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Mikrotubularny cytoszkielet w sporogenezie Ophioglossum
vulgatum L.

Microtubular Cytoskeleton in Ophioglossum vulgatum L. Sporogenesis

Ophioglossum vulgatum L. (nasigzrzal pospolity) jest drobna paprocia o wy-
sokosci 4 do 10 cm z pojedynczym, niepodzielonym lisciem. Lis¢ skiada sig z
czgSci asymilujacej i zarodnikonosnej. Zarodniki wytwarzane sa wewnatrz ze-
branych w czgéci zarodnikonosnej licia sporangiach po podziale mejotycznym;
a dojrzewaja w czerwcu i lipcu. Sporangia Ophioglossum maja $ciang zbudowa-
ng z kilku warstw, dlatego papro¢ ta jest zaliczana do podklasy Eusporangiate.
Ophioglossum ma niezwykle wysoka liczbe chromosoméw (2n=480) (Strasbur-
ger, 1972).

Cytoszkielet (szkielet cytoplazmatyczny) komoérek jest przedmiotem badan
od ponad stu lat (Bednara, 2000). Juz w roku 1880 Strasburger zauwazy} obec-
no$¢ fibrylarnych struktur (mikrotubul) w komérkach roslinnych, a w 1916 i
1918 roku Farr obserwowal podobne fibrylle w komérkach Nicotiana i Magno-
lia (Brown i Lemmon, 1991a). Jednak dopiero w latach siedemdziesiatych XX
Wieku metodami immunofluorescencji, mikroskopii elektronowej i autoradiogra-
fii oraz biochemicznymi wykazano, ze cytoplazma komérek rolinnych zawiera
dwie grupy elementéw widknistych cytoszkieletu: mikrotubule i mikrofilamen-
ty. Mikrotubulom i mikrofilamentom towarzysza liczne biatka enzymatyczne,
ktore uczestnicza w polimeryzacji i depolimeryzacji elementéw widknistych
(Vesk i wsp., 1996). Najczesciej badane ze wzgledu na funkcje w procesach
komérkowych, mikrotubule sa polipeptydami zbudowanymi z heterodimeréw a-
i B-tubuliny. Budowany przez mikrotubule cytoszkielet jest strukturg bardzo
Zmienng i dynamiczna. Mikrotubule sa polimeryzowane lub depolimeryzowane
Zaleznie od potrzeb wynikajacych z funkcji komérki w danej fazie Zycia.
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W komérkach roélinnych intensywna polimeryzacja i depolimeryzacja ma miej-
sce podczas podziatéw mitotycznych i mejotycznych.

Sciana dzielacego sig sporocytu Ophioglossum, podobnie jak i innych pa-
protnikéw, nie zawiera kalozy (tablice z Equisetum w Bednara i wsp., 1986 i
Psilotum w Tchérzewska i wsp., 1996). Brak kalozy w trakcie sporogenezy po-
woduje, ze sporocyty utrwalaja si¢ szybciej i lepiej niz dzielace si¢ mikrosporo-
cyty roélin okrytozalazkowych z gruba, kalozowa otoczka. Szybkie utrwalenie
materialu pozwala na wyeliminowanie niekorzystnych zmian badanych sktadni-
kéw komorek, zwlaszcza mikrotubul. Zjawiska zachodzace podczas mejozy
Pteridophyta sa porownywalne z procesami tworzenia mikrospor czy megaspor
ro§lin nagozalazkowych i okrytozalazkowych. Dlatego tez, w prezentowanej
pracy, do badania mikrotubularnego cytoszkieletu podczas sporogenezy wybra-
no papro¢ Ophioglossum vulgatum.

Fot. 1. Pokré6j paproci. Ophioglossum vulgatum L. 1 : 3
Habit of fern Ophioglossum vulgatum L. 1:3

Fot. 2 i 3. Profaza pierwszego podziatu mejotycznego. x 1000. Fot. 2. Wczesnoprofazowy
sporocyt z fluorescencja tubuliny. Fot. 3. Jadro sporocytu, pokazane-go na fot. 2, po barwieniu DAPI
Prophase of the first meiotic division. 1000x. Fig. 2. Early prophase sporocyte with tubulin flu-
orescence. Fig. 3. Nucleus of sporocyte shown in fig. 2, after DAPI staining

Fot. 4. Metafaza pierwszego podziatu mejotycznego. Fluorescencja mikrotubul we wrzecionach
podziatowych. x 1000
Metaphase of the first meiotic division. Microtubule fluorescence in the division spindles. 1000x

Fot. 5 i 6. Anafaza pierwszego podzialu mejotycznego. x 1000. Fot. 5. Fluorescencja mikrotubul
wrzeciona podziatowego. Fot. 6. Chromosomy sporocytu, pokazanego na fot. 5, po barwieniu DAPI
Anaphase of the first meiotic division. 1000x. Fig. 5. Microtubule fluorescence of a division spin-
dle. Fig. 6. Chromosomes of a sporocyte shown in fig. 5 after DAPI staining

Fot. 7 i 8. Posttelofaza pierwszego podzialu mejotycznego. x 1000. Fot.7. Fluorescencja
mikrotubul fragmoplastu. Fot. 8. Jadra sporocytu, pokazanego na fot. 7, po barwieniu DAPI
Posttelophase of the first meiotic division. 1000x. Fig. 7. Microtubule fluorescence of a phragmo-
plast. Fig. 8. Nuclei of a sporocyte shown in fig. 7 after DAPI staining

Fot. 9. Posttelofaza drugiego podziatu mejotycznego. Fluorescencja mikrotubul faczacych
postelofazowe jadra sporocytu. x 1000
Posttelophase of the second meiotic division. Fluorescence of microtubules joining posttelophase
nuclei of a sporocyte. 1000x

Fot. 10 i 11. Trzy z czterech nowo utworzonych spor. x 1000. Fot. 10. Fluorescencja tubuliny
Fot. 11. Jadra spor pokazanych na fot. 10, po barwieniu DAPI
Three of four newly formed spores. 1000x. Fig. 10. Tubulin fluorescence. Fig. 11. Nuclei of spo-
res shown in fig. 10 after DAPI staining
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MATERIAL I METODA

Milode zarodnie Ophioglossum vulgatum L. (Ophioglossaceae) zbierano z duzej, naturalnej popu-
lacji rosnacej na mokrej tace w Olsztynie. Po okre$leniu stadiéw rozwojowych, zarodnie byty utrwala-
ne przez 24 godziny w 4% paraformaldehydzie w buforze MSB (50 mM Pipes, 10 mM EGTA i 5 mM
MgSO04) (pH 6,2), w temperaturze pokojowej. Po utrwaleniu zarodnie stopniowo odwadniano, zatapia-
no w PEG-u i krojono zgodnie z procedurg opracowang przez Van Lammeren i wsp. (1985).

Skrawki przyklejano do pokrytych 3 aminopropylotréjmetoxysilanem (Sigma-Aldrich Co.)
szkietek podstawowych i ptukano 3xSmin buforem fosforanowym (PBS). Nastepnie traktowano jé
0,1 M NH4Cl i 0,1% BSA w PBS przez 40 min. Pokrojone tkanki inkubowano w wilgotnych,
szklanych komorach przez 90 min. w 37°C monoklonalnym przeciwciatem — anti-mouse-Btubulin
(Sigma-Aldrich Co.) rozcienczonym 1:100 w 0,1% BSA w PBS. Po plukaniu PBS-em, skrawki
poddawano inkubacji drugim przeciwcialem przez 90 min. w temperaturze 90°C. Drugie przeciw-
ciato byto sprzg¢zone z FITC (Sigma-Aldrich Co.), rozcieniczone 1:300 buforem blokujacym.

W celu zabarwienia DNA w jadrach komérek stosowano DAPI. Po zakonczeniu inkubacji do-
dawano kropl¢ DAKO i przykrywano skrawki szkietkiem nakrywkowym. Tak przygotowan¢
obiekty obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym (Nikon Optiphot II). Zr6znicowane,
mejotyczne stadia sporocytéw fotografowano na filmie Kodak TMAX-400.

WYNIKI

Zarodniki Ophioglossum tworza si¢ w zarodnikonosnej, nierozgalqzionej
czeSci liscia w sporangiach (zarodnie) rozmieszczonych w dwéch rzedach
(fot. 1). Sporangia zaglebione sa w tkance liScia i bocznie ze sobg zrosnigte-
W sporangiach po podziale mejotycznym powstaja jednakowe, haploidalne za-
rodniki. Mejoza w grubosciennych sporangiach Ophioglossum przebiega w 1€~
gularny spos6b i konczy si¢ cytokineza réwnoczesna.

Profazowe sporocyty polaczone sa razem w fazie premejotycznej i na po-
czatku pierwszego podzialu mejotycznego. Mikrotubule takich pre:profazowyCh
i wezesnoprofazowych sporocytow tworza delikatng sie¢ i sa rozmieszczon€
réwnomiernie w cytoplazmie (fot. 2 i 3). W spolaryzowanych, profazowyCh
sporocytach, z jadrem umieszczonym przy $cianie, obserwowano silng fluore-
scencje¢ z jednej strony sporocytu. W fazach, gdy jadro sporocytu jest potozon€
centralnie, mikrotubule cytoplazmy sa zebrane na dwu przeciwleglych biegu-
nach. W zaawansowanej profazie pierwszego podzialu mejotycznego, w strcﬁf
okotojadrowej takiego sporocytu obserwowano mocna fluorescencjg. W pézne)
profazie, gdy tworza si¢ mikrotubule kinetochorowe, fluorescencja mikrotubul
znika z cytoplazmy sporocytu.

Pod koniec profazy pierwszego podzialu mejotycznego, w diakinezie wi-
doczne sa dhugie sznury mikrotubul w obwodowej czgéci sporocytu. W tym
samym stadium mejotycznym i w prometafazie fluorescencja tubuliny jest wi-
doczna przy kinetochorach. Podczas metafazy fluoryzuja mikrotubule budujace

>
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wrzeciono podziatowe (fot. 4). W anafazie pierwszego podzialu mejotycznego
system mikrotubul budujacych widkna biegunowe wrzeciona podzialowego
ulega stopniowej redukcji (fot. 5 i 6). Mikrotubule wrzeciona podzialowego
zanikaja w telofazie. W tej fazie mejozy pojawiajq si¢ sznury mikrotubul wcho-
dzace w obszar miedzy posttelofazowymi jadrami. W tym obszarze mikrotubule
buduja rozlegly fragmoplast (fot. 7 i 8). W takim, posttelofazowym fragmopla-
Scie mikrotubule uloZone sa rownolegle wzglgdem siebie i prostopadle do ptasz-
czyzny rownikowej dzielacego sig sporocytu.

Fragmoplast rozpada si¢ podczas interkinezy, a mikrotubule pojawiajg si¢ w
czasie profazy drugiego podzialu mejotycznego przy otoczkach jader. Podczas
metafazy i anafazy drugiego podzialu mejotycznego, fluoryzuje tubulina wcho-
dzaca w sklad obu wrzecion kariokinetycznych drugiego podziatlu mejotyczne-
go. Wrzeciona te ulozone sg prostopadle wzglgdem siebie. W telofazie drugiego
podziatu mejotycznego zanikaja mikrotubule widkien biegunowych i kinetocho-
rowych. Ponownie mikrotubule pojawiajg si¢ przy powierzchni czterech ha-
ploidalnych jader komérkowych. Jadra tetrady potaczone sa silnie fluoryzuja-
cymi pasmami mikrotubul (fot. 9). Ich fluorescencja jest jednakowo intensyw-
na w poblizu kazdego z nowo utworzonych jader tetrady. Pod koniec telofazy
drugiego podzialu mejotycznego, rownolegle ulozone mikrotubule tworza
fragmoplast. Mikrotubule wchodzace w sklad fragmoplastu sa zaangazowane
w budowe przegrody pierwotnej, oddzielajacej cztery nowo utworzone spory
(zarodniki). Rozpad mikrotubul, a zatem i fragmoplastu, rozpoczyna si¢ od
Srodka tetrady spor. Mikrotubule w nowo utworzonych sporach sg liczne i
bardzo krétkie. Najdtuzej zachowywane sa przy powierzchni jader haploidal-
nych zarodnikéw (fot. 101 11). .

DYSKUSJA

Trzy obserwowane konfiguracje mikrotubularnego szkieletu cytoplazma-
tycznego wystgpujace podczas sporogenezy badanej paproci Ophioglossum vul-
8atum zmieniaja si¢ regularnie w trakcie obu podzialéw mejotycznych. Konfigu-
racje te: mikrotubularna sie¢ kortykalna i okolojadrowe uktady mikrotubularne,
Wwrzeciona podziatowe (kariokinetyczne) oraz fragmoplast s3 typowe dla po-
dzialébw mejotycznych komoérek ro§linnych. Otrzymane w wyniku naszych ba-
dan obserwacje sa zgodne z rezultatami badan mikrotubularmego cytoszkieletu
podczas mejozy (zar6wno sporogenezy, jak i mikrosporogenezy) u innych ga-
tunkéw roélin (Van Lammeren i wsp., 1985, Brown i Lemmon, 1991b, 1996,
2000; Genualdo i wsp., 1998; Shiamura i wsp., 1998).
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Pod koniec profazy pierwszego podzialu mejotycznego Ophioglossum ob-
serwowano mocng fluorescencj¢ tubuliny w strefie okotojadrowej. Fluores-
cencja ta jest silniejsza niz w innych cze$ciach cytoplazmy i we wczesniejszych
etapach profazy. Jest ona zwiazana ze wzrostem ilo$ci mikrotubul w strefie
okotojadrowej i budowa metafazowego wrzeciona podzialowego.

Po pierwszym podziale mejotycznym w sporocytach Ophioglossum mikro-
tubule buduja szeroki fragmoplast zajmujacy przestrzen pomigdzy dwoma post-
telofazowymi jadrami. Taki posttelofazowy fragmoplast, pod koniec interkinez-
zy, degraduje si¢ w wyniku depolimeryzacji mikrotubul. Depolimeryzacja roz-
poczyna si¢ w $rodkowej plaszczyznie fragmoplastu i rownikowej plaszczyznie
powstalej po pierwszym podziale mejotycznym diady (dwujadrowy sporocyt)-
Po pierwszym podziale mejotycznym podczas sporogenezy Ophioglossum nie
zaklada sig przegroda dzielaca sporocyt na dwie oddzielne komérki. W poréw-
naniu z fragmoplastem w dzielacych si¢ sukcesywnie mikrosporocytach, frag-
moplast w dwujadrowych sporocytach Ophioglossum jest bardziej rozlegly i
ulega degradacji znacznie p6zniej. W diadzie Ophioglossum, dwa jadra oddzie-
lone sa fragmoplastem i dyskowata warstwa organelli — plastydéw pomiesza-
nych z mitochondriami (Gietwanowska i wsp., 2002). Fragmoplast i warstwa
organelli oddziela dwa posttelofazowe jadra. W przeciwienstwie do fragmopla-
stu, warstwa organelli utrzymuje si¢ w czasie drugiego podzialu mejotycznego.

Podczas drugiego podzialu mejotycznego, kolejno pojawiaja si¢ konfiguracje
mikrotubularnego cytoszkieletu: okotojadrowe uklady mikrotubularne przy obu
jadrach w czasie profazy, dwa wrzeciona kariokinetyczne w anafazie i me-
tafazie oraz rozbudowany fragmoplast po telofazie. Fragmoplast ten oddziela
cztery haploidalne jadra. W $rodkowej warstwie kazdej czesci fragmoplastu
zakladaja sig¢ przegrody dzielace czterojadrowy sporocyt na cztery zarodniki
(spory). Dwa pozostale rodzaje konfiguracji szkieletu mikrotubularnego s
identyczne z tymi, ktore wystepuja podczas sporogenezy w pierwszym podziale
mejotycznym.

WNIOSKI

1. Regularna sporogeneza jednakozarodnikowej paproci Ophioglossum vul-
gatum konczy sig cytokinezg rownoczesng (symultaniczng).

2. Podczas sporogenezy Ophioglossum vulgatum wystepuja trzy konfiguracje
szkieletu cytoplazmatycznego: mikrotubularna sie¢ kortykalna i okotojadrow®
uktady mikrotubularne, wrzeciono kariokinetyczne oraz fragmoplast.

y
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3. Konfiguracje mikrotubularnego szkieletu cytoplazmatycznego Ohioglos-
sum vulgatum sa wynikiem zmian (przestrzennych i czasowych) mikrotubul
dzielacego sie sporocytu.

4. Zmiany konfiguracji szkieletu cytoplazmatycznego podczas sporogenezy
Ophioglossum vulgatum sa typowe dla podzialéw mejotycznych konczacych sig
cytokineza rownoczesna.
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SUMMARY

Ophioglossum vulgatum L. (Ophioglossaceae) meiocytes in sporangia divide into tetrads after
fegular meiosis completed with simultaneous cytokinesis. During sporogenesis the microtubular
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cytoskleton was investigated using the immunofluorescence method. Three typical configurations
of a microtubular cytoskeleton appear during sporogenesis: cortical cytoskeleton and microtubular
system at the nuclear envelope, meiotic spindles, and phragmoplasts. The phragmoplast is formed
in the undivided cytoplasm between the telophase I nuclei. During telophase I, interzonal microtu-
bules of the first meiotic spindle disappear, and new microtubular arrays extend from the nuclei
towards the equatorial plane of the sporocyte. There, these microtubules form the phragmoplast.
The second meiotic division takes place simultaneously in both halves of the dyad. The microtu-
bular arrays emanating from the telophase II nuclei form the interconnections of all non-sister and
sister nuclei. In the middle plane of these arrays and the organelle layers, the cell plates of the
future tetrad are initiated.




