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ABSTRACT: Endoreplication is a physiological process which accompanies the develop-
ment of all plants. In Anemia phyllitidis gametophytes it was shown that restriction
of cell growth by aminooxyacetic acid (AOA), the inhibitor of ACC (1-carboxy-1-
aminooxycyclopropane) the ethylene precursor synthesis, inhibited cell division but
not DNA synthesis, leading to restriction of gametophyte length as well as to
decrease in the number of S- and increase in the number of G2- and endo-phase cells.
AOA replacement with gibberellic acid (GA

3
) in the culture medium of gametophytes

previously treated with AOA or AOA with GA
3 

induced division of cells leading
to the resumption of cell division and increase in the total number of gametophyte
cells and increase G1-, S- and maximal level of DNA endoreplication.

ABSTRAKT: Endoreplikacja jest procesem fizjologicznym, który towarzyszy rozwojowi
wszystkich ro�lin. Wykazano, ¿e zahamowanie wzrostu komórek w gametofitach
paproci Anemia phyllitidis z zastosowaniem kwasu aminooksyoctowego (AOA),
inhibitora syntezy ACC (1-karboksy-1-aminocyklopropan), prekursora syntezy etylenu,
hamuje podzia³y komórkowe, ale nie hamuje syntezy DNA prowadz¹c do zachowania
wzrostu gametofitów na d³ugo�æ, jak równie¿ do spadku liczby komórek w fazie
S i wzrostu liczby komórek w fazie G2 cyklu komórkowego oraz wzrostu liczby
komórek endoploidalnych.
Zast¹pienie AOA kwasem giberelinowym (GA

3
) w pod³o¿u gametofitów uprzednio

hodowanych w obecno�ci AOA lub AOA z GA
3 

prowadzi do wznowienia podzia³ów
komórkowych i wzrostu ca³kowitej liczby komórek gametofitów oraz wzrostu
liczby komórek w fazie G1 i S cyklu komórkowego wraz z podniesieniem maksymalnego
poziomu endoreplikacji.
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Wstêp

Rozwój gametofitów paproci A. phyllitidis, gatunku z rodziny Anemiaceae
(Schuettpelz i Pryer 2007), zale¿y od aktywno�ci giberelinowych pochodnych,
podzielonych na trzy grupy (Ka�mierczak 2010b), zwanych anterydiogenami
(Yamane 1998). Czynniki te wystêpuj¹ endogennie w gametofitach paproci
i kontroluj¹ wzrost komórek, kie³kowanie zarodników oraz rozwój mêskich
i ¿eñskich organów rozrodczych, tj. anterydiogenezê i oogenezê (Yamane 1998).

Kwas giberelinowy (GA
3
), który jest hormonem z grupy giberelin, fizjologicznie

aktywnym u ro�lin nasiennych (Mander 2003), imituje aktywno�æ kwasu
anterydiowego � anterydiogenu strukturalnie podobnego do GA

3 
(Yamane 1998)

i endogennie wystêpuj¹cego w gametofitach paproci A. phyllitidis (Schraudolf
1964; Yamane 1998; Ka�mierczak 2010a). GA

3
 po egzogennym podaniu do

hodowli gametofitów A. phyllitidis indukuje przedwczesne tworzenie anterydiów
(mêskich organów rozrodczych; Schraudolf 1964; Yamane 1998; Ka�mierczak
2010a).

GA
3
 kontroluje anterydiogenezê i rozwój gametofitów paproci A. phyllitidis

miêdzy innymi poprzez regulacjê podzia³ów komórkowych (Ka�mierczak 2003a).
W gametofitach poddanych dzia³aniu GA

3 
niektóre komórki, szczególnie strefy

anterydialnej, stopniowo zyskuj¹ anterydiogenn¹ wra¿liwo�æ i staj¹ siê komórkami
macierzystymi anterydiów (Ka�mierczak 2003a), w których dochodzi do

 
indukcji

syntezy DNA (Ka�mierczak 2003a), koniecznej do rozpoczêcia cyklu
komórkowego (del Pozo i in. 2006) i tym samym do podzia³u macierzystych
komórek anterydiów (Ka�mierczak 2003a) lub do inicjacji endoreplikacji
(endocyklu; Lee i in. 2009).

Przebieg cyklu komórkowego u ro�lin dotyczy kolejno po sobie nastêpuj¹cych
faz tj. G1, S, G2 i mitozy, ze szczególnym uwzglêdnieniem tzw. punktów kontrolnych
miêdzy faz¹ G1 i S (tzw. punkt kontrolny G1/S) oraz miêdzy faz¹ G2 i M (tzw.
punkt kontrolny G2/M). Ponadto wyró¿nia siê punkt kontrolny pozwalaj¹cy na
przej�cie do mitozy, zwany punktem wrzeciona podzia³owego, oraz dodatkowe
punkty kontrolne, jak punkty wewnêtrzne fazy S cyklu komórkowego. Zasadnicz¹
rol¹ punktów kontrolnych cyklu komórkowego jest kontrola zakoñczenia oraz
prawid³owo�ci syntezy j¹drowego DNA. Regulacja przej�cia kolejnych punktów
kontrolnych cyklu, w ogólnym zarysie, odbywa siê w oparciu o zmiany aktywno�ci
serynowo-treoninowych cyklino-zale¿nych kinaz bia³kowych (CDK), np. CDKA,
CDKB, których aktywno�æ jest zale¿na od specyficznych bia³ek regulatorowych
tzw. cyklin (Cyc), np. CycA i CycB. W czasie trwania cyklu komórkowego
ilo�æ kinaz nie zmienia siê, podczas gdy ilo�æ cyklin zmienia siê w czasie cyklu
komórkowego. Aby kinaza zyska³a aktywno�æ musi powstaæ kompleks CDK
i Cyc. W przypadku punktu kontrolnego G1/S kinaza CDKA w kompleksie z
CycD fosforyluje bia³ka retinoblastoma (pRb), co prowadzi do uwolnienia
czynnika transkrypcji (E2F) z kompleksu z RB oraz z DP (ang. dimerization
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partner). Nastêpnie E2F rozpoczyna kaskadê reakcji zwi¹zan¹ z rozpoczêciem
fazy S cyklu komórkowego, czyli rozpoczêciem syntezy DNA. Natomiast do
rozpoczêcia mitozy, tj. przej�cia punktu kontrolnego G2/M, potrzebne s¹ kompleksy
CDK (CDKA i B) z Cyc (CycA, B lub D) o ogólnej nazwie MPF (kompleks
promuj¹cy mitozê), który pozostaje nieaktywny dopóki nie dojdzie do jego
defosforylacji z udzia³em fosfataz bia³kowych (Cdc25). Defosforylacja MPF
powoduje jego aktywacjê, w wyniku aktywno�ci kinazowej dochodzi do aktywacji
licznych czynników kontroli cyklu komórkowego i rozpoczêcia mitozy.
Zakoñczenie mitozy jest mo¿liwe po ubikwityno-zale¿nej degradacji cyklin,
g³ównie CycB, z udzia³em kompleksu bia³ek promuj¹cych anafazê (APC/C;
del Pozo i in. 2006; Li i Hang 2009; Ka�mierczak 2010b).

Rozpoczêcie syntezy DNA w apikalnej i anterydialnej strefie gametofitów
prowadzi do wzrostu liczby komórek w fazie S cyklu komórkowego indukuj¹c
podzia³y komórek somatycznych gametofitu oraz komórek bêd¹cych macierzys-
tymi komórkami anterydiów (Ka�mierczak 2003a). Podzia³ komórek macie-
rzystych anterydiów jest poprzedzony ich poprzecznym kierunkiem wzrostu,
wyznaczonym w stosunku do g³ównej osi gametofitu (Ka�mierczak 2003a).
Wzrost ten, wraz ze zwiêkszeniem ca³kowitego rozmiaru komórek macierzystych
anterydiów w 12-dniowych gametofitach paproci A. phyllitidis, stanowi charakte-
rystyczny morfologiczny przejaw anterydiogenezy indukowanej z udzia³em GA

3

(Ka�mierczak 2003a). Omawiane komórki rosn¹c osi¹gaj¹ rozmiar ok. 3000 µm2

i specyficzny kszta³t okre�lony stosunkiem ich szeroko�ci do d³ugo�ci, którego
warto�æ wynosi ok. 1,6 (Ka�mierczak 2003a). Bez osi¹gniêcia tych parametrów
komórki macierzyste anterydiów nie uzyskuj¹ zdolno�ci do asymetrycznego
podzia³u (Ka�mierczak 2006) i nie tworz¹ anterydiów (Ka�mierczak 2010a).
Podobne ograniczenie zdolno�ci do asymetrycznego podzia³u komórek
macierzystych anterydiów i tym samym hamowanie procesu anterydiogenezy
zachodzi w wyniku zahamowania poprzecznego wzrostu komórek macierzystych
anterydiów (Ka�mierczak 2006; Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009).

Rola etylenu, jedynego gazowego hormonu ro�linnego (Bleecker i Kende
2000), w kontroli podzia³ów i wzrostu komórek anterydialnych oraz innych
komórek gametofitów paproci A. phyllitidis tak¿e ju¿ nie budzi w¹tpliwo�ci
(Ka�mierczak 2003b, 2010a), gdy¿ ACC, prekursor syntezy etylenu podany
egzogennie, wzmaga ponad dwukrotnie liczbê tworz¹cych siê anterydiów
indukowanych w obecno�ci GA

3
. Ich tworzenie natomiast mo¿e byæ zahamowane

aplikacj¹ AOA (kwas aminooksyoctowy, inhibitor syntezy ACC) lub NBD
(nornornadien, inhibitor receptorów szlaku etylenowego), której towarzyszy
spadek zawarto�ci w gametofitach ACC (1-karboksy-1-aminocyklopropan;
Ka�mierczak 2007, 2010a; Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009) oraz ograniczenie
wzrostu komórek gametofitów w kierunku poprzecznym. Ograniczenie tego
wzrostu jest zwi¹zane z usztywnieniem �ciany komórkowej (Ka�mierczak 2004),
co odzwierciedla siê w postaci rozproszonej lub sko�nej organizacji mikrofibryl
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celulozowych w �cianie komórek strefy anterydialnej gametofitów (Ka�mierczak
i Ka�mierczak 2009; Ka�mierczak 2010a). Wzrost poprzeczny jak i wyd³u¿e-
niowy komórek gametofitów A. phyllitidis jest pod kontrol¹ etylenu, jednak¿e
wzrost wyd³u¿eniowy mo¿e byæ kontrolowany niezale¿nie od etylenu tak¿e przez
GA

3
 (Ka�mierczak 2004, 2010a).

Fakt, ¿e traktowanie gametofitów paproci A. phyllitidis z wykorzystaniem
AOA lub mieszaniny GA

3
 z AOA (GA

3
/AOA (Ka�mierczak 2004) oraz NBD

lub mieszaniny NBD z GA
3 

(GA
3
/NBD (Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009)

zwiêksza liczbê komórek w fazie S cyklu komórkowego poprzedzaj¹c
gromadzenie siê komórek w fazie G2 i komórek endoploidalnych (Ka�mierczak
2004, 2010a) �wiadczy o tym, ¿e etylen nie kontroluje syntezy DNA (Ka�mierczak
2004, 2010a). Za ten proces odpowiedzialny jest zewnêtrznie podawany GA

3

(Ka�mierczak 2004, 2010a).
Wyniki te tak¿e wskazuj¹, ¿e etylen mo¿e byæ podrzêdnym w stosunku do

giberelin czynnikiem w kontroli morfogenezy i rozwoju gametofitów paproci
A. phyllitidis (Ka�mierczak i Ka�mierczak 2007; Ka�mierczak 2010a). Fakt
ten dobrze obrazuje sformu³owany tzw. �mechanizm regulacji morfogenezy
i determinacji p³ci mêskiej� gametofitów A. phyllitidis (Ka�mierczak 2010a),
w którym etylen jest rozwa¿any jako wtórny przeka�nik kontroli morfogenezy
i rozwoju gametofitów, podczas gdy GA

3 
kontroluje jego aktywno�æ (Ka�mierczak

2006, 2010a) choæby np. przez wp³yw na jego syntezê (Ka�mierczak i Ka�mierczak
2009).

Celem niniejszej pracy by³o uzyskanie odpowiedzi na pytanie: czy zahamo-
wanie wzrostu komórek oraz procesu anterydiogenezy gametofitów paproci
A. phyllitidis z udzia³em AOA jest przej�ciowe? Do zaplanowanych badañ
zastosowano dobrze scharakteryzowany �trójstrefowy model budowy i rozwoju
gametofitów paproci A. phyllitidis� (Ka�mierczak 2003a, b, 2010a).

1. Materia³y i metody

2.1. Hodowla gametofitów

Zarodniki A. phyllitidis kie³kowa³y sterylnie w ciemno�ci przez dwa dni.
Powstaj¹ce gametofity hodowano za� w ci¹g³ym o�wietleniu w szalkach Petriego
w po¿ywce Mohra (Ka�mierczak 2003a). Do badañ pos³u¿y³y 12-dniowe plechy
(seria T

0
), które poddano dzia³aniu 100 µM AOA (Sigma) lub 100 µM AOA

z 30 µM GA
3
 (odpowiednio seria AOA i AOA/GA

3
) i hodowano przez 96 h

(ryc. 1). Nastêpnie gametofity z obu serii przeniesiono na 96 h do pod³o¿a
z 30 µM GA

3 
bez AOA (seria AOA GA

3 
i AOA/GA

3
GA

3
; ryc. 1). Cytomorfo-

logiczne oraz cytofotometryczne badania prowadzono po 96 h dzia³ania na
gametofity AOA lub AOA/GA

3
 (tj. w seriach AOA lub AOA/GA

3
) oraz po

nastêpnych 96 h dzia³ania tylko GA
3
,

 
co odpowiada odpowiednio seriom

AOA GA
3 

i AOA/GA
3

GA
3
.
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Ryc. 1. Mikrofotografie dwunastodniowych gametofitów paproci Anemia phyllitidis (A,D)
hodowanych przez 96 h w pod³o¿u zawieraj¹cym 100 µM AOA bez (B; seria AOA) lub
z 30 µM GA

3
 (E; seria AOA/GA

3
) oraz tych gametofitów hodowanych przez kolejne

96 h z 30 µM GA
3 
(C; seria AOA GA

3
, F; seria AOA/GA

3
GA

3
). b, an i a, odpowiednio

strefa bazalna, anterydialna i apikalna gametofitów; rh, ryzoid; s, spora. Skala dla wszystkich
mikrofotografii gametofitów wynosi 100 ìm.

Fig. 1. Micrographs of 12-d-old Anemia phyllitidis gametophytes (A,D) cultured for
96 h in the medium containing 100 µM AOA without (B; AOA series) or with 30 µM
GA

3
 (E; AOA/GA

3
 series) and those gametophytes cultured only with 30 µM GA

3 
(C;

AOA GA
3 
series, F; AOA/GA

3
GA

3
) for next 96 h. b, basal, an, antheridial, a, apical

zone of gametophytes; rh, rhizoid; s, spore. Bar is 100 ìm (for all gametophytes).
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2.2. Analizy cytomorfologiczne oraz mikrocytofotometryczne pomiary
zawarto�ci DNA oraz oszacowanie liczby komórek zawieraj¹cych 1C,
1-2C, 2C i wiêcej ni¿ 2C DNA (endoploidalne komórki)

Cytomorfologiczne analizy gametofitów oraz cytofotometryczne pomiary
zawarto�ci DNA w j¹drach komórkowych gametofitów prowadzono po ich
uprzednim utrwaleniu przez 1 h w mieszaninie Carnoy�a (96% etanol i lodowaty
kwas octowy w stos. 3:1). Po p³ukaniu w serii alkoholi 96% i nastêpnie 70%
i po ich uwodnieniu, do obserwacji materia³ umieszczano w 86% glicerolu.

Analizy obejmuj¹ce liczbê komórek i d³ugo�æ gametofitów, pole profilu
komórek (CPA) i ich szeroko�æ (W) oraz d³ugo�æ (L) przeprowadzono w oparciu
o pomiary 100-150 gametofitów na ka¿d¹ seriê eksperymentaln¹ (w trzech
powtórzeniach) z zastosowaniem programu ScnImage. Dokumentacjê fotogra-
ficzn¹ przeprowadzono z wykorzystaniem programu Act-1 i mikroskopu Nikon
(Precoptic, Polska).

Pomiary zawarto�ci DNA, pola powierzchni profilu j¹der komórkowych
(NPA) i ich �rednicy prowadzono po barwieniu gametofitów odczynnikiem
Feulgena zgodnie z procedur¹ opisan¹ wcze�niej (Ka�mierczak 2004) z wy-
korzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego Nikon i programu komputerowego
ScnImage. Zawarto�æ DNA przedstawiano jako intensywno�æ fluorescencji
emitowanej przez j¹dra barwione odczynnikiem Feulgena z oko³o 450-550 j¹der
z dwóch niezale¿nych serii eksperymentalnych i wyra¿ono w jednostkach
roboczych (a.u.). Wyniki tych pomiarów pos³u¿y³y do przygotowania histogramów
w celu okre�lenia procentowego udzia³u komórek w fazach cyklu komórkowego
(G1, S i G2) i w endocyklu (>2C).

2.3. Analizy statystyczne

Istotno�æ statystyczn¹ wyników oceniano z wykorzystaniem testu t-Studenta.

3. Wyniki

3.1. Liczba komórek i ich wielko�æ oraz wielko�æ gametofitów paproci

W celu wykazania zmian w morfogenezie gametofitów paproci A. phyllitidis
zastosowano jedne z najwa¿niejszych paramentów charakteryzuj¹cych wzrost
gametofitów, tj. �redni¹ liczbê komórek, ich pole profilu powierzchni, d³ugo�æ
i szeroko�æ anterydialnych i apikalnych komórek gametofitów oraz d³ugo�æ
gametofitów w seriach T

0
 (ryc. 1A,D), AOA, AOA/GA

3 
(ryc. 1B,E), AOA  GA

3

i AOA/GA
3 

 GA
3 

(ryc. 1C,F; ryc. 2).
W gametofitach poddawanych dzia³aniu AOA (ryc. 1B) lub AOA/GA

3
 (ryc. 1E)

liczba komórek nie zmieni³a siê (ryc. 1, 2A,G) w porównaniu z seri¹ T
0
, ale
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Ryc. 2. Liczba komórek (A,G), d³ugo�æ plechy (B,I), pole profilu komórki (CPA; C,J) oraz
szeroko�æ i d³ugo�æ komórek w strefie anterydialnej (D,K) i strefie apikalnej (E,L,
F,M) 12-sto dniowych (serii T

0
) gametofitów paproci A. phyllitidis poddanych dzia³aniu

AOA (AOA seria) lub AOA z GA
3 
(seria AOA/GA

3
) przez 96 h a nastêpnie traktowanych

przez 96 h tylko GA
3
 (seria AOA GA

3
 i AOA/GA

3
GA

3
).

Fig. 2. Cell number (A,G), thalli length (B,I), cell profile area (CPA; C,J) and width and
length of antheridial (D,K) and apical (E,L,F,M) zone cells of 12-day-old (T

0
 series)

A. phyllitidis gametophytes treated with AOA (AOA series) or with AOA with GA
3

(AOA/GA
3
 series) for 96 h and those after next 96-h treatment only with GA

3

(AOA GA
3
 and AOA/GA

3
GA

3 
series).
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o oko³o 20% (P<0.05; ryc. 2B,I) wzros³a d³ugo�æ plech. Po kolejnych 96 h
inkubacji z GA

3
 opisanych seri¹ AOA GA

3 
i AOA/GA

3
GA

3 
(ryc. 1C,F) liczba

komórek w gametofitach w porównaniu z seri¹ T
0
 (ryc. 1C,F; 2A,G) wzros³a

o 20% (ryc. 2A,G), lecz d³ugo�æ gametofitów w porównaniu z seri¹ AOA lub
AOA/GA

3
 (ryc. 1C,F, 2B,I) nie zmienia³a siê. Ponadto ¿aden z gametofitów

nie wytworzy³ anterydiów (ryc. 1C,F).
Pole powierzchni profilu komórek (CPA) strefy anterydialnej w seriach AOA

i AOA/GA
3
 (ryc. 1B,E; 2C,J) wzros³o odpowiednio o 50% i 80% (0.01<P<0.02).

Wynika³o to ze wzrostu szeroko�ci i d³ugo�ci komórek o 15% i 50% w serii
AOA i o oko³o 18% i 19% w serii AOA/GA

3
 (ryc. 2D,K). W seriach AOA GA

3

i AOA/GA
3

GA
3 
w porównaniu z seri¹ T

0
 CPA strefy anterydialnej wzros³o

(P<0.05) odpowiednio o 25% (ryc. 2C) i 50% (ryc. 2J). By³o to zwi¹zane ze
wzrostem W i L tych komórek odpowiednio o 10% i 19% w serii AOA GA

3

(ryc. 2D) i odpowiednio o 19% i 20% w serii AOA/GA
3

GA
3 
(ryc. 2K). CPA

strefy anterydialnej w seriach AOA GA
3 
i AOA/GA

3
GA

3 
by³o mniejsze ni¿

odpowiadaj¹cym im komórkom z serii AOA lub AOA/GA
3
. W seriach AOA

i AOA GA
3 
PA

 
komórek

 
apikalnej czê�ci gametofitu oraz ich W i L nie zmieni³o

siê (ryc. 2E,F) w porównaniu z seri¹ T
0
, podczas gdy w seriach AOA/GA

3

i AOA/GA
3

GA
3
 PA wzros³o odpowiednio o 40% i 10% (ryc. 2L). Wynika³o

to ze wzrostu warto�ci W i L komórek odpowiednio o 20% i 5% w serii AOA/GA
3

(ryc. 2M) i oko³o 10% warto�ci komórek w serii AOA/GA
3

GA
3
 (ryc. 2M),

dlatego komórki apikalne z serii AOA/GA
3

GA
3
 by³y mniejsze ni¿ te w serii

AOA/GA
3 
i podobne do wielko�ci komórek apikalnych w serii T

0
.

3.2. Zawarto�æ DNA

Pomiary mikrocytofotometryczne intensywno�ci fluorescencji emitowanej
z j¹der komórkowych barwionych odczynnikiem Feulgena, które zastosowano
do oceny zawarto�ci DNA w gametofitach paproci A. phyllitidis wykaza³y,
¿e wspó³czynnik korelacji �r� wyznaczony pomiêdzy zawarto�ciami DNA
(wyra¿onymi w jednostkach arbitralnych - a.u. � intensywno�ci fluorescencji)
a powierzchni¹ j¹der (ryc. 3A-F) wynosi³ oko³o 0,97 (ryc. 3A). T¹ warto�æ
wspó³czynnika zastosowano do oceny zawarto�ci C DNA i przygotowania
histogramów do oceny liczby komórek w poszczególnych fazach cyklu
komórkowego. Warto�æ 1C DNA odpowiadaj¹ca fazie G1 cyklu zawiera³a siê
pomiêdzy 0,16 a 0,24 warto�ci a.u (ryc. 4A-L), podczas gdy warto�æ 2C DNA
odpowiadaj¹ca fazie G2 zawiera³a siê w zakresie 0,32 i 48 a.u. (ryc. 4A-L).
Komórki z zawarto�ci¹ DNA pomiêdzy wskazanymi warto�ciami to komórki
w fazie S cyklu komórkowego, a powy¿ej warto�ci 48 a.u. to komórki
endoreplikuj¹ce, gdzie 3C i 6C DNA oznacza komórki w fazach S endocyklu,
a 4C i 8C DNA oznacza komórki, które odby³y odpowiednio jedn¹ i dwie rundy
endoreplikacyjne.
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Porównanie �rednicy j¹der komórkowych z zawarto�ci¹ C DNA (ryc. 3B;
ryc. 3A-F) wykaza³o, ¿e �rednica j¹der komórek o zawarto�ci DNA 1C wzros³a
z oko³o 8,5 µm do oko³o 24,5 µm dla j¹der o zawarto�ci 8C, a warto�æ
wspó³czynnika korelacji �r� dla tych parametrów wynosi³a 0,98.

3.3. Liczba komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego i
w endocyklu

Histogramy (ryc. 4A-L) zawarto�ci DNA pozwoli³y oszacowaæ liczbê komórek
strefy anterydialnej (ryc. 4A-C; G-I) i apikalnej (ryc. 4D-F, J-L) gametofitów
w badanych seriach eksperymentalnych w fazie G1, G2 i S cyklu oraz
w endocyklu (>2C DNA; tab. 1; ryc. 5).

Ryc. 3. Zale¿no�æ pomiêdzy polem profilu j¹dra komórkowego (NPA; A) lub jego
�rednicy  (B) a zawarto�ci¹ DNA (a-f) wyra¿on¹ w warto�ciach C w komórkach
gametofitów paproci A. phyllitidis. Skala wynosi 10ìm i dotyczy wszystkich
mikrofotografii.

Fig. 3. Relationship between nuclear profile area (NPA; A) or diameter of nuclei (B)
and DNA content in nuclei (a-f) of A. phyllitidis gametophyte cells expressed
in C values. Bar is 10ìm (for all micrographs).
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W strefie anterydialnej gametofitów serii AOA liczba komórek w fazie S
i G2 cyklu wzros³a odpowiednio z 30% (seria T

0
) do 37% oraz z 23% do 46%

(tab. 1; ryc. 5A), podczas gdy liczba komórek z fazy G1 znacz¹co spad³a
z 45% do 12%. Postinkubacja polegaj¹ca na 96-godzinnym traktowaniu
gametofitów serii AOA tylko

 
GA

3
 (seria AOA GA

3
) doprowadzi³a do zmniej-

Ryc. 4. Histogramy zawarto�ci j¹drowego DNA anterydialnej (A,B,C,G,H,I) i apikalnej
(D,E,F,J,K,L) strefy gametofitów serii T

0
 (A,D,G,J), AOA (B,E), AOA/GA

3
 (H,K),

AOA GA
3
 (C,F) i AOA/GA

3
GA

3
 (I,L) pokazuj¹ce rozk³ad ilo�ci komórek fazy G1

(szczyt ok. 0,2 a.u.), G2 (szczyt ok. 0.4 a.u.) i S (reprezentuj¹cej obszar pomiêdzy
szczytami fazy G1 i G2) cyklu komórkowego oraz komórek endocyklu (reprezentowanych
przez j¹dra zwieraj¹ce wiêcej ni¿ 2C DNA).

Fig. 4. Histograms of nuclear DNA content of the antheridial (A,B,C,G,H,I) and apical
(D,E,F,J,K,L) zone of gametophytes of T

0
 (A,D,G,J), AOA (B,E), AOA/GA

3
 (H,K),

AOA GA
3
 (C,F) and AOA/GA

3
GA

3
 (I,L) series showing distribution of cells in

G1 (peak around 0.2 a.u.), G2 (peak around 0.4 a.u.), and S phase (represented as
the gaps between the peaks for phases G1 and G2) of cell cycle and in endo-phase
(represented as the nuclei containing more than 2C of DNA).
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szenia siê liczby komórek fazy S, G2 i G1 cyklu komórkowego odpowiednio
do 9%, 33%, 44%. W apikalnej strefie gametofitów liczba komórek S, G2
i >2C wzros³a odpowiednio z 17%, w serii T

0
, do 29%, w serii AOA oraz z 7,5%

do 40% i z 0% do 6 %, podczas gdy liczba komórek fazy G1 zmniejszy³a siê
z 75,5% do 25% (tab. 1; ryc. 5C). 96-godzinna postinkubacja z GA

3
, tj. w serii

AOA GA
3
 zwiêkszy³a liczbê komórek fazy G1 i S odpowiednio do 46% i 40%

i zmniejszy³a liczbê komórek fazy G2 i >2C odpowiednio do 10% i do 4%.
W strefie anterydialnej gametofitów serii AOA/GA

3 
liczba komórek fazy

G1 i S obni¿y³a siê odpowiednio z 45% do 0% i z 30% do 11%. Natomiast
liczba komórek fazy G2 i >2C wzros³a odpowiednio z 23% do 74% i z 2% do

Ryc. 5. Wzglêdna liczba komórek w fazie G1, G2, S i w endocyklu w anterydialnej i apikalnej
strefie gametofitów A. phyllitidis serii T

0
, AOA, AOA GA

3
 (A,C) oraz  serii T

0
,

AOA/GA
3 
(A,C) i AOA/GA

3
GA

3
 (B,D).

Fig. 5. Relative number of cells in G1, G2, S and endo phases in the antheridial (A,B) and
apical (C,D) zone of A. phyllitidis gametophytes of T

0
, AOA, AOA GA

3
 (A,C) as well

as T
0
, AOA/GA

3 
(A,C) and AOA/GA

3
GA

3
 (B,D) series.
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8 
10 
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41 
34 
22 
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15% (tab. 1; ryc. 5B). W strefie anterydialnej gametofitów serii AOA/GA
3

GA
3

liczba komórek fazy S i G2 cyklu spad³a odpowiednio do 10% i 45%, (tab. 1;
ryc. 5B), natomiast liczba komórek fazy G1 i >2C wzros³a odpowiednio do 4%
i 41% (tab. 1; ryc. 5C) wskazuj¹c, ¿e niektóre komórki podzieli³y siê lub zwiêkszy³a
siê zawarto�æ DNA w zakresie endoreplikacji do warto�ci 6 lub 8C.

W apikalnej strefie gametofitów serii AOA/GA
3 
liczba komórek G1 i S spad³a,

odpowiednio z 75,5% do 8% oraz z 17% do 10%, podczas gdy liczba komórek
G2 i >2C wzros³a odpowiednio z 7.5% do 77% i z 0% do 5%. Postinkubacja

Tabela 1. Wzglêdna liczba (%) komórek w fazie G1, G2, S i w endocyklu (Endo),
w anterydialnej i apikalnej strefie gametofitów paproci A. phyllitidis serii T

0
, AOA,

AOA GA3 oraz serii T
0
, AOA/GA

3
 i AOA/GA

3
GA

3
.

Table. 1. Relative number of cells in G1, G2, S and endo (Endo) phases in the antheridial
and apical zone of A. phyllitidis gametophytes of T

0
, AOA, AOA GA

3
 as well as

T
0
, AOA/GA

3
 and AOA/GA

3
GA

3
 series.
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z GA
3
 (seria AOA/GA

3
GA

3 
)

 
obni¿y³a liczbê komórek G2 i >2C z 77% do

22% oznacza to, ¿e komórki fazy G2 podzieli³y siê, tym bardziej, ¿e liczba komórek
G1 wzros³a odpowiednio do 41% (tab. 1; ryc. 5D).

W gametofitach zarówno serii AOA GA
3 
jak i AOA/GA

3
GA

3 
zaobserwo-

wano komórki w trakcie podzia³u mitotycznego, a w szczególno�ci we wczesnej,
�rodkowej i pó�nej profazie (ryc. 6A-C) oraz we wczesnej i pó�nej anafazie
(ryc. 6C) mitozy. Ponadto w anterydialnej strefie gametofitów serii T

0
, AOA

i AOA GA
3
 endoreplikacja osi¹ga maksymalny poziom odpowiednio 3, 4 i 6C

DNA, podczas gdy w strefie apikalnej odpowiednio 0, 3 i 4C DNA (tab. 2).
Natomiast w strefie anterydialnej gametofitów paproci z serii AOA/GA

3 
i AOA/

GA
3

GA
3 
zawarto�æ DNA w komórkach osi¹gnê³a poziom odpowiednio 4 i 8C

DNA, a w strefie apikalnej tych serii 4C (tab. 2).

Ryc. 6. Mikrofotografie wczesnej (A), �rodkowej (B) i pó�nej (C) profazy oraz anafazy
(D) mitotycznie dziel¹cych siê komórek apikalnej strefy gametofitów A. phyllitidis.
Skala równa jest 10 µm (A-D).

Fig. 6. Micrographs of nuclei at the early (A), middle (B) and late (C) prophase and at
the anaphase (D) mitotically dividing cells of the apical zone of A. phyllitidis
gametophytes. Bars are 10 µm (A-D).
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4. Dyskusja

Badania prezentowane w tej publikacji zosta³y przeprowadzone z zastoso-
waniem dobrze opisanego �trójstrefowego modelu struktury i funkcji gametofitów
paproci A. phyllitidis� (Ka�mierczak 2003a). Model ten pozwala na badania
wzrostu i rozwoju gametofitów paproci oraz procesu anterydiogenezy poprzez
pomiary liczby komórek, d³ugo�ci plech, pola powierzchni profilu komórek oraz
d³ugo�ci i szeroko�ci komórek w trzech wyró¿nionych strefach gametofitu tj.
strefie bazalnej, anterydialnej i apikalnej, a tak¿e poprzez pomiar liczby anterydiów
i wielko�ci wszystkich komórek oraz kszta³tu i wielko�ci komórek macierzystych
anterydiów w zwi¹zku z indukcj¹ asymetrycznych i symetrycznych podzia³ów
komórkowych, u podstawy których le¿y indukcja syntezy DNA (Ka�mierczak
2010a). Wiadomo, ¿e determinacja p³ci i wzrost poszczególnych komórek
gametofitów jak równie¿ rozwój ca³ych gametofitów jest kontrolowany poprzez
wzajemn¹ zale¿no�æ pomiêdzy endogennie wystêpuj¹cymi giberelinami tj.
anterydiogenami z kwasem anterydiowym na czele i egzogennie podawanym

Tabela 2. Maksymalna zawarto�æ C DNA w j¹drach komórkowych endoploidalnych
komórek gametofitów paproci A. phyllitidis traktowanych przez 96 h 100 µM AOA
lub 100 µM AOA z 30 µM GA

3
, a nastêpnie przez 96 h 30 µM GA

3
.

Table. 2. The maximal C DNA content in nuclei of A. phyllitidis gametophyte endoploid
cells treated by 96 h with 100 µM AOA or with 100 µM AOA and 30 µM GA

3
 and

then by 96 h with 30 µM GA
3
.
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GA
3
 (Ka�mierczak 2006) oraz endogennie wystêpuj¹cym lub egzogennie

podanym ACC (Ka�mierczak 2010a). Determinacja p³ci mêskiej w gametofitach
paproci A. phyllitidis manifestuje siê specyficznymi przejawami, spo�ród których
najwa¿niejsze to: (1) indukcja syntezy DNA (Ka�mierczak 2004, 2010a;
Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009), która bezpo�rednio kontrolowana przez GA

3

jest czê�ci¹ ró¿nicowania siê macierzystych komórek anterydiów i prowadzi do
powstania anterydiów jak i zwiêkszenia siê liczby komórek somatycznych gameto-
fitów oraz (2) indukcja wzrostu komórek gametofitów poprzez pod³u¿n¹ i po-
przeczn¹ ekspansjê komórek, która jest kontrolowana z udzia³em przede wszystkim
etylenu (Ka�mierczak 2003a,b, 2004; Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009).

Fakty te zosta³y tak¿e potwierdzone w oparciu o wyniki zamieszczone
w niniejszej publikacji. Wyniki te wskazuj¹, ¿e AOA hamuj¹c syntezê etylenu
w gametofitach paproci A. phyllitidis, obserwowan¹ jako spadek ilo�ci ACC
(Ka�mierczak i Ka�mierczak 2009), ogranicza wzrost komórek, który prowadzi³
do zahamowania ich podzia³ów bez hamowania syntezy DNA. To spowodowa³o
wzrost zawarto�ci DNA w komórkach, czego przejawem by³o zwiêkszenie siê
liczby komórek w fazie S i G2 cyklu komórkowego oraz liczby komórek
endoploidalnych. AOA hamuj¹c wzrost komórek ogranicza³ ich podzia³ oraz
wzrost i morfogenezê ca³ych gametofitów paproci A. phyllitidis. Na podstawie
wyników badañ okaza³o siê, ¿e proces ten by³ przej�ciowy, gdy¿ usuniêcie AOA
i postinkubacja gametofitów z GA

3 
indukowa³a wznowienie wzrostu i podzia³u

komórek. Przejawia³o siê to wzrostem ca³kowitej liczby komórek bez wyd³u¿enia
siê gametofitu, gdy¿ po podziale komórki charakteryzowa³y siê ograniczon¹
d³ugo�ci¹, a w czasie postinkubacji nie osi¹gnê³y jeszcze odpowiedniej wielko�ci
lub kszta³tu przed nastêpnym podzia³em (Vriezen i in. 2003).

Otrzymane wyniki wskazuj¹, ¿e wielko�æ komórek w gametofitach paproci
A. phyllitidis jest elementem krytycznym dla ich proliferacji. Koordynacjê wzrostu
i podzia³u komórki okre�la wspó³czynnik �j¹drowo-cytoplazmatyczny� (Jorgensen
i Tyers 2004), który pokazuje, ¿e podzia³ ka¿dej komórki mo¿e nast¹piæ po
podwojeniu jej masy i wielko�ci. Wydaje siê, ¿e wielko�æ komórek gametofitów
paproci A. phyllitidis, wyra¿ona w CPA, zdolnych do podzia³u wynosi oko³o
550 µm2 (Ka�mierczak 2010a). Ponadto, analizy podzia³ów komórkowych,
bêd¹cych zasadniczym elementem cyklu komórkowego (Ka�mierczak 2003a;
Jager i in. 2005) wykaza³y spadek liczby komórek w fazie G2 i wzrost
populacji komórek w fazie G1 cyklu w apikalnej strefie gametofitów A. phyllitidis,
w seriach AOA GA

3
 i AOA/GA

3
GA

3
. Taka zmiana liczebno�ci komórek

�wiadczy o ich podziale, co potwierdza obliczona na oko³o 5% warto�æ indeksu
mitotycznego (A. Ka�mierczak 2012, mat. npbl.).

Komórki, które wychodz¹ z cyklu komórkowego, to komórki rozpoczynaj¹ce
proces ró¿nicowania siê (Lee i in. 2009). Procesowi temu czêsto towarzyszy
zjawisko endoreplikacji, czyli zwiêkszenia ilo�ci materia³u genetycznego na drodze
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replikacji bez procesu mitozy (Asano 2009). Zjawisko to dotyczy g³ównie rozwoju
organizmów ro�linnych (del Pozo i in. 2006; Ka�mierczak 2010b) i w nielicznych
przypadkach zwierz¹t (Lee i in. 2009). W gametofitach paproci A. phyllitidis
endoreplikacja bierze udzia³ w kontroli ich wzrostu i rozwoju (Ka�mierczak
2010b), gdzie jest jednym z elementów �postmitotycznego� ró¿nicowania siê
w stadium 200-stu i 300-stu komórkowym gametofitów (Ka�mierczak 2010b).
Wzrost komórek jest fundamentalnym aspektem rozwoju i ró¿nicowania
wszystkich wielokomórkowych organizmów (del Pazo 2006), podobnie jak
koordynacja proliferacji (Jorgensen i Tyers 2004) i dotyczy tak¿e gametofitów
paproci A. phyllitidis (Ka�mierczak 2010b). W gametofitach paproci A. phyllitidis
stwierdzono korelacjê pomiêdzy wielko�ci¹ komórek a zawarto�ci¹ DNA
w komórkach endoploidalnych, jednak¿e dotyczy ona oko³o 12% komórek
(Ka�mierczak 2010b). Korelacja ta jest jedn¹ z najwa¿niejszych cech
okre�laj¹cych proces endoreplikacji u wszystkich ro�lin (del Pozo i in. 2006).

Jak ju¿ wspomniano, endoreplikacja u zwierz¹t, tylko w nielicznych
przypadkach jest jednym z elementów rozwoju i najczê�ciej jest procesem
letalnym (Lee i in. 2009). W�ród znanych przypadków udzia³u tego procesu
we wzro�cie organizmów zwierzêcych jest rozwój �linianek muszki owocowej
(Drosophila mealnogaster; Lee i in. 2009) oraz wzrost neuronów u miêczaków,
u których ekspresja genetyczna wzrasta wraz ze zwiêkszaniem siê wielko�ci
cia³a osobnika (Yamagishi i in. 2011). Ponadto przejawy endoreplikacji obserwuje
siê w tzw. trofoblastach ³o¿yska u gryzoni, które bior¹ udzia³ w zagnie¿d¿a-
niu siê zarodka w �cianie macicy oraz w komórkach hypodermalnych
Caenorhabditis elegans (Lee i in. 2009), a tak¿e w hepatocytach funkcjo-
nalnych czê�ci w¹troby, gdy w¹troba jest uszkodzona czê�ciow¹ hepatomi¹.
Wówczas endoreplikacja stanowi element regeneracji w¹troby i dotyczy komórek,
których aktywno�æ podzia³owa zosta³a zablokowana na skutek utraty integralno�ci
telomerów chromosomowych (Lee i in. 2009). Endoreplikacja aktywowana
przez uszkodzenie w komórkach macierzystych w¹troby jest zwi¹zana ze
wzrostem poziomu transkryptów cykliny D i E1 i jest skorelowana ze wzrostem
poziomu ufosforylowanych bia³ek Rb (Dudas i in. 2003). Endoreplikacjê zwi¹zan¹
ze wzrostem ilo�ci cykliny E promuj¹cej fazê S cyklu komórkowego obserwuje
siê tak¿e w megakariocytach (Lee i in. 2009).

Stwierdzono, ¿e zmiany w ekspresji genów przesuwaj¹ce cykl komórkowy
z mitotycznego do endoreplikacyjnego s¹ sygnalizowane przez receptory �Notch�,
które nie maj¹ charakteru konserwatywnego u ro�lin (Li i Zhang 2009). Promuj¹
one przesuniêcie komórek do endocyklu indukuj¹c ekspresjê bia³ek �fizzy�-
zale¿nych (fzr/Cdh1), aktywatora kompleksu z cyklosomem, czyli APC/C, którego
celem jest kierowana przez ubikwitynê proteolityczna destrukcja cyklin
mitotycznych i represja ekspresji �dacapo� (dapp21/p27), inhibitora kinaz fazy
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S oraz fosfataz bia³kowych aktywuj¹cych kompleks cyklina/kinaza Cdk1, który
jest potrzebny do rozpoczêcia mitozy (Lee i in. 2009; Li i Zhang 2009).

U ro�lin, np. w bielmie nasion kukurydzy, poliploidyzacja jest skorelowana
z hyperfosforylacj¹ bia³ek Rb lub ze zwiêkszon¹ ekspresj¹ E2F. Podobna sytuacja
ma miejsce u Arabidopsis, gdzie czynnik E2F indukuje dodatkowe rundy
endoreplikacji. Do rozpoczêcia procesu replikacji u ro�lin jest wymagana tak¿e
proteoliza mitotycznej cykliny B (CycB) z udzia³em APC/C (Sugimoto-Shirasu
i Roberts 2003), której towarzyszy niski poziom ekspresji CDK. Aktywno�æ
CDK jest wysoka w fazie S i niska w fazach G cyklu komórkowego. Oznacza
to, ¿e powtarzaj¹cym siê rundom replikacji towarzyszy okresowa aktywacja
i dezaktywacja CDK fazy S (Lee i in. 2009).

Wyniki przedstawione w niniejszej publikacji wskazuj¹, ¿e w gametofitach
paproci A. phyllitidis, kiedy wzrost komórek nie jest zahamowany np. poprzez
zastosowanie inhibitora syntezy etylenu, egzogenne podanie GA

3
 w jednych

komórkach wznawia podzia³y komórkowe a w innych wzrost ilo�ci DNA. Podzia³y
komórkowe widoczne w strefie apikalnej przejawiaj¹ siê jako wzrost populacji
komórek fazy G1 cyklu, podczas gdy wzrost zawarto�ci DNA dotyczy g³ównie
komórek strefy anterydialnej i przejawia siê zwiêkszeniem populacji komórek
fazy G2 cyklu komórkowego oraz zwiêkszeniem siê poziomu endoreplikacji.

Wyniki badañ nad komórkami zal¹¿ni Ornithogalum umbellatum prezento-
wane w pracy Kwiatkowska i in. (2007), wskazuj¹ równie¿ na fakt, ¿e GA

3

kontroluje zarówno wzrost jak i proces replikacji komórek, poniewa¿ wraz
z wielko�ci¹ komórek epidermalnych zwiêksza³ siê poziom GA

3
 i endoreplikacji.

Wiadomym jest, ¿e sygna³y generowane przez gibereliny
 
mog¹

 
byæ przekazywane

z udzia³em czynników transkrypcji o nazwie GIS oraz bia³ka nr 8 o charakterze
tzw. �palca cynkowego�, który reguluje ekspresjê GL1 (potencjalnego czynnika
aktywacji transkrypcji w endocyklu), podczas gdy Spy (negatywny regulator
aktywno�ci giberelin) powoduje endoreplikacjê podobn¹ do tej, jaka wystêpuje
u ro�lin typu dzikiego traktowanych wysokimi stê¿eniami giberelin (Lee i in.
2009).

Wyniki w tej publikacji potwierdzaj¹, ¿e etylen i GA
3 
kontroluj¹ wzrost komórek

jak i ca³ych gametofitów paproci A. phyllitidis, podczas gdy sam GA
3 
kontroluje

syntezê DNA wa¿n¹ ze wzglêdu na indukcjê podzia³ów komórkowych jak i ze
wzglêdu na proces endoreplikacji (Lee i in. 2009; Li i Zhang 2009). Wyniki te
potwierdzaj¹ równie¿ fakt, ¿e etylen jako wtórny przeka�nik sygna³ów
generowanych przez GA

3 
³¹cznie z kwasem anterydiowym w

 
gametofitach paproci

A. phyllitidis (Ka�mierczak 2010b) nie pe³ni wa¿nej roli induktora podzia³ów
komórkowych. Potwierdzaj¹ to równie¿ badania, w których podanie ACC bez
GA

3 
(A. Ka�mierczak 2012, mat. npbl.) do hodowli gametofitów uprzednio

traktowanych AOA lub AOA z GA
3 

nie zmienia wielko�ci komórek
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w gametofitach, ani ca³kowitej ich liczby, jak równie¿ nie zmienia populacji
komórek w poszczególnych fazach cyklu komórkowego i liczby endo-komórek
w porównaniu z tymi komórkami, które zosta³y poddane postinkubacji tylko
z GA

3
. Istniej¹ natomiast doniesienia mówi¹ce o tym, ¿e etylen hamuje proces

cytokinezy, ale jednocze�nie stymuluje proces endoreplikacji (Dan i in. 2003).

Praca finansowana z dzia³alno�ci statutowej Nr 506/820
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Summary

Endoreplication is a physiological process which accompanies the development
of all plants, thus the aim of the presented work was to find the answer to the
following question: is the AOA-induced inhibition of growth of Anemia phyllitidis
cells and gametophytes as well as antheridiogensis transient? Results presented in
this paper showed that application of AOA to the culture of A. phyllitidis
gametophytes restricted of gametophytes length by:

1. restriction of the growth of particular gametophyte cells;
2. inhibition of the cell division but not DNA synthesis;
3. decrease in the number of S-phase cells;
4. increase in the number of G2- and endo-phase cells.
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The AOA replacement with GA
3
 in the culture medium of gametophytes previously

treated with AOA or AOA with GA
3 

resumed division of cells leading to increase
in the total number of gametophyte cells which was accompanied by decrease in
the number of G2-phase and increase of G1- and S- phase cells as well as increased/
elevated DNA content in endoreplicated cells to 8C and appearance of mitotic
figures.

These results:
1. confirmed that GA

3 
controls cell growth of A. phyllitidis gametophytes and

upregulates ethylene activity;
2. confirmed that GA

3 
controls DNA synthesis;

3. indicated that GA
3
 induces the resumption of cell division.

Streszczenie

Endoreplikacja jest procesem fizjologicznym, który towarzyszy rozwojowi wszystkich
ro�lin, a celem niniejszej pracy by³o uzyskanie odpowiedzi na pytanie: czy zahamowanie
wzrostu komórek oraz procesu anterydiogenezy gametofitów paproci Anemia phyllitidis
z udzia³em AOA jest przej�ciowe. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykaza³y,
¿e podanie AOA do hodowli gametofitów paproci A. phyllitidis ogranicza wzrost
gametofitów poprzez:

1. ograniczenie wzrostu komórek gametofitów;
2. hamowanie podzia³ów komórek, ale nie syntezy DNA;
3. spadku liczby komórek w fazie S cyklu komórkowego;
4. wzrost liczby komórek w fazie G2 i liczby komórek endoploidalnych.
Zast¹pienie AOA w pod³o¿u hodowlanym gametofitów przez GA

3
 uprzednio

traktowanych AOA lub AOA z GA
3
 indukuje wznowienie podzia³ów

 
komórkowych

prowadz¹c do zwiêkszenia ca³kowitej liczby komórek w gametofitach, któremu
towarzyszy³ spadek liczby komórek w fazie G2  oraz wzrost liczby komórek w fazie
G1 i S cyklu komórkowego, a tak¿e wzrost zawarto�ci DNA w komórkach
endoploidalnych do 8C i pojawienie siê figur mitotycznych.

Wyniki te:
1. potwierdzi³y, ¿e GA

3 
kontroluje wzrost komórek gametofitów paproci A. phyllitidis

i kontroluje aktywno�æ etylenu w tym zakresie;
2. potwierdzi³y, ¿e GA

3 
kontroluje syntezê DNA;

3. wykaza³y, ¿e GA
3
 indukuje wznowienie podzia³ów komórkowych.


