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Streszczenie: Symplastowy transport bia³ek i RNA jest wci¹¿ dopiero poznawanym mechanizmem
przekazywania informacji miêdzy komórkami ro�lin. Transport ten mo¿e zachodziæ w sposób selektyw-
ny b¹d� te¿ nieselektywny, w obrêbie s¹siaduj¹cych komórek, tkanek lub ca³ej ro�liny. Proces ten regu-
lowany jest podczas ¿ycia ro�liny oraz w odpowiedzi na warunki �rodowiskowe. Wci¹¿ zwiêksza siê
liczba opisywanych bia³ek i cz¹steczek RNA transportowanych miêdzy komórkami przez plazmode-
smy i w obrêbie ca³ej ro�liny za po�rednictwem floemu. Znane s¹ przyk³ady transportu mRNA genów
KN1 czy CmNCAP1. Ostatnio scharakteryzowano szereg ma³ych RNA obecnych we floemie kilku
gatunków ro�lin odpowiadaj¹cych zarówno si-, jak i miRNA. Opisano tak¿e 27 kDa bia³ko CmPSRP1
wi¹¿¹ce specyficznie ma³e, jednoniciowe RNA i umo¿liwiaj¹ce ich przenikanie przez plazmodesmy z
komórek towarzysz¹cych do komórek sitowych floemu. Coraz wiêcej wiadomo równie¿ o mechanizmie
rozprzestrzeniania siê sygna³u wyciszania w procesie systemowego PTGS (ang. Post Transcriptional
Gene Silencing). Sygna³  wyciszenia  transportowany  jest  w postaci  21 nt siRNA amplifikowanego co
10�15 komórek i nastêpnie przenoszonego do kolejnych komórek.

S³owa kluczowe: transport symplastowy, NCAP (Non-Cell-Autonomous Protein), transport RNA.

Summary: The symplasmic transport of protein and RNAs has emerged as a novel mechanism of cell to
cell communication in plant. This movement can occur in selective or a non-selective way between
neighbouring cells, tissues or in whole plant. The symplasmic transport is under control  both during plant
development and in response to environmental conditions. The knowledge about RNAs and proteins that
move from cell to cell through plasmodesmata and in the whole plant though phloem is still growing.  The
transport of mRNA such genes like KN1 or CmNCAP1, has been also described. Recently, it has been
shown that phloem sap of some plants species contains an endogenous population of small RNAs
corresponding to si- and miRNAs. Additionally, it has been identified 27 kDa phloem protein CmPSRP1
which binds selectively small, single stranded RNAs which penetrate from companion cells to sieve tubes
of phloem system. Recent advances have also increased our understanding of mechanism of spreading
through the plant a mobile silencing signal associated with PTGS (Post Transcriptional Gene Silencing).
This signal is transported as 21 nt siRNA which is amplificated every 10�15 cells and then delivered to
neighboring cells.
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WSTÊP

Komunikacja miêdzykomórkowa jest niezmiernie wa¿na u organizmów wieloko-
mórkowych, dla koordynacji ekspresji genów odpowiedzialnych za podzia³y komórkowe
i ró¿nicowanie, a co za tym idzie w³a�ciw¹ morfogenezê ca³ej ro�liny i jej funkcjonowanie.
W zwi¹zku z tym, ro�liny wytworzy³y unikaln¹, cytoplazmatyczn¹ (symplastow¹) sieæ,
tworzon¹ z komórek po³¹czonych plazmodesmami i elementami floemu, która pozwala
na bezpo�redni¹ komunikacjê i transport miêdzykomórkowy [11, 14, 17, 46, 54, 63, 75].

Plazmodesmy (PD) s¹ to cytoplazmatyczne po³¹czenia miêdzykomórkowe otoczone
plazmolem¹, przechodz¹ce w poprzek wspólnej �ciany [73]. W centrum kana³u PD
znajduje siê cylinder zespolonego retikulum endoplazmatycznego (ER), tzw. desmotubula.
Na powierzchni cylindra ER u³o¿one s¹ bia³ka globularne. Desmotubula po³¹czona jest
z plazmolem¹ wiêzad³ami bia³kowymi, a w przestrzeni, w której znajduj¹ siê wiêzad³a,
w tzw. rêkawie plazmodesmy, powstaj¹ kana³y transportowe [68, 69]. Wielko�æ
cz¹steczek zdolnych do przej�cia przez PD okre�la tzw. specyficzny przekrój czynny
plazmodesm SEL (ang. Size Exlusion Limit). Przekrój ten nie jest sta³y i zale¿y zarówno
od rodzaju komórek, stadium rozwojowego ro�liny, jak i innych specyficznych czynników,
takich jak: wapñ (reguluje zamykanie plazmodesm przez polisacharyd � kalozê [73]),
transportowe bia³ka wirusowe MP (ang. Movement Protein), a tak¿e ró¿nego rodzaju
bia³ka endogenne [69].

Kolejnym elementem organizmalnej sieci transportowej jest floem. Buduj¹ go ¿ywe
komórki rurek sitowych i �ci�le do nich przylegaj¹ce komórki towarzysz¹ce. Komórki
sitowe podzielone s¹ strukturalnie na dwie czê�ci: �wiat³o, w którym przebiega transport
oraz warstwê przy�cienn¹ zawieraj¹c¹ bia³ka, mitochondria, plastydy i retikulum
endoplazmatyczne. Dojrza³e rurki sitowe nie maj¹ j¹dra komórkowego, tak wiêc obecne
w  nich  bia³ka i kwasy nukleinowe musz¹ byæ transportowane z komórek towarzy-
sz¹cych [71].

System symplastowy ro�lin s³u¿y transportowi asymilatów, hormonów i ró¿nych
metabolitów. Jednak¿e, plazmodesmy i floem s¹ tak¿e miejscem transportu wielu bia³ek,
wirusowego RNA, RNA wywo³uj¹cego wyciszanie genów (PTGS), a tak¿e specyficz-
nych endogennych cz¹steczek mRNA (ryc. 1) [47, 54, 61].

Ostatnimi laty pojawi³o siê kilka prac przegl¹dowych po�wiêconych modelom transportu,
mechanizmom regulacyjnym i biologicznemu znaczeniu transportu bia³ek i RNA przez
plazmodesmy oraz floem [14, 30, 36, 40, 46, 55, 61]. Na ³amach Postêpów Biologii Komórki
równie¿ pojawi³y siê publikacje o budowie i funkcjonowaniu plazmodesm [69], rurek sitowych
[70] oraz o regulacji ³¹czno�ci symplastowej [41, 68]. Obecna praca ma na celu przybli¿enie
czytelnikom aktualnej wiedzy na temat bia³ek i cz¹steczek RNA transportowanych miêdzy
komórkami w obrêbie tkanek oraz na znaczne odleg³o�ci poprzez floem, ze szczególnym
uwzglêdnieniem krótko i d³ugodystansowego transportu RNA.



                                                          475SYMPLASTOWY TRANSPORT BIA£EK I RNA U RO�LIN

RYCINA 1. Udzia³ miêdzykomórkowego i systemowego transportu  bia³ek regulatorowych oraz RNA w
rozwoju ro�lin. (a) Transport bia³ka LHY w obrêbie merystemu generatywnego. (b) Mechanizm
rozprzestrzeniania siê sygna³u wyciszania pomiêdzy komórkami. (c) Transport bia³ka SHR do komórek
endodermy indukuje powstawanie korzeni bocznych. (d) Transport bia³ek CPC i GL3/EGL3 reguluje
tworzenie komórek w³o�nikowych Szczegó³y w tek�cie (za [30, 40] zmienione)
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1. SYMPLASTOWY TRANSPORT BIA£EK

Bia³ka transportowane miêdzy komórkami okre�la siê angielskim skrótem NCAP
(ang. Non-Cell-Autonomous Protein). Mo¿na wyró¿niæ trzy klasy bia³ek NCAP:
wirusowe, floemowe i regulatorowe [30].

Wirusowe bia³ka transportowe s¹ jedn¹ z najlepiej scharakteryzowanych rodzin
bia³kowych NCAP [13, 78, 83]. Zidentyfikowano kilka typów tych bia³ek. Bia³ko
transportowe kodowane przez genom mozaiki tytoniu TMV ma zdolno�æ do takiej
modyfikacji struktury plazmodesm, dziêki której mo¿liwy siê staje transport tego bia³ka,
jak i wirusowego RNA. Inna grupa wirusów, taka jak PVX (ang. Potato Viruse X)
zawiera potrójny zestaw genów tzw. TGB (ang. Triple Gene Block). Geny te koduj¹
bia³ka, które razem z bia³kiem p³aszcza wirusa  koordynuj¹ transport wirusowego RNA
przez plazmodesmy [64].

Drug¹ grupê bia³ek NCAP stanowi¹ bia³ka floemowe. Sok floemowy zawiera
zaskakuj¹co du¿¹ ilo�æ bia³ek endogennych [4, 62, 63, 70, 75, 79]. Tylko kilka z nich
mo¿e wp³ywaæ na strukturê PD. Czê�æ stanowi¹ bia³ka konstytutywne zwi¹zane z
funkcjonowaniem rurek sitowych. Najlepiej z tej grupy scharakteryzowane s¹ bia³ka
fibrylarne PP1 i PP2 [72], maj¹ce zdolno�æ m.in. do wi¹zania cz¹steczek RNA i mog¹ce
po�redniczyæ w ich transporcie floemowym [56]. Jednak¿e, rola wiêkszo�ci bia³ek
floemowych jest wci¹¿ w du¿ej mierze nieznana.

Kolejn¹ grupê bia³ek NCAP tworz¹ bia³ka regulatorowe, bêd¹ce czynnikami trans-
krypcyjnymi, pe³ni¹cymi wa¿n¹ funkcjê w determinowaniu losu komórek. Pierwszym
opisanym endogennym bia³kiem transportowanym miêdzy komórkami by³o KNOTTED1
(KN1), bia³ko kukurydzy zaanga¿owane w utrzymywanie merystemu wierzcho³kowego
w stanie niezró¿nicowanym [24, 28, 40, 61, 84]. Liczba poznanych bia³ek regulatorowych
transportowanych miêdzy komórkami wci¹¿ siê powiêksza. Najlepiej opisane s¹ bia³ka
zwi¹zane z rozwojem merystemu wierzcho³kowego, tworzeniem korzeni bocznych oraz
powstawaniem komórek w³o�nikowych. Ruch tych bia³ek odbywa siê zazwyczaj
pomiêdzy kilkoma komórkami, ma wiêc tylko lokalne znaczenie sygna³owe.

Bia³ka transportowane miêdzy komórkami zwi¹zane z rozwojem merystemu
wierzcho³kowego

Merystem wierzcho³kowy pêdu ro�lin okrytonasiennych zbudowany jest z komórek
korpusu otoczonych warstw¹ komórek tuniki. Tunika u ro�lin dwuli�ciennych tworzona
jest z dwóch warstw komórek L1 i L2, natomiast u jednoli�ciennych z pojedynczej
warstwy komórek. Korpus okre�lany jest równie¿ jako warstwa L3. Z warstwy
zewnêtrznej L1 powstaje epiderma, za� z warstw wewnêtrznych L2 i L3  kora pierwotna
i walec osiowy. Gdy merystem wierzcho³kowy pêdu przekszta³ca siê z wegetatywnego
w generatywny, powstaje p³aszcz merystematyczny i trzon parenchymatyczny. P³aszcz,
w sk³ad którego wchodzi zarówno tunika, jak i zewnêtrzne warstwy korpusu, daje
pocz¹tek podk³adkom i zawi¹zkom kwiatów [33, 34]. Na ka¿dym etapie rozwoju
wierzcho³ek pêdu jest specyficzn¹ domen¹ symplastow¹, w obrêbie której przemieszczaj¹
siê regulatorowe bia³ka NCAP.
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Bia³ko homeotyczne kukurydzy KN1 kontroluje utrzymanie merystemów wierzcho³-
kowych w stanie niezró¿nicowanym [24, 28]. Bia³ko to przemieszcza siê z komórek
korpusu do komórek tuniki merystemu [36] (ryc. 2). Wykazano, ¿e KN1 ma zdolno�æ
do zwiêkszania SEL plazmodesm i indukuje transport kompleksu KN1 bia³ko - KN1
mRNA [28, 36]. U Arabidopsis thaliana wystêpuj¹ dwa bia³ka rodziny KNOX, w
której sk³ad wchodzi bia³ko KN1, a mianowicie STM (ShooT Meristemless) i KNAT1
(Knotted1-like homeoboxprotein1) [29]. Mutantom stn A. thaliana wprowadzano
geny koduj¹ce bia³ka fuzyjne GUS:KN1 (β-GlucUronidaSe � bia³ko reporterowe)
pod kontrol¹ promotora specyficznego dla komórek L1 b¹d� silnego promotora 35S
CMV. Okaza³o siê, ¿e bia³ko fuzyjne GUS:KN1 nie jest zdolne do ruchu ze wzglêdu na
du¿y rozmiar i nie kompensuje mutacji stm (nie przywraca fenotypu typu dzikiego),
niezale¿nie czy jego ekspresja nastêpuje w komórkach L1, czy te¿ w ca³ej ro�linie
(u¿ycie promotora 35S CMV). Natomiast wprowadzenie genu koduj¹cego bia³ko
fuzyjne zdolne do ruchu GFP:KN1 (Green Fluorescent Protein � bia³ko reporterowe)
powodowa³o zniesienie efektu mutacji. Mo¿na zatem stwierdziæ, ¿e miêdzykomórkowy
transport KN1 jest konieczny do w³a�ciwego funkcjonowania tego bia³ka [29].

W fazie generatywnej ro�lin w³a�ciwy rozwój wierzcho³ka generatywnego
kontrolowany jest przez inne bia³ka NCAP.

RYCINA 2. (a) Transport bia³ka KNOTTED1 z komórek korpusu do tuniki kontroluje utrzymanie
merystemu wierzcho³kowego w stanie niezró¿nicowanym. (b) Schemat budowy bia³ka KN1. Szczegó³y
w tek�cie (za [40, 52] zmienione)



478 P. NOWAKOWSKA, J. KOPCEWICZ

LEAFY (LFY) jeden z genów to¿samo�ci merystemu A. thaliana koduje czynnik
transkrypcyjny aktywuj¹cy geny homeotyczne kwiatu. Badania wykaza³y, ¿e bia³ko
LFY przemieszcza siê w obrêbie warstw merystemu w sposób nieukierunkowany w
drodze dyfuzji [83] (ryc. 1a). Wskazuje na to silna korelacja miêdzy lokalizacj¹
cytoplazmatyczn¹ a zdolno�ci¹ transportow¹ bia³ka. Obecno�æ bia³ka na terenie cyto-
plazmy jest niezbêdna do ruchu dyfuzyjnego [12, 30, 66]. Wydaje siê tak¿e, ¿e bia³ko
LFY nie ma specyficznych motywów transportowych, poniewa¿ wszystkie bia³ka
fuzyjne GFP z ró¿nymi fragmentami LFY s¹ zdolne do ruchu. Jednak¿e oparty na
dyfuzji ruch LFY wydaje siê byæ regulowany w obrêbie tkanki, prawdopodobnie przez
PD. Na przyk³ad, konstrukt GFP:LFY porusza siê znacznie ³atwiej pomiêdzy komórkami
w kierunkach apikalno-bazalnych ni¿ w kierunku lateralnym oraz nie mo¿e wyj�æ poza
merystem kwiatowy do komórek pêdu kwiatostanowego. Tak wiêc, niektóre plazmo-
desmy nie pozwalaj¹ na swobodny ruch bia³ka LFY, a jego transport zachodzi w
ograniczonej przestrzeni symplastu tworz¹cego symplastyczn¹ domenê merystemu
kwiatowego [66, 68, 84]. Badania prowadzono równie¿ na homologu bia³ka LFY,
FLORICAULA (FLO) u Antirrhinum. Bia³ko to reguluje ekspresje genów DEFICIENT
(DEF) i PLENA (PLE). Wykazano, ¿e ekspresja FLO ograniczona do komórek L1
powoduje aktywacjê genów DEF i PLE we wszystkich warstwach merystemu i
kompensacjê mutacji flo, natomiast specyficzna ekspresja w komórkach warstw L2 i
L3 nie daje takich efektów. Brak jest jednak dowodów na miêdzykomórkowy transport
bia³ka FLO, tak wiêc nie wiadomo, w jaki sposób wp³ywa ono na regulacjê ekspresji
powy¿szych genów [84].

U Antirrhinum dwa inne czynniki transkrypcyjne, zaanga¿owane w rozwój kwiatu,
zdolne s¹ do przemieszczania siê miêdzy komórkami. S¹ to DEF i GLOBOSA (GLO).
Bia³ka te bior¹ udzia³ w regulacji rozwoju p³atków korony i transportowane s¹ z komórek
L3 i L2 do komórek warstwy L1. Aktywno�æ homologa bia³ka DEF, tzw. APETALA3
(AP3) u A. thaliana tak¿e jest szersza ni¿ obszar ekspresji koduj¹cego go genu, jednak¿e
badania immunologiczne nie wykaza³y transportu tego bia³ka miêdzy komórkami. Tak wiêc
wydaje siê, ¿e bia³ko AP3 dzia³a na s¹siednie komórki w odmienny sposób [57, 84].

Przedstawione przyk³ady sugeruj¹, ¿e zdolno�æ bia³ek do przemieszczania siê miêdzy
komórkami mo¿e byæ cech¹ gatunkowo specyficzn¹.

Bia³ka transportowane miêdzy komórkami zwi¹zane z rozwojem korzenia

Opisywane w literaturze bia³ka transportowane miêdzy komórkami w korzeniu
zwi¹zane s¹ z tworzeniem komórek w³o�nikowych oraz korzeni bocznych.

O rozwoju komórek epiblemy decyduje ich po³o¿enie w korzeniu. Komórki epiblemy
umiejscowione miêdzy komórkami kory pierwotnej tworz¹ czêsto komórki w³o�nikowe
(trichoblasty). U A. thaliana ma³e 94-aminokwasowe bia³ko Myb-podobne CAPRICE
(CPC) jest pozytywnym regulatorem formowania komórek w³o�nikowych. Stwierdzono,
¿e akumulacja mRNA CPC jest ograniczona do komórek epiblemy nietworz¹cych w³o�ników
(atrichoblasty). Jednak¿e, bia³ko fuzyjne CPC:GFP znajduje siê na terenie j¹dra wszystkich
komórek skórki, co wskazuje na transport tego bia³ka z atrichoblastu [77].
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Zidentyfikowano tak¿e dwa kolejne bia³ka regulatorowe zaanga¿owane w rozwój
komórek epiblemy, a mianowicie GLABRA3 (GL3) i ENHANCER OF GLABRA 3
(EGL3), zawieraj¹ce domenê bHLH (ang. basic-Helix-Loop-Helix) charakterystyczn¹
dla czynników transkrypcyjnych. Bia³ka te pe³ni¹ istotn¹ rolê w okre�laniu to¿samo�ci
komórek atrichoblastu. Co ciekawe, choæ funkcja tych bia³ek jest specyficzna dla
komórek nietworz¹cych w³o�ników, ekspresja genów GL3 i EGL3 zachodzi w
komórkach w³o�nikowych. Bia³ko GL3 akumulowane jest w j¹drze komórek
atrichoblastu, co wskazuje na transport tego bia³ka, jak i prawdopodobnie równie¿ EGL3,
z komórek w³o�nikowych, gdzie zachodzi ekspresja koduj¹cych je genów [61]. Kurata
i wsp. [61] sugeruj¹, ¿e bia³ko CPC transportowane jest z komórek bez w³o�ników do
trichoblastu, gdzie aktywuje ekspresjê genów GL3/EGL3 oraz hamuje aktywno�æ
kolejnego bia³ka GL2. Bia³ko to ogranicza tworzenie w³o�ników. W przeciwieñstwie
do CPC, bia³ka EGL3/GL3 transportowane s¹ do komórek nietworz¹cych w³o�ników
aktywuj¹c w nich ekspresjê genów CPC i GL2 [61] (ryc. 1d).

Bia³ko SHR (SHort-Root) nale¿y do rodziny czynników transkrypcyjnych GRAS
(nazwa pochodzi od pierwszych opisanych bia³ek GAI, RGA, SCR). Jest to niedawno
scharakteryzowana grupa ro�linnych czynników transkrypcyjnych, zawieraj¹cych dwie
domeny bogate w leucynê i kilka krótkich konserwatywnych motywów aminokwa-
sowych o bli¿ej nieznanych funkcjach. Bia³ka GRAS bior¹ udzia³ m.in. w szlaku
transdukcji sygna³u fitochromowego (bia³ko PAT1) i giberelinowego (GAI, RGA) [7].
Bia³ko SHR transportowane jest miêdzy komórkami korzenia, promuj¹c powstawanie
korzeni bocznych [53, 65]. Immunolokalizacja bia³ka SHR oraz badania z u¿yciem
bia³ek fuzyjnych SHR:GFP wykaza³y, ¿e SHR przemieszcza siê z komórek walca
osiowego do endodermy, lecz nie przechodzi do komórek kory pierwotnej. W komórkach
endodermy bia³ko SHR indukuje podzia³y komórkowe i ró¿nicowanie [53] (ryc. 1c).
Co ciekawe, bia³ko SHR jest obecne zarówno na terenie j¹dra, jak i cytoplazmy, jednak
zablokowanie lokalizacji cytoplazmatycznej hamuje transport miêdzykomórkowy. Mo¿e
to wskazywaæ na dyfuzyjny charakter ruchu bia³ka SHR. Obecno�æ tego bia³ka na
terenie cytoplazmy nie wystarcza jednak do transportu przez plazmodesmy. Opisano
mutacjê punktow¹ niezaburzaj¹c¹ cytoplazmatycznego umiejscowienia bia³ka fuzyjnego
SHR:GFP, jednak¿e prowadz¹c¹ do utraty zdolno�ci przemieszczania siê konstruktu z
komórek walca osiowego do endodermy [53]. Dodatkowo transport SHR uzale¿niony
jest od specyficznego czynnika tkankowego. Za taki uwa¿a siê bia³ko SCR (SCARE-
CROW) równie¿ nale¿¹ce do rodziny GRAS. Badania mutantów scr transformowanych
genem fuzyjnym SHR:GFP pod kontrol¹ promotora aktywnego tylko w komórkach
epidermy wykaza³y, ¿e bia³ko SHR:GFP jest zdolne do swobodnego ruchu miêdzy
komórkami [65]. Mo¿na z tego wnioskowaæ, ¿e SCR ogranicza transport SHR tylko
do specyficznych komórek.

Mechanizm miêdzykomórkowego transportu bia³ek

Proponowane s¹ dwa modele transportu przez PD. Selektywny transport anga¿uj¹cy
specyficzne oddzia³ywania miêdzy motywem sygna³owym NCAP i czynnikiem
wewnêtrznym powi¹zanym ze zwiêkszeniem przekroju czynnego PD. Model alterna-
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tywny przewiduje transport nieselektywny, oparty na dyfuzji i zale¿ny od endogennego
SEL plazmodesm [11].

Najlepiej poznanym przypadkiem selektywnego transportu jest ruch wirusowych
bia³ek transportowych, maj¹cych zdolno�æ otwierania PD [9, 78]. Wirusowe MP
wspó³dzia³aj¹ z bia³kami opiekuñczymi, takimi jak HSP70 (maj¹cymi zdolno�æ do zmiany
struktury przestrzennej bia³ka, co u³atwia ich przechodzenie przez kana³ plazmodesmy),
czy DNAJ (bia³ko zwi¹zane z importem bia³ek do retikulum endoplazmatycznego,
mitochondriów i peroksysomów, regulator aktywno�ci ATP-zowej bia³ka HSP70).
Wirusowe bia³ka transportowe wspó³dzia³aj¹ równie¿ z bia³kami cytoszkieletu, a tak¿e
z bia³kiem PME (Pectin Metyl Esterase). PME zaanga¿owane jest w modyfikacje
pektyn �cian komórkowych i zlokalizowane jest w �cianie komórkowej blisko
plazmodesm. Wi¹¿e ono specyficzny fragment wirusowego bia³ka transportowego TMV,
a delecja tego regionu hamuje miêdzykomórkowy ruch wirusa. PME uwa¿ane jest
wiêc za hipotetyczny receptor MP [10, 35, 49, 67].

Wirusowe bia³ka transportowe wykorzystuj¹ endogenn¹ maszyneriê transportow¹
komórek ro�linnych. Zidentyfikowano bia³ko floemowe Cucurbita maxima CmPP16,
podobne do wirusowych MP. CmPP16 mo¿e przemieszczaæ siê samo b¹d� te¿ z RNA
poprzez PD [86]. Ostatnio Lee i wsp. [43] wyizolowali bia³ko NCAPP1 (Non Cell
Autonomous Pathway Protein 1) wi¹¿¹ce siê z CmPP16. NCAPP1 prawdopodobnie
funkcjonuje jako ruchomy receptor, który porusza siê wzd³u¿ b³ony retikulum
endoplazmatycznego do PD [43]. Mutacje genu NCAPP1 wskazuj¹ na jego znacz¹c¹
rolê w rozwoju ro�lin. Nadekspresja niefunkcjonalnej formy bia³ka NCAPP1∆

1-22

(delecja domeny transmembranowej) b¹d� jego brak powoduje podobne efekty.
Zahamowany zostaje miêdzykomórkowy transport bia³ek CmPP16 i MP wirusa mozaiki
tytoniu oraz ich zdolno�æ do otwierania PD, a ro�liny wykazuj¹ szereg zmian
fenotypowych. Nastêpuje utrata symetrii organów oraz ich zrastanie siê, a tak¿e
zaburzenia w ró¿nicowaniu siê komórek epidermy oraz brak podzia³u na miêkisz
palisadowy i g¹bczasty w blaszkach li�ci. Nieprawid³owo uformowane s¹ równie¿
kwiaty. Mutacje te nie wp³ywaj¹ jednak na miêdzykomórkowy transport oraz aktywno�æ
otwieraj¹c¹ plazmodesmy bia³ek KN1 oraz MP wirusa mozaiki ogórka. Dane te
potwierdzaj¹ model selektywnego transportu przez plazmodesmy i sugeruj¹ istnienie
wielu czynników po�rednicz¹cych w tym ruchu [43]. NCAPP1 jest spokrewnione z
bia³kiem GP40 (GlycoProtein 40), które lokalizowane jest na peryferiach j¹dra
komórkowego i pe³ni rolê w imporcie bia³ek j¹drowych [19]. Tak wiêc, transport przez
plazmodesmy mo¿e funkcjonowaæ na podobnej zasadzie jak j¹drowo-cytoplazmatyczny
transport przez pory j¹drowe [42].

Trwaj¹ poszukiwania motywu sygnalnego potrzebnego do efektywnego transportu
miêdzykomórkowego. Jednak dotychczas nie zidentyfikowano tego rodzaju peptydu.
Badana z u¿yciem Thioredoksyny H (bia³ko floemowe zwi¹zane z regulacj¹ potencja³u
oksydo-redukcyjnego [70]) czy ró¿nych wirusowych bia³ek transportowych sugeruj¹,
¿e motyw sygnalny jest tworzony przez struktury trzeciorzêdowe bia³ka lub jest kompila-
cj¹ pierwszorzêdowej sekwencji i trzeciorzêdowej struktury [15, 23, 78]. Wiadomo, ¿e
C-koniec 99-aminokwasowej domeny bia³ka transportowego TMV jest potrzebny do
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zwiêkszenia przekroju czynnego plazmodesm [78]. Potencjalny sygna³ zosta³ zidentyfiko-
wany w bia³ku dyni CmHSP70. Jednak¿e ten 25-aminokwasowy motyw (a przede
wszystkim jego struktura) nie jest uniwersalnym sygna³em transportu miêdzykomór-
kowego i dzia³a tylko w kontek�cie opiekuñczych bia³ek HSP70. Motyw ten indukuje
zwiêkszenie SEL plazmodesm i transport ludzkiego bia³ka HSP70, lecz nie dotyczy
innych bia³ek, np. GFP [3]. Kim i wsp. [27] zidentyfikowali sekwencjê bia³kow¹
umo¿liwiaj¹c¹ miêdzykomórkowe przemieszczanie siê bia³ka KN1. Eksperyment ich
polega³ na u¿yciu bia³ek fuzyjnych KN1:GL1 (GLabra1). Bia³ko GL1 nale¿y do rodziny
czynników transkrypcyjnych typu Myb i nie jest transportowane miêdzykomórkowo.
Mutanty gl1 nie tworz¹ w³osków na li�ciach. Transformacja tych ro�lin genem fuzyjnym
GL1:KN1 z promotorem aktywnym specyficznie w komórkach mezofilu powodowa³a
kompensacjê mutacji gl1. �wiadczy to o transporcie bia³ka fuzyjnego do komórek
epidermy. W uk³adzie tym bia³ko KN1 umo¿liwia transport po³¹czonego z nim GL1 do
komórek epidermy, gdzie GL1 powoduje tworzenie w³osków. Seria transformacji genami
koduj¹cymi bia³ka fuzyjne zawieraj¹ce fragmenty bia³ka KN1 pozwoli³a okre�liæ domenê
HD (homeodomena) tego bia³ka jako niezbêdn¹ i wystarczaj¹c¹ do transportu
miêdzykomórkowego [27]. Wyniki te potwierdzaj¹ wcze�niejsze dane wskazuj¹ce, ¿e
wymiana aminokwasu w obrêbie prawdopodobnego sygna³u lokalizacji j¹drowej
znajduj¹cej siê w obszarze domeny HD zaburza ruch KN1. Jednak¿e wykazano tak¿e
niezbêdno�æ motywu PA (ang. Peptide Antagonists), le¿¹cego poza domen¹ HD, do
zwiêkszenia SEL plazmodesm i transportu KN1 [37]. Wydaje siê, ¿e w celu
jednoznacznego okre�lenia charakteru domeny bia³kowej odpowiedzialnej za transport
miêdzykomórkowy bia³ek niezbêdne s¹ dalsze badania.

Oprócz transportu selektywnego bia³ek, przemieszczanie siê ich pomiêdzy komórkami
ro�linnymi mo¿e byæ nieselektywne, oparte na procesie dyfuzji. Badania z u¿yciem
bia³ka GFP przyczyni³y siê do opisania modelu nieselektywnego transportu miêdzykomór-
kowego [11, 22]. Poniewa¿ GFP nie jest endogennym bia³kiem ro�linnym, musi poruszaæ
siê poprzez mechanizmy nieselektywne. We floemie transport GFP zachodzi razem z
asymilatami przemieszczaj¹c siê do tkanek docelowych [36]. W starszych li�ciach
(stanowi¹cych �ród³o asymilatów) i starszych czê�ciach korzenia nie wystêpuje transport
bia³ka GFP poza obrêb tkanek przewodz¹cych [36]. Wyniki te sugeruj¹ dynamiczn¹
regulacjê SEL plazmodesm w czasie rozwoju ro�lin [22, 48]. Endogennym bia³kiem,
które porusza siê poprzez dyfuzjê, jest LFY. Jednak jego ruch ograniczony jest tylko do
obszaru merystemu generatywnego.

Transport bia³ek miêdzy komórkami lub we floemie zale¿y równie¿ od potransla-
cyjnych modyfikacji. Na przyk³ad bia³ko CmPP36 wielko�ci 36 kDa, nale¿¹ce do rodziny
bia³ek reduktaz cytochromu b5, ulega ekspresji w komórkach towarzysz¹cych floemu
dyni. Jednak w soku floemowym mo¿na odnale�æ tylko 31 kDA bia³ko CmPP36, krótsze
na N-koñcu. Mikroiniekcje wykaza³y, ¿e bia³ko pe³nej d³ugo�ci nie wykazuje zdolno�ci
do zwiêkszania SEL plazmodesm ani poruszania siê miêdzy komórkami. Zdolno�ci
takich nabiera dopiero po proteolizie na N-koñcu [85].
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2. SYMPLASTOWY TRANSPORT RNA

Badania dotycz¹ce miêdzykomórkowego ruchu wirusów ro�linnych dostarczy³y
pierwszych dowodów, ¿e plazmodesmy s¹ zdolne do po�redniczenia w
miêdzykomórkowym transporcie wirusowego RNA w postaci kompleksów
rybonukleoproteinowych [17, 47, 64]. Dalsze badania wykaza³y, ¿e wiele specyficznych
endogennych RNA mo¿e równie¿ byæ transportowane miêdzy komórkami. Przyk³adami
takich RNA s¹ miêdzy innymi mRNA kukurydzowego czynnika transkrypcyjnego KN1
[24] oraz mRNA koduj¹cy transporter cukrów SUT1 [38, 39]. U dyni wykryto ponad
100 rodzajów mRNA transportowanych przez floem. Niektóre z tych RNA koduj¹
bia³ka zaanga¿owane w rozwój merystemów, odpowiedzi hormonalne czy te¿ reakcje
obronne [17, 47]. mRNA jest transportowany selektywnie do specyficznych miejsc
np. do wierzcho³ka pêdu (mRNA genu CmNACP [62]). Kim i wsp. [31] wykazali
ponadto, ¿e proces ten jest istotnym mechanizmem zaanga¿owanym w regulacjê wzrostu
ro�lin. Autorzy przeprowadzili szereg zabiegów transplantacji (szczepienia), wykorzys-
tuj¹c zjawisko zdolno�ci regeneracyjnych ro�lin. Kim i wsp. [31] dowiedli, ¿e fuzyjne
transkrypty homologa genu KN1 Lycopersicon esculentum � LeT6 i PDPFK (Pyro-
phosphate Dependent PhosphoFructoKinase) s¹ d³ugodystansowo transportowane
z podk³adek mutanta Me (Mouse ear) pomidora do zrazu tworzonego z ro�lin typu
dzikiego, co jest skorelowane z zachodz¹cymi zmianami morfologicznymi. Kolejnym
potwierdzeniem mo¿liwo�ci transportu cz¹steczek RNA na dalekie dystanse dostarczaj¹
eksperymenty zwi¹zane z procesem wyciszania genów. Zjawisko to okre�la siê jako
sekwencyjnie specyficzn¹ degradacjê RNA rozprzestrzeniaj¹c¹ siê systemowo w
organizmach zwierz¹t i ro�lin [6, 32]. Ostatnio wykazano, ¿e jest to byæ mo¿e wynik
transportu siRNA d³ugo�ci 21 nt, który odnawiany jest w ka¿dych kolejnych 10�15
komórkach [20].

Przyk³ady mRNA transportowanego systemowo

Haywood i wsp. [18] analizowali d³ugodystansowy transport transkryptów dwóch
homologicznych genów CmGAIP Cucurbita maxima i GAI Arabidopsis thaliana
nale¿¹cych do rodziny genów GRAS. Oba geny koduj¹ bia³ka z domen¹ DELLA
stanowi¹ce negatywne regulatory odpowiedzi na dzia³anie giberelin. Homologi te
wybrano ze wzglêdu na ju¿ wcze�niej opisan¹ ich obecno�æ we floemie oraz ³atwy do
zaobserwowania fenotyp mutacji w genach koduj¹cych. Wykazano, ¿e mRNA CmGAIP
jest transportowany floemem z dyni jako podk³adki do zrazu tworzonego przez ro�liny
ogórka. Dodatkowo przeprowadzono do�wiadczenia z transformowanymi ro�linami
pomidora i rzodkiewnika, nosz¹cymi zmutowane geny Cmgaip oraz ∆DELLAgai (delecja
w domenie DELLA). Mutacje te s¹ semidominuj¹ce i prowadz¹ do zaburzenia szlaku
odpowiedzi na dzia³anie giberelin. Ro�liny transgeniczne pomidora z t¹ mutacj¹ wykazuj¹
charakterystyczny kar³owaty fenotyp z ciemnozielonymi i mniejszymi li�æmi. U¿ycie
mutantów Cmgaip lub ∆DELLAgai jako podk³adek powoduje pojawienie siê zmian
fenotypowych w czê�ciach ro�liny stanowi¹cej zraz typu dzikiego. Zmiany morfologii
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li�ci pomidora s¹ widoczne od drugiego powstaj¹cego na zrazie li�cia i dotycz¹ kolejnych
dwóch, trzech li�ci. Kolejne li�cie nie wykazuj¹ zmian morfologicznych. Zaobserwowano
tak¿e wyra�n¹ gradacjê zmian fenotypowych wzd³u¿ osi li�cia z³o¿onego pomidora.
Najsilniejszy fenotyp gai jest widoczny na szczycie li�cia, u nasady wystêpuje morfologia
prawie typu dzikiego. Autorzy t³umacz¹ to rozcieñczeniem ilo�ci transgenicznego mRNA
przez endogenne mRNA GAI obecne w komórkach zrazu. Reakcje in situ RT-PCR
potwierdzi³y obecno�æ transkryptu tego transgenu w komórkach sitowych i towarzy-
sz¹cych floemu li�ci zrazu wykazuj¹cych objawy mutacji oraz jego brak w li�ciach o
fenotypie dzikim. Podobne wyniki otrzymano u A. thaliana [18].

Eksperymenty te potwierdzaj¹ istnienie specyficznego transportu RNA poprzez floem
do konkretnych komórek, w tym wypadku komórek merystemu wierzcho³kowego i
primordiów, gdzie powoduj¹ powstanie specyficznych zmian fenotypowych. �wiadczy
to tak¿e, ¿e sygna³ transportu d³ugodystansowego mo¿e byæ konserwatywny ewolucyjnie
i funkcjonowaæ podobnie w ró¿nych gatunkach ro�lin.

Zastanawiaj¹cy jest natomiast brak mRNA gai w tkankach owocu pomidora, które
s¹ odbiorc¹ asymilatów floemowych, powinny wiêc zawieraæ du¿e ilo�ci transporto-
wanego floemem RNA. Transportowane RNA s¹ jednak albo specyficznie degra-
dowane, lub w ogóle nie wnikaj¹ do komórek tych tkanek [18].

Transport mRNA poprzez floem jest równie¿ istotnym procesem uczestnicz¹cym
w regulacji fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. Wiadomo, i¿ induktor kwitnienia zwany
florigenem powstaje w li�ciach b¹d� li�cieniach i nastêpnie jest transportowany do
wierzcho³ka pêdu [1, 21]. U Arabidopsis odpowied� na d³ugo�æ dnia zale¿y od aktywacji
genu FT (Flowering Locus T). W 2005 r. Huang i wsp. [21] wykazali, ¿e lokalna
indukcja genu FT w pojedynczym li�ciu jest wystarczaj¹ca do zakwitniêcia ro�liny.
Wykazano, ¿e mRNA genu FT jest transportowany do wierzcho³ka wzrostu, gdzie w
kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym FD [1] aktywuje kolejne geny kwitnienia.

RYCINA 3. Transport mRNA lub bia³ka FT z tkanki li�ci do wierzcho³ka wzrostu indukuje przekszta³cenie
wegetatywnego merystemu wierzcho³kowego A. thaliana w generatywny (za [21], zmienione)
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Eksperyment Huang i wsp. [21] polega³ na transformowaniu ro�lin konstruktem genu
FT z promotorem transkrypcji genu koduj¹cego bia³ko szoku cieplnego HSP z soi.
Podgrzanie pojedynczego li�cia do temperatury 37°C powodowa³o aktywacjê promotora
HSP i pojawienie siê transkryptu genu FT. Sze�æ godzin po pojawieniu siê mRNA FT
w li�ciu, mo¿na by³o wykryæ obecno�æ transkryptu w wierzcho³ku pêdu (ryc. 3). Potem
nastêpowa³ dalszy wzrost poziomu mRNA FT zarówno w li�ciu, jak i wierzcho³ku ju¿
poprzez aktywno�æ endogennego genu FT. �wiadczy to o pozytywnej autoregulacji
tego genu. Huang i wsp. [21] s¹ przekonani, ¿e mRNA jest transportowany floemem,
jednak¿e nie mo¿na wykluczyæ równie¿ transportu bia³ka FT do wierzcho³ka pêdu,
gdzie mog³oby indukowaæ ekspresjê genu FT.

Miêdzykomórkowy transport niskocz¹steczkowych RNA

W 1993 roku pierwszy raz opisano obecno�æ niskocz¹steczkowych RNA (sRNA �
ang. small RNA) pe³ni¹cych istotn¹ funkcjê biologiczn¹. Te 19�25 nukleotydowe RNA
tworzone s¹ przez dwie grupy: si- i miRNA ró¿ni¹ce siê biogenez¹ i funkcjami [5, 6].
miRNA reguluj¹ specyficzne geny docelowe homologiczne w obszarze wi¹zania miRNA,
lecz o niewielkiej homologii do reszty cz¹steczki prekursorowego miRNA, podczas
gdy siRNA zazwyczaj dzia³aj¹ na wysoko homologiczne geny [50, 81]. miRNA ro�linne
zaanga¿owane s¹ w regulacjê morfologii li�ci, to¿samo�ci organów kwiatowych,
odpowiedzi stresowych, a tak¿e wiele innych procesów postulowanych na podstawie
identyfikacji ich prawdopodobnych genów docelowych [2, 8, 25, 26, 80]. siRNA
natomiast pe³ni¹ wa¿n¹ rolê w procesie transkrypcyjnego wyciszania (TGS � ang.
Transcriptional Gene Silencing) sekwencji powtarzaj¹cych siê, takich jak transpozony
i powtórzenia heterochromatynowe oraz w potranskrypcyjnym wyciszaniu (PTGS �
ang. Post Transcriptional Gene Silencing) cz¹steczek RNA pochodzenia egzogen-
nego, takich jak wirusy i transgeny [32, 44, 45, 51, 81, 82]. Ostatnio wyró¿niono now¹
grupê sRNA trans-acting siRNA, które s¹ zaanga¿owane w regulacjê procesu przej�cia
ro�lin z m³odocianej do dojrza³ej fazy rozwoju [81].

Systemowe rozprzestrzenianie siê sygna³u PTGS (wyciszanie RNA) poprzez floem
jest stosunkowo dobrze opisanym zjawiskiem, które ³atwo daje siê zaobserwowaæ w
eksperymentach szczepienia ro�lin po lokalnej infekcji wirusem [43, 45, 51, 81]. Ma³e
RNA by³y uwa¿ane za dobrego kandydata na sygna³ wyciszania [51], lecz brakowa³o
bezpo�rednich dowodów, ¿e s¹ transportowane floemem. Dopiero Yoo i wsp. w 2004
roku [87] wykazali, ¿e ma³e 18�25 nt RNA odpowiadaj¹ce autentycznym,
regulatorowym ma³ym RNA, zarówno si- jak i miRNA, wnikaj¹ i s¹ transportowane
przez floem. Badacze ci zidentyfikowali w soku floemowym Cucurbita maxima,
Cucumis sativus, Lupinus albus, Ricinus communis, Yucca filamentosa ma³e RNA
o d³ugo�ci od 18 do 25 nt. Skonstruowana biblioteka sRNA z soku floemowego C.
maxima zawiera sekwencje komplementarne do ró¿nych genów docelowych, w³¹czaj¹c
Transposon-like 1 (Tnl1) i Tnl2, ma³e RNA identyczne z miRNA159 oraz komplemen-
tarne do genów koduj¹cych dwufunkcyjn¹ endonukleazê czy te¿ helikazê RNA.
Do�wiadczenia prowadzono równie¿ z u¿yciem linii transgenicznej Cucurbita pepo z
ekspresj¹ genu wirusowego koduj¹cego bia³ko p³aszcza CP (ang. Coat Protein). U
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czê�ci ro�lin transgenicznych nast¹pi³o spontaniczne wyciszenie ekspresji transgenu.
W soku floemowym ro�lin, u których wyst¹pi³o wyciszenie genu CP, wykryto akumulacjê
23 nt siRNA komplementarnego do sekwencji tego genu. Te siRNA mo¿na równie¿
wykryæ w ro�linach typu dzikiego bêd¹cych zrazami na podk³adkach z ro�lin trans-
genicznych. Podobnie uda³o siê wykryæ w soku floemowym C. maxima po infekcji
wirusem CuYV (ang. Cucumber Yellow closteroVirus) obecno�æ siRNA d³ugo�ci 20
�21 nt komplementarnego do genomu wirusa [87].

W przesz³o�ci opisywano obecno�æ w soku floemowym bia³ek zaanga¿owanych w
transport mRNA [62], co sk³oni³o Yoo i wsp. [87] do poszukiwañ bia³ek specyficznie
wi¹¿¹cych ma³e RNA i po�rednicz¹cych w ich miêdzykomórkowym transporcie.
Badania zaowocowa³y zidentyfikowaniem bia³ka 27 kDa wystêpuj¹cego u dyni, ogórka
i ³ubinu. Bia³ko CmPSRP1 (Phloem Small RNA binding Protein 1) jest kodowane u
dyni przez gen obecny w jednej kopii i nie wykazuje wysokiej homologii z ¿adnym
znanym genem. Wi¹¿e siê ono specyficznie z jednoniciowym ssRNA (ang. single
stranded RNA) umo¿liwiaj¹c jego transport przez plazmodesmy. Jednak¿e bia³ko
CmPSRP1 po�redniczy w transporcie ma³ych RNA jedynie pomiêdzy komórkami
towarzysz¹cymi a rurkami sitowymi floemu. W zwi¹zku z tym wci¹¿ trwaj¹ poszukiwania
bia³ka po�rednicz¹cego w d³ugodystansowym transporcie ma³ych RNA [87].

Rozprzestrzenianie siê sygna³u wyciszania na wiêksze odleg³o�ci jest mo¿liwe
prawdopodobnie dziêki istnieniu zjawiska przej�ciowego wyciszania RNA (ang.
transitive RNA silencing) [20, 76]. siRNA wi¹¿e siê do homologicznej sekwencji
mRNA docelowego i prowadzi do ciêcia w miejscu wi¹zania, wyciszaj¹c w ten sposób
aktywno�æ genu [82]. Wiele obserwacji wskazuje jednak, ¿e wyciszanie mo¿e rozszerzaæ
siê na sekwencje nieobecne w sekwencji siRNA indukcyjnego. Przyk³adowo, wyciszanie
transgenu GFP poprzez wstrzeliwanie dwuniciowych cz¹steczek siRNA homologicznych
do rejonu centralnego transgenu powodowa³o syntezê siRNA z obu 5� i 3� stron od
miejsca wi¹zania pocz¹tkowego siRNA (ryc. 4) [32]. Rozprzestrzenianie siê wyciszania
poza sekwencjê pierwotn¹ nazwano przej�ciowym wyciszaniem RNA. Do zaj�cia tego
procesu niezbêdna jest obecno�æ komórkowej polimerazy RNA zale¿nej od RNA
(RdRP), u¿ywaj¹cej siRNA jako startera i homologicznego transkryptu jako matrycy
do syntezy cRNA (ang. complementary RNA). RdRP po�redniczy w namna¿aniu
sygna³u wyciszania i produkcji kolejnej generacji siRNA. U¿ycie jako startera siRNA
wyja�nia rozszerzanie siê wyciszania w kierunku 3��5�. Obserwacje rozchodzenia siê
wyciszania w kierunku 5��3� mo¿na t³umaczyæ zdolno�ci¹ ro�linnej RdRP do inicjowania
syntezy cRNA bez u¿ycia starterów na 3� koñcu docelowego mRNA [58]. Do�wiad-
czenia Petersena i wsp. [58] odno�nie wyciszania transgenu GUS tytoniu sugeruj¹, ¿e
rozprzestrzenianie siê w kierunku 5`�3� przebiega w³a�nie w wyniku dzia³alno�ci RdRP
od strony 3� koñca transkryptu bez u¿ycia siRNA jako startera. Nie uda³o siê rozszerzyæ
wyciszenia endogennych genów, takich jak ChlI (magnesium Chelatase subunit I)
czy RLIh (RNAse L Inhibitor homologue) [58, 59]. �wiadczy to, ¿e proces
przej�ciowego wyciszania RNA mo¿e dotyczyæ tylko pewnych grup genów.

Badania Hamiltona i wsp. [16] wskaza³y na istnienie dwu ró¿ni¹cych siê d³ugo�ci¹
rodzajów siRNA pe³ni¹cych ró¿ne funkcje. Sugerowano, ¿e siRNA d³ugo�ci 21 nt,
po�redniczy w ciêciu RNA docelowego, natomiast 25 nt siRNA zwi¹zane jest z metylacj¹
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DNA i transmisj¹ sygna³u wyciszania go w ro�linie [16, 72]. Himber i wsp. [20] stwierdzili,
¿e krótkodystansowy ruch sygna³u wyciszania zaczyna siê od niewielkiej grupy komórek
i rozprzestrzenia siê na niemal sta³¹ liczbê 10�15 komórek, bez amplifikacji. W ruchu
tym uczestnicz¹ cz¹steczki siRNA d³ugo�ci 21 nt, nie jest natomiast wymagana obecno�æ
25-nukleotydowego siRNA. Transport na wiêksze odleg³o�ci wymaga udzia³u bia³ek
SDE1, domniemanej RdRP oraz SDE3, domniemanej helikazy RNA. Ten d³ugodys-
tansowy transport powi¹zany jest z syntez¹ nowej generacji siRNA produkowanych
we wcze�niej opisanym procesie przej�ciowego wyciszania RNA. W wyniku tego
procesu powstaj¹ równie¿ 21 nt siRNA. Nowa generacja siRNA rozprzestrzenia siê
znowu na 10�15 komórek, gdzie ponownie nastêpuje synteza nowych cz¹steczek [20]
(ryc. 1b).

Badano równie¿ transport sygna³u wyciszania w obrêbie ca³ej ro�liny. Infekcja ro�lin
zmodyfikowanym wirusem obecnym tylko we floemie powodowa³a, ¿e wyciszenie w

RYCINA 4. Mechanizm przej�ciowego wyciszania genów,  szczegó³y w tek�cie (na podstawie [16, 58])
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kolejnych li�ciach w przypadku transgenu GFP by³o ca³kowite, natomiast w przypadku
genu RbcS (Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase small subunit) ogranicza³o siê
tylko do 10�15 komórek wokó³ nerwów li�ciowych [20]. Okaza³o siê, ¿e mRNA GFP
podlega przej�ciowemu wyciszaniu w przeciwieñstwie do RbcS, który z bli¿ej nieznanych
powodów, nie ma takiej zdolno�ci. W zwi¹zku z tym nie jest tworzona nowa generacja
siRNA, która mog³aby przemieszczaæ siê do kolejnych komórek [74]. Wyniki Himbera
[20] nie wykluczaj¹ jednak uczestnictwa 25-nukleotydowego siRNA we floemowym
transporcie sygna³u wyciszenia, gdy¿ nie badali oni d³ugo�ci cz¹steczek transportowa-
nych przez tkankê przewodz¹c¹. Jak ju¿ wcze�niej wspomniano, we floemie ro�lin
transgenicznych dyni charakteryzuj¹cych siê spontanicznym wyciszeniem transgenu
CP wykryto siRNA o d³ugo�ci 23 nt [87], tak wiêc mo¿liwe jest, ¿e d³ugo�æ transporto-
wanych siRNA mo¿e byæ równie¿ specyficzna gatunkowo.

Bior¹c pod uwagê, ¿e nie wszystkie geny wydaj¹ siê podlegaæ przej�ciowemu
wyciszaniu RNA, które niezbêdne jest do amplifikacji siRNA oraz fakt istnienia ró¿nej
d³ugo�ci cz¹steczek siRNA niezbêdnych do rozprzestrzeniania siê PTGS, wci¹¿ nie
wiadomo, czy proponowany przez Himbera i wsp. [20] mechanizm rozprzestrzeniania
sygna³u wyciszania RNA jest uniwersalny, czy dotyczy tylko pojedynczych przypadków.

Mechanizm miêdzykomórkowego transportu RNA

Systemowy transport RNA wymaga przekroczenia szeregu granic komórkowych.
W zwi¹zku z tym powstaje pytanie, jakie czynniki decyduj¹, czy okre�lone RNA pozostaj¹
w obrêbie danych komórek czy te¿ s¹ transportowane do innych oraz w jaki sposób
RNA jest rozpoznawany i transportowany przez sieæ symplastyczn¹ do komórek
docelowych.

Dotychczas brak danych o sekwencjach nukleotydowych bior¹cych udzia³ w
transporcie miêdzykomórkowym mRNA. Jedyne doniesienia dotycz¹ sekwencji RNA
wiroida. Wiroidy to ma³e, jednoniciowe, koliste cz¹steczki RNA infekuj¹ce ro�liny. Ich
szczególn¹ cech¹ jest to, ¿e RNA nie koduje ¿adnych bia³ek funkcjonalnych. Jednak¿e
wiroidowy RNA mo¿e siê replikowaæ na terenie j¹dra komórek gospodarza i poruszaæ
systemowo infekuj¹c ca³¹ ro�linê. Jest to prosty model do badañ nad rol¹ struktury i
sekwencji RNA potrzebnej do transportu miêdzykomórkowego [60].

Qi Y i wsp. [60] poszukiwali motywu w sekwencji RNA wiroida PSTVd (ang.
Potato Spindle Tuber Viroid) odpowiedzialnego za specyficzny transport RNA wiroida
z komórek pochwy oko³owi¹zkowej do komórek mezofilu. Eksperymenty dowiod³y
istotno�ci czterech par zasad w cz¹steczce wiroida niezbêdnych do tego transportu.
Te cztery zasady tworz¹ dwuczê�ciowy (jedna zasada znajduje siê w jednej z pêtli
cz¹steczki RNA, pozosta³e w obrêbie domeny infekcyjnej) sygna³ transportowy. Motyw
ten nie jest ju¿ natomiast potrzebny do transportu w drug¹ stronê � z mezofilu do
komórek pochwy oko³owi¹zkowej. Dodatkowo wykazano, ¿e wiroid ³atwiej wnika do
komórek mezofilu li�ci starszych, co potwierdza rozwojow¹ regulacjê transportu miêdzy
komórkami [60].
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PODSUMOWANIE

Sieæ symplastyczna jest miejscem transportu ró¿norodnych makromoleku³ oraz ma³ych
cz¹steczek sygnalnych. Transport ten mo¿e zachodziæ w obrêbie s¹siaduj¹cych komórek,
tkanek lub zachodziæ systemowo. Transportowane s¹ bia³ka regulatorowe, same b¹d�
te¿ z koduj¹cym je mRNA (np. KN1 [24]), mRNA koduj¹ce specyficzne bia³ka w
kompleksach z uniwersalnymi no�nikami bia³kowymi (np. CmPP16 [86]) oraz ma³e
niekoduj¹ce si/miRNA reguluj¹ce aktywno�æ okre�lonych genów, równie¿ w komplek-
sach ze specyficznymi bia³kami [14, 61, 87]. Zarówno zdolno�æ sieci symplas-tycznej
do okre�lonego transportu oraz rodzaj transportowanych moleku³ podlegaj¹ kontroli w
czasie ontogenezy ro�liny, a tak¿e w odpowiedzi na czynniki �rodowiskowe [11, 25].
Funkcja tego transportu nie jest do koñca poznana, jednak¿e �cis³a korelacja miêdzy
transportem a przebiegiem procesów morfologicznych �wiadczy o jego podstawowym
znaczeniu dla realizacji okre�lonych programów rozwojowych ro�liny.
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