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Streszczenie: Organizm ro$linny charakteryzuje si¢ szczegodlna cecha, jaka jest wystgpowanie plazmo-
desm (PD) migdzy sasiadujacymi ze soba komorkami. Badania ostatnich lat pokazaty, ze komunikacja za
posrednictwem plazmodesm lub jej brak odgrywa istotng rolg w regulacji roznicowania komorek roslin-
nych. Okazalo si¢ bowiem, ze przez PD przemieszczaja si¢ bialka oraz RNA (w tym mRNA), a wigc
czasteczki mogace wptywac na roznicowanie komorek. W niniejszym artykule opisano wyniki badan nad
rola izolacji symplastowej w procesie rdznicowania trichoblastéw i atrichoblastow na przyktadzie korze-
ni Arabidopsis thaliana. Przedstawiono wyniki badan nad zmianami komunikacji symplastowej mi¢dzy
komorkami woreczka zalazkowego przed i po zaptodnieniu na przyktadzie Torenia fournieri. Opisano
réwniez wyniki badan, ktére wykazaty zwiazek migdzy wyksztalcaniem si¢ domen symplastowych
a réznicowaniem komorek i tkanek zarodka zygotycznego oraz izolacji symplastowej w nasieniu Arabi-
dopsis thaliana. Informacje te poprzedzono podstawowymi wiadomosciami na temat transportu sym-
plastowego. Opisano podstawowe parametry transportu symplastowego zachodzacego w drodze dyfu-
zji. Przedstawiono wyniki badan, ktore wykazaty przemieszczanie si¢ przez PD bialek, takich jak:
KNOTTEDI1, DEFICIENS, CLAVATA3 oraz LEAFY, a takze przemieszczanie si¢ czasteczek RNA
wyciszajacych geny (siRNA i miRNA). W artykule tym przedstawiono rowniez podstawowe informa-
cje na temat dynamiki transportu symplastowego ze szczegélnym uwzglednieniem syntezy kalozy.

Stowa kluczowe: domeny symplastowe, izolacja symplastowa, réznicowanie komorek, transport sym-
plastowy.

Summary: The unique feature of plant organisms is the presence of plasmodesmata (PD) between neigh-
boring cells. Such plasmodesmatal continuum which exists within the plant body is termed symplasm.
Classical view of plasmodesmata as static structures within the cell walls between neighboring cells must
be reevaluated. According to our recent knowledge symplast is divided into functional domain. It appeared
that symplasmic isolation/communication of cells or group of cells (symplasmic domains or symplasmic
fields) is necessary for its proper differentiation within the plant body. Namely, plasmodesmata as a
highly flexible structures regulate the diffusion of molecules including proteins and mRNA. This confirms
the role of PD in the regulation of cells differentiation. For better understanding the role of symplasmic
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isolation/communication in cell differentiation basic information about plasmodesmata, symplasm and
symplasmic transport are also described in presented paper. Some parameters of molecules diffusion in
water, through plasmalemma and plasmodesmata, dynamic of plasmodesmata closure and opening (syn-
thesis of callose and its digestion) under different conditions were also provided. Information about
movement of proteins (KNOTTED 1, DEFICIENS, CLAVATA 3, LEAFY, APETALA 3) and RNA
between different zones of apical meristem (tunica and corpus) were described in details, as these results
were among the first which suggested that movement of signaling molecules through plasmodesmata exist
and can influence cell differentiation. In presented article information about the role of symplasmic
isolation during the differentiation of trichoblast and atrichoblast cells, changes within the embryo sac in
connection with the fertilization, double fertilization, zygote and seed development were described.
During the differentiation of trichoblasts and atrichoblasts the importance of signals movement between
cells through plasmodesmata and changes in symplasmic communication were described on the example
of Arabidopsis root [13, 78]. Genetic control of hair cells differentiation and the role of symplasmic
communication in this process were also shown. In the case of embryo sac development of Torenia
Sfournieri results from experiments where symplasmic communication was investigated with the use of
fluorochrome of low molecular weight (LY CH) and dextrans (3, 10 and 40 kDa) were described [12, 22].
During the development of Arabidopsis thaliana seed, changes in plasmodesmata SEL were also shown
[77]. The importance of symplasmic communication during zygotic and somatic embryogenesis were
briefly described on the example of Arabidopsis embryo development. Presented article shows informa-
tion about the symplasmic isolation between explantat and somatic embryo. Moreover, description of the
analysis of ise2 mutants in connection with the symplasmic isolation was also presented. From all
described examples it is evident that cell differentiation is connected with the decrease of the symplasmic
communication between cells which undergo different fate during the development. It is also important to
notice that plasmodesmata are not passive channels, but critical players in gene regulation, controlling
intercellular transport of molecules between particular cells during development [94].

Key words: cell differentiation, symplasmic domains, symplasmic isolation, symplasmic transport.

1. WSTEP

Organizm ro$linny rozwija si¢ z zaptodnionej komorki jajowej. Po procesie zaptod-
nienia, czyli polaczenia ze soba gamety meskiej i zenskiej, w wyniku pozniejszych
podziatow, ro$lina staje si¢ organizmem wielokomérkowym. Jest to skomplikowany i w
peli zintegrowany system wspoldziatajacych ze soba tkanek i organow. W trakcie
rozwoju 1 wzrostu ro$liny, z grupy poczatkowo podobnych do siebie komorek, powstaja
komorki wyspecjalizowane — rozniace si¢ od siebie pod wzglgdem budowy, jak i petnionej
funkcji. Proces specjalizacji nazywamy roznicowaniem lub dyferencjacja. W wyniku tego
procesu powstaje okoto 40 roéznych typoéw komorek [S5]. Realizacja konkretnego
programu rozwojowego komorki zalezy od ekspresji $cisle okreslonych gendéw. Jednak
pojawia si¢ pytanie, jak to mozliwe, iz komorki lezace w swoim sasiedztwie moga
uaktywni¢ 1 utrzymac tak rézne drogi rozwoju prowadzace do wytworzenia uktadu tkanek
oraz narzadow budujacych organizm? Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich latach
wskazuja, ze jednym z mechanizméw regulujacych ten proces jest zjawisko izolacji
symplastowej, dzigki ktorej komorka odcina doplyw sygnatdéw ptynacych do niej droga
symplastowa z otaczajacych komorek, co pozwala jej realizowac indywidualny program
TOZWOjOWY.
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2. TRANSPORT SYMPLASTOWY

Przez transport symplastowy nalezy rozumie¢ transport kazdej substancji w systemie
potaczonych protoplastow komorek. Funkcje polaczen spetniaja plazmodesmy, czyli
»tunele” znajdujace si¢ w $cianach sasiadujacych ze soba komorek, ktorymi przechodza
btony ER (retikulum endoplazmatycznego) oraz pasma cytoplazmy [52, 53, 70, 75].
Kanat plazmodesmy jest wyscielony btona komdrkowa, a w jego centrum obecny jest
cylinder nazywany desmotubula, ktory jest utworzony przez retikulum endoplazma-
tyczne otoczone biatkami. Transport symplastowy moze zachodzi¢ migdzy komorkami
kazdej tkanki roslinnej zarbwno merystematycznej, jak i dojrzalej (z wyjatkiem martwych
elementow ksylemu). Przeptyw substancji migdzy zywymi elementami komorek mozna
podzieli¢ na krétkodystansowy (dzigki potaczeniu protoplastow sasiednich komorek
plazmodesmami) oraz dtugodystansowy (poprzez wyspecjalizowane ciagi elementéw
sitowych we floemie).

Transport symplastowy pomigdzy sasiadujacymi ze soba komoérkami moze
zachodzi¢ przez plazmodesmy w drodze dyfuzji, czyli biernie. Przeptyw taki jest
wolniejszy az o dwa rzedy wielkosci od dyfuzji substancji w czystej wodzie; np.
dla karboksyfluoresceiny szybko$¢ transportu przez kanaty cytoplazmatyczne wy-
nosi 5,4 x 10%£1,5 cm? - s7! [5, 84], a szybko$¢ dyfuzji w czystej wodzie to
4,5 x 10°° cm?- s [87]. Jednak poréownujac go z przeptywem substancji przez
btong komorkowa, okaze si¢ on z kolei szybszy o dwa rzedy wielkosci, czego
przyktadem jest transport strumienia asymilatow: kolejno 2,2 x 10® mol - m™ $ciany
komoérkowej - s dla przeptywu przez plazmodesmy [90] i 5,5 x 107! mol - m™
$ciany komorkowej - s! dla przeplywu przez btony [65, 90]. Oznacza to, Ze transport
symplastowy pomig¢dzy komoérkami jest zdecydowanie szybszy 1 wydajniejszy niz
przeptyw przez btony komoérkowe. Juz dawno odkryto, iz przez plazmodesmy zachodzi
przeptyw substancji niskoczasteczkowych, takich jak: woda, cukry, niektore jony, mate
zwiazki sygnatowe, czy tez niektore makromolekuty [14]. Cho¢ nalezy pamigtac, iz
z transportu symplastowego wytaczone sa czastki hydrofobowe i ujemnie
natadowane. Doswiadczenia pokazuja, ze droga plazmodesmalna jest zamknigta dla
niektorych hormonéw roslinnych, takich jak np. IAA (kwas indolilooctowy) i
aminokwasow [85]. Jednak inne hormony, czego przyktadem moga by¢ gibereliny,
bez trudu przemieszczaja si¢ przez plazmodesmy [46].

2.1. Znaczenie komunikacji symplastowej w regulacji roznicowania komorek

Badania ostatnich lat pokazaly, iz ograniczenie badz zahamowanie komunikacji
symplastowej moze mie¢ kluczowe znaczenie w procesach réznicowania komorek,
ktére wymagaja wiaczenia indywidualnego programu rozwojowego. Doswiadczalnie
wykazano, ze przez plazmodesmy mozliwy jest transport zwigzkow wielkoczastecz-
kowych: biatek i RNA — zardwno wirusowego, jak i endogennego mRNA czy RNA
wyciszajacego geny [17, 32, 54, 61, 71]. Oznacza to mozliwos¢ przeptywu informacji
genetycznej w formie mRNA badz bialek pomigdzy komoérkami potaczonymi
plazmodesmami, a takze przeptywu RNAi (RNA interferencyjnego), czyli czasteczek
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RYCINA 1. Rozmieszczenie mRNA (po lewej stronie) i powstatych z niego biatek (po prawej stronie) w
wierzchotku pgdu. Zamalowano obszary, w ktorych stwierdzono obecno$¢ mRNA i odpowiadajacego
mu biatka. Intensywnos$¢ zabarwienia na poszczegdlnych ilustracjach odpowiada gradientowi
wystgpowania biatka w komorkach wierzchotka: L1, L2 — kolejne warstwy tuniki; L3 — pierwsza warstwa
komorek korpusu [wg 20, 29, 41, 66, 72]

FIGURE 1. Diagrammatic representation of the expression pattern of various transcription factors in
apical and floral meristems. Relative quantities of RNA and protein are represented by gradations of
colour [acc. to 20, 29, 41, 66, 72]
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RNA mogacych po transkrypcji przemieszczaé si¢ symplastem i wylaczac¢ okreslone
geny w komorkach docelowych (patrz dalej).

Pierwsze doniesienia 0 mozliwosci przemieszczania si¢ biatek przez plazmodesmy
(biatko KNOTTEDI — KN1) pochodza z obserwacji merystemow apikalnych
kukurydzy (ryc.1). Biatko KN1, odpowiedzialne za utrzymanie merystematycznego
stanu komorek wierzchotka przechodzi z korpusu do tuniki [41]. Dowodem na to,
iz bialko moze przemieszcza¢ si¢ kanatami cytoplazmatycznymi, sa wyniki pokazujace
obecno$¢ mRNA KNI tylko w warstwie komorek L2 tuniki. Natomiast biatko KN1
jest wykrywane zardéwno w warstwie L2, jak i L1 (ryc.1). Dalsze badania wykazaty,
ze transport taki jest zjawiskiem rozpowszechnionym i dotyczy wielu rodzajow biatek
syntetyzowanych w obrgbie merystemu, migdzy innymi DEFICIENS [66],
CLAVATA3 [20] czy LEAFY [72]. Jednak trzeba zauwazy¢, iz przeplyw przez
plazmodesmy nie dotyczy wszystkich biatek transkrybowanych w komorkach
wierzcholka pedu. Przyktadem moze by¢ APETALA3, dla ktorego wzory wystepo-
wania mRNA i dojrzatego biatka w komorkach merystemu sa identyczne (ryc. 1)
[29]. Na szczegdlna uwage zastuguje fakt, ze transport biatek i RNA moze zachodzi¢
w roznych kierunkach, pomigdzy wszystkimi warstwami wierzchotka. Jednak
kierunek nie jest przypadkowy, a precyzyjnie okreslony, co dobrze wida¢ na przykta-
dzie CLAVATA3; biatko to przemieszcza si¢ tylko do niektorych komorek w
poszczegdlnych warstwach wierzcholtka (ryc.1) [20]. O samym mechanizmie przepty-
wu zwiazkow wielkoczasteczkowych wiemy coraz wigcej (doktadny opis w [58]),
jednak rozpatrujac znaczenie tego zjawiska w procesie réznicowania komorki wazniej-
szy jest jego skutek. Biatka pelnia w komorce funkcje budulcowe, regulacyjne i enzy-
matyczne. Informacja zapisana w DNA decyduje o losach komorki, ale decyduje
wlasnie poprzez biatka i ich potranslacyjna obrobke. Dlatego mozliwo$¢ przemiesz-
czania si¢ mRNA i/lub biatek badz brak tej mozliwosci (poprzez zamknigcie
plazmodesm) ma znaczenie w regulacji roznicowania komorek.

Symplastem moga przemieszczaé si¢ rowniez czasteczki RNA wyciszajace geny,
czyli wspomniane wczesniej interferencyjne RNA (ryc. 2). Od momentu pierwszego
opisu mechanizmu interferencji RNA [18] coraz wigcej wiadomo o znaczeniu tego
zjawiska w funkcjonowaniu komorek i powszechnosci jego wystegpowania (m.in. [57,
81, 93]). Potwierdzono, ze zaréwno siRNA [31], jak i miRNA [50, 51] biora udziat
w procesie potranskrypcyjnego wyciszania genow. Polega on na tym, iz male
czasteczki kwasu rybonukleinowego (siRNA, miRNA) maja zdolno$¢ przylaczania
si¢ do fragmentdow mRNA na terenie cytoplazmy, a nastgpnie ich degradowania
(ryc. 2). Oznacza to, iz nawet poprawnie odczytany zapis z DNA i przekazany na
mRNA, moze zosta¢ usunigty z cytoplazmy komorki. Co najwazniejsze, informacja
ta zostaje usunigta przez dzialanie RNAIi, ktére moze pochodzi¢ z komorek
sasiednich i jest transportowane do komorki docelowej przez plazmodesmy. Ponadto,
poniewaz proces przekazywania informacji z DNA na biatka jest wieloetapowy, jego
regulacja takze moze zachodzi¢ na wielu poziomach. Dowodem na to moze by¢
odkryty niedawno mechanizm wyciszania samego procesu transkrypcji, przez zmiang
struktury chromatyny, przy udziale siRNA na terenie jadra [31]. Zapewne najblizsze
lata przyniosa kolejne doniesienia o wptywie RNAI na regulacje ekspresji genow.
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RYCINA 2. Schemat pokazujacy potranskrypcyjne wyciszanie genu, poprzez czasteczk¢ miRNA
pochodzaca z komorki sasiedniej, ktora przedostata si¢ do komorki docelowej poprzez plazmodesmg [wg
30, 31, 38, 90]

FIGURE 2. Scheme showing post-transcriptional gene silencing [acc. to 30, 31, 38, 90]

Opisane wczesniej informacje pokazuja, iz drogi transportu symplastowego moga
pemié¢ funkcje magistrali informacyjnych, zapewniajacych przepltyw podstawowych
regulatoro6w proceséw zyciowych komorki.

3. DYNAMIKA PLAZMODESM

Granica przepuszczalnos$ci plazmodesm okre§lana terminem SEL (ang. Size
Exclusion Limit) oznacza masg czasteczki podawang w daltonach (Da), ktéra moze
jeszcze przejs$¢ przez plazmodesmg na zasadzie dyfuzji [25]. Jednakze nie ma Scistej
zaleznosci migdzy masa i $rednica czasteczki. Czasteczka o wigkszej masie, w po-
roOwnaniu z czasteczka o masie mniejszej, moze by¢ stabiej rozgalgziona, a co za
tym idzie moze ona przechodzi¢ przez plazmodesmg o danej $rednicy mikrokanahu,
w przeciwienstwie do czasteczki o mniejszej masie czasteczkowej, ale wigkszej
srednicy (tab.1) [24, 43]. Dlatego stosuje si¢ jeszcze inny sposob okreslenia
przepuszczalnos$ci plazmodesm, tak zwany MEL (ang. Molecular Exclusion Limit),
czyli $rednicg kanalu podawana w nanometrach (nm), ktéra bardziej precyzyjnie
okresla granice przepuszczalno$ci plazmodesm. Znajac SEL lub MEL plazmodesmy,
mozemy teoretycznie ustali¢, czy analizowane substancje sa w stanie przemiesci¢
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TABELA 1. Masa czasteczkowa i $rednica sig przez plazmodesmg w drodze dy-
czasteczki na przykladzie wybranych ﬂuoro- fuzji, biorac pod uwage ich mase
chroméw wykorzystywanych w badaniu (SEL) badz $rednice czastki w jej naj-
transportu symplastowego oraz GFP . .
i dekstranu [wg 3, 24 43] szerszym miejscu (MEL).
TABLE 1. Molecular weight and molecule diameter Przez izolacj¢ symplastowa nalezy
of molecules on the example of some fluoro- rozumie¢ ograniczenie lub zupeine
chromes, GFP and dextran [acc. to 3, 24, 43] zahamowanie transportu przez plaz-
Nazwa zwiazku Masa |Srednica  modesmy. Moze ona zachodzi¢ na trzy
Chemicals czasteczki ezasteczki - ghng0by: fizyczne ograniczenie liczby
Molecular | Molecule , . .
weight | diameter plamodesm badz zupehy ich brak, jak
[Da] [nm] to jest w przypadku komorek szpar-
5-(i 6)-karboksy- 46039 |13 lfowy.ch [1, 6, 91, 92], zmniejszenie
fluoresceina (CFDA) srednicy plazmodesmy czy tez zaczo-
Sél sodowa kwasu 524,39 0,9 powanie -!e-] swlatla. . .
8-hydroksypireno-1,3,6 Ograniczanie MEL mozliwe jest
-trojsulfonowego (HPTS) m.in. dzigki tworzeniu zwieraczy, kto-
Zielone biatko 27000 2,8 re zmniejszaja Srednicg kanatu cyto-
fluorescencji (GFP) plazmatycznego. Badania z wyko-
Dekstran 10000 |23 rzystaniem mikroskopii elektronowej

wykazaly ich biatkopodobny charakter
[2, 60]. Jednym z bialek zwieracza
jest syntaza 1,3-B-D-glikanu. Synteza 1,3-B-D-glikanu moze prowadzi¢, poprzez
stopniowe zwegzanie §wiatta plazmodesmy, do jej zamknigcia. Syntaza 1,3-3-D-gli-
kanu jest integralnym biatkiem blonowym, a jej produkt — kaloza jest kumulowana
pomigdzy Sciang komorkowa a plazmolemma [52, 60]. Sugeruje to, ze poprzez
regulacje aktywnosci enzymu syntazy, komoérka moze bardzo precyzyjnie zmniejszac Srednicg
plazmodesmy, a co za tym idzie jej MEL, w sytuacji skrajnej prowadzac do calkowitego
wstrzymania transportu symplastowego. Oprocz zwieraczy, opisano inny system zamykania
plazmodesm, poprzez tak zwane ,,czopy” biatkopodobnych substancji znajdujacych si¢ w ich
kanale. Obserwowano bowiem komorki nieoddzielone zwieraczami, jednak LYCH (ang. Lucifer
Yellow CH, fluorochrom transportu symplastowego) podany do nich nie przemieszczat si¢ do
komorek sasiednich [69]. Wsrod biatkopodobnych substancii blokujacych swiatto plazmodesmy
wykazano obecno$¢ 1,3-B-D-glikanu [69]. Zjawisko odwracalnego czopowania plazmodesm
zostato opisane w trakcie spermatogenezy u Chara vulgaris [45, 47, 48]. Nalezy przyjaé, iz
tworzenie pierscienia zwieracza 1 czopowanie kanatlu zachodzi niezaleznie od siebie. Co nie
zmienia faktu, ze powstanie zwieracza umozliwia precyzyjna regulacje MEL, natomiast
czopowanie szczelnie zamyka caty kanat plazmodesmy [45, 69].

Plazmodesmy sa strukturami bardzo wrazliwymi na zmieniajace si¢ warunki
srodowiska otaczajacego 1 wewngtrznego. Nawet na niewielkie zmiany $rodowiska
komorka reaguje synteza kalozy i jej odlozeniem w §wietle plazmodesmy, przez co
nastepuje zwezenie Swiatla kanatu cytoplazmatycznego, a nastepnie jego zamknigcie
[69]. Na zmniejszenie SEL/MEL moze mie¢ wplyw stgzenie jonow Ca?* [3, 15, 86],
zmiany turgoru komorek [62], a nawet warunki hodowli roslin [94]. Kazde zranienie
[70] czy tez wniknigcie patogendw, np. wirusoOw [7] do organizmu rosliny wywotuje
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szybka odpowiedz w postaci syntezy kalozy, aby odizolowaé zarazona badz
uszkodzona komorke od zdrowych komorek sasiednich. Wykazano, ze synteza kalozy
rozpoczyna si¢ juz po 5 minutach od zranienia rosliny [21]. Natomiast w odpowiedzi
na zmiany stgzenia jonow wapnia, synteza 1,3-B-D-glikanu nastgpuje znacznie
szybciej, w czasie od 10 do 30 sekund [83]. Oznacza to, Ze rosliny maja mechanizm,
ktérego uruchomienie umozliwia btyskawiczne izolowanie komorek od otoczenia.
Hydroliza kalozy (i przywrocenie tacznosci symplastowej) mozliwa jest dzigki
dziatalnosci enzymu 1,3-B-D-glukanazy [69], ktory takze zalezny jest od st¢zenia
jonow wapnia wewnatrz komorki [83]. Czas potrzebny na rozktad kalozy moze by¢
rownie krotki jak czas jej syntezy i wynosi okoto 90 sekund [83]. Przypuszcza sig,
ze tak szybkie odpowiedzi komorki, jesli chodzi o syntezg i rozktad kalozy, sa mozliwe
dzigki dziatalnosci kinazy IP3 (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu) wptywajacej na otwarcie
badz zamkniecie kanaléw wapniowych, a co za tym idzie zmiany poziomu Ca?*
w cytoplazmie [80, 83].

4. ZNACZENIE 1ZOLACJI SYMPLASTOWEJ W PROCESIE
ROZNICOWANIA KOMOREK

W trakcie rozwoju oraz w dojrzalej roslinie pojawiaja si¢ pojedyncze komorki,
badz cale ich zespoty, ktore sa symplastowo izolowane od otoczenia. Ograniczenie
komunikacji migdzy komorkami jest czgsto spotykane zaréwno w tkankach
merystematycznych, takich jak merystem apikalny pedu [68, 69], ale takze w komor-
kach juz zréznicowanych, czego przykladem moze by¢ aparat szparkowy [16, 63],
czy komorki epidermy strefy wlosnikowej korzenia [13]. Obszary takie nazywamy
domenami Iub polami symplastowymi, i o ile na ich granicy wystepuja ograniczenia
w potaczeniu protoplastéw, o tyle wewnatrz tych obszaréw drozne plazmodesmy
zapewniaja tacznos$¢ miedzy komorkami. Oznacza to, ze pola symplastowe i domeny
tworza grupy komorek, ktore moga by¢ w organizmie odrgbnymi jednostkami tak
rozwojowymi, jak i funkcjonalnymi [23].

Definicje domeny i pola symplastowego zostaly przedstawione w poprzednich
pracach [43, 74], tu przypominamy tylko, Ze przez domen¢ symplastowa nalezy
rozumie¢ izolowana od otoczenia grupe potaczonych ze soba komorek obecnych
w tkance juz dojrzatej. Przyktadem domeny moze by¢ aparat szparkowy w li§ciach
Comemelina i Allium [63], komoérki epidermy korzenia Arabidopsis thaliana [13],
zarodek rzodkiewnika (do pewnego etapu rozwoju) [34, 35, 36, 43, 44, 78] czy tez
dojrzaty woreczek zalazkowy Torenia fournieri [12, 22]. Natomiast pole symplas-
towe to obszar komorek w tkankach merystematycznych, ktory jest izolowany
symplastowo od otoczenia. W odrdznieniu od domen, w obrebie pola symplastowego
wystepuja ciagle zmiany uktadow komorkowych, ktore sa zwiazane z proliferacja
komorek [68]. Przykladem wystgpowania takiej izolacji symplastowej jest merystem
apikalny roslin okrytonasiennych. Doswiadczalnie wykazano, iz na styku warstwy
zewngetrznej komorek (tuniki) i warstw potozonych glebiej (korpusu) wystepuje
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wyrazna granica dla komunikacji symplastowej. Dodatkowo takze, w obrebie samej
tuniki mozna zaobserwowaé izolacj¢ symplastowa obszaru centralnego i czgSci
proksymalnej [68, 69, 73].

Najlepiej poznane do tej pory przyktady réznicowania komorek, w ktérych izolacja
symplastowa odgrywa istotna rolg, szczegdtowo opisano ponizej.

4.1. Izolacja symplastowa w roznicowaniu komorki wlo§nikowe;

Wiosniki to wytwory komorek epidermy korzenia, ktore zwigkszaja jego powierzchnig
chtonna, umozliwiaja lepsze umocowanie korzenia w glebie, a takze sa miejscem
nawigzywania interakcji z mikroorganizmami. O ile kazda z komoérek epidermy wchodzac
w strefe roznicowania moze wyksztatci¢ wypustke wlosnikowa, to tylko niektore z nich
wytworza wlosniki. Badania ostatnich lat pozwolity na doktadne poznanie kazdego z eta-
péw tworzenia wlosnikow u modelowe] Arabidopsis thaliana, wraz z genami i ich
biatkowymi produktami charakterystycznymi dla tego procesu [4, 28, 49, 67]. Dodatkowo
prowadzone bylty badania nad biatkami, majacymi charakter enzymatyczny,
transportowanymi symplastowo mi¢dzy komérkami ryzodermy [71, 89], ktore w pota-
czeniu ze studiami prowadzonymi nad izolacja symplastowa w rdznicujace;j si¢ epidermie
korzenia [13] daja pelen obraz procesu specjalizacji trichoblastow i atrichoblastow. Moga
takze by¢ modelem w rozwazaniu znaczenia czynnika izolacji symplastowej w
roznicowaniu komorki.

W epidermie korzenia (ryzo-
dermie) roslin okrytonasiennych
mozemy wyr6zni¢ dwa rodzaje ko-
morek: trichoblasty wytwarzajace
wypustke wlosnikowa oraz atri-
choblasty, ktore wlosnikow nie pro-
dukuja. Te dwa rodzaje komorek
tworza specyficzny wzor epidermy
zZwiazany z rozmieszczeniem wios-
nikow. Wyznaczono trzy modele
uktadu komorek epidermy (ryc. 3). W
modelu I kazda z komorek ma
zdolno$¢ do wytworzenia wlosnika, w
modelu Il komoérki w strefie roz-
nicowania przechodza asymetryczny
podziat i tylko mniejsza z potomnych A) Typ | B) Typ Il C)Typ Il
roznicuje si¢ w komorke wlosnikowa,
natomiast w modelu III komérki RYCINA, 3. Modele rozmieszczgnig trichoblastow i atri-

choblastéw w ryzodermie. Komorki zaznaczone czarnym

wilosnikowe sa ulozone w pionowe  kolorem odpowiadaja atrichoblastom, za$ komorki
rzedy przedzielone jednym badz  zaznaczone kolorem szarym odpowiadaja trichoblastom
kilkoma pionowymi rzedami (#a[40]. zmienione)

ichobl ,p Y ¢ FIGURE 3. Three types of root epidermal pattering in
atrichoblastow [9, 11]. mature root of vascular plants. Black cells are non-hair
cells and gray cells are root hair cells (acc. to [40], changed)
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\ RYCINA 4. Schemat przekroju poprzecznego przez
if - A korzen Arabidopsis thaliana pokazujacy uktad

komorek epidermy nad komodrkami kory (za [11],
! zmienione): 1 —komorki wlosnikowe (trichoblasty),
2 — komorki bezwlosnikowe (atrichoblasty), 3 — ko-
morki kory; A — antyklinalne $ciany komoérkowe,
{“‘m B — peryklinalne $ciany komérkowe

A F FIGURE 4. Organization of cells and tissues in the
e Arabidopsis root on the cross section (acc. to [11],
. changed): 1 — hair cells (trichoblasts), 2 — non-hair
cells (atrichoblasts), 3 — cortex cells; A — anticlinal
| 1 B 3 cell walls, B —periclinal cell walls

U Arabidopsis wystgpuje III typ (model) wzoru epidermalnego (ryc. 3), a
wspomniane wczesniej ciagi komorek wlosnikowych leza nad $cianami antyklinalnymi
komorek kory korzenia (ryc. 4). Pomigdzy pionowymi rzgdami trichoblastow znajdu-
ja si¢ jeden lub dwa pionowe rzedy atrichoblastéw, lezace nad peryklinalnymi
$cianami komorek kory [10]. Czy to zatem informacja pozycyjna determinuje droge
specjalizacji komorki epidermy, czy tez inne czynniki okazuja si¢ decydujace?

Analizujac mechanizmy ro6znicowania komorek wtosnikowych i procesy zacho-
dzace w atrichoblastach oraz $ledzac produkty gendow odpowiedzialnych za ten
proces odkryto, iz czg¢$¢ biatkowych produktéw przemieszcza si¢ symplastowo przez
plazmodesmy determinujac losy komorek. Juz w 1994 roku wykazano, ze w trakcie
rozwoju epidermy korzenia pomigdzy sasiadujacymi komorkami musza przemieszczac
si¢ czynniki transkrypcyjne decydujace o losach komorek [40]. Nazwano je HCIF
(ang. Hair Cell Inducing Factor, czyli czynnik indukujacy powstawanie komorki
wtosnikowej) oraz HCSF (ang. Hair Cell Suppressor Factor, czyli czynnik
hamujacy rozwoj komorki wlosnikowej) [40]. Wynikiem ich dziatania w komorce
docelowej miato by¢ aktywowanie (poprzez HCSF) lub wyltaczanie (poprzez HCIF)
genow GL2 (GLABRA2) i TTG (TRANSPARENT TESTA GLABRA). Zatozenie to
oparto na wynikach obserwacji mutantow g/2 i ttg, u ktorych komorki wlosnikowe
rozwijaly si¢ niezaleznie od polozenia nad $cianami antyklinalnymi komoérek kory.

Dzisiaj wiemy, ze jednym z najwazniejszych genéw decydujacych o losach ko-
morki ryzodermy jest gen GLABRA2 (GL2). Jego znaczenie jest tak wazne, ponie-
waz jest on odpowiedzialny za negatywna regulacje fosfolipazy D(1, ktora z kolei
jest czynnikiem transdukcji sygnatow bioracych udziat w indukowaniu réznicowania
trichoblastow [59]. Oznacza to, ze w momencie mutacji GL2 negatywna regulacja
D(1 zostanie zaburzona, a co za tym idzie, komorki epidermy nie beda si¢
roznicowaly w trichoblasty. Jednocze$nie o znaczeniu genu GL2 w procesie
roznicowania komoérek wilo§nikowych moze $wiadczy¢ to, ze on takze jest
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kontrolowany przez cala grupg czynnikéw transkrypcyjnych, sposrod ktorych mozna wyrdznic
biatka typu MYB (odgrywajace kluczowa rolg w kontroli wzrostu i réznicowania komorek),
ktore sa kodowane m.in. przez geny CAPRICE (CPC) i WEREWOLF (WER) [49, 88].
Doswiadczalnie wykazano, iz mutacje w CPC powoduja powstanie roslin bezwlosnikowych
[37]. Oznacza to, ze CPC jest pozytywnym regulatorem réznicowania komorek wiosnikowych.
Jednoczesnie dziata on jako represor GL2, o czym moze $wiadczy¢ brak domeny aktywujace;
w CPC [37]. Zgodnie w powyzszymi informacjami oczywiste wydaje si¢, ze akumulacja
mRNA genu CPC bedzie wystgpowala w jadrze atrichoblastow. Jednak badania z wyko-
rzystaniem GFP (ang. Green Fluorescent Protein, bialko zielonej fluorescenciji) potaczonego
z biatkkiem CPC, wykazaty obecnos¢ CPC we wszystkich komorkach ryzodermy [89].
Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ tylko symplastowy transport fuzyjnego biatka poprzez
plazmodesmy migdzy komorkami.

Innymi czynnikami transkrypcyjnymi negatywnie regulujacymi specjalizacje
komorek wlosnikowych sa GLABRA3 (GL3) i ENHANCER OF GLABRA3 (EGL3),
a ich mutacje powoduja zmniejszenie liczby lub zupelny brak atrichoblastow (u mu-
tantow gl3gl3) [4]. Jednak badania prowadzone 2 lata po odkryciu funkcji tych
genow wykazaty, iz sa one transkrybowane w komoérkach wilosnikowych [42],
natomiast obecno$¢ biatka GL3 obserwowana byla w jadrach komorek niewto$ni-
kowych. Oznacza to, iz mamy do czynienia, tak jak to byto w wypadku biatka CPC,
z przemieszczaniem si¢ GL3 pomigdzy protoplastami komorek za posrednictwem
plazmodesm.

Omawiane powyzej prace, pokazujace genetyczne podstawy inicjowania rozwoju
wlosnika wskazuja, ze w tym skomplikowanym procesie duza rolg odgrywa transport
symplastowy, regulujacy przeptyw produktow gendéw istotnych dla procesu réznico-
wania komorek ryzodermy. Natomiast wystgpowanie zjawiska izolacji symplastowe;j
w ryzodermie, zostalo wykazane przy zastosowaniu fluorochromow: mikroiniekcji
LYCH oraz nieinwazyjnego podania karboksyfluoresceiny [13]. Komoérki ryzodermy
znajdujace si¢ blisko wierzchotka korzenia, ponizej strefy r6znicowania, zachowuja
polaczenia symplastowe, co wykazala analiza przemieszczania si¢ wspomnianych
wyzej fluorochroméw. Jednak najszybsze rozprzestrzenianie si¢ fluorochromow
obserwowano pomigdzy komorkami tego samego typu, do ktorego fluorochrom zostat
podany. To sugeruje, iz pomigdzy komoérkami, ktore w wyniku pierwszego podziatu
zostaly juz predysponowane do realizowania okreslonej drogi rozwojowej [8, 11],
plazmodesmy przez swoja liczbe i $rednice zapewniaja sprawniejsza komunikacje
symplastowa [13]. W tych samych badaniach sprawdzono, jak wyglada model
komunikacji symplastowe]j w strefie roznicowania korzenia, gdzie nastgpuje realizacja
opisanych wczesniej programow genetycznych. Dzigki zastosowaniu precyzyjnych
metod podawania fluorochroméw do pojedynczej komorki mozliwe byto zbadanie
stopnia ich komunikacji z otoczeniem [13]. Zarowno przy podaniu fluorochromu do
cytoplazmy trichoblastu, jak i atrichoblastu, w ponad 94% wypadkow nie obserwo-
wano zadnego przeptywu znacznika do komorek sasiednich, to znaczy z atricho-
blastow do trichoblastow i1 odwrotnie. Jednoznacznie wskazuje to, iz w momencie
rozpoczecia réznicowania, komorki epidermy korzenia — trichoblasty i atrichoblasty,
staja si¢ domenami symplastowymi izolowanymi od otoczenia [13]. Wyniki te
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potwierdzaja jak istotna jest kontrola komunikacji symplastowej i jak wazna jest
czasowa korelacja migdzy pojawianiem si¢ izolacji symplastowej a réznicowaniem
komorek.

4.2. Znaczenie izolacji symplastowej w procesie roznicowania woreczka
zalazkowego Torenia fournieri

Doswiadczenia nad komunikacja protoplastow komorek woreczka zalazkowego
byly prowadzone przy zastosowaniu mikroiniekcji fluorochromu LYCH, a takze
dekstranow o roznych masach czasteczkowych (3, 10 i 40 kDa). Dzigki temu
mozliwe byto $ledzenie nie tylko obecnosci czy braku potaczen symplastowych, ale
takze stopnia przepuszczalnosci plazmodesm dla substancji o okreslonej wielkosci
czasteczki [22]. Badania przeprowadzono na Torenia fournieri i obejmowaty: mtody
zalazek zaraz po zakonczeniu przezen podziatow, dojrzaly — gdy mozliwe byto juz
jego zaplodnienie, a takze zmiany zachodzace po zapyleniu i podwojnym zaptodnieniu
[12, 22]. Fluorochrom i dekstrany byly wprowadzane do komorki centralnej, a nas-
tgpnie analizowano ich przemieszczanie si¢. U Torenia fournieri, jako typowego
przedstawiciela ro$lin okrytozalazkowych, mozna wyrézni¢ w dojrzatym woreczku
zalazkowym siedem komorek: dwie synergidy, jedna komorke jajowa, jedna komorke
centralng 1 trzy antypody. Jednak charakterystyczne dla tego gatunku jest to, iz
woreczek zalazkowy nie jest otoczony zadnymi tkankami somatycznymi [82].
Woreczek zalazkowy wyrasta poza mikropylarna czgs$¢ zalazka, 1 niczym nieostonigty
styka si¢ bezposrednio z tozyskiem [26, 82]. W czg$ci nieostonigtej przez tkanki
rosliny macierzystej znajduja si¢ synergidy, komorka jajowa oraz prawie polowa
komorki centralnej [26]. Wiasnie z powodu mozliwosci tatwego obserwowania zmian
w komunikacji symplastowej pomigdzy komorka jajowa, synergidami i komorka
centralng obiekt ten zostal wybrany do badan [22].

W mlodym zalazku obserwowano swobodny ruch dekstranow o masie 3 1 10
kDa z komorki centralnej do komorki jajowej i synergid. Roznice dotyczyty jedynie
czasu potrzebnego na przeptyw tych znacznikéw. W wypadku dekstranu o masie
3 kDa fluorescencj¢ w synergidach i komoérce jajowej obserwowano po 5 minutach.
Natomiast przy zastosowaniu dekstranéw o masie 10 kDa, czas potrzebny na ich
przedostanie si¢ do aparatu jajowego wynosit 30 minut [22]. Nawet przy przedhu-
zonych czasach obserwacji nie wykazano jakiegokolwiek ruchu znacznikow o masie
40 kDa pomigdzy analizowanymi komorkami.

W zalazku dojrzatym (czyli takim, ktorego mozliwe jest zaptodnienie) swobodny
ruch migdzy komoérkami mozliwy byt tylko dla dekstranéw o masie 3 kDa. Substancje
o wigkszej masie czasteczkowej (10 kDa) przemieszczaly si¢ migdzy komoérka cen-
tralna a jajowa i synergidami tylko w 41% wypadkéw (14 z 34 badanych). Natomiast
w 2 dni po osiagnigciu dojrzatosci przez woreczek nie obserwowano zadnego ruchu
znacznikow o masie 10 kDa, a przeptyw dekstranéow o masie 3 kDa wystgpowat
tylko w 51% préb (16 z 31 badanych) [22]. Z powodu tego spadku komunikacji
symplastowe]j dalsze badania przemian w woreczku zalazkowym oparto na
mikroiniekcji LYCH, ktérego masa czasteczkowa wynosi 521 Da. U Torenia four-
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nieri od zapylenia do zaptodnienia mija 9 godzin i przez caly ten czas nie stwierdzono
zadnych zmian w komunikacji symplastowej w poréwnaniu z dojrzatym woreczkiem
zalazkowym — nastgpowat swobodny przeptyw LYCH z komorki centralnej do
komorki jajowej [22]. Po 24 godzinach od podwdjnego zaplodnienia tylko w 55%
przypadkow (u 12 z 22 zalazkow) zoétcien lucyferowa przedostawata sig¢ z bielma
pierwotnego do zygoty powstatej z zaptodnionej komorki jajowej [22]. Wskazuje to
na gwaltowny spadek tacznosci pomigdzy protoplastami. Zastosowanie znacznika
0 najmniejszej masie czasteczkowej (ze wszystkich uzytych), pokazuje, iz po zaptod-
nieniu nastgpuje istotne ograniczenie SEL plazmodesm. Szczegodlnie w porownaniu
z dojrzatym woreczkiem zalazkowym (ktory pozwalal na przepltyw dekstranéw nawet
o masie 10 kDa).

Warto zauwazy¢, ze opisane powyzej badania wykazaty, ze miedzy komorkami
gametofitu zenskiego istnieje petna komunikacja, a SEL plazmodesm jest wyjatkowo
duza, pozwalajaca na przemieszczanie si¢ czasteczek o masie 10 kDa oraz ze
transport ten jest wyjatkowo intensywny. Pojawienie si¢ izolacji symplastowej migdzy
zygota a endosperma oznacza zsynchronizowanie zmniejszania SEL plazmodesm
z powstaniem nowego sporofitu. Taki wynik oznacza nie tylko izolacj¢ migdzy
réznymi genotypami, ale takze migdzy kolejnymi pokoleniami.

Doswiadczenia te wyraznie wskazuja, ze komunikacja symplastowa, istniejaca
dzigki wystgpowaniu plazmodesm, ma za zadanie m.in. koordynowanie rozwoju
komorek potozonych blisko siebie. W momencie, gdy ich rozwdj musi przebiegad
réwnoczesnie, jak bylo to w przypadku przygotowywania si¢ komorki jajowej i cen-
tralnej do jednoczesnego zaptodnienia, istniata konieczno$¢ wystapienia migdzy nimi
facznosci symplastowej. Jednak w czasie, gdy komorki te sa przygotowywane do
pehienia roznych funkcji, wymagane jest ograniczenie ich komunikacji symplastowe;j
przez zmniejszenie wartosci SEL taczacych je plazmodesm.

4.3. Izolacja symplastowa w trakcie rozwoju nasiona Arabidopsis thaliana

Po procesie zaptodnienia woreczek zalazkowy przeksztalca si¢ w nasiono otoczone
hupina nasienng i zawierajace rozwijajacy si¢ zarodek. W badaniach nad taczno$cia
symplastowa komorek w obrgbie nasion wykorzystano biatko GFP, ktore bylo
transkrybowane pod promotorami réznych genéw, m.in. AtSUC2 czy AtGL2 [77].
Gen AtSUC koduje transporter sacharozy [76], ktory odpowiada za transport tego
cukru z komorek towarzyszacych do elementéow sitowych w ciagach floemowych.
Transport floemowy asymilatow w roslinie przebiega w kierunku od zrodet, gdzie
zachodzi fotosynteza, do tkanek i organow zlewni (akceptoréw) wykorzystujacych
substancje odzywcze. To wilasnie tu nastgpuje roztadunek floemu i pdzniejszy
postfloemowy transport asymilatow migdzy komorkami. Oba te procesy mozliwe
sa dzigki wystepowaniu plazmodesm i zachodza droga symplastowa [19, 27, 64, 77],
chociaz pojawily si¢ pierwsze doniesienia o zaangazowaniu apoplastu w mechanizmy
roztadunku floemu [95]. Poszczegdlne organy zlewni rywalizuja ze soba o strumien
asymilatow, a na ich typ, liczbg i rozmiar wptywaja: stan rozwojowy rosliny i warunki
$rodowiska [79]. Jednym z najsilniejszych akceptorow jest rozwijajace sig nasiono,
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poniewaz jego prawidlowe wyksztalcenie jest niezbedne do zachowania ciagtosci
gatunku. Dlatego u roslin w trakcie wyksztatcania i dojrzewania nasion, biatko GFP
pod promotorem genu AtSUC2, moze by¢ uzyte do bezinwazyjnego badania
komunikacji symplastowej pomigdzy rozwijajacym si¢ nasionem a rosling. Nasiono
Arabidopsis otoczone jest tuping nasienna sktadajaca si¢ z dwoch ostonek. Badania
przy uzyciu GFP wykazaly, iz zewngtrzna ostonka tupiny nasiennej pozwala na
roztadunek floemu, dzigki wystgpowaniu droznych potaczen plazmodesmowych [78].
Oznacza to, ze zewngtrzna ostonka jest przedtuzeniem symplastu floemowego
suspensora, a migdzy warstwami komoérek zewngtrznej czgsci tupiny moze zachodzié
przeplyw biatek o masie powyzej 27 kDa (GFP), ale mniejszej niz 47 kDa (GFP
potaczone ze sporaming). Jednak doktadne analizy w mikroskopie konfokalnym na
nasionach z zarodkami w stadium torpedo, wykazaty brak przemieszczania si¢ GFP
z ostonki zewngtrznej do komorek ostonki wewngtrznej. Natomiast zarodek znajdujacy
si¢ w stadium globularnym utrzymywat z suspensorem czg$ciowa ciaglos¢ symplas-
towa wykazana przez obecno$¢, w zarodkowym obszarze roztadunku floemu,
fluorescencji GFP transkrybowanego pod promotorem genu AtSUC2 [77]. Dalsze
doswiadczenia z uzyciem GFP pod promotorem genu TRANSPARENT TESTA 12
(AtTT12), ktorego ekspresja wystgpowata tylko w najglebszej warstwie komorek
hupiny, ujawnily wystgpowanie komunikacji symplastowej migdzy komoérkami tylko
w obrgbie wewngtrznej ostonki. Aby sprawdzi¢ tacznos¢ symplastowa pomigdzy
zewngtrzng 1 wewnetrzna ostonka zastosowano niskoczasteczkowy fluorochrom
HPTS, ktoéry podany do floemu przedostawal si¢ tylko do zewngtrznej warstwy
tupiny. Jednoznacznie wskazuje to, iz wewngtrzna ostonka jest izolowana sym-
plastowo, tak od zewngtrznej warstwy tupiny nasiennej, jak i od lezacej pod nia
endospermy. Z kolei dalsze badania ruchu znacznikow obecnych w zarodku wykazaty
jego izolowanie od endospermy [77]. Wyniki tych doswiadczen wyraznie wskazuja
az 3 granice transportu symplastowego: pomigdzy zewngtrzng i wewngtrzna warstwa
hupiny nasiennej, pomigdzy wewngtrzng warstwa tupiny a zarodkiem oraz pomigdzy
floemem suspensora a zarodkiem. Daje to gwarancjg, iz zadna informacja, mogaca
zaburzy¢ procesy embriogenezy, pochodzaca z komorek rosliny macierzystej
zawierajacych inng informacje¢ genetyczna i realizujacych inny program rozwojowy,
nie przedostanie si¢ do zarodka. Natomiast sam transport substancji pokarmowych
poprzez wspomniane granice moze zachodzi¢ poprzez specyficzne dla nich
przenosniki, takie jak: AtSUC3 (w komorkach suspensora i ostonek) [56] czy AtSUCS
(wystegpujacy w endospermie) [56].

Oprocz wspominanych wezesniej granic symplastowych pomigdzy rozwijajacym
si¢ zarodkiem a roslina macierzysta badania Stadler i wspolpracownikow [77]
wykazaly, iz w trakcie dojrzewania nasion zaczynajg si¢ pojawia¢ ograniczenia
komunikacji symplastowej rowniez wewnatrz zarodka. Dane te zostaly potwierdzone
w innych doswiadczeniach sprawdzajacych tacznos¢ symplastowa w trakcie embrio-
genezy [34, 35, 36, 43].

Warto zaznaczy¢, iz symplastowe izolowanie rozwijajacego si¢ zarodka od tkanek
macierzystych jest rowniez opisane dla procesu somatycznej embriogenezy [44].
W tym wypadku granice dla komunikacji symplastowej zbadano przy uzyciu
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fluorochromu CFDA (ang. 5-(and-6)-CarboxyFluorescein DiAcetate, dwuoctan
karboksyfluoresceiny), ktory podany do tkanek eksplantatu nie przedostawat si¢ do
komorek zarodka. Wyniki te pokazuja, iz proces symplastowego izolowania roznicu-
jacych sie komorek od otoczenia jest mechanizmem uniwersalnym, wystepujacym
takze w wypadku zaistnienia warunkoéw sztucznych.

4.4. Znaczenie izolacji symplastowej w embriogenezie Arabidopsis

Zmiany w komunikacji symplastowe]j podczas embriogenezy Arabidopsis thaliana
zostaly juz dokladnie opisane we wczesniejszych pracach [33, 34, 35, 36, 39, 43,
77]. Mdwiac o znaczeniu izolacji symplastowej w trakcie tego procesu warto zwrocié
uwage na pracg Kim i wspolpracownikow z 2002 [33]. W doswiadczeniach tych
wykorzystano zarodki mutantow isel (ang. Increased Size Exclusion limit of
plasmodesmata), ktore charakteryzuja si¢ brakiem spadku stopnia komunikacji
symplastowej ($rednica ich plazmodesm nie zmniejsza si¢) podczas wejscia w sta-
dium torpedo. Proby wyhodowania siewki mutanta mozliwe byly tylko na podtozu
agarowym z pozywka, jednak ro$liny te byly kartowate, bardzo wolno si¢ rozwijaty,
a w ryzodermie kazda komdrka réznicowata sig¢ w trichoblast [33]. Przyktad mutanta
isel najlepiej wskazuje, iz wystapienie izolacji symplastowej w odpowiednim stadium
rozwojowym jest niezbedne, aby wszystkie mechanizmy regulacji genetycznej mogly
prawidtowo pokierowac procesem roznicowania komorek ryzodermy.

Takze mutanty ise2, niewykazujace spadku tacznosci symplastowej w trakcie
trwania stadium torpedo i charakteryzujace si¢ nie tylko prostymi, ale takze
rozgatezionymi plazmodesmami [39] wykazywaly powazne zaburzenia rozwojowe.
Doktadna analiza genetyczna i ultrastrukturalna wykazata, ze ISE2 wptywa na
strukture i funkcje plazmodesm poprzez regulacje metabolizmu RNA i w konsekwen-
cji ekspresje gendw [39].

5. PODSUMOWANIE

Komorka zachowujaca tacznos¢ symplastowa (to znaczy, ze jej protoplast jest
polaczony z protoplastami komorek sasiednich za pomoca kanatow cytoplazma-
tycznych — plazmodesm) przez caly czas odbiera rozne sygnaty, mogace modyfikowac
procesy w niej zachodzace. Hormony, czy tez biatka, produkowane w jednej komorce
sa transportowane przez plazmodesmy w drodze dyfuzji do komorek sasiednich. Stad
mozliwe jest koordynowanie wzrostu i rozwoju catych grup komorek czy tez poszcze-
golnych organéw. Jednak w roslinie, ktora jest organizmem zlozonym, konieczne jest
wystegpowanie i funkcjonowanie obok siebie komorek na réznych etapach rozwoju
oraz peliacych odmienne funkcje. Specjalizacja komorek jest mozliwa tylko w wy-
padku wystapienia przynajmniej czg$ciowej izolacji symplastowej. Dzigki temu
nastgpuje ograniczenie przemieszczania si¢ do komorki z jej otoczenia informacji
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wplywajacych na jej procesy transkrypcji i translacji, a takze doptywu biatek
uczestniczacych w procesach réznicowania.

Juz wczesne badania wykazaly u roslin obecnos$¢ barier symplastowych. Erwee
i Goodwin [16] opisuja je u nasady liscia, w todydze (pomigdzy epiderma a kora
pierwotna migdzywezli), a takze w korzeniu (migdzy strefa czapeczki a innymi stre-
fami rozwojowymi oraz migdzy epiderma i kora pierwotna). Sa to miejsca, w ktorych
nastgpuje ograniczenie komunikacji symplastowej komorek, co zwiazane jest z pet-
nieniem przez nie odmiennych funkcji badZz wystgpowaniem réznych etapow
rozwojowych (granica migdzy czapeczka a pozostalymi strefami rozwojowymi
korzenia). Doktadniejsze badania, z uzyciem fluorochroméw oraz biatek fluores-
cencyjnych (w gtownej mierze GFP), pozwolily na scharakteryzowanie grup, czy
tez pojedynczych komorek, ktore sa izolowane w tkankach merystematycznych (pola
symplastowe), jak i tkankach dojrzatych (domeny symplastowe).

O tym jak wielkie znaczenie ma zahamowanie transportu symplastowego moze
swiadczy¢ powszechno$¢ wystgpowania tego zjawiska w organizmie rosliny oraz
to, jak istotne procesy sa od niego zalezne. W wierzchotkach wzrostu konieczne
jest rozdzielenie dwoch odmiennych procesow: podzialéw komorek oraz ich
wstepnego réznicowania.

W centrum merysteméw apikalnych zachodza szybkie podzialy, dostarczajace
komorek niezbgdnych do wzrostu rosliny, z kolei na obwodzie merystemu rozpoczy-
naja si¢ juz procesy ich réznicowania [69, 73]. Pomigdzy tymi obszarami konieczne
jest wystepowanie granicy dla przeplywu symplastowego. Komorki czgsci centralnej
(przez plazmodesmy) swobodnie przekazuja migdzy soba informacje, ktore pobudzaja
je do szybkich podziatéw. Czg$¢ z nich zostaje przesunigta poza obszar centralny,
a czg$¢ rozpoczyna krotki etap wzrostu i kolejny podzial. Natomiast komorki
przesunigte do obszaru peryferycznego rozpoczynaja roznicowanie zwiazane z pel-
nieniem przez nie przysztych funkcji. Gdyby nie nastapito zahamowanie transportu
symplastowego pomigdzy tymi grupami, nie bytaby mozliwa specjalizacja komoérek
obszaru peryferycznego, poniewaz informacja niesiona w symplascie kierowataby
je na drogg dalszych podziatow. Opisana sytuacja ma miejsce w merystemach pedu,
gdzie granica migdzy polami symplastowymi moze przebiega¢ w obrgbie jednej
warstwy komorek. Natomiast w korzeniu izolacja symplastowa wystepuje miedzy
komorkami znajdujacymi si¢ w merystemie i strefie wydtuzania a komoérkami
znajdujacymi si¢ w strefie roznicowania [13], co wykazaty miedzy innymi badania
z zastosowaniem GFP [78]. Co wazne, pojawianie si¢ izolacji tych obszarow mozna
obserwowac juz podczas embriogenezy [35].

Takze w dojrzatych organach odcigcie komorek od transportu symplastowego jest
czesto spotykane i1 niezbedne, by mogly one spetnia¢ swoje funkcje. Tak jest w wy-
padku powstawania wlosnikow korzenia [13], czy tez rozwoju komorek aparatu
szparkowego w epidermie lisci [63]. W drugim przypadku zachowanie pelnej izolacji
protoplastu komorki jest konieczne nie tylko na etapie réznicowania, ale przede
wszystkim w trakcie jej funkcjonowania (aby aparat szparkowy mogt spelnia¢ swoje
funkcje zwiazane z oddychaniem i transpiracja musi zosta¢ zupeklnie odcigty od
komorek sasiednich).



ROLA KOMUNIKACJI/IZOLACJI SYMPLASTOWEJ W ROZNICOWANIU KOMOREK 385

Innym przyktadem, wskazujacym na znaczenie zmniejszenia lub zahamowania
transportu symplastowego, jest ograniczanie potaczen mi¢dzy komorkami we wezes-
nych etapach rozwoju rosliny. Przyktadami moga by¢: proces tworzenia woreczka
zalazkowego [22], podwdjne zaptodnienie [12], rozwdj nasion [77] czy embriogeneza
[34, 35, 36, 43; 44, 77].

Dzigki technikom badawczym z zastosowaniem fluorochroméw 1 biakek fluorescen-
cyjnych stata si¢ mozliwa obserwacja nie tylko transportu symplastowego czy jego braku,
ale takze stopnia przepuszczalnosci plazmodesm, ktore sa odpowiedzialne za potaczenie
protoplastow komorek lezacych obok siebie. Wyniki tych do§wiadczen okreslaja, jakiej
wielkosci czasteczki moga by¢ przenoszone migdzy komorkami w danych tkankach, na
Scisle okreslonych etapach rozwoju. Ma to niebagatelne znaczenie, poniewaz dostarcza
informacji o tym, jakie substancje, mogace ingerowa¢ w roznicowanie si¢ komorki, sa
w stanie przedostac¢ si¢ do jej wngtrza. Dlatego proces réznicowania komorek zalezy
od informacji niesionej przez transport symplastowy dotyczacy calego organizmu, jak
1 przeptywu krotkodystansowego, migdzy sasiednimi komorkami. Jak wykazano w pracy,
procesy izolowania symplastowego u roslin sa obecne zarowno w najwczesniejszych
etapach rozwoju, podczas formowania mtodego organizmu oraz w pehi juz uksztalto-
wanych organach.
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