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1. Uvod

Sjemenka u biljaka predstavlja zavsni stadij njihovog Zivotnog ciklusa, a u isto vrijeme je
potrebna za poCetak novog. Sjemenka ¢e nakon oplodnje nastati iz Zenskog dijela biljke,
gineceja, koji prolazi kroz drastiCne promjene koje se zasnivaju na diferencijaciji, dok rast i

diobe odlaze u drugi plan.

Unutar sjemenke pocinje razvoj nove biljke iz zigote, koji teCe kroz nekoliko razliCitih
stadija embriogeneze. Kao i kod svih organizama, pocetni razvojni stadiji su vrlo osjetljivi na
promjene u okolisu, zbog Cega uvijek postoje razliciti oblici zastite embrija. U biljnom carstvu
Ce zaStitu embriju pruziti sjemena lupina (testa), koja k tome osigurava uvjete za dormanciju

sjemenke, ali i njezino rasprostranjivanje.

Sjemena lupina nastaje iz ovojnih listova sjemenog zametka, a uzevsi to u obzir, ona ¢e
biti jedini dio sjemenke podrijetlom iskljuCivo od maticne biljke i ne sadrzi geneticki materijal
obaju roditelja. Sjemena lupina prilikom diferencijacije prolazi kroz drasticnije promjene od
bilo kojeg drugog dijela sjemenke (Haughn i Chaudhury, 2005). Taj proces se istraZivao i
istrazuje se pomoc¢u raznih null mutanata’ za pojedine gene bitne za pravilan razvoj sjemene
lupine. Osim genetickih istrazivanja, razumijevanju razvoja sjemene lupine doprinjela su i
brojna promatranja promjena sjemenki pomocu mikroskopa, ¢ime se dobio izravan uvid u

drasti¢nost promjena stanica integumenta.

Vecina razvojnih procesa u biljaka istrazuje se na vrsti Arabidopsis thaliana. Razvoj
sjemene lupine takoder je najbolje proucen u sjemenke vrste A. thaliana, a takav obrazac

razvoja odgovara vecini vrsta u porodici Brassicaceae (Windsor i sur., 2000).

! Mutanti koji gube funkciju gena u kojem je mutacija



2.Anatomija 1 razvoj sjemene lupine u vrste

Arabidopsis thaliana

Sjemeni zametci kod roda Arabidopsis imaju dva ovojna lista — vanjski, koji je graden iz
dva sloja stanica, i unutrasnji koji je graden iz tri sloja stanica. Oba ovojna lista su podrijetlom
od L1 sloja apikalnog meristema, a nastaju prilikom rasta sjemenog zametka iz epidermalnog
sloja (Schneitz i sur., 1995). Sjemena lupina se razvija iz integumenata i halazalnih tkiva
sjemenog zametka diferencijacijom, a okidaC razvoja je oplodnja. Halazalna tkiva su razliCite
grade zbog toga S$to je ondje mjesto prihvacanja funikulusa za sjemeni zametak, a time i

mjesto na kojem do sjemenog zametka dolaze provodne Zile (Debeaujon i sur., 2007).

Unutrasnji slojevi sjemene lupine razvijaju se iz unutrasnjeg ovojnog lista, a zajednicki
naziv im je endotelij. U poCetnim stadijima razvoja, stanice unutrasnjeg sloja endotelija (sl. 1.,
111) sintetiziraju proantocijanidine (PA), poznate pod imenom kondenzirani tanini (Debeaujon
i sur., 2007). Ti bezbojni spojevi se nakupljaju u vakuolama stanica endotelija, a tijekom
sazrijevanja sjemenke dolazi do njihove oksidacije, $to sjemenkama daje smedu boju (Marles
i sur., 2003). Stanice koje Cine vanjska dva sloja endotelija tijekom razvoja sjemene lupine
ostaju slabo diferencirane parenhimske stanice, koje se tijekom rasta sekundarnog
endosperma pritiS¢u i uniSte. Ta dva sloja su ujedno i prvi koji prolaze kroz programiranu
stani¢nu smrt (PCD) (Haughn i Chaudhury, 2005).

Vanjski slojevi sjemene lupine se razvijaju iz vanjskog ovojnog lista i zajedicki naziv im
je epidermalni sloj. Taj sloj prolazi kroz drastiCne procese diferencijacije, koji ukljucuju
izluCivanje mucilaga, sinteze sekundarnih stani¢nih stijenki i uniStenje stanica unutraSnjeg
sloja (sl. 1A i B; oil). Mucilago su hidrofilni polisaharidi koji se iz stanica vanjskog
epidermalnog sloja (sl. 1A i B; 0i2) izluCuju izmedu stanicne membrane i primarne stanicne
stijenke (Windsor i sur., 2000). Prema sastavu, moZze biti pektinski, hemicelulozni ili
celulozni. U slucaju sjemenke vrste A. thaliana, sastav mucilaga je pektinski, prvenstveno od
ramnoze i galakturonske kiseline (Windsor i sur. 2000), dok su slabo zastupljeni celuloza i
ksiloglukan (Haughn i Western, 2012). Tijekom sazrijevanja sjemenke mucilago se isusuje, a

njegova uloga postaje jasna prilikom dodatka vode. VVoda uzrokuje brzo izbacivanje mucilaga,



koji predstavlja Zelatinozni omotaC zrele sjemenke. Mucilago, osim Sto pruza vodom bogat
okolis koji potice klijanje, Siti sjemenku od toksic¢nih tvari iz okoliSa (Haughn i Chaudhury,
2005). Golgijev kompleks (GK), koji putem vezikula u apoplast izbacuje mucilago, se tijekom
tog izluCivanja proSiti Citavim stanicama vanjskog epidermalnog sloja, a citoskelet ga
organizira u formaciju nalik vulkanu. Mucilago se u apoplast oko tih stanica izluCuje u obliku
prstena, koji nastaje zbog njegovog usmjerenog izluCivanja oko ,,vulkana®“ (Arsovski i sur.,
2010). Zbog tog procesa, ali i stvaranja sekundarne staniCne stijenke, stanice dobivaju
karakteristiCan izgled koji se naziva kolumela (Windsor i sur., 2000). Subepidermalni sloj
stanica (sl.1A i B; 0il) ¢e u kasnijim fazama razvoja sintetizirati sekundarnu stani¢nu stijenku
prema unutrasnjosti sjemenke (Debeaujon i sur., 2007), a osim toga u njima se odvija i sinteza
flavonola koji su bezbojni do blijedozuti (Pourcel i sur., 2005).

Svi navedeni procesi se odvijaju u svrhu zastite embrija. Dva sloja debele sekundarne
staniCne stijenke sjemenci daju Cvrstocu, zastitu i nepropusnost za vodu i Kisik (Haughn i
Chaudhury, 2005), Sto je bitno i za dormanciju sjemenke. Pretpostavlja se da PA, mucilago i
sekundarna stanic¢na stijenka zajedni¢ki onemogucavaju izmjenu plinova i tekuéina izmedu
sjemenke i okolisa, §to omogucuje dulji vijek trajanja sjemenke (Haughn i Chaudhury, 2005).

A A LT B

[ Froantnocyaniding || Flavoncls

Slika 1. Prikaz strukture sjemene lupine i mjesta sinteze pojedinih skupina spojeva u sjemenci vrste A.
thaliana. (A) Anatomija sjemenke dok je embrio u srcolikom stadiju. (B) Poprecni prerez kroz sjemenu lupinu
zrele sjemenke. Kratice: ¢, halaza; cl, kolumela; cpt, nucel; ct, kutikula; cv, centralna vakuola; cw, stani¢na
stijenka; e, embrij; h, hijalini sloj; ii, unutradnji integument; m, mikropila; mu, mucilago; oi, vanjski integument;

pe, aleuronski sloj; ps, pigmentni sloj; s, suspenzor; vb, provodni snop. Preuzeto iz Debeaujon i sur., 2007.



3. Tijek razvoja sjemene lupine

Kao i u svakom drugom razvojnom procesu, tako i prilikom razvoja sjemene lupine,
aktivnost gena u odredeno vrijeme na odredenom mjestu odreduje tijek tog procesa. Tijekom
razvoja sjemene lupine, bitnom se pokazala i interakcija izmedu endosperma i integumenta, a
kasnije endosperma i sjemene lupine (Haughn i Chaudhury, 2005). Buduci da je vremenski
period od oplodnje u sjemenci najuocljiviji na izgledu embrija, razvojni stadiji od ovojnih
listova do zrele sjemene lupine se prikazuju paralelno sa stadijem u kojem je embrij. Razvojni
procesi kojima nastaje zrela sjemena lupina su obic¢no podijeljeni u pet stadija (Western i sur,
2000; Windsor i sur., 2000), koji idu od samog rasta stanica, preko stvaranja amiloplasta, do

izluCivanja mucilaga i stvaranja sekundarne stijenke (sl. 2.).
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Slika 2. Dijagram koji prikazuje meduovisnost razvoja sjemene lupine, razvoja embrija i rasta sjemenke u

danima nakon oplodnje (DAP). Preuzeto iz Western i sur. 2000.



3.1. Stadij 1 - razvoj od dvostanicnog do globularnog

embrija

Razvoj sjemene lupine zapocCinje tek nakon Sto stanice integumenta nakon oplodnje
dobiju signal. Buduci da ovojni listovi nisu izravno ukljuceni u proces oplodnje, signal treba
dodi iz endosperma (Haughn i Chaudhury, 2005). Mutanti koji pokazuju slabiji rast sjemenki
ukazuju na to da su u kontrolu veliCine sjemenke ukljuceni geni HAIKU1 (IKU1) i HAIKU2
(IKU2) (Garcia i sur., 2003). Spomenuti mutanti imaju smanjen endosperm, oslabljelu
proliferaciju stanica embrija, te smanjenu elongaciju stanica ovojnih listova. IKU geni na rast
stanica najvjerojatnije djeluju neposredno, tako Ssto omogucuju rast endosperma koji Ce tjerati
stanice integumenata na rast (Garcia i sur., 2003). Pod kontrolom IKU1 je, osim IKU2 i
MINI3, koji sudjeluje u istome putu (Wang i sur., 2010).

Vazan proces ovog stadija je sinteza PA u stanicama endotelija. U taj proces su ukljuceni
brojni geni, Ciji mutanti daju bezbojne sjemenke, prema Cemu su nazvani geni —
TRANSPARENT TESTA (TT), TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTG) i BANYLUS (BAN).
Svi geni vezani uz razvoj endotelija su svrstani u dvije skupine (Haughn i Chaudhury, 2005).
Prva skupina gena prepisuje proteine koji sudjeluju u biosintezi i kompartmentalizaciji
flavonoida (TT3, TT4, TT5, TT6, TT7, BAN, TT12, TT19, TDS4/TT18 i AHA10). Druga
skupina prepisuje transkripcijske faktore (TT1, TT2, TT8, TT16, TTG1 i TTG2). Geni koji su
prvi u kontroli biosinteze PA su TT1 i TT16. TT1 kontrolira ekspresiju TT4, Kkoji je bitan u
prvom koraku biosinteze PA (sl. 3.), a pokazalo se da stupa u interakciju s transkripcijskim
faktorom TT2 (Appelhagen i sur., 2011). TT16 je MADS transkripcijski faktor potreban za
normalnu diferencijaciju i oblik stanica endotelija, a prisutan je cijelo vrijeme tijekom razvoja
sjemene lupine (Nesi i sur., 2002). SljedeCi nivo u kontroli biosinteze PA su TTG1, TT2 i
TT8. Za razliku od TTG1 i TT2, koji su aktivni do preslaska embrija u torpedo oblik (Nesi i
sur., 2001), TT8 je aktivan i u kasnim stadijima embrija (Baudry i sur., 2006). TTG1, TT2 i
TT8 djeluju u stanicama endotelija kao transkripcijski kompleks, pod Cijom su izravnom
kontrolom TTG2, TT3, TT18 i BAN (sl. 3.), geni biosintetskog puta PA, kao i TT12, koji je
bitan u transportu PA (Johnson i sur., 2002, Baudry i sur., 2004, Nesi i sur., 2000, Nesi i sur.,
2001). TTG2, za kojeg josS nije poznato u kojem koraku regulira biosintezu PA, sudjeluje u
kontroli jednog od gena Ciji produkt ima ulogu u jednom od koraka biosinteze PA nakon

leukoantocijanidina (Johnson i sur., 2002). Njegova aktivnost raste nakon oplodnje, a opada s
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vakuolizacijom stanica endotelija (Johnson i sur., 2002). Otkriveno je da aktivnost TTG2 ima
utjecaj na elongaciju stanica u endoteliju, i to najvjerojatnije posredno, zbog nakupljanja
odredenih produkata tanina u stijenci koji smanjuju mogucnost elongacije (Garcia i sur.,
2005).

Pokazalo se da TT8 i TT2 mogu samostalno djelovati na ekspresiju prethodno navedenih
gena, ali u stanici stvaraju proteinske komplekse (Baudry i sur., 2004). Buduci da se pokazalo
da TT2 i TT8 mogu obavljati funkciju transkripcijskog kompleksa i bez TTG1, o kojem ovisi
njihova aktivnost, najvjerojatnije je da su ekspresija TT2 i TT8 pod kontrolom TTG1 (Baudry
i sur., 2004). Ekspresija TT2 je ograniCena na stanice endotelija, dok to nije slucaj s TT8 i
TTG1 (Nesi i sur., 2001). S obzirom da je ekspresija TT2 ujedno i vremenski ograniCena na
period unutar kojeg se odvija biosinteza PA, TT2 se moze smatrati kljucnim transkripcijskim
faktorom u biosintezi PA.
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Slika 3. Prikaz biosintetskog puta proantocijanidina (PA), antocijanina i flavonola u A. thaliana. Uz

pojedine enzime su navedeni i mutanti za njihove gene (tt i ban). Preuzeto iz Pourcel i sur., 2005.



Vanjska dva sloja unutraSnjeg ovojnog lista, u kojima se ne dogada biosinteza
kondenziranih tanina, prolaze kroz programiranu stani¢nu smrt joS u ovoj, ranoj fazi razvoja.
U tom procesu je kljuCan dVPE (vacuolar processing enzyme), ¢ijom se aktivnoScu stanice ta
dva sloja smanjuju i dolazi do pucanja vakuola, a vidljivo je i razlaganje jezgara (Nakaune i
sur., 2005). U dVPE null-mutantima ipak dolazi do pravilnog sazrijevanja, jer vanjski slojevi
stanica unutraSnjeg integumenta prsnu pod mehaniCkim pritiskom iz unutrasnjosti (Nakaune i
sur., 2005).

Epidermalni sloj sjemene lupine ne prolazi kroz znaCajne promjene kao Sto je toj slucaj s
endotelijem. Stanice su ispunjene velikim vakuolama i joS se ne naziru promjene (sl. 4.)

(Windsor i sur., 2000).

Slika 4. Shematski prikaz stanica epidermalnog sloja sjemene lupine u stadiju 1. S desne strane je prikaz

stadija u kojem se nalazi embrij. OW, tanka vanjska stani¢na stijenka; VA, vakuola. Prilagodeno na temelju

Windsor i sur., 2000.



3.2. Stadij 2 - razvoj globularnog i srcolikog embrija

U ovom stadiju se ne dogadaju velike promjene. Stanice unutradnjeg ovojnog lista ne
prolaze kroz promjene, dok se u stanicama vanjskog ovojnog lista formiraju amiloplasti
(Windsor i sur., 2000). Skrobna zrnca se sintetiziraju u vanjskom epidermalnom sloju uz
vanjsku stanicnu membranu i stijenku, dok su u unutrasnjem sloju smjeStene uz unutraSnju
stijenku (sl. 5.). Dolazi i do rearanZmana unutar stanice (Western i sur., 2001), Sto Ce biti
bitno prilikom sinteze i izlu€ivanja mucilaga pomoéu Golgijevog kompleksa (GK). Bitna
stvar za razvoj sjemene lupine je uspostava razliCitih puteva diferencijacije izmedu dvaju
epidermalnih slojeva (Windsor i sur., 2000). Gen za koji je poznato da je aktivan u ovom
stadiju je APETALA 2 (AP2) (Western i sur., 2001). Nije poznato ostaje li AP2 aktivan jos od
razvoja sjemenog zametka ili se nanovo aktivira u ovome stadiju. Sigurno je to da on odreduje

slijed diferencijacije dvaju slojeva epidermalnog sloja tijekom stadija 3 (Western i sur., 2001).

Slika 5. Shematski prikaz stanica epidermalnog sloja sjemene lupine u stadiju 2. S desne strane je prikaz
stadija u kojem se nalazi embrij. OW, tanka vanjska stani¢na stijenka; SG, Skrobna zrnca. Prilagodeno na

temelju Windsor i sur., 2000.



3.3. Stadij 3 - stadij torpednog i ranog kotiledonarnog

embrija

Ovaj stadij se moze smatrati kljucnim u razvoju sjemene lupine. Nastupaju drastiCne
promjene zbog diferencijacije epidermalnog sloja. Skrobne granule se jos vise povecavaju,
vakuole unutradnjeg epidermalnog sloja se podijele na vise manjih, a same stanice tog sloja se
pritiSCu uz vanjski epidermalni sloj (Windsor i sur., 2000). Stanice vanjskog epidermalnog

sloja stvaraju i izluCuju mucilago, te poprimaju karakteristican oblik kolumele.

Pet strukturnih gena je ukljuceno u sintezu i izluCivanje mucilaga, a to su MUCILAGE
MODIFIED (MUM) geni (Haughn i Chaudhury, 2005). Za MUML1 se mislilo da je strukturni
gen, ali se nedavno ustanovilo da je njegov produkt transkripcijski faktor pod Cijom je barem
djelomi¢nom kontrolom ekspresija gena MUM2 (Huang i sur., 2011). Mutanti mum2 imaju
nedostatak razgranatog ramnogalakturonana I, koji je glavni sastojak mucilaga (Dean i sur.,
2007). Za MUM2 je poznato da je B-galaktozidaza Cija je aktivnost potrebna za izbacivanje
mucilaga prilikom hidracije, ali nije poznato koji polisaharidi su njezini supstrati. MUM3 i
MUMS5 su jos neistraZeni geni, a jedino $to se zna o njihovoj ulozi je da su bitni za biosintezu
polisaharida ukljucenih u izgradnju mucilaga. Nije poznato jesu li strukturni geni Ciji produkti
izravno sudjeluju u biosintezi ili je rijeC o transkripcijskim faktorima koji kontroliraju taj
proces (Western i sur., 2001). MUM4 kodira sintazu UDP-L-ramnoze (Western i sur., 2004,
Arsovski i sur., 2009), te je na taj nacCin izravno ukljucen u proces biosinteze
ramnogalakturonana . Poznato je i nekoliko gena Cije mutacije u dvostrukim mutantima s
mum4 daju pojacan fenotip. To su MEN1, MEN2, MEN4, MEN5 i MENG, Cija uloga jos uvijek
nije razjasnjena. Poznato je da su MEN1, MEN4 i MENS5 ukljucenu u sintezu i/ili izluCivanje
mucilaga, dok MEN2 i MENG6 imaju ulogu u otpusStanju mucilaga prilikom hidracije sjemenki
(Arsovski i sur., 2009).

Kontrola strukturnih gena ukljucenih u sintezu, izluCivanje i otpusStanje mucilaga jo$
uvijek nije do kraja razjasnjena. Sigurno je da su u to ukljuceni AP2, TTG1, GL2, EGL3 i/ili
TT8, TTG2, MYBS i/ili TT2, te prethodno spomenuti MUM1. AP2 i TTG1 kompleks (sl. 6.)
zajednicki djeluju u glavnom putu kontrole. TTG1 proteinski kompleks Cine produkti gena
TTG1, EGL3 i MYB5. EGL3 je djelomi¢no podudaran TT8 produktu, a MYB5 TT2 produktu,



koji su prethodno spomenuti u kontroli biosinteze PA (Huang i sur., 2011, Haughn i
Chaudhury, 2005). GL2 i TTG2 djeluju nizvodno od TTG1 kompleksa, pod Cijom su
kontrolom. Za GL2 je poznato da kontrolira ekspresiju MUM4, dok TTG2 djeluje na MUM
gene na jo$ nepoznat nacin. Alternativni put kontrole predstavlja MUMZ1, koji izravno djeluje
na ekspresiju MUM2 gena. Za TTG1 kompleks jo$ uvijek nije ustanovljeno djeluje li izravno

na ekspresiju MUM?2 ili ne (sl. 6., iscrtkana strjelica) (Huang i sur., 2011).
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Slika 6. Regulatorni put biosinteze mucilaga i razvoja sjemene lupine. Kontrola biosinteze i izluCivanja
kontrolirana je TTG1 kompleksom transkripcijskih faktora u kombinaciji s AP2, te MUML1 transkripcijskim

faktorom. Pretpostavljeni put regulacije prikazan je iscrtkanom strjelicom. Preuzeto iz Huang i sur., 2011.

Na sl. 7. vidljiv je utjecaj sinteze i izluCivanja mucilaga na izgled stanice. Dramati¢ne
promjene kre€u jo$ u stadiju 2 s razmjeStanjem GK, te njegovim promjenama. Cisterne GK se
skrate i povecaju promjer, Sto je posljedica pojacane produkcije mucilaga (Arsovski i sur.,
2010). Zbog usmjerenog izluCivanja mucilaga u apoplast, citoskeletni elementi organiziraju
GK i vezikule u formaciju nalik vulkanu (sl. 7.) zbog Cega se mucilago u apoplast izluCuje u

prstenasti dzep koji okruzuje ,,vulkan®.
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Slika 7. Prikaz stanice koja izluCuje mucilago. Ispod sheme stanice je legenda s enzimima i

polisaharidima koji su prikazani. GK poslagani u obliku vulkana, a vakuola u stanici vise nema. Unutar GK

sintetiziraju i doraduju se polisaharidi, koji se potom sekretornim vezikulima usmjereno izlu€uju u apoplast.

Prilagodeno na temelju Arsovski i sur., 2010.

Ovaj kljucni stadij razvoja sjemene lupine evidentan je i u unutrasnjem epidermalnom

sloju. Ondje se nastavlja sinteza Skroba i njegovo pohranjivanje u obliku Skrobnih zrnaca, a
osim toga u stanicama se vakuole razbijaju na veci broj manjih vakuola (sl. 8.) (Windsor i

sur., 2000).
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Slika 8. Shematski prikaz stanica epidermalnog sloja sjemene lupine u stadiju 3. S desne strane je prikaz
stadija u kojem se nalazi embrij. OW, tanka vanjska stani¢na stijenka; SG, Skrobna zrnca; VA, vakuola.

Prilagodeno na temelju Windsor i sur., 2000.

3.4. Stadij 4 - stadij zrelog kotiledonarnog embrija

Produkcija i izluCivanje mucilaga do ovog stadija su zavrSeni i potrebne su jo§ samo
manje dorade diferencijacijskog procesa. Vakuola u stanicama vanjskog epidermalnog sloja
viSe nema, jer je prilikom sinteze i izluCivanja mucilaga bio potreban prostor za slaganje GK
u ,,vulkan®. Taj proces je formirao karakteristiCne stanice, na kojima se jo$ samo treba stvoriti
sekundarna stanic¢na stijenka. Zbog toga Sto kontakt izmedu stanicne membrane i primarne
stanicCne stijenke postoji samo u srediStu vanjske stijenke, stanice vanjskog epidermalnog sloja
zadrzavaju izgled koji su poprimile izluCivanje mucilaga (Windsor i sur., 2000). Takav izgled
naziva se kolumela (sl 9.). Skrobna zrnca se razgraduju u oba sloja, ¢ime se oslobadaju
gradevne jedinice za polisaharide sekundarnih stijenki. Unutrasnji epidermalni sloj se zbog
rasta endosperma i embrija pritiS¢e, kao i dva vanjska sloja endotelija koja su prosla kroz

programiranu stani¢nu smrt u stadiju 1.
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Slika 9. Shematski prikaz stanica epidermalnog sloja sjemene lupine u stadiju 4. S desne strane je
prikaz stadija u kojem se nalazi embrij. MU, mucilago; OW, tanka vanjska stani¢na stijenka; SG, Skrobna zrnca.

Prilagodeno na temelju Windsor i sur., 2000.

3.5. Stadij 5 - zrela isusena sjemenka

U posljednjem stadiju razvoja, sekundarna stani¢na stijenka zavrSava svoju sintezu, te je
sada oblozila epidermalni sloj s vanjske i unutradnje strane (sl. 10.). Skrobnih zrnaca u
stanicama viSe nema, a endotelij i unutradnji epidermalni sloj su potpuno potisnuti i unisteni
rastom embrija (Windsor i sur., 2000). Sjemena lupina je u potpunosti diferencirana i svedena
na jedan, vanjski epidermalni sloj. U unutrasnjosti zbog pucanja stanica endotelija prilikom
kompresije dolazi do otpustanja i oksidacije PA, zbog Cega zrela sjemenka poprima smedu

boju. Mucilago koji je izluCen izmedu primarne stanicne stijenke i stanicne membrane sada se

isusuje. Prilikom dodatka vode dolazi do imbibicije, te se mucilago otpusta i okruzi sjemenku
(sl. 10., desni dio).

Slika 10. Shematski prikaz stanica epidermalnog sloja sjemene lupine u stadiju 5. S desne strane je
prikaz stadija u kojem se nalazi embrij. CO, kolumela; IL, unutrasnji epidermalni sloj; MU, mucilago; OW,

tanka vanjska stanicna stijenka;. Prilagodeno na temelju Windsor i sur., 2000.
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4. Zakljucak

Razvoj sjemene lupine je vrlo dinamican proces, koji ukljuCuje procese diferencijacije pri
kojima gotovo svaki sloj integumenata ima vlastitu sudbinu. Na primjeru urocnjaka vidljivo je
da pojedini geni koji su aktivni u vise razliCitih biljnih tkiva, u odredenim uvjetima i
kombinacijama s ekspresijom drugih gena ukljuCenih u kontrolu razvoja, daju sasvim
drugacije rezultate. Primjer toga je GL2 (GLABRA 2), koji sudjeluje u razvoju trihoma,
korjenovih dlacica, te regulaciji sadrzaja ulja u sjemenkama. TTG1, TTG2, TT8 i TT2 su
spomenuti tijekom diferencijacije endotelija i epidermalnog sloja, jer mogu sudjelovati u
kontroli diferencijacije oba sloja.

Tijekom razvoja sjemene lupine, od pet slojeva koji Cine ovojne listove ostaje samo
jedan, okruzen sekundarnim stanicnim stijenkama koje jako dobro Stite embrij i endosperm.
Zbog nepropusnosti sekundarnih stanicnih stijenki, ali i drasticnih promjena u jedinom
preostalom sloju stanica prilikom sinteze i izluCivanja mucilaga, te stanice umiru. PA iz
endotelija, kao i flavonoidi iz unutrasnjeg epidermalnog sloja, pruzaju dodatnu zastitu,
pojacati nepropusnost sjemene lupine, a moguce i sprijeciti daljni rast stanica. Mucilago je
takoder jedan oblik zastite sjemenke, a poznato je i da se, ukoliko nastanu susni uvjeti, on

ponovno vraca u isuseno stanje i tvori tanki sloj na povrsini kolumele.

U razvoju sjemene lupine joS uvijek postoje nerazjasnjene funkcije gena. Negdje su to
transkripcijski faktori, Cije se mete djelovanja joS uvijek traze, a negdje strukturni geni koji
sudjeluju izravno u procesima biosinteze. JoS je uvijek nepoznat toan naCin komunikacije
izmedu endosperma i ovojnih listova nakon oplodnje i kakva je priroda signala za pocetak
diferencijacije. Osim toga, neistrazen je ostao i nacin odlaganja PA u vakuole stanica

endotelija.

Sustav razvoja sjemene lupine moZe posluziti kao dobar modelni sustav za istraZzivanje
programirane stanicne smrti, kroz koju prolaze stanice vanjskih slojeva unutrasnjeg
integumenta. IzluCivanje mucilaga na specifican nacin takoder je dobar model za proucavanje,
ali u ovom slucaju usmjerene sekrecije tvari iz biljnih stanica. Ovaj sustav, stoga, ima dobru

perspektivu u biljnoj razvojnoj biologiji, kao i u stani¢noj biologiji.
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6. Sazetak

Razvoj sjemene lupine najbolje je istrazen u vrste A. thaliana. Razvoj sjemene lupine iz
vanjskih i unutarnjih ovojnih listova sjemenog zametka pocinje nakon oplodnje, a signal za
pocCetak dolazi iz endosperma. Proces se temelji na diferencijaciji, te u maloj mjeri na rastu
stanica. Vanjski ovojni list se diferencira u epidermalni sloj, dok od unutrasnjeg nastaje
endotelij. Stanice epidermalnog sloja sintetiziraju i izluCuju mucilago, a u kasnijim stadijima
razvoja stvaraju sekundarne stanicne stijenke. Mucilago prekriva povrsinu zrele sjemenke, a u
doticaju s vodom dolazi do imbibicije i mucilago se otpusta, te okruzi sjemenku. Tijekom
sinteze i izluCivanja mucilaga unutrasnjost vanjskog epidermalnog sloja poprima oblik
vulkana, Sto se odrazava i u vanjskom izgledu stanica. U stanicama unutraSnjeg sloja
endotelija se sintetiziraju proantocijanidini (PA), koji nakon oksidacije u zreloj sjemenci
poprimaju smedu boju. Vanjska dva sloja unutraSnjeg ovojnog lista u ranijim stadijima
razvoja prolaze kroz programiranu smrt stanica. Zbog rasta embrija i endosperma u

unutrasnjosti sjemenke, svi slojevi osim vanjskog epidermalnog se potisnu i uniste.

Razvoj sjemene lupine predstavlja dobar model za prouCavanje programirane stanicne
smrti, te usmjerenog izlucivanja tvari iz biljnih stanica. Ovo podrucje razvojne biologije
biljaka stavlja znanstvenike pred brojne izazove, od odredivanja puteva kontrole

diferencijacijskih procesa, do otkrivanja funkcija strukturnih gena.
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/.Summary

Seed coat development is best described for Arabidopsis thaliana. Development of a seed
coat from two ovule integuments starts right after fertilization. Signal for this process comes
from an endosperm. Changes occuring during seed coat development are based on
differentiation and, to a small degree, on cell elongation. Outer integument differentiates into
epidermal layer, while the inner becomes endothelium. Cells of the epidermal layer synthesize
and secrete mucilage and, at late stages, secondary cell walls. Mucilage covers the surface of
a mature seed, thus in contact with water it can imbibe and be released. During mucilage
synthesis and secretion the cell interior is volcano-shaped, which is evident on the outside.
Cells of the innermost endothelium layer synthesize proanthocyanidins (PA), which oxidize at
late stages of development and turn from colourless into brown. Two outer layers of the inner
integument go through programmed cell death (PCD) in early stages. Growth of embrio and
endosperm causes all layers except the outermost to compress and break.

Seed coat development can serve as an excellent model for PCD research, as well as for
targeted secretion. This area of plant developmental biology is still challenging, since
differentiation control pathways and some structural gene functions still have to be elucidated.
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