KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 64 2015
Numer 3 (308)
Strony 431-443

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

ANNA BILSKA-KOS

Zaktad Biochemii i Fizjologii Roslin

Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy

Radzikoéw, 05-870 Btonie
Zaktad Fizjologii Roslin

Pozawydziatowy Zamiejscowy Instytut Biotechnologii Stosowanej i Nauk

Podstawowych Uniwersytet RzeszowsRi
Werynia 502, 36-100 Kolbuszowa
E-mail: a.bilska@ur.edu.pl

PLAZMODESMY — CZYLI O ELEMENTACH MIEDZYKOMORKOWE] SIECI
KOMUNIKACYJNEJ U ROSLIN

WSTEP

Scenariusz optymalnego rozwoju organi-
zmu opiera si¢ glownie na dostarczaniu ,na
czas” odpowiedniej iloSci sktadnikéw po-
karmowych do jego kazdej komorki. Trans-
port  krotkodystansowy — (miedzykomor-
kowy) moze odbywac si¢ w tak zwanym
apoplascie, poprzez Sciane komorkowa sa-
siadujacych ze soba komorek lub/i w sym-
plascie, z udzialem cienkich kanalow cy-
toplazmatycznych, ktére nosza nazwe: pla-
zmodesm (grec. desmos lacznik, spojnia).
Przez plazmodesmy przemieszczaja si€
zwiazki niskoczasteczkowe, w tym produk-
ty fotosyntezy, a takze niektOre biatka i wi-
rusy. Zwiazki przemieszczajace sie¢ przez
plazmodesmy ,wygrywaja konkurencje na
czas”, gdyz udowodniono, ze transport
symplastyczny jest co najmniej o dwa rzedy
sprawniejszy niz transport przez btony (Pa-
TRICK i OFFLER 1996). WilaSciwoS¢ ta warun-
kowana jest liczba plazmodesm taczacych

komorki, ich droznoS$cia oraz gradientem
stezen transportowanych substancji.
Pojedyncze plazmodesmy lub ich skupienia
w postaci tzw. ,pol plazmodesmatycznych”
tworza u roSlin swego rodzaju ,sie¢ komu-
nikacyjna”. Funkcjonowanie tej sieci odgry-
wa wazng role w organizmie roSlinnym. Od
przepuszczalnoSci plazmodesm zalezy mie-
dzy innymi: wydajnoS¢ transportu produk-
tow fotosyntezy, czasteczek sygnatowych,
a takze niekorzystnego dla roSliny rozprze-
strzeniania sie¢ wirusOw. W pracy zostala
przedstawiona generalna budowa elemen-
tow sieci komunikacyjnej u roslin, plazmo-
desm, z wyszczegolnieniem réznych typow
tych struktur, jak rowniez charakterystyka
transportu przez plazmodesmy w zalezno-
sci od warunkéw Srodowiska (czynnikow
stresowych). Ponadto, zostal przedstawiony
rys historyczny dotyczacy technik stosowa-
nych do badan plazmodesm.

Praca sfinansowana z projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: Iuventus Plus 0036/1P1/2011/71.
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BUDOWA I TYPY PLAZMODESM

Plazmodesmy, cytoplazmatyczne kanaly
o Srednicy okoto 50 nm i dlugosci 100 nm
przechodza w poprzek Sciany komorkowej
umozliwiajac transport miedzy zywymi ko-
morkami w tkance rosSlinnej (ZAMBRYSKI i
CRAWFORD 2000, ROBERTS i OPARKA 2003).
Kanaty te sa zbudowane z kompleksu bton
biatkowo-lipidowych i biatek. U roslin wyz-
szych, trzonem plazmodesmy jest cylinder
siateczki endoplazmatycznej (ER) zwany de-
smotubula, o Srednicy okoto 15-20 nm, kto6-
ra stanowi cigglto$¢ z ER sasiednich komorek
(Ryc. 1).

Desmotubula, zwana rowniez ,centralnym
pretem”, jest widoczna pod mikroskopem

e A_§;§ :
centralna

plazmolema

Ryc. 1. Model plazmodesmy (wg OVERALL I
BLACKMAN 1996, zmodyfikowany).

Rdzen plazmodesmy stanowi desmotubula, laczaca
btony ER sasiednich komorek. Wokot desmotubuli
sa lokalizowane biatka: aktyna oraz miozyna, ktora
faczy btone¢ desmotubuli z plazmolema. W rejonie
szyjki plazmodesm prawdopodobnie wystepuje cen-
tryna, jak rowniez geste elektronowo elementy zwie-
raczy. Zwieracze moga rowniez tworzy¢ helise, ktora
otacza cala plazmodesme.

elektronowym jako ciemna, ,elektronowo-ge-
sta” struktura (OVERALL i BLACKMAN 1996). Na
obu koncach plazmodesmy wystepuje prze-
wezenie, zwane rejonem szyjki, ktore prze-
chodzi w cze$S¢ centralna. Obszar pomiedzy
desmotubula a plazmolema stanowi reckaw
cytoplazmatyczny, ktory tworzy kanaly trans-
portowe o srednicy 3-4 nm (ROBERTS i OPAR-
KA 2003). Wokot desmotubuli zlokalizowane
sa bialka, ktore stanowia potaczenie z pla-

Ryc. 2. Obraz z mikroskopu elektronowego
przedstawiajacy przekroj poprzeczny przez
wiazke przewodzaca (A) oraz wybrane typy
plazmodesm (B-I) wystepujace pomiedzy roz-
nymi rodzajami komorek w liSciu kukurydzy.

Przekr6j podituzny (B, C, E-I) i poprzeczny (D)
przez plazmodesmy. Biate groty (C), zwieracze; czar-
ne groty (E), zwe¢zenie w rejonie szyjki plazmode-
smy. Rozgale¢zione plazmodesmy (G-I). KMS, mezofil;
BS, pochwa okotowiazkowa; VP, parenchyma wiaz-
kowa; CC, komorka towarzyszaca, SE, cienkoScienna
rurka sitowa; SET, gruboScienna rurka sitowa; X, ksy-
lem; Pd, plazmodesma; CW, Sciana komoérkowa; Ch,
chloroplast; M, mitochondrium. Skala 100 nm.
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Tabela 1. Wybrane biatka i polisacharydy lokalizowane w/przy plazmodesmach (pd), SEL (size
exclusion limit) — przekrOj czynny plazmodesmy (objasnienie w tekscie).

Biatko Przypuszczalna funkcja Referencje
» (WHITE i wspoélaut. 1994,
1 | E
aktyna komponent plazmodesmy, rola w regulacji SEL BLACKMAN i OVERALL 1998)
biatka z rodziny udma{w organizacji filamentow aktynowych i w re- (VAN GESTEL i wspolaut. 2003)
Arp3 gulacji SEL

B-1,3-glukanaza

centryna

biatko dehydryno-
-podobne

kaloza

kalretikulina

kinazy bialkowe

miozyna

miozyna VIII

pektyny

PME — metyloeste-
raza pektynowa)

PRms
remoryny
synaptotagmina 1

ubikwityna

posredni udziat w regulacji SEL poprzez degradacje
kalozy

komponent pd, biatko wiazace jony Ca*, rola w re-
gulacji SEL

rola w ochronie pd podczas odwodnienia komorki

udzial w tworzeniu zwieraczy i tym samym w regu-
lacji SEL

biatko wiazace jony Ca?*', rola w regulacji transportu
przez pd

udzial w sygnalizacji komorkowej wykorzystywanej
przez biatka wirusowe (viral movement proteins)

komponent pd — tworzy polaczenie desmotubuli z
plazmolema, bialko motoryczne, rola w regulacji SEL

forma miozyny zlokalizowana tylko u ro$lin, kontro-
luje transport przez pd

udzial w modyfikacji wlasciwosci biomechanicznych
Sciany komorkowej w polach plazmodesmatycznych

posredni udziat w modyfikacji wilasciwosci biome-

chanicznych Sciany komoérkowej wokot pd poprzez
demetylacje pektyn

udziat w regulacji transportu wirusa przez pd
udzial w regulacji transportu wirusa przez pd
kontrola integralnoSci blony komoérkowe;j

udziat w procesie degradacji biatek pd

(LEVY i wspotaut. 2007)

(BLACKMAN i wspotaut. 1999)

(KARLSON i wspotaut. 2003)

(OPARKA i PRIOR 1992, RADFORD
i wspotaut. 1998, HOLDAWAY-
-CLARKE i wspotaut. 2000)

(BALUSKA i wspoOtaut. 1999,
2001)
(YAHALOM i wspoétaut. 1998,

WAIGMANN i wspotaut. 2000)

(BLACKMAN i OVERALL
RADFORD i WHITE 1998)

1998,

(REICHELT i wspotaut. 1999, Ba-
LUSKA i wspotaut. 2001)

(ROY i wspotaut. 1997, KNOX i
BENITEZ-ALFONSO 2014)

(MORVAN i wspoétaut. 1998)

(MURILLO i wspoétaut. 1997)
(RAFFAELE i wspotaut. 2009)
(SCHAPIRE i wspotaut. 2008)

(EHLERS i wspotaut. 1996)
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zmolema poprzez struktury przypominajace
szprychy (Ryc. 1). Niektorzy badacze wska-
zuja, ze bialko, miozyna VIII, moze wchodzi¢
w skiad tych szprych (BALUSKA i wspoétaut.
2001). W niektorych typach plazmodesm sa
obserwowane elementy okreSlane wedlug
terminologii Hejnowicza (2002) jako zwiera-
cze (ang. sphincters). W ich sktad wchodza
elektronowo geste czasteczki (ang. electron-
-dense particles), ktéore moga wystepowacd
wewnatrz plazmodesmy (ang. intracellular
sphincter). Elementy zwieraczy wewnetrz-
nych tworza strukture w rodzaju pierscienia,
ktory otacza desmotubule, wypelniajac rekaw
cytoplazmatyczny w rejonie szyjki plazmo-
desmy (EVERT i wspoélaut. 1977). Zwieracz
wewnetrzny albo ,kotnierz” wystepujacy w
rejonie szyjki plazmodesmy widoczny jest tyl-
ko po utrwaleniu tkanki w aldehydzie gluta-
rowym z dodatkiem kwasu taninowego (BaA-
DELT i wspolaut. 1994, RADFORD i wspotaut.
1998). Kompleksy kwasu taninowego i alde-
hydu glutarowego w polaczeniu z biatkami
sa widoczne na obrazach z mikroskopu elek-
tronowego jako regularnie roztozone, geste
elektronowo czasteczki (OLESEN 1979). W
niektorych przypadkach wystepuja tez zwie-
racze zewnctrzne (ang. extracellular sphinc-
ter) otaczajace plazmodesme po stronie ze-
wnetrznej. Istnieje kilka modeli budowy pla-
zmodesmy z uwzglednieniem wystepowania
potencjalnych zwieraczy (DING i wspoOlaut.
1992, OVERALL i BLACKMAN 1996, ROBERTS i
OPARKA 2003). W jednym z modeli (Ryc. 1),
zaproponowanym przez OVERALL i BLACKMAN
(1996), geste elektronowo elementy zwiera-
czy moga tworzyC pierScien w obrebie szyjki
plazmodesmy lub jako ,przezroczysta” struk-
tura (ang. electron-lucent) w postaci helisy
moze otacza¢ plazmodesme¢ na calej jej dtu-
goSci.

Plazmodesmy r6znia si¢ budowa w zalez-
nosci od typu komorek, miedzy ktorymi two-
rza polaczenia (Ryc. 2). Badania ultrastruktu-
ralne plazmodesm u kukurydzy taczacych ze
soba komorki mezofilu oraz komoérki mezo-
filu z komorkami pochwy okolowiazkowe;j

wykazaly w nich obecnos¢ zwieraczy. Geste
elektronowo elementy strukturalne byly ob-
serwowane w rejonie szyjki plazmodesmy
po obu jej stronach na styku komorka me-
zofilu/komorka mezofilu (Ryc. 2B) oraz po
stronie komorek mezofilu na styku komorka
mezofilu/pochwa okolowiazkowa (Ryc. 2C).
W tym przypadku, zwieracze nie byly loka-
lizowane w innych typach plazmodesm, np.
pomiedzy komoérkami pochew okotowiazko-
wych i parenchyma wiazkowa. Plazmodesmy
te wykazuja zwezenie rekawa cytoplazma-
tycznego w obydwoch rejonach szyjki, jak i
w czesci Srodkowej plazmodesmy (Ryc. 2E).
Plazmodesmy taczace komorki w  wiazce
przewodzacej, np. pomiedzy komorkami to-
warzyszacymi a cienkoSciennymi rurkami
sitowymi wykazuja czesto rozgalezienia w
ksztalcie litery X lub Y (Ryc. 2G-1).

W ostatnich latach za pomoca metod cy-
tochemicznych zlokalizowano szereg bialek
w plazmodesmach badz blisko nich. CzesS¢ z
tych biatek, oprocz funkcji regulacyjnych, sta-
nowi element strukturalny plazmodesm, np.
aktyna, zlokalizowana wzdtuz calej dlugoSci
desmotubuli (WHITE i wspotaut. 1994), mio-
zyna laczaca rdzei plazmodesmy z plazmo-
lema (BLACKMAN i OVERALL 1998, RADFORD i
WHITE 1998) oraz centryna zlokalizowana tyl-
ko w rejonie szyjki plazmodesm (BLACKMAN
i wspotaut. 1999). Wybrane biatka zlokalizo-
wane w plazmodesmach zostaly przedstawio-
ne w Tabeli 1.

W  poblizu plazmodesm lokalizowane
sa pektyny (ROY i wspotaut. 1997, ORFILA
i KNOX 2000) oraz kaloza (f-1,3-D-glukan),
polisacharyd, ktorego poziom ulega zwick-
szeniu w odpowiedzi na stresy abiotyczne i
biotyczne. Niektorzy badacze uwazaja, ze ka-
loza moze by¢ skladnikiem zwieracza wyste-
pujacego na zewnatrz plazmodesmy (OLESEN
i ROBARDS 1990, RITZENTHALER i wspoOlaut.
2000). Natomiast TURNER i wspotaut. (1994)
lokalizuja kaloze w Scianie komorkowej po-
miedzy zwieraczami plazmodesm i na tej
podstawie przypuszczaja, ze kaloza nie jest
sktadnikiem zwieraczy.

REGULACJA PRZEPUSZCZALNOSCI PLAZMODESM

Transport przez plazmodesmy moze od-
bywac sie na zasadzie dyfuzji lub przeptywu
masowego (PATRICK 1997). Uwaza sie, ze w
stanie podstawowym plazmodesmy przepusz-
czaja zwiazki o masie nie wigkszej niz 1 kDa

(GOODWIN 1983), a wiec wodg, cukry, jony
i male zwigzki sygnalowe (ROBARDS i LUCAS
1990). Warto$¢ progowa dla przepuszczal-
noSci plazmodesm (ang. size exclusion li-
mit, SEL), wedlug terminologii SOWINSKIEGO
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(2002) okreslana jest jako przekroj czynny
plazmodesmy. W regulacje przekroju czyn-
nego plazmodesm moga by¢ zaangazowane
elementy strukturalne cytoszkieletu, glow-
nie biatek: aktyny i miozyny (Tabela 1).
Wystepowanie aktyny i miozyny wzdhuz de-
smotubuli umozliwia regulacje przepusz-
czalnoSci kanalow w catym obszarze r¢kawa
cytoplazmatycznego, a tym samym kontrole
transportu zachodzacego w plazmodesmie
(RADFORD i WHITE 1998, ZAMBRYSKI i CRAW-
FORD 2000). Stwierdzono, ze w protoplastach
korzeni rzodkiewnika (Arabidopsis thalia-
na L.) poddanych 1,5 godzinnemu dziataniu
stresu osmotycznego dochodzi do relokacji
miozyny VIII, ktorej towarzyszy reorganizacja
filamentow aktynowych i indukcja plazmo-
lizy (WOJTASZEK i wspoélaut. 2005). W tym
przypadku, aktyno-miozynowy mechanizm
kontroluje osmoregulacjc w komorkach ko-
rzenia rzodkiewnika poprzez zmiany w prze-
kroju czynnym plazmodesm. Szczegolna role
przypisuje si¢ bialkom zaleznym od jonéw
Ca?', centrynie i kalretikulinie, ktore zloka-
lizowano w rejonie szyjki plazmodesmy. Po-
stulowano, ze wraz ze wzrostem poziomu
cytoplazmatycznego wapnia dochodzi do de-
fosforylacji centryny, kurczenia filamentow
zbudowanych z tego biatka i w rezultacie
zamkniecia plazmodesmy (BLACKMAN i wspol-
aut. 1999). Kalretikulina, biatko wiazace jony
wapnia, moze by¢ rOwniez zaangazowane
w regulacje transportu przez plazmodesmy
(BALUSKA i wspotaut. 1999, 2001). Uwalnia-
ne z wakuoli do cytoplazmy jony Ca** moga
kontrolowa¢ przekroj czynny plazmodesm,
w sposOb posredni poprzez wspomniane po-
wyzej biatka plazmodesmatyczne zalezne od
wapnia (centryna, kalretikulina, miozyna),
lub/i moga stanowi¢ czasteczke sygnatlowa
w lancuchu reakcji na stres. Stwierdzono, ze
wzrost stezenia jonow Ca?** w komorkach
wloskow precikOw setkrezji purpurowej
(Setcreasea purpurea) powoduje zamyka-
nie sie plazmodesm (TUCKER 1990). Row-
niez, badania HOLDAWAY-CLARKE i wspolaut.
(2000) wykazaly szybka reakcje plazmo-
desm roslin wyzszych na zmiany koncentra-
¢ji jonow Ca** w cytoplazmie komorkowe;.
Stwierdzili, ze indukowany niska temperatu-
ra w zakresie 0-5°C wzrost st¢zenia jonow
wapnia w zawiesinie komorkowej kukurydzy
prowadzi do przerwania kontaktu elektrycz-
nego miedzy komorkami w zawiesinie, co
posrednio wskazuje na przerwanie kontak-
tu symplastycznego. Reaktywne formy tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS) rowniez

moga stanowiC element w transdukcji sygna-
tu prowadzacego do modyfikacji przekro-
ju czynnego plazmodesm (BENITEZ-ALFONSO
i wspotaut. 2011). Stwierdzono, ze zmiany
stanu redox w mitochondrium powoduja
wzrost wydajnosci transportu przez plazmo-
desmy, podczas gdy ROS pochodzenia pla-
stydowego blokuje transport symplastyczny
(STONEBLOOM i wspotaut. 2012). Z kolei, w
korzeniach grochu zwyczajnego (Pisum sati-
vum L.), w warunkach stresu osmotycznego
dochodzi do relatywnie szybkiego (1 godz.)
zwiekszenia przekroju czynnego plazmo-
desm, co sugeruje, ze potencjal wodny ko-
morki moze by¢ regulatorem wydajnoSci
transportu symplastycznego (SCHULZ 1995).
Na przekroj czynny plazmodesm moga wply-
waé temperatura oraz ciSnienie turgorowe.
Wykazano, ze w niskiej temperaturze trans-
port sacharozy i innych zwiazkoéw nisko-
czasteczkowych w cylindrze ER jest mniej
sprawny (GAMALEI i wspotaut. 1994), oraz
ze podwyzszone ciSnienie turgorowe moze
obniza¢ droznos¢ plazmodesm (OPARKA i
PRIOR 1992). Wykazano rowniez, ze w wa-
runkach plazmolizy w plazmodesmach do-
chodzi do zmian uniemozliwiajacych mie-
dzykomorkowy transport znacznikow fluore-
scencyjnych wprowadzonych do symplastu
poprzez mikroiniekcje (ERWEE i GOODWIN
1984). Zakit6écony transport miedzykomorko-
wy barwnikow moze by¢ efektem kurczenia
sie elementéw strukturalnych plazmodesm,
co prowadzi do zmniejszania si¢ obszarow
rekawa cytoplazmatycznego lub desmotubu-
li (OPARKA i wspotaut. 1994). Przekroj czyn-
ny plazmodesm moze byc¢ zalezny od kalozy
(B-1,3-glukan). Ten polisacharyd gromadzi si¢
w rejonie szyjki plazmodesmy, blokujac cal-
kowicie transport symplastyczny. Udowod-
niono na przyklad, ze zranienie prowadzi do
wyraznego zwezenia w rejonie szyjki plazmo-
desm w korzeniu cebuli zwyczajnej (Allium
cepa L.), co jest zwiazane z akumulacja kalo-
zy (RADFORD i wspotaut. 1998). Odkladanie
kalozy przy plazmodesmach zachodzi row-
niez w wyniku dzialania jonéw: glinu, ofo-
wiu, arsenu oraz kadmu (SIVAGURU i wspol-
aut. 2000, UEkKI 1 CITOVSKY 2005, PIRSELOVA i
wspotaut. 2012, SAMARDAKIEWICZ i wspotaut.
2012). W przypadku efektu dzialania jonow
kadmu i arsenu w korzeniach soi warzywnej
(Glycine max) autorzy sugeruja, ze depozyty
kalozy przy plazmodesmach moga stanowic
element obronny roSliny zwiazany z ,budo-
waniem” szczelnej bariery ochronnej zabez-
pieczajacej tkanke przed przemieszczaniem
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Ryc. 3. Ultrastruktura plazmodesm w liSciach kukurydzy na styku: mezofil — pochwa okolowigz-
kowa.

Es

Geste elektronowo elementy zwieraczy (groty) zlokalizowane w rejonie szyjki plazmodesm; w roSlinach
kontrolnych (niechtodzonych), zwieracz niepowickszony (A), w roslinach traktowanych niska temperatura,
zwieracz powickszony (B). KMS, mezofil; BS, pochwa okotowiazkowa; Pd, plazmodesma; CW, Sciana komor-

kowa; ER, siateczka endoplazmatyczna. Skala 100 nm

sie toksycznych jonéw (PIRSELOVA i wspotaut.
2012). Jednak SAMARDAKIEWICZ i wspolaut.
(2012) wskazuja, ze efektywnoSc takiej ,linii
obrony” zalezy od sposobu dystrybucji kalo-
zy w Scianie komorkowe;.

KNOX I BENITEZ-ALFONSO (2014) dowodza,
ze zmiany przekroju czynnego plazmodesm
moga by¢ zwiazane z innymi polisacharyda-
mi, skladnikami pierwotnej Sciany komor-
kowej - pektynami. W pracy tej, wysunieto
przypuszczenie, ze przekrdj czynny plazmo-
desm moze by¢ uzalezniony od charakteru
chemicznego (poziom metylacji) i/lub roz-
mieszczenia pektyn w Scianie komorkowej,
co z kolei moze by¢ zwiazane z poziomem
auksyn w komorce.

W regulacje transportu symplastycznego
moga by¢ rowniez wlaczone opisane wcze-
Sniej elementy strukturalne plazmodesm,
zwieracze (Ryc. 1). Zwieracze, wystepujace
w rejonie szyjki, moga kontrolowac trans-
port miedzykomoérkowy u roSlin w tym re-
jonie plazmodesmy (EVERT i wspotaut. 1977,
ANISIMOV i EGOROV 2002, BOTHA i wspotk-
aut. 2005). RINNE i VAN DER SCHOOT (1998)
stwierdzili, ze zwieracze zewnetrzne plazmo-
desm w merystemie wierzchotkowym pedu
u brzozy omszonej (Betula pubescens) ulega-
ja znacznemu powieckszeniu, co przerywa ko-
munikacje miedzykomorkowa przy wchodze-
niu w stan spoczynku. Ponadto wykazano, ze

juz po jednej godzinie dzialania chiodu do-
chodzi do powickszania si¢ elementow zwie-
raczy w plazmodesmach liSci kukurydzy (Zea
mays L) (Ryc. 3) (BILSKA i SOWINSKI 2010).
W tym przypadku powickszone zwieracze
wypelnialy rekaw cytoplazmatyczny w rejo-
nie szyjki plazmodesm. Natomiast w drugim
typie plazmodesm, ktore nie posiadaja zwie-
raczy, obserwowano zwezanie w rejonie szyj-
ki (Ryc. 4). Obie zmiany w ultrastrukturze
plazmodesm byly zwiazane z zahamowaniem
transportu produktéw fotosyntezy w liSciach
kukurydzy (BILSKA i SOWINSKI 2010).

Pewna role w regulacji wydajnosci trans-
portu przez plazmodesmy moga odgrywacd
procesy tworzenia nowych (wtornych) pla-
zmodesm lub/i modyfikacje strukturalne juz
istniejacych, na przyklad w kierunku two-
rzenia r0znego rodzaju rozgalezien. I tak na
przyklad: u siewek chlodotolerancyjnej linii
kukurydzy (Zea mays L.) rosnacych w niskiej
temperaturze (12-14°C) liczba plazmodesm
pomiedzy komorkami mezofilu, pochwy oko-
lowiazkowej i parenchymy wiazkowej znacz-
nie wzrasta, w porOwnaniu do liczby pla-
zmodesm laczacych te komorki w rosSlinach
kontrolnych (SOWINSKI i wspotaut. 2003).
Zjawisko to korelowalo z przystosowaniem
sie do chilodu aparatu fotosyntetycznego u
tej linii kukurydzy. Podobnie, poziom nate-
zenia Swiatla zastosowanego w trakcie wzro-
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Ryc. 4. Ultrastruktura plazmodesm w liSciach kukurydzy na styku: pochwa okolowiazkowa — pa-
renchyma wiazkowa.

Plazmodesmy w roslinach kontrolnych (niechtodzonych) bez zwezenia w rejonie szyjki (A, B), plazmodesmy
zwezone w rejonie szyjki w roSlinach traktowanych niska temperatura (C, D). W celu lepszej wizualizacji
elementow plazmodesm oznaczono: *rekaw cytoplazmatyczny; o desmotubula. BS, pochwa okolowiazkowa;
VP, parenchyma wiazkowa Pd, plazmodesma; CW, Sciana komoérkowa; ER, siateczka endoplazmatyczna. Skala

100 nm

stu roSlin moze mie¢ wplyw na tworzenie
siec nowych potaczen -cytoplazmatycznych.
Stwierdzono na przyktad, ze u roslin rosna-
cych w warunkach wysokiego natezenia
Swiatla wystepuje wigksza gestoS¢ plazmo-
desm (pochodzaca z wickszej liczby wiazek
przewodzacych), anizeli w przypadku roslin
rosnacych w warunkach niskiego natezenia
Swiatla (AMIARD i wspoétaut. 2005). Podobnie,
wysokie natezenia Swiatla (1000 pymol m? s!)

powodowato wzrost gestosSci plazmodesm w
liSciach roslin typu C, (SOWINSKI i wspotaut.
2007) Taki schemat odpowiedzi moze byc
zwigzany z dostosowaniem sie roSliny do
nadmiaru produktéow fotosyntezy (wystepu-
jacego w warunkach wysokiego natezenia
Swiatla) poprzez ,usprawnienie” transportu
tych metabolitow do poszczegdlnych komo-
rek w organizmie.

BADANIA ULTRASTRUKTURY PLAZMODESM — HISTORIA I PERSPEKTYWY

W 1879 r. Edward Tangl (1848-1905),
majac do dyspozycji prosty mikroskop Swietl-
ny, po raz pierwszy opisal cytoplazmatyczne
potaczenia protoplastow w endospermie kul-
czyby (Strychnos nux-vomica L.) jako ,open
communications”. Ponad dekade pozniej, nie-
miecki botanik, Edward Strasburger, wpro-

wadzit nazwe ,plazmodesmy”. Dalej, przez
nastepne pot wieku, przy ograniczeniach w
rozdzielczoSci obrazu, jakie niosta ze soba
mikroskopia Swietlna, badania nad struktura
plazmodesm nie wniosty niczego nowego do
tej dziedziny nauki (ROBERTS 2005). W pra-
cach z tego okresu probowano scharaktery-
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zowal plazmodesmy pod wzgledem liczeb-
noSci w réznych komoérkach i tkankach. LI-
VINGSTON (1935) podaje m. in. liczbe plazmo-
desm w epidermie komorkowej lodygi tyto-
niu, gdzie dla 100 pm? Sciany komoérkowe;j
zanotowano ich okoto 30. W Swietle dzisiej-
szych badan, powyzsze dane liczbowe wyda-
ja sie mocno niedoszacowane. Na przyklad,
w dojrzalym liSciu dyni (Cucurbita pepo
L), Srednio jedna plazmodesma przypada na
1-mikrometrowy odcinek Sciany komoérkowe;j
(AMIARD i wspotaut. 2005). Prawdopodobnie
takie niedoszacowanie w pracy LIVINGSTON’A
(1935) wynikalo ze wspomnianego wcze-
Sniej ograniczenia w rozdzielczoSci obrazu,
a takze ze stosowanych owczeSnie ,inwazyj-
nych” technik badawczych. Sam autor tego
doniesienia wskazuje na wiele problemow
z przygotowaniem tkanki w celu obrazowa-
nia plazmodesm. Wybrana przez niego me-
toda polegata na ,zabiciu” i ,zabezpieczeniu”
tkanki w rozworze jodku potasu, a nastepnie
barwieniu w podgrzanym do 50°C roztworze
fioletu gencjanowego na bazie kwasu
siarkowego (1). W rezultacie, otrzymywano
obraz plazmodesm w postaci ciemnych, nie-
biesko-czarnych pasemek. Co prawda, badacz
zastosowal kwas siarkowy w niskim stezeniu
(5%), jednak trudno sobie wyobrazi¢ zupelny
brak negatywnego wplywu tego odczynnika
na zachowanie Sciany komorkowej i plazmo-
desm.

W tym okresie dyskutowano takze nad
potencjalnym ,skladem” i ewentualna funk-
cja plazmodesm w komorce roSlinnej, gdzie
udzial w transporcie miedzykomoérkowym,
a takze w procesach przekazywania sygnatu
byt rozpatrywany (MEEUSE 1940). Kathrine
Esau, przodowniczka badafn anatomicznych u
roslin, w swojej ksiazce (ESAU 1953) poswie-
ca plazmodesmom trzystronicowy rozdzial,
zawierajacy takze tablice z fotografiami pol
plazmodesmatycznych u kilku gatunkéw ro-
§lin, autorstwa innych anatomow. W ksiazce
rozpatruje m. in. cytoplazmatyczny charakter
plazmodesm, a takze mozliwy ich udziat w
transporcie wirusOw oraz w przekazywaniu
sygnalu miedzy Sciana a protoplastem.

Przetom w badaniach (ultra)struktury pla-
zmodesm nastapil w drugiej potowie lat 50.
XX w., kiedy do analizy tych struktur wla-
czono mikroskop elektronowy. Oczywista
zaleta zastosowania tego sprzetu, byla moz-
liwos¢ uzyskania lepszego kontrastu, w po-
rownaniu do mikroskopu Swietlnego, a co
za tym idzie, lepszej rozdzielczoSci obrazu.
Owczesni badacze poczatkowo skupili sie

na udoskonaleniu procedury przygotowania
materialu do obserwacji, w celu uzyskania
jak najlepszych obrazéw plazmodesm. Juz w
1957 r. wykonano pierwsze preparaty z uzy-
ciem czterotlenku osmu, odczynnika do dzis$
stosowanego z powodzeniem w procedu-
rze przygotowania materiatu do mikroskopii
elektronowej w celu kontrastowania i dru-
giego utrwalenia (ang. post-fixation). Na tak
przygotowanych preparatach z korzeni ce-
buli zwyczajnej (Allium cepa L.) i pszenicy
zwyczajnej (Triticum vulgare) obserwowano
plazmodesmy jako continuum protoplastow
sasiednich komorek (BUVAT 1957, STRUGGER
1957). SUN (1960) do utrwalania materiatu
zastosowal mieszanine czterotlenku osmu
i dwuchromianu w celu obserwacji ultra-
struktury plazmodesm w liSciach jednego z
gatunkOw egzotycznej, wschodnioazjatyckiej
paproci Cibotium chamissoi. W pracy tej, ba-
daczowi ,udato si¢” m. in. zmierzy¢ Srednice
plazmodesm, ktora dla dojrzatego liScia wy-
nosita 150 nm. W kolejnych badaniach z wy-
korzystaniem mikroskopu elektronowego do
utrwalania materialu wlaczono aldehydy, co
pozwolitlo na lepsza wizualizacje elementow
strukturalnych plazmodesm, np. rdzenia/trzo-
nu plazmodesmy (Ryc. 1). W plazmodesmach
koleoptyla owsa (Advena sativa L.) obserwo-
wano wyrazny, centralny pret opisany jako
selectron-dense core” (O’BRIEN i THIMANN
1967). Autorzy doniesienia wskazuja na silny
zwiazek tego elementu z ER znajdujacym si¢
w bliskim sasiedztwie Sciany komorkowej,
dyskutujac o potencjalnej roli kompleksu pla-
zmodesma-ER w transporcie auksyn. Jednak
tabularny charakter rdzenia plazmodesmy za-
sugerowal dopiero ROBARDS w 1968 r., wpro-
wadzajac nazwe ,desmotubula”. W kolejnych
latach wprowadzono szereg modyfikacji do
procedury przygotowania materiatu do mi-
kroskopu elektronowego. Jednym z przykia-
dow takiej modyfikacji, bylo zastosowanie
kwasu taninowego w mieszaninie utrwalaja-
cej, ktory tworzac kompleksy z osmem chro-
ni natywna konformacje¢ biatek oraz minima-
lizuje uszkodzenia materialu zachodzace na
etapie odwadniania. Uzycie kwasu taninowe-
go pozwolilo na obserwacje ,nowych” ele-
mentow strukturalnych plazmodesm (zwie-
raczy) (OLESEN 1979), a takze wspomnianych
,8zprych” laczacych desmotubule z plazmo-
lema (TILNEY i wspotaut. 1991). Z drugiej
strony, procedury z wykorzystaniem r6znego
rodzaju zwiazkOw chemicznych (wlaczajac
aldehydy) w mieszaninie utrwalajacej (tzw.
,chemiczne utrwalanie”), moga prowadzic¢
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Ryc. 5. Przykladowa seria zdje¢ z pojedynczej tomografii elektronowej przedstawiajaca plazmode-
smy w liSciu kukurydzy na styku komoérkowym: mezofil-mezofil, przy réoznych katach ustawienia
uchwytu (-60°, -45°, -30°, -15°, +15°, +30°, +45°, +60°). Skala 100 nm

do wystapienia artefaktow w ultrastrukturze,
obserwowanych na przyklad jako zwezenia
plazmodesm. Stad, w celu minimalizacji/unik-
ni¢cia falszywych obrazow zastosowano ni-
ska temperature jako substytut chemicznego
utrwalania lub/i jako czynnik ,stabilizujacy”
tkanke roslinna. Wprowadzono wtedy nowe
techniki m. in.: ,freeze-etching”, .freeze-frac-
ture” i ,freeze-substitution”, badz ich kom-
binacje. W technikach typu ,freeze-etching”
czy  freeze-fracture”, material zabezpieczany
20% roztworem glicerolu zamrazany jest w
temperaturze cieklego azotu w atmosferze
freonu. W tym zakresie temperatury przepro-
wadzane sa kolejne etapy procedury, wilacza-
jac krojenie materiatu, trawienie i odparo-
wywanie wegla. Technika typu ,freeze-sub-
stitution” polega na odwodnieniu tkanek w
rozpuszczalniku organicznym (aceton, tlenek
propylenu) w niskiej temperaturze (-80°C)
umozliwiajacej utrwalenie tkanki bez udzialu
substancji, ktorych pozostaloSci moga zabu-
rza¢ obraz uzyskiwany z mikroskopu elektro-
nowego. Techniki te pozwolily m. in. na od-
roznienie komponentow substruktur plazmo-
desm (zwieracze, desmotubula) (THOMSON
i PLATT-ALOIA 1985, DING i wspotaut. 1992),
jak rowniez na dokladna analize powierzchni
bton komorkowych (NORTHOTE i LEWIS 1968).
Jednak, niektorzy badacze wskazywali, ze gli-
cerol stosowany w tych procedurach jako
krioprotektant, moze rOwniez prowadzic
do artefaktow, powodujac np. plazmolize
komorkowa, co moze by¢ przyczyna nieod-
wracalnych zmian w ultrastrukturze plazmo-
desm (WILLISON 1976). Wspolczesnie, mody-
fikacja tych technik poprzez wprowadzenie
innych zwiazkOw zabezpieczajacych tkan-
ke przed niepozadanym dzialaniem niskiej

temperatury, w polaczeniu z obrazowaniem
w mikroskopach skaningowych o wysokiej
rozdzielczoSci, przyniosta zadawalajace rezul-
taty w badaniach strukturalnych plazmodesm
(FAULKNER i wspotaut. 2008, BRECKNOCK i
wspoétaut. 2011).

Wprowadzenie trzeciego wymiaru w mi-
kroskopii elektronowej stanowilo bardzo
duzy postep dla badan ultrastrukturalnych,
zwazywszy na mozliwo$¢ otrzymywania
wiegkszej iloSci informacji na temat badanych
struktur, a takze poprzez modelowanie 3-D,
uzyskiwania lepszego wyobrazenie na temat
budowy i umiejscowienia przestrzennego
struktur/organelli w komorkach. Metoda to-
mografii elektronowej polega na uzyskiwa-
niu obrazow trojwymiarowych (3D) obiektu
na podstawie serii zarejestrowanych obra-
zOw 2D. Jest to mozliwe, dzieki zastosowa-
niu specjalnego uchwytu typu: tilt-rotate,
w ktorym umieszcza sie preparaty, a takze
odpowiednio wyzszego napiecia - poOwyzej
100 kV (nawet do 1 MV), w porOéwnaniu do
standardowego obrazowania w mikroskopie
elektronowym. W pierwszej kolejnosci zbie-
rana jest seria 2D-tomogramow, najczesciej
w zakresie -60° do +60° (Ryc. 5), ktora jest
przetwarzana w celu dopasowania elemen-
toOw obrazu, a takze usuniecia szumow oraz
wykrycia i ,zneutralizowania” pojedynczych
zdjec¢ ztej jakoSci lub ich catkowitego braku
(np. z powodu tzw. samoistnego ,wypada-
nia klatek”). W kolejnym etapie wykonywana
jest rekonstrukcja obrazu i tworzenie modeli
trojwymiarowych. Przyktadowy 3D-model dla
plazmodesmy w liSciu kukurydzy pokazany
jest na Ryc. 6.

Wieloetapowa, pracochtonna procedu-
ra przygotowania materialu do mikroskopii
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Ryc. 6. 3D model plazmodesmy z elementami
zwieraczy i desmotubula skonstruowany na
podstawie serii zdje¢ pochodzacych z tomogra-
fii elektronowe;j.

elektronowej ,zmusita” badaczy do poszu-
kiwania innych rozwiazan obrazowania pla-
zmodesm. Idealnym kandydatem wydawat
sic mikroskop konfokalny, umozliwiajacy
badania przyzyciowe. Jednak rozdzielczosS¢
standardowego mikroskopu konfokalnego
utrzymuje si¢ na poziomie okoto 200 nm
w osiach x i y oraz 500 nm w osi z, czyli
znacznie ,powyzej’ rozmiarOw pojedynczej
plazmodesmy. Dlatego FITZGIBBON i wspol-
aut. (2010) w badaniach ultrastruktury pla-
zmodesm u tytoniu (Nicotiana tabacum) za-
stosowali mikroskop typu: three-dimensional
structured illumination microscopy (3D-SIM),
ktory osiaga relatywnie wysoka rozdziel-
czo$¢, w porownaniu do konwencjonalnych

mikroskopow konfokalnych (okoto 100 nm).
Przy wykorzystaniu tego mikroskopu uzyska-
no szczegOlowy obraz plazmodesm z wyrdz-
nieniem rejonu szyjki oraz czeSci centralnej,
wraz z lokalizacja bialka wirusowego typu
;movement protein”.

Opisane techniki obrazowania uniemoz-
liwiaja badania przyzyciowe plazmodesm, a
wiec wyzwaniem dla wspolczesnych badaczy
wydaje si¢ by¢ identyfikacja tych struktur in
vivo na poziomie rozdzielczoSci 1 nm. Taka
mozliwos¢ przyniostaby dwie korzysci. Z jed-
nej strony, zostalby wyeliminowany problem
wystepowania  ewentualnych  artefaktow
zwiazanych z przygotowaniem materialu do
mikroskopii elektronowej. Z drugiej strony,
mozliwos¢ badan przyzyciowych pozwolila-
by na bezpoSrednia analize funkcji transpor-
towych plazmodesm, zachodzacych w czasie
rzeczywistym, przy jednoczesnym obrazowa-
niu (sub)struktury tych kanalow. Takie po-
dejScie nie tylko wniostoby novum do tej
dziedziny badan, ale by¢ moze rozwiazalo-
by zagadke, ktora stanowi sklad elementow
zwieraczy, a takze umozliwiloby odkrycie
nieznanych dotad czasteczek potencjalnie za-
angazowanym w regulacje przepuszczalnosci
plazmodesm.

Podziekowania

Obserwacje mikroskopowe prowadzono
w Laboratorium Mikroskopii Elektronowe;j,
IBD PAN w Warszawie z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego JEM 1400 (JEOL
Co., Japonia) wyposazonego w system do
tomografii elektronowej. Podzickowania dla
Szymona Suskiego za pomoc w obstudze to-
mografu elektronowego i dla Henryka Kosa
za pomoc w konstruowaniu tréjwymiarowe-
go modelu plazmodesmy.
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PLAZMODESMY — CZYLI O ELEMENTACH MIEDZYKOMORKOWEJ SIECI KOMUNIKACY]JNE]
U ROSLIN

Streszczenie

Plazmodesmy, cytoplazmatyczne kanaly transportowe wystepujace w Scianie komorkowej, tworza sie¢ komunikacyjna
w organizmie roslinnym. Przez plazmodesmy przemieszczaja si¢ glownie produkty fotosyntezy, stad zmiany w droznosci
tych kanalow s3 istotne dla optymalnego wzrostu i rozwoju roslin. W pracy przedstawiono generalnag budowe plazmode-
smy wraz z roznymi modyfikacjami w strukturze. Omoéwione zostaly rowniez zmiany w przepuszczalnosci plazmodesm
pod wplywem stresow abiotycznych w relacji do wydajnosci transportu symplastycznego. Dodatkowo opisane zostaty tech-
niki obrazowania plazmodesm - wczoraj i dziS.
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PLASMODESMATA — ELEMENTS OF COMMUNICATION NETWORK IN PLANTS
Summary

Plasmodesmata, cytoplasmic transport channels present in the cell wall form a communication network in the plant
body. The nutrients mainly move by plasmodesmata thus changes in the permeability of these channels are important for
optimal growth and development of plants. The paper presents a general construction of plasmodesmata with various
modifications in the structure. Changes in the permeability of plasmodesmata under the influence of abiotic stresses in
the relation to the symplasmic transport efficiency are also discussed. In addition, imaging techniques of plasmodesmata
— past and present have been described.



