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Streszczenie: Paprocie jednakozarodnikowe wytwarzaja tylko jeden typ haploidalnych zarodnikow, jed-
nakze kazdy z nich jest potencjalnie obuptciowy i moze rozwina¢ si¢ w megski lub obojnaczy gametofit.
Determinacja ptci u tych paproci odbywa sig czgsto przy udziale mechanizméw epigenetycznych, w
ktorych kluczowa rolg spetniaja anterydiogeny wydzielane przez obojnacze gametofity i indukujace ptec¢
meska u piciowo niezdeterminowanych osobnikow. Analizy determinacji ptci w gametofitach u Cerato-
pteris richardii, jednego z modelowych gatunkdéw, pozwolily zaproponowac hipotetyczny mechanizm
wspoldziatania przynajmniej oSmiu gendw w okreslaniu rodzaju ptei z udziatem endogennego anterydio-
genu. Natomiast w gametofitach innego modelowego gatunku paproci, Anemia phyllitidis, pte¢ mgska
moze by¢ indukowana przez kwas giberelinowy, ktory imituje dziatanie naturalnego dla tego gatunku
anterydiogenu, kwasu anterydiowego. Kwas giberelinowy wywotuje specyficzne, cytomorfologiczne
efekty, ktore pozwolity na opracowanie trojstrefowego modelu budowy gametofitu A. phyllitidis. Ostat-
nie badania wykazatly, ze determinacja ptci u tego gatunku odbywa si¢ przy wspotudziale etylenu, ktory
wydaje si¢ by¢ mediatorem dziatania giberelin w tym procesie. Prawdopodobny mechanizm takiej regu-
lacji zaprezentowano w pracy.

Stowa kluczowe: Anemia phyllitidis, anterydiogeny, etylen, kwas giberelinowy, determinacja plci.

Summary: Homosporous ferns produce only one type of haploide spores, however each of them is
sexually bipotential and can develop as a male or hermaphrodite gametophytes. Their sex is often deter-
mined by an epigenetic mechanism that is responsive to antheridiogens which are secreted by hermaphro-
dites and promote the development of males from sexually undetermined gametophytes. Analyses of sex
determination in the gametophytes of Ceratopteris richardii, one of the model fern species, has been
defined a hypothetical network of at least eight interacting genes involved in sex expression with connec-
tion of endogenous antheridiogen. However, in the gametophytes of Anemia phyllitidis, the second impor-
tant model system in the studies of sex determination, male sex could be induced by gibberellic acid which
imitates the action of antheridic acid, the main antheridiogen of that fern. Gibberellic acid produces
specific cytomorphological effects which allowed to create the three zone model of A. phyllitidis gameto-
phyte structure. The results of recent analyses have revealed that ethylene involved in controlling sex
determination in 4. phyllitidis. It seems to mediate the action of gibberellin in process of sex expression. In
this paper the hypothetical mechanism of this activity is proposed.

Key words: Anemia phyllitidis, antheridogens, ethylene, gibberellic acid, sex determination.
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WSTEP

Rozwdj roélin odbywa si¢ w dwuetapowym cyklu przemiany pokolen. Jedno pokolenie
to diploidalny sporofit (2n) wytwarzajacy zarodniki, podczas gdy drugie pokolenie
generatywne to haploidalny gametofit (1n), ktory wytwarza komorki rozrodcze. U ro$lin
nizszych, takich jak glony i mszaki, pokolenie haploidalne jest pokoleniem dominujacym.
Pokolenie diploidalne za$ to cudzozywne stadium rozwijajace si¢ kosztem gametofitu.
W toku ewolucji nastapito odwrocenie wzajemnej dominacji obu pokolen, co szczegolny
charakter przyjeto u roslin okrytonasiennych. U tych roslin zenski i meski gametofit to
odpowiednio kilkukomoérkowy zalazek lub kietkujace ziamo pyltku, ktére powstaja w wyniku
tzw. mejozy posredniej — sporotycznej [29].

Niezwykle frapujacym i ciagle nierozwiazanym zagadnieniem rozwoju roslin jest
determinacja plci. Kontrola tego zjawiska odbywa si¢ przy udziale czynnikéw $rodowiska
i za pomoca dwoch systemoéw: hormonalnego i/lub chromosomalnego. W systemie
chromosomalnym geny odpowiedzialne za determinacj¢ pici i rozwdj organow
rozrodczych zebrane sa w chromosomy pici (X,Y). Typ kontroli determinacji pici oraz
rozwoju organdow rozrodczych, w ktorym chromosom Y aktywnie bierze udziat w
determinacji ptci meskiej, nazywamy heterogametycznoscia meska [3]. Udziat
chromosomoéw w determinacii plci zostat stwierdzony u roslin dwupiennych, stanowiacych
okoto 5% wszystkich roslin kwitnacych, takich jak np. bniec (Silene latifolia) [3], a
takze u roslin nizszych, takich jak Marchantia polymorpha (watrobowce). U M.
polymorpha gametofit zenski 1 meski to dwie haploidalne rosliny rézniace si¢ migdzy
soba organami rozrodczymi, z ktorych kazda posiada tylko jeden z chromosomow X
lub Y wielkoscia przypominajacy jego odpowiednik u ssakow. W pokoleniu diploidalnym
za$ komorki zawieraja chromosomy pici zawsze w kombinacji XY [39].

Czgsto obok chromosomow X 1 Y decydujaca role w determinacji plci odgrywa
wzajemna zalezno$¢ pomigdzy liczba chromosomoéw zenskich (X) a liczba haploidalnych
kompletow autosomow (A). Zalezno$¢ t¢ wyraza iloraz X/A. Warto$¢ ilorazu wynoszaca
0,5 (X/2A) wyznacza wskaznik dla osobnikow meskich, podczas gdy 1,0 dla osobnikow
zenskich (np. 2X/2A lub 3X/3A). W przypadku wartosci posrednich np. 0,66 (2X/3A)
mamy do czynienia z osobnikami hermafrodytycznymi. Taki system determinacji plci
typowy dla muszki owocowej (Drosophila melanogaster) obserwuje si¢ migdzy innymi
u Rumex palustris i Humulus lupulus [10].

Ze wzgledu na stopien zrdéznicowania morfologicznego chromosomy XY mozna
podzieli¢ na trzy grupy: (1) morfologicznie zr6znicowane — heteromorficzne, np. u
M. polymorpha i S. latifolia; (2) o niezauwazalnych morfologicznych roéznicach —
homomorficzne, np. u papai (Carica papaya) oraz (3) polimorficzne, np. u szczawiu
(R. acetosa, XY Y,) lub chmielu (H. lupulus, X XY Y,). Skrajny przypadek
polimorfizmu chromosomow plci stwierdzono u zwierzat, np. u dziobaka [10].

Proces determinacji plci i rozwoju organéw rozrodczych u roslin jest takze pod kontrola
fitohormonow. Udziat ich w regulacji determinacji plci stwierdzono migdzy innymi u
kukurydzy (Zea mays) 1 ogorka (Cucumis sativus). U kukurydzy gléownym hormonem
bioracym udzial w tym procesie sa gibereliny, ktore indukuja rozwoj plci zenskiej,
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natomiast w proces determinacji ptci meskiej sa zaangazowane cytokininy [21]. U ogorka
rozwdj plci meskiej jest indukowany przez gibereliny. Jednakze nadrzedna role w tym
przypadku pehi etylen, ktory indukuje rozwdj plci zenskiej [49,51].

Szczegbdlne miejsce w badaniach nad kontrola proceséw rozmnazania zajmuja
gametofity paproci jednakozarodnikowych, u ktérych kluczowymi czynnikami odpo-
wiedzialnymi za determinacj¢ plci i rozwoj organdéw rozrodczych sa endogennie
wystepujace, giberelinowe pochodne, anterydiogeny. Udziat tych feromonéw zostat
wykazany przede wszystkim u paproci z rodziny Schizaeaceae [26,48]. Wydaje si¢
jednak, ze najwigkszy postep w zakresie poznania mechanizméw rzadzacych proce-
sem determinacji ptci u paproci osiagnicto w przypadku Ceratopteris richardii [39]
oraz Anemia phyllitidis [14-18,26,35]. W przypadku C. richardii zaproponowano
tzw. epigenetyczny mechanizm regulacji determinacji plci z udzialem endogennego
anterydiogenu (A ). Natomiast w przypadku A. phyllitidis, gdzie aktywno$¢
anterydiogendw, w tym najbardziej znanego kwasu anterydiowego [28] moze by¢
imitowana przez kwas giberelinowy (GA,) [35], wykazano szereg morfologicznych
1 cytologicznych cech charakterystycznych dla przebiegu pierwszych etapow procesu
anterydiogenezy [15,16]. Ponadto na podstawie badan z wykorzystaniem regulatorow
syntezy etylenu (metioniny, kwasu cyklopropylo-1-amino-1-karboksylowego — ACC
i kwasu aminooksyoctowego — AOA oraz CoCl,) stwierdzono bezsprzeczny udziat
tego hormonu w indukowanej przez GA, anterydiogenezie [15-18].

1. WZROST I ROZWOJ GAMETOFITOW PAPROCI

1.1. Kietkowanie zarodnikdw, wzrost gametofitow oraz przemiana pokolen

Paprocie (Pteropsida) obok skrzypow (Sphenopsida) i widtakéw (Lycopsida)
naleza do gromady paprotnikow (Pteridophyta). Cykl rozwojowy paproci przebiega
z zachowaniem przemiany pokolen, przy czym zardwno pokolenie haploidalne, jak i
diploidalne to zielone ro$liny, prowadzace samodzielny tryb zycia. Gametofity paproci
wytwarzaja organy rozrodcze, plemnie (anterydia) i rodnie (archegonia), w ktérych
powstaja w wyniku podziatéw mitotycznych odpowiednio komorki jajowe i plemniki,
podczas gdy dojrzaly sporofit wytwarza w wyniku mejotycznego podziatu haploidalne
zarodniki (ryc. 1) [25]. Kietkowanie zarodnikow paproci rozpoczyna si¢ asymetrycz-
nym podziatem komorki zarodnikowej i obejmuje pierwsze trzy lub cztery podziaty,
ktore prowadza do wytworzenia komorki protonemalnej i1 ryzoidu (ryc. 2A-D).
Najprostszy typ kietkowania obserwuje si¢ u takich gatunkéw, jak np. A. phyllitidis
czy C. richardii [28], ktére maja tzw. bezchlorofilowe zarodniki, a ich glownym
materiatem zapasowym sa tzw. lipidowe i biatkowe ciala zapasowe [32]. W
srodowisku wodnym pierwszy podziat komorki zarodnikowej A. phyllitidis moze
zachodzi¢ w ciemnosci lub moze by¢ indukowany Swiatlem czerwonym, podczas
gdy kolejne podzialy komoérek plechy prawidlowo przebiegaja w $wietle biatym.
Kietkowanie zarodnika obejmuje rozerwanie intyny w miejscu trojdzielnej bruzdy
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RYCINA 1. Schemat przemiany pokolen paproci

aperturowej sporodermy (ryc. 2A), inicjujac w tym miejscu dalszy rozwoj gametofitu
(ryc. 2B). W ciagu trzech lub czterech dni od wysiania, w wyniku podziatu komoérki
zarodnikowe]j powstaje komorka bazalna i apikalna (ryc. 2C,D). Kolejny podziat
komorki bazalnej prowadzi do powstania jednokomorkowego ryzoidu, a z komorki
apikalnej wyrdznicowuje si¢ komodrka protonemalna [26,32]. Podziaty komorki
protonemalnej i jej komorek potomnych tworza nitkowata (filamentowa) postac
gametofitu (ryc. 2E) [26]. Poprzeczne podziaty tych komorek, ktére moga byc
indukowane poprzez $§wiatto niebieskie i niekiedy czerwone (jak np. u A. phyllitidis),
prowadza do tzw. dwukierunkowego wzrostu gametofitow (ryc. 2F), w wyniku
czego wyroznicowuje si¢ merystem brzezny plechy (ryc. 2F,G,G’), a w konsekwencji
tworzy si¢ sercowate przedrosle [26]. Gametofity paproci jednakozarodnikowych,
w odrdznieniu od réznozarodnikowych, sa potencjalnie obuptciowe. Jednakze
ekspresja plci i tworzenie organdw rozrodczych jest zwigzana z tempem wzrostu i
rozwoju poszczegolnych gametofitow. Czes¢ z nich szybko ros$nie i rozwija tzw.
merystematyczne gametofity. W wyniku aktywnosci merystemu powstaja fotosynte-
tyzujace komorki parenchymatyczne oraz merystem $rodkowy umiejscowiony
pomigdzy dwoma skrzydtami sercowatego gametofitu. Merystem roznicuje w
kierunku plemni (anterydia), czyli meskich organéw rozrodczych wytwarzajacych
plemniki, a nastepnie w kierunku rodni (archegonia), czyli zenskich organow
rozrodczych wywarzajacych komorki jajowe. Z wolniej rosnacych plech rozwijaja
si¢ mgskie tzw. amerystematyczne gametofity, z anterydiami, ktore moga si¢ tworzy¢
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RYCINA 2. Kietkowanie zarodnikéw i rozwdj gametofitow Anemia phyllitidis. (A) proksymalna
powierzchnia zarodnika z trojdzielna bruzda aperturows; (B) kietkowanie zarodnika obejmujace rozerwanie
intyny w miejscu protonemy; (C) powstanie ryzoidu oraz komorki bazalnej i (D) protonemalnej;
(E) 12-dniowy gametofit plciowo niezdeterminowany; (F) 21-dniowy gametofit zbocznym merystemem;
(F’) egzogenne podanie kwasu giberelinowego (GA,) indukuje przedwczesne tworzenie anterydiow dajac
w konsekwencji gametofit meski; (G) gametofit z (G’) merystemem; (H) dojrzaty sporofit z ktosem
zarodniono$nym; an — anterydium, b — komorka bazalna, kz — ktos zarodniono$ny; m — merystem, p —
komorka protonemalna, rh — ryzoid, s— zarodnik

niemal ze wszystkich komoérek gametofitu [26]. W wyniku potaczenia si¢ w
srodowisku wodnym komorek rozrodezych powstaje zygota i rozwija si¢ diploidalny
sporofit. Sporofit poczatkowo wrasta w gametofit i staje si¢ samozywna roslina,
podczas gdy gametofit od tego momentu zaczyna obumieraé. Sporofit, w zaleznosci
od gatunku, rozwija li§cie z zarodniami tzw. sporofile oraz liscie zielone tzw. trofofile,
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natomiast u gatunkow paproci, m.in. 4. phyllitidis, tworzy si¢ charakterystyczny
ktos zarodniono$ny (ryc. 2H). Stad tez wywodzi si¢ zwyczajowa nazwa dla A.
phyllitidis ,,papro¢ kwitnaca” [25].

1.2. Powstawanie zenskich organdw rozrodczych — archegoniow

Archegonia rozwijaja si¢ u 80% gametofitow [26]. Moga by¢ tez jedynymi organami
rozrodczymi u szybko rosnacych plech. Archegonia powstaja zazwyczaj z jednej
powierzchniowej inicjalnej komorki, ktora charakteryzuje si¢ obecnoscia duzego jadra
(ryc. 3A). W wyniku peryklinalnego podziatu tej komorki powstaja dwie komorki zew-
netrzna (mniejsza) 1 wewngtrzna z duzym jadrem (ryc. 3B). Ta ostatnia dzieli rowniez
peryklinarnie i tworzy si¢ zesp6t trzech utozonych w rzedzie komorek: zewnetrznej,
pierwotnej (pk) i wewnetrznej (ryc. 3C). Dalsze podzialy komodrki zewngtrznej i

wewngetrznej tworza wegetatywna $ciang
archegonium (ryc. 3D). Komorka pier-

ik Cq . ,
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RYCINA 3. Schemat powstawania archegoniow na  ry, archegonium przeksztalca si¢ z formy

oKt Do sy i ylindryeane w bclkowat (1. 3H),

kanalowa, nm — macierzysta szyjkowo-kanalowa, natomiast komorki szyjkowo-kanatowa i

vk — kanatowo-brzuszna, pk — pierwotna kanatowo-brzuszna ulegaja degeneracji,

ulatwiajac przemieszczanie si¢ plemni-

kow do komorki jajowej (ryc. 3H,I). Taki schemat tworzenia rodni wystgpuje migdzy
innymi u Dryopteris crassirhizoma [12].

1.3. Powstawanie meskich organéw rozrodczych — anterydiow

Megskie organy rozrodcze powstaja w wyniku asymetrycznego podziatu macie-
rzystej komorki anterydium w gametofitach meskich oraz obuptciowych. Jedna
komoérka macierzysta moze wytworzy¢ nawet do trzech anterydiow [26]. Proces
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indukcji anterydiow jest uzalezniony od anterydiogenoéw wytwarzanych przez duze
merystematyczne osobniki bedace w tak zwanej fazie zenskiej. Miernikiem zdolnosci
gametofitow do wytworzenia anterydiéw jest tzw. ,,ccn” — krytyczna liczba komorek.
Warto$¢ ,,ccn” oznacza liczbe komorek, przy ktorej 50% gametofitéw w populacji

RYCINA 4. Schemat rozwoju anterydium. (A) fluorescencyjny obraz gametofitu paproci A. phyllitidis
(DAPI/UV). W wyniku dziatania kwasu giberelinowego zachodzi indukcja anterydiogenezy rozpoczynajaca
si¢ wzrostem powierzchni profilu jader komorek macierzystych anterydium. (B-F) kolejne fazy mitozy
indukowanej kwasem giberelinowym (0 h) prowadza do powstania (G) komorki inicjalnej anterydium i
utworzenia (H) dojrzatego anterydium zbudowanego z trzech komorek tarczek i komorki spermatocytu. W
wyniku podzialu jadra komorki inicjalnej tworza si¢: komorka dolna i gérna. Dolna réznicuje w bazalng
komorke tarczek — b. Natomiast komodrka goérna dzieli si¢ dajac jadro spermatocytu i komorke, ktora
nastepnie dzieli si¢ na komorke szczytowa —ap i pierScieniowa tarczek —p. W wyniku kolejnych podziatow
spermatocytu powstaja spermatydy i w konsekwencji plemniki, ktorych liczba nie przekracza 16-18 w
anterydium (I). (C) profaza; (D) metafaza; (E) anafaza; (F) telofaza; an — anterydium, i — komorka inicjalna,
m — komoérka macierzysta, sp — spermatocyt, 024 h — przyblizone czasy kolejnych etapéw rozwoju
anterydium
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wytwarza przynajmniej jedno anterydium [36] i wskazuje na moment osiagnigcia
przez komorki fizjologicznej, ptciowej dojrzatosci. Wyrazem tej dojrzatoscei jest szereg
cytomorfologicznych parametréw macierzystych komoérek anterydiow [15,16].

Szczegotowa analiza przebiegu powstawania anterydiow zostala wykonana, takze
podczas indukowanej kwasem giberelinowym anterydiogenezy w gametofitach A.
phyllitidis [15,17]. W plciowo niezdeterminowanych gametofitach (ryc. 2E; 4A)
pierwsze anterydia pojawiaja si¢ po 24 h dziatania kwasu giberelinowego (ryc. 2F’;
4H), w wyniku podziatu (ryc. 4B-F) komoérek macierzystych anterydiow (ryc. 4A).
W pierwszym etapie powstaje komorka inicjalna (ryc. 4G). W wyniku podziatu jadra
komorki inicjalnej tworzy si¢ dolna i gérna komdrka. Dolna réznicuje si¢ w komorke
bazalng tarczek (ryc. 4H-b), podczas gdy komorka goérna dzieli si¢ dajac jadro
spermatocytu i komorke, ktora nastepnie dzieli si¢ na komorke szczytowa (ryc. 4H-
ap) i pierScieniowa tarczek (ryc. 4H-p). W czasie proliferacyjnej fazy spermatoge-
nezy, w wyniku serii synchronicznych podziatdw spermatocytu ustala si¢ liczba
spermatyd, np. u 4. phyllitidis na okoto 16-18 (ryc. 4I). Druga faza réznicowania,
tzw. spermiogeneza obejmuje przede wszystkim reorganizacje struktury chromatyny
spermatozoidow. Jednym z jej elementow jest wymiana zasadowych biatek jadrowych
— histonow — na bardziej elektroforetycznie ruchliwe, bogate w argining protaminy,
tak jak to ma miejsce w przypadku spermiogenezy u Marsilea vestita [34]. Plemniki
paproci sa zaopatrzone w liczne wici oraz spiralnie zwinigte jadro. Rozwoj wici
pozostaje w Scistym zwiazku z ciatkiem podstawowym utworzonym z tubulin i centryn
[41], ktérego powstanie jest kontrolowane przez blefaroplast. Blefaroplast jest struktura
zastgpujaca centrosom i powstaje przed trzema ostatnimi podzialami mitotycznymi
spermatocytu z tzw. wielowarstwowej struktury, MLS [41]. Liczba wici wytwarzanych
przez plemniki u paproci waha si¢ od 40 do 200. U gatunkéw z rodzaju Ceratopteris
osiaga warto$¢ okolo 64, podczas gdy u réznozarodnikowej paproci M. vestita wynosi
140 [41]. Plemniki glonéw, mszakow, porostow oraz niektorych watrobowcow
wyposazone sa tylko w dwie wici. Dla poréwnania, u niektérych roslin nagoza-
lazkowych (cykasy, Ginkgo biloba) w odréznieniu od roslin wyzszych, ktorych plemniki
nie maja wici, liczba ich wynosi od 1 200 do 30 000 [46].

2. ANTERYDIOGENY JAKO ENDOGENNE CZYNNIKI
INDUKCJI MESKIEJ PLCI U PAPROCI

Warunkiem wzrostu gametofitow oraz rozwoju organéw rozrodczych u paproci
jest wydzielanie do podtoza endogennych czynnikow zwanych anterydiogenami [48].
Feromony te zidentyfikowano lub przypuszcza sig, ze istnieja u wielu gatunkow
paproci, w tym u paproci nalezacych do takich rodzin, jak: Aspidiaceae, Blechan-
ceae, Parkeriaceae, Pteridaceae oraz Schizaeaceae. Wérod gtdownych biologicz-
nych wiasciwosci anterydiogenow, obok indukcji plei meskiej [26,39,48], nalezy
wymieni¢ hamowanie rozwoju archegoniéw [28] 1 merystemoéw z rownoczesnym
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ograniczeniem wzrostu gametofitow [26,39] oraz indukcje kietkowania zarodnikow

w ciemnosci [50].

Stwierdzono, ze anterydiogeny pochodzace z gametofitow gatunkéow rodziny
Schizaeaceae, ze wzgledu na swoja budowe chemiczna naleza do duzej grupy
diterpenoidowych hormondéw roslinnych, giberelin [22,48]. Dotychczas poznano
chemiczng strukturg 12 anterydiogenow, a kwas anterydiowy wyizolowany z gameto-
fitow A. phyllitidis (A, ) jest pierwszym anterydiogenem scharakteryzowanym pod
wzgledem chemicznym i jednoczes$nie najwazniejszym czynnikiem tego typu [28]. Szlak
syntezy kwasu anterydiowego przebiega od GA,, poprzez GA, do Me-GA_,, a
nastepnie od GA,, do GA_,. Kwas anterydiowy zidentyfikowano takze w gametofitach
A. rotundifolia, A. flexuosa oraz A. hirsuta. Natomiast, gtowny anterydiogen
produkowany przez gametofity 4. mexicana to giberelina 104 (GA ). Obok tych
anterydiogenow znany jest takze ester metylowy gibereliny 73 (Me-GA.,) wystgpujacy
w gametofitach Lygodium (L. japonicum, L. circinnatum, L. flexuosum) oraz ester
metylowy gibereliny 9 (Me-GA,) obecny w L. japonicum i L. circinnatum. W
gametofitach L. circinnatum zidentyfikowano, takze inne anterydiogeny, pochodne
estrow metylowych jednohydroksykwasow gibereliny 9 (GA,) oraz gibereliny 73
(GA,) [22,48].

Wiedza o strukturze chemicznej anterydiogenoéw izolowanych z gametofitow innych
gatunkow jest raczej ograniczona. Nalezy jednak zwroci¢ uwagge na anterydiogen C.
richardii (A ), ktory ze wzgledu na swa aktywno$¢ biologiczng i naturg chemiczna
oraz wrazliwo$¢ na inhibitory syntezy giberelin (np. AMO-1618 1 ancymidol) mozna
z duzym prawdopodobienstwem uwazac¢ réwniez za gibereling [39,48].

Anterydiogeny charakteryzuja si¢ zréznicowana gatunkowo-specyficznag aktywnoscia
biologiczna wykazywana w tzw. reakcji krzyzowej. Aktywno$¢ ta przejawia si¢ w zdolnosci
do indukgcji ptci meskiej u innych gatunkow [26,48]. Na tej podstawie mozna wyrdznic:
I. Anterydiogeny o duzej specyficznosci gatunkowej, ktore sa aktywne biologicznie tylko

w przypadku gametofitow wiasnego gatunku, np.: C. richardii, Ceratopteris angusti-

folium, Ceratopteris thalictroides, L. japonicum oraz Onoclea sensibilis.

II. Anterydiogeny o podwdjnej specyficznosci gatunkowej, ktore wykazuja aktyw-
no$¢ biologiczna w stosunku do gametofitow wlasnego gatunku oraz do jednego
innego gatunku (nazwa tego gatunku jest podana w nawiasie): Dryopteris filix-
mas (P. aquilinum), Blechnum gibbum (O. sensibilis) oraz A. phyllitidis (L.
Jjaponicum). Na uwage zastuguje fakt, ze anterydiogen z Phlebodium aureum
nie indukuje procesu anterydiogenezy w gametofitach wlasnego gatunku, nato-
miast z powodzeniem peni t¢ role dla gametofitow O. sensibilis [5].

II. Anterydiogeny Preridium aquilinum (A,) oraz Pteris vitatta (A,) to polispecy-
ficzne anterydiogeny, ktore indukuja anterydiogeneze w gametofitach co najmniej
38 gatunkow paproci [21]: C. angustifolium, Ceratopteris phyllitidis, Lepisorus
thunbergianus, Microgramma heterophylla, Phymatosorus scolopendria, Po-
lypodium pellucidum, O. sensibilis oraz Phlebodium aureum.

Aktywnos¢ anterydiogendw wykazuja rowniez niektore tzw. autentyczne gibereliny,
a spektrum ich aktywnosci w indukcji anterydiogenezy przedstawia nastgpujacy szereg:
GA = GA >GA >GA >GA = GA = GA, [35], natomiast ich aktywno$¢ w hamowaniu
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procesu determinacji pici zenskiej przedstawia szereg: GA,= GA>GA >GA >GA = GA=
GA [28]. Anterydiogenne dziatanie naturalnych giberelin dotychczas stwierdzono tylko u
gatunkow paproci z rodzajow rodziny Schizaeaceae (Anemia, Lygodium, Schizaea i
Mohria) oraz z rodzaju Vittaria nalezacych do rodziny Vittariaceae [48].

3. GENETYCZNE PODSTAWY DETERMINACJI PLCI
U PAPROCI

Rozw¢j ptci w gametofitach paproci, takiej jak C. richardii (o liczbie chromoso-
mow 1n = 37) osiagajacej ptciowa dojrzatos¢ po 14 dniach od inokulacji [39], jest
determinowany epigenetycznie z udzialem A, [48]. Anterydiogen indukujacy ptec
meska u C. richardii nie jest wydzielany przez osobniki obojnacze [39] dotad, dopoki
nie utraca wrazliwosci na jego dziatanie, a utrata tej wrazliwo$ci manifestuje si¢
pojawieniem si¢ merystemu. Gametofit rozwija si¢ jako meski (pozbawiony meryste-
mu) tylko wowczas, gdy plechy bardzo mtode, pomigdzy drugim a czwartym dniem
kietkowania s ciagle eksponowane na A ., co czyni ten efekt trwatym. Przy braku
anterydiogendéw efekt jest przemijajacy; nastepuje woéwcezas szybki wzrost plechy i
obok merystemu powstaja takze archegonia [39,43]. Czgsto$¢ wystgpowania w
populacji gametofitow obojnaczych w poréwnaniu z meskimi wzrasta wraz ze spad-
kiem gestosci kietkujacych zarodnikow w $rodowisku [43], co jest bezposrednia
konsekwencja spadku stezenia anterydiogenu wydzielanego do hodowlanego podtoza
i mozliwosci jego oddziatywania na inne gametofity [43].

Zrozumienie mechanizméw determinacji plci u paproci jednakozarodnikowych
staje si¢ w znacznym stopniu mozliwe dzigki wyodrebnieniu u C. richardii szeregu
mutantow oraz opisaniu prawdopodobnych genow bioracych udzial w tym procesie
[37,39]. Sposréd 140 mutantdéw uzyskanych po zastosowaniu promieniowania X oraz
kwasu etylometanosulfonowego wyselekcjonowano kilka ich fentypowych klas:

(1) obojnacze — her, z merystemem i archegoniami oraz anterydiami, ktore
sa niewrazliwe na anterydiogen; (2) mgskie — tra, tylko z anterydiami; (3) zenskie
— fem, z merystemem i archegoniami; (4) obojnacze — man, z merystemem i
archegoniami oraz zwigkszong liczba anterydiow w poréwnaniu z meskimi lub
obojnaczymi gametofitami dzikiego typu; (5) megski — not, bez merystemu brzeznego
natomiast z centralnym merystemem [37] oraz (6) mutanty abr — niewrazliwe na
dzialanie kwasu abscysynowego (ABA).

Poréwnawcze badania wykonane przy uzyciu szeregu podwojnych mutantéw (np.
femltral; interseks z anterydiami i merystemem) oraz potrdjnych (femlnotitral;
bezptciowy) doprowadzity do opisania epigenetycznego mechanizmu interakcji
pomigdzy genami, co pozwolito na zaproponowanie hipotetycznego mechanizmu
regulacji determinacji ptci u C. richardii (ryc. 5). Wydaje sig, ze pte¢ u tego gatunku
zalezy od aktywnos$ci dwoch niezaleznie dziatajacych genow, FEMI1 i TRAI. Gen
FEMI kontroluje rozwdj plci meskiej, podczas gdy TRA! kontroluje rozwdj pici
zenskiej. Geny te hamuja swoja aktywnos$¢ poprzez wzajemne oddzialywania, i tak,
kiedy TRAI jest aktywny, FEM] jest nieaktywny i na odwrot [37,39].
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RYCINA 5. Schemat determinacji ptciu C. richardii
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Analizy majace na celu okresle-nie ekspresji i aktywnosci specy-ficznych genoéw
podczas procesu anterydiogenezy pozwolity, jak dotychczas, tylko na identyfikacjg jednego
genu o nazwie AN/, ktdrego ekspresja uwidacznia si¢ w pierwszych godzinach (0,5-3 h)
po podaniu anterydiogenu. Ekspresja tego genu jest konstytutywna tylko w meskich mutantach
tra. Produktem genu ANII jest bialko (ANI1) o masie czasteczkowej ok. 22 kDa i
charakterze beta skretnego tancucha z sekwencja aminokwasowa w 40% podobna do
lipokainy. Wskazujac, ze biatko to moze mie¢ zdolno$¢ wiazania anterydiogenu, przez co moze
zwigkszac stezenie albo utatwia¢ wiazanie tego feromonu do wihasciwych receptorow [47].

4. ROLA GA,; I ETYLENU W DETERMINACJI PLCI MESKIEJ
ORAZ REGULACJI WZROSTU I ROZWOJU GAMETOFITOW

Mate gametofity paproci A. phyllitidis, dzigki anterydiogennym wtasciwosciom
kwasu giberelinowego (ryc. 2F’; 4) strukturalnie podobnego do kwasu anterydiowego
[26,35,36,48], sa dogodnym obiektem do badan przebiegu pierwszych etapéw procesu
anterydiogenezy [14-18,26,35,36,48]

4.1. Trgjstrefowy schemat budowy gametofitow A. phyllitidis jako model badawczy

Gametofity A. phyllitidis hodowane w warunkach kontrolnych oraz poddawane
dziataniu kwasu giberelinowego (GA,) wykazuja zréznicowanie w przebiegu procesu
morfogenezy: obok réznicy w wielkosci gametofitow, obserwuje si¢ takze roznice
w wielkosci komorek, sa one znaczaco wigksze w gametofitach traktowanych GA,
niz w gametofitach kontrolnych [14,15,26,35]. Pomiary cytomorfometryczne komorek
oraz ich jader (ryc. 6) wykonywane w mtodych 12-dniowych (15-komérkowych)
gametofitach A. phyllitidis wskazaty na istnienie trzech strukturalnie i funkcjonalnie
odmiennych stref, bazalnej, anterydialnej i apikalnej [15] (ryc. 7):

(1) Strefa apikalna (ryc. 7) to komorki (47%) szczytowej czgsci gametofitu, charakte-
ryzujace si¢ niewielkimi rozmiarami i rOwnomiernym wzrostem oraz do$¢ inten-
sywnymi podziatami w stosunku do komoérek pozostatej czesci plechy [15].

(2) Strefa anterydialna (ryc. 7) obejmuje komorki (okoto 33%) srodkowej czgsci ga-
metofitu, o zblizonych rozmiarach, odpowiedzialne za wzrost gametofitu i podatne
na indukujace dziatanie GA, inicjujace poprzeczny kierunek wzrostu komorek, kto-
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RYCINA 6. Obraz zmian profilu powierzchni jader komorkowych w gametofitach A. phyllitidis w trakcie
anterydiogenezy indukowanej kwasem giberelinowym

re poprzedza powstanie anterydidw. Specyficzna cecha tego wzrostu jest zmiana
relacji szerokosci (W) do dtugosci (L) komorek (ryc. 4A,m; ryc. 7). lloraz tych
warto$ci daje precyzyjny wskaznik okreslajacy parametry wzrostu komorek ma-
cierzystych anterydidw, wynoszacy okoto 1,6 [15]. Z tych komoérek powstaja ko-
morki inicjalne (ryc. 4G), a nastepnie anterydia (ryc. 2F’,4H).

(3) Strefa bazalna (ryc. 7) obejmuje grupe okoto 20% komorek okolicy przyzarodniko-
wej gametofitu, ktore sa zaangazowane w podziaty prowadzace do wytwarzania
ryzoidow (chwytnikow) i charakteryzuja sig zroznicowanym wzrostem i wrazli-
woscia na kwas giberelinowy.
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RYCINA 7. Tréjstrefowy schemat budowy gametofitu A. phyllitidis. (K) 16-dniowy i (To) 12-dniowy
gametofit hodowany w warunkach kontrolnych oraz (GA,) 12-dniowy gametofit hodowany przez kolejne
cztery dni w $rodowisku 30 mM kwasu giberelinowego. (I) strefa apikalna, (II) strefa anterydialna, (I1T)
strefa bazalna, an — anterydium, rh — ryzoid, s — zarodnik, wg Kazmierczak 2003a [15]

4.2. Regulacja aktywnos$ci podziatowej komorek gametofitow A. phyllitidis

Rozw¢j organizméw roslinnych jest suma efektéw wzrostowych poszczegoélnych
komorek oraz ich aktywnosci podziatowej, utrzymanie ktorej zapewnia roslinie optymalna
liczbg komorek w toku jej rozwoju. Pomiary cytofotometryczne wykazaly, ze GA,
indukuje w okoto 37% wzrost powierzchni profilu jader komérkowych (NPA) [14]. Takie
zjawisko czesto tlumaczone jest jako morfologiczny przejaw indukcji i kontynuacji
procesdw transkrypcji i/lub replikacji [23]. Stwierdzono, ze zmiany NPA rozpoczynaja
sig juz w 3 h po podaniu GA,. Najwigksze nasilenie tego procesu obserwuje si¢ w
komorkach $rodkowej czgsci gametofitu, bedacych macierzystymi komorkami anterydiow
(ryc. 6) [15], czyli w strefie anterydialnej (ryc. 7). Analizy rozktadow zawartosci C DNA
wykazaty, ze warto$¢ 1C DNA dla A. phyllitidis wyznaczona na podstawie wzorcowej
zawartosci C DNA dla Pisum sativum (2C = 10 pg) wynosi 11,4 pg [17]. Wartos¢ ta
nie r6zni si¢ zasadniczo od wartosci wykazanej dla paproci C. richardii (1C DNA =
10 pg; zob. [39] i cyt. tam lit.).

Stosujac zmodyfikowana metod¢ barwienia jader komorkowych pararozaniling [15]
stwierdzono wyrazne zrdéznicowanie w populacji jader w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego zaréwno w strefie anterydialnej, jak i apikalnej gametofitu. Liczba
komoérek w fazie G1, S i G2 cyklu komérkowego w apikalnej strefie gametofitu
wynosi 75%, 17% i 8% oraz odpowiednio 45%, 30%, 25% w grupie komorek strefy
anterydialnej i pozostaje niemal identyczna w kolejnych czterech dniach hodowli.
Podanie kwasu giberelinowego indukuje wzrost populacji komoérek w fazie S cyklu
z maksimum w 9 h (60%) 1 12 h (63%) [15]. Wzrost liczebnosci komoérek w fazie
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S cyklu komoérkowego $wiadczy o indukcji podziatow mitotycznych, co wraz ze
specyficzna zmiang morfologii ich jader (wzrost NPA) oraz komorek (obejmujaca
indukcj¢ poprzecznego kierunku wzrostu) prowadzi do powstania anterydiow. Podczas
gdy zmiany w liczebnosci populacji komérek w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego komorek strefy apikalnej, w czasie 12-godzinnego dziatania GA,,
swiadcza o dokonujacych si¢ tam podziatach zwigkszajacych pule komorek wegeta-
tywnych gametofitu [15].

4.3. Udziat etylenu w regulacji wzrostu 1 rozwoju oraz determinacji plci u roslin

Etylen to drugi regulator wzrostu i rozwoju roslin, ktéry obok giberelin uznany jest za
hormon plci. Odpowiada on u wielu roslin za rozwdj plci zenskiej [24,49]. Hormon ten
W postaci gazowej jest produkowany przez niemal wszystkie organizmy roslinne (rosliny
okrytozalazkowe, ro$liny nagozalazkowe, paprocie, mszaki, porosty), a takze przez
niektore mikroorganizmy [2]. Kontroluje on wiele innych proceséw, w tym kietkowanie
nasion, wzrost i roznicowanie komorek, kwitnienie oraz starzenie si¢ roslin [42] i
endoreplikacje [7,11]. Szlak syntezy etylenu (tzw. Cyklu Yanga [2]) rozpoczyna si¢ od
przeksztalcenia metioniny w S-adenozylometioning (SAM), a nastgpnie SAM w ACC
za pomoca odpowiedniej syntetazy. W koncowym etapie ACC jest utleniany przy udziale
oksydazy ACC do etylenu oraz dwutlenku wegla i cyjanowodoru [42].

U wigkszosci roslin nizszych, m.in. u Pteridium aquilinum [40] i Funaria
hygrometrica [30], synteza etylenu odbywa si¢ zgodnie z przytoczonym schematem,
z udzialem kluczowego metabolitu, jakim jest ACC. Tylko u niektorych roslin, np. u
paproci wodnych czy tez ptywajacych, synteza etylenu moze odbywac si¢ za posred-
nictwem innych metabolitow posrednich [9, 27].

44. Cytomorfologiczne aspekty udziatu etylenu w determinacji pci u A. phyllitidis

Wykazano, ze podanie ACC wywotuje synergiczny efekt na indukowany przez
GA, [16] proces ekspresji ptci meskiej. W ciagu czterech dni, liczba meskich
organow rozrodczych ulega podwojeniu z 2,8 do 5,7 przy udziale 10 uM ACC i 30
UM GA, [15]. Procesowi temu towarzyszy utrzymanie wskaznika wzrostu komorek
strefy anterydialnej wyrazonego ilorazem szerokos$ci do dlugosci (W/L>1,6). Dziatanie
ACC nie wywoluje indukcji anterydiow, mimo ze w wyzszych stezeniach ACC, na
skutek ograniczenia dtugo$ci komorek, warto§¢ W/L wynosita 1,6. Przejawem
indukcji anterydiogenezy z udziatem ACC [16] jest takze dyspersja chromatyny
komorek strefy anterydialnej, podobna do tej, jaka powoduje w gametofitach paproci
kwas giberelinowy [14,15].

Na podstawie rozktadéw populacji komorek w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego (uzyskanych w wyniku pomiarow cytofotometrycznych) stwierdzono,
ze indukcja anterydiow w strefie anterydialnej z udziatem ACC, poprzedzona jest
zwigkszeniem z 30% (0 h) do 60% (12 h) populacji komoérek w fazie S. Obserwacje
te wskazuja tym samym na specyficzng aktywacje podziatow komodrkowych zwiaza-
ng z anterydiogeneza indukowana GA, [15].
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Zastosowanie kwasu aminooksyoctowego (AOA) [42], inhibitora syntezy ACC
pozwala na glebsze zrozumienie kooperacji etylenu i kwasu giberelinowego w
regulacji morfogenezy oraz indywidualnych efektéw wywotywanych przez oba
wspomniane regulatory. Stwierdzono, ze AOA hamuje proces anterydiogenezy i 1ozwoj
gametofitow paproci. Gtéwna przyczyna tego ograniczenia jest zahamowanie poprze-
cznej 1 wydtuzeniowej ekspansji komorek. Wyniki te wskazujq jednoczesnie, ze
proces indukcji poprzecznego kierunku wzrostu komoérek jest zalezny od etylenu,
podczas gdy zarébwno etylen, jak i kwas giberelinowy sa zaangazowane w regulacje
wydtuzeniowej ekspansji komorek A. phyllitidis [17].

Gametofity paproci to haploidalne organizmy, jednakze w poczatkowym okresie
ich rozwoju pewien procent komorek zawiera jadra o wyzszej niz 2C zawarto$ci
DNA [20]. W przypadku paproci A. phyllitidis w gametofitach kontrolnych liczba
komorek z poliploidalnymi jadrami, tj. o zawarto§ci DNA wigkszej niz 2C jest niska
i tylko czasem osiaga warto$¢ 3%. Podanie AOA powoduje w anterydialnej strefie
gametofitow wzrost liczby komorek o zawartosci DNA wigkszej niz 2C do 6% i
az do 15% w ukladzie facznego dziatania GA,i AOA. Wzrost liczby komorek
poliploidalnych wskazuje, ze gibereliny w postaci egzogennie podanego GA, lub
endogennie wystepujacych anterydiogenow promuja syntezg DNA. Zahamowanie
wzrostu komoérek spowodowane dziataniem AOA, utrudniajace osiagnigcie rozmiarow
odpowiednich do podzialow, powoduje zwigkszenie liczby komorek o zawartosci 2C
DNA. Oznacza to, ze tak jak etylen, tak i gibereliny wspotdziataja w kontroli procesu
poliploidyzacji w gametofitach paproci [17] podobnie jak u roslin wyzszych [11].

Potwierdzenia udziatu etylenu w procesie determinacji plci oraz kontroli wzrostu
i rozwoju gametofitow paproci dostarczyty takze badania z dwoma innymi regula-
torami syntezy etylenu, a mianowicie pierwotnego substratu etylenu (metioniny) i
jonéw Co*", inhibitora oksydazy ACC [2]. Obie substancje w potaczeniu z GA,
zwigkszaly liczbg anterydiow, natomiast zarbwno w obecnosci, jak i przy braku GA,
zwigkszaty calkowita liczbe komorek w gametofitach. Metionina, tak jak jony kobaltu,
indukowata w niektorych gametofitach wyodrgbnienie si¢ merystemu brzeznego, jak
rowniez zenskich organow rozrodczych (w poczatkowych etapach ich rozwoju, w
stadium trzykomérkowym), co byto konsekwencja aktywacji podzialow komorko-
wych [18]. Wytlumaczenie niemal identycznych efektéw wywotanych przez dwa
czynniki, ktore reguluja synteze etylenu w bardzo odleglych etapach, jest mozliwe
tylko na podstawie istnienia tzw. sprzg¢zenia zwrotnego [2]. Wiele efektow wywolywa-
nych przez etylen podlega procesowi, w ktorym obserwuje si¢ np. indukcje syntezy
ACC poprzez wzrost lub obnizenie stezenia wydzielanego etylenu [2]. Oba te
czynniki najprawdopodobniej zwigkszaja st¢zenie ACC albo poprzez zwigkszenie
stgzenia metioniny, tj. substratu dla jego syntezy, albo tez poprzez ograniczenie
aktywnosci oksydazy ACC poprzez dziatanie jonéw kobaltu [42], co sugeruje, ze
nie tyle etylen, co ACC moze by¢ regulatorem omawianych proceséw. Okazuje sig
bowiem, ze ACC moze w sposob niezalezny od etylenu uruchamia¢ procesy specy-
ficzne dla etylenu, poprzez indukcje specyficznych dla tego procesu kinaz recep-
torowych [8].



118 A. KAZMIERCZAK

4.5. Zmiana struktury $ciany komorkowej towarzyszaca anterydiogenezie
indukowanej kwasem giberelinowym

Proces determinacji ptci meskiej u 4. phyllitidis jest $ciSle zwiazany z regulacja
zardwno wielkosci, jak i sposobu wzrostu komorek gametofitu, czyniac je podatnymi na
dziatanie kwasu giberelinowego. Podstawa zmiany kierunku wzrostu komorek sa
modyfikacje w aranzacji wtokien celulozowych [19]. Specyficzne barwienie
fluorescencyjne wykonane za pomoca fluorochromu (Fluostain) ujawnia w wigk-
szosci komorek mlodych gametofitow obecno$¢ zréznicowanych pod wzgledem
wielkos$ci plam celulozowych. Podanie kwasu giberelinowego indukuje w $cianach
komorek strefy anterydialnej prostopadte i sko$ne utozenie fibrylli celulozowych
w stosunku do poprzecznego kierunku wzrostu komorek. W komodrkach gameto-
fitow poddanych dziataniu AOA obserwuje si¢ nieregularny typ utozenia wtokien
celulozowych, natomiast po podaniu facznie AOA i GA, — sko$ny i podtuzny typ
aranzacji widokien $Sciany komorkowej [17].

5. PODSUMOWANIE

Zebrane w tej pracy wyniki potwierdzaja zwiazek kierunku wzrostu komorki z
charakterem organizacji struktury $ciany komoérkowej [19], wyjasniajac jednocze$nie
mechanizmy regulacji determinacji ptci, w ktorych widoczna jest indukcja poprzecz-
nego wzrostu komorek przy udziale etylenu i kwasu giberelinowego.

Prezentowane wyniki analiz przemawiaja za istnieniem specyficznego sprz¢zenia
tak pomigdzy endogennymi anterydiogenami i ACC, jak rowniez migdzy kwasem
giberelinowym i ACC, a reakcja przedros$la jest wypadkowa aktywnosci obu tych
hormonéw. Egzogenne dostarczenie kwasu giberelinowego zmienia program rozwo-
jowy gametofitow oraz optymalizuje fizjologiczno-biochemiczne warunki determinacji
plci. Zwiazane z tym procesem zmiany w rozwoju gametofitu, szczegdlnie silnie
przejawiaja si¢ w obrazie morfologicznym. Wzajemna relacja stgzen giberelin i
etylenu u A. phyllitidis zdaje si¢ mie¢ podobne znaczenie, jak w przypadku regulacji
determinacji ptci u ogorka (C. sativus), ktéry dotychczas byt jedna z nielicznych
ro$lin wykorzystywanych w badaniach roli giberelin i etylenu w procesie determinacji
plci [38,44,51]. Kooperacja pomigdzy giberelinami a etylenem w kontroli proceséw
rozwojowych moze odbywac si¢ za posrednictwem bialek DELLA, nalezacych do
rodziny czynnikow regulacji transkrypcji (GRAS), ktore integruja zewngtrzne i
wewngtrzne sygnaty komorkowe oraz dziataja jako regulatory wzrostu [1]. Istotnym
elementem wspoétdziatania etylenu i giberelin wydaje si¢ by¢ regulacja ich stgzen,
przy udziale bezposredniego prekursora etylenu, jakim jest kwas cyklopro-pylo-1-
amino-1-karboksylowy (ACC). Podany egzogennie GA, podczas indukcji wydtuzania
epikotyli Vigna angularis, zwigksza ilo§¢ ACC poprzez stymulacj¢ aktywnosci
syntetazy ACC 1 hamowanie aktywnosci oksydazy ACC [13,45]. Gibereliny reguluja
poziom etylenu [13], za$ etylen z kolei moze zmienia¢ poziom giberelin. W przypadku
Rumex palustris, etylen podany egzogennie powoduje wzrost zawartosci giberelin
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oraz zwigkszenie wrazliwosci na ten hormon [31]. Podobne zjawisko zaobserwowano
u Oryza sativa, u ktérego wzrost poziomu endogennego etylenu, w wyniku
okresowego zalania, zwigksza stezenie giberelin, powodujac intensyfikacj¢ wydtuzania
miedzywezli [45]. Z kolei promienisty wzrost korzeni cytrusow jest mozliwy dzieki
obnizeniu zawartosci giberelin [38].

Wyniki badan uzyskane przy zastosowaniu regulatoréw syntezy etylenu silnie
przemawiaja za istnieniem u 4. phyllitidis szlaku syntezy alkenu podobnego do tego,
jaki wystepuje u roslin wyzszych. Wykorzystanie w badaniach anterydiogenezy kwasu
aminooksyoctowego (AOA), bedacego specyficznym inhibitorem aktywnosci syntazy
ACC, pozwolito na rozréznienie efektéw wywotywanych przez ten hormon. Z cata
pewno$cig mozna stwierdzi¢, ze gibereliny w postaci anterydiogenéw lub podanego
egzogennie kwasu giberelinowego, indukuja syntezg DNA i podziaty komorkowe.
Natomiast etylen, wspotdzialajac z giberelinami poprzez kontrolg stopnia i charakteru
usieciowania $ciany komoérkowej 1 kierunku syntezy mikrofibrylli celulozowych,
reguluje poprzeczny kierunek ekspansji komorek.

Zastosowanie ACC w badaniach nad udziatem etylenu w procesie determinacji
plci meskiej oraz regulacji wzrostu plciowo niezdeterminowanych gametofitow
paproci uzasadnia szereg faktow:

(1) szybko$¢ syntezy etylenu wyznacza etap syntezy ACC, ktory jest bezposred-
nim prekursorem etylenu [4,42];

(2) ACC bierze udziat w tzw. dodatnim sprzezeniu zwrotnym: zwigkszanie st¢zenia
etylenu zwigksza aktywno$¢ oksydazy ACC [33];

(3) ACC jest takze kluczowym metabolitem we wzajemnych relacjach giberelin
i etylenu w przekazywaniu sygnatow i kontroli procesow rozwojowych [1];

(4) etylen wywotuje specyficzne, charakterystyczne efekty zwane potrojna reakcja
TRS (,triple response”), ktoéra obejmuje migdzy innymi zahamowanie wzrostu
wydtuzeniowego todyg i korzeni oraz indukcje grubienia hypokotyli, poprzez stymula-
cje radialnego i poprzecznego kierunku wzrostu komorek [2,6,13,31].

Zestawienie danych literaturowych z badaniami wtasnymi pozwala na zapropono-
wanie potencjalnego mechanizmu kontroli anterydiogenezy z udziatem giberelin i
etylenu, tak w okresie poprzedzajacym, jak i w czasie tworzenia anterydiow.

Proces regulacji moglby przebiega¢ dwutorowo (ryc. 8). Pierwsza droga polegataby
na bezposrednim udziale kwasu giberelinowego w uruchamianiu zmian poprzedzajacych
indukcje cyklu komoérkowego, ktory zapoczatkowuje androgenny kierunek rozwoju
gametofitow paproci. Druga przebiegataby natomiast poprzez aktywacje, za posrednict-
wem ACC, mechanizmu uruchamiajacego asymetryczny wzrost komorek macierzystych,
prowadzacy do nierownocennego ich podziatu i utworzenia inicjalnej komorki i dojrzatego
anterydium. Taki podzial bytby konsekwencja osiagnig¢cia przez komorke wiasciwego
rozmiaru, ktéry moze by¢ scharakteryzowany w postaci ilorazu szerokosci (W) do dhugosci
(L) komorek (W/L), przy czym wartos$¢ tego ilorazu nie moze by¢ mniejsza niz 1,6.

5.1. Hipotetyczny mechanizm regulacji procesu anterydiogenezy u A. phyllitidis

Kwas giberelinowy posrednio, za posrednictwem genow determinacji ptci (7RA5,
HER, MANI, NOTI, FEMI) i biatek typu ANII, uruchamia syntez¢ cyklin i
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RYCINA 8. Potencjalny mechanizm regulacji morfogenezy i determinacji ptci w gametofitach paproci
A. phyllitidis

kinaz biatkowych (Cdc2;3 i CycAl), w wyniku czego nastgpuje indukcja podziatow
komorkowych strefy anterydialnej gametofitow rozpoczynajacych rozwoj anterydiow.
Rownoczesnie z podaniem kwasu giberelinowego nastgpuje aktywacja syntazy
(ACS1,5) i oksydazy ACC (ACO2,3) prowadzaca do wzrostu poziomu najpierw
ACC, a nastepnie etylenu, ktory aktywuje histydynowe kinazy receptorowe (ETR1).
Poprzez fosforylacje kinazy CTR1 (kinazy MAP), zwalnia si¢ w odpowiedzi na
etylen tzw. negatywny mechanizm regulacji. Kolejne kinazy SIMK i MMK3 urucha-
miaja proces ekspresji genow, m.in. endotransglikozylazy ksyloglukanowej (XET) i
endo-1,4-glukanazy (KOR), powodujacych rozluznienie struktury sciany komorkowej
i syntez¢ nowych wiokien celulozowych, ktore determinuja poprzeczny kierunek



DETERMINACIJA PLCI U PAPROCI JEDNAKOZARODNIKOWYCH 121

wzrostu komorek macierzystych anterydidow. Wzmocnienie wspomnianych efektow
moze nastapi¢ w wyniku aktywacji czynnikow transkrypcji zaleznych od giberelin
(np. GA-MYB). Wilasciwa koordynacja tych proceséw w koncowym etapie prowadzi
do asymetrycznego podziatu komoérek i powstania anterydiéw (ryc. 8).
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