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Streszczenie: Paprocie jednakozarodnikowe wytwarzaj¹ tylko jeden typ haploidalnych zarodników, jed-
nak¿e ka¿dy z nich jest potencjalnie obup³ciowy i mo¿e rozwin¹æ siê w mêski lub obojnaczy gametofit.
Determinacja p³ci u tych paproci odbywa siê czêsto przy udziale mechanizmów epigenetycznych, w
których kluczow¹ rolê spe³niaj¹ anterydiogeny wydzielane przez obojnacze gametofity i indukuj¹ce p³eæ
mêsk¹ u p³ciowo niezdeterminowanych osobników. Analizy determinacji p³ci w gametofitach u Cerato-
pteris richardii, jednego z modelowych gatunków, pozwoli³y zaproponowaæ hipotetyczny mechanizm
wspó³dzia³ania przynajmniej o�miu genów w okre�laniu rodzaju p³ci z udzia³em endogennego anterydio-
genu. Natomiast w gametofitach innego modelowego gatunku paproci, Anemia phyllitidis, p³eæ mêska
mo¿e byæ indukowana przez kwas giberelinowy, który imituje dzia³anie naturalnego dla tego gatunku
anterydiogenu, kwasu anterydiowego. Kwas giberelinowy wywo³uje specyficzne, cytomorfologiczne
efekty, które pozwoli³y na opracowanie trójstrefowego modelu budowy gametofitu A. phyllitidis. Ostat-
nie badania wykaza³y, ¿e determinacja p³ci u tego gatunku odbywa siê przy wspó³udziale etylenu, który
wydaje siê byæ mediatorem dzia³ania giberelin w tym procesie. Prawdopodobny mechanizm takiej regu-
lacji zaprezentowano w pracy.

S³owa kluczowe: Anemia phyllitidis, anterydiogeny, etylen, kwas giberelinowy, determinacja p³ci.

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 A. 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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 WSTÊP

Rozwój ro�lin odbywa siê w dwuetapowym cyklu przemiany pokoleñ. Jedno pokolenie
to diploidalny sporofit (2n) wytwarzaj¹cy zarodniki, podczas gdy drugie pokolenie
generatywne to haploidalny gametofit (1n), który wytwarza komórki rozrodcze. U ro�lin
ni¿szych, takich jak glony i mszaki, pokolenie haploidalne jest pokoleniem dominuj¹cym.
Pokolenie diploidalne za� to cudzo¿ywne stadium rozwijaj¹ce siê kosztem gametofitu.
W toku ewolucji nast¹pi³o odwrócenie wzajemnej dominacji obu pokoleñ, co szczególny
charakter przyjê³o u ro�lin okrytonasiennych. U tych ro�lin ¿eñski i mêski gametofit to
odpowiednio kilkukomórkowy zal¹¿ek lub kie³kuj¹ce ziarno py³ku, które powstaj¹ w wyniku
tzw. mejozy po�redniej � sporotycznej [29].

Niezwykle frapuj¹cym i ci¹gle nierozwi¹zanym zagadnieniem rozwoju ro�lin jest
determinacja p³ci. Kontrola tego zjawiska odbywa siê przy udziale czynników �rodowiska
i za pomoc¹ dwóch systemów: hormonalnego i/lub chromosomalnego. W systemie
chromosomalnym geny odpowiedzialne za determinacjê p³ci i rozwój organów
rozrodczych zebrane s¹ w chromosomy p³ci (X,Y). Typ kontroli determinacji p³ci oraz
rozwoju organów rozrodczych, w którym chromosom Y aktywnie bierze udzia³ w
determinacji p³ci mêskiej, nazywamy heterogametyczno�ci¹  mêsk¹ [3]. Udzia³
chromosomów w determinacji p³ci zosta³ stwierdzony u ro�lin dwupiennych, stanowi¹cych
oko³o 5% wszystkich ro�lin kwitn¹cych, takich jak np. bniec (Silene latifolia) [3], a
tak¿e u ro�lin ni¿szych, takich jak Marchantia polymorpha (w¹trobowce). U M.
polymorpha gametofit ¿eñski i mêski to dwie haploidalne ro�liny ró¿ni¹ce siê miêdzy
sob¹ organami rozrodczymi, z których ka¿da posiada tylko jeden z chromosomów X
lub Y wielko�ci¹ przypominaj¹cy jego  odpowiednik u ssaków. W pokoleniu diploidalnym
za� komórki zawieraj¹ chromosomy p³ci zawsze w kombinacji XY [39].

 Czêsto obok chromosomów X i Y decyduj¹c¹ rolê w determinacji p³ci odgrywa
wzajemna zale¿no�æ pomiêdzy liczb¹ chromosomów ¿eñskich (X) a liczb¹ haploidalnych
kompletów autosomów (A). Zale¿no�æ tê wyra¿a iloraz X/A. Warto�æ ilorazu wynosz¹ca
0,5 (X/2A) wyznacza wska�nik dla osobników mêskich, podczas gdy 1,0 dla osobników
¿eñskich (np. 2X/2A lub 3X/3A). W przypadku warto�ci po�rednich np. 0,66 (2X/3A)
mamy do czynienia z osobnikami hermafrodytycznymi. Taki system determinacji p³ci
typowy dla muszki owocowej (Drosophila melanogaster) obserwuje siê miêdzy innymi
u Rumex palustris i Humulus lupulus [10].

 Ze wzglêdu na stopieñ zró¿nicowania morfologicznego chromosomy XY mo¿na
podzieliæ na trzy grupy: (1) morfologicznie zró¿nicowane � heteromorficzne, np. u
M. polymorpha i S. latifolia; (2) o niezauwa¿alnych morfologicznych ró¿nicach �
homomorficzne, np. u papai (Carica papaya) oraz (3) polimorficzne, np. u szczawiu
(R. acetosa, XY

1
Y

2
) lub chmielu (H. lupulus, X

1
X

2
Y

1
Y

2
). Skrajny przypadek

polimorfizmu chromosomów p³ci stwierdzono u zwierz¹t, np. u dziobaka [10].
Proces determinacji p³ci i rozwoju organów rozrodczych u ro�lin jest tak¿e pod kontrol¹

fitohormonów. Udzia³ ich w regulacji determinacji p³ci stwierdzono miêdzy innymi u
kukurydzy (Zea mays) i ogórka (Cucumis sativus). U kukurydzy g³ównym hormonem
bior¹cym udzia³ w tym procesie s¹ gibereliny, które indukuj¹ rozwój p³ci ¿eñskiej,
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natomiast w proces determinacji p³ci mêskiej s¹ zaanga¿owane cytokininy [21]. U ogórka
rozwój p³ci mêskiej jest indukowany przez gibereliny. Jednak¿e nadrzêdn¹ rolê w tym
przypadku pe³ni etylen, który indukuje rozwój p³ci ¿eñskiej [49,51].

Szczególne miejsce w badaniach nad kontrol¹ procesów rozmna¿ania zajmuj¹
gametofity paproci jednakozarodnikowych, u których kluczowymi czynnikami odpo-
wiedzialnymi za determinacjê p³ci i rozwój organów rozrodczych s¹ endogennie
wystêpuj¹ce, giberelinowe pochodne, anterydiogeny. Udzia³ tych feromonów zosta³
wykazany przede wszystkim u paproci z rodziny Schizaeaceae [26,48]. Wydaje siê
jednak, ¿e najwiêkszy postêp w zakresie poznania mechanizmów rz¹dz¹cych proce-
sem determinacji p³ci u paproci osi¹gniêto w przypadku Ceratopteris richardii [39]
oraz Anemia phyllitidis [14�18,26,35]. W przypadku C. richardii zaproponowano
tzw. epigenetyczny mechanizm regulacji determinacji p³ci z udzia³em endogennego
anterydiogenu (A

CE
). Natomiast w przypadku A. phyllitidis, gdzie aktywno�æ

anterydiogenów, w tym najbardziej znanego kwasu anterydiowego [28] mo¿e byæ
imitowana przez kwas giberelinowy (GA

3
) [35], wykazano szereg morfologicznych

i cytologicznych cech charakterystycznych dla przebiegu pierwszych etapów procesu
anterydiogenezy [15,16]. Ponadto na podstawie badañ z wykorzystaniem regulatorów
syntezy etylenu (metioniny, kwasu cyklopropylo-1-amino-1-karboksylowego � ACC
i kwasu aminooksyoctowego � AOA oraz CoCl

2
) stwierdzono bezsprzeczny udzia³

tego hormonu w indukowanej przez GA
3 
anterydiogenezie [15�18].

      1. WZROST I ROZWÓJ GAMETOFITÓW PAPROCI

 1.1.  Kie³kowanie zarodników, wzrost gametofitów oraz przemiana pokoleñ

 Paprocie (Pteropsida) obok skrzypów (Sphenopsida) i wid³aków (Lycopsida)
nale¿¹ do gromady paprotników (Pteridophyta). Cykl rozwojowy paproci przebiega
z zachowaniem przemiany pokoleñ, przy czym zarówno pokolenie haploidalne, jak i
diploidalne to zielone ro�liny, prowadz¹ce samodzielny tryb ¿ycia. Gametofity paproci
wytwarzaj¹ organy rozrodcze, plemnie (anterydia) i rodnie (archegonia), w których
powstaj¹ w wyniku podzia³ów mitotycznych odpowiednio komórki jajowe i plemniki,
podczas gdy dojrza³y sporofit wytwarza w wyniku mejotycznego podzia³u haploidalne
zarodniki (ryc. 1) [25]. Kie³kowanie zarodników paproci rozpoczyna siê asymetrycz-
nym podzia³em komórki zarodnikowej i obejmuje pierwsze trzy lub cztery podzia³y,
które prowadz¹ do wytworzenia komórki protonemalnej i ryzoidu (ryc. 2A-D).
Najprostszy typ kie³kowania obserwuje siê u takich gatunków, jak np. A. phyllitidis
czy C. richardii [28], które maj¹ tzw. bezchlorofilowe zarodniki, a ich g³ównym
materia³em zapasowym s¹ tzw. lipidowe i bia³kowe cia³a zapasowe [32]. W
�rodowisku wodnym pierwszy podzia³ komórki zarodnikowej A. phyllitidis mo¿e
zachodziæ w ciemno�ci lub mo¿e byæ indukowany �wiat³em czerwonym, podczas
gdy kolejne podzia³y komórek plechy prawid³owo przebiegaj¹ w �wietle bia³ym.
Kie³kowanie zarodnika obejmuje rozerwanie intyny w miejscu trójdzielnej bruzdy
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aperturowej sporodermy (ryc. 2A), inicjuj¹c w tym miejscu dalszy rozwój gametofitu
(ryc. 2B). W ci¹gu trzech lub czterech dni od wysiania, w wyniku podzia³u komórki
zarodnikowej powstaje komórka bazalna i apikalna (ryc. 2C,D). Kolejny podzia³
komórki bazalnej prowadzi do powstania jednokomórkowego ryzoidu, a z komórki
apikalnej wyró¿nicowuje siê komórka protonemalna [26,32]. Podzia³y komórki
protonemalnej i jej komórek potomnych tworz¹ nitkowat¹ (filamentow¹) postaæ
gametofitu (ryc. 2E) [26]. Poprzeczne podzia³y tych komórek, które mog¹ byæ
indukowane poprzez �wiat³o niebieskie i niekiedy czerwone (jak np. u A. phyllitidis),
prowadz¹ do tzw. dwukierunkowego wzrostu gametofitów (ryc. 2F), w wyniku
czego wyró¿nicowuje siê merystem brze¿ny plechy (ryc. 2F,G,G�), a w konsekwencji
tworzy siê sercowate przedro�le [26]. Gametofity paproci jednakozarodnikowych,
w odró¿nieniu od ró¿nozarodnikowych, s¹ potencjalnie obup³ciowe. Jednak¿e
ekspresja p³ci i tworzenie organów rozrodczych jest zwi¹zana z tempem wzrostu i
rozwoju poszczególnych gametofitów. Czê�æ z nich szybko ro�nie i rozwija tzw.
merystematyczne gametofity. W wyniku aktywno�ci merystemu powstaj¹ fotosynte-
tyzuj¹ce komórki parenchymatyczne oraz merystem �rodkowy umiejscowiony
pomiêdzy dwoma skrzyd³ami sercowatego gametofitu. Merystem ró¿nicuje w
kierunku plemni (anterydia), czyli mêskich organów rozrodczych wytwarzaj¹cych
plemniki, a nastêpnie w kierunku rodni (archegonia), czyli ¿eñskich organów
rozrodczych wywarzaj¹cych komórki jajowe. Z wolniej rosn¹cych plech rozwijaj¹
siê mêskie tzw. amerystematyczne gametofity, z anterydiami, które mog¹ siê tworzyæ

RYCINA 1. Schemat przemiany pokoleñ paproci
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niemal ze wszystkich komórek gametofitu [26]. W wyniku po³¹czenia siê w
�rodowisku wodnym komórek rozrodczych powstaje zygota i rozwija siê diploidalny
sporofit. Sporofit pocz¹tkowo wrasta w gametofit i staje siê samo¿ywn¹ ro�lin¹,
podczas gdy gametofit od tego momentu zaczyna obumieraæ. Sporofit, w zale¿no�ci
od gatunku, rozwija li�cie z zarodniami tzw. sporofile oraz li�cie zielone tzw. trofofile,

RYCINA 2. Kie³kowanie zarodników i rozwój gametofitów Anemia phyllitidis. (A) proksymalna
powierzchnia zarodnika z trójdzieln¹ bruzd¹ aperturow¹; (B) kie³kowanie zarodnika obejmuj¹ce rozerwanie
intyny  w  miejscu  protonemy;   (C)  powstanie  ryzoidu  oraz  komórki  bazalnej  i  (D) protonemalnej;
(E) 12-dniowy gametofit p³ciowo niezdeterminowany;  (F) 21-dniowy gametofit z bocznym merystemem;
(F�) egzogenne podanie kwasu giberelinowego (GA

3
) indukuje przedwczesne tworzenie anterydiów daj¹c

w konsekwencji gametofit mêski; (G) gametofit z (G�) merystemem; (H) dojrza³y sporofit z k³osem
zarodniono�nym; an � anterydium, b � komórka bazalna, kz � k³os zarodniono�ny; m � merystem, p �
komórka protonemalna, rh � ryzoid,  s � zarodnik
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natomiast u gatunków paproci, m.in. A. phyllitidis, tworzy siê charakterystyczny
k³os zarodniono�ny (ryc. 2H). St¹d te¿ wywodzi siê zwyczajowa nazwa dla A.
phyllitidis �paproæ kwitn¹ca� [25].

1.2. Powstawanie ¿eñskich organów rozrodczych � archegoniów

  Archegonia rozwijaj¹ siê u 80% gametofitów [26]. Mog¹ byæ te¿ jedynymi organami
rozrodczymi u szybko rosn¹cych plech. Archegonia powstaj¹ zazwyczaj z jednej
powierzchniowej inicjalnej komórki, która charakteryzuje siê obecno�ci¹ du¿ego j¹dra
(ryc. 3A). W wyniku peryklinalnego podzia³u tej komórki powstaj¹ dwie komórki zew-
nêtrzna (mniejsza) i wewnêtrzna z du¿ym j¹drem (ryc. 3B). Ta ostatnia dzieli równie¿
peryklinarnie i tworzy siê zespó³ trzech u³o¿onych w rzêdzie komórek: zewnêtrznej,
pierwotnej (pk) i wewnêtrznej (ryc. 3C). Dalsze podzia³y komórki zewnêtrznej i

wewnêtrznej tworz¹ wegetatywn¹ �cianê
archegonium (ryc. 3D). Komórka pier-
wotna znajduj¹ca siê w �rodku trzy-
komórkowej kolumny dzieli siê asy-
metrycznie i poprzecznie tworz¹c ma³¹
macierzyst¹ komórkê szyjkowo-kana³ow¹
(nm) i wiêksz¹ komórkê centraln¹ (ck).
Ta ostatnia silnie wzrasta i staje siê
wielokrotnie wiêksza od macierzystej
komórki szyjkowo-kana³owej (ryc. 3E-F),
która w nastêpnym etapie wyd³u¿a siê,
a jej j¹dro dzieli siê daj¹c dwuj¹drow¹
komórkê szyjkowo-kana³ow¹ (nk; ryc.
3G). Komórka centralna dzieli siê po-
przecznie i asymetrycznie na wiêksz¹,
proksymalnie u³o¿on¹ komórkê jajow¹ (j)
i dystalnie u³o¿on¹, mniejsz¹ komórkê
kana³owo-brzuszn¹ (vk). W czasie, kiedy
komórka jajowa zwiêksza swoje rozmia-
ry, archegonium przekszta³ca siê z formy
cylindrycznej w butelkowat¹ (ryc. 3H),
natomiast komórki szyjkowo-kana³owa i
kana³owo-brzuszna ulegaj¹ degeneracji,
u³atwiaj¹c przemieszczanie siê plemni-

ków do komórki jajowej (ryc. 3H,I). Taki schemat tworzenia rodni wystêpuje miêdzy
innymi u Dryopteris crassirhizoma [12].

1.3. Powstawanie mêskich organów rozrodczych � anterydiów

Mêskie organy rozrodcze powstaj¹ w wyniku asymetrycznego podzia³u macie-
rzystej komórki anterydium w gametofitach mêskich oraz obup³ciowych. Jedna
komórka macierzysta mo¿e wytworzyæ nawet do trzech anterydiów [26]. Proces

RYCINA 3. Schemat powstawania archegoniów na
przyk³adzie  Dryopteris  crassirhizoma �  komórki:
ck � centralna, ik � inicjalna, j � jajowa, nk � szyjkowo-
kana³owa,  nm � macierzysta szyjkowo-kana³owa,
vk � kana³owo-brzuszna, pk � pierwotna
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indukcji anterydiów jest uzale¿niony od anterydiogenów wytwarzanych przez du¿e
merystematyczne osobniki bêd¹ce w tak zwanej fazie ¿eñskiej. Miernikiem zdolno�ci
gametofitów do wytworzenia anterydiów jest tzw. �ccn� � krytyczna liczba komórek.
Warto�æ �ccn� oznacza liczbê komórek, przy której 50% gametofitów w populacji

RYCINA 4. Schemat rozwoju anterydium. (A) fluorescencyjny obraz gametofitu paproci A. phyllitidis
(DAPI/UV). W wyniku dzia³ania kwasu giberelinowego zachodzi indukcja anterydiogenezy rozpoczynaj¹ca
siê wzrostem powierzchni profilu j¹der komórek macierzystych anterydium. (B-F) kolejne fazy mitozy
indukowanej kwasem giberelinowym (0 h) prowadz¹ do powstania (G) komórki inicjalnej anterydium i
utworzenia (H) dojrza³ego anterydium zbudowanego z trzech komórek tarczek i komórki spermatocytu. W
wyniku podzia³u j¹dra komórki inicjalnej tworz¹ siê: komórka dolna i górna. Dolna ró¿nicuje w bazaln¹
komórkê tarczek � b. Natomiast komórka górna dzieli siê daj¹c j¹dro spermatocytu i komórkê, która
nastêpnie dzieli siê na komórkê szczytow¹  � ap i pier�cieniow¹ tarczek � p. W wyniku kolejnych podzia³ów
spermatocytu powstaj¹ spermatydy i w konsekwencji plemniki, których liczba nie przekracza 16�18 w
anterydium (I). (C) profaza;  (D) metafaza; (E) anafaza; (F) telofaza; an � anterydium, i � komórka inicjalna,
m � komórka macierzysta, sp � spermatocyt, 0�24 h � przybli¿one czasy kolejnych etapów rozwoju
anterydium
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wytwarza przynajmniej jedno anterydium [36] i wskazuje na moment osi¹gniêcia
przez komórki fizjologicznej, p³ciowej dojrza³o�ci. Wyrazem tej dojrza³o�ci jest szereg
cytomorfologicznych parametrów macierzystych komórek anterydiów [15,16].

Szczegó³owa analiza przebiegu powstawania anterydiów zosta³a wykonana, tak¿e
podczas indukowanej kwasem giberelinowym anterydiogenezy w gametofitach A.
phyllitidis [15,17]. W p³ciowo niezdeterminowanych gametofitach (ryc. 2E; 4A)
pierwsze anterydia pojawiaj¹ siê po 24 h dzia³ania kwasu giberelinowego (ryc. 2F�;
4H), w wyniku podzia³u (ryc. 4B-F) komórek macierzystych anterydiów (ryc. 4A).
W pierwszym etapie powstaje komórka inicjalna (ryc. 4G). W wyniku podzia³u j¹dra
komórki inicjalnej tworzy siê dolna i górna komórka. Dolna ró¿nicuje siê w komórkê
bazaln¹ tarczek (ryc. 4H-b), podczas gdy komórka górna dzieli siê daj¹c j¹dro
spermatocytu i komórkê, która nastêpnie dzieli siê na komórkê szczytow¹ (ryc. 4H-
ap) i pier�cieniow¹ tarczek (ryc. 4H-p). W czasie proliferacyjnej fazy spermatoge-
nezy, w wyniku serii synchronicznych podzia³ów spermatocytu ustala siê liczba
spermatyd, np. u A. phyllitidis na oko³o 16�18 (ryc. 4I). Druga faza ró¿nicowania,
tzw. spermiogeneza obejmuje przede wszystkim reorganizacjê struktury chromatyny
spermatozoidów. Jednym z jej elementów jest wymiana zasadowych bia³ek j¹drowych
� histonów � na bardziej elektroforetycznie ruchliwe, bogate w argininê protaminy,
tak jak to ma miejsce w przypadku spermiogenezy u Marsilea vestita [34]. Plemniki
paproci s¹ zaopatrzone w liczne wici oraz spiralnie zwiniête j¹dro. Rozwój wici
pozostaje w �cis³ym zwi¹zku z cia³kiem podstawowym utworzonym z tubulin i centryn
[41], którego powstanie jest kontrolowane przez blefaroplast. Blefaroplast jest struktur¹
zastêpuj¹c¹ centrosom i powstaje przed trzema ostatnimi podzia³ami mitotycznymi
spermatocytu z tzw. wielowarstwowej struktury, MLS [41]. Liczba wici wytwarzanych
przez plemniki u paproci waha siê od 40 do 200. U gatunków z rodzaju Ceratopteris
osi¹ga warto�æ oko³o 64, podczas gdy u ró¿nozarodnikowej paproci M. vestita wynosi
140 [41]. Plemniki glonów, mszaków, porostów oraz niektórych w¹trobowców
wyposa¿one s¹ tylko w dwie wici. Dla porównania, u niektórych ro�lin nagoza-
l¹¿kowych (cykasy, Ginkgo biloba) w odró¿nieniu od ro�lin wy¿szych, których plemniki
nie maj¹ wici, liczba ich wynosi od 1 200 do 30 000 [46].

2.  ANTERYDIOGENY JAKO ENDOGENNE CZYNNIKI
INDUKCJI MÊSKIEJ P£CI  U PAPROCI

Warunkiem wzrostu gametofitów oraz rozwoju organów rozrodczych u paproci
jest wydzielanie do pod³o¿a endogennych czynników zwanych anterydiogenami [48].
Feromony te zidentyfikowano lub przypuszcza siê, ¿e istniej¹ u wielu gatunków
paproci, w tym u paproci nale¿¹cych do takich rodzin, jak: Aspidiaceae, Blechan-
ceae, Parkeriaceae, Pteridaceae oraz Schizaeaceae. W�ród g³ównych biologicz-
nych w³a�ciwo�ci anterydiogenów, obok indukcji p³ci mêskiej [26,39,48], nale¿y
wymieniæ hamowanie rozwoju archegoniów [28] i merystemów z równoczesnym
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ograniczeniem wzrostu gametofitów [26,39] oraz indukcjê kie³kowania zarodników
w ciemno�ci [50].

Stwierdzono, ¿e anterydiogeny pochodz¹ce z gametofitów gatunków rodziny
Schizaeaceae, ze wzglêdu na swoj¹ budowê chemiczn¹ nale¿¹ do du¿ej grupy
diterpenoidowych hormonów ro�linnych, giberelin [22,48]. Dotychczas poznano
chemiczn¹ strukturê 12 anterydiogenów, a kwas anterydiowy wyizolowany z gameto-
fitów A. phyllitidis (A

An
) jest pierwszym anterydiogenem scharakteryzowanym pod

wzglêdem chemicznym i jednocze�nie najwa¿niejszym czynnikiem tego typu [28]. Szlak
syntezy kwasu anterydiowego przebiega od GA

103
 poprzez GA

107 
do Me-GA

73
, a

nastêpnie od GA
24

 do GA
73

. Kwas anterydiowy zidentyfikowano tak¿e w gametofitach
A. rotundifolia, A. flexuosa oraz A. hirsuta. Natomiast, g³ówny anterydiogen
produkowany przez gametofity A. mexicana to giberelina 104 (GA

104
). Obok tych

anterydiogenów znany jest tak¿e ester metylowy gibereliny 73 (Me-GA
73

) wystêpuj¹cy
w gametofitach Lygodium (L. japonicum, L. circinnatum, L. flexuosum) oraz ester
metylowy gibereliny 9 (Me-GA

9
) obecny w L. japonicum i L. circinnatum. W

gametofitach L. circinnatum zidentyfikowano, tak¿e inne anterydiogeny, pochodne
estrów metylowych jednohydroksykwasów gibereliny 9 (GA

9
) oraz gibereliny 73

(GA
73

) [22,48].
 Wiedza o strukturze chemicznej anterydiogenów izolowanych z gametofitów innych

gatunków jest raczej ograniczona. Nale¿y jednak zwróciæ uwagê na anterydiogen C.
richardii (A

CE
), który ze wzglêdu na sw¹ aktywno�æ biologiczn¹ i naturê chemiczn¹

oraz wra¿liwo�æ na inhibitory syntezy giberelin (np. AMO-1618 i ancymidol) mo¿na
z du¿ym prawdopodobieñstwem uwa¿aæ równie¿ za giberelinê [39,48].

Anterydiogeny charakteryzuj¹ siê zró¿nicowan¹ gatunkowo-specyficzn¹ aktywno�ci¹
biologiczn¹ wykazywan¹ w tzw. reakcji krzy¿owej. Aktywno�æ ta przejawia siê w zdolno�ci
do indukcji p³ci mêskiej u innych gatunków [26,48]. Na tej podstawie mo¿na wyró¿niæ:
I.   Anterydiogeny o du¿ej specyficzno�ci gatunkowej, które s¹ aktywne biologicznie tylko

w przypadku gametofitów w³asnego gatunku, np.: C. richardii, Ceratopteris angusti-
folium, Ceratopteris thalictroides, L. japonicum oraz Onoclea  sensibilis.

II.  Anterydiogeny o podwójnej specyficzno�ci gatunkowej, które wykazuj¹ aktyw-
no�æ biologiczn¹ w stosunku do gametofitów w³asnego 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.
japonicum). Na uwagê zas³uguje fakt, ¿e anterydiogen z Phlebodium aureum
nie indukuje procesu anterydiogenezy w gametofitach w³asnego gatunku, nato-
miast z powodzeniem pe³ni tê rolê dla gametofitów O. sensibilis [5].

III. Anterydiogeny Pteridium aquilinum (A
Pt

) oraz Pteris vitatta (A
Ps

) to polispecy-
ficzne anterydiogeny, które indukuj¹ anterydiogenezê w gametofitach co najmniej
38 gatunków paproci [21]: C. angustifolium, Ceratopteris phyllitidis, Lepisorus
thunbergianus, Microgramma heterophylla, Phymatosorus scolopendria, Po-
lypodium pellucidum, O. sensibilis oraz Phlebodium aureum.

 Aktywno�æ anterydiogenów wykazuj¹ równie¿ niektóre tzw. autentyczne gibereliny,
a spektrum ich aktywno�ci w indukcji anterydiogenezy przedstawia nastêpuj¹cy szereg:
GA

7
= GA

4
>GA

1
>GA

3
>GA

9
= GA

5
= GA

8
 [35], natomiast ich aktywno�æ w hamowaniu
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procesu determinacji p³ci ¿eñskiej przedstawia szereg: GA
4
= GA

9
>GA

7
>GA

3
>GA

1
= GA

5
=

GA
8
 [28]. Anterydiogenne dzia³anie naturalnych giberelin dotychczas stwierdzono tylko u

gatunków paproci z rodzajów rodziny Schizaeaceae (Anemia, Lygodium, Schizaea i
Mohria) oraz z rodzaju Vittaria nale¿¹cych do rodziny Vittariaceae [48].

3. GENETYCZNE PODSTAWY DETERMINACJI P£CI
U PAPROCI

Rozwój p³ci w gametofitach paproci, takiej jak C. richardii (o liczbie chromoso-
mów 1n = 37) osi¹gaj¹cej p³ciow¹ dojrza³o�æ po 14 dniach od inokulacji [39], jest
determinowany epigenetycznie z udzia³em A

CE
 [48]. Anterydiogen indukuj¹cy p³eæ

mêsk¹ u C. richardii nie jest wydzielany przez osobniki obojnacze [39] dot¹d, dopóki
nie utrac¹ wra¿liwo�ci na jego dzia³anie, a utrata tej wra¿liwo�ci manifestuje siê
pojawieniem siê merystemu. Gametofit rozwija siê jako mêski (pozbawiony meryste-
mu) tylko wówczas, gdy  plechy bardzo m³ode, pomiêdzy drugim a czwartym dniem
kie³kowania s¹ ci¹gle eksponowane na A

CE
, co czyni ten efekt trwa³ym. Przy braku

anterydiogenów efekt jest przemijaj¹cy; nastêpuje wówczas szybki wzrost plechy i
obok merystemu powstaj¹ tak¿e archegonia [39,43]. Czêsto�æ wystêpowania w
populacji gametofitów obojnaczych w porównaniu z mêskimi wzrasta wraz ze spad-
kiem gêsto�ci kie³kuj¹cych zarodników w �rodowisku [43], co jest bezpo�redni¹
konsekwencj¹ spadku stê¿enia anterydiogenu wydzielanego do hodowlanego pod³o¿a
i mo¿liwo�ci jego oddzia³ywania na inne gametofity [43].

 Zrozumienie mechanizmów determinacji p³ci u paproci jednakozarodnikowych
staje siê w znacznym stopniu mo¿liwe dziêki wyodrêbnieniu u C. richardii szeregu
mutantów oraz opisaniu prawdopodobnych genów bior¹cych udzia³ w tym procesie
[37,39]. Spo�ród 140 mutantów uzyskanych po zastosowaniu promieniowania X oraz
kwasu etylometanosulfonowego wyselekcjonowano kilka ich fentypowych klas:

 (1) obojnacze � her, z merystemem i archegoniami oraz anterydiami, które
s¹ niewra¿liwe na anterydiogen; (2) mêskie � tra, tylko z anterydiami; (3) ¿eñskie
� fem, z merystemem i archegoniami; (4) obojnacze � man, z merystemem i
archegoniami oraz zwiêkszon¹ liczb¹ anterydiów w porównaniu z mêskimi lub
obojnaczymi gametofitami dzikiego typu; (5) mêski � not, bez merystemu brze¿nego
natomiast z centralnym merystemem [37] oraz (6) mutanty abr � niewra¿liwe na
dzia³anie kwasu abscysynowego (ABA).

Porównawcze badania wykonane przy u¿yciu szeregu podwójnych mutantów (np.
fem1tra1; interseks z anterydiami i merystemem) oraz potrójnych (fem1not1tra1;
bezp³ciowy) doprowadzi³y do opisania epigenetycznego mechanizmu interakcji
pomiêdzy genami, co pozwoli³o na zaproponowanie hipotetycznego mechanizmu
regulacji determinacji p³ci u C. richardii (ryc. 5). Wydaje siê, ¿e p³eæ u tego gatunku
zale¿y od aktywno�ci dwóch niezale¿nie dzia³aj¹cych genów, FEM1 i TRA1. Gen
FEM1 kontroluje rozwój p³ci mêskiej, podczas gdy TRA1 kontroluje rozwój p³ci
¿eñskiej. Geny te hamuj¹ swoj¹ aktywno�æ poprzez wzajemne oddzia³ywania, i tak,
kiedy TRA1 jest aktywny, FEM1 jest nieaktywny i na odwrót [37,39].
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Analizy maj¹ce na celu okre�le-nie ekspresji i aktywno�ci specy-ficznych genów
podczas procesu anterydiogenezy pozwoli³y, jak dotychczas, tylko na identyfikacjê jednego
genu o nazwie ANI1, którego ekspresja uwidacznia siê w pierwszych godzinach (0,5�3 h)
po podaniu anterydiogenu. Ekspresja tego genu jest konstytutywna tylko w mêskich mutantach
tra. Produktem genu ANI1 jest bia³ko (ANI1) o masie cz¹steczkowej ok. 22 kDa i
charakterze beta skrêtnego ³añcucha z sekwencj¹ aminokwasow¹ w 40% podobn¹ do
lipokainy. Wskazuj¹c, ¿e bia³ko to mo¿e mieæ zdolno�æ wi¹zania anterydiogenu, przez co mo¿e
zwiêkszaæ stê¿enie albo u³atwiaæ wi¹zanie tego feromonu do w³a�ciwych receptorów [47].

4.  ROLA GA
3
 I ETYLENU W DETERMINACJI P£CI MÊSKIEJ

ORAZ REGULACJI WZROSTU I ROZWOJU GAMETOFITÓW

Ma³e gametofity paproci A. phyllitidis, dziêki anterydiogennym w³a�ciwo�ciom
kwasu giberelinowego (ryc. 2F�; 4) strukturalnie podobnego do kwasu anterydiowego
[26,35,36,48], s¹ dogodnym obiektem do badañ przebiegu pierwszych etapów procesu
anterydiogenezy [14�18,26,35,36,48]

4.1. Trójstrefowy schemat budowy gametofitów A. phyllitidis jako model badawczy

Gametofity A. phyllitidis hodowane w warunkach kontrolnych oraz poddawane
dzia³aniu kwasu giberelinowego (GA

3
) wykazuj¹ zró¿nicowanie w przebiegu procesu

morfogenezy: obok ró¿nicy w wielko�ci gametofitów, obserwuje siê tak¿e ró¿nice
w wielko�ci komórek, s¹ one znacz¹co wiêksze w gametofitach traktowanych GA

3

ni¿ w  gametofitach kontrolnych [14,15,26,35]. Pomiary cytomorfometryczne komórek
oraz ich j¹der (ryc. 6) wykonywane w m³odych 12-dniowych (15-komórkowych)
gametofitach A. phyllitidis wskaza³y na istnienie trzech strukturalnie i funkcjonalnie
odmiennych stref, bazalnej, anterydialnej i apikalnej [15] (ryc. 7):
(1) Strefa apikalna (ryc. 7) to komórki (47%) szczytowej czê�ci gametofitu, charakte-

ryzuj¹ce siê niewielkimi rozmiarami i równomiernym wzrostem oraz do�æ inten-
sywnymi podzia³ami w stosunku do komórek pozosta³ej czê�ci plechy [15].

(2) Strefa anterydialna (ryc. 7) obejmuje komórki (oko³o 33%) �rodkowej czê�ci ga-
metofitu, o zbli¿onych  rozmiarach, odpowiedzialne za wzrost gametofitu i podatne
na indukuj¹ce dzia³anie GA

3 
inicjuj¹ce poprzeczny kierunek wzrostu komórek, któ-

RYCINA 5.  Schemat determinacji p³ci u C. richardii
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re poprzedza powstanie anterydiów. Specyficzn¹ cech¹ tego wzrostu jest zmiana
relacji szeroko�ci (W) do d³ugo�ci (L) komórek (ryc. 4A,m; ryc. 7). Iloraz tych
warto�ci daje precyzyjny wska�nik okre�laj¹cy parametry wzrostu komórek ma-
cierzystych anterydiów, wynosz¹cy oko³o 1,6 [15]. Z tych komórek powstaj¹ ko-
mórki inicjalne (ryc. 4G), a nastêpnie anterydia (ryc. 2F�,4H).

(3) Strefa bazalna (ryc. 7) obejmuje grupê oko³o 20% komórek okolicy przyzarodniko-
wej gametofitu, które s¹ zaanga¿owane w podzia³y prowadz¹ce do wytwarzania
ryzoidów (chwytników) i charakteryzuj¹ siê zró¿nicowanym wzrostem i wra¿li-
wo�ci¹ na kwas giberelinowy.

RYCINA 6.  Obraz zmian profilu powierzchni j¹der komórkowych w gametofitach A. phyllitidis w trakcie
anterydiogenezy indukowanej kwasem giberelinowym
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4.2. Regulacja aktywno�ci podzia³owej komórek gametofitów A. phyllitidis

Rozwój organizmów ro�linnych jest sum¹ efektów wzrostowych poszczególnych
komórek oraz ich aktywno�ci podzia³owej, utrzymanie której zapewnia ro�linie optymaln¹
liczbê komórek w toku jej rozwoju. Pomiary cytofotometryczne wykaza³y, ¿e  GA

3

indukuje w oko³o 37% wzrost powierzchni profilu j¹der komórkowych (NPA) [14]. Takie
zjawisko czêsto t³umaczone jest jako morfologiczny przejaw indukcji i kontynuacji
procesów transkrypcji i/lub replikacji [23]. Stwierdzono, ¿e zmiany NPA rozpoczynaj¹
siê ju¿ w 3 h po podaniu GA

3
. Najwiêksze nasilenie tego procesu obserwuje siê w

komórkach �rodkowej czê�ci gametofitu, bêd¹cych macierzystymi komórkami anterydiów
(ryc. 6) [15], czyli w strefie anterydialnej (ryc. 7). Analizy rozk³adów zawarto�ci C DNA
wykaza³y, ¿e warto�æ 1C DNA dla A. phyllitidis wyznaczona na podstawie wzorcowej
zawarto�ci C DNA dla Pisum sativum (2C = 10 pg) wynosi 11,4 pg [17]. Warto�æ ta
nie ró¿ni siê zasadniczo od warto�ci wykazanej dla paproci C. richardii (1C DNA  =
10 pg; zob. [39] i cyt. tam lit.).

Stosuj¹c zmodyfikowan¹ metodê barwienia j¹der komórkowych pararozanilin¹ [15]
stwierdzono wyra�ne zró¿nicowanie w populacji j¹der w poszczególnych fazach cyklu
komórkowego zarówno w strefie anterydialnej, jak i apikalnej gametofitu. Liczba
komórek w fazie G1, S i G2 cyklu komórkowego w apikalnej strefie gametofitu
wynosi 75%, 17% i 8% oraz odpowiednio 45%, 30%, 25% w grupie komórek strefy
anterydialnej i pozostaje niemal identyczna w kolejnych czterech dniach hodowli.
Podanie kwasu giberelinowego indukuje wzrost populacji komórek w fazie S cyklu
z maksimum w 9 h (60%) i 12 h (63%) [15]. Wzrost liczebno�ci komórek w fazie

RYCINA 7. Trójstrefowy schemat budowy gametofitu  A. phyllitidis. (K) 16-dniowy i (To) 12-dniowy
gametofit hodowany w warunkach kontrolnych oraz (GA

3
) 12-dniowy gametofit hodowany przez kolejne

cztery dni w �rodowisku 30 mM kwasu  giberelinowego. (I) strefa apikalna, (II) strefa anterydialna, (III)
strefa bazalna, an � anterydium, rh � ryzoid, s � zarodnik, wg Ka�mierczak 2003a [15]



116 A.  KA�MIERCZAK

S cyklu komórkowego �wiadczy o indukcji podzia³ów mitotycznych, co wraz ze
specyficzn¹ zmian¹ morfologii ich j¹der (wzrost NPA) oraz komórek (obejmuj¹c¹
indukcjê poprzecznego kierunku wzrostu) prowadzi do powstania anterydiów. Podczas
gdy zmiany w liczebno�ci populacji komórek w poszczególnych fazach cyklu
komórkowego komórek strefy apikalnej, w czasie 12-godzinnego dzia³ania GA

3
,

�wiadcz¹ o dokonuj¹cych siê tam podzia³ach zwiêkszaj¹cych pulê komórek wegeta-
tywnych gametofitu [15].

4.3. Udzia³ etylenu w regulacji wzrostu i rozwoju oraz determinacji p³ci u ro�lin

Etylen to drugi regulator wzrostu i rozwoju ro�lin, który obok giberelin uznany jest za
hormon p³ci. Odpowiada on u wielu ro�lin za rozwój p³ci ¿eñskiej [24,49]. Hormon ten
w postaci gazowej jest produkowany przez niemal wszystkie organizmy ro�linne (ro�liny
okrytozal¹¿kowe, ro�liny nagozal¹¿kowe, paprocie, mszaki, porosty), a tak¿e przez
niektóre mikroorganizmy [2]. Kontroluje on wiele innych procesów, w tym kie³kowanie
nasion, wzrost i ró¿nicowanie komórek, kwitnienie oraz starzenie siê ro�lin [42] i
endoreplikacjê [7,11]. Szlak syntezy etylenu (tzw. Cyklu Yanga [2]) rozpoczyna siê od
przekszta³cenia metioniny w S-adenozylometioninê (SAM), a nastêpnie SAM w ACC
za pomoc¹ odpowiedniej syntetazy. W koñcowym etapie ACC jest utleniany przy udziale
oksydazy ACC do etylenu oraz dwutlenku wêgla i cyjanowodoru [42].

U wiêkszo�ci ro�lin ni¿szych, m.in. u Pteridium aquilinum [40] i Funaria
hygrometrica [30], synteza etylenu odbywa siê zgodnie z przytoczonym schematem,
z udzia³em kluczowego metabolitu, jakim jest ACC. Tylko u niektórych ro�lin, np. u
paproci wodnych czy te¿ p³ywaj¹cych, synteza etylenu mo¿e odbywaæ siê za po�red-
nictwem innych metabolitów po�rednich [9, 27].

4.4. Cytomorfologiczne aspekty udzia³u etylenu w determinacji p³ci u A. phyllitidis

 Wykazano, ¿e podanie ACC wywo³uje synergiczny efekt na indukowany przez
GA

3
 [16] proces ekspresji p³ci mêskiej. W ci¹gu czterech dni, liczba mêskich

organów rozrodczych ulega podwojeniu z 2,8 do 5,7 przy udziale 10 µM ACC i 30
µM GA

3
 [15]. Procesowi temu towarzyszy utrzymanie wska�nika wzrostu komórek

strefy anterydialnej wyra¿onego ilorazem szeroko�ci do d³ugo�ci (W/L≥1,6). Dzia³anie
ACC nie wywo³uje indukcji anterydiów, mimo ¿e w wy¿szych stê¿eniach ACC, na
skutek ograniczenia d³ugo�ci  komórek, warto�æ W/L wynosi³a 1,6. Przejawem
indukcji anterydiogenezy z udzia³em ACC [16] jest tak¿e dyspersja chromatyny
komórek strefy anterydialnej, podobna do tej, jak¹ powoduje w gametofitach paproci
kwas giberelinowy [14,15].

 Na podstawie rozk³adów populacji komórek w poszczególnych fazach cyklu
komórkowego (uzyskanych w wyniku pomiarów cytofotometrycznych) stwierdzono,
¿e indukcja anterydiów w strefie anterydialnej z udzia³em ACC, poprzedzona jest
zwiêkszeniem z 30% (0 h) do 60% (12 h) populacji komórek w fazie S. Obserwacje
te wskazuj¹ tym samym na specyficzn¹ aktywacjê podzia³ów komórkowych zwi¹za-
n¹ z anterydiogenez¹ indukowan¹ GA

3
 [15].
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Zastosowanie kwasu aminooksyoctowego (AOA) [42], inhibitora syntezy ACC
pozwala na g³êbsze zrozumienie kooperacji etylenu i kwasu giberelinowego w
regulacji morfogenezy oraz indywidualnych efektów wywo³ywanych przez oba
wspomniane regulatory. Stwierdzono, ¿e AOA hamuje proces anterydiogenezy i rozwój
gametofitów paproci. G³ówn¹ przyczyn¹ tego ograniczenia jest zahamowanie poprze-
cznej i wyd³u¿eniowej ekspansji komórek. Wyniki te wskazuj¹ jednocze�nie, ¿e
proces indukcji poprzecznego kierunku wzrostu komórek jest zale¿ny od etylenu,
podczas gdy zarówno etylen, jak i kwas giberelinowy s¹ zaanga¿owane w regulacjê
wyd³u¿eniowej ekspansji komórek A. phyllitidis [17].

Gametofity paproci to haploidalne organizmy, jednak¿e w pocz¹tkowym okresie
ich rozwoju pewien procent komórek zawiera j¹dra o wy¿szej ni¿ 2C zawarto�ci
DNA [20]. W przypadku paproci A. phyllitidis w gametofitach kontrolnych liczba
komórek z poliploidalnymi j¹drami, tj. o zawarto�ci DNA wiêkszej ni¿ 2C jest niska
i tylko czasem osi¹ga warto�æ 3%. Podanie AOA powoduje w anterydialnej strefie
gametofitów wzrost liczby komórek o zawarto�ci DNA wiêkszej ni¿ 2C do 6% i
a¿ do 15% w uk³adzie ³¹cznego dzia³ania GA

3 
i AOA. Wzrost liczby komórek

poliploidalnych wskazuje, ¿e gibereliny w postaci egzogennie podanego GA
3
 lub

endogennie wystêpuj¹cych anterydiogenów promuj¹ syntezê DNA. Zahamowanie
wzrostu komórek spowodowane dzia³aniem AOA, utrudniaj¹ce osi¹gniêcie rozmiarów
odpowiednich do podzia³ów,

 
powoduje zwiêkszenie liczby komórek o zawarto�ci 2C

DNA. Oznacza to, ¿e tak jak etylen, tak i gibereliny wspó³dzia³aj¹ w kontroli procesu
poliploidyzacji w gametofitach paproci [17] podobnie jak u ro�lin wy¿szych [11].

Potwierdzenia udzia³u etylenu w procesie determinacji p³ci oraz kontroli wzrostu
i rozwoju gametofitów paproci dostarczy³y tak¿e badania z dwoma innymi regula-
torami syntezy etylenu, a mianowicie pierwotnego substratu etylenu (metioniny) i
jonów Co2+, inhibitora oksydazy ACC [2]. Obie substancje w po³¹czeniu z GA

3

zwiêksza³y liczbê anterydiów, natomiast zarówno w obecno�ci, jak i przy braku GA
3

zwiêksza³y ca³kowit¹ liczbê komórek w gametofitach. Metionina, tak jak jony kobaltu,
indukowa³a w niektórych gametofitach wyodrêbnienie siê merystemu brze¿nego, jak
równie¿ ¿eñskich organów rozrodczych (w pocz¹tkowych etapach ich rozwoju, w
stadium trzykomórkowym), co by³o konsekwencj¹ aktywacji podzia³ów komórko-
wych [18]. Wyt³umaczenie niemal identycznych efektów wywo³anych przez dwa
czynniki, które reguluj¹ syntezê etylenu w bardzo odleg³ych etapach, jest mo¿liwe
tylko na podstawie istnienia tzw. sprzê¿enia zwrotnego [2]. Wiele efektów wywo³ywa-
nych przez etylen podlega procesowi, w którym obserwuje siê np. indukcjê syntezy
ACC poprzez wzrost lub obni¿enie stê¿enia wydzielanego etylenu [2]. Oba te
czynniki najprawdopodobniej zwiêkszaj¹ stê¿enie ACC albo poprzez zwiêkszenie
stê¿enia metioniny, tj. substratu dla jego syntezy, albo te¿ poprzez ograniczenie
aktywno�ci oksydazy ACC poprzez dzia³anie jonów kobaltu [42], co sugeruje, ¿e
nie tyle etylen, co ACC mo¿e byæ regulatorem omawianych procesów. Okazuje siê
bowiem, ¿e ACC mo¿e w sposób niezale¿ny od etylenu uruchamiaæ procesy specy-
ficzne dla etylenu, poprzez indukcjê specyficznych dla tego procesu kinaz recep-
torowych [8].
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4.5. Zmiana struktury �ciany komórkowej towarzysz¹ca anterydiogenezie
indukowanej kwasem giberelinowym

 Proces determinacji p³ci mêskiej u A. phyllitidis jest �ci�le zwi¹zany z regulacj¹
zarówno wielko�ci, jak i sposobu wzrostu komórek gametofitu, czyni¹c je podatnymi na
dzia³anie kwasu giberelinowego. Podstaw¹ zmiany kierunku wzrostu komórek s¹
modyfikacje w aran¿acji w³ókien celulozowych [19]. Specyficzne barwienie
fluorescencyjne wykonane za pomoc¹ fluorochromu (Fluostain) ujawnia w wiêk-
szo�ci komórek m³odych gametofitów obecno�æ zró¿nicowanych pod wzglêdem
wielko�ci plam celulozowych. Podanie kwasu giberelinowego indukuje w �cianach
komórek strefy anterydialnej prostopad³e i sko�ne u³o¿enie fibrylli celulozowych
w stosunku do poprzecznego kierunku wzrostu komórek. W komórkach gameto-
fitów poddanych dzia³aniu AOA obserwuje siê nieregularny typ u³o¿enia w³ókien
celulozowych, natomiast po podaniu ³¹cznie AOA i GA

3
 � sko�ny i pod³u¿ny typ

aran¿acji w³ókien �ciany komórkowej [17].

5. PODSUMOWANIE

 Zebrane w tej pracy wyniki potwierdzaj¹ zwi¹zek kierunku wzrostu komórki z
charakterem organizacji struktury �ciany komórkowej [19], wyja�niaj¹c jednocze�nie
mechanizmy regulacji determinacji p³ci, w których widoczna jest indukcja poprzecz-
nego wzrostu komórek przy udziale etylenu i kwasu giberelinowego.

 Prezentowane wyniki analiz przemawiaj¹ za istnieniem specyficznego sprzê¿enia
tak pomiêdzy endogennymi anterydiogenami i ACC, jak równie¿ miêdzy kwasem
giberelinowym i ACC, a reakcja przedro�la jest wypadkow¹ aktywno�ci obu tych
hormonów. Egzogenne dostarczenie kwasu giberelinowego zmienia program rozwo-
jowy gametofitów oraz optymalizuje fizjologiczno-biochemiczne warunki determinacji
p³ci. Zwi¹zane z tym procesem zmiany w rozwoju gametofitu, szczególnie silnie
przejawiaj¹ siê w obrazie morfologicznym. Wzajemna relacja stê¿eñ giberelin i
etylenu u A. phyllitidis zdaje siê mieæ podobne znaczenie, jak w przypadku regulacji
determinacji p³ci u ogórka (C. sativus), który dotychczas by³ jedn¹ z nielicznych
ro�lin wykorzystywanych w badaniach roli giberelin i etylenu w procesie determinacji
p³ci [38,44,51]. Kooperacja pomiêdzy giberelinami a etylenem w kontroli procesów
rozwojowych mo¿e odbywaæ siê za po�rednictwem bia³ek DELLA, nale¿¹cych do
rodziny czynników regulacji transkrypcji (GRAS), które integruj¹ zewnêtrzne i
wewnêtrzne sygna³y komórkowe oraz dzia³aj¹ jako regulatory wzrostu [1]. Istotnym
elementem wspó³dzia³ania etylenu i giberelin wydaje siê byæ regulacja ich stê¿eñ,
przy udziale bezpo�redniego prekursora etylenu, jakim jest kwas cyklopro-pylo-1-
amino-1-karboksylowy (ACC). Podany egzogennie GA

3
 podczas indukcji wyd³u¿ania

epikotyli Vigna angularis, zwiêksza ilo�æ ACC poprzez stymulacjê aktywno�ci
syntetazy ACC i hamowanie aktywno�ci oksydazy ACC [13,45]. Gibereliny reguluj¹
poziom etylenu [13], za� etylen z kolei mo¿e zmieniaæ poziom giberelin. W przypadku
Rumex palustris, etylen podany egzogennie powoduje wzrost zawarto�ci giberelin
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oraz zwiêkszenie wra¿liwo�ci na ten hormon [31]. Podobne zjawisko zaobserwowano
u Oryza sativa, u którego wzrost poziomu endogennego etylenu, w wyniku
okresowego zalania, zwiêksza stê¿enie giberelin, powoduj¹c intensyfikacjê wyd³u¿ania
miêdzywê�li [45]. Z kolei promienisty wzrost korzeni cytrusów jest mo¿liwy dziêki
obni¿eniu zawarto�ci giberelin [38].

Wyniki badañ uzyskane przy zastosowaniu regulatorów syntezy etylenu silnie
przemawiaj¹ za istnieniem u A. phyllitidis szlaku syntezy alkenu podobnego do tego,
jaki wystêpuje u ro�lin wy¿szych. Wykorzystanie w badaniach anterydiogenezy kwasu
aminooksyoctowego (AOA), bêd¹cego specyficznym inhibitorem aktywno�ci syntazy
ACC, pozwoli³o na rozró¿nienie efektów wywo³ywanych przez ten hormon. Z ca³¹
pewno�ci¹ mo¿na stwierdziæ, ¿e gibereliny w postaci anterydiogenów lub podanego
egzogennie kwasu giberelinowego, indukuj¹ syntezê DNA i podzia³y komórkowe.
Natomiast etylen, wspó³dzia³aj¹c z giberelinami poprzez kontrolê stopnia i charakteru
usieciowania �ciany komórkowej i kierunku syntezy mikrofibrylli celulozowych,
reguluje poprzeczny kierunek ekspansji komórek.

 Zastosowanie ACC w badaniach nad udzia³em etylenu w procesie determinacji
p³ci mêskiej oraz regulacji wzrostu p³ciowo niezdeterminowanych gametofitów
paproci uzasadnia szereg faktów:

(1) szybko�æ syntezy etylenu wyznacza etap syntezy ACC, który jest bezpo�red-
nim prekursorem etylenu [4,42];

(2) ACC bierze udzia³ w tzw. dodatnim sprzê¿eniu zwrotnym: zwiêkszanie stê¿enia
etylenu zwiêksza aktywno�æ oksydazy ACC [33];

(3) ACC jest tak¿e kluczowym metabolitem we wzajemnych relacjach giberelin
i etylenu w przekazywaniu sygna³ów i kontroli procesów rozwojowych [1];

(4) etylen wywo³uje specyficzne, charakterystyczne efekty zwane potrójn¹ reakcj¹
TRS (�triple response�), która obejmuje miêdzy innymi zahamowanie wzrostu
wyd³u¿eniowego ³odyg i korzeni oraz indukcjê grubienia hypokotyli, poprzez stymula-
cje radialnego i poprzecznego kierunku wzrostu komórek [2,6,13,31].

Zestawienie danych literaturowych z badaniami w³asnymi pozwala na zapropono-
wanie potencjalnego mechanizmu kontroli anterydiogenezy z udzia³em giberelin i
etylenu,  tak w okresie poprzedzaj¹cym, jak i w czasie tworzenia anterydiów.

Proces regulacji móg³by przebiegaæ dwutorowo (ryc. 8). Pierwsza droga polega³aby
na bezpo�rednim udziale kwasu giberelinowego w uruchamianiu zmian poprzedzaj¹cych
indukcjê cyklu komórkowego, który zapocz¹tkowuje androgenny kierunek rozwoju
gametofitów paproci. Druga przebiega³aby natomiast poprzez aktywacjê, za po�rednict-
wem ACC, mechanizmu uruchamiaj¹cego asymetryczny wzrost komórek macierzystych,
prowadz¹cy do nierównocennego ich podzia³u i utworzenia inicjalnej komórki i dojrza³ego
anterydium. Taki podzia³ by³by konsekwencj¹ osi¹gniêcia przez komórkê w³a�ciwego
rozmiaru, który mo¿e byæ scharakteryzowany w postaci ilorazu szeroko�ci (W) do d³ugo�ci
(L) komórek (W/L), przy czym warto�æ tego ilorazu nie mo¿e byæ mniejsza ni¿ 1,6.

5.1. Hipotetyczny mechanizm regulacji procesu anterydiogenezy  u  A. phyllitidis

 Kwas giberelinowy po�rednio, za po�rednictwem genów determinacji p³ci (TRA5,
HER,  MAN1,  NOT1,  FEM1) i bia³ek typu ANI1, uruchamia syntezê cyklin i



120 A.  KA�MIERCZAK

kinaz bia³kowych (Cdc2;3 i CycA1), w wyniku czego nastêpuje indukcja podzia³ów
komórkowych strefy anterydialnej gametofitów rozpoczynaj¹cych rozwój anterydiów.
Równocze�nie z podaniem kwasu giberelinowego nastêpuje aktywacja syntazy
(ACS1,5) i oksydazy ACC (ACO2,3) prowadz¹ca do wzrostu poziomu najpierw
ACC, a nastêpnie etylenu, który aktywuje histydynowe kinazy receptorowe (ETR1).
Poprzez fosforylacjê kinazy CTR1 (kinazy MAP), zwalnia siê w odpowiedzi na
etylen tzw. negatywny mechanizm regulacji. Kolejne kinazy SIMK i MMK3 urucha-
miaj¹ proces ekspresji genów, m.in. endotransglikozylazy ksyloglukanowej (XET) i
endo-1,4-glukanazy (KOR), powoduj¹cych rozlu�nienie struktury �ciany komórkowej
i syntezê nowych w³ókien celulozowych, które determinuj¹ poprzeczny kierunek

RYCINA  8.  Potencjalny mechanizm regulacji morfogenezy  i  determinacji  p³ci w  gametofitach paproci
A. phyllitidis
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wzrostu komórek macierzystych anterydiów. Wzmocnienie wspomnianych efektów
mo¿e nast¹piæ w wyniku aktywacji czynników transkrypcji zale¿nych od giberelin
(np. GA-MYB). W³a�ciwa koordynacja tych procesów w koñcowym etapie prowadzi
do asymetrycznego podzia³u komórek i powstania anterydiów (ryc. 8).
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