega razreda vrednosti C se ni razlikovala mednimau
cepicami (Slika 4.51), in se je &&la s stopnjo endopoliploidnosti celic (Slika 4.52). To se
sklada s prevladujm hipotezo, da je velikost celic odvisna od &oke DNA v njihovih
jedrih (Melaragno in sod., 1993; Kondorosi in sod., 2000; Kudo in Kimura, 2002). Celice z
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visoko stopnjo endopoliploidnosti, so bilecgpici maloStevilne, vendar so zaradi njihove

velikosti prispevale velik delez k prostornii@pice (Slika 4.53).

5.1.5.3 Lokalizacija saharoza sintaze v koreninski ¢epici

Lokacijo izocima saharoza sintaze SUS1 v koreningkpici smo doloili z
imunolokalizacijo na preparatih koreninskitepic korenin, gojenih v prej opisanih
substratih (5.1.5.1, Slike 4.54 do 4.57). Jakost barvanja je bila spremenljiva, vendar smo z
uporabo prikaza s psevdobarvami opazili vedno enak vzorec porazdelitve
imunolokalizacijskega signala. V predelu meristema je bilo barvanje za SUS1 Sibko, na

obrobju koreninské&epice pa ménejSe.

Imunolokalizacijsko barvanje za SUS1, v povezavi z velikostjo celic, smo ovrednotili s 3-
D modelom na treh preparatiéepic korenin, gojenih v vodi (Slika 4.58). V celicah z
majhno prostornino smo izmerili #@oma majhno kodino barvanja za SUS1, velike
celice pa so vsebovale veliko SUS1 (Slika 4.59). P@wargorostornina celic z visoko
vsebnostjo SUS1 je bila Stirikrat & od prostornine celic z majhno kdtio SUS1
(4.2.5).

Pristnost izocima saharoza sintaze SUS1 (ne pa SH1) v koretepstiikoruze so potrdili

na ravni izrazanja genov in ravni proteinov (Rowland in sod., 1989). Encim naj bi bil
vklju¢en v odgovor rastline na pomanjkanje kisika (Chen in Chourey, 1989; Rowland in
sod., 1989; Koch in sod., 1992; Zeng in sod., 1998). Vendar Se ni Studije, ki bi pokazala
porazdelitev saharoza sintaze znotraj korenirggce. Guerin in Carbonero (1997) sta
predlagala, da naj bi bila saharoza sintaza v korendegici je&cmena vkljiena v sintezo
Skroba v celicah osrednjega delepice. Vendar naSa opaZanja kazejo, da je saharoza
sintaza v koreninskiepici koruze pomembna predvsem v celicah zunanjih plapice.

Te vsebujejo hipertrofirane Golgijeve vezikle (Moore in Jones, 1976), ki so napolnjeni s
polisaharidi, bogatimi s fukozo (Roy in sod., 2002). Saharoza sintaza je lahko vezana na
membrano Golgijevih veziklov (Buckeridge in sod., 1999) ali na plazemsko membrano
(Carlson in Chourey, 1996). Zagotavljala naj bi UDP-glukozo za sintezo polisaharidov.
Saharoza sintaza v zunanjih celicah koreningigice bi torej lahko zagotavljala UDP-

glukozo za sintezo polisaharidov sluzi, lahko pa bi zagotavljala tudi proste heksoze.
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5.1.5.4 Povezava med endopoliploidnostjo in koli¢ino SUS1 proteina ter

morebitna vloga saharoza sintaze v koreninski ¢epici

Porazdelitev celic glede na nizko/visoko vsebnost saharoza sintaze SUSL1 je bila podobna
kot porazdelitev celic z nizko/visoko vsebnostjo DNA, in sicer tako prostorsko (Slika 4.48
in Slika 4.58) kot tudi glede na prostornino celic (Slika 4.53 in Slika 4.59). S povezavo
podatkov o stopnji endopoliploidnosti celic in vsebnosti SUS1, glede na lokacijo celic v
rezinah, smo ugotovili, da ima priblizno 90 % celic 16 C tudéamosignal za SUS1, v
nasprotju z le 5 % 2 C celic (Slika 4.60). Mdgoje tudi, da v 2 C celicah sploh ni
mocnega signala za SUS1 in je vrednost 5 % le posledica metodoloSkega Suma,
povezanega z metodo povezave obeh podatkov (vrednosti C in SUS1) s polaganjem
podatkov iz raztinih rezin eno na drugo. Glede na prostorsko porazdelitev cé&tipioi SO

celice z visoko vsebnostjo SUS1 previadovale v dé&pice, kjer je bila stopnja
endopoliploidnosti celic 8 C in ¥gSlika 4.48 in Slika 4.58).

Podobno razporeditev v koreninskgpici kot saharoza sintaza ima Se nekaj s sluzjo
povezanih proteinov. GDB-manoza-4,6-dehidrataza se izraza v zunanjem ¢kplice
(Ponce in sod., 2000). Ta encim katalizira prvi koradlewmovo sintezi GDPt-fukoze
(Bonin in sod., 1997), ki je glavni in spe¢ifi sestavni del polisaharidne sluzi v koruzi
(Harris in Northcote, 1970; Bacic in sod., 1986; Osborn in sod., 1999)zG8&RP4, Ki
kodira z glicinom bogat protein, se tmw izraZza v perifernem delu koreninstepice in

Sibko tudi v epidermidi korenine (Matsuyama in sod., 1999; Ponce in sod., 2000).
Arabinogalaktanski protein, ki je sestavni del sluzi (Bacic in sod., 1986), se prav tako
speciftno izraza v celicah zunanjega dela korenirigfgce (Ponce in sod., 200@)eprav

v omenjenih primerih niso merili stopnje endopoliplidnosti, lahko na podlagi podobnosti
zgradbe koreninskeéepice v razlinih kultivarjin koruze (Bengough in sod., 2001; ta
Studija) sklepamo, da so se nasteti proteini prav tako pojavljali v gbroselic z visoko

stopnjo endopoliploidnosti.

Samo stopnja endopoliploidnosti verjetno ni edini dejavnik, ki vpliva nacko@ SUS1
proteina v zunanjih celicah koreninskepice. Tudi pozicijska informacija je verjetno zelo
pomembna. Vendar je viSja stopnja endopoliploidnosti lahko prednostna za celico, saj ima
tako lahko véjo sposobnost za izrazanje encima, njegovo daype ali aktivhost. V

metabolno aktivnih tkivih naj bi endoreduplikacija zagotovila gave Stevilo genov zato,
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da bi se lahko povalo izrazanje genov (BaluSka in Kubica, 1992; Edgar in Orr-Weaver,
2001; Joubes in Chevalier, 2000) in da bi omilggpoveano prepisovanje jedrnih genov,

ki so potrebni za sestavljanjetverganelov na celico (Joubés in Chevalier, 2000). Stevilo
organelov na celico se v koreninglapici res véa, ko se v&a razdalja med celico in
meristemom v procesu diferenciacije (Juniper in Clowes, 196%).Gadgijevih veziklov
(Moore in Jones, 1967), z vezano saharoza sintazo na membrani, bi tako lahkéadanogo

intenzivno sintezo polisaharidov sluzi.

NaSteta dejstva kazejo, da je izrazanje ¢&erdh proteinov, povezanih s sluzjo
(Matsuyama in sod., 1999; Ponce in sod., 2000; ta Studija),cqoves pomejo
endoreduplikacije, vendar pa Se ne ponujajoc¢kega dokaza, da endoreduplikacija
omogaa veje izrazanje proteinov prek pasanega Stevila genov, povezanih s sluzjo.
Zato bi bilo zanimivo raziskati Se sintezo sluzi v rastlinah, ki v korenifegkici nimajo

endopoliploidnih celic.
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5.2 Sklepi

Postavili smo model, ki omoga oceno tridimenzionalne strukture endosperma. Model bi
lahko uporabili tudi za oceno strukture drugih rastlinskih tkiv, ki so n&nprme prerezu

priblizno radialno simeténa.

S slikovno citometrijo smo ocenili prostorsko razporeditev nekateritndelparametrov v
preiskovanih tkivih: velikost celic, k@&ino DNA v jedrih, velikost jeder in stopnjo
imunolokalizacijskega barvanja. To tehniko je mé&gaiporabiti za kvantitativno oceno
razporeditve katere koli druge lastnosti celic v tkivu, ki jo je ndegameriti z uporabo

razlicnin mikroskopskih tehnik in barvan;.

S spremljanjem razvoja kariopse smo ugotovili, da je endospartnmajhen zaradi
manjSe rasti celic, zaradi katere je v endospermu tudi manj delitev. V endospermu je pri
obeh genotipih do 10. DPO podobno Stevilo celic, nato je 12. DPO v endospainhel

Se 68 % celic v primerjavi KInl, 16. DPO pa celo le 55 %. Kljub zmanjSanemu Stevilu
delitev celic pa je bil ohranjen proces endoreduplikacije. V enalesmn je poteklo vnnl

enako Stevilo endociklov kot v endospermu divjega tipa. Prostornina celic se {eyslae

v skladu z vsebnostjo DNA v njihovih jedrih. Celice viSjih stopenj endopoliploidnosti (24
C in v&) so imele vmnl manjSo prostornino v primerjavi s celicami enakih stopevipg,

kar je bistveno prispevalo k manjSi prostornini endospenniaod 10. DPO napre;j.

Razpoka v kariopsnnl med endospermom in materinskim tkivom placento-halazne plasti
ni posledica razpada celic materinskega tkiva, ténede posledica odmika premajhnega
endospermamnl od normalno razvite placento-halazne plasti, v kateri pa poteka

programirano odmiranje celic v obeh genotipih.

V materinskem tkivu placento-halazne plasti med Zzilami v pedicelu in filialnim
endospermom je bilo opaziti obseZno odmiranje celic v plastasw od 4 do 20 dni po
oprasitvi. Celice odmrejo po poti programirane @edi smrti, od njih pa ostanejo le ¢ele
stene. Potek odmiranja ni odvisen od genotipaMiNL se mrtve celice zaradi pristiska
endosperma stisnejo, mnl pa ostanejo Siroke. V placento-halazni plasti naj bi mrtve

celice v zéetnem razvoju kariopse sluzile transportu hranilnin snovi v endosperm, v
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poznejSem obdobju pa se v tem oljugazvije abscizijska plast. V placento-halazni plasti
smo opazili nalaganje razhih fenolnih spojin — hidroksicimetnih kislin in flavonoidov,

zato ima plast verjetno vlogo tudi v protimikrobni &&¥azvijajocega se zrna.

V celicah zunanje plasti koreninskepice smo opazili relativno ¥@ koli¢cino saharoza
sintaze SUS1 kot v osrednjih celicah. Celice v zunaniji plasti korenéegkee koruze so
velike, endopoliploidne in proizvajajo polisaharidno sluz. Glede na viogo saharoza sintaze
v zagotavljanju sladkornih monomerov pri sintezi kaeh polisaharidov sklepamo, da bi

bila lahko vkljieena tudi v sintezo sluzi.



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea mayd..). 180
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

6 POVZETEK

V koruzi (Zea maysL.) smo na citoloski ravni pregledali nekatere razvojne procese v

endospermu in koreninsgepici.

Razvoj celotne kariopse smo spremljaiasu od 4 do 16 dni po oprasitvi (DPO). Glede na
Stevilo jeder v vzdolznih rezinah skozi kariopso se je Stevilo celic v embriu ¢asm
eksponentno v&lo, Stevilo celic v nucelu se je zmanjSevalo, Stevilo celic v perikarpu pa je
v prowevanem obdobju ostalo priblizno enako. V perikarpu, v katerega se v zrelem plodu
razvije stena plodnice, smo naSli poliploidna jedra z vsebnostjio DNA do 8 C.
Endopoliploidna postanejo tudi jedra nucela.c&u rasti endosperm nadoreedkivo
nucela, v katerem potekajo avtditi procesi. Nucel kmalu propade in se ohrani le kot
nucelarna membrana z redkimi jedri. Razvoj endosperma smdéilp®ypomasjo 3-D
modela, ki je omogal oceno tridimenzionalne strukture endosperma na podlagi podatkov,
izmerjenih v mediani vzdolzni rezini skozi kariopso. V endospermu smo izmerili velikost
celic z obrisovanjem njihovih céhih sten, nato pa smo vsaki celici priredili Se stopnjo
endopoliploidnosti, izmerjeno s kvantitativho denzitondetimeritvijo relativnhe vsebnosti
DNA v jedrih, pobarvanih z reakcijo po Feulgenu.cdsu od 4 do 8 DPO je bila
porazdelitev jeder z raZho vsebnostjo DNA v endospermu enakomerna, nato pa je postal
endosperm jasno razdeljen na obrobni del, kjer so bile majhne celice z nizko vsebnostjo

DNA, in osrednji del, kjer so bile velike celice z visoko stopnjo endopoliploidnosti.

Razvoj kariopse divjega tipa smo primerjali z razvojem kariopse mutamieki je brez
izocima invertaze iz caélne stene INCW2. Izocim se izraza v prenosnih celicah na bazi
endosperma in ustvarja &&n vlek asimilatov v razvijaj@e se seme. Mutanta ima zelo
prizadet endosperm, ki ima v zreli kariopsi lahko le petino mase endosperma divjega tipa.
V mutanti je bila od 10. DPO naprej prizadeta rast celic v osrednjem delu endosperma, kjer
so bile celice z najwgo prostornino in stopnjo endopoliploidnosti. Celice z enako stopnjo
endopoliploidnosti so imele mn1manjSo prostornino v primerjavi z divjim tipoeprav

je bilo celic z visoko stopnjo endopoliploidnosti malo, so prispevale bistven del
prostornine endosperma. Zato je bila prostornina endospemmiamanjSa prav zaradi
manjSe Siritve/rasti velikih celic. Sam proces endoreduplikacifgn¥ ni bil prizadet, saj

smo v obeh genotipih opazili enako Stevilo vrhov v frekwém porazdelitvah relativne
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kolicine DNA v jedrih; 16 DPO je bila najviSja stopnja endopoliploidnosti v obeh
genotipih 192 C. Zaradi prizadete ekspanzije/rasti celic v osrednjem delu se je verjetno
zmanjSala tudi pogostost delitev celic v zunanjih plasteh endospenha/ endospermu
mnlje bilo 10 DPO Se priblizno enako Stevilo celic kafinl, 12 DPO je bilo y/mn168 %

celic, 16 DPO pa le 55 % celic v primerjavitnl.

Okrog 9. DPO nastane med endospernmni in materinskim tkivom placento-halazne
plasti razpoka. Da bi ugotovili zakaj nastane, smo pregledali razvoj bazalnega dela
kariopse divjega tipa in mutantanlv casu od O do 28 DPO. V obeh genotipih smo
opazili odmiranje celic v materinskem tkivu, ki se j€eda Ze 4 DPO. Ker je bil proces
vedno enak, ugotavljamo, da je van] vkgma programirana céha smrt. Najprej je
odmrlo nekaj celic v placento-halazni plasti pod dorzalno stranjo endosperma (ki je 4 DPO
zavzemal le majhen prostor na ventralni strani kariopse), nato pa se je odmiranje razsirilo v
plasteh v smeri proti bazalnemu delu kariopse (proti Zzilam v pedicelu) in skupajé&masto
endospermom proti dorzalnemu delu kariopséasu od 4 do 20 DPO je odmrlo okrog 20

do 25 plasti celic materinskega tkiva v obeh genotipih. Razpokmlje le posledica
odmika premajhnega endosperma, ki se ne razviawskladu z normalno razvitim
materinskim tkivom perikarpa in pedicela. Odmrle celice so se skoraj popolnoma
izpraznile, od njih so ostale le aale stene in ostanki citoplazme v obliki trakov.
Predvidevamo, da je odmiranje celic del procesa, v katerem nastane poseben transportni
sistem, prek katerega se iz Zil, ki se &gjpjo v pedicelu, hranila transportirajo v rasto
endosperm. Glede na zmaosti celic in poteka njihove programirane smrti je bila
placento-halazna plastasovno in prostorsko razdeljena na dve ofmo/ prvem
obmaju, ki je bilo tik pod endospermom, se je programirana&alsmrt zéela 4 DPO, v

jedrih celic pa nismo opazili fragmentacije DNA. Do 8 DPO je odmrlo priblizno 10 plasti
celic, v celénih stenah pa so se pred smrtjo nalozile fenolne kisline (hidroksicimetne
kisline), ki so po barvi avtofluorescence v alkalnem mediju spominjale na sinapinsko
kislino. Programirana smrt celic v drugem old@jng ki je tik pod prvim obm&em, se je

zatela 8 DPO. Zanjo je bila ztigna fragmentacija DNA in kondenzacija jeder, v ¢ailn

stenah pa so se naloZile fenolne kisline, ki so po barvi avtofluorescence v alkalnem meidiju
spominjale na ferulno in kavno kislino. V celicah v tem objmeso se Ze zelo zgodaj

nalozili tudi flavonoidi. Fenolne kisline in flavonoidi so bili naloZeni v obeh ofjiimd@e 8
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DPO, njihova kolina pa se v nadaljnjem razvoju nicveistveno spremenila. Morebitna
vloga flavonoidov bi bila lahko protimikrobna z#& razvijajaie se kariopse. V tem
obmaju se pri vrstah s pecljatimi plodovi razvije abscizijska plast, pri koruzi pa se ob
zrelosti kariopse le naloZijo snovi, ki obarvajo placento-halazno ptast in naj bi

prekinile prenos vode in hranil v zrelo kariopso.

Tudi zgradbo koreninsk&pice smo ocenili v treh dimenzijah. Kvantitativno smo ocenili
razmerje med velikostjo celic, njihovo stopnjo endopoliploidnosti inckali izocima
saharoza sintaze SUS1. Mediane vzdolzne rezingkursiprimarnih korenin smo
analizirali z imunolokalizacijo, kvantitativnim DNA barvanjem in slikovno citometrijo.
Signal imunolokalizacije SUS1 v celicah in njihova stopnja endopoliploidnosti sta se
vecala od meristemskega obdj@ do obrobja koreninskeéepice in sta bila najviSja v
celicah v zunanji plasttepice. Vsebnost DNA v jedrih takih celic je bila 8 C irt,ve
prostornina celic pa je bila nagja v vsejcepici. Visoka vsebnost SUS1 v zunanjih,
endopoliploidnih celicah nakazuje povezavo med endoreduplikacijo in cqave
nalaganjem tega encima v celicah. Naloga zunanjinh celic je sinteza sluzi, zato
predvidevamo, da je saharoza sintaza vkipa v zagotavljanje monosaharidnih

prekurzorjev za sintezo sluzi.
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7 SUMMARY

The development of maiz&éa mayd..) endosperm and root cap was analyzed on the

cytological level using quantitative image analysis of histological tissue sections.

Development of the whole caryopsis was monitored from 4 to 16 days after pollination
(DAP). On the basis of the number of nuclei in median longitudinal sections of caryopsis,
we concluded that the number of cells in the embryo increased exponentially, the number
of cells in the nucellus decreased, while the number of cells in the pericarp remained
approximately the same. Endopolyploid nuclei with DNA content 8 C (1 C is the amount
of DNA in an unreplicated haploid genome) were found in the pericarp which develops
from the ovary wall. The nucellus also contained endopolyploid nuclei. During the
development of the caryopsis, endosperm replaces the nucellar tissue. Consequently,
autolytic processes occur in the nucellus, which degenerates and remains in the form of a
nucellar membrane with only a few nuclei. We studied the development of endosperm
using a model that allowed us to estimate a three-dimensional structure for endosperm
from parameters measured in the median longitudinal sections of caryopsis. Cell size was
measured by outlining the cell walls. The level of endopolyploidy, which was estimated by
guantitative densitometric measurement of relative DNA content in nuclei stained by
Feulgen reaction, was then assigned to each cell. The nuclei, which contained different
amounts of DNA, were randomly distributed throughout the whole endosperm during 4 to
8 DAP. However, at later developmental stages, the endosperm structure differentiated to
the outer part, where small cells with a low DNA content prevailed, and to the central part,

with large cells containing nuclei of high levels of endopolyploidy.

We compared the development of wild-type caryopsis with the developmeminbf
(miniature ) mutant caryopsis that lacks INCW2, an isozyme of cell wall invertase. The
isozyme is expressed specifically in transfer cells at the base of the endosperm and is
believed to generate a steep concentration gradient for the transport of assimilates in the
developing seed. Mutanmnl is characterized by the greatly reduced size of the
endosperm, which weighs only a fifth of the wild-type endosperm in the mature caryopsis.
From 10 DAP onwards, growth of cells in the central partmofl endosperm was

impaired. Cells with the same level of endopolyploidy had a smaller volumalithan in



Kladnik A. CitoloSka analiza razvoja endosperma in korenitiegée koruzedea mayd..). 184
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Odd. za biologijo, 2003

the wild-type. The number of cells with high levels of endopolyploidy was low, but they
contributed a major part of the endosperm volume. The volunmendfendosperm was
reduced because of the lower expansion of these large cells. The process of
endoreduplication was not affectedmml In both genotypes we observed, at the same
developmental stages, the same number of peaks in the frequency distribution of relative
DNA amount in nuclei. The highest level of endopolyploidy observed was 192 C at 16
DAP in both genotypes. The frequency of cell division in the peripheral layers of
endosperm was probably also reduced as a consequence of the impaired expansion of the
central cells iiTmnlendosperm. At 10 DAP, thenlendosperm contained approximately

the same number of cells as the wild-type endosperm; however at 12 DAP the number of

cells inmnlwas 68% and at 16 DAP only 55% of the cells in wild-type.

Around 9 DAP, a physical gap is known to appear betweehendosperm and maternal
tissue of the placento-chalazal layer. In order to determine its origin, we examined the
development of the basal part of wild-type andl caryopses between 0 and 28 DAP. In

both genotypes we observed the death of cells in maternal tissue, starting at 4 DAP. The
regular progression of this process in both genotypes and in different caryopses indicates
that programmed cell death is involved. In the beginning only a few cells died in the
placento-chalazal layer underneath the dorsal side of the endosperm (at 4 DAP, endosperm
occupied a relatively small space on the ventral side of caryopsis). The death of cells later
increased in layers towards the basal part of caryopsis, in the direction of vascular endings
in the pedicel, and towards the dorsal part of caryopsis, and was correlated with endosperm
expansion. Approximately 20 to 25 layers of cells in maternal tissue died in the period
from 4 to 20 DAP in both genotypes. The gapmnl was just the consequence of a
diminutive endosperm that did not develop in coordination with normally developed
maternal tissue of pericarp and pedicel. Dead cells became almost completely empty,
containing only the cell walls and cytoplasmic remains in the form of ribbons. We infer
that the programmed death of cells is part of a process that leads to the formation of a
special transport system that serves for transport of nutrients from vascular endings in the
pedicel to the developing endosperm. In the placento-chalazal layer we observed two zones
that were distinguished spatially and temporally by the substances in the cells and the

mode of programmed cell death. Programmed cell death in the first zone, located directly
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underneath the endosperm, started at 4 DAP, although DNA fragmentation in the nuclei of
dying cells was not detectable. Up to 8 DAP, approximately 10 layers of cells died. These
cells deposited a special class of hydroxycinnamic acid in their cell walls. These phenolic
acids resembled sinapic acid, judged by the colour shift from blue to green of the UV
induced autofluorescence in alkaline medium. Programmed cell death in the second zone
(underneath the first zone, away from endosperm) started at 8 DAP. In dying cells we
observed DNA fragmentation and condensation of nuclei. In the cell walls of these cells a
shift in UV induced autofluorescence in alkaline medium from blue to bright blue was
seen, characteristic of ferulic and caffeic acid. Very early in development we also observed
deposition of flavonoids in the cells of the second zone. Phenolic acids and flavonoids
were already deposited in the cells at 8 DAP, in amounts that did not change significantly
during later development. Flavonoids could have a role in antimicrobial protection of the
developing caryopsis. The pedicellate seed species are known to develop an abscission
layer in the placento-chalazal region of caryopsis; however, in maize, this layer no longer
has an abscission function in caryopsis. Special substances are deposited in this region that
give the placento-chalazal layer a black colour and are thought to terminate transfer of

water and nutrients in the mature caryopsis.

The three-dimensional structure of the maize root cap was studied to evaluate
guantitatively the relationship between the size of the cells, their endopolyploidy level and
the abundance of the sucrose synthase isozyme SUS1. Median longitudinal root cap
sections were analysed using immunolocalization, quantitative DNA staining and image
cytometry. Both the immunolocalization signal for the SUS1 protein and the

endopolyploidy level increased from calyptrogen (root cap meristem) towards the root cap
periphery, and were thus highest in the outer cells. Most of these cells had a nuclear DNA
content of 8 C or higher, and the largest volumes of all root cap cells. The high amount of
SUS1 protein in the outer, endopolyploid cells suggests an association between
endoreduplication and the abundance of this enzyme. The outer cells are involved in
mucilage production, leading to the proposal that sucrose synthase provides

monosaccharide precursors for mucilage synthesis.
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“If you know a thing only qualitatively, you know it no
more than vaguely. If you know it quantitatively—grasp-
ing some numerical measure that distinguishes it from an
infinite number of other possibilities—you are beginning
to know it deeply.” (C. Sagan, Billions and Billions,
1997).

Using new approaches to quantitative image anal-
ysis, we provide the first direct evidence, to our
knowledge, that loss of seed weight in the maize (Zea
mays) miniaturel (mnl) seed mutant is associated with
reduced mitotic activity and inhibited cell expansion,
whereas there are no alterations in the progress of
endoreduplication in the mutant compared with the
wild-type endosperm. Furthermore, we contribute
substantial new information about the spatial distri-
bution of various developmental processes at the
cellular level in the maize endosperm.

Enlargement of the maize endosperm relies upon
two cellular processes: cell division and cell expan-
sion, which is in turn related to endoreduplication of
nDNA (Kondorosi et al., 2000; Larkins et al., 2001).
Intense mitotic activity occurs between 8 and 14 DAP
(days after pollination; Kowles and Phillips, 1985;
Schweizer et al., 1995). Cell division ceases in the
central endosperm by about 12 DAP, but continues
until late developmental stages in the peripheral cell
layers, away from the embryo (Kiesselbach, 1949;
Kowles and Phillips, 1985, 1988). Endoreduplication
begins at 10 DAP (Kowles and Phillips, 1985;
Schweizer et al., 1995). The highest nDNA amount,
expressed as C value, is typically 96C to 192C, as
quantified by measurements of the nuclear volume
(Tschermak-Woess and Enzenberg-Kunz, 1965),
Feulgen cytophotometry (Kowles and Phillips, 1985),
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and flow cytometry (Kowles et al., 1992; Schweizer et
al., 1995; Larkins et al., 2001; Settler and Flannigan,
2001). In the period between 12 and 15 DAP, storage
products start to accumulate (Tsai et al., 1970). The
total number of endosperm cells at 16 DAP has been
measured with flow cytometry (Kowles et al., 1992;
Schweizer et al., 1995; Settler and Flannigan, 2001) or
with nuclei counts after digestion of the endosperm
with cell wall degrading enzymes (Jones et al., 1985)
and is estimated to be 54,000 to 700,000.

The mnl seed mutant shows a drastic reduction in
endosperm size compared with that of the wild type,
Mn1, with the weight of the mature miniature en-
dosperm being only 20% that of the wild type (Lowe
and Nelson, 1946). The causal basis of the mnl seed
phenotype is the loss of cell wall invertase, INCW2,
encoded by the Mn1 gene (Miller and Chourey, 1992;
Cheng et al., 1996), which is specifically expressed at
the base of the endosperm (Cheng et al.,, 1996). In
both maize and fava bean (Vicia faba), cell wall inver-
tase cleavage of Suc during the early stages of seed
development is believed to play a critical role in
providing hexose sugars to maintain mitotic division
and only a minor role in providing substrates for
starch biosynthesis (Weber et al., 1997; Cheng and
Chourey, 1999). Indirect evidence suggests that in the
maize endosperm, the peak of INCW2 activity at 12
DAP temporally coincides with the phase of intense
cell divisions in the endosperm (Cheng et al., 1996;
Cheng and Chourey, 1999). However, it has never
been directly demonstrated that INCW2 deficiency in
the mn1 maize endosperm is associated with reduced
mitotic activity.

To investigate whether the small size of the mnl
endosperm is a consequence of impaired mitosis, cell
expansion, or endoreduplication, we compared cyto-
logical parameters in homozygous Mnl (wild-type)
and mnl (miniature) kernels of the W22 inbred line of
maize harvested at 16 DAP. We analyzed the spatial
distribution of cells by sizes and endopolyploidy lev-
els (C values) in longitudinal sections of the en-
dosperm using image cytometry. On the basis of the
longitudinal sections, we constructed a three-
dimensional (3-D) model of the endosperm.
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Figure 1. Construction of the 3-D model of the endosperm. A through D, Estimation of cell volume and nDNA amount on
the 2-D longitudinal section. E and F, Extrapolation from 2-D data to the 3-D endosperm model. For explanation of figures,
see “The 3-D Model of the Endosperm.”
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Figure 2. Structure of the wild type and the miniature endosperm in
relation to the cell volume. Two 16-DAP kernels of each genotype
were compared using the 3-D model of the endosperm. A, Distribu-
tion of cell volumes in the endosperm. Inset shows the ratio between
the mean number of cells in the miniature and in the wild-type
endosperm at respective cell volume classes. B, Volume of en-
dosperm occupied by cells with different cell volumes. A and B,
Wild-type kernel no. 1 (@; total number of cells 738,000; total
endosperm volume 31.4 mm?); wild-type kernel no. 2 (B; 751,000
cells; 33.2 mm?3); miniature kernel no. 1 (O; 422,000 cells; 9.3 mm?3);
and miniature kernel no. 2 ({J; 404,000 cells; 6.0 mm?). Cell volume
is shown in logarithmic scale.

THE 3-D MODEL OF THE ENDOSPERM

The endosperm model was based on measurement
of the cell area and nDNA amount on the endosperm
median longitudinal section. The same Feulgen-
stained section was used for cell area and nDNA
amount measurements. Image analysis instrumenta-
tion was as by Vilhar et al. (2001). For all described
measurements, we developed macros based on the
KS400 image analysis software package (Carl Zeiss
Vision, Munich).

To estimate the cell volume and nDNA amount on
the two-dimensional (2-D) longitudinal section (Fig.
1, A-D), we interactively outlined the cell walls of
individual cells on the image grabbed from a micro-
scope (Fig. 1A). For each cell, we recorded its posi-
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tion (centroid coordinates shown as dots in Fig. 1A)
and measured the cell area. The cell volume was
estimated from the cell area, assuming that each cell
was a sphere. The cell volume data were shown as
gray values on the image (Fig. 1B). To overcome the
problem of missing data (areas where no cells have
been outlined; white regions in Fig. 1B), the image
of the longitudinal section was reconstructed with
the virtual cellularization method (Fig. 1D), an
adapted version of the random sets mosaic method
(Matérn, 1960). Each pixel in the endosperm was
assigned to its nearest cell outline centroid (Fig. 1C),
which led to separation of the endosperm into vir-
tual cells. To each virtual cell, the cell volume of its
respective centroid was assigned. The cell volumes
were displayed as gray values (Fig. 1D; note the
almost identical pattern of gray values in B and D
and the absence of areas with missing data in D
compared with B). A similar procedure, based on
C-value data instead of cell area, was used to con-
struct the image showing nDNA amounts. Hence,
using virtual cellularization, both the cell volume
and the C value were assigned to each virtual cell on
the analyzed section.

The next step of model construction was extrapo-
lation from 2-D data to the 3-D endosperm model
(Fig. 1, E and F). The image shown in Figure 1D was
the 2-D basis for estimation of distribution of cells in
3-D. The longitudinal section was, in essence, ro-
tated around its longitudinal axis. To correct for the
irregular 3-D shape of the endosperm, the en-
dosperm was not rotated as a whole. Instead, the
image of the longitudinal section was sliced along
the y axis, with slice thickness of 1 pixel. For each
pixel line (Fig. 1E, Ia line PQ and Ila line ST), a
virtual cross-section composed of voxels was cre-
ated (Fig. 1E, Ib and IIb). The area of the virtual
cross-section was filled in with gray values (Fig. 1E,
Ic and IIc) on the basis of the gray-value profile
along the selected pixel line. For pixel lines in the
regions without the embryo pocket, the assumed
cross section was a circle with the diameter equal to
distance PQ (Fig. 1E, Ia and Ib). The gray-value
profile was rotated for +90°, resulting in concentric
bands of voxels with the same gray value (Fig. 1E,
Ic). For pixel lines in the region with the embryo
pocket, the extreme points at the top and bottom of
the embryo pocket were first connected with a
straight line (Fig. 1E, line VZ). The distance TU was
assumed to be the radius of the embryo pocket
circle, whereas the distance SU corresponded to the
diameter of the endosperm circle (Fig. 1E, Ila and
IIb). The sizes of cells surrounding the embryo
pocket were different from the outer layers of the
endosperm bordering with the pericarp (Fig. 5A).
Hence, the “region of embryo influence” was de-
fined as a circle based on three points (Fig. 1E, IIb,
dashed line): the midpoint of the gray-value profile
(K) and the intercepts between the endosperm circle
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Figure 3. Frequency distribution of nNDNA amounts in longitudinal sections of the wild type (A and C) and the miniature
mutant (B and D) in endosperm (A and B) and in embryo (C and D) of 16-DAP kernels. DNA was quantitatively stained with
the Feulgen reaction (Greilhuber and Ebert, 1994), and permanent slides were prepared (Vilhar et al., 2001; the KS400
protocol). For each nucleus, tissue type (embryo or endosperm), position (centroid coordinates of the nucleus), nuclear area,
and nDNA amount were recorded. nDNA amount was measured with DNA image cytometry following the interphase-peak
method (Vilhar et al., 2001; Vilhar and Dermastia, 2002). The distribution of nDNA amounts for the embryo cells (C and D)
showed two peaks, corresponding to the 2C and 4C value (dashed lines). The mode of the embryo 2C peak was used as an
internal calibration standard for conversion of the nDNA amount data from arbitrary units to C values. The limits between
two consecutive peaks were set at midpoint between their modes (crosses on the x axis), allowing each nucleus to be
assigned to a certain DNA replication level (C-value class). Arrows on A and B indicate misplacing of the high C-value peaks.
At high C values, a part of the nucleus was not contained on the section, because the nuclear diameter was larger than
section thickness (20 wm). A, 1,658 nuclei; B, 1,331 nuclei; C, 4,231 nuclei were measured; and D, 1,862 nuclei.

and the embryo pocket circle (L and M). The gray-
value bands were fitted into the virtual cross section
(example in Fig. 1E, IIc). The gray values from KT
were used for voxels within the region of embryo
influence, and those from SK were used for all other
endosperm voxels. Examples of virtual serial longi-
tudinal sections generated with the described 3-D
model are presented in Figure 1F (1, 2, 3, and 4
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correspond to respective labels in Fig. 1E). The de-
scribed 3-D model of the endosperm enabled con-
struction of frequency distribution of the voxel gray
values, which was used to estimate the total number
of cells in the endosperm. The number of cells at
different endopolyploidy levels was calculated ac-
cording to the above procedure, using the images
shown in Figure 5B as the basis for 3-D modeling.
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Figure 4. Structure of the wild type and the miniature endosperm in
relation to DNA replication levels. Two 16-DAP kernels of each geno-
type were compared using the 3-D model of the endosperm. A, Distri-
bution of cells belonging to different C-value classes; inset shows the
ratio between the number of cells in the miniature and in the wild-type
endosperm at respective C-value classes. B, The median cell volume of
cells belonging to different C-value classes; inset shows the ratio be-
tween the median cell volume in the miniature and in the wild-type
endosperm at respective C-value classes. The ratio shown in insets was
calculated on the basis of the mean value of the respective parameters
for each genotype. C, Volume of endosperm occupied by cells belong-
ing to different C-value classes. A through C, Wild-type kernel nos. 1
and 2 (@ and M); miniature kernel nos. 1 and 2 (O and [J). The data for
the 96C and the 192C class were pooled together due to a small number
of cells. C value is shown in logarithmic scale.

Plant Physiol. Vol. 129, 2002

Scientific Correspondence

CYTOLOGICAL PARAMETERS IN THE WILD TYPE
AND MINIATURE ENDOSPERM

The total endosperm volume, estimated with the
3-D model, was 31 mm? consisting of 740,000 cells in
the wild-type kernel and 8 mm?® with 410,000 cells in
the miniature kernel. Compared with the wild type,
the number of cells in the miniature endosperm was
55%, whereas the endosperm volume was only 25%,
indicating that in addition to impaired cell prolifera-
tion, there is also a reduction in the cell size contrib-
uting to the smallness of the mn1 endosperm (Fig. 2).

The distribution of cell volumes was asymmetrical
in both genotypes, with the majority of cells having a
relatively small cell volume (Fig. 2A). However, com-
pared with wild type, the miniature endosperm was
deficient in the number of large cells (Fig. 2A, inset).
Although most of the endosperm was occupied by
large cells in both genotypes, increasing deficiency in
the number of cells at increasing cell size resulted in
the severely decreased total volume of the miniature
endosperm (Fig. 2B).

At least six endoreduplication cycles were com-
pleted by 16 DAP in the endosperm of both geno-
types (Fig. 3), showing that the progress of endoredu-
plication was not affected in the miniature endosperm
compared with the wild type. The distribution of
cells at a certain endopolyploidy level (C-value class)
showed the same pattern in both genotypes (Fig. 4A),
except that the number of cells in each C-value class
in the miniature endosperm was only 40% to 60% that
of the wild type (Fig. 4A, inset), in agreement with
the overall deficiency in the total number of cells in
the miniature endosperm (Fig. 2). In a previous study,
35 defective kernel mutants in maize (Kowles et al.,
1992) were found to have both reduced cell numbers
and reduced endopolyploidy levels, with the excep-
tion of one mutant that had a reduced cell number
but functional endoreduplication. The miniature mu-
tant is another example of the latter type of defective
kernel mutation. Reduced number of cells together
with functional endoreduplication in the miniature
endosperm demonstrates that mitosis and endoredu-
plication are not directly coupled processes in the
maize endosperm, as previously noted by Kowles et
al. (1992).

A positive correlation between the cell volume and
the amount of nDNA in both genotypes showed that
cell enlargement and endoreduplication are interde-
pendent processes (Fig. 4B). However, the median
cell volume at each endopolyploidy level was smaller
in the miniature than in the wild-type endosperm. The
ratio between the cell volume in the miniature and the
wild-type endosperm decreased with increasing en-
dopolyploidy level (Fig. 4B, inset), indicating that in
the miniature mutant cell expansion was particularly
impaired at high endopolyploidy levels. Cells at 12C
to 48C values occupied the largest part of the en-
dosperm volume in both genotypes. Nevertheless,
the absolute endosperm volume belonging to each
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Figure 5. Structure of the wild-type and the miniature endosperm. Two 16-DAP kernels of each genotype were compared.
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(Legend continues on facing page.)
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Figure 5. (Legend continued from facing page.)

in pseudocolor scale. Sections from left to right, Wild-type kernel no. 1 (3,788 cells were outlined on the longitudinal
section), wild-type kernel no. 2 (3,592 cells), miniature kernel no. 1 (2,974 cells), and miniature kernel no. 2 (2,660 cells).
B, Spatial distribution of cells at different DNA replication levels on the longitudinal section of the endosperm; images
generated with the virtual cellularization method; C values are shown in pseudocolor scale; sequence of sections is the same
as in A. C and D, Stacked histograms showing the number of cells in relation to the cell volume and the DNA replication
level. E and F, Stacked histograms showing the endosperm volume occupied by cells with different cell volumes and the
DNA replication levels. C through F, Data obtained with the 3-D model of the endosperm; the data for the 96C and the 192C

class were pooled together due to a small number of cells.

endopolyploidy level was smaller in the miniature
than in the wild-type kernel (Fig. 4C), due to a com-
bined effect of a reduced number of cells and a
reduced cell size.

The histograms in Figure 5, C through F, show the
complex relationship among the number of cells, the
cell size, and the endopolyploidy level in the maize
endosperm. The structural patterns were similar in
both investigated genotypes with two exceptions:
The miniature endosperm was characterized by
smaller cells at respective endopolyploidy levels than
the wild type, and by the absence of the largest cells.
Although large cells at higher endopolyploidy levels
were not numerous in either genotype, they contrib-
uted most to the final volume of the endosperm and
were, thus, essential for endosperm enlargement. For
example, only 7% of cells in the wild-type kernel had
the nDNA amount of 24C value or higher, but these
cells comprised 60% of the total endosperm volume
(Fig. 5, C and E). The cells with 3C and 6C nDNA
amounts had a share of 80% in the total number of
cells; yet, they only contributed 20% to the total
endosperm volume.

In both genotypes, the smallest cells were located
in the outer layers of the endosperm, whereas larger
cells occupied the central region (Fig. 5A), in agree-
ment with previous observations that the sizes of
both the nuclei and the cells increase from the aleu-
rone layer to the central endosperm in different
maize lines (Tschermak-Woess and Enzenberg-Kunz,
1965; Kowles and Phillips, 1988; Larkins et al., 2001).
The layers of endosperm cells lining the embryo
pocket contained larger cells at higher endopolyploidy
levels than the outer endosperm layers away from the
embryo in both genotypes (Fig. 5, A and B).

The central endosperm cells can only expand rap-
idly during crown development if cell growth is co-
ordinated with enlargement of the endosperm sur-
face, sustained by anticlinal divisions of the
peripheral cells (Kiesselbach, 1949). The surface of
the endosperm, without the embryo pocket and the
basal region, was about 40 mm?® in the wild-type
kernel but only 15 mm? in the miniature, as estimated
from the 3-D model. Because the size of cells in the
outer most layer was similar in both genotypes, the
estimated number of these outer cells was about
three times lower in the miniature than in the wild-
type endosperm. Thus, it seems likely that impaired
mitosis in the peripheral layers of the miniature en-
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dosperm imposes physical constraints upon expan-
sion of the central cells. Indeed, regarding the same
pattern of endoreduplication process in the miniature
endosperm and in the wild type (Fig. 3), miniature
cells at respective endopolyploidy levels were
smaller than expected (Fig. 4B).

The lower levels of metabolically released, osmot-
ically active sugars (hexoses) and precursors for cell
wall biosynthesis available to the miniature en-
dosperm due to the INCW2 deficiency may lead to a
reduced cell expansion in the peripheral region. This
may, in turn, cause a reduced mitotic activity in the
outer cell layers through cell size control mecha-
nisms, in agreement with the hypothesis of “expan-
sion leads mitosis” (Jacobs, 1997). INCW2 deficiency
may also result in a premature high ratio of Suc to
hexose in the endosperm, which may favor cell dif-
ferentiation and starch accumulation over cell divi-
sion, as has been shown for fava bean (Weber et al.,
1997). Although the mechanisms involved in regula-
tion of cell cycle and differentiation in relation to
sugar levels are presently largely unknown, the pre-
sented results support the hypothesis that the role of
cell wall invertase in control of seed development in
maize is similar to its regulatory role described in
fava bean (Weber et al., 1997).
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