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I. WSTEP

Pojecie wzrostu organizméw zywych ma dwa gldwne znaczenia: powigkszanie
wymiarow komorek i organdw, na przyktad wydluzanie, oraz powigkszanie ilosci
komorek i ich sktadnikéw, na przyktad wzrost $wiezej masy. W niniejszej pracy pojecie
wzrostu jest stosowane w pierwszym znaczeniu.

Komorki roslinne posiadaja $ciany komorkowe, dlatego tez ich wzrost wymaga
powigkszania S$ciany czyli jej odksztalcania. To zachodzi tylko wtedy, gdy $ciana jest
napr¢zona, czyli dziataja na nig sily, i to w stopniu takim, ze do odksztalcenia
elastycznego czyli odwracalnego, dodaje si¢ odksztatcenie plastyczne - nieodwracalne.
Odksztatcenie elastyczne jest wprost proporcjonalne do naprgzenia, a jego szybko$¢ jest
stata. Natomiast zalezno$¢ odksztatcenia plastycznego od naprg¢zenia nie jest liniowa,

a szybko$¢ odksztatcenia plastycznego zalezy od czasu.

1. WZROST KOMORKI ROSLINNEJ
1.1. PODSTAWOWE POJECIA

Naprezenie definiuje si¢ jako site dzialajaca na jednostke powierzchni. Jezeli site
oznaczymy jako F' a powierzchni¢ jako 4 to naprgzenie (o) wyraza si¢ nast¢pujacym

WZOorcm:

Gdy sita jest skierowana prostopadle do przekroju poprzecznego wowczas naprg¢zenie
jest okreslane jako normalne (o). Jezeli sita dziata stycznie do danej powierzchni,
powstajace naprezenie jest nazywane $cinajacym (7).
Materiat pod wptywem dzialania sit (naprg¢zenia rozciagajacego lub $Sciskajacego) ulega
odksztatceniu (¢), ktore zalezy od oddzialywan miedzy atomami. Odksztalcenie mozna
obliczy¢ jako stosunek zmiany wymiaréw ciata (na przyktad dtugosci) pod wptywem
sity do wymiaréw poczatkowych:

-1,

E= , gdzie ,,/” to wymiar w danym momencie, ,,/y” to wymiar poczatkowy.

0
W rzeczywistosci w wielu materiatach dziatanie sity powoduje zmiang

wymiaréw nie tylko w kierunku réwnoleglym do dziatajacej sily, lecz roéwniez



w kierunku prostopadlym. Rozciagany pasek w kierunku x jest jednocze$nie zwezany
w kierunku y, prostopadlym do sity. Wspotczynnik okreslajacy zmiang wymiarow
w dwoch ortogonalnych kierunkach pod wptywem sity to wspotczynnik Poissona (v)
dla danych kierunkow.

&

Ve, =——-, gdzie & jest odksztalceniem w kierunku dzialania sily; ¢, jest

odksztalceniem w kierunku prostopadlym do x. Wspdtczynnik Poissona jest liczba
dodatnia, bowiem odksztatcenia w kierunku x 1 y maja przeciwne znaki. W materiatach
anizotropowych vy, # v,, czyli odksztalcenie jest rozne w r6znych kierunkach; podczas
gdy w materiatach izotropowych, gdzie v,, = v, odksztalcenie jest takie samo
niezaleznie od kierunku, oraz 0 < v < 0.5. W materiatach anizotropowych niektére
wspotczynniki  Poissona moga by wigksze od 0.5. Tkanki migkiszowe
o izodiametrycznych komorkach posiadaja wlasciwosci izotropowe. Wigkszos¢ tkanek
bedacych czgscia uktadu mechanicznego ro$lin, jak i same $ciany komodrkowe,
wykazuja wlasciwosci anizotropowe warunkowane specyficznym utozeniem
mikrofibryl celulozowych (MF) w $cianie oraz uktadem komorek.

Robert Hooke w 1676 okreslit zachowanie elastycznych materiatéw jako ,,ut
tensio sic vis” (,,jakie odksztalcenie, taka sita”). Stad prawo Hooke’a: w materiatach
elastycznych naprgzenie normalne (o) i odksztatcenie (¢) w materiatach elastycznych sa
proporcjonalne (Ryec.1). Nachylenie linii na wykresie zalezno$ci napre¢zenia
1 odksztalcenia w obszarze, gdzie te dwie wielkosSci sa proporcjonalne (obszar

elastycznos$ci) to modut elastycznos$ci (Younga).

E=2
&

W obszarze elastyczno$ci dany materiat jest odksztatcany odwracalnie, co znaczy, ze po
usunigciu sit material wraca do swych poczatkowych wymiaréw. Powyzej zakresu
proporcjonalnosci materiat jest odksztalcany czeSciowo nieodwracalnie (plastycznie).
Po osiagnigciu warto$ci zwanej granica wytrzymatosci nast¢puje ptynigcie; materiat
ulega stosunkowo duzemu odksztatceniu przy niewielkim wzro$cie naprg¢zenia, co

prowadzi do zniszczenia materiatu (rozerwaniu przy napr¢zaniu rozciagajacym).



ZAKRES .
A PROPORCJONALNOSCI
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>

ODKSZTALCENIE, €

Ryc.1.Zalezno$¢ migdzy naprezeniem (o) 1 odksztalceniem (g). Poczatkowo materiat odksztatcany jest
odwracalnie (obszar elastycznosci). Nachylenie linii w tym obszarze to modut Younga (E= & / ¢&). Po
przekroczeniu zakresu proporcjonalnosci materiat odksztalcany jest nieodwracalnie (obszar
plastycznosci). Odksztalcanie w obszarze plastycznosci przedstawiono w pewnych rownych odstgpach
czasowych; przy innych odstgpach linia odksztatcenia bylaby inna.

W zaleznos$ci od rodzaju materiatu linie zaleznosci naprezenia i odksztalcenia
przyjmuja rozne ksztatty (Rye.2). Materiat idealnie elastyczny charakteryzuje sig
liniowym przyrostem odksztalcenia pod wplywem naprg¢zenia (w granicach
proporcjonalnosci), a po usuni¢ciu naprgzenia material wraca do poczatkowych
wymiardw, w przeciwienstwie do materiatu plastycznego. Odksztatcenie plastyczne
wiaze si¢ z nieodwracalnymi zmianami w strukturze materialu. Pojawienie sig
odksztalcenia plastycznego objawia si¢ zmniejszeniem nachylenia stycznej do linii
przedstawiajacej naprg¢zenie w  funkcji  odksztalcenia; odksztalcanie to jest
kontynuowane nawet przy stalym napr¢zeniu. Material o wiasciwos$ciach
elastoplastycznych przy matym naprgzeniu zachowuje si¢ jak material elastyczny
i wtedy szybko$¢ odksztalcenia elastycznego nie zalezy od czasu. Material taki ma
granice napre¢zenia, do ktérej nie nastepuje odksztatcenie nieodwracalne; powyzej tej
granicy odksztalca si¢ juz czg$ciowo nieodwracalnie, a szybkos$¢ takiego odksztatcenia
zmienia si¢ w czasie. Szczeg6lnym przypadkiem jest material wiskoelastyczny, ktory
po usunigciu naprgzenia moze powroci¢ do wyjsciowych wymiarow (lub powrdcicé
tylko czg$ciowo), lecz z pewnym opoznieniem. Materialy biologiczne takie jak $ciany
komoérkowe, a w konsekwencji  komoérki 1 tkanki maja cechy materiatow

wiskoelasycznych.
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Ryec. 2. Zaleznos¢ migdzy naprezeniem (o) i odksztalceniem (&) w réznych materiatach: (a) materiat
idealnie elastyczny, (b) materiat plastyczny, (¢) materiat elastoplastyczny, (d) materiat wiskoelastyczny.
Wykresy (b), (¢), (d) dotycza okreslonych rezimow czasowych, przy innym rezimie odksztalcenie bytoby
inne.

Wiasciwosci mechaniczne  materialow biologicznych bada si¢ w sposob
dynamiczny, gdzie naprezenie lub odksztatcenie zmienia si¢ cyklicznie w czasie; oraz
stosujac metody, w ktorych materiat jest poddany statemu naprezeniu (izotonia)
a mierzone jest odksztatcenie w czasie (test petzania, z ang. creep experiment) lub
statemu odksztalceniu (izometria) a mierzone jest napr¢znie (test relaksacji, z ang.
stress-relaxation experiment).

Wydluzanie materiatu  wiskoelastycznego, jakim sa $ciany komorkowe,
poddanego statemu naprezeniu rozciagajacemu, jest najczesciej tylko czesciowo
odwracalne (Rye.3). Poczatkowo po przylozeniu sily obserwuje si¢ natychmiastowe
wydtuzenie elastyczne (De), po ktorym nastgpuje stosunkowo wolne petzanie (z ang.
creep), zalezne od czasu. Gdy sila zostanie usunigta, probka ulega natychmiastowemu
elastycznemu kurczeniu, po ktérym nastgpuje wolne kurczenie. Réznica pomigdzy
stanem poczatkowym a koncowym to odksztalcenie plastyczne (Dp). Szybkosc
odksztatcania moze by¢ proporcjonalna do naprezenia.

1 Al C . : : . . 1AL,
T =¢p(oc—-o0,), gdzie ,1” to wymiar materialu w kierunku rozciagania, TAr jest

2"

wzgledna szybkos$cia wydluzania (nieodwracalnego); .07 to wspoOlczynnik



proporcjonalno$ci nazywany rowniez podatnoscia $ciany (z ang. extensibility), ,,6” to

2

napr¢zenie normalne w kierunku ,,/”, ,,00” to warto$¢ progowa naprgzenia dla

odksztatcenia plastycznego.

-F
g | D,
=3
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B !
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|
Io__
} f >
to tx CZAS

Ryc.3. Zmiana wymiaru liniowego S$ciany komorkowej pod stalym naprgzeniem rozciagajacym
w zalezno$ci od czasu. Po przylozeniu sily (F) w czasie (#,) pojawia si¢ natychmiastowe odksztalcenie
elastyczne (D,), po czym narasta odksztalcenie elastyczne opdznione (wiskoelastyczne) i odksztalcenie
plastyczne (Dp). Po usunigciu sity w czasie (f;) $ciana ulega gwaltownemu elastycznemu kurczeniu, po
ktorym nastgpuje wolniejsze, opoznione elastyczne kurczenie. Sciana nie powraca do pierwotnych
rozmiarow, poniewaz ulegta odksztatceniu plastycznemu.

1.2. WZROST KOMORKI ROSLINNEJ JAKO PROCES BIOFIZYCZNY
Wzrost komorki roslinnej mozna zdefiniowaé jako nieodwracalne odksztatcenie $ciany
komoérkowej pod wptywem cis$nienia turgorowego (Green 1962).

Na wzrost komorki sktadaja si¢ dwa procesy: nieodwracalne odksztatcenie
sciany komorkowej (z ang. yielding) oraz (z reguty) pobieranie wody (yielding moze
wystapi¢ bez pobierania wody gdy zmienia si¢ ksztalt komorki przy zachowaniu
objetosci). W skrocie proces wzrostu mozna przedstawi¢ nastgpujaco: ci$nienie
hydrostatyczne (turgorowe) protoplastu warunkuje stan naprezenia w S$cianie
komorkowej. Rozluznienie struktury $ciany powoduje relaksacje naprg¢zenia (redukcja
naprezenia przy stalym odksztalceniu), co wiaze si¢ z obnizeniem ci$nienia
turgorowego w komorce. Komorka pobiera wodg, nastgpuje zwigkszenie objgtosci
komorki 1 rozmiardéw $ciany komorkowej (jej plynigcie, czyli wzrost odksztatcenia przy
stalym naprezeniu), [Cosgrove 1986, 1987]. Nalezy podkresli¢, ze komorki w organie
sq potaczone ze soba blaszkami srodkowymi, dlatego tez procesy wzrostowe musza by¢

skoordynowane w obrebie tkanki oraz organu (wzrost symplastyczny).



Wzgledna szybkos$¢ wzrostu objetosciowego komorki zalezy w gldéwnej mierze od
ci$nienia turgorowego 1 wlasciwosci $ciany wedlug wzoru analogicznego dla
odksztatcenia plastycznego w jednym kierunku:

ld—V=¢(P—Y), (zwanego zwykle wzorem Lockhart’a) gdzie ,,J”” to objgtosé

v dt
komorki,, ,,¢” to podatno$¢ $ciany, ,,P” to cisnienie turgorowe, ,,}” to prog
plastycznego odksztalcania (czyli minimalna warto$¢ cisnienia turgorowego
potrzebnego do wywotania odksztalcenia nieodwracalnego). Skadinad wiadomo, ze to
zmiany wlasciwosci §ciany generuja rdzne profile wzrostu w organach a nie zmiany
ci$nienia turgorowego (Prichard et al. 1993). Rozluznienie $ciany komoérkowej moze
nastagpi¢ w wyniku zerwania lub ostabienia wigzan pomig¢dzy elementami §$ciany za
pomoca enzymoéw hydrolitycznych 1 bialek nie-enzymatycznych (takich jak
ekspansyny). W komorkach nierosnacych relaksacja prawie nie wystepuje, co oznacza,
Ze naprezenie nie przekracza warto$ci progowe.

Rozszerzeniem réwnania Lockhart’a jest rownanie przedstawione przez Ortega
(1985) uwzgledniajace odksztatcenie elastyczne:
%Cﬁl—fzﬂP—Y )+Ld—P, gdzie ,.E.,” jest modulem elastycznosci. Wyrazenie

el

@(P —Y)okresla nieodwracalne odksztalcenie (wzrost), gdy tylko warto$¢ ci$nienia

turgorowego przekroczy warto$¢ progowa dla odksztalcen nieodwracalnych; za$

.1 dP :
wyrazenie —%odksztalceme odwracalne (elastyczne).
t

el

W komorkach roslinnych wzrost moze obejmowac cata powierzchni¢ komorki
(wzrost dyfuzyjny), albo wystepuje tylko w czesci powierzchni komorki, na przyktad na
szczycie wydtuzonej komorki (wzrost szczytowy). Gdy szybko$¢ wzrostu jest rézna w
roznych czgs$ciach $ciany (komorki) méwimy o zréznicowanym wzroscie (z ang.
differential growth). Jesli szybko$¢ wzrostu jest taka sama w roéznych kierunkach,
wowczas wzrost jest okreSlany jako izotropowy. Wzrost jest anizotropowy, gdy
szybko$¢ wzrostu w jednym z dwu prostopadlych kierunkow (w plaszczyznie $ciany)

przewaza (na przyklad wzrost elongacyjny).



1.3. SCTANA KOMORKOWA: BUDOWA I SKEAD CHEMICZNY

Z punktu widzenia mechaniki, §ciana komorkowa moze by¢ uwazana za periodyczny
materiat kompozytowy, zbudowany ze sktadnika szkieletowego, ktorym sa polimery
polisacharydow oraz amorficznej macierzy (matriks) (Ryc.4), [Niklas 1992].
Wiasciwosci mechaniczne $ciany sa w duzej mierze zalezne od dlugosci polimerow

oraz sity 1 rodzaju wigzan pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami Sciany.
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Ryec. 4. Schemat budowy $ciany komorkowej z uwzglednieniem polisacharydow. Hemicelulozy: XG
(ksyloglukany), GAX (glukoronoarabinoksylan); pektyny: RG I i RG II (ramnogalakturonoan), HG
(homogalakturonian), (Somerville e al. 2004, zmienione).

Mikrofibryle (MF) celulozowe (o S$rednicy okoto 3nm) zbudowane sa
z tancuchow celulozy potaczonych ze soba wigzaniami wodorowymi, przy czym rdzen
MF ma struktur¢ krystaliczna, powierzchnia za$ jest amorficzna (Vincent 1999).
Mikrofibryle tacza si¢ ze soba w pgczki, tworzac struktury wyzszego rzedu — fibryle,
widoczne juz w mikroskopie optycznym.

Miejscem syntezy celulozy jest btona komoérkowa. Kompleks syntazy
celulozowej ma $rednicg okoto 25-30nm i sklada si¢ z 6 podjednostek, ktore sa utozone
w charakterystyczna symetryczna rozetkg, zwana rowniez kompleksem terminalnym
(TC). Kazda podjednostka syntetyzuje 6 nierozgatezionych tancuchéw, zbudowanych
z B-1-4-glukanu, ktore potaczone wiazaniami wodorowymi, tworza MF o 30-63

tancuchach (Sommerville et al. 2004). Do procesu polimeryzacji celulozy oprocz



syntazy niezbgdne sa substraty w postaci UDP-glukozy, podczas gdy zadne ze znanych
biatek nie jest niezbedne do krystalizacji fancuchow celulozy w MF. Elementy syntazy
celulozy sa dostarczane do btony z aparatu Golgiego za pomoca pecherzykow
sekrecyjnych (Paredez et al. 2006); nie wiadomo jednak czy proces skladania
podjednostek w rozetke nastepuje przed czy po fuzji pgcherzyka z btona komdrkowa
(Saxena 1 Brown 2005). Celuloza charakteryzuje si¢ duzym modulem elastycznoS$ci
rzedu 30-40 GN m™, w poréwnaniu na przyktad do matriks (10’-10° N m™).

Hemicelulozy w postaci rozgal¢zionych tancuchoéw polisacharydowych wiaza
si¢ niekowalencyjnie do MF, prawdopodobnie tacza MF migdzy soba, jak réwniez
mocuja MF w matriks. Badanie parametréw mechanicznych izolowanych
komponentow $ciany wykazato, ze dodanie xyloglukanow do sieci czystej celulozy
powoduje wzrost rozciagliwosci takiego kompozytu oraz obnizenie jego sztywnosci
(Chanliaud et al. 2002). Ponadto obecno$¢ xyloglukanéw warunkuje odksztatcenie
zalezne od czasu (pelzanie), w przeciwienstwie do  kompozytu celulozowo-
pektynowego i czystej celulozy, ktore wykazywaty wlasnosci elastyczne.

Pektyny sa glownym skfadnikiem matriks, wypetniaja wolne przestrzenie
pomiedzy MF, podlegaja roznym modyfikacjom, miedzy innymi wiaza jony Ca*"
(Vincent 1999). Pektyny, podobnie jak hemicelulozy, sa syntetyzowane w aparacie
Goldiego 1 transportowane do S$ciany w pecherzykach sekrecyjnych. Rola pektyn to
gléwnie regulacja porowato$ci $ciany, kontrola $rodowiska jonowego $ciany oraz
faczenia $cian sasiednich komoérek poprzez blaszki srodkowe, ktorych sa gtownym
sktadnikiem (Somerville et al. 2004).

W S$cianie komoérek wystepuja biatka strukturalne - ekstensyny. Budowa
przypominaja mate sprezynki, na tyle silnie zakotwiczone w $cianie, ze sa bardzo
trudne do usunigcia. Ich rola nie jest dostatecznie wyjasniona. Ekstensyny

prawdopodobnie wiaza poszczegolne sktadniki $ciany (Vincent 1999).

1.4. MODELE TWORZENIA PIERWONEJ SCIANY KOMORKOWEJ
Istnieja dwa niewykluczajace si¢ modele budowy S$ciany pierwotnej, czyli $ciany
tworzonej w okresie wzrostu komorki: wielosiatkowy (z ang. multinet model) oraz
helikoidalny (z ang. helicoidal model).

Wedlug wielosiatkowego modelu MF sa odkladane poprzecznie wzglgdem
kierunku maksymalnego wzrostu. Ten poprzeczny uklad w ostatnio odtozonej warstwie

podlega stopniowej reorientacji na podtuzny wskutek rozciagania, ktore towarzyszy



wzrostowi komodrki. W poprzek S$ciany istnieje wigc gradient odksztalcenia,
w najbardziej wewngtrznej (najmiodszej) warstwie odksztatcenia nie ma lub jest ono
bardzo niewielkie, w najbardziej zewngtrznej (najstarszej) warstwie odksztalcenie jest
maksymalne. Istnieja dane eksperymentalne potwierdzajace shuszno$¢ zatozen
wielosiatkowego modelu: naprezanie komoérek powoduje zmiang orientacji MF
w zewngtrznych warstwach $ciany (Gertel 1 Green 1977).

W helikoidalnym modelu, MF w czasie ich wytwarzania ulozone sa réwnolegle
a kat nachylenia MF w kolejno tworzonych warstewkach zmienia si¢ o okreslona
wartos¢ w sposob rotacyjny. Wyrazem tego jest charakterystyczny ,tukowaty” wzor
MF na skosnie skrojonych preparatach (Neville 1988), [Ryec.5]. Wzory te sa regularne,
gdy kat nachylenia rownoleglych MF zmienia si¢ w czasie o stala okreslona wartosc.
Regularno$¢ wzoru moze by¢ zaburzona w pewnym stopniu, gdy cykl rotacji MF
zatrzyma si¢ na dluzej lub ,,przeskoczy” przez dana orientacj¢ (Roland et al. 1987).
Uktad MF moze tez by¢ dodatkowo modyfikowany poprzez odksztatcenia rozciagajace
podczas wzrostu komorki. U roslin naczyniowych helikoidalny uktad MF wystepuje
w pierwotnej $cianie epidermy, kolenchymy, wilo$nikéw, oraz czesto w komodrkach

migkiszowych z grubszymi §cianami.
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Ryc. 5. Schemat helikoidalnej $ciany komorkowej $cigtej ukosnie z widocznymi mikrofibrylami
celulozowymi tworzacymi charakterystyczny tukowaty wzoér (Neville 1988).

Przedstawione modele rdéznia si¢ gldwnie wyjsciowa orientacja MF, tj.
w ostatnio odtozonej warstewce $ciany MF sa poprzeczne w stosunku do kierunku
wydluzania w przypadku $ciany wielosiatkowej, maja za§ zmienna w czasie orientacje

w przypadku $ciany helikoidalnej. Zaréwno wielosiatkowy jak i helikoidalny model



zaktada, ze w miar¢ wzrostu komoérki uktad MF ulega reorientacji, przy czym stopien
odksztalcenia kazdej z warstewek w $ciany zalezy od jej odlegtosci od btlony
komodrkowej (gradient odksztalcenia w poprzek $ciany). W czasie wzrostu komorki
maleje rowniez grubo$¢ warstewek.

Reorientacja MF powinna wystgpowac roOwniez w czasie rozciagania Sciany in
vitro. Okazato si¢ jednak, Zze podczas testu pelzania zamrozonych i odmrozonych (z
ang. frozen-thawed) segmentow hipokotyla w obecnosci ekspansyn lub buforu o pH
kwasnym nie zaobserwowano reorientacji MF w najbardziej wewngtrznych warstwach
$cian: zarowno w probkach naprgzanych jak i nienaprezanych uktad MF byt poprzeczny
(Marga et al. 2005).

Wedhlug helikoidalnego modelu $ciana wykazuje podobienstwo do struktury
ciektych krysztalow typu cholesterycznego. Ciekte krysztaly zostaly odkryte przez
botanika Friedricha  Reinitzera w 1888, ktory zajmowal si¢ struktura estrow
cholesterolu. Podstawowym kryterium, okreslajacym czy dana substancja tworzy faze
cieklokrystaliczng jest anizotropia geometryczna tworzacych ja czasteczek - ich ksztalt
musi by¢ podluzny (Bauman 2002). Wyrdznia si¢ roézne typy ciektych krysztatow,
mig¢dzy innymi nematyczne, w ktorych dlugie osie czasteczek ustawione sa rownolegle
do pewnego, wyrdéznionego kierunku (jak w wewnetrznej warstewce S$ciany typu
wielosiatkowego) oraz cholesterolowe, gdzie osie czasteczek w kolejnych
ptaszczyznach (warstewkach) sa skrecone wzgledem siebie o pewien kat, jak na
przyktad w $cianie helikoidalnej. Wprawdzie struktura helikoidalna dotyczy
celulozowych MF, jednakze wszystko wskazuje na to, ze MF same nie moga
organizowa¢ struktur ciektokrystalicznych (Neville 1988). Eksperymentalnie
stwierdzono, ze in vitro MF dopiero po zwiazaniu z glukuronoksylanami uktadaja si¢
spontanicznie we wzor charakterystyczny dla cieklych krysztalow (Reis et al. 1991).
Prawdopodobnie to hemicelulozy organizuja helikoidalny uklad MF; ich czasteczki
spetniaja warunki do tworzenia struktur ciektokrystalicznych (dlugie i sztywne tancuchy
gléwne, obecnos¢ tancuchow bocznych, asymetria czasteczki), (Neville 1988).

Znane sa rowniez inne koncepcje tworzenia si¢ $ciany: Emons i Mulder (2000)
przedstawily geometryczny model dla uktadu MF. W modelu tym kat odktadania si¢
MF zalezy od gesto$ci roztozenia aktywnych syntaz celulozowych w btonie, odlegtosci
pomigdzy poszczegdlnymi MF w jednej warstwie (lameli) oraz geometrii komorki.
Komoérka moze wigc kontrolowa¢ mechanizm tworzenia $ciany migdzy innymi poprzez

regulacje wlaczania kompleksow syntaz do btony (egzocytoza) oraz ich aktywacje.



Synteza 1 odkladanie MF oraz innych sktadnikow §ciany nie jest skorelowana
z predkoscia wydhluzania (Kutschera 1990, Refrégier et al. 2004). W hipokotylu
Arabidopsis grube polilamellarne $ciany wykryto w strefie wolnego wzrostu, podczas
gdy komorki szybko rosnace miaty $ciany cienkie. Wydaje si¢ prawdopodobnym wigc,

ze synteza sktadnikow $ciany oraz jej wydluzanie sa procesami niezaleznymi.

1.5. HIPOTEZA KWASOWEGO WZROSTU

Faktem od dawna znanym jest to, ze auksyna stymuluje wzrost wydtuzeniowy organow
nadziemnych. Juz z badan Heyn’a (1940 cytowane za Kutschera 1994) wynikato, ze
mechanizm dzialania tego hormonu polega gltownie na zwigkszeniu rozciagliwosci
Sciany komorkowej. Inkubacja w roztworze o pH kwasnym powoduje przyspieszenie
wydtuzania oraz zwigkszenie rozciagliwo$ci $ciany. Podobnie dziata fuzikokcyna (FC),
toksyna wyizolowana z grzyba Fusicoccum amygdali, zwana takze super-auksyna, ze
wzgledu na wydajniejsza niz auksyna indukcje wzrostu. Okazato sig, ze zaréwno FC,
jak 1 auksyna generuja sekrecj¢ protonéw do apoplastu. Laczac te fakty, zaproponowano
hipotezg kwasowego wzrostu, w my$l ktorej FC i auksyna indukuja wydtuzanie
organdw poprzez zakwaszenie $ciany komorkowej (Rayle i Cleland 1980). Zwigkszenie
koncentracji protondw w apoplascie powoduje rozluznianie S$ciany, prowadzac do
wzrostu komorki, gdy Sciana jest dostatecznie napr¢zona. Hipoteza ta wywotata swego
Schopfer 1993, Keller i Van Valkenburgh 1998) przedstawili wyniki falsyfikujace
hipotez¢ kwasowego wzrostu odnos$nie dziatania auksyny: (i) analiza iloSciowa nie
wykazata korelacji pomigdzy indukcja wydluzenia segmentow koleoptyli kukurydzy
a zakwaszeniem medium; (ii) zastosowanie buforow o pH, jakoby wynikajacym
z dziatania auksyny (tj. pH 4.5-5), nie powoduje wydluzania, jaki wynikalby
z zastosowania auksyny; (iii) niskie stezenie protonow (pH w zakresie 6-10)
w roztworze inkubacyjnym dla koleoptyli nie wptywa na wydtluzanie indukowane
auksyna. Kutchera i Schopfer (1985 b) stwierdzili jednak, ze FC speinia warunki
hipotezy kwasowego wzrostu: (i) sekrecja protonéw do medium po zastosowaniu FC
jest skorelowana w czasie z indukcja wydtuzania segmentow; (ii) FC zakwasza medium
do pH 3.8-4 i zastosowanie buforow w tym zakresie pH powoduje wydluzanie
segmentéw, w takim samym stopniu, co pod wptywem FC; (iii) przy pH 7 dziatanie FC

odnosnie wydtuzania jest zniesione. Co wigcej, FC indukuje wydtuzanie bez opdznienia



(z ang. lag-phase), w przeciwienstwie do auksyny, przy zastosowaniu ktorej, takie
opoznienie jest rzedu 15-20 minut.

W odpowiedzi, zaprezentowano badania, z ktorych wynika, ze wplyw auksyny
mozna jednak ttumaczy¢ hipoteza kwasowego wzrostu (Liithen et al. 1990, Cleland et
al. 1991, Hager et al. 1991, Rayle i Cleland 1992). Obecnie bezsporne jest, ze indukcja
wydtuzania przez FC nastgpuje poprzez stymulacj¢ aktywnosci istniejacych juz pomp
protonowych, za§ auksyna poprzez stymulacj¢ ich syntezy. W obu przypadkach
nastgpuje zakwaszenie apoplastu.

Rozbieznos¢ wynikéw przedstawionych powyzej badan wynika migdzy innymi
z zastosowania rdéznych technik umozliwiajacych swobodny przeptyw protonow
poprzez zewngtrzne $ciany epidermy, ktore, jak wiadomo sa pokryte warstwa kutikuli.
Kutikula jest bariera nieprzepuszczalng dla wody i protondéw, stad konieczno$¢ jej
przynajmniej czg¢sciowego usunigcia. Kutikula z segmentéw kukurydzy byta §cierana za
pomoca papieru S$ciernego lub proszku, co jednak wiazalo si¢ z czg$ciowym
niszczeniem komorek epidermy (Kutschera i Schopfer 1985ab, Liithen et al. 1990).
Zastosowanie segmentow kukurydzy, z ktorych usunigto wewngtrzny lis§¢ w sposéb
naturalny rozwiazuje problem nieprzepuszczalno$ci, protony migruja poprzez Sciany
epidermy od wewngtrznej strony koleoptyla (Karcz ef al. 1990).

Wypltyw protonéw z komoérki do apoplastu pod wptywem auksyny lub FC
dokonuje si¢ z udzialem pomp protonowych (H'- ATPazy). Wiekszo$¢ pomp
wrazliwych na FC zlokalizowano w tkankach wewngtrznych, za$ tych, wrazliwych na
auksyne w epidermie. Fuzikokcyna, ze wzgledu na brak opdznienia w wywolaniu
reakcji, dziala prawdopodobnie bezposrednio na pompy, bez posrednictwa genow
(Hager et al. 1991, Kutschera 1994). We wzroscie indukowanym FC istotny jest wptyw
jonéw K" poprzez kanaty potasowe do komoérki (Tode i Liithen 2001). Prawdopodobnie
stuzy on kompensacji fadunkow dodatnich w komorce, gdy protony sa eksportowane do
apoplastu. Interesujace sa rowniez inne aspekty dziatania FC: moze ona indukowac
programowana $mier¢ komorek, powodujac ich kurczenie, zmiany w morfologii jadra
i fragmentacje DNA (Malerba et al. 2003). Wplyw FC odnotowano u zwierzat:
traktowanie FC zarodka Xenopus w jego wczesnym rozwoju, doprowadzilo do
zaburzenia asymetrii prawo-lewo; potoznie niektérych narzadéw wewngtrznych (serce,
jelita) byto odwrocone w stosunku do stanu normalnego (Bunney et al. 2003).

Wptyw auksyny na wydluzanie jest procesem duzo bardziej ztozonym;

zachodzi ekspresja odpowiednich gendéw, synteza skladnikow S$ciany, regulacja



transportu pecherzykowego, jak i1 bezposrednia aktywacja pomp protonowych (Hager
et al. 1991, Abel i Theologis 1996).

Nie wszystkie komoérki odznaczaja si¢ tym samym potencjalem kwasowego
wzrostu. Wiadomo, ze $ciany komorkowe komorek dojrzatych sa mniej podatne na
wydtuzanie pod wptywem FC lub buforow o pH kwasnym, niz te pochodzace
zkomoérek miodych (Van Volkenburgh er al. 1985). Potwierdzaja to badania
wydluzania korzenia; po jego inkubacji w $rodowisku kwasnym, obserwuje si¢
przyspieszenie wzrostu, ale tylko w czg$ciach apikalnych (Winch i Pritchard 1999).

Gdy juz wiadomo byto, ze wzrost komorek zalezy w duzym stopniu od
wlasciwosci $ciany stawiano pytanie: w jaki sposob komorka reguluje whasciwosci
mechaniczne $ciany, jaki jest mechanizm jej rozluzniania prowadzacy do wzrostu?
Poczatkowo, stan $ciany uzalezniano tylko od enzyméw hydrolizujacych poszczegdlne
sktadniki §ciany: endoglukanaz, endotransglukozylaz ksyloglukanu (XET), pektynaz
(Pritchard et al. 1993). Przelomem w zrozumienia mechanizméw wzrostu komorki,
a w szczegolnosci jego ,.kwasowego” aspektu byto odkrycie ekspansyn.

Ekspansyny naleza do bialek nie-enzymatycznych, obnizaja bowiem energi¢
wiazan wodorowych, a nie kowalencyjnych. Po raz pierwszy zostaly wyizolowane ze
scian hipokotyla Cucumis sativus (McQueen-Mason et al. 1992) jako czynnik
wykazujacy zdolno$¢ indukowania wydtuzania izolowanych, ale napr¢zonych $cian
komoérkowych oraz relaksacji ich naprezenia (McQueen-Mason i Cosgrove 1995). Co
cieckawe, indukcja wydluzania przez ekspansyny dotyczyta tylko rosnacych obszarow
hipokotyla, nierosnace (bazalne) obszary takiej indukcji nie podlegaty. Aktywnos$¢
ekspansyn $cisle zalezy od pH, maksimum aktywnos$ci przypada na pH w zakresie
3.5-4.5. Badanie wytrzymato$ci mechanicznej bibuly filtracyjnej zawierajacej czysta
celuloze, ktora inkubowano w roztworze ekspansyn wykazato, ze biatka te ostabiaja
wigzania wodorowe pomigdzy fibrylami celulozowymi, nie wykazujac jednocze$nie
aktywnos$ci hydrolitycznej (McQueen-Mason 1 Cosgrove 1994). W zywej komorce
ekpansyny prawdopodobnie zaburzaja wiazania wodorowe pomi¢dzy MF a hemiceluza
tym samym umozliwiajac ,,$lizganie” si¢ wzajemne MF i w efekcie doprowadzajac do
rozluznienia struktury $ciany (Cosgrove 2000). Obecnie wiadomo, ze ekspansyny sa
LHuniwersalnymi” czynnikami warunkujacymi wzrost w roznych organach, ponadto maja
swoj udzial w inicjacji zawiazkow lisci, inicjacji 1 rozwoju wto$nikdw, dojrzewaniu

owocow, roznicowaniu elementdéw trachealnych (Li et al. 2003).



1.6. MIKROFOBRYLE CELULOZOWE 1 KIERUNEK MAKSYMALNEGO
WZROSTU

Sita napedowa wzrostu $ciany komdrkowej jest cis$nienie turgorowe. Gdy cis$nienie to
zmniejsza si¢ wskutek relaksacji naprezenia w $cianie, co z kolei spowodowane jest
rozluznieniem struktury $ciany, potencjalt wody w wakuoli wzgledem apoplastu ulega
obnizeniu. Nastgpuje pobranie wody przez komorke, co z kolei podnosi ci$nienie
hydrostatyczne (turgorowe) wywierane na $ciang komérkowa. Relaksacja naprezenia w
$cianie, prowadzi wigc do zwigkszenia rozmiaru komorki. Jak juz wspomniano, bardzo
czgsto wzrost komorki jest anizotropowy. Jednym z czynnikdéw wyznaczajacych
kierunek maksymalnego wzrostu jest ulozenie MF. Modul elastycznosci dla wiazki
(peczka) MF mierzony w kierunku osiowym jest okoto trzy raz wigkszy niz w kierunku
poprzecznym. Wlasciwosci mechaniczne $ciany zaleza od utozenia MF wzgledem
dzialajacej sity (Niklas 1992).

Zaleznos¢ pomigdzy MF a wzrostem szczegdlnie jest widoczna w rozwoju
protoplastow. Bezposrednio po izolacji protoplasty pozbawione $ciany sa sferyczne.
Zachowuja ten ksztalt rosnac po wytworzeniu $ciany tylko wtedy, gdy uktad MF jest
nieuporzadkowany. Co wigcej, protoplasty pozbawione celulozy (poprzez zastosowanie
enzymoOw celulaz lub traktowanie izoxabenem, inhibitorem syntezy celulozy) przez
pewien czas rosng izotropowo (Fisher 1 Cyr 1998). Gdy przywrdcona zostanie synteza
celulozy i MF tworza uporzadkowany (rownolegly) uklad, wzrost staje si¢
anizotropowy. Mikrofibryle tworzac réwnolegly uklad, wyznaczaja  kierunek
maksymalnego wzrostu, prostopadty wzgledem uktadu MF, czyli protoplasty zaczynaja
si¢ wydtuza¢ w tym kierunku.

Ogolnie przyjmuje si¢, ze MF ograniczaja wzrost w kierunku rownoleglym do
ich orientacji. Uktad poprzeczny MF wzgledem dlugiej osi komoérki jest
charakterystyczny dla komoérek wydtluzajacych sig, podczas gdy w komorkach nie
wydluzajacych si¢ uktad MF jest podtuzny. Rozumujac w ten sposéb mozna stwierdzic,
ze przy sko$nym uktadzie MF wzrost nie jest ograniczony ani w kierunku poprzecznym
ani w podtuznym (Hejnowicz et al. 2006).

Problem zalezno$ci miedzy uktadem MF a kierunkiem maksymalnego wzrostu
jest jednak duzo bardziej ztozony. W korzeniach mutanta morl (microtubule
organization) Arabidopsis zaobserwowano zaburzenia w anizotropowym wzroscie;
predkos¢ poprzecznego wzrostu byta zwigkszona, pomimo braku widocznej zmiany w

utozeniu MF (Sugimoto et al. 2003). W korzeniach innego mutanta Arabidopsis rsw4



1rsw7 (radially swollen) zmniejszenie szybkosci elongacji 1 zwigkszenie S$rednicy
korzenia wraz z charakterystycznym ,,pgcznieniem” tkanek odbywalo sig¢ przy
poprzecznym uktadzie zarowno mikrotubul kortykalnych (MTk) jak i MF (Wiedemeier
et al. 2002). Paolillo (2000) obserwowatl podtuzny uktad MF w zewngtrznych $cianach
epidermy ulegajacej wydtuzeniu. Wedlug Baskin’a (2005) mozliwe jest, ze wzrost na
dlugo$¢ 1 szeroko$¢ sa regulowane niezaleznie. Moze o tym $wiadczy¢ fakt, ze
oryzalina (substancja zaburzajaca MTk) w pewnym obszarze korzenia Arabidopsis nie
wplywa na jego wzrost podluzny, natomiast zwigksza wzrost poprzeczny (Baskin et al.
2004). Nalezy jednak pamigta¢, ze MF nie tworza szczelnych ,,obrgczy” wokot
komorki, a raczej nachodza na siebie 1 w ten sposéb za pomoca réznych czasteczek
lacza si¢ ze soba.

Anizotropia wzrostu jest charakteryzowana nie tylko przez kierunek, w ktorym
szybko§¢ wzrostu jest maksymalna, ale rowniez przez swoj stopien, czyli stosunek
maksymalnej szybkosci wzrostu do szybko$ci minimalnej (Baskin 2005). Gdy stosunek
ten jest rowny 1, wowczas wzrost jest izotropowy, tj. taki sam w roéznych kierunkach.
Najczgsciej jednak w komorkach epidermy korzenia lub hipokotyla, rozwazany
stosunek jest r6zny od 1. Dla komorki Nitella stopien anizotropii wynosi 4.5 (Green
1964, cytowane za Baskin 2005). Regulacja stopnia anizotropii jest sprawa dyskusyjna.

Green (1964) zaproponowat hipotezg zaktadajaca, Ze stopien anizotropii wzrostu
jest proporcjonalny do stopnia uporzadkowania MF w obrebie komorki. Hipoteza ta
byla oparta na obserwacji komorek Nitella axillaris, w ktorej stopien uporzadkowania
MF byt wigkszy niz w komorkach innego gatunku, co wiazato si¢ z wigkszym stopniem
anizotropii wzrostu. Miara stopnia uporzadkowania jest odchylenie standardowe od
warto$ci $redniej kata nachylenia. Hipoteza to zostala sfalsyfikowana przez badania,
w ktorych nie znaleziono korelacji pomigdzy odchyleniem standardowym kata
nachylenia MF a stopniem anizotropii wzrostu (Baskin et al. 1999, 2004). Jednakze gdy
porownano stopien zgodnosci $redniego kata nachylenia MF pomigdzy sasiadujacymi
komodrkami (a nie w obrgbie jednej komorki), woéwczas okazato sig, ze stopien
anizotropii wzrostu jest mniejszy dla obszaru, w ktorym nachylenie MF w sasiednich
komorkach jest mniej jednolite. Innymi stowy, tkanka rosnie bardziej anizotropowo,
gdy nachylenie MF w réznych komorkach jest jednolite; natomiast tkanka, w ktorej
orientacja MF jest rézna dla réznych komorek, ro$nie mniej anizotropowo (nawet

pomimo ,,lokalnego”, na poziomie jednej komorki, uporzadkowania MF).



2. ZNACZENIE NAPREZEN W BUDOWIE 1

FUNKCJONOWANIU ORGANIZMOW
2.1. TENSEGRALNOSC

Termin tensegralno$¢ odnosi si¢ do stabilno$ci mechanicznej struktur, w ktorych
wspotistnieja elementy S$ciskane 1 rozciagane (jeszcze przed zadzialaniem sit
zewngtrznych). Struktura tensegralna jest wstgpnie naprezona; tylko wtedy jest
mechanicznie stabilna (na przyktad namiot, skladany kajak). Naprg¢zenia wstepne
wystepuja w organizmach zywych na wielu poziomach, od struktury trzeciorzedowej
polipeptydow, takich elementéw cytoszkieletu jak MT, mikrofilementy aktynowe, po
cate komorki, organy, organizmy (Ingber 2003a). Na wszystkich tez poziomach
znajdujemy struktury tensegralne. Taka struktura jest w szczegdlnosci cytoszkielet;
mikrofilamenty aktynowe 1 filamenty posrednie sa napr¢zone rozciagajaco, mikrotubule
(MT) sa zwykle S$ciskane. Stan S$ci$nigcia u tych ostatnich zostal wykazany
w doswiadczeniu, w ktorym indukowane $ciskanie cytoszkieletu powodowato lokalne
wyboczenia MT (Wang et al. 2001). Gdy sie¢ mikrofilamentow byla niszczona za
pomoca cytochalazyny D, wygigte wczesniej MT prostowaly si¢. Dodatkowymi
czynnikami majacymi swoj udzial we wstgpnym naprezeniu komorki sa: przyleganie
cytoszkieletu do matriks zewnatrzkomorkowej i1 innych komorek oraz ci$nienie
hydrostatyczne.

U zwierzat receptorami sygnatow naprezeniowych na poziomie komérkowym
(mechanoreceptory), sa transblonowe intergryny, zwiazane z réznymi elementami
cytoszkieletu (bezpos$rednio z mikrofilamentami aktynowymi, a posrednio réwniez
z MT). Doswiadczalnie wykazano, ze przytozenie naprezenia do integryn powodowato
usztywnienie calej komorki; co wigcej odpowiedz ta $cisle zalezala od stanu
»Wyjsciowego” naprezen w komorce (Wang ef al. 1993). Sygnat mechaniczny w postaci
napr¢zenia moze by¢ nastgpnie zamieniany na sygnat chemiczny lub elektryczny, co
wiazatoby si¢ z dalsza transdukcja sygnatu i zmiang w ekspresji genow (Ingber 2003b).

Naprezenie, podobnie jak odksztalcenie elastyczne (odwracalne) lub szybkos¢
odksztatcenia plastycznego (nieodwracalnego), czyli szybkos$¢ wzrostu jest wielko$cia
tensorowa drugiego rzedu, czyli wielko$cia, przyjmujaca okre§lona wartos¢ w kazdym
kierunku. W pewnych kierunkach (kierunkach gléwnych) przyjmuje wartosci
ekstremalne; w jednym z tych kierunkéw warto$¢ tensora jest maksymalna, w drugim

minimalna, w trzecim ekstremalna (maksymalna lub minimalna) w kierunku



prostopadtym do plaszczyzny wyznaczonej przez dwa pierwsze kierunki gltowne.
U roslin bedacych w stanie turgoru, protoplast wywiera ci$nienie hydrostatyczne na
sciang komorkowa, co cata komorke czyni struktura wstepnie naprezona. Na poziomie
tkanek i organéw dodatkowo rolg t¢ spetnia naprezenie tkankowe (Hejnowicz i1 Sievers
1995ab, 1996a). Cisnienie turgorowe jest izotropowe, tj. przyjmuje te same wartosci w
roznych kierunkach (rzedu 0.1-3 MPa), jednak wywotane nim naprg¢zenie w $cianie
komorkowej jest zwykle anizotropowe zaleznie od ksztaltu komorki; jest izotropowe

tylko w $cianie komorki sferycznej. Naprg¢zenie w $cianie komorki sferycznej jest
, rP . v ., e s .
rowne Y gdzie ,,»”” oznacza promien komorki, ., to grubo$¢ $ciany, ,,P” to ciSnienie
turgorowe. W komorce cylindrycznej stosunek naprezenia poprzecznego do podtuznego
. . . . . P . . .
jest jak 2:1, jako, ze naprgzenie poprzeczne wynosi —, a naprezenie podtuzne wynosi
t

P . . . .
= przy zatozeniu, ze komorka jest dostatecznie dtuga, tak aby zaniedba¢ wplyw

2t
koncowych $cian poprzecznych.

Odksztatcenie $ciany jest rowniez tensorem drugiego rzedu. Zalezy jednak nie
tylko od tensora tego samego rzedu, jakim jest naprezenie, ale rowniez od elastycznosci
czy podatnos$ci $ciany, ktore sa tensorami trzeciego stopnia. Biorac pod uwagg to, ze
$ciana komoérkowa bardzo czgsto ztozona jest z wielu warstw (jest polilamellarna),
przypuszcza sig, ze w poprzek Sciany istnieje gradient odksztalcenia; w najbardziej
wewngtrznej warstwie (najmtodszej) odksztatcenia nie ma lub jest bardzo niewielkie,
podczas gdy najbardziej zewngtrzna — warstwa (najstarsza) jest odksztalcona
maksymalnie. W poprzek S$ciany (prostopadle do powierzchni) istnieje gradient
napr¢zenia turgorowego wynikajacy z faktu, ze $ciana nie jest nieskonczenie cienka

[Niklas 1992].

2.2. NAPREZENIA TKANKOWE I ICH ROLA WE WZROSCIE ORGANOW
ROSLINNYCH

Z prostej obserwacji nacigtych podtuznie potowek todygi wyginajacych si¢ na zewnatrz
wynika, ze naprgznie obecne jest nie tylko na poziomie komorek (wynikajace
z ci$nienia turgorowego), lecz wystepuje rowniez na poziomie tkanek, stad jego nazwa
— naprezenie tkankowe. Hofmeister (1859, cytowane za Kutschera 1989) jako pierwszy

odnotowal, Zze po izolacji z lodygi fragmenty tkanek zewngtrznych i wewngtrznych



zmieniaja swoje wymiary; epiderma ulega skréceniu, tkanki wewngtrzne — wydtuzeniu.
Oznacza to, ze tkanki te in situ znajduja si¢ w stanie podiuznego naprgzenia,
odpowiednio, rozciagajacego i $ciskajacego. Sachs (1865) na oznaczenie tych naprezen
wprowadzit termin naprezenie tkankowe (Gewebespanung). Epiderma po wyizolowaniu
z organu natury pedowej (lodyga, hypokotyl, 1i$¢) kurczy si¢ nie tylko w kierunku
podluznym, ale réwniez w kierunku poprzecznym; obserwacja ta, dokonana przez
Gregory’ego Klaus’a (1867, cytowane za Kutschera 1989), byla dowodem na istnienie
poprzecznego rozciagajacego naprezenia tkankowego w epidermie. Rozklad napre¢zen
tkankowych jest odwroécony w przypadku korzenia: (i) podtuzne nacigcie doprowadza
do wygigcia przekrojonych potdéwek do srodka; (ii) tkanki wewnetrzne po izolacji sa
dluzsze niz segment korzenia, z ktdrego zostaly wycigte (Sachs 1882, Pollock 1900
cytowane za Kutschera 1989).

Sachs (1865) postulowat istnienie zwiazku pomigdzy naprezeniem tkankowym
1 wzrostem organu, a roéwniez istnienie zwiazku miedzy sztywnos$cia organu roslinnego
a stanem naprgzenia w jego tkankach niezaleznie od naprgzenia w S$cianach
wywolywanych bezposrednio ci§nieniem turgorowym.

Naprezenie tkankowe (TS) okresla sig jako naprezenie wystepujace w tkance,
ktorej sztywno$¢ jest warunkowana turgorem i jest obecne tylko in situ; izolacja tkanek
z organu prowadzi do zaniku napr¢zen tkankowych w tych tkankach, wtedy pozostaje
tylko naprezenie bgdace bezposrednim skutkiem ci$nienia turgorowego (Hejnowicz
1 Sievers 1995a).

Stan rozciagnigcia jednej tkanki musi by¢ zrownowazony S$cisnigciem tkanki
drugiej, w zwiazku z czym, suma sil rozciagajacych (Frozciqg) 1 Sciskajacych (Ficigr) we
wszystkich tkankach w organie musi wynosi¢ zero, czyli Fozciqe= - Ficisk- ROzciagajace
i $ciskajace TS moze jednak osiaga¢ bardzo r6zne warto$ci bowiem mimo réwnosci sit,
pola przekroju tkanek, na ktorych te sily dzialaja moga si¢ znacznie rdéznic.
W hipokotylu stonecznika zmierzono wartosci TS dla tkanek zewngtrznych (epidermy)
1 wewngtrznych (migkisz) (Hejnowicz 1 Sievers 1995b). Wigkszos¢ podtuznego
naprgzenia (TSiong) rozciagajacego jest przenoszone przez epidermg (okolo 80%)
i wynosi 2.512.3MN m? w odpowiednio gornej i dolnej czesci hipokotyla stonecznika.
Podtuzne rozciagajace naprezenie tkankowe jest bardzo duze w pordéwnaniu do
poprzecznego naprezenia (TSgans) rozciagajacego (0.07 i 0.05MN m™). Naprezenia
rozciagajace w epidermie sa rownowazone przez naprezenia $ciskajace TSiong 1 TSirans

w wewngtrznym migkiszu, ktore wynosza odpowiednio 0.151 0.43MN m>.



Z powyzszych badan wynika, ze TS wystepuja zardwno w rosnacych (gérnych)
jak 1 nierosnacych (dolnych) obszarach hipokotyla. Ich wystgpowanie nie jest
uwarunkowane wzrostem. Wedlug Hejnowicza i Sieversa (1996a) TS sa wynikiem
roznic moduldéw elastycznosci tkanek w organie, ktorego komorki znajduja si¢ w stanie
turgoru. Tkanka o matych komorkach z grubymi $cianami komoérkowymi
charakteryzujaca si¢ duzym modutem elastycznosci (epiderma, kolenchyma) jest
naprg¢zona rozciagajaco, tkanka wewngtrzna (migkisz) z cienko$ciennymi komorkami
o wigkszych wymiarach i mniejszym module elastycznosci jest naprgzona $ciskajaco.

W organie naprgzenie $cian komodrkowych jest wypadkowa napregzenia
wynikajacego bezposrednio z turgoru (ou..,) oraz naprezenia tkankowego (TS).
W epidermie organu cylindrycznego podtuzne naprezenie rozciagajace jest maksymalne
w kierunku podtuznym, z powodu duzego, podtuznego TS (prawie 3 razy wigkszego niz
ourg W tej tkance). Poprzeczne (obwodowe) naprezenie rozciagajace jest stosunkowo
niewielkie. Migkiszowa tkanka wewnetrzna znajduje si¢ w stanie podtuznego
naprgzenia Sciskajacego. To naprg¢zenie powoduje dodatkowe naprezenie rozciagajace
sciany komorek migkiszowych w kierunku obwodowym (poprzecznym). Poprzeczne
TS w tkance wewngtrznej jest rozciagajace; migkisz po wyizolowaniu z tkanki ulega
zwezeniu 1 wydtuzeniu (Hejnowicz 1 Sievers 1995b,1996a).

Naprezenie tkankowe moze by¢ czynnikiem umozliwiajacym przekroczenie
progu dla odksztalcen plastycznych (z ang. yield threshold) czyli powodowaé wzrost
(Hejnowicz 1 Sievers 1992, 1996b). Epiderma wyizolowana z organu nie wydtuza sig,
nawet gdy jest inkubowana w buforze o kwasnym pH. Warto$¢ progu dla odksztatcen
plastycznych jest na tyle wysoka, ze naprezenie wynikajace bezposrednio z turgoru jest
niewystarczajace do inicjacji wzrostu wydluzeniowego. Wydtuzanie izolowanej
epidermy jest mozliwe tylko po przylozeniu odpowiedniego napr¢zenia rozciagajacego,
zastepujacego TS wystepujace in situ, przy czym szybkos$¢ tego wzrostu jest zalezna od
pH roztworu inkubujacego, bowiem wysokie pH hamuje wydtuzanie izolowane;j

epidermy, nawet bgdacej w stanie naprezenia (Hejnowicz i Sievers 1992, 1996b).

2.3. ZNACZENIE EPIDERMY WE WZROSCIE ORGANOW ROSLINNYCH

Juz Kraus w roku 1867 nadat epidermie rol¢ nadrzedna w regulacji wzrostu todygi,
uwazajac zarazem, ze tkanki wewnetrzne (migkisz) generuja sil¢ napedowa wzrostu
todygi. Epiderma, bgdac swojego rodzaju ,,ogranicznikiem”, reguluje szybkos$¢ wzrostu

catego organu.



Odksztatcenie epidermy zalezy od utozenia MF w $cianie, teoretycznie
wydtuzanie epidermy jest mozliwe przy poprzecznie zorientowanych MEF.
Rzeczywiscie, wiele badan wskazuje na to, ze w mtodych, szybko wydluzajacych si¢
komoérkach, utozenie MF w najbardziej wewnetrznych warstwach $ciany jest
poprzeczne wzgledem kierunku maksymalnego wzrostu, podczas gdy w starszych
komorkach jest ono podluzne (Sauter ef al. 1993).

Epiderma tworzy warstwg komorek bardzo $cisle do siebie przylegajacych, stad
tez z punktu widzenia jej mechanicznych wlasciwosci istotna jest rola blaszek
srodkowych spajajacych poszczegdlne komorki na $cianach antyklinalnych. Nalezy
rowniez zaznaczy¢, ze $ciany epidermy nie sa mechanicznie jednorodne: zewngtrze
Sciany sa grubsze (nawet do 5 razy) niz wewngtrzne Sciany 1 bardziej sztywne, stad ich
wigksza wytrzymato§¢ na rozciaganie (Kutschera et al. 1987). Te $ciany przenosza
wigksza czes¢ podtuznego rozciagajacego naprezenia tkankowego. Zewngtrzne $ciany
komorkowe sa tez wyjatkowe pod wzgledem anatomicznym, maja budowe helikoidalna
(w konsekwencji — polilamellarng), w odrdznieniu do cienkich i jednowarstwowych
$cian tkanek wewngtrznych (Kutschera 2000).

Kutschera (1994) zaproponowat model wzrostu organu, w ktérym wyréznia si¢
epiderme (a w szczegodlno$ci jej zewngtrzne Sciany) jako struktur¢ ograniczajaca, stad
i kontrolujaca predkos¢ wzrostu catego organu. Epiderma jest uwazana za miejsce
reakcji na auksyng; usunigcie epidermy z segmentéw hipokotyli znosi zdolnos¢ sekrecji
protondw po podaniu auksyny. Fuzikokcyna nie jest jednak tkankowo-specyficzna
(Mentze et al. 1977, Kutschera et al. 1987). Jednakze, nie wszystkie badania
potwierdzaja te koncepcje; z badan Clelanda 1 jego zespotu wynika, ze tkanki
wewngetrzne reaguja na auksyne w podobnym stopniu co epiderma (Cleland 1991, Rayle

et al. 1991).



3. MIKROTUBULE: BUDOWA, DYNAMIKA 1

ORGANIZACJA

3.1. BUDOWA MIKROTUBUL

Mikrotubule (MT) to polimery zbudowane z bialek globularnych, ktorymi sa czasteczki
tubuliny wystepujace jako dimery afy. Czasteczki a-tubuliny i B-tubuliny rdéznig sig
sktadem aminokwaséw; podobienstwo sekwencji wynosi okoto 40%. W wigkszos$ci
komoérek eukariotycznych istnieje szereg izotypow af-tubuliny warunkowanych
genowo lub bedacych wynikiem odwracalnych modyfikacji posttranslacyjnych, takich
jak acetylacja, fosforyzacja, tyronizacja (McKean et al. 2001, Wang et al. 2004).
Izotypy sa tkankowo-specyficzne 1 maja réozne wlasnosci, przez co moga wptywaé na
budowg, funkcjonowanie MT oraz ich oddziatywanie z innymi biatkami. Na przyktad
acetylacja a-tubuliny jest zwiazana mig¢dzy innymi ze stabilno$cia MT tworzacych
aksonemy w rzgskach 1 wiciach.

Dimery of} tubuliny lacza si¢ ze soba wigzaniami niekowalencyjnymi tworzac
cylindryczna MT o $rednicy zwykle okoto 25nm (Alberts er al. 1999). Sciana MT
zbudowana jest ze slupéw dimerdéw tubuliny zwanych protofilamentami, utozonych
réwnolegle do diugiej osi MT, z r6znym helikalnym uktadem czasteczek a-tubuliny
1 B-tubuliny, nalezacych do réznych protofilamentéw. Najczgsciej MT zbudowane sa z
13 protofilamentoéw, liczba protofilamentow moze si¢ jednak zmienia¢ (od 9 do 15).
Roézna liczba protofilamentow czgsciowo odpowiada za zmienno$¢ srednicy MT.
Zmienno$¢ Srednicy MT jest jednak frapujaca. W komoérkach Ornithogallum
umbellatum wystepuja szczegdlne MT w agregatach ciatek lipidowych, zwanych
lipotubuloidami (Kwiatkowska 1972) o wigkszej $rednicy (do 51nm) mimo, ze liczba
jednostek widocznych na ich przekroju poprzecznym jest nawet mniejsza (od 9 do 12)
niz 13 (Kwiatkowska et al. 2006). Jezeli te jednostki odpowiadaja protofilamentom,
oznaczatoby to istnienie MT z porozsuwanymi bocznie protofilamentami, stale jednak
powiazanymi ze soba tak, ze tworza MT.

Naprzemianlegle ulozenie a-tubuliny 1 P-tubuliny determinuje polarnos¢
protofilamentow, jak i calej MT, co jest niezmiernie wazne z punktu widzenia dynamiki
i funkcjonowania MT. Koniec z wyeksponowana o-tubuling i B-tubuling nazywany jest
odpowiednio koncem minus i plus.

Cho¢ MT na schematach podrecznikowych przedstawiane sa w postaci pustych

cylindréw, oczywiscie nie sa puste. Analiza struktury tubuliny wykazala, Ze miejsce



wiazania miedzy innymi taksolu znajduje si¢ wewnatrz MT (Nogales et al. 1998).
Wnetrze MT (przestrzen luminalna) o $rednicy okoto 17nm 1 dtugo$ci 1-100pum jest
miejscem, w ktorych czastki dyfunduja z predkoscia zalezna od ich $rednic oraz sity
wiazan pomigdzy dana czastka a wewngtrzna Sciang MT (Odde 1998).
Z matematycznego modelu opracowanego dla tego procesu wynika, ze czasteczki
tubuliny dyfunduja przez MT stosunkowo szybko, w przeciwienstwie do taksolu,
natomiast przeciwciata tubuliny, znajdujace si¢ w przestrzeni luminalnej MT moga by¢
wigzane odwracalnie do $ciany MT, co znacznie obniza predkos¢ ich dyfuzji. Takie
wlhasciwosci MT mozna wykorzysta¢ w medycynie. Mikrotubule mogtyby stanowic¢
precyzyjne ,,dozowniki lekdw” zawierajac substancje, ktoére z rdézna szybkoscia beda
uwalniane do komorki.

Mikrotubula jest struktura wstgpnie napr¢zona; swobodna posta¢ protofilamentu
to nie prosty stup, ale tuk o duzej krzywiznie, zamykajacy si¢ w pierscien o $rednicy ok.
36-40nm, ze strona luminalna tubuliny po zewngtrznej stronie (Mandelkow ef al. 1991).
Luki te wida¢ na depolimeryzujacym koncu plusowym (Rye.6). Powierzchniowa
warstwa MT jest wigc rozciagnigta, luminalna za$ — $ci$nigta. PierScienie tubulin sa
jedna z form polimeréw tubuliny. Pierscienie moga si¢ naktadaé¢ tworzac tubule, jednak
w stosunku do MT jest ona jakby ,przenicowana” i1 bez naprg¢zen wstepnych
charakterystycznych dla MT.

Niezmiernie interesujaco przedstawiaja si¢ wlasciwosci elektryczne MT. Na
podstawie modelu opracowanego przez Nogales i wspotpracownikéw (1998) udato sie
obliczy¢ rozktad tadunkow elektrycznych na powierzchni tubuliny (Stracke et al. 2002),
jak 1 na catej MT (Baker ef al. 2001). Teoretyczne rozwazania wskazuja na to, ze
podczas tworzenia si¢ MT nastgpuje zmiana rozktadu tadunkéw obecnych na
niespolimeryzowanej tubulinie, w efekcie czego na powierzchni MT wystepuje
negatywny potencjat elektryczny z niewielkimi tylko pozytywnymi obszarami. Stracke
1 wspotpracownicy (2002) empirycznie wykazali stuszno$¢ tych wynikow, pokazujac,
ze MT umieszczone w polu elektrycznym przemieszczaja si¢ w kierunku dodatniej
elektrody. Wtasciwosci elektryczne MT rzutuja prawdopodobnie na ich wzajemne
relacje, moga réwniez mie¢ swoj udzial w oddziatywaniach interakcjach z innymi

biatkami (motory, MAP, taksol itp.)



3.2. DYNAMIKA MIKROTUBUL
MT sa strukturami niezwykle dynamicznymi (niejako w my$l maksymy Frey-
Wyssling’a ,, jedyna stata cecha komorki jest jej ciagla zmiana”); moga bardzo szybko
ulega¢ polimeryzacji i depolimeryzacji, zmienia¢ swoje potozenie (Lloyd i Chan 2004,
Erhardt 1 Shaw 2006, Hashimoto 1 Kato 2006). Kluczowa role w tych procesach
odgrywa GTP, ktore polaczone z tubuling moze bardzo szybko hydrolizowaé¢ do GDP,
co powoduje zmiang konformacji tubuliny 1 wplywa na sity wiazace czasteczki tubuliny
w MT. Koniec MT z wbudowanymi dimerami z GTP jest bardziej stabilny i ulega
szybszemu wzrostowi (polimeryzacji) niz ten zawierajacy GDP. Gdy do konca plus MT
dotaczane sa dimery z GTP z szybkos$cia wigksza niz szybkos¢ ich hydrolizy, woéwczas
koniec ten ulega wzrostowi. Gdy za$ z r6znych przyczyn (na przyklad mata szybkos¢
polimeryzacji) w $cianie MT nastgpuje hydroliza GTP do GDP, wtedy nastgpuje
odtaczanie si¢ dimeréw i w efekcie skracanie MT. Oznacza to, ze koniec plus posiada
zdolnos¢ zaro6wno do wzrostu jak i1 skracania, jednakze wypadkowa tych dwoch
procesOw jest taka, ze z reguly koniec ten jest miejscem wzrostu MT. Analogicznie
koniec minus jest miejscem, gdzie przewaza odlaczenie dimeréw, wskutek czego MT
ulega skracaniu.

W  komorce zwierzecej, gdzie koniec minus MT jest zakotwiczony
w centrosomach, MT wykazuja dynamiczna niestabilno$ci 1 szczegdlny sposob
przesuwania si¢ MT zwany ,,treadmilling” (Ryc. 6). Dynamiczna niestabilno$¢ polega
na wydluzaniu lub skracaniu si¢ koncow plus, przy czym przejscie z jednej fazy do
drugiej ma charakter stochastyczny. W przypadku, gdy z réznych przyczyn koniec
minus MT nie jest zakotwiczony, woéwczas oba konce MT sa dynamiczne. Na koncu
plus przewaza polimeryzacja, na koncu minus depolimeryzacja, co w rezultacie
powoduje przemieszczanie si¢ catej MT czyli jej ,treadmilling”. We fragmentach
fibroblastow usunigcie centrosomow jest czynnikiem powodujacym zmian¢ dynamiki
MT z dynamicznej niestabilno$ci na koficach plus na ,treadmilling” (Rodionov et al.
1999). Mikrotubule moga by¢ réwniez sporadycznie uwalniane z centrosoméw w
melanoforach 1 wedrowaé¢ w kierunku obszarow peryferycznych komoérki (Vorobjev et
al. 1999).

U ro$lin organizacja MT jest inna niz u zwierzat. Z powodu braku centrosomow
konce minus MT nie sa zakotwiczone 1 mozliwa jest migracja ,,wolnych” odcinkéw MT
w obrgbie komorki. Migracja ta zachodzi na zasadach podobnych do ,.treadmilling”.

Koniec plus wykazuje dynamiczna niestabilno§¢, z przewaga procesow



doprowadzajacych do jego wzrostu, za$ koniec minus ulega powolnej depolimeryzacji
1 okresowi spoczynku (Shaw et al. 2003, Chan et al. 2003). Z powodu rdznic
w dynamice koncow MT (koniec plus ulega dynamicznej niestabilno$ci w odréznieniu
do konca minus) wynikajace zachowanie okresla si¢ mianem ,hybryd treadmilling”.
Zjawisko tego rodzaju obserwowano u wigkszosci badanych MT 1 wydaje si¢ ono by¢

uniwersalnym w §wiecie roslin sposobem na przemieszczanie MT w obrgbie komorki.
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Ryc.6. Dynamika mikrotubul: dynamiczna niestabilno$¢ i ,,treadmilling”.

Dynamiczna niestabilno$¢ polega na stochastycznym przechodzeniu od fazy wzrostu (polimeryzacja) do
fazy rozpadu i skracania (depolimeryzacja) konca plus MT i na odwrot. Koniec minus jest
unieruchomiony (w centromerze). Mozliwe sa rowniez okresy spoczynku (pauza), w ktorych koniec plus
nie wykazuje zadnej dynamiki.

»Ireadmilling” polega na ciagtym wzroscie konca plus i skracaniu si¢ wolnego konca minus. Gdy
szybko$¢ wzrostu i skracania jest taka sama dtugos¢ MT si¢ nie zmienia a caty odcinek MT przemieszcza
si¢ w jednym kierunku (Dixit i Cyr 2004a, zmienione).

Innym mechanizmem przemieszczania si¢ MT u roslin moéglby by¢ ruch
polegajacy na translokacji bocznej przy pomocy biatek motorycznych lub $lizganiu si¢
MT (wiazek) wzgledem siebie (Lloyd 1994), jak ma to miejsce u zwierzat (Wang
1 Brown 2002, Baas et al. 2005) Jednakze ostatnie badania pokazuja, Ze trajektoria
migracji MT in vivo w obrgbie warstwy korowej komorki roslinnej jest z reguty linig
prosta (Shaw et al. 2003, Vos et al. 2003, Chan et al. 2003, Dixit i Cyr 2004b),

stosunkowo rzadko obserwuje si¢ niewielkie odchylenia (Shaw et al. 2003). Niezwykle



interesujacy przypadek zaobserwowali Van Bruaene i wspotpracownicy (2005) badajac
in vivo MT podczas rozwoju wlosnika. Zauwazono, ze odcinki MT, ktoére wczesniej
ulegly znacznemu skroceniu odrastaja, ale pod nieco innym katem (ta réznica moze
wynosi¢ od 2° do 11°). Méglby to by¢ mechanizm, za pomoca ktérego nastepowataby
zmiana nachylenia MT a wigc jej obrét: najpierw czesciowa depolimeryzacja MT,
nastgpnie obrot krotkiego odcinka (tatwiej jest obroci¢ krotki odcinek niz diuzszy)

1 polimeryzacja.

3.3. POWSTAWANIE I ORGANIZACJA MIKROTUBUL W KOMORCE
Cho¢ MT, przy wysokiej koncentracji wolnych dimeréw tubuliny, moga si¢ same
tworzy¢ (zjawisko czgsto wykorzystywane do badan in vitro), to w komoérce wymagaja
osrodkow inicjujacych nukleacjg. Osrodki te sa prawdopodobnie kompleksami biatek
zawierajacymi migdzy innymi pierscienie y-tubuliny, do ktérych dotaczane sa dimery
a-tubuliny 1 B-tubuliny. W komorkach zwierzecych y-tubulina zlokalizowana jest
w centrosomach, ktore wraz z dodatkowymi biatkami sa jednocze$nie miejscami
nukleacji MT.

U zwierzat MT sa przewaznie zakotwiczone swoimi koncami minus
w centrosomach, konce plus wyrastaja poza centrosom, tworzac uktad radialny
o jednolitej polarnos$ci. W niektorych komorkach (neurony) obserwuje si¢ migracje
odcinkow MT wzdhuz komorki, prawdopodobnie przy pomocy biatek motorycznych
(Wang 1 Brown 2002). Zaproponowany przez Baas’a 1 wspdtpracownikow (2005)
model (,,cut and run” model) wyjasnia mechanizm tego zjawiska. Model zaktada, ze
zdolnos¢ MT do migracji jest odwrotnie proporcjonalna do ich dlugosci, tylko
odpowiednio krotkie odcinki moga by¢ przemieszczane. Tak wigc komorka cheac
»zmobilizowaé” MT zakotwiczone w centrosomie, aktywuje bialka ,,tnace” dlugie MT
na krotkie odcinki, a te na zasadzie translokacji sa przemieszczane poprzez biatka
motoryczne (patrz dalej) w dalsze obszary komorki.

Biorac pod uwage budoweg MT (trzynascie podjednostek na obwodzie, kazda
z nich potaczona z sasiednimi), fragmentacja MT nie wydaje si¢ by¢ rzecza tatwa. Sa
jednak biatka, ktore posiadaja taka zdolno$¢ - kataniny. Mechanizm ,,cigcia” MT przez
te bialka, ktore sa jednocze$nie ATP-azami, prawdopodobnie polega na zmianie ich
konformacji po hydrolizie ATP. Prowadzi to do miejscowej destabilizacji potaczen
mig¢dzy dimerami tubuliny, ktora nastgpnie rozprzestrzenia si¢ wokdt catego obwodu

MT (Quarmby 2000).



W  komoérkach roslinnych centrosomy nie wystepuja. Osrodki inicjujace
nukleacj¢ MT w postaci czasteczek y-tubuliny (z dodatkowymi, nie poznanymi jeszcze
biatkami) sa rozproszone w warstwie korowej cytoplazmy oraz na otoczce jadrowej
(Joshi i Palevitz 1996). Pod koniec mitozy MT wyrastajace z otoczki jadrowej
zaczynaja rozrasta¢ si¢ na zewnatrz 1 osadzaja si¢ w przysciennym poktadzie
cytoplazmy (Westeneys 2002) tworzac uktad kortykalny. Mikrotubule kortykalne
(MTk) wystepuja w postaci wiazek (zbudowanych z kilku krétkich, powigzanych ze
soba MTk), ktore czgsto sa wzajemnie rownolegle 1 nachylone pod pewnym katem
w stosunku do osi komorki. Doktadniejsze badania wykazaly, ze w warstwie
kortykalnej pierscienie y-tubuliny sa rozmieszczone wzdtuz MTk, a nowe MTk
wyrastaja na ksztalt odgalgzien (Shaw et al. 2003, Murata ef al. 2005). Co ciekawe, kat
pomigdzy nowotworzonymi MTk i MTk ,,macierzystymi” jest $ci§le okreslony, wynosi
okoto 40°. Jesli nowe MTk sa tworzone pod katem, to w jaki sposob powstaje uktad
wzajemnie réwnoleglych MTk, tak charakterystyczny dla komorek roslinnych? Shaw
1 wspotpracownicy (2003) zaobserwowali, ze MTk rozchodza si¢ od miejsca ich
inicjacji. Prawdopodobnie, mamy tutaj do czynienia z mechanizmem obserwowanym w
komoérkach zwierzecych - MTk sa cigte przez biatka podobne do zwierzecych katanin
(Burk 1 Ye 2002). Przestrzenne oddzielenie MTk od ich miejsca nukleacji wydaje sig
by¢ jednym z pierwszych warunkéw ich organizacji w uktad réwnoleglych wiazek.
Badania mutanta Arabidopsis, w ktorym aktywno$¢ katanin jest zaburzona, wykazaty
obecno$¢ chaotycznie utozonych MTk, co potwierdza udzial katanin w procesie
organizacji uktadu MTk (Burk et al. 2001, Burk i Ye 2002).

Kolejnym warunkiem byloby wzajemne dopasowanie MTk. Niewatpliwie
Ww procesie tym uczestnicza biatka motoryczne i biatka MAP, wptywajac na specyficzne
zachowanie si¢ MTk.

Jak juz wczesniej zaznaczono, dynamika poszczegdlnych MTk wydaje si¢ mie¢
charakter stochastyczny, jednak oddzialywania zachodzace pomigdzy MTk moga
regulowa¢ w pewnym stopniu dynamike i czyni¢ ja przewidywalna. Wykorzystujac
techniki transformacji protoplastow Nicotiana tabacum, Dixit i Cyr (2004) obserwowali
zachowanie MTk, gdy te napotykaly na swej drodze migracji inne MTk. Okazalo sig,
ze kluczowa rolg odgrywa kat, pod ktérym koniec plus jednej MTk natknie si¢ na druga
MTk. Gdy kat styku jest phytki (<40°), wowczas prawdopodobiehstwo dopasowania
si¢ rosnacej] MTk do orientacji napotkanej MTk (tworzenie wiazek) znacznie wzrasta.

Gdy kat styku jest wickszy (>40°) wtedy bardziej prawdopodobnym jest, ze rosnaca



MTk ulegnie depolimeryzacji. Podobne zjawisko zaobserwowali Van Bruaene
1 wspotpracownicy (2005) badajac MTk podczas rozwoju wlosnikéw u Arabidopsis.
Warty przypomnienia jest fakt, ze kat pod jakim rozgal¢ziaja si¢ nowotworzone MTk
wynosi okoto 40° (Murata et al. 2005), czyli jest to graniczna warto$é¢ powyzej ktorej,
rozgal¢ziajace si¢ MTk z ukladu rownolegltego mogly by ulec destabilizacji na skutek
»zderzenia” z MTk tego ukladu. Takie zachowanie si¢ MTk oparte na modyfikacji ich
dynamiki pod wpltywem zderzen, mogloby przynajmniej czgsciowo tlumaczy¢

organizowanie si¢ uktadu MTk.

3.4. BIALKA MAP

Pierwotnie, mianem bialek MAP (biatka towarzyszace MT, z ang. Microtubule
Associated Protein) okres$lano biatka bezposrednio wiazace si¢ z MT, jednak pojecie to
rozszerzono i obecnie biatkami MAP nazywa si¢ rowniez te, ktore posrednio lub tylko
czasowo sa zwiazane z MT lub bedace homologami poznanych juz bialek MAP
(Sedbrook 2004).

Podobna funkcj¢ spetnia prawdopodobnie rodzina biatek EB1 (z ang. End-
Binding protein). W kulturze zawiesinowej Arabidopsis biatkko EBla (AtEBla) zostato
zlokalizowane na MT w réznych fazach cyklu komoérkowego: we wrzecionie
mitotycznym 1 fragmoplascie w poblizu biegunéw (co odpowiada koncom minus MT),
na MTk przy ich polimeryzujacych koncach plus, jak rowniez przy miejscach,
z ktorych MTk wyrastaja (Chan et al. 2003). AtEB1a wydaje si¢ wigc by¢ czynnikiem
regulujacym wzrost (polimeryzacj¢) MT oraz bra¢ udziat w zakotwiczaniu MT do ich
miejsca nukleacji. Dixit 1 wspotpracownicy (2006a) wykryli obecnos¢ EBla i EB1b
tylko przy koncach plus MT, co prawdopodobnie ma zwiazek z nizszym poziomem ich
ekspresji.

Innym bialkiem zaangazowanym w procesy zwiazane z dynamika MT jest
SPIRALI1 (SPR1). Mutanty sprl posiadaja niezwykle interesujacy fenotyp: korzenie,
hipokotyl i ogonki liSciowe sa charakterystycznie skrgcone w prawo (Furutani et al.
2000). Obecnos¢ SPR1 wykryto w ukladzie MTk (Nakajima et al. 2004) oraz
pierscieniu preprofazowym, fragmoplascie i wrzecionie mitotycznym, co Wwigcej,
podobnie jak EB1, SPR1 zostato zlokalizowane na koncach plus MTk (Sedbrook et al.
2004). Jednakze, sygnal §wiadczacy o obecnosci SPR1 na koncu plus zanika, gdy MT

ulega skracaniu. Wyniki te wskazuja na udziat SPR1 w regulacji dynamicznej



niestabilnosci MT, by¢ moze poprzez stymulacj¢ polimeryzacji lub hamowania
depolimeryzacji.

Mutacja genu kodujacego biatko podobne do katanin AtKTN1 powoduje
opoznienie w przejsciu MT z otoczki jadrowej do warstwy kortykalnej (Burk et al.
2001). W niektorych komodrkach obserwowano radialnie utozone MT wyrastajace
z otoczki jadrowej, ktore nie byly widoczne w kontroli. Dodatkowo uktad MTk byt
chaotyczny (Burk 1 Ye 2002). Przyjmuje sig, ze biatko AtKTN1 powoduje uwolnienie
MT z miejsca nukleacji poprzez ich ,,odcigcie” po zakonczeniu podziatu komérki oraz
podczas interfazy. Zostalo to potwierdzone przez badania in vitro: stabilizowane
taksolem MT ulegaja fragmentacji pod wptywem katanin (Burk 1 Ye 2002).

Mikrotubule podczas interfazy sa powiazane migdzy soba tworzac wiazki.
Wyizolowane z komoérek Daucus carota biatko o masie czasteczkowej 65 kDa nazwane
p6zniej MAP6S5 indukuje powstawanie wiazek pomigdzy rownoleglymi MTk (Chan et
al. 1999).

Jedna z cech wyr6zniajacych MTk jest ich polaczenie z blong komoérkowa.
Potaczenie to jest na tyle silne, ze utrzymuje si¢ pomimo roéznych zabiegow
preparacyjnych i moze by¢ regulowane przez szereg czynnikoéw (Akashi i Shibaoka
1991). Podluzne cigcie fragmentow korzeni Zea mays powoduje ,,otwarcie” komorek
a pomimo tego uklad MTk jest zachowany (Tian et al. 2004). Jednym z bialek
taczacych MTk z blona komoérkowa jest fosfolipaza D nalezaca do bialek MAP
(Dhonukshe et al. 2003). Potaczenie MTk z btona jest niezbedne do organizacji catego
uktadu. Aktywacja fosfolipazy przez n-butanol prowadzi do uwolnienia MTk z blony,
ich fragmentacji 1 czg¢Sciowej depolimeryzacji.

Kolejna kategoria bialek MAP sa bialka motoryczne (motory), ktore
hydrolizujac ATP poruszaja si¢ wzdluz MT w okreslonym kierunku (ku koncowi plus
lub minus). Ich budowa jest charakterystyczna: globularna glowa zawierajaca domeny
do wiazania ATP 1 MT, oraz ogon, do ktorego przylaczane jest cargo. Biatka
motoryczne moga transportowac rozne czastki, pecherzyki, organelle lub bra¢ udziat
w organizacji ukladow MT, powodowac ich $lizganie. Wyroznia si¢ dwie grupy
motorow wiazacych MT: (i) kinezyny i bialka podobne do kinezyn (KRP, Kinesin-
Related Protein), przemieszczajace si¢ w kierunku konca plus, oraz (ii) dyneiny
przemieszczajace si¢ w kierunku  konca minus. U ro$lin KRP uczestnicza
w powstawaniu i funkcjonowaniu wrzeciona mitotycznego oraz fragmoplastu, czyli

struktur, w ktérych polarnos¢ MT jest Scisle okreslona (Azimzadeh et al. 2001, Lloyd



1 Hussey 2001). Biatka KRP wiazace si¢ z MT zlokalizowano réwniez w warstwie
korowej komorek (Barroso et al. 2000, Zhong et al. 2002). Biatko FRA1 (fragile fibers)
jest prawdopodobnie posrednikiem pomigdzy MTk a mikrofibrylami celulozowymi
(MF), bowiem mutacja fral zwiazana jest z zaburzeniem uktadu MF w §cianie wtornej
przy niezmienionym utozeniu MTk (Zhong et al. 2002). Biatka podobne do kinezyn
moga by¢ rowniez zaangazowane w reorientacj¢ MTk podczas dojrzewania komorki,
ich obecno$¢ wykryto we widknach Gossypium hirsutum wzdhuz wiazek MTk na
réznych etapach rozwoju (Preuss et al. 2003).

O tym jak istotng role¢ peinia biatka motoryczne w organizowaniu si¢ uktadow
MT $wiadcza badania pokazujace, ze in vitro z mieszaniny tubuliny, bialek
motorycznych i ATP powstaja sieci MT, struktury wirowe oraz gwiazdziste, ktdrych
ksztalt zalezy od koncentracji motorow, szybkos$ci ich przemieszczania si¢ oraz czasu
wiazania z MT (Surrey et al. 2001). Cho¢ wiry powstajace z MT nie sa obserwowane
w komorkach, to pozostate struktury MT tworzone in vitro przypominaja uktady MT
w komorkach rodlinnych 1 zwierzgcych: uktady gwiazdziste odchodzace od

centrosomow, wiazki MTk, wrzeciona mitotyczne.

3.5. POLARNOSC UKEADOW MIKROTUBUL KORTYKALNYCH

O ile u zwierzat polarno$¢ catego ukltadu MT wynikajaca z zakotwiczenia
w centrosomach jest bezsporna (cho¢ obecno$¢ centrosoméw nie jest warunkiem
koniecznym do wyodrgbnienia si¢ okreslonej polarnosci [Maly 1 Borisy 2002]), to
w przypadku ros$lin zdania naukowcdéw odnosnie polarnosci uktadu MTk sa podzielone.
Pierwsze badania polarno$ci MTk wskazywaly na to, ze ukiad kortykalny ztoZzony jest
z MT o mieszanej (rownolegtej i antyrownolegtej) polarnosci (Shaw et al. 2003, Chan
et al. 2003, Tian et al 2004, Vos et al. 2004). Jednak badania Dixit’a
1 wspotpracownikow (2006a), wykorzystujacych transgeniczne Arabidopsis z ekspresja
biatka EB1 potaczonego z GFP (z ang. Green Fluorescent Protein), nie potwierdzaja
tego pogladu. Biatko EB1 zwiazane z GFP znakuje koniec plus MT, bgdac jednoczesnie
znakomitym markerem pozwalajacym na obserwacje dynamiki MT in vivo. Analiza
ilosciowa 1 jakosciowa doprowadzita do wniosku, Zze w okoto 70% komorek
z réwnoleglym uktadem wiazek MT, wigkszo§¢ MTk odznacza si¢ jednolita
polarno$cia, cho¢ ta moze by¢ rozna w sasiadujacych komoérkach. W pozostatych 30%
komorek, MTk byty zgrupowane w domeny kazda o okreslonej polarnosci. Okre§lona

polarnoscia charakteryzuja si¢ rowniez MTk we wlosnikach korzenia Arabidopsis,



gdzie wigkszos¢ koncow plus jest skierowana do wierzchotka wtosnikéw (Van Bruaene
et al 2005). Rozbieznosci z wynikami wczedniejszych badanian wynikaja
prawdopodobnie z braku doktadnej analizy ilo$ciowej w poprzednich badaniach (Chan
et al. 2003), jak i faktu, ze cze$¢ tych badan dotyczyla komoérek izodiametrycznych

z chaotycznym uktadem MTk, gdzie (co do tego jest zgodnosc¢), okreslona polarnos¢ nie

wystepuje.

3.6. CYKLICZNA  REORIENTACJA UKEADOW  MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH W KOMORCE ROSLINNEJ
Uktad MTk, w ktorym wiazki sa réwnolegle, pozostaje dynamiczny. W odpowiedzi na
wiele czynnikow endo- i egzogennych orientacja ukladu, czyli nachylenie wiazek
wzgledem osi komorki, moze si¢ zmienié, czego wynikiem jest poprzeczny, sko$ny lub
podtuzny uktad. Do tej pory opisano wptyw nastgpujacych czynnikdw na reorientacje
MTk: regulatory wzrostu (Roberts ef al. 1985, Shibaoka 1994), swiatto (Iwata i Hogetsu
1989, Zandomeni i Schopfer 1993, Ueda i Matsuyama 2000), naprezenie rozciagajace i
sciskajace (Fischer i Schopfer 1997, 1998, Hejnowicz et al. 2000, Wymer et al. 1996),
grawitacja (Nick er al. 1990, Himmelspach i Nick 2001), pole elektryczne (Hush
1Overall 1991, Blackman 1 Overall 1995), procesy zwigzane 2z rozwojem
1 roznicowaniem si¢ komorek (Abe et al. 1995, Lang et al. 1982, Granger i Cyr 2001).
Niezaleznie od dzialania wyzej wymienionych czynnikéw, uktad MTk ulega
réwniez ,,wewngtrznej” (autonomicznej) reorientacji. Pierwsze przestanki pojawity sig
w pracy przegladowej Williamsona (1990), w ktorej zwrdcit uwage na fakt, ze
w komorkach z polilamellarna $ciana komodrkowa (w ktoérej kat nachylenia MF zmienia
si¢ w kolejnych warstwach), orientacja réwnolegtych MTk jest rézna w sasiednich
komorkach. Nasunegto to przypuszczenie, ze orientacja MTk moze ulega¢ cyklicznej
zmianie a cykle te moga by¢ niesynchronizowane, czego efektem jest obserwowana
réznorodnos$¢ uktadow. W kolejnych badaniach analizowano zmiany orientacji MTk
pod wptywem roéznych regulatorow wzrostu w epidermie hipokotyla fasoli (Mayumi
i Shibaoka 1996, Takesue i Shibaoka 1998). Zewngtrzne $ciany komoérkowe epidermy
maja polilamellarna strukturg¢, z nast¢pujacymi po sobie warstwami z podiluznie
1 poprzecznie utozonymi MF, z czego moze wynika¢, Ze orientacja MTk rowniez
zmienia si¢ cyklicznie. Wyniki badan wskazywaly, Ze istotnie, efekt regulatorow

wzrostu polega na modyfikacji istniejacego juz cyklu reorientacji. Modyfikacja cyklow



wiaze si¢ z ich synchronizacja, w wyniku czego obserwuje si¢ nagromadzenie orientacji
poprzecznych lub podluznych w zaleznos$ci od stosowanego regulatora.

Hejnowicz (2005) analizujac rozktady czestosci wystgpowania okre§lonych
orientacji w epidermie stonecznika doszedt do dalej idacych wnioskow, a mianowicie,
ze cykl autonomicznej reorientacji MTk ma najprawdopodobniej charakter rotacyjny -
biegnie w jednym obrotowym kierunku, a nie na zasadzie oscylacyjnej zmiany
kierunku. Histogram obrazujacy czgsto$¢ wystgpowania danych orientacji uktadow
MTk w réznych komoérkach w jednym momencie mozna przetworzy¢ na zmiang
orientacji uktadu w czasie w jednej komorce, przy zatozeniu asynchronii cyklow w
roznych komorkach. Wyrézniono kilka rodzajow histogramow w zaleznosci od
potozenia maksima, stopnia asymetrii (Rye.7): typ A z maksimum w kierunku
poprzecznym (tj. katy okoto 90° wzgledem dhugiej osi komorki), typ B z dwoma
maksimami przy skosnej orientacji (okoto 45° i 135°), typ C z maksimum w kierunku
podtuznym (okoto 0° i 180°). Histogramy moga by¢ asymetryczne zarowno w typie
Ajak i w typie B, gdy jedna z orientacji: Z (katy okoto 45%) lub S (okoto 135° )
przewaza. Taka réznorodno$¢ histograméw mozna uzasadni¢ rotacyjnym charakterem
reorientacji, ktorej predkos¢ zalezy od kata nachylenia uktadu. Kazdemu z typow
histograméw mozna przyporzadkowac okreslony typ reorientacji, 1 tak histogram typu
A reprezentowalby typ cyklu, w ktorym nastgpuje ,,przeskok” (tj.szybko$¢ reorientacji
jest najwigksza) przez kierunek podluzny (czego wynikiem jest minimum na
histogramie w tym zakresie katow). W typie C, ,,przeskok” wystepuje przez kierunek
poprzeczny, w typie B przez kierunek poprzeczny i podluzny. Wysunigto hipoteze, ze
czynniki modyfikujace uktad MTk, jak gdyby powodujace reorientacjg, wptywaja na

szybkos¢ ich autonomicznej reorientacji w cyklu rotacyjnym.
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Ryc.7. Typy histograméw przedstawiajacych czgsto$¢ wystgpowania katow, pod ktorymi nachylone sa
mikrotubule kortykalne wzglgdem dtugiej osi komorki.

W histogramie typu A maksimum wystgpuje przy poprzecznej orientacji wzglgdem osi komorki; w typie
C — przy podtuznej orientacji, w typie B wystgpuja dwa maksima przy skosnej orientacji.



Reorientacja cyklu na zasadzie rotacji ttumaczy w najprostszy sposob uklady
MTKk, w ktorych kat nachylenia wiazek zmienia si¢ wzdtuz komorki, tak, Zze nastgpuje
,»odwrocenie” kata (nazywanych ,,przejsciami” z ang. transitions); orientacja Z zmienia
si¢ na S, lub na odwrdt, stopniowo przechodzac przez kierunek podhuzny Iub
poprzeczny; badz tez zmienia si¢ nagle w sposob skokowy i wtedy wystepuje faza
»przebudowy”. Hejnowicz (2005) interpretuje to zjawisko, jako gradient fazy cyklu
rotacji MTk wzdluz komorki.

O tym, ze rotacja uktadu MTk nie dotyczy wylacznie epidermy hipokotyla
stonecznika, a jest zjawiskiem powszechnym, moze $wiadczy¢ wystgpowanie ,,przej$¢”
widocznych na fotografiach ukltadow MTk we wczes$niejszych publikacjach, cho¢ nie
interpretowanych jako przejawy rotacji MTk:, epiderma koleoptyla kukurydzy (Nick et
al. 1990), epiderma hipokotyla Arabidopsis (Ueda i Matsuyama 2000, Le et al. 2005),
wioknach todygi Arabidopsis (Zhong et al. 2002). Réwniez nieopublikowane badania
wilasne nad MTk w epidermie liSci tulipana potwierdzaja rotacyjny cykl reorientacji
MTk.

Udokumentowano ro6znorodno$¢ katow nachylenia ukladéw réwnolegtych
MTk w komoérkach bedacych w bliskim sasiedztwie (Mayumi i Shibaoka 1996,
Zandomeni 1 Schopfer 1993, Baskin et al. 2004, Buschmann et al. 2004), co mozna
intepretowac jako przejaw asynchronii cyklu reorientacji MTk

Zastosowanie techniki transformacji ros$lin GFP umozliwito obserwacje in vivo
rotacji uktadu MTk w epidermie hipokotyla Arabidopsis (Chan et al. 2007).
Roéwnolegle utozone wiazki M Tk rotuja z szybkos$cia r6zna w réznych komoérkach; czas
potrzebny na wykonanie pelnego obrotu przez caty uktad MTk moze wynosi¢ od 3 do
13h. Autorzy podaja, ze gdy komorki przestaja rosna¢ MTk ,,zastygaja’ w orientacji
podhuznej lub strome;.

Badania in vivo reorientacji MTk bedacej wynikiem dziatania $wiatta (Ueda
1 Matsuyama 2000), grawitacji (Himmelspach et al. 1999), zranienia (Yuan ef al. 1995)
lub endogennych procesoOw zwiazanych ze wzrostem (Granger i Cyr 2001) nie
falsyfikuja  hipotezy o rotacyjnym charakterze reorientacji. W  zadnym
z obserwowanych przypadkéw reorientacja uktadu nie polegala na catkowitej
depolimeryzacji uktadu poprzedniego 1 polimeryzacji w uktad nowy. Proces reorientacji
byl stopniowy. W niektérych przypadkach byl zwiazany z pojawieniem sig kilku
pojedynczych wiazek w innej orientacji i stopniowym dopasowywaniem reszty uktadu

do nowej orientacji. Reorientacja obserwowana in vivo moze zachodzi¢ albo zgodnie



z kierunkiem ruchu wskazowek zegara, albo w kierunku przeciwnym. Obserwowano
zmiang kierunku przy obserwacji ukladu MTk jednej i tej samej komodrki. Rowniez
analiza uktadow MTk z ,,przejSciami” na materiale utrwalonym prowadzi do wniosku,
ze w tej samej komodrce moga wystepowac rotacyjne reorientacje w obu kierunkach

(badania wtasne).

4. UDZIAL MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W
MORFOGENEZIE

W roku 1962, przed odkryciem MT, Paul B. Green stwierdzil, ze traktowanie komorki
Nitelli kolchicyna, ktdra znana byla jako substancja zaburzajaca wrzeciono mitotyczne,
powoduje dezorganizacj¢ uktadu MF, prowadzac do zmiany ksztattu catej komorki
z cylindrycznego na sferyczny. P.B.Green przewidziat istnienie wydtuzonych struktur
biatkowych w kortykalnej cytoplazmie, podobnych do wildkien wrzeciona
mitotycznego. Te ,biatka cytoplazmatyczne” zlokalizowane w warstwie korowej miaty
kontrolowa¢ kierunek odktadania si¢ MF, a przez co i ksztalt calej komorki.
Dodatkowo, orientacja ,biatek cytoplazmatycznych” wydawata si¢ by¢ zalezna od
odksztalcenia. Rok pdzniej Ledbetter 1 Porter (1963) przy uzyciu mikroskopii
elektronowej odkrywaja MTk w cytoplazmie, ktérych uktad odpowiada uktadowi MF
celulozowych w $cianie. Uzupelnieniem hipotezy zaproponowanej przez Green’a
(1962) jest stwierdzenie, ze w relacjach uktad MTk — uktad nowotworzonych MF -
ukierunkowanie wzrostu istnieja sprzgzenia zwrotne (Williamson 1990, 1991, Fisher
1 Cyr 1998, Zandomeni i Schopfer 1993, 1994, Fischer i Schopfer 1997,1998). Dany
uktad MTk warunkuje uktad nowotworzonych MF, ten warunkuje ukierunkowanie
wzrostu komodrki. Wzrost jako odksztalcenie nieodwracalne S$ciany wplywa
bezposrednio na uktad MTk. Dodatkowo MTk zmieniaja swoja orientacj¢ pod
wplywem roznych czynnikéw takich jak $wiatto, hormony, naprezenie. Uktad nowo
tworzonych MF zalezy nie tylko od uktadu MTk (na przyktad moze by¢ samosktadany,
jak w przypadku uktadu helikoidalnego), a ukierunkowanie wzrostu zalezy nie tylko od
uktadu MF, ale réwniez od takich czynnikow jak anizotropia napr¢zenia, dzialanie
ekspansyn. Odkrycia te otworzyly droge calej serii projektow badawczych majacych na

celu wyjasnienie zwiazku pomiedzy uktadem MTk, MF wzrostem i ksztatltem komorek.



4.1. WPLYW WZROSTU (ODKSZTALCENIA PLASTYCZNEGO SCIANY) NA
UKLAD MIKROTUBUL KORTYKALNYCH. HIPOTEZA SCHOPFERA
Wiadomo, ze MTk zmieniaja swoj uklad pod wptywem roéznych czynnikéw zardwno
endo- jak i egzogennych. Ogoélnie czynniki te mozna podzieli¢ na te, ktorych efektem
jest poprzeczna (wzgledem dtugiej osi komorki) orientacja MTk oraz te, ktérych
efektem jest podluzna orientacja. Do pierwszej grupy czynnikéw nalezy auksyna
(Zandomeni 1 Schopfer 1993), giberelina (Lloyd et al. 1995), podtuzne pole elektryczne
(Blackman 1 Overall 1995), podtuzne naprezenie rozciagajace (Zandomeni i Schopfer
1994, Fischer i Schopfer 1997). Natomiast czynniki, ktére wywotuja uktad podtuzny to
cytokininy 1 kwas abscysynowy (Shibaoka 1994), etylen (Roberts ef al. 1985), Swiatto
niebieskie (Laskowski 1990, Nick er al. 1990), podluzne naprgzenie Sciskajace
(Zandomeni 1 Schopfer 1994, Fischer i Schopfer 1997).

Schopfer i wspotpracownicy (Zandomeni i Schopfer 1993, 1994, Fischer
1 Schopfer 1997, 1998) zauwazyli, ze czynniki zwiazane z poprzeczng orientacja MTk
zwigkszaja szybkos¢ elongacji, podczas gdy zwiazane z podiuzng orientacja - hamuja
elongacj¢. Uktad poprzeczny bylby wtedy charakterystyczny dla komorek ulegajacych
elongacji, podtuzny za$ dla komorek, ktore nie wydtuzaja si¢. Wysunigto wige hipoteze,
ze wptyw czynnikow takich jak §wiatto, regulatory wzrostu czy naprgzenie na uktad
MTk jest posredni. To wzrost bedacy odksztalceniem plastycznym (a wiasciwie jego
szybkos¢), wynikajacy z dzialania powyzszych czynnikoéw, wptywa bezposrednio na
uktad MTk. Mikrotubule kortykalne poprzez receptory znajdujace si¢ prawdopodobnie
w btonie odbieraja kierunkowe informacje o odksztatceniach plastycznych 1 wzgledem
nich zmieniaja swa orientacje (Fischer 1 Schopfer 1998). Kierunek utozenia MTk bylby
wige prostopadly do kierunku maksymalnego wzrostu. Na poparcie tej hipotezy grupa
Schopfera przedstawita wyniki badan, w ktorych ten sam czynnik, w zalezno$ci od tego
jaki ma wptyw na szybko$¢ wydtuzania, indukuje r6zna orientacje MTk. Jednogodzinne
naswietlanie $wiatlem czerwonym koleoptyli kukurydzy, ktére prowadzi do
zwigkszenia szybkosci ich wydtuzania, powoduje poprzeczny uktad MTk (Zandomeni
i Schopfer 1993). Dhuzsze naswietlanie (1-2 godziny), hamujace wydtuzanie koleoptyli
powoduje podtuzny uktad. Gdy podawano auksyn¢ na ,$wiezo” wygigte segmenty
koleoptyli, obserwowano podtuzny uktad MTk po stronie wewngtrznej (wklgstej)
zgiecia, w ktoérej wskutek $ci$nigcia, szybko$¢ wydluzania byla niewielka, oraz
poprzeczny uktad MTk po stronie wypuklej (rozciagnigtej), wydtuzajacej sig¢ ze
znacznie wigksza szybkos¢ (Fischer 1 Schopfer 1997). Podobny rozktad orientacji MTk



obserwowano w wygigtych fototropicznie 1 grawitropicznie organach, tj. odpowiednio
poprzeczna 1 podluzna orientacja wystgpowala w czgsci rozciagnigtej 1 Sci$nigtej
wygigcia (Nick et al. 1990).

Jednakze nalezy przypomnie¢, ze istnieja dane, ktore wskazuja, ze pewne
czynniki moga wptywac na uktad MTk bez udziatu wzrostu. W protoplastach Nicotiana
tabacum poddanych dziataniu sity od$rodkowej i naprgzaniu zmiana uktadu MTk
wystapita bez widocznego ich odksztalcenia plastycznego (Wymer et al. 1996, Fisher
i Cyr 2000). W segmencie epikotyla fasoli reorientacja ukladu w epidermie
z podtuznego na poprzeczny po dodaniu auksyny dokonata si¢ bez zauwazalnych

zmian w szybkos$¢ wydluzania (Takesue i Shibaoka 1999).

4.2. WPLYW MIKROTUBUL KORTYKALNYCH NA UKLAD
MIKROFIBRYLI CELULOZOWYCH I NA ODWROT

Ogo6lny poglad glosi, ze regulacja wzrostu przez MTk odbywa si¢ za posrednictwem
uktadu MF (Rye.8).
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Ryc. 8. Model przedstawiajacy zalezno$¢ pomigdzy kompleksami enzymoéw syntetyzujacych celuloze
(syntazy celulozowe), mikrofibrylami celulozowymi, btona komérkowa i mikrotubulami kortykalnymi.
Mikrotubule kortykalne sa potaczone z btong komoérkowa, wzdhuz nich znajduje si¢ y-tubulina, bedaca
miejscem nukleacji nowych mikrotubul. Mikrotubule kortyklane poprzez oddziatywanie na syntazy
celulozowe determinujg kierunek odkladania nowotworzonych mikrofibryl celulozowych. W $cianie
komodrkowej mikrofibryle celulozowe sa potaczone ksyloglukanami (Wasteneys 2004, zmienione).

Obserwacja uktadu MTk w cytoplazmie odpowiadajacego ukladowi MF w
wewngtrznej warstwie Sciany (Stachelin 1 Giddings 1982), doprowadzita do
sformutowania dwodch hipotez probujacych wyttumaczy¢ zalezno$¢ pomigdzy tymi
dwoma strukturami. Hipoteza posredniego wpltywu zaktada, ze syntazy celulozy

poruszaja si¢ na btonie komodrkowej niejako ,,0 witasnych sitach” generowanych przez



polimeryzacje¢ glukozy na koncu MF zwiazanym z kompleksem syntazy. Rola MTk
sprowadzala by si¢ jedynie do tworzenia ,toréw” migdzy ktorymi syntazy migruja
(Heath 1974, cytowane za Lloyd 2006). Hipoteza bezposredniego wplywu zaktadata, ze
syntazy celulozy sa bezposrednio potaczone z MTk poprzez biatka motoryczne
generujace jednoczesnie site napedowa dla ruchu syntaz.

Dodatkowym czynnikiem dla orientacji nowotworzonych MF moze tez by¢
matryca z wczesniej utworzonych MF (Baskin 2001). Tym sposobem orientacja MF
bylaby kontrolowana w dwojnaséb: poprzez informacje pochodzace ze S$ciany
komorkowej (istniejacy juz poktad MF) lub/i z wnetrza komoérki (MTk). Hipoteza
Baskina wydaje si¢ jednak malo prawdopodobna odkad pokazano, ze dezorganizacja
uktadu MF za pomoca DCB (2,6-dichlorobenzonitryl) oraz zaburzenie uktadu MTk
w mutancie morl w Kkorzeniu Arabidopsis nie zapobiegaja tworzeniu si¢
zorganizowanego, poprzecznego wzgledem diugiej osi  organu ukladu MF
(Himmelspach et al. 2003). W tym przypadku organizowanie si¢ MF jest niezaleznie
zarowno od matrycy w S$cianie jak 1 ukltadu MTk. Alternatywne hipotezy probuja
wyjasni¢ proces formowania si¢ $ciany bez udzialu MTk. We wlo$nikach Limnobium
stoloniferum i Equisetum hyemale obserwowano, ze uktad MTk byt zawsze roéwnolegly
do diugiej osi komodrki w czgsci nierosnacej wlosnika, podczas gdy nachylenie MF
zmienialo si¢ w sposob rotacyjny w kolejno tworzonych warstewkach (lamellach)
sciany (Emons et al. 1992). Emons 1 jej wspotpracownicy nie sa jednak zwolennikami
pogladu, ze helikoidalna struktura wynika z samosktadania sig, jak si¢ to przyjmuje
w tworzeniu cieklego krysztatu typu cholesterycznego. Emons i Mulder (2000)
opracowali model dla tworzenia helikoidalnej §ciany, w ktérym kat nachylenia MF jest
determinowany gestoscia ich rozmieszczenia oraz geometria komorki. Warto
podkresli¢, ze samosktadanie si¢ hemiceluloz w cholesteryczny ciekty krysztat, jakim
jest $ciana o strukturze helikoidalnej, jest stale niedostatecznie uwzgledniane
w badaniach komorek roslinnych.

Hipoteza wptywu MTk na uktad MF zaklada prosta relacj¢ utozenia tych dwoch
polimerow, jednak liczne wyjatki wydaja si¢ wskazywacé na bardziej zlozona relacje.
W korzeniu Zea mays obserwowano poprzeczny ukltad MTk 1 MF, jednak przy
orientacji skosnej odpowiednio$¢ nie zawsze wystgpuje (Baskin ef al. 1999, Sugimoto
et al. 2000); co wigcej chiralno$¢ uktadow MT 1 MF czgsto jest przeciwna (lewoskretny,
tj. typu S uktad MTk i prawoskretny, tj. typu Z uktad MF), [Baskin et al. 1999].



Obecnos¢ sciany komorkowej w protoplastach tytoniu zwigksza stabilnos¢ MTk
w niskiej temperaturze (Akashi i Shibaoka 1991). W protoplastach tytoniu, ktore byty
traktowane izoxabenem, inhibitorem syntezy cellulozy, uktad MTk ulega dezorganizacji
(Fisher i Cyr 1998). Izoxaben nie powoduje jednak depolimeryzacji MTk sam przez
si¢. Mozna wigc wnioskowaé, ze zrodtem sygnatu dla organizacji MTk sa MF.
Roéwniez inny inhibitor syntezy celulozy DCB (2,6-dichlorobenzonitryl) w korzeniach
Arabidopsis powoduje zmiany w ukladzie MTk: zwigksza rozrzut katoéw nachylenia
wokol poprzecznej orientacji (Himmelspach et al. 2003).

Prosta relacje pomigdzy MTk a MF podwazaja rowniez inne badania. Mutant
morl Arabidopsis w normalnych warunkach jest praktycznie nierozroznialny od typu
dzikiego, jednak jego hodowla w temperaturze powyzej 28° C prowadzi do powaznych
zmian w uktadzie MTk: MTk sa krotkie i nie tworza réwnolegtych wiazek (Whittington
et al. 2001). Zaburzenia te nie zmieniaja jednak ulozenia MF; pozostaje ono poprzeczne
w strefie elongacyjnej korzenia (Sugimoto et al. 2003). Mimo to komoérki zwigkszaja
szybkos¢ wzrostu w kierunku poprzecznym, tj. ulegaja radialnemu ,,pgcznieniu” (z ang.
radial swelling). Wydaje si¢ wigc, ze zorganizowany uktad MTk nie jest warunkiem
koniecznym dla orientacji uktadu MF, ale zdezorganizowany uktad MTk moze zmienic¢
MF pod innymi wzgledami niz ich orientacja.

Uklad MF zalezy od funkcjonowania syntaz celulozowych. Korelacj¢ pomigdzy
zawarto$cia celulozy a prawidtowa organizacja MF stwierdzono u mutanta fra2 (z ang.
fragile fiber) Arabidopsis; zmniejszeniu zawartosci celulozy towarzyszylo zaburzenie
w organizacji MF (Burk et al. 2001, Burk 1 Ye 2002). U poprzednio omawianego
mutanta mor/, u ktérego w temperaturze powyzej 28°C uktad MTk ulega zaburzeniu ale
zachowywany jest uklad nowotworzonych MF, poziom celulozy nie ulega zmniejszeniu
(Sugimoto et al. 2003).

W omawianych poprzednio badaniach rozpatrywano tylko $ciang pierwotna.
Warto wzia¢ pod uwagg to, ze uktad MTk odpowiada $ci§le uktadowi MF we wtornej
$cianie podczas roznicowania si¢ elementow trachealnych z komoérek mezofilu Zinnia
(Mao et al. 2006). Tworza si¢ woOwczas charakterystyczne zgrubienia $ciany, a MTk
widoczne sa w postaci grubych wiazek.

W omoéwionych badaniach stosowano techniki mikroskopii elektronowej
i polaryzacyjnej na utrwalonym materiale. Badania te nie dostarczaly dowodu
rozstrzygajacego o udziale MTk w procesie tworzenia si¢ $ciany komorkowej. Taki

dowdd dostarczyly jednak badania Parenez’a i wspdtpracownikow (2006), w ktorych



mozliwe byto jednoczesne $ledzenie toréw ruchu syntazy celulozowej 1 MTk w zywych
komorkach. Porownanie obszar6w wystgpowania i migracji syntaz z ustawieniem MTk
ujawnilo $cista zalezno§¢ w czasie i1 przestrzeni: tor ruchu syntaz (dwukierunkowy!)
odpowiadat potozeniu MTk nie tylko przy ich regularnym, poprzecznym ulozeniu.
Réwniez  wzdhuz pojedynczych, nieuporzadkowanych (z ang. discordant) MTk
wykrywano migrujace syntazy, a zmianie ukladu MTk z poprzecznego na podluzny
pod wptywem $wiatla niebieskiego towarzyszyta podobna zmiana w torze ruchu syntaz.
Interesujacym jest, ze MTk wykazywaty wigksza dynamik¢ niz syntazy cellulozy;
wielokrotnie obserwowano, ze pomimo depolimeryzacji MTk, syntaza kontynuowata
migracje (przez okoto 4 minuty) bez zmiany kierunku, co sugeruje, ze polimeryzacja
celulozy per se jest sila napgdowa ruchu syntetaz w blonie. Paredez
1 wspolpracownicy (2006) pokazali, ze o ile obecno$s¢ MTk $cisle determinuje tory
migracji syntaz, to w przypadku braku MTk, ruch syntetaz przynajmniej w pewnym
stopniu nie jest przypadkowy. Odkrycie to moze ttumaczy¢ wyniki badan, w ktorych
nie wykryto bezposredniej zaleznosci pomigdzy MTk 1 MF (Himmelspach et al. 2003,

Sugimoto et al. 2003), oraz stanowi¢ poparcie dla hipotez samoorganizacji uktadu MF.

43. WPLYW MIKROTUBUL KORTYKALNYCH NA ANIZOTROPIE
WZROSTU KOMOREK ROSLINNYCH

Faktem jest, ze MTk biora udziat w wyznaczaniu kierunku, w ktorym szybko$¢ wzrostu
jest najwigksza. W protoplastach tytoniu uktad MTk jest poprzeczny w stosunku do osi
elongacji (Wymer et al. 1996, Fisher 1 Cyr 1998, 2000). W miodych, rosnacych
komorkach Nitella obserwuje si¢ rowniez poprzeczne wzgledem dlugiej osi komorki
utozenie MTk (Kropf et al. 1997), podobnie zreszta jak w czg$ciach apikalnych
korzenia (Baskin et al. 1999) Iub hipokotyla (Hejnowicz et al. 2006).

Jakiekolwiek zaburzenia w strukturze MTk lub ich funkcjonowaniu
spowodowane przez czynniki chemiczne (oryzalina, propyzamida, taksol) Ilub
genetyczne (mutacje gendéw zwiazanych z MTk) znajduja odzwierciedlenie w zmianie
anizotropii wzrostu (Sugimoto et al. 2003, Baskin et al. 2004). Najczesciej komorki
pochodzace z epidermy hipokotyla, liscia, korzenia, w charakterystyczny sposob
»pecznieja”’, co wiaze si¢ z utrata ukierunkowanego wzrostu. Co ciekawe, mutacje w
genach zwiazanych z aktyna lub zaburzenia cytoszkieletu aktynowego przez
odpowiednie substancje (cytochalazyna D, latrunkulina, faloidyna) powoduja

zahamowanie lub spowolnienie wzrostu komoérek ale bez wigkszej zmiany w ich



ksztalcie (Mathur 1 Hiilskamp 2002, Mathur 2004). Okazuje si¢, ze mikrofilamenty
aktynowe wyznaczaja szlaki, po ktorych poruszaja si¢ pgcherzyki sekrecyjne
1 organelle, w przeciwienstwie do komdrek zwierzecych, gdzie role taka odgrywaja
racze] MTk (Kost i Chua 2002). U roslin wspotdziatanie MTk i mikrofilamentow
aktynowych jest niezbedne do wzrostu jako procesu, ktory prowadzi do powigkszania
komorek 1 uzyskania okreslonego ksztaltu. MTk bylyby odpowiedzialne za ,,jako$¢”
wzrostu (wyznaczenie kierunku, w ktérym wzrost jest maksymalny), cytoszkielet
aktynowy za jego ,,ilo$¢” (poprzez wplyw na transport substratow). Nie wyklucza si¢
jednak mozliwosci, iz w pewnych przypadkach MTk moga spetnia¢ dodatkowa role we
wzroscie. Gen fra2 u Arabidopsis koduje biatko podobne do katanin (AtKTNI),
ktérego mutacja, oprocz szeregu morfologicznych zaburzen, powoduje obnizenie
zawarto$ci celulozy 1 hemicelulozy w $cianie (Burk ef al. 2001). Pozwala to
przypuszczaé, ze MTk rowniez biora udziat w biosyntezie niecelulozowych sktadnikoéw
$ciany poprzez transport pecherzykdéw sekrecyjnych.

Wasteneys (2004) zaproponowat hipotez¢ wyjasniajaca udziat MTk 1 MF
w ukierunkowanym wzro$cie. Wedtug tak zwanej hipotezy ,regulacji dtugosci MF”
(zang. microfibril-length-regulation hypothesis) MTk wptywaja na dlugosé¢
odktadanych MF. W normalnych warunkach kierunek utozenia M Tk i kierunek syntezy
celulozy jest taki sam, co generuje powstanie dtugich MF. Uktad, w ktorym MF sa
dlugie i zorientowane poprzecznie wzgledem dtugiej osi komorki, determinuje kierunek
wzrostu prostopadle do utozenia MF. Zaburzenia uktadu MTk (rozpad rownolegtych
wiazek, depolimeryzacja) powoduja powstawanie krotkich MF, ale ogdlnie orientacja
MF moze by¢ zachowana. Poprzez tworzenie si¢ na MF stabych punktow, ktore na
skutek naprezenia sg rozrywane, lub poprzez bezposredni wptyw na aktywnos$¢ syntaz
celulozy, krotkie MF, nawet przy poprzecznym ulozeniu nie zapobiegaja wzrostowi na

szerokos$¢, prowadzac tym samych do obnizenia anizotropii wzrostu.

4.4. MIKROTUBULE KORTYKALNE, CHIRALNOSC I WZROST SPIRALNY

Chiralno$¢ (chier z greckiego oznacza r¢ka) to wlasciwos¢ obiektu, polegajaca na tym,
ze nie pokrywa si¢ on ze swoim odbiciem lustrzanym, tak jak lewa 1 prawa reka.
Chiralne sa czasteczki niektorych zwiazkoéw chemicznych 1 wtedy  wykazuja
aktywnos$¢ optyczna, czyli skrecaja plaszczyzng polaryzacji $wiatla o pewien,
charakterystyczny dla danej substancji kat w prawo (forma D) Iub w lewo (forma L).

Aktywno$¢ taka przejawiaja miedzy innymi aminokwasy, przy czym wszystkie



aminokwasy budujace biatka sa formami L; monocukry za$§ sa formami D. Oznacza to,
ze chemiczne 1 biologiczne wilasciwosci czasteczek zaleza nie tylko od ich skladu
atomowego lecz rowniez od tego w jaki sposob te atomy sa ulozone w przestrzeni.
Okreslong chiralno$cia odznaczaja si¢ czasteczki RNA i DNA. Chiralno$¢ jest dosé
powszechna na wyzszym poziomie organizacji: chiralne sa MT, wiele $cian
komorkowych, wigkszo$¢ komorek, organow 1 organizmow.

Uklady MTk, w ktorych wiazki sa rdwnolegte wzgledem siebie 1 nachylone
sko$nie do osi komorki, moga tworzy¢ prawoskretna (typu Z) lub lewoskretna (typu S)
helisg. W korze korzenia Zea mays i Arapidopsis uktady MTk o okres$lonej chiralno$ci
wystepuja w okreslonym obszarze lub okre§lonej fazie rozwoju: poczawszy od
merystemu, MTk sa najpierw poprzeczne, nast¢pnie sa skosne typu S, potem podiuzne,
1 w koncu skos$ne typu Z (Liang et al. 1996; Baskin et al. 1999). Przewaga uktadow
MTk typu Z wystegpuje rowniez w epidermie hipokotyla Helianthus annus w obszarze
bazalnym (35-45mm od wezta liScieniowego), przy czym w wyzej potozonych
obszarach typy S 1 Z wystgpuja z podobna czgstoscia (Burian 2006). Badania
koleoptyli Zea mays 1 hipokotyli dzikich form Arabidopsis nie ujawnity podobnych
zaleznosci (Nick et al. 1990; Fischer i Schopfer 1998; Buschmann et al. 2004).
Okreslony typ chiralnosci uktadu MTk moze towarzyszy¢ mutacjom genoéw tubuliny
lub bialek MAP. Najczgsciej takie mutacje maja swe powazne konsekwencje
w fenotypie calej ro$liny.

Komorki epidermy hipokotyla lub ryzodermy w formie dzikiej Arabidopsis
tworza kolumny mniej wigcej rownolegle do dtugiej osi organu. Istnieje jednak szereg
mutantow, w ktorych kolumny komorek sa skrgcone w okreslong strong; czgsto réwniez
1 liscie w rozetkach oraz ptatki kwiatow sa skrecone w t¢ sama strong. Gdy kierunek,
w ktorym wzrost jest maksymalny tworzy helis¢ wokot danego organu, woéwczas wzrost
taki nazywamy helikalnym lub spiralnym.

Jako pierwsze zostaly wyizolowane mutanty spr (spiral), ktore
charakteryzowaly si¢ redukcja anizotropii wzrostu (poprzez zwigkszenie szybkos$ci
wzrostu radialnego) komoérek endodermy i kory w korzeniu oraz hipokotylu,
prawostronnym (typu Z) skreceniem epidermy i ryzodermy (Furutani et al. 2000). W
mutancie spr2 (gen SPR posiada dwa loci) dodatkowo wystgpowato skrgcenie lisci
1 ptatkow przeciwnie do ruchow wskazowek zegara (na powierzchni organu daje to
skret typu Z). Co ciekawe, uktad MTk w ryzodermie byt skos$ny typu S; dla poréwnania

w tym samym obszarze w formie dzikiej MTk byty poprzeczne. Innym prawoskrgtnym



mutantem jest for (tortifolia), ktory we wczesnych etapach rozwoju jest praktycznie
nierozroznialny od typu dzikiego, dopiero po 5 dniach od kietkowania, epiderma
hipokotyla ulega skreceniu na prawo, czemu towarzyszy lewoskretny (typu S) ukiad
MTk (Buschmann et al. 2004). Podobne, jak u mutanta spr, skrecenie, ale w przeciwna
strong, obserwowano u mutanta /effy: epiderma i ryzoderma byty skrecone w lewo. W te
samga strong byly skrecone liScie i ptatki a uktad MTk byt typu Z (Thitamadee et al.
2002).

Szczegotowe badania wykazaty, ze wyzej wymienione mutacje dotycza genoéw
posrednio lub bezposrednio zwiazanych z MT. Produkt genu TOR zlokalizowano na
MT 1 zaklasyfikowano jako biatkko MAP (Buschmann et al. 2004); geny SPR koduja
biatka koncentrujace si¢ na konicu plus MT, gdzie prawdopodobnie zaangazowane sa w
procesy zwiazane z polimeryzacja (Nakajima et al. 2004, Sedbrook et al. 2004).
Mutacje lefty sa wynikiem wymiany pojedynczego nukleotydu w genach kodujacych
a-tubuling (Thitamadee et al. 2002). Wszystkie te mutacje zmieniaja prawdopodobnie
dynamike 1 funkcjonowanie MT, czego wynikiem sa skosne uktady MTk o $cisle
okreslonej chiralnosci.

Mocnym argumentem przemawiajacym za ta hipoteza jest fakt, ze traktowanie
roslin substancjami wplywajacymi na dynamik¢ MTk zmienia chiralno$¢ ich uktadu.
W wysokich koncentracjach taksol stabilizuje MTk zapobiegajac ich depolimeryzacji,
za$ propyzamid i oryzalina powoduja rozpad MTk (Furutani et al. 2000). Traktowanie
ro$lin formy dzikiej tymi substancjami w nizszych koncentracjach prowadzi do zmiany
uktadu MTk w korzeniu z poprzecznego na sko$ny typu Z, oraz powoduje zwigkszenie
przyrostu radialnego w korze korzeni i odpowiednie skrecenie organow w lewo (lub
zgodnie z ruchem wskazowek zegara). Co wigcej, lewoskretno§¢ wprowadzana przez
substancje antymikrotubulowe byla dominujaca w stosunku do prawoskretnosci,
bedacej wynikiem mutacji SPR. Traktowanie mutantow spr taksolem lub
propyzamidem zmienito uklad MTk ze skosnego typu S do skosnego typu Z, co
przektadato si¢ réwniez na zmiang skrgtno$ci organéw z prawostronnej do
lewostronnej. W mutantach leffy zastosowanie oryzaliny spowodowato fragmentacje i
depolimeryzacje MTk, co §wiadczy o ich mniejszej stabilno$ci, oraz generowany byt
izotropowy wzrost komorek epidermy (Thitamadee et al. 2002).

W  kontek$cie powyzszych wynikdw, wysunigto hipotezg, Ze przyczyna
skrecania si¢ tkanek zewngtrznych (ktére powoduje takze skrecenie lisci 1 ptatkdw) jest

stabsze wydtuzanie si¢ komorek migkiszowych wewnatrz organéw pod wpltywem



mutacji lub substancji antymikrotubulowych w poréwnaniu z wydtuzaniem si¢ komorek
epidermy lub ryzodermy. Aby zmiesci¢ si¢ w skroconym (ze wzgledu na stabsze
wydtuzanie migkiszu) organie, slupy komorek epidermy uktadaja si¢ helikalnie
(Furutani et al. 2000, Hashimoto 2002). Stabsze wydtuzanie si¢ migkiszu spowodowane
jest zmniejszeniem stopnia anizotropii wzrostu; komoérki rosna silniej w kierunku
poprzecznym.

Nalezy wyjasni¢ dlaczego chiralnosci skrgcenia na poziomie tkanki lub organu
oraz sko$nego uktadu MTk sa przeciwne. Jezeli prawda jest, ze kierunek maksymalnego
wzrostu jest prostopadly do ulozenia MF, wowczas skosny uklad MF typu
Z generowalby lewostronny wzrost spiralny, zas$ uktad typu S, prawostronny wzrost, tak
jak koniec rozciaganej sprgzyny typu S obraca si¢ zgodnie z kierunkiem ruchu
wskazow zegara, powodujac, ze linia na powierzchni sprezyny, poczatkowo rownolegta
do osi sprezyny, staje si¢ helisa typu Z (Lloyd i Chan 2002). Wiadomo juz, ze sko$ny
uktad MTk nie jest konsekwencja spiralnego wzrostu; wynika to z badan, w ktérych
obserwowano skosne uktady typu Z lub S jeszcze przed pojawieniem si¢ skrgtu
w epidermie (Thitamadee et al. 2002, Buschmann et al. 2004).

Prosta zalezno$¢ pomigdzy chiralnoscia uktadu MTk a spiralnym wzrostem nie
znajduje potwierdzenia we wszystkich badaniach. W korzeniu mutanta spr-6, ktéry byt
skrecony w prawo, obserwowano poprzecznie utozone MTk (Sedbrook et al. 2004).
Przeniesienie mutanta mor!/ do temperatury powyzej 28°C, powoduje skrocenie
i dezorganizacj¢ MTk przy lewostronnym skrgceniu korzenia (Whittington et al. 2001).
Co wigcej, takie zaburzenie MTk nie powoduje zmiany w utozeniu nowotworzonych
MF; pozostaje ono poprzeczne w obszarze, gdzie ryzoderma jest skrgcona (Sugimoto et
al. 2003). Nalezy jednak pamigtaé, ze aktualnie obserwowane skrecenie na poziomie
tkanki nie wynika z aktualnie istniejacego ukladu MTk ale z uktadu, ktory istniat

wczesnie;j.

4.5. WPLYW NAPREZENIA NA MIKROTUBULE KORTYKALNE

Naprezenie powoduje powstanie odksztatcen elastycznych (odwracalnych), a po
przekroczeniu pewnego progu, odksztalcen plastycznych (nieodwracalnych). Wedtug
Gertela 1 Greena (1977) naprgzenie jest rozpoznawane jedynie poprzez odksztalcenie,
ktére powoduje; wpltyw naprgzenia dokonywalby si¢ wigc za posrednictwem
odksztatcenia jakie powoduje. Nie jest to jednak tak oczywiste jak to moze si¢ wydawac

botanikom. Na przyktad napr¢zenie zmienia czgstos¢ drgan wiasnych struny,



w materialach piezoelektrycznych wywotuje rdéznicg potencjatu elektrycznego. Nasuwa
sig¢ rowniez pytanie o mechanizm percepcji bodzcéw mechanicznych. Nie wiadomo czy
MTk odbieraja takie bodzce bezposrednio (Wymer et al. 1996), czy za posrednictwem
MF w $cianie (Williamson 1990,1991) lub receptoréw w blonie komorkowe;j
(Zandomeni 1 Schopfer 1993, 1994).

Williamson (1990,1991) zaklada, Zze naprg¢zenie (czyli czynnik sam w sobie
o charakterze kierunkowym) wptywa bezposrednio na sensory zwigzane z MF
powodujac ich odksztalcenia (inne niz te zwigzane ze wzrostem); wzor tych odksztalcen
bytby odwzorowaniem zgodnym ze wzorem rozkladu napr¢zenh w $cianie.
Odksztatcenia sensoréw bylyby sygnatami przekazywanymi poprzez blong (biatka
transblonowe) do MTk powodujac ich odpowiednia orientacje. MTk z kolei
kierowatyby utozeniem MF, co determinowaloby kierunek wzrostu. Caty mechanizm
dzialalby wigc na zasadzie sprzgzenia zwrotnego. Inne czynniki, migdzy innymi
regulatory wzrostu, pH, mogltyby wpltywaé¢ posrednio na MTk poprzez zmiang
wlasciwosci receptorow w blonie lub/i regulacjg ich ilosci; albo bezposrednio poprzez
regulacje¢ dynamiki MTk (Kropf et al 1997). Wedlug Williamsona (1990,1991)
bezposredni wplyw wzrostu na uklad MTk bylby mozliwy tylko w niewielu
przypadkach, i wtedy dziatalby jako element dodatniego sprzgzenia zwrotnego
podtrzymujacy istniejaca 0§ wzrostu w komorkach cylindrycznych. Procesy zwigzane
ze wzrostem moglyby jednak dostarcza¢ niekierunkowych informacji, na przyktad
przez zmiang koncentracje¢ jondw, wpltywajac tym samym na MTk.

Rozroznienie pomiedzy wpltywem naprezenia a odksztatcenia (zaréwno
elastycznego jak 1 plastycznego) jest na tyle istotne, Zze maksymalne kierunki napr¢zenia
i odksztalcenia moga by¢ rézne w zaleznosci od wilasciwosci anizotropowych $ciany
komoérkowej (Gertel i Green 1977, Richmond 1983). Pigknym przyktadem ilustrujacym
opisane zjawisko, jest komoérka Nitellii W komorce cylindrycznej naprezenie
w kierunku poprzecznym jest prawie dwa razy wigksze od tego w kierunku podtuznym.
W zalezno$ci od utozenia MF anizotropia naprezen moze generowac rozne rozktady
odksztatcenia. Gdy MTk, a przez co i MF sa poprzeczne, wowczas odksztalcenie
w kierunku podtuznym jest wigksze niz w kierunku poprzecznym, komorka wydiluza
sig. W tym przypadku kierunek utozenia MTk jest rownolegly do kierunku
maksymalnego naprgzenia rozciagajacego, jak i prostopadta do kierunku maksymalnego
odksztatcenia plastycznego. Gdy MF sa przypadkowo rozlozone na skutek

depolimeryzacji MTk, wowczas odksztalcenie poprzeczne jest wigksze od podtuznego,



komorka ro$nie na szerokos¢. Gdyby 1 w tym przypadku hipoteza Schopfera miata
zastosowanie, nowo tworzace si¢ MF powinny by¢ podiluzne; okazato si¢ jednak, ze
byty poprzeczne, czyli rownolegte do maksymalnego naprezenia w $cianie.

To, ze komorki roSlinne i zwierzgce sa wrazliwe na naprgzenie nie ulega
watpliwo$ci. Istnieja dobre podstawy dla wniosku, ze komorki roslinne wyczuwaja
glowne kierunki naprgzenia 1 ze wedlug nich orientuja kierunek podzialu czyli
ustawienie nowo tworzonej S$ciany. W migkiszu rdzeniowym Nicotiana tabacum
poddanym dzialaniu sit $ciskajacych  orientacja nowoutworzonych $cian byta
prostopadia do kierunku maksymalnego $ciskania (Lintilhac i Vesecky 1984). Lynch
1 Lintilhac (1997) badali podzialy protoplastow znajdujacych si¢ w zelu agarozowym.
Gdy do zelu lokalnie przylozono naprezenie, kierunek podziatow protoplastow byt
zgodny z gléwnymi kierunkami naprg¢zenia. Z innych badan wiadomo, ze protoplasty
zaczynaja si¢ dzieli¢ dopiero wtedy, gdy zaczynaja tworzy¢ S$ciang. Podobny
eksperyment wykonano z komorkami z nienaruszona $ciang. Otrzymano podobne
wyniki jak w przypadku protoplastow. Pozwolito na sformulowanie wniosku, zZe
obecno$§¢ w pelni wyksztalconej $ciany nie jest warunkiem koniecznym do
rozpoznawania gtownych kierunkéw naprezenia. Prawdopodobnie jednak receptory
napr¢zenia znajduja si¢ w warstewce Sciany przylegajacej do blony komorkowej,
podobnie jak w komodrkach zwierzgcych, gdzie receptorami sa integryny na powierzchni
komorki.

Mikrotubule sa strukturami majacymi swoj udzial zar6wno w podziale komorki
jak 1 jej wzroscie, dlatego prawdopodobne jest, ze to wlasnie one ,,wyczuwaja” sygnaly
mechaniczne w postaci naprgzenia (lub odksztalcenia) i odpowiednio orientuja wzrost
1 podziaty komorki. Wpltyw napr¢zenia na MTk na poziomie komérkowym zostat
udokumentowany przez Hush i Overall (1991), ktore pokazaty, ze poprzeczne $ciskanie
korzenia Pisum sativum spowodowalo reorientacj¢ uktadu MTk z poprzecznego na
podtuzny. Sciskanie i rozciaganie odpowiednio dolnych i gornych czesci wyginanych
organdw réwniez zmienia orientacj¢ MTk (Fischer i Schopfer 1998, Ikushima
i Shimmen 2005). Uktad poprzeczny wystepuje w czesciach rozciaganych, podtuzny —
w Sciskanych. Wplyw naprezania na uklad MTk zostal udokumentowany takze
w protoplastach Nicotiana tabacum. Poprzeczna orientacjg¢ MTk w stosunku do
maksymalnego napr¢zenia rozciagajacego obserwowano w protoplastach zatopionych
w zelu agarozowym, do ktérego przylozono naprezenie (Fisher i Cyr 2000). Co

interesujace, ani krotkotrwale wirowanie ani napr¢zanie protoplastow w zelu nie



spowodowato widocznych odksztalcen plastycznych, co sugeruje, ze albo naprezenie
per se jest czynnikiem wptywajacym na MTk albo tez jest nim odksztalcenie
elastyczne, bedace wynikiem naprezania. Dopiero po 72 godzinach po
wirowaniu/napr¢zaniu ~ obserwowano  ukierunkowany  wzrost  protoplastow
(w wigkszosci przypadkow byt on prostopadly do utozenia MTk). Wynika z tego, ze
MTk reaguja na czynniki mechaniczne a uzyskane informacje moga wykorzystywac¢ do
okreslonej orientacji wzrostu.

Hejnowicz 1 wspotpracownicy (2000) wysungli hipotezg, ze MTk uktadaja si¢ w
kierunku maksymalnego napr¢zenia rozciagajacego w Scianie komorkowej. Hipoteza ta
byta oparta na eksperymentach wykorzystujacych pasy izolowanej epidermy. Zmiana
anizotropii naprgzenia po izolacji epidermy z organu a pdzniej po przytozeniu
napr¢zenia rozciagajacego miata swoje odzwierciedlenie w orientacji MTk.
W epidermie in situ, gdzie kierunek maksymalnego naprezenia jest podtuzny (z powodu
rozciagajacego naprezenia tkankowego) uktad MTk byt stromy (od 20° do 40°). Uktad
ten zmienial si¢ na poprzeczny po izolacji epidermy z organu. Izolacja powodowata
zanik naprezenia tkankowego, wskutek czego naprgzenie w $cianie (powodowane
ci$nieniem turgorowym) po izolacji bylo maksymalne w kierunku poprzecznym.
Przytozenie odpowiednio duzego naprezenia rozciagajacego do izolowanych pasow
epidermy generowato podtuzny uktad MTk.

Reguta zaktadajaca, ze uktad MTk jest rownoleglty do kierunku maksymalnego
naprezenia rozciagajacego w $cianie, znajduje potwierdzenie w innych systemach.
W nierosnacych komorkach Nitella obserwowano poprzeczna orientacj¢ MTk, a wigc
zgodna z maksymalnym naprezeniem w kierunku poprzecznym, wynikajacym
bezposrednio z turgoru (Kropf et al. 1997). Jednakze wyniki innych badan, w ktérych
rozciaganie spowodowalo poprzeczny uktad MTk (Fischer i Schopfer 1998, Ikushima
1 Shimmen 2005) wskazuja na to, ze uklad MTk moga regulowa¢ jeszcze inne

dodatkowe czynniki.

5. METODY BADAN ORIENTACJI MIKROTUBUL

W roku 1983 Ledbetter i Porter jako pierwsi obserwowali ,,cytoplazmatyczne rurki
(tubule)” lezace w warstwie kortykalnej komorek roslinnych, wykorzystujac w tym celu
mikroskop elektronowy. Mikroskopia elektronowa pomimo swych zalet (duze

powigkszenie, wysoka rozdzielczo$¢) raczej nie nadaje si¢ do badania globalnego



uktadu MTk w komorce. Konieczne bylo opracowanie innej metody pozwalajacej na
obserwacj¢ uktadu MTk w komorkach.

W przypadku komorek zwierzgcych stosowano znakowanie MT za pomoca
przeciwcial anty-tubulinowych (metoda immunocytochemiczna) po uprzednim
utrwaleniu badanego materiatu. Ta metoda nie mogla by¢ bezposrednio przetozona na
komorki roélinne, z prostej przyczyny: Sciana komoérkowa jest nieprzepuszczalna dla
przeciwcial. Jednakze, krotkotrwale traktowanie enzymami hydrolizujacymi sktadniki
$ciany, powoduje czeSciowe nadtrawienie Sciany, w efekcie czego przeciwciata moga
w miar¢ swobodnie przez nia dyfundowaé¢. W ten sposéb w roku 1979 Lloyd
1 wspotpracownicy uwidocznili uktad MT w komorce liscia Allium cepa (Lloyd 1999),
tym samym dajac poczatek catej serii badan nad MT w rdéznych fazach cyklu
komodrkowego. Metoda immunocytochemiczna pozwolita na obserwacje MTk
w réznego typu komorkach, tkankach, organach i1 gatunkach w odpowiedzi na
endogenne czynniki rozwojowe 1 bodzce zewngtrzne; oraz na klasyfikacje nachylenia
catego uktadu wzgledem osi komorki na poprzeczny, podtuzny i sko$ny. Wynikiem
zastosowania przeciwcial anty-mikrotubulinowych jest obraz MTk w chwili utrwalenia
materiatu na stosunkowo duzym obszarze, co umozliwia analizg ilo§ciowa uktadow.

Kolejnym krokiem ku zrozumieniu wiasciwosci 1 funkcjonowania MT
w komorce roslinnej bylo opracowanie metody umozliwiajacej ich obserwacjg in vivo.
Metoda mikroinjekcji polega na znakowaniu czasteczek tubuliny rodamina lub
karbofluoresceing 1 ich wstrzyknigciu do komorki za pomoca mikropipety bez
wigkszego naruszenia struktury obiektu (Hush ef al. 1994, Yuan et al. 1994). Tubulina
zwiazana z rodaming bardzo szybko ulega integracji z MTk, pozwalajac na obserwacj¢
w czasie reorientacji ukladu poprzecznego na podtuzny (Yuan et al. 1994) lub
podtuznego na poprzeczny (Lloyd et al. 1996). Zastosowanie techniki FRAP (z ang.
Fluorescence Redistribution After Photobleaching) umozliwito oszacowanie kinetyki
wymiany dimeréw tubuliny w MT (Hush et al. 1994). Technika FRAP polega na
indukowaniu blaknigcia znacznika fluorescencyjnego zwiazanego z MT w okre§lonym
obszarze komorki. Nastepnie mierzona jest predkos¢ powrotu do $§wiecenia wyblaklego
obszaru, bedaca nastgpstwem migracji niewyblaknigtych MT. W ten sposéb
udowodniono, ze predko$¢ wymiany dimeréw tubuliny w MTk podczas interfazy jest
3-4 razy szybsza u ro$lin niz u zwierzat (Hush et al. 1994).

W roku 1979 Shimomura wyizolowal z meduzy Aequorea victoria biatko

o wilasciwosciach fluoryzujacych GFP (z ang. Green Fluorescent Protein). Maksima



absorbcji GFP wystepuja przy dlugosci fali 395nm (UV) [maksimum gildéwne] oraz
przy 470nm ($wiatto niebieskie); natomiast maksimum widma emisji jest przy 506nm,
co odpowiada dtugosci fali $wiatta zielonego (Chalfie ef al. 1994). Gen kodujacy GFP
jako gen reporterowy wprowadzony do komoérki i odpowiednio uaktywniony moze
ulega¢ ekspresji. Te oraz inne niezwykte wtasciwosci GFP takie jak: duza stabilnos¢
1 zdolno$¢ do fuzji z innymi biatkami przy zachowaniu fluorescencji, spowodowaty, ze
GFP stal si¢ jednym z najbardziej popularnych markeréw ekspresji genow, lokalizacji
bialek w czasie i przestrzeni (Ehrhardt 2003, Dixit et al. 2006b). GFP ulegajac fuzji
z bialkiem specyficznym dla okreslonej struktury (cytoszkielat, blony, mitochondria,
jadro) moze by¢ jednoczesnie jego znacznikiem w zywej komodrce, obrazujac jej
dynamike w czasie rzeczywistym bez opo6znien (Hanson et al. 1995). Obecnie GFP
1 inne biatka bedace jego modyfikacjami (YFP z ang. Yellow Fluorescent Protein) lub
biatka podobne do GFP (DsRed wyizolowane z koralowcoéw) maja swdj znaczny udziat
rowniez w badaniach MT. Dzigki ich zastosowaniu odkryto ,,hybrid treadmilling” -
mechanizm przemieszczania si¢ krotkich odcinkéw MTk (Shaw et al. 2003), okreslono
polarno$¢ uktadu MT (Chan et al. 2003, Dixit et al. 2006a), zlokalizowano miejsca
organizacji MT (Chan et al. 2003, Shaw et al. 2003, Murata et al. 2005) oraz opisano
oddzialywania zachodzace pomigdzy pojedynczymi MTk (Dixit i Cyr 2004b). Bialka
fluorescencyjne znakuja MT taczac si¢ bezposrednio z czasteczkami o-tubuliny (Ueda
et al. 1999, Le et al. 2005), B-tubuliny (Nakamura et al. 2004, cytowane za Wasteneys
i Yang 2004) lub posrednio poprzez domeng wiazaca MBD (z ang. Microtubule
Binding Protein) [Marc ef al. 1998, Granger i Cyr 2001], biatko MAP: AtEB1 (Chan et
al. 2003, Dixit 1 Cyr 2006a). Pomimo niepodwazalnych zalet badan in vivo
z wykorzystaniem GFP 1 jego pochodnych nalezy mie¢ na uwadze rézne czynniki,
mogace wprowadzac¢ artefakty przy tego typu badaniach (Wasteneys i Yang 2004, Dixit
et al. 2006). Juz samo przygotowanie zywego obiektu, wiazace si¢ z jego
umieszczeniem w mikroskopie oraz naswietlaniem podczas obserwacji moze wywotaé
niepozadang reakcj¢ na zranienie, dotyk, $wiatlo i grawitacj¢. Ostatnio pojawily si¢
réwniez doniesienia o negatywnym wplywie GFP na biatko, z ktérym jest zwiazane.
Dotyczyly one zmiany konformacji biatka oraz jego lokalizacji w komorce. MTk
znakowane GFP-MBD w niektorych komorkach tworza grubsze wiazki niz normalnie
1 sq odporne na dzialanie substancji anty-mikrotubulowych (Marc et al. 1998, Granger
i Cyr 2001). Prawdopodobnie zmiany te sa wynikiem wysokiej ekspresji GFP-MBD
w komorkach. W fenotypie transgenicznych Arabidopsis wykazujacych ekspresje GFP



mozna rowniez obserwowac pewne zaburzenia: skrocenie korzeni, skr¢cenie organow
w prawo (Ueda et al. 1999, Granger 1 Cyr 2001, Hashimoto 2002).

Nalezy réwniez dodaé, ze sama wizualizacja MT za pomoca mikroskopii
fluorescencyjnej wprowadza artefakty. Zbyt mata rozdzielczos¢ mikroskopu
uniemozliwia obserwowanie pojedynczych MT a znakowanie fluorochromami
wyolbrzymia ich rzeczywiste rozmiary. MTk widoczne we fluorescencji wydaja sig by¢
dlugie, lecz tak naprawdg sa to wiazki sktadajace si¢ z kilku krétszych odcinkéw MTk
(Williamson 1991). Badania wykorzystujace mikroskopi¢ elektronowa pokazuja, ze
w takiej wiazce krotkie MTk czesto krzyzuja sig ze soba. Dlatego jesli obserwuje si¢
we fluorescencji uktad MTk tworzacy z osia pewien kat, to nalezy pamigtac, ze jest to
jedynie $redni kat nachylenia MTk, w rzeczywisto$ci zakres katow jest znacznie

SZErSZy.

6. ZADANIA I CEL PRACY
Ogo6lnie uwaza sig, ze MTk determinuja (cho¢ nie jako jedyny czynnik) kierunek
maksymalnego wzrostu komorki poprzez wyznaczanie kierunku odktadania nowo
tworzonych MF. Czynniki zewngtrzne, takie jak egzogenna auksyna, $wiatlo,
napre¢zenie mechaniczne oraz czynniki wewngtrzne (rozwojowe) wpltywaja na MTk
modyfikujac ich uktad wzgledem osi komoérki. Odwrotng zalezno$¢ postuluje hipoteza
zaproponowana przez Schopfera i jego wspotpracownikoéw, wedtug ktorej uktad MTk
zalezy od kierunku maksymalnego wzrostu. Komorki rosnace na dlugos¢ (wydtuzajace
si¢) charakteryzuja si¢ poprzecznym ukladem MTk w stosunku do osi komorki, za$
w komorkach, ktore nie ulegaja wydluzaniu, uktad MTk jest podtuzny. Zgodnie z ta
hipoteza dziatanie regulatorow wzrostu, Swiatta czy naprgzenia na uklad MTk nie jest
wplywem per se, a ma jedynie charakter posredni, sprowadza si¢ bowiem do wptywu
tych czynnikoéw na wzgledne szybkosci wzrostu w roznych kierunkach. Gléwnym
celem pracy jest sprawdzenie tej hipotezy na przyktadzie izolowanej epidermy
hipokotyla stonecznika, ktorej szybko$¢ wydtuzania mozna regulowaé przylozonym
napr¢zeniem podluznym i za pomoca pH roztworu, w ktéorym inkubowana jest
epiderma.

Koncentracja protonéw, ktora petni tak istotna rol¢ w procesach wzrostowych

jest czynnikiem nie ujgtym do tej pory w badaniach nad MTk. Drugim czynnikiem



warunkujacym wzrost jest stan napr¢zenia $ciany komorkowej, rowniez niedostatecznie
uwzgledniany w badaniach uktadu MTk.

Hipokotyle stonecznika sa bardzo dogodnym obiektem do tego typu badan,
bowiem tatwo jest wyizolowaé zywe pasy epidermy z organu. Zaleta izolowanych
pasow jest dostepnos¢ buforu do komorek epidermy od strony $ciany wewngtrznej.
Obecnos¢ kutikuli na $cianie zewngtrznej utrudnia wnikanie protonéw przy podaniu
buforéw na powierzchni¢ hipokotyla. Nalezy jednak podkresli¢, ze w izolowanych
pasach tkanek zewnetrznych wystepuje zalezno$¢ wydtuzania od pH tylko pod
warunkiem, ze bgda one odpowiednio naprg¢zane. Aby izolowany pas epidermy
wydtuzat si¢ trzeba przylozy¢ naprezenie rozciagajace, kompensujace naprgzenie
tkankowe, ktore zostalo usunig¢te przez izolacj¢. W przypadku izolowanych pasow
epidermy istnieja wigc czynniki ograniczajace wydluzanie: pH apoplastu i naprgzenie.
Oba  czynniki moga by¢ regulowane eksperymentalnie. Analiza ukladu MTk
w warunkach zmiennego pH 1 naprg¢zenia daje mozliwo$¢ ewentualnej falsyfikacji
hipotezy Schopfera. Jezeli hipoteza ta jest sluszna, to zwigkszenie szybkosci
wydtuzania epidermy, bedace wynikiem dziatania obnizonego pH i przylozonego
podhuznego naprgzenia rozciagajacego do pasa izolowanej tkanki, powinno znalezé
swoje odzwierciedlenie w poprzecznym uktadzie MTk.

Koncentracj¢ protonéw w apoplascie mozna modulowaé stosujac jako roztwor
inkubujacy roznego rodzaju bufory. Substancja majaca wpltyw na wzrost organdéw
a dziatajaca za posrednictwem pH jest rowniez fuzykokcyna (FC). Stymuluje ona
wyptyw protonéw z komoérki do apoplastu poprzez aktywacje pomp H'-ATP.
Dotychczas nie jest poznany wpltyw FC na uktad MTk, wigc szczegdlnie interesujace
jest podjecie tego problemu.

Zmiany w uktadzie MTk wiazano zazwyczaj z wplywem czynnikow
zewnetrznych badz wewnetrznych (rozwojowych). Uktad MTk wykazuje zdolnos¢ do
autonomiczne] reorientacji majacej charakter rotacji. Dziatanie czynnikoéw na uktad
MTk mogloby wigc polega¢é na modulacji autonomicznej reorientacji MTk, co
w efekcie prowadzitoby do zmiany orientacji ich ukladu. Dyskusja otrzymanych
wynikéw w kontek$cie autonomicznej reorientacji moze rzuci¢ nowe S$wiatto na

mechanizm dzialania MTk.



II. MATERIALY I METODY

1. MATERIAL

Do badan uzyto proste hipokotyle Helianthus annus o dhlugosci 6-7cm (Rye.9)
wyhodowane z nasion odmiany Wielkopolski (Hodowla Roslin, Strzelce, Sp.z.o.o,
Oddziat w Borowie) w ciemnos$ci w pojemnikach plastikowych z ziemia ogrodnicza
w temperaturze 22+2°C. Wszystkie eksperymenty wykonano przy zielonym $wietle.

Ze strefy hipokotyla, uprzednio zaznaczonej markerem (pisak wodoodporny,
OHP-marker, Edding, International GmbH, Germany, nie uszkadzajacy komorek),
a znajdujacej si¢ w odlegtosci od 5 do 35mm ponizej wezta liScieniowego, pobierano
(izolowano) pas epidermy o szerokosci 1-2mm poprzez oddzielenie go z organu za
pomoca pincetki. Pincetke wbijano mozliwie stycznie do powierzchni i prostopadle do
dhugiej osi hipokotyla, nast¢pnie przesuwano pincetke akropetalnie, oddzielajac tym
samym pas epidermy od reszty tkanek. Wyizolowane pasy, oprocz warstwy epidermy,
zawieraly dodatkowo subepidermg 1 1-2 warstwy migkiszu. Pasy epidermy pobierano
z naddatkiem 2-3mm na koncach, do ktérych w kolejnych etapach postgpowania
doklejano centymetrowe paski plastykowe (wycigte z komercyjnych pojemnikow dla
produktéw mlecznych) dalej zwane wzmocnieniami plastikowymi. Stosowano klej
cyjanoakrylowy (Permabond, Sigma-Aldrich) zestalajacy si¢ natychmiast po zetknigciu
z woda. Do analizy szybkosci wzrostu i orientacji MTk, pas epidermy dzielono na trzy
strefy: strefe I (ktorej odpowiednik w hipokotylu znajdowat si¢ pomigdzy 5 a 15mm od
wezla liScieniowego), strefg 11 (15-25mm) oraz strefg III (25-35mm).

| Ryc.9. Typowe hipokotyle stonecznika z wyréznionymi strefami.



2. POMIAR SZYBKOSCI WZROSTU HIPOKOTYI IN SITU
Na hipokotylach rosnacych w pojemnikach plastikowych, zaznaczono markerem
granice trzech stref, kazda o dlugosci 10mm (lp): strefe I (5-15mm od wezla
liscieniowego), strefe II (15-25mm) 1 strefe Il (25-35mm) [Ryc.9]. Po 20h (A¢)
hipokotyle ucigto i papierem milimetrowym zmierzono dlugo$¢ kolejnych stref (Ix).
Srednia szybko$é wzrostu hipokotyla w ciagu tych 20h obliczono ze wzoru:
V= u100%
[, At

Pomiaru dokonano dla 22 hipokotyli. Do analizy statystycznej zastosowano test
t-Studenta (p=0.05).

W zasadzie mozliwy byl pomiar za pomoca ekstensiometru podobny do tego,
jaki zastosowano do izolowanych pasoéw epidermy. Taki pomiar bytby doktadniejszy,

bo At moglaby by¢ znacznie mniejsze. Chodzito jednak tylko o bardzo ogdlna
charakterystyke wzrostowa hipokotyla.

3. POMIAR DLUGOSCI I SZEROKOSCI KOMOREK EPIDERMY

Z hipokotyla wyizolowano pas epidermy zawierajacy strefy I, II oraz III, nastgpnie
w mikroskopie §wietlnym (Olympus, BX41) wykonano 3 zdjgcia aparatem cyfrowym
(Olympus, Camedia 3040 ZOOM) komorek epidermy z kazdej strefie (dwa zdjgcia przy
poczatku 1 koncu strefy, jedno posrodku). Przy pomocy programu AnalySIS (AnalySIS
Image Processing, Soft Imaging System, GmbH) dokonano pomiaru dtugosci
1 szeroko$ci zewnetrznych $cian peryklinalych komoérek epidermy. W ten  sposéb
przebadano 4 hipokotyle a otrzymane warto$ci usredniono. W sumie, liczba pomiarow
dlugo$ci w poszczegélnych strefach wynosita: n gpera 1 =1513, N gpera 1=704,
1 irefa =3335; liczba pomiaréw szeroko$ci: n gyrea 1=1740, 0 gyrea 1=1100, 0 gyrera =663.

Do analizy statystycznej zastosowano test t-Studenta (p=0.05).

4. BADANIE ORIENTACJI MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W
EPIDERMIE IN SITU
Zbadano 14 hipokotyli. Z kazdego hipokotyla pobierano jeden pas zawierajacy trzy
strefy poprzednio zdefiniowane i natychmiast utrwalano.

Aby sprawdzi¢ czy istnieje zmienno$¢ orientacji MTk w kierunku obwodowym

hipokotyla, przeprowadzono dodatkowe badania, w ktérych pobierano dwa pasy



epidermy (znajdujace si¢ w odlegtosci okoto 2mm od siebie) z jednego hipokotyla 1

natychmiast utrwalano. W sumie pobrano 14 pasow epidermy z 7 hipokotyli.

5. BADANIE KINETYKI ZMIAN ORIENTACJI MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH PO WYIZOLOWANIU EPIDERMY Z HIPOKOTYLA

Do koncéw wyizolowanych pasow epidermy doklejano klejem cyjanoakrylowym
wzmocnienia plastikowe (utatwiajace manewrowanie izolowana tkanka). Pasy
przenoszono do szalek z bibula filtracyjna nasycone niebuforowana pozywka
Murashige&Shoog (MS) z zawarto$cia sacharozy 2%. Czynno$ci te od momentu
wyizolowania nie trwaly dtuzej niz Smin.

Pasy epidermy (utozone kutikula do gory) byly inkubowane przez 0.5, 1, 2, 4, 6
oraz 12, 14, 16, 18h od momentu wyizolowania z organu, nastgpnie utrwalane i badano
w nich uktad MTk. Zbadano 14 hipokotyli dla epidermy inkubowanej przez 0.5h oraz
po 10 hipokotyli dla pozostatych czasow inkubacji.

6. BADANIE WPLYWU SPOSOBU ODDZIELANIA PASA EPIDERMY Z
HIPOKOTYLA

W celu sprawdzenia jaki efekt moze mie¢ sposob oddzielania epidermy z hipokotyla,
oprocz standardowej metody wykorzystujacej pincetkg, zastosowano roéwniez
wycinanie epidermy wraz z kilkoma warstwami migkiszu za pomoca zyletki. Cigcie
bylo mozliwie plytkie i styczne do powierzchni hipokotyla. Pasy epidermy pobierane
tymi dwoma sposobami byty natychmiast po pobraniu z organu utrwalane. Przebadano

po 2 pasy dla kazdego wariantu.

7. BADANIE WPLYWU pH 1 NAPREZENIA NA ORIENTACJE
MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W 1IZOLOWANYCH PASACH
EPIDERMY
Wplyw pH 1 napr¢zenia byl badany w izolowanych pasach epidermy inkubowanych
w kontakcie z odpowiednim roztworem przez okoto 12-14h od momentu pobrania
z hipokotyla i napr¢zanych w ciagu ostatniej godziny.

Po pobraniu dwdch paséw epidermy (o szerokosci okoto Imm 1 dtugosci ponad
30mm) z jednego hipokotyla (strefa 5-35mm), do ich koncow doklejano wzmocnienia
plastikowe. Nastgpnie pasy przenoszono na fragment bibuly filtracyjnej nasyconej

buforowana (bufor MES albo bufor fosforanowy, 20mM) pozywka MS z zawartos$cia



sacharozy 2% o pH 4.5 lub 6.5 na stanowisku w przyrzadzie, w ktérym jeden z paséw
byl napr¢zany (Ryc.10). Wzmocnienie na jednym kofcu tego pasa bylo
unieruchomione w uchwycie przyrzadu, wzmocnienie na drugim koncu pozostawato
swobodne, ale bylo potaczone klejem cyjanoakrylowym z nitka bawelniang
przewieszona przez mogacy obraca¢ si¢ bloczek. Koniec nitki, zwieszajacy si¢ na
zewnatrz komory przyrzadu mial petelkeg, do ktorej mozna bylo doczepi¢ odpowiedni
cigzarek. Drugi pas z wolnymi wzmocnieniami znajdowat si¢ obok. W przyrzadzie byto
8 stanowisk wewnatrz wspolnej komory. Jej §ciany byty wyscielone bibuta nasycona
woda destylowana aby zapewni¢ 100% wilgotno$ci wewnatrz komory. Pasy (ulozone
kutikula do gory) byly inkubowane przez noc (okoto 12-14h). Aby zapewnié¢ dostatek
pozywki do bibuly na kazdym stanowisku dotaczono dwa cienkie sznurki bawetniane
z koncami zanurzonymi w naczynku z odpowiednia buforowana pozywka. W czasie
trwania eksperymentu z naczynka poprzez jedno stanowisko wyptywalo okoto 5-10ml
pozywki. Aby przylozy¢ napre¢zenie do pasa, na nitke doczepiano odpowiedni cig¢zarek.
Na pas dziatata wtedy sila rozciagajaca rowna sile cigzko$ci cigzarka, a pas mogt
swobodnie zmienia¢ dtugo$¢ pozostajac w warstewce pozywki. Sila dziatajaca na pas
(o szerokos$ci okoto 1 mm) wynosita 0.05N lub 0.08N. Po godzinie od przylozenia sity
pasy utrwalano.

Pomiaru ci$nienia osmotycznego dokonano za pomoca osmometru (Marcel os

3000).

Bibuta filtracyjna

Naczynie z
roztworem

Bawetniane
sznurki

Pas epidermy
naprezany

Pas epidermy
nienaprezany
(kontrolny)

Ciezarek

Ryc.10. Przyrzad, w ktorym izolowane pasy epidermy byly inkubowane przez 12-14h a nastgpnie
naprezane. Dla wyrazistosci, tylko jedno ,,stanowisko” jest obsadzone (bibuta z pasami epidermy).



8. IMMUNOCYTOCHEMICZNE ZNAKOWANIE MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH

Pasy epidermy utrwalano przez lh w roztworze 3.7% paraformaldehydu w buforze
stabilizujacym MT (MTSB: 100mM PIPES, 1mM MgCl, x 6H,O, 5SmM EGTA,
pH=6.8) z dodatkiem 1% DMSO oraz 0.05% Tritonu. Pasy plukano w MTSB przez co
najmniej 10min a nastgpnie przenoszono na szkietko podstawowe z naklejona tasma
samoprzyczepna. Pod lupa (Olympus, SZH 10) pasy epidermy (utozone kutikula do
gory) nacinano przy pomocy zyletki (krotkie cigcia w poprzek pasa), aby umozliwi¢
dostep przeciwciat do wnetrza komorek; w efekcie, MTk byly wyznakowane tylko
w nacigtych komorkach (Ryc.11a). Tasma samoprzylepna na szkietku umozliwiata
wglebienie si¢ ostrza zyletki ponizej komorek, co utatwiato precyzyjne nacigcie tkanki.
Nacinanie utrwalonego uprzednio materialu nie powodowato zaburzen uktadu MTk
w komoérkach (Ryec.11b). Po nacigciu pasy epidermy byly przenoszone na czyste
szkietko podstawne, do ktorego konce pasow byty mocowane klejem cyjanoakrylowym,
aby zapobiec ich przemieszczaniu podczas kolejnych zabiegéw. Tak przymocowane
pasy dwukrotnie ptukano w MTSB (minimum 15min), inkubowano przez 10min w 1%
Tritonie (sporzadzonym na MTSB) i znéw plukano w MTSB. Nastgpnie pasy byty
inkubowane w wilgotnej komorze przez lh w temperaturze 37°C w roztworze
pierwszego  przeciwciala ~ (monoklonalna  anty-o-tubulina, Sigma-Aldrich)
rozcienczonym w stosunku 1:200 w buforze PBS (0.14M NaCl, 3x10°M KCI, 8x10~°M
Na,HPO,, 15x10°M KH,PO4) z dodatkiem BSA (1mg/ml, Bovine Serum Albumin,
Sigma-Aldrich). Po 10-minutowym ptukaniu w PBS, pasy inkubowano przez 1h
w drugim przeciwciele rozcienczonym w stosunku 1:100 w buforze PBS z dodatkiem
BSA (Img/ml). Pasy byly ptukane w PBS przez minimum 30min, konce pasow
przyklejone do szkietka odcinano i preparaty zamykano w 50% roztworze glicerolu z p-

fenylonodiaming w PBS (czynnik zapobiegajacy blaknigciu).

9. ANALIZA ILOSCIOWA ORIENTACJI MIKROTUBUL KORTYKALNYCH

Przed przystapieniem do obserwacji mikroskopowej MTk, pasy epidermy podzielono
na trzy strefy: strefe I (odpowiadajacej strefie znajdujacej si¢ o odlegtosci 5-15mm od
wezta liscieniowego w hipokotylu), strefe II (15-25mm) oraz strefe III (25-35mm).
Wiazki MTk obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym (Olympus, BX41)
1w kazdej ze stref wykonywano zdjgcia aparatem cyfrowym (Olympus, Camedia 3040

ZOOM) w tych fragmentach komorek (o dlugosci nie mniejszej niz szerokos¢



komorki), w ktorych widoczne byty rownolegle utozone MTk pod zewngtrzna Sciana
epidermy. Fragmenty z réwnoleglym uktadem MTk stanowily okoto 90% wszystkich
fragmentow z widocznymi MTk.

Katy nachylenia () wiazek MTk wzgledem dlugiej osi komoérki byly mierzone
na podstawie otrzymanych zdje¢. Do pomiaru katow wykorzystano program AnalySIS
(AnalySIS Image Processing, Soft Imaging System, GmbH). Kat nachylenia ($) wiazek
MTk byt mierzony dwukrotnie dla pojedynczego fragmentu komorki Z powodu roznej
efektywnosci wizualizacji MTk metoda immunocytochemiczna dokonywano rdznej
liczby pomiarow w kazdej strefie, w wigkszosci przypadkow nie mniej niz 30.
Jednakze, w wyjatkowych przypadkach (na Ryec.25 Ic, Ryc.26 Th, IIIj, Ryc.27 IIi,
Ryc.33 Ie,f, Ile, Ryc.34 Ii) liczba pomiarow w histogramach zawarta byta migdzy 28
a 16. Histogramy te uwzgledniono w badaniach z powodu satysfakcjonujacej liczby
pomiaréw w innych strefach tego samego pasa.

Czestos¢ wystepowania katow nachylenia (B) wzgledem dlugiej osi komorki
w populacji komoérek przedstawiono w postaci histograméw w zakresie 0°-180°
z interwalem co 10°. Wykresy maja posta¢ stupkéw lub linii bedacej obwiednia
stupkéw (ten drugi rodzaj wykresu zastosowano gldwnie dla histograméw zbiorczych,
bedacych usrednieniem poszczegolnych histogramoéw z danego wariantu badawczego).

Orientacj¢ MTk okreslano jako podluzna, gdy MTk byly nachylone pod katem
(B) 0°-10° (Ryc.12a) lub 170°-180° (Ryc.12g) w stosunku do dtugiej osi komoérki; jako
poprzeczna, gdy kat nachylenia p wynosit 90°£10° (Rye.12d). Przy nachyleniu 10°-80°
i 100°-170° orientacje MTk okre$lano jako skosna, przy czym wyrdzniono orientacje
sko$na ,,na prawo” w zakresie p =10°-80° (uktad skosny Z, Ryc.12b,c) i ,,na lewo” w
zakresie p =100°-170° (uktad skosny S, Rys.12e,f). Aby dodatkowo rozroznié¢ orientacje
skos$ne o wigkszym i mniejszym stopniu nachylenia, wprowadzono okreslenie orientacji
mniej 1 bardziej stromej. Orientacja bardziej stroma to taka orientacja skos$na, ktora jest
blizsza orientacji podluznej (Ryec.12b,f), za§ mniej stroma — blizsza orientacji

poprzecznej (Rye.12¢,e).



Ryec.11. Epiderma hipokotyla stonecznika z wyznakowanymi MTk w nacigtych komorkach. Nacigcie
oznaczono strzatka. (a) Tubulina §wiecaca na zielono zostata wyznakowana tylko w tych komorkach,
ktoére zostaly przecigte po utrwaleniu. Skala 100um. (b) Uktad MTk w komérkach epidermy nacinanych
po utrwaleniu materiatu. Widoczne na zdjgciu nacigcie nie zaburza uktadu MTk. Skala: 10um.
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Ryc.12. Orientacja MTk pod zewngtrzna $ciana w roznych komoérkach epidermy hipokotyla stonecznika.
Wiazki MTk sa mniej wigcej rownolegle wzgledem siebie i nachylone pod okreslonym katem w stosunku
do dtugiej osi komoérki. Gdy p=0°-10° (a) lub p=170°-180° (g) orientacja MTk jest podtuzna; gdy p=10’-
80° (b,c) orientacja jest sko$na ,,na prawo” (Z); gdy p=90"+10" (d) orientacja MTk jest poprzeczna; gdy
B =100"-170° orientacja jest skoéna ,,na lewo” (S). Skala: 10um.




Histogramy podzielono na typy w zaleznosci od potozenia maksimum i
minimum za Hejnowiczem (2005), (Rye.13). Typ A histogramu posiada maksimum
przy orientacji poprzecznej, minimum za$§ przy orientacji podluznej. W typie B
histogramu wystepuja dwa maksima przy orientacji skosnej Z i S, minima przy
orientacjach podtuznej i poprzecznej. W typie C histogramu maksimum wystepuje przy
orientacji podluznej, minimum przy orientacji poprzecznej. Typ D histogramu nie
posiada maksimum ani minimum, wszystkie klasy sa mniej wigcej rowno obsadzone.
Dodatkowo moga wystgpowac histogramy, bgdacymi ztozeniami gléwnych typow,
a mianowicie typ AB oraz BC.

Histogramy moga by¢ symetryczne, gdy czgsto$¢ wystgpowania orientacji
sko$nych Z 1 S jest mniej wigcej rowna. Gdy jedna z form Z lub S przewaza histogram
jest asymetryczny. Typy histogramow Az 1 Ag posiadaja maksimum przesunigte
w niewielkim stopniu w strong orientacji skosnych, odpowiednio, Z i S. Typy Bz i Bs
posiadaja maksimum gldwne przesunigte znacznie w strong orientacji skos$nych,
odpowiednio, Z 1 S, oraz maksimum lokalne, symetryczne wzgledem maksimum

generalnego.
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Ryc.13. Rdzne typy histograméw przedstawiajace (teoretyczne) rozklady czgstosci wystgpowania katow
nachylenia MTk w populacji komorek.



Do analizy statystycznej histogramoéw wykorzystano test Kolmogorowa-
Smirnowa  (p=0.01). Test Kolmogorowa-Smirnowa nalezy do  testow
nieparametrycznych i jest stosowany do porownywania rozktadow zmiennych losowych
w probach, niezaleznie od postaci tych rozktadéw (Gondko et al. 2001). Weryfikacja
hipotezy zerowej (ze dwie proby o licznosciach n; 1 n, maja jednakowy rozktad) opiera
si¢ na badaniu maksymalnej bezwzglednej roznicy prawdopodobienstw pomigdzy

dwoma empirycznymi rozktadami skumulowanymi.

10. POMIAR SZYBKOSCI WZROSTU IZOLOWANCH PASOW EPIDERMY
W ZALEZNOSCI OD pH I NAPREZENIA

Po pobraniu pasa (o szerokosci okoto Imm 1 dlugo$ci ponad 30mm) ze strefy
hipokotyla znajdujacej si¢ pomigdzy 5-35mm od wezta liScieniowego, do jego koncow
doklejano wzmocnienia plastikowe oraz znaczniki w formie waskich odcinkow
samoprzylepnej tasmy, dzielace pas na strefy: I, II 1 III zdefiniowane poprzednio. Pas
umieszczano na bibule stanowiska w przyrzadzie opisanym w rozdziale 7 albo na
stanowisku maszyny wytrzymato$ciowej (patrz nizej). Kolejne etapy postgpowania do
momentu naprgzania (tj. warunki inkubacji pasa) byly takie same jak w przypadku
badania wptywu pH i napr¢zania na orientacj¢ MTk (Rozdziat 7).

Pomiaréw wzrostu (odksztalcenia) poszczegdlnych stref — dokonywal
automatycznie ekstensometr (kamera cyfrowa, MESSPHYSIK, 1362 CA) umieszczony
nad stanowiskiem. Wyznaczat on odksztalcenie wzgledne poszczeg6lnych stref co 2s,
zapisujac dane w pamigci komputera. Szybko$¢ wzrostu byta wyznaczana w czasie
0.2-1h od momentu przylozenia sity. Pas byl naprgzany (poprzez dolaczenie
odpowiedniego ci¢zarka w przyrzadzie) sita 0.05N oraz 0.08N przez 1h. Napregzanie
pasa sila 0.01N odbywato si¢ w maszynie wytrzymatosciowej (MTS SYNERGIE 100,
MN), przy czym odksztatcenie bylo mierzone rowniez ekstensometrem. Aby umozliwic¢

dziatanie ekstensometru pomiary byly dokonywane przy zielonym $wietle.

11. BADANIE WPLYWU FUZIKOKCYNY NA SZYBKOSC WZROSTU
IZOLOWANYCH PASOW EPIDERMY ORAZ NA ORIENTACJE
MIKROTUBUL KORTYKALNYCH

Pomiaru szybkosci wzrostu wydtuzeniowego dokonano dla izolowanych pasow
epidermy preinkubowanych przez 12-14h (i) oraz ze skroconym czasem preinkubacji -

przez 1h (ii). W pierwszym przypadku (i) postgpowano tak samo jak przy badaniu



wptywu pH na szybko$¢ wzrostu (patrz rozdziat 10), z tym wyjatkiem, ze do inkubacji
uzyto najpierw niebuforowanej pozywki MS (preinkubacja), za§ podczas napr¢zania
(1h) pasy byly inkubowane w niebuforowanej pozywce MS z FC (koncentracja 107
i 10°M) lub w pozywce MS bez FC (kontrola). Postepowanie w przypadku drugim (ii)
bylo nastepujace: po zamocowaniu wzmocnien plastikowych 1 znacznikow
samoprzylepnych pasy przenoszono do szalki z roztworem niebuforowanej pozywki
MS, gdzie pasy byly preinkubowane przez 1h (swobodnie ,,ptywajac” w roztworze), w
celu usunigcia substancji uwolnionych w czasie izolowania pasa. Po preinkubacji pasy
przenoszono do przyrzadu, a kolejne etapy postepowania byty takie jak poprzednio.

W zwiazku z ograniczong iloscia FC pomiary szybko$ci wzrostu i znakowanie
MTk byly dokonywane na tych samych pasach, tj. po zakonczonym pomiarze pasy
natychmiast utrwalano i wykorzystujac techniki immunnocytochemiczne znakowano
MTk. Dla pasé6w inkubowanych w niebuforowanej pozywce MS bez dodatku FC

osobno dokonano pomiaré6w szybkos$ci wzrostu, a osobno znakowania MTk.

12. BADANIE WPLYWU SWIATLA BIALEGO NA ORIENTACJE
MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W PASACH EPIDERMY
INKUBOWANYCH PRZEZ 12-14 GODZIN

Postgpowanie bylo podobne do tego, w przypadku badania wptywu pH i napr¢zania na
orientacj¢ MTk w pasach inkubowanych przez 12-14h w buforowanej pozywce MS
o pH 4.5 (bufor MES, 20mM), (Materiaty i Metody, rozdziat 7) z wyjatkiem ostatniego
etapu. Po inkubacji jeden z pary paséw byl wstgpnie naprezany przez 15 minut sita
0.05N, po czym przez kolejna godzing oba pasy naswietlano $wiatlem bialym
pochodzacym z o$wietlaczy halogenowych (Olympus, natgzenie $wiatta 18W m™ lub
Optel, HOP, natezenie $wiatla 24W m™) kierujac wiazke $wiatta gléwnie na strefe I 1 I1.
Pasy nastgpnie utrwalano. Przebadano po 3 pasy epidermy dla kazdego wariantu (pasy
napr¢zane 1 nienaprgzane) dla §wiatla bialego. W histogramie zbiorczym (Rye.30) dla
poréwnania przedstawiono histogram dla paséw nienaswietlanych z Ryc.28a,a’ dla pH

4.5.



II1. Wyniki

1. CHARAKTERYSTYKA BADANYCH STREF EPIDERMY HIPOKOTYLA
1.1. Szybko$¢ wzrostu wydluzeniowego i rozmiary komoérek

W hipokotylu stonecznika szybko$¢ wzrostu wydluzeniowego =zalezy od potozenia
wzgledem wezta liscieniowego (Ryc.14): najwigksza jest w strefie 1 lezacej od 5 do
15mm ponizej wezta liscieniowego - wynosi 6.07 % h' i ulega zmniejszeniu

w kierunku bazalnym hipokotyla do 2.48 % h'' w strefie III (25-35mm), (Tab.1).
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Strefa I1I (25-35mm)
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Ryc.14. Schematyczna ilustracja przyrostow na dlugo$¢ w réznych strefach hipokotyla rosnacego
W ciemnosci.



Tab.1. Srednia szybko$¢ wzrostu wydtuzeniowego w rdznych strefach hipokotyla rosnacego w ciemnosci
| (£SE). Wszystkie wartosci roznily sie statystycznie (test t-Studenta, p=0.05).

Strefa hipokotyla Szybkos§¢ wzrostu wydluzeniowego [% h™'] | n
wartos¢ Srednia + SE

Strefa I (5-15mm) 6.07 £0.21 22

Strefa I1 (15-25mm) 3.89 £0.13 22

Strefa I1I (25-35mm) 2.48 £ 0.13 22

W badanych strefach nie wystgpuja podziaty w epidermie; nie stwierdzono

wystegpowania  pier§cienia

przedeprofazowego, wrzeciona

fragmoplastu w zadnej z badanych stref.

mitotycznego

ani

W poszcezegblnych strefach rozmiary komoérek epidermy roznia si¢ (Rye.15a).

W strefie I (5-15mm) komorki sa najkrotsze W stosunku do strefy 111, komorki strefy I

sa krotsze okolo 2.6 razy. W strefie Il szeroko$¢ komorek epidermy jest wigksza

(o okoto 11%) w stosunku do komorek ze strefy 1 (Ryc.15b). Prawdopodobnie

hipokotyl ro$nie réwniez na grubos¢.
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Ryec.15. (a) Dlugos¢ komorek epidermy mierzona w hipokotylach w trzech strefach: strefie I (5-15mm),
strefie II (15-25mm) oraz strefie I (25-35mm). Wszystkie warto$ci roznily si¢ statystycznie (test

t-Studenta, p=0.05).
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Ryec.15. (b) Szeroko$¢ komorek epidermy mierzona w hipokotylach w trzech strefach: strefie I (5-15mm),
strefie II (15-25mm) oraz strefie I (25-35mm). Wszystkie warto$ci roznily sig statystycznie (test
t-Studenta, p=0.05).

1.2 Ogolna charakterystyka mikrotubul kortykalnych

W niniejszej pracy analizowano wylacznie MTk lezace pod zewngtrzna S$ciana
peryklinalng komorek epidermy. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wiazki MTk byly
widoczne rowniez na innych $cianach, przy czym uklad MTk widoczny na jednej
$cianie przechodzil w sposob ciagly na $ciang sasiednia. Ze wzgledu na zastosowana
metode, MTk byly uwidocznione tylko na komodrkach przecigtych, a wigc we
fragmentach komorek lezacych po obu stronach nacigcia. Brano pod uwagg fragmenty
stanowiace przynajmniej potowe komorki (strefa I 1 II) lub jedna trzecia komorki
(strefa III).

W wigkszosci badanych fragmentéw komorek (okoto 90%) MTk uwidocznione
w mikroskopie fluorescyjnym byly wzajemnie réwnolegle, w zwiazku z czym dany
fragment komorki mozna bylo scharakteryzowaé okreslonym katem nachylenia (J3)
wzgledem kierunku osiowego wyznaczonego przez podiuzne S$ciany komodrkowe
(Ryc.16a,b,c). Okoto 10% fragmentéw komorek nie miato rownolegtych MTk. Czgsto
w takich przypadkach widoczny byt gradient kata nachylenia MTk z ,,przejSciem
chiralnym”, w ktorym uktad skosny MTk typu Z zmienial si¢ na S, albo odwrotnie
(Ryc.16d,e), przechodzac albo przez kierunek poprzeczny (Ryc.16d) albo przez
kierunek podluzny (Ryc.16e).



Ryc.16. Mikrotubule kortykalne pod zewngtrzna $ciana peryklinalng epidermy hipokotyla stonecznika.
Rownolegte wiazki MTk sa nachylone pod okreslonym katem B wzglgdem dlugiej osi komorki. Uklady
MTk moga przyjmowac zmienng orientacj¢ w obrgbie kilku komorek (a), lub jednakowa orientacjg, na
przyktad: orientacje¢ sko$na typu Z (b), orientacj¢ skosna typu S (¢). Orientacja MTk moze si¢ zmieniaé
w obrebie jednej komorki: uktad skosny typu Z przechodzi w uktad skosny typu S, lub na odwrét,
z ,.przeskokiem” przez kierunek poprzeczny (d) lub przez kierunek podtuzny (e). Skala: 10 pm.



1.3. Orientacja mikrotubul kortykalnych w epidermie in situ

Orientacja MTk (ktorej miara jest kat B) w populacji komoérek na malych
obszarach moze by¢ jednakowa (Rye.16b,c), najczgsciej jednak jest zmienna; czgsto
roézni si¢ nawet w sasiadujacych komoérkach (Ryc.16a). Charakterystyke tej zmienno$ci
w populacji komorek przedstawiono w postaci histogramu rozktadu czestosci
wystgpowania katow nachylenia f.

Rycina 17 przedstawia histogramy dla 14 hypokotyli w poszczegolnych
strefach. W strefie I, tylko niektére histogramy (Rye.17. I i,m,n) posiadaja maksimum
przy orientacji poprzecznej, reszta histogramow posiada albo jedno maksimum
przesunigte w kierunku orientacji skosnej typu Z (Ryc.17 1 b,c) lub typu S (Ryec.17. 1
h,j) albo dwa maksima potozone symetrycznie (Ryc.17. I a,d). Mniejsza zmienno$¢
istnieje w strefie II, gdzie maksimum przy orientacji sko$nej typu Z wystepuje w 10
przypadkach (Rye.17. II a,b,¢c,d,f,h,i,k,l,m), przy orientacji poprzecznej w jednym
przypadku (Rye.17. II n).W strefie Il wszystkie histogramy posiadaja maksimum przy
orientacji typu Z (Rye.17. III a-n).

Ogolnie, mozna stwierdzi¢, ze w strefie I wystgpuja histogramy typu A, AB oraz
sporadycznie typ B. Histogramy w tej strefie sa symetryczne lub nieznacznie
asymetryczne typu Z lub S. W strefie II histogramy maja charakter typu AB, B
i sporadycznie A. W wigkszosci przypadkéw zaznacza si¢ slaba asymetria typu Z.
W strefie III wyraznie dominuje typ B (jeden wyjatek typ AB), przy czym asymetria
w kierunku orientacji skosnych Z jest pogiebiona. Czgstos¢ wystgpowania orientacji
MTk o bardziej stromym nachyleniu (tj. blizszych kierunkowi podluznemu niz
poprzecznemu) wzrasta ~ w kierunku bazalnym, jednoczesnie maleje czgstos¢

wystgpowania orientacji poprzecznych.
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Z histograméw zbiorczych (Ryc.18) przedstawiajacych wartosci $rednie
czgstosci wystgpowania katow nachylenia, zebranych z 14 hipokotyli, jasno wynika, ze
orientacja MTk w komodrkach epidermy zalezy od potozenia wzdluz hipokotyla.
Zbiorczy histogram charakteryzujacy strefe¢ 1 jest symetryczny, z maksimum
przypadajacym na orientacj¢ poprzeczna a uklady skosne typu Z i S wystepuja
z podobna czgstoscia. W histogramie strefy II pojawia sig¢ tendencja do przesunigcia
maksimum w kierunku orientacji skosnej typu Z (tj. 60°-80%), przy czym w klasie 90°-
100° pojawia si¢ lokalne minimum, a w klasiel 10°-120° lokalne maksimum; histogram
jest wigc asymetryczny. W strefie Il proporcja pomigdzy czgsto$cia wystgpowania
orientacji skosnych Z 1 S wynosi 5 : 4. Tendencja ta zostaje poglebiona w strefie III,
gdzie gléwne maksimum wystepuje przy nachyleniu 50°-70° a proporcja pomiedzy
czestoscia wystgpowania orientacji skosnych typu Z i S wynosi 5 : 2.
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Ryec. 18. Histogramy zbiorcze przedstawiajace rozktad czgstosci wystgpowania katow p w strefie I, 11, ITI

epidermy in situ. Kazdy punkt reprezentuje warto$¢ $rednig (+SE) dla danej klasy katowej z 14
hipokotyli.



Z porownania histograméw zbiorczych (Ryec.18) z histogramami dla
pojedynczych hipokotyli (Rye.17) wynika wigc, Ze te pierwsze odzwierciedlaja jedynie
tendencje ukladow MTk w przyjmowaniu okreslonych orientacji, natomiast zatarciu
ulegaja pewne informacje, ktére moga by¢ istotne dla pdzniejszej interpretacii

wlasciwosci tych uktadow.

1.5. Zmiennos¢ orientacji mikrotubul kortykalnych z uwzglednieniem kierunku
obwodowego
Uktady MTk wykazuja réwniez zmienno$¢ w kierunku obwodowym  (Rye.19).
Rozktady czestosci wystepowania katéw nachylenia MTk w dwoch pasach epidermy
pochodzacych z jednego hipokotyla moga by¢ rézne. Zastosowany test Kolmogorowa-
Smirnowa (p=0.01) wykazal, ze okoto 50% par rozktadow (Rye.19. I b.f, II b,d,f,g, I11
b-d.f,g) w okreslonej strefie w poszczegoélnych hipokotylach wykazuja réznice istotne
statystycznie. Jednakze, r6znice statystyczne zostaly wykazane nawet w histogramach,
ktore nie roznity si¢ typem, na przyktad na Rye.19. II d,f, III f,g. Tylko w 27%
przypadkow wskazanych przez test, typ histogramow ulegl wyrazniej zmianie: w strefie
I, w jednym hipokotylu wystepowaty typy Bz 1 AB (Rye.19. I b) oraz A i Bs (Rye.19.
I f), w strefie II wystegpuja typy AB 1 B (Rye.19. I1 b).

Pomimo wykazanych w tescie statystycznym roznic pomigdzy poszczegdlnymi
histogramami z pary paséw epidermy, ogdlnie mozna stwierdzié, iz typ histogramu jest

zachowany w wigkszosci, tj. w ponad 80% przypadkow.
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Ryc.19. Porownanie rozktadow czgstosci wystgpowania katow B pod zewngtrzng $ciana peryklinalng w
dwoch pasach epidermy in situ pochodzacych ze wspolnego hipokotyla w strefie I, II, III. Zbadano 7
hipokotyli (a-g). ,,n” to liczba pomiaréw. Gwiazdka oznaczono rozktady, ktore réznity si¢ migdzy soba
statystycznie (test Kotmogorowa-Smirnowa, p=0.01).



2. ZMIANY ORIENTACJI MIKROTUBUL KORTYKALNYCH
SPOWODOWANE IZOLACJA PASOW EPIDERMY Z HIPOKOTYLA
Izolowane pasy (o dlugosci ponad 30mm i szeroko$ci okoto 1mm) zawieraty oprocz
epidermy réwniez warstwe subepidermy i zwykle 1-2 warstwy migkiszu. Takie pasy
trzymane na bibule filtracyjnej z niebuforowana pozywka MS wykazywatly zywotnos¢
co najmniej przez 26 godzin po izolacji, co przejawiato si¢ obecnoscia MTk zar6wno
w komorkach epidermy jak i w komorkach migkiszowych lezacych ponizej.

Zabieg izolacji powodowatl jednak zmiany w ukladzie MTk. Czasowo-
przestrzenny aspekt tych zmian byt przedmiotem badan, ktérych wyniki przedstawione
sa w niniejszym rozdziale. Histogramy zbiorcze na Ryec.20 przedstawiaja rozklady
czestosci wystepowania katow P bedace usrednieniem wynikow uzyskanych z 14-10
paséw epidermy (dla kazdego wariantu), ktére po wyizolowaniu z hipokotyla, byty
nastgpnie trzymane przez 0.5, 1, 2, 4, 6 oraz 12, 14, 16, 18h na bibule filtracyjne;j
z niebuforowana pozywka MS.

Uktad MTk ulega reorientacji we wszystkich trzech strefach juz w pot godziny
od momentu wyizolowania z hipokotyla (Rye.20. I-III b). Zmiany w orientacji MTk
w 0.5h sa najwyrazniejsze w strefie I (Rye.20. Ib), gdzie czgsto$¢ wystgpowania
orientacji podtuznych i bardziej stromych ulega znacznemu zwigkszeniu, w wyniku
czego histogram typu A charakterystyczny dla epidermy in situ (Ryc.20. 1 a)
przeksztalca si¢ w typ C z maksimum przy orientacjach podluznych (Rye.20. I b).
Podobne przesunigcie maksima histogramu widoczne jest w 0.5h w strefie II (Ryc.20.
II b). W strefie III brak jest wyraznego maksimum a caly rozktad jest ,,wyptaszczony”
(Ryc. 20. IIT b). Reorientacja MTk po izolacji epidermy przebiega tutaj wolniej,
bowiem w ponad 40% badanych pasach epidermy rozklad czgstosci wystgpowania
katéw B po 0.5h jest podobny do tego wystgpujacego in situ (dane nie pokazane). Dla
poréwnania, w strefie I 1 I zmiana ksztattu histogramow wzgledem histogramow in
situ wystapita we wszystkich badanych przypadkach.

Po jedno godzinnej inkubacji pasow epidermy w pozywce MS juz we
wszystkich trzech strefach w histogramach wystepuje maksimum przy orientacji
podtuznej (Rye.20. I-III ¢).

Po dwu godzinnej inkubacji pasow epidermy nast¢puje zmiana tendencji w
reorganizacji MTk: czestos¢ wystgpowania uktadow podhuznych we wszystkich
strefach ulega zmniejszeniu w poroéwnaniu ze stanem po lh (Rye.20. I-III d). Ta

tendencja jest kontynuowana w ciagu dalszych 4 godzin.



W 4h po izolacji epidermy, w histogramie strefy I maksimum wystepuje przy
orientacji skosnej typu Z, tj. 60°-70° (Rye.20. I e), przy czym pozostale zakresy katow
(od 0° do 160% sa rowniez licznie obsadzone. W strefie II i IIl w histogramach
dominuja uktady skos$ne (Rye.20. II-Ille), przy czym w strefie III, 15% wszystkich
uktadow stanowia nadal uktady podtuzne, podczas gdy w strefie II ich procent wynosi
jedynie 3 (dane nie pokazane).

W széstej godzinie po izolacji (Rye.20. I-III f), w strefie I, II, III rozktad
czgstosci wystgpowania katéw B jest zblizony do rozktadu in situ. W strefie I dominuja
uktady poprzeczne i skosne w zakresie 50°-130° (Rye.20. If). Jednak w przeciwienstwie
do epidermy in situ, w 6h po izolacji, maksimum znajduje si¢ przy orientacji skosnej
typu Z, tj. w zakresie 70°-80°, co czyni histogram asymetrycznym wzgledem kierunku
poprzecznego, tj. typu ABz (Rye.20. I f). W strefie II i III wystgpuja symetryczne
histogramy typu B (Rye.20. II-III f). Na uwagg zastuguje fakt, ze w strefie III nie
obserwuje si¢ dominacji ukladow skosnych typu Z, tak licznych w tej strefie
w epidermie in situ. W poszczegolnych pasach epidermy jedynie w jednym na dziesigé
przypadkow histogram w tej strefie byt asymetryczny, tj. typu Bz (dane nie pokazane).

Dalsze badania dotyczyly paséw epidermy inkubowanych w pozywce MS przez
12,14,16 i 18h od momentu izolacji z hipokotyli (Ryc.20. I-IIT g-j). Przez ten czas,
w histogramach strefy I pojawito si¢ lokalne minimum przy orientacji poprzecznej,
z zachowaniem asymetrii calego rozktadu (Rye.20. I g-j). W strefie II rozklady
czgstoSci wystgpowania katow [ nie ulegly wigkszej zmianie w poroéwnaniu z 6-
godzinng inkubacja (Rye.20. II g-j). Natomiast w histogramach strefy III zaznaczyla
si¢ asymetria (Rye.20. III g-j): maksimum wystepuje przy orientacji 130°-150°, czyli
dominuja tutaj skosne uktady typu S, co oznacza odwrdcenie typu asymetrii

W porOwnaniu ze stanem in situ, gdzie dominowaty uktady typu Z.
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Podsumowujac, uktad MTk po izolacji epidermy z hipokotyla ulega reorientacji:
orientacje poprzeczne i sko$ne zostaja zastapione orientacjami podluznymi i bardziej
stromymi. Szybko$¢ reorientacji zalezy od strefy. Najszybciej reorientacja przebiega
w strefie I, najwolniej w strefie III. Po 2h od momentu izolacji uklady MTk ulegaja
dalszej reorientacji lecz o tendencji przeciwnej. W efekcie po 6h MTk przyjmuja
orientacj¢ albo poprzeczna albo skosna, przez co zostaje osiagnigty stan
przypominajacy uktad in situ, ktory jednak w ciagu kolejnych godzin ulega pewnym
zmianom. Powyzej 12h od momentu izolacji w strefie I dominuja uktady skosne typu Z,
w strefie II uktady skos$ne typu Z i S wystepuja z podobna czg¢stoscia, zas w strefie 111
dominuja uktady skosne typu S.

Przestawione powyzej badania stanowily podstawe do wniosku, Zze po 12h uktad
MTk w izolowanych pasach jest na tyle stabilny, aby mogl by¢ poddawany wptywom

czynnikow badanych w niniejszej pracy.

3. WPLYW SPOSOBU ODDZIELANIA PASOW EPIDERMY Z HIPOKOTYLA
NA REORIENTACJE MIKROTUBUL KORTYKALNYCH PO IZOLACJI
Podczas pobierania z hipokotyla, pasy epidermy sa poddane naprezeniu
rozciagajacemu, wynikajacemu z techniki oddzielania epidermy za pomoca pincety;
istnieje podtuzna sktadowa w sile przylozonej do pasa podwazanego pinceta.
Prawdopodobnym byto wigc to, Ze obserwowane zmiany w uktadzie MTk po izolacji sa
nastgpstwem wprowadzenia czynnika mechanicznego w postaci naprezenia.
Zastosowano zatem inng metodg izolacji pasa epidermy z hipokotyla: poprzez wycigcie
pasa za pomoca zyletki. Wyizolowane pasy inkubowano nastgpnie przez 1h
w niebuforowanej pozywce MS.

Histogramy przedstawiajace rozklady czgstos$ci wystgpowania katéw  w pasach
epidermy wycinanych zyletka oraz tych pobieranych standartowo za pomoca pincety sa
bardzo podobne: dominuja uktady podtuzne i skosne (Rye.21. I-III). Zastosowany test
Kolmogorowa-Smirnowa (p=0.01) wykazat, ze histogramy w strefach II i III otrzymane
dwoma metodami nie ro6znia si¢ statystycznie; w strefie I pomigdzy histogramami
istnieje roznica, ktora jednakze nie jest zwiazana ze zmiana typu histogramow, dotyczy

jedynie kilkoprocentowej réznicy w czgsto$ci wystgpowania orientacji sko$nych.
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Ryc.21. Wplyw sposobu oddzielania paséw epidermy z hipokotyla na reorientacj¢ MTk po jednej
godzinie od izolacji.

Histogramy zbiorcze, przedstawiajace rozktad czgsto$ci wystgpowania katow B pod zewngtrznag $ciana
peryklinalna dla dwoch pasow epidermy pobieranych z hipokotyla pinceta i dwoch pasow wycinanych
zyletka. Pasy epidermy byly inkubowane przez 1h w niebuforowanej pozywce MS. Histogramy
reprezentujq strefe I, IL, IIL. ,,n, i n,” to liczba pomiaréw w epidermie pobieranej, odpowiednio, pinceta i
zyletka.



4. WPLYW pH I NAPREZENIA ROZCIAGAJACEGO NA WZROST
WYDLUZENIOWY IZOLOWANYCH PASOW EPIDERMY

Pasy epidermy (o szerokosci okolo 1mm) po wyizolowaniu z hipokotyla byty
inkubowane przez 12-14h w buforowanej pozywce MS o pH 4.51 6.5 (bufor MES lub
fosforanowy); nastepnie przyktadano do nich site rozciagajaca (poprzez dolozenie
ciezarka) 1 mierzono odksztalcenie (Rye.22). Badania wstepne wykazaty, ze rodzaj
buforu nie wplywa na szybko$¢ wzrostu paséw epidermy (dane nie pokazane).

Gwaltowny przyrost wzglednej dlugosci (podtuznego odksztatcenia)
spowodowany przylozeniem sity polega na prostowaniu pasa i na jego elastycznym
odksztatceniu (Ryc.22 a, b). Dalszy powolny wzrost dtugosci jest nieodwracalny,
stanowi wigc wzrost pasa na dlugos¢ (wzrost wydtuzeniowy). Miarg szybkosci wzrostu
wydluzeniowego jest nachylenie linii odksztatcenia w funkcji czasu. Linia ta byta prosta
w czasie > 0.2h od momentu przylozenia sity; szybkos$¢ wzrostu wyznaczano wigc
w czasie od 0.2 dolh.

Rycina 22a pokazuje wykresy zalezno$ci odksztatcenia od czasu dla
reprezentatywnego pasa epidermy rozciaganego z sila 0.05N przy pH 4.5 w trzech
strefach  LILIII. Wida¢, Zze odksztalcenie pasa jest rozne w badanych strefach.
Najwigksze odksztatcenie wystepuje w strefie I, najmniejsze zas w strefie I1I. W strefie
III odksztatcenie w czasie 0.2-1h nie ulega zwigkszeniu. Przy pH 6.5 (Ryec.22b)
odksztalcanie w strefie I jest najwigksze, przy czym we wszystkich trzech strefach
przyrost odksztatcenia w czasie 0.2-1h jest znikomy.

Po odjeciu sity, odksztatcenie nie zanika w zadnej ze stref, jednakze nie nalezy
tego wiaza¢ tylko 1 wyltacznie z odksztalceniem plastycznym. Czg$¢ zachowanego
odksztalcenia mozna przypisaé prostowaniu pasa epidermy  bezposrednio po
przylozeniu sity, nie zastosowano bowiem naprezenia wstgpnego badanego pasa, czgsé
odksztatlcenia ma charakter wiskoelastyczny 1 jest zwiazana ze zmiang rOwnowagi

osmotycznej. Widaé, ze odksztalcenie zalezy od pH.
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Rye.22. Kinetyka odksztatcenia reprezentatywnych pasow epidermy naprezanych sita 0.05N przy pH 4.5
(a) oraz pH 6.5 (b) w réznych strefach.

Pasy epidermy po wyizolowaniu z hipokotyla byly inkubowane w buforowanej (MES, 20mM) pozywce
MS o pH 4.5 (a) oraz pH 6.5 przez 12-14h a nastgpnie naprezane przez 1h. W kazdym pasie wyrdzniono
strefe 1, II, III. Strzatka oznaczono moment przytozenia sily. Liniami przerywanymi zaznaczono zakres
(od 0.2 do 1h), w ktorym obliczano szybko$§¢ wzrostu.



Szybkos$¢ wzrostu pasa epidermy zalezy nie tylko od strefy 1 pH ale rowniez od
wielkosci przylozonej sity (Rye.23). Przy pH 4.5 szybko$¢ wzrostu ro$nie wraz z sita
(Rye.23a): przy sile 0.01N w strefach LILIII szybko$¢ wzrostu jest bliska zeru, po
przytozeniu sity 0.05N i 0.08N szybko$¢ wzrostu ulega zwigkszeniu we wszystkich
trzech strefach. Najszybciej rosnie strefa I (Srednio 2.50 i 4.31% h' przy sile,
odpowiednio, 0.05 i 0.08N), wolniej strefa II (rednio 0.72 i 2.05% h™ przy sile,
odpowiednio, 0.05 i 0.08N) a najwolniej strefa III (0.41 i 0.93% h' przy sile,
odpowiednio, 0.05 i 0.08N). Test Studenta (p=0.05) nie stwierdzil istotnych réznic
w szybkosci wzrostu strefy III przy sile 0.05N poroéwnaniu z sita 0.01N.

Wielko$¢ przylozonej sity nie wpltywa na szybko$¢ wzrostu przy pH 6.5
(Ryc.23b): w strefie LILIII szybko$é¢ wzrostu, niezaleznie od sity, jest bliska 0% h™.
Wyjatek stanowi strefa I naprezana z sita 0.08N, w ktérej srednia szybkos$¢ wzrostu
wynosi 0.53% h', jednak test Studenta (p=0.05) nie stwierdzil istotnych réznic
poréwnaniu z sita 0.01N.

Podsumowujac; przy pH 4.5 izolowane pasy epidermy rosna, gdy tylko sa
poddane dostatecznie duzemu naprezeniu rozciagajacemu. Wzdluz pasa istnieje
gradient szybko$ci wzrostu: najszybciej przyrasta strefa I, najwolniej strefa I11. Przy pH
6.5 wzrost praktycznie nie wystgpuje. Najmniejsza zastosowana sita (0.01N) powoduje
nieznaczna szybko$¢ wzrostu, nie wicksza niz 0.2% h™ (przy pH 4.5), stad mozna
wysuna¢ wniosek, ze nienaprgzane pasy epidermy nie rosng lub rosna z nieznaczna

szybkoscia.
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Ryc.23. Zalezno$¢ szybkosci wzrostu izolowanych paséw epidermy od przylozonej sity przy pH 4.5 (a)
6.5 (b) w roznych strefach.
Pasy epidermy po wyizolowaniu z hipokotyla byly inkubowane przez 12-14h w buforowanej pozywce
MS o pH 4.5 (a) i pH 6.5 (b) [bufor MES, 20mM - przy napr¢zaniu z sita 0.01 i 0.05N, bufor
fosforanowy, 20mM - przy naprezaniu z sita 0.08N]. W kazdym pasie wyrozniono strefe I, II, III.
Wykresy przedstawiaja wartosci Srednie = SE z 8-13 pasow (n o;n=8, n gosn=12, n ¢sn=13). Gwiazdka
oznaczono warto$ci dla okreslonej strefy przy napre¢zaniu sita 0.05 1 0.08N, ktore roznity sig statystycznie
(test t-Studenta, p=0.05) od wartosci przy sile 0.01N oznaczonej #.



5. ORIENTACJA MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W IZOLOWANYCH
PASACH EPIDERMY ROZNIACYCH SIE SZYBKOSCIA WZROSTU
MODULOWANA ZA POMOCA pH I NAPREZENIA

Badania przeprowadzono na pasach epidermy wyizolowanych ze wspdlnego
hipokotyla; w ten sposdb zminimalizowano zmienno$¢ orientacji MTk wynikajaca ze
zmienno$ci w populacji hipokotyli. Histogramy na Ryec.24-27 przedstawiaja pary
izolowanych pasow epidermy (pochodzace z 9-13 hipokotyli), inkubowanych przez 12-
14h w buforowanej pozywce MS o pH 4.5 i 6.5 (bufor MES lub fosforanowy, 20mM);
nastepnie, jeden z paséw byl naprezany z sita 0.05 lub 0.08N przez 1h, drugi z pasow
(traktowany jako kontrola) nie byt naprezany.

Gdy pasy byly napr¢zane z sila 0.05N przy pH 4.5, czyli w warunkach,
w ktorych izolowane pasy rosna (Ryec.24), test Kolmogorowa-Smirnowa wykazuje
roznice istotne statystycznie pomigdzy 48% parami histograméw (dla pasa napr¢zanego
1 nienapr¢zanego), brak jest jednak okre§lonych tendencji w zmianie histogramu Na
przyktad, w strefie I pasow naprgzanych, w jednym przypadku czgstos¢ wystgpowania
poprzecznych orientacji zmniejsza si¢ w poréwnaniu do pasa kontrolnego, czyli po
naprezaniu nast¢puje zmiana typu histogramu z A do AB (Ryc.24. I b); za§ w drugim
przypadku, typ AB histogramu ulega zmianie do typu A, czyli czgstos¢ wystgpowania
poprzecznych orientacji zwigksza si¢ po napr¢zaniu (Rye.24. I d). W strefie II, typ AB
przechodzi wtyp B w pasach napr¢zanych (Rye.24. II b,g), w strefie III typ BC
zmienia si¢ w typ B (Rye.24. III h). W pozostatych przypadkach, w ktérych test
Kotmogorowa-Smirnowa wykazat roznice istotne statystycznie, typ histogramu nie
ulega wigkszej zmianie.

Po naprg¢zaniu z sila 0.05N przy pH=6.5, czyli w warunkach, w ktérych
izolowane pasy nie rosna (Ryc.25), roznice istotne statystycznie wystepuja w 33%
parach histograméw. Tutaj podobnie, jak przy pH 4.5, nie bylo okreslonej tendencji
w zmianie typu histogramu, czgsto$¢ wystgpowania orientacji poprzecznych rosta po
naprezaniu (Rye.25 I a, b, i) lub malata (Rye.25. I h).

Przy pH 4.5 w pasach naprezanych z sita 0.08N, czyli rosnacych ze znaczna
szybko$cia (Rye.26) 44% par histograméw wykazuje roznice istotne statystycznie.
Stwierdza si¢ zarowno zwigkszenie orientacji poprzecznych w pasach naprgzanych
w stosunku do pasow kontrolnych, (Rye.26. I ¢, k), jak i ich zmniejszenie (Rye.26. I j).

Przy pH 6.5 w pasach naprezanych z sita 0.08N (Rye.27), gdy naprezanie nie

powodowato znacznego wzrostu, w 39% przypadkach wykazano roznice istotne



statystycznie. Zmiany te sa wynikiem zmniejszenia czgsto$ci wystgpowania orientacji
poprzecznych w pasach naprgzanych w stosunku do pasow kontrolnych, (Rye.27.1 e,
h, k), jak i zwigkszenia czgstosci tych orientacji (Rye.27. II k).

Podsumowujac, czgstos¢ wystgpowania roznic statystycznych pomigdzy
histogramami reprezentujacymi pasy naprezane i nienaprezane, rosnace i nie rosnhace,
nie jest wigksza niz czgsto$¢ wystgpowania réznic wykazana w epidermie in situ
w kierunku obwodowym. Zmiany w typie histogramow wystepuja z niewiele wigksza
czgstoscia w pasach naprgzanych i kontrolnych w poréwnaniu do epidermy in situ, przy
czym w obu przypadkach najczesciej pojawiaja si¢ w strefie I, najrzadziej zas w strefie
III. Zaréwno po naprezaniu z sita 0.05N jaki 1 0.08N przy réznych wartosciach pH

zmiana w typie histogramow nie ma okreslonego charakteru.















6. WPLYW pH NA ORIENTACJE MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W
IZOLOWANYCH PASACH EPIDERMY

Z histogramow na Rye.24-27 sporzadzono histogramy zbiorcze tak aby porownac
wptyw dwu stosowanych pH (Rye.28). Z pordéwnania wynika, ze pH roztworu, w
ktorym izolowane pasy byly inkubowane, nie ma wigkszego wplywu na orientacjg
MTk. Rozktady czgstoSci wystgpowania kata B przy pH 4.5 w pasach kontrolnych
(nienaprezanych) 1 naprg¢zanych maja bardzo zblizong posta¢ w poréwnaniu do tych
przy pH 6.5, dotyczy to zarowno buforu MES (Rye.28. I-III a, a’), jaki i buforu
fosforowego (Ryc.28. I-III b,b’). W wigkszos$ci przypadkow, w rozktadach dla pH 4.5
oraz 6.5 warto$ci Srednie z poszczeg6olnych klas znajduja si¢ w zakresie lub na granicy
btedow standardowych (SE).

Niezaleznie od pH i naprgzenia, pewne réznice w orientacji MTk sa widoczne
pomigdzy buforem MES (Rye.28. I-III a, a’) i buforem fosforanowym (Rye.28. I-111
b,b’). W strefie I histogramy dla buforu MES posiadaja jedno gléwne maksimum
(Rye.28. I a, a’), za§ w histogramach buforu fosforanowego wystepuja dodatkowe
lokalne maksima (Ryc.28. Ib. b’). W strefie IIl w buforze MES (Rye.28. III a, a’)
czestos¢ wystgpowania orientacji podtuznych jest wigksza o okoto 2-6 razy niz
w buforze fosforanowym (Rye.28. III b’b’).

Wpltyw roztworu inkubujacego na orientacj¢ MTk widoczny jest ponadto w
czestosci wystgpowania uktadow skosnych typu Z i S w strefie III paséw inkubowanych
na niebuforowanej i buforowanej pozywce MS. Po 12-18h inkubacji na niebuforowane;j
pozywce MS w strefie III dominuja uktady sko$ne typu S (Rye.20. III g-j), za$ po 12-
14h inkubacji na buforowanej pozywce MS (niezaleznie od rodzaju bufora) czgstos¢
wystgpowania uktadow skos$nych typu Z i S jest mniej wigcej réwna (Rye.28. III a, a’
oraz b’ dla pH 4.5) lub z nieznaczna przewaga uktadéw typu Z (Ryc.28. III b oraz b’
dla pH 6.5).

Zmierzono cis$nienie osmotyczne (m) stosowanych roztworoéw i otrzymano
nastepujace wyniki: dla niebuforowanej pozywki MS m wynosi 150mOsm kg ™', dla
buforowanej (bufor MES, 20mM) pozywki MS o pH 4.5 1 6.5, ® wynosi odpowiednio,
172 1 184 mOsm kg ™', dla buforowanej (bufor fosforanowy, 20mM) pozywki MS o pH
4.516.5, odpowiednio, 147 i 154 mOsm kg .
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Ryc.28. Histogramy zbiorcze przedstawiajace rozktady czgstosci wystgpowania katéw nachylenia B pod

zewngetrzng  $ciana  peryklinalna

izolowanych paséw epidermy,

inkubowanych przez 12-14h

w buforowanej (bufor MES [a, a’], bufor .fosforanowy [b, b’], 20mM) pozywce MS o pH 4.51 pH 6.5,
naprezanych (z sita 0.05N [a’] i 0.08N [b’] na okoto Imm szerokosci pasa) lub

a nastgpnie

nienaprezanych (kontrolnych), [a, b]. Histogramy reprezentuja strefe I, II, III. Podano wartosci $rednie
+SE uzyskane z 9 paséw epidermy (a, a’), 13-11 pasow (b, b’). Histogramy z poszczegdlnych pasow
zostaly przedstawione na Ryc. 24-27.



7. WPLYW SWIATEA BIALEGO NA ORIENTACJE MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH W IZOLOWANYCH PASACH EPIDERMY
INKUBOWANYCH PRZEZ 12-14 GODZIN

W zwiazku z brakiem istotnych réznic w orientacji MTk pomigdzy wickszo$cia pasow
napr¢zanych 1 nienaprgzanych inkubowanych przez 12-14h (Wyniki, rozdziat 5),
przeprowadzono dodatkowy eksperyment majacy na celu sprawdzenie, czy MTk w tych
pasach sa zdolne do reorientacji, czy tez moze ulegly stabilizacji, wskutek ktorej nie
reaguja na zmiang naprgzenia w S$cianach komorkowych. Pasy inkubowano
w ciemnosci w buforowanej pozywce MS o pH 4.5 a nastgpnie naprezano sita 0.05N
przez lh naswietlajac jednoczes$nie pasy, zar6wno naprezane jak 1 nienapre¢zane,
Swiattem biatym.

W eksperymencie, w ktérym wykorzystano o§wietlacz o mniejszej mocy nie
stwierdzono globalnej przebudowy uktadu MTk; podobnie jak w przypadku pasow
nienaswietlanych, uktad réwnolegtych wzgledem siebie MTk byt poprzeczny i skosny
(Rye.29a). W pasach naswietlonych obserwowano jednak rowniez takie komorki
(okoto 10%), gdzie nie wszystkie wiazki byty rownolegte (Rye.29b, ¢, d). Na przyktad,
w komorkach, w ktérych wigkszo$¢ wiazek byta zorientowana poprzecznie wzgledem
dtugiej osi komorki, pojedyncze wiazki byly zorientowane podtuznie, tj. przecinaly
pozostate pod katem okoto 90° (Rye.29b, ¢). Sporadycznie obserwowano komorki, w
ktorych wigkszo$¢ wiazek byta ulozonych mniej wigeej podtuznie, nadal jednak mozna
byto wyrdzni¢ pojedyncze wiazki zorientowane pod innym katem (Ryec.29d).

Po zastosowaniu oswietlacza o wigkszej mocy, §wiatlo biale spowodowato
widoczng juz w calej populacji badanych komorek reorientacj¢ MTk (Rye.30).
Obserwowano komorki z réwnoleglymi wiazkami MTk o orientacji podtuznej lub
stromej (Rye.29f), nadal jednak sporadycznie pojawialy si¢ komorki z wiazkami

nierownolegtymi (Ryc.29e).
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Ryc.29. Uklady MTk pod zewngtrzna $ciana peryklinalng paséw epidermy hipokotyla stonecznika
inkubowanych przez 12-14h w buforowanej pozywce MS o pH 4.5 (bufor MES, 20mM) a nastgpnie
naswietlanych $wiatlem bialym przez 1h. W (a-d) zastosowano o$wietlacz halogenowy o mniejszej
mocy, w (e—f) o wigkszej mocy.

Globalne zmiany orientacji MTk w pasach naswietlanych polegajace na
znacznym zwigkszeniu czgsto$ci wystgpowania orientacji podluznych 1 bardziej
stromych, zar6bwno w  tych naprezanych jak 1 nienaprezanych (Ryc.30a,b),
w poréwnaniu z pasami nienaswietlanymi, sa najlepiej zaznaczone strefie I i II;
w strefie III w pasach naswietlanych wystapit tylko niewielki wzrost czgstosci
wystgpowania orientacji podluznych. Majac na uwadze wykazana wczes$niej zmiennos$¢
orientacji MTk pomigdzy hipokotylami i niewielka liczbg przebadanych paséw (n=3),
roéznice w ksztalcie histogramu dla na§wietlanych paséw naprg¢zanych i nienaprgzanych
mozna uzna¢ za przypadkowe. Nie ulega natomiast watpliwosci, ze MTk w
izolowanych pasach inkubowanych przez 12-14 h na pozywce MS sa zdolne do

reorientacji.
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Ryc.30. Histogramy zbiorcze przedstawiajace rozklad czgstoSci wystgpowania katow nachylenia
B wstrefie I, II, III pasow inkubowanych przez 12-14h w buforowanej pozywce MS (bufor MES,
20mM) a nastgpnie naprezanych (sita 0.05N) [b] lub nienaprezanych (a) z jednoczesnym naswietlaniem
$wiattem biatym przez 1h. Kazdy punkt reprezentuje warto$¢ srednia (+ SE) dla danej klasy katowej z 3
hipokotyli (§wiatto biate) oraz 9 hipokotyli (ciemnos¢, dane z Ryc. 28).



8. WPLYW FUZIKOKCYNY NA WZROST WYDLUZENIOWY
IZOLOWANYCH PASOW EPIDERMY PREINKUBOWANYCH PRZEZ 12-14
GODZIN

Fuzikokcyna (FC) w koncentracji 10°M w poréwnaniu z kontrolnymi pasami
(niebuforowana pozywka MS) nie powoduje znacznego zwigkszenia szybkosci wzrostu
wydtuzeniowego naprgzanych  pasow epidermy preinkubowanych przez 12-14h
w niebuforowanej pozywce MS (Rye.31).

Przy zastosowaniu sity 0.05N w obecnos$ci FC szybko$¢ wzrostu zwigkszyla si¢
dwukrotnie jedynie w strefie II, w poréwnaniu do kontrolnych paséw i réznica ta jest
istotna statystycznie (Ryc.31a); generalnie szybko$¢ wzrostu pasow, niezaleznie od
obecnoéci FC, zawiera si¢ w granicach 0.11-0.3% h™ a obserwowane réznice
w wartos$ciach nie sg istotne (za wyjatkiem strefy II). Roéwniez przy zastosowaniu sity
0.08N (Ryc.31b), FC nie ma wptywu na szybko§¢ wzrostu paséw preinkubowanych
przez 12-14h. Pomimo ré6znic w $rednich warto$ciach wzrostu pomig¢dzy FC 1 kontrola,
test t-Studenta wykazal, Ze roznice te nie sa istotne statystycznie, w probach bowiem
istnieje duzy rozrzut poszczegdlnych pomiaréw wokot wartosci Sredniej.

Zwigkszenie koncentracji FC do 10°M nie powoduje istotnego statystycznie
zwigkszenia szybko$ci wzrostu paséw w porownaniu do kontroli 1 do FC w koncentracji

10°M (Tab.2).

Tab.2. Srednia szybko$¢ wzrostu wydhuzeniowego (£SE) izolowanych paséw epidermy. Pasy byly
preinkubowane przez 12-14h w niebuforowanej pozywce MS a nastgpnie naprezane przez lh z sila
0.08N przy roznej koncentracji FC (10 lub 10°M). Dla kontrolnych paséw (pozywka MS) n yon=3, FC
(10°M) n pee=7, FC (10°M) n pes=4. Wartosci $rednie nie réznily sie statystycznie (test t-Studenta,
p=0.05)

kontrola FC (10°M) | FC (10°M)
Strefa I 0.39+0.10 |0.73+0.23 | 0.80 + 0.40
Strefall | 0.27+0.11 0.22£0.04 | 0.44+0.25
Strefalll | 0.68+0.27 | 0.27 £ 0.06 0.36 +0.17
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Ryc.31. Wplyw fuzikokcyny (10°M) na szybko$é wzrostu wydhuzeniowego izolowanych pasow
epidermy. Pasy byly preinkubowane przez_12-14h w niebuforowanej pozywce MS a nast¢pnie napr¢zane
przez lh z sila 0.05N (a) lub 0.08N (b) w pozywce MS z FC lub bez FC (kontrola). W kazdym pasie
wyroézniono strefe I, II, III. Wykresy przedstawiaja wartosci Srednie =SE z 3-9 pasow (pozywka MS:
Ngosn=9, Nogn=23, FC: ngosn=3, nosn=7). Gwiazdka oznaczono warto$¢, ktora roznita sig statystycznie
(test t-Studenta, p=0.05) od warto$ci oznaczonej #.




9. WPLYW FUZIKOKCYNY NA WZROST WYDLUZENIOWY
IZOLOWANYCH PASOW EPIDERMY PREINKUBOWANYCH PRZEZ 1
GODZINE

W zwiazku z brakiem wptywu FC na wzrost paséw preinkubowanych przez 12-14h,
czas preinkubacji skrocono do 1h, przypuszczano bowiem, ze dtugi czas preinkubacji
spowodowat utratg¢ wrazliwo$ci na FC. Pasy epidermy preinkubowano w szalce
z roztworem niebuforowanej pozywki MS, po czym przeniesione zostaty do przyrzadu,
w ktorym byly naprezane sita 0.08N.

Fuzikokcyna (10°M) zwicksza znaczaco szybko§¢ wzrostu naprezanych pasow
preinkubowanych przez 1h (Ryc.32). Podczas gdy szybkos$¢ wzrostu w kontrolnych
pasach (tj. inkubowanych w niebuforowanej pozywce MS bez FC) niezaleznie od strefy
jest mniejsza niz 0.2 % h™', to inkubacja w pozywce z FC powoduje zwickszenie
szybko$ci wzrostu $rednio do okoto 2-3 % h', przy czym tutaj réwniez szybkosé
wzrostu nie zalezy od strefy (test t-Studenta, p=0.05). Pasy nienaprezane (n=3) nie

rosng nawet w obecno$ci FC (dane nie pokazane).
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Ryec.32. Wplyw fuzikokcyny (10°M) na szybkos¢ wzrostu wydluzeniowego izolowanych pasow
epidermy. Pasy byly preinkubowane przez 1h w niebuforowanej pozywce MS, w ktorej swobodnie
ptywaly, a nastepnie naprg¢zane przez lh z sitg 0.08N w pozywce MS z FC lub bez FC (kontrola).
W kazdym pasie wyrozniono strefe I, I, III. Wykresy przedstawiaja warto$ci $rednie £SE z 8-13 pasow
(0 kone=8, N pcs=13). Wszystkie warto$ci otrzymane dla FC roéznily sig statystycznie (test t-Studenta,
p=0.05) od wartosci otrzymanych dla kontroli w danej strefie.



10. ORIENTACJA MIKROTUBUL KORTYKALNYCH W IZOLOWANYCH
PASACH EPIDERMY ROZNIACYCH SIE SZYBKOSCIA WZROSTU
ZALEZNA OD FUZIKOKCYNY
Badania przeprowadzono na parach paséw epidermy wyizolowanych ze wspdlnego
hipokotyla. = Histogramy na Rye.33, 34 przedstawiaja pary izolowanych pasow
epidermy (pochodzace z 11 hipokotyli), preinkubowanych przez lh w szalce
z niebuforowana pozywka MS; nastgpnie, po przeniesieniu do przyrzadu,
inkubowanych w pozywce z FC lub bez FC (kontrola), przy czym jeden z paséw byt
naprezany z sita 0.08N przez 1h, drugi za$ nie byl naprgzany.

Gdy pasy byly naprezane sita 0.08N na bibule z pozywka MS bez FC (czyli
w warunkach, w ktorych pasy nie wydluzaty si¢ znaczaco, [kontrola]) test
Kolmogorowa-Smirnowa wykazuje rdznice istotne statystycznie pomigdzy 36% parami
histograméw (Rye.33). W strefie I zmiany w orientacji MTk polegaja na zwigkszeniu
czestosci wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej stromych (Rye.33. I b, h).
W strefie 11 1 III w wigkszo$ci przypadkow wykazujacych roznice istotne statystycznie,
typ histogramu albo nie ulega wigkszej zmianie (Rye.33. II a, b, f, h, III d, i), albo
nastgpuje zwigkszenie czgstoSci wystgpowania orientacji podtuznych, czyli typ
B histogramu przechodzi w typ BC po napr¢zaniu (Rye.33. 1I i, IIT a) lub typ BC
w typ C (Rye.33. IT k).

Gdy pasy byly naprezane sila 0.08N na bibule z FC (10°M), czyli
w warunkach, w ktérych pasy wydtuzaly si¢ ze znaczna szybko$cia we wszystkich
trzech strefach, 67% histogramow wykazuje roznice istotne statystycznie (Ryc.34).
Wsrod tych histogramow, w wigkszo$ci przypadkow (powyzej 60%) nastgpuje zmiana
typu histogramoéw, przy czym zmiana ta ma okre$lona tendencjg: czgstos¢
wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej stromych ulega zwigkszeniu w pasach
napr¢zanych w poréwnaniu z pasami nienaprezanymi, zanikaja za$ uktady podtuzne. Na
przyktad: w strefie I typ AB przechodzi w typ A po naprezaniu (Ryc.34. I ¢), typ
Bw typ A (Rye.34. I g) oraz typ BC w typ A (Ryc.34. I d, j). Podobna tendencja
utrzymuje si¢ w strefie II: typ B przechodzi w typ A po napregzaniu (Rye.34. Il d, h) lub
w typ AB (Rye.34. II ¢), typ D w typ A (Rye.34. II a), typ BC w typ B (Rye.34. 11 e,
j), podobnie zreszta jak w strefie III (Ryec. 34. I1I d, k).









Wymienione powyzej tendencje sa roéwniez widoczne na histogramach
zbiorczych reprezentujace wartosci Srednie czgsto$ci wystgpowania katow B, zebranych
z 11 hipokotyli (Rye.35). Naprezanie pasow epidermy inkubowanych na pozywce MS
bez FC (kontrola) nie zmienia zasadniczo ksztattu histogramu w strefie II i III,
obserwuje si¢ jedynie kilkuprocentowy przyrost czgstosci wystgpowania orientacji
podtuznych (Rye.35. II, III a, a’). W strefie I pasow naprgzanych zanika minimum
przy orientacji poprzecznej widoczne w pasach nienaprgzanych (Rye.35.1 a, a°).

Naprgzanie paséw inkubowanych na pozywce z FC powoduje zmiang ksztaltu
histograméw we wszystkich strefach. W strefie I pasow nienapr¢zanych w obecno$ci
FC maksimum histogramu przypada na orientacj¢ poprzeczna, jednakze orientacje
skos$ne 1 podluzne sa rowniez licznie reprezentowane (Rye.35. I b). Histogramy dla
paséw nienaprezanych  z poszczegdlnych hipokotyli naleza do réznych typow: typu
A (Rye.34. 1 a, b, e, k), typu AB (Rye.34. I ¢, f) i typu BC (Ryc.34. 1d, j). W pasach
napr¢zanych dominuja uktady poprzeczne (Ryc.35. I b’), za§ wszystkie histogramy
z poszczegdlnych hipokotyli naleza do typu A (Rye.35. I a-k).

W strefie II pasoOw nienaprgzanych inkubowanych na pozywce z FC wszystkie
orientacje wystepuja z wigksza lub mniejsza czgstoscia (Rye.35. I b), co jest wynikiem
wystepowania roznych typow  histogramow z poszczegdlnych  hipokotyli: typu
A (Ryc.34. 11 b), typu B (Ryc.34. Il ¢, d, f, g, h, i, k), typu BC (Ryc.34. Il e, j), typu
D (Ryc.34. II a). Po naprgzaniu, w pasach nastgpuje zanik orientacji podtuznych
a zwigkszenie orientacji porzecznych i mniej stromych (Rye.35. IIb’).

Najmniejsze réznice po naprgzaniu w pozywce z FC sa widoczne w strefie 11,
gdzie potozenie maksima oraz minima nie ulega zmianie, jedynie czgstos¢ orientacji

mniej stromych wzrasta (Rye.35. III b, b’).
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Ryc.35. Histogramy zbiorcze przedstawiajace rozktad czgstoSci wystgpowania katow nachylenia
B w strefie I, I, III paséw preinkubowanych przez 1h w pozywce MS a nastgpnie naprezanych (sita
0.08N) lub nienaprezanych w pozywce MS z FC_(10°M) lub bez FC (kontrola). Kazdy punkt
reprezentuje warto$¢ §rednia (+SE) dla danej klasy katowej z 11 hipokotyli, dla ktérych poszczegdlne
histogramy przedstawiono na Ryc.33 i 34.



11. ZALEZNOSC POMIEDZY CZESTOSCIA  WYSTEPOWANIA
ORIENTACJI POPRZECZNYCH ORAZ PODLUZNYCH I SZYBKOSCIA
WZROSTU ZALEZNA OD FUZIKOKCYNY

Podczas naprgzania pasow epidermy inkubowanych na pozywce z FC w celu ich
pozniejszego utrwalenia i wyznakowania MTk, dokonywano jednoczesnego pomiaru
ich wydluzania za pomoca ekstensometru. W ten sposob kazdy histogram mogt by¢
scharakteryzowany okre$lona szybkoscia wydluzania (a nie jedynie jej wartoScia
srednia uzyskanych z niezaleznych pomiarow). Dzigki temu mozliwa stata si¢ doktadna
analiza zalezno$ci czgsto$ci wystgpowania okreslonych orientacji i szybkos$ci wzrostu
(Ryc.36a, b).

Czesto$é wystgpowania orientacji poprzecznych (B=90"+10") nie zalezy od
szybkosci wzrostu (Ryc.36a); takie orientacje wystgpuja w rdéznych strefach pasow nie
wydtuzajacych si¢ (nienaprgzanych), jak i1 tych wydluzajacych si¢ ze znaczna
szybkoscia (powyzej 5% h™). Jednakze orientacje poprzeczne zawsze liczniej wystepuja
w strefie I, a nie wystgpuja lub wystgpuja bardzo nielicznie w strefie III, pomimo
znacznej, w niektorych przypadkach, szybko$ci wzrostu tej strefy.

Czestosé  wystepowania orientacji podhuznych (B=0°-10°, p=170°-180°)
w strefach pasow wydltuzajacych sig jest najczgsciej bliska 0% lub nie przekracza 5%
(Ryc.36b); za§ w strefach paséw nie wydluzajacych miesci si¢ w granicach 0-20%
(z wyjatkiem trzech przypadkow). Wystgpowanie orientacji podtuznych nie jest

zwiazane z zadna okreslona strefa.
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Ryc.36. Zalezno$¢ pomigdzy czgstoscia wystgpowania orientacji poprzecznych (a) oraz orientacji
podtuznych (b) i szybkoscia wzrostu zaleznego od FC (10°M) izolowanych paséw epidermy. Czestosci
wystgpowania okre§lonych orientacji pochodza w wynikow przedstawionych w Ryc.34, za$ szybkos$ci
wzrostu z Ryc.32.



IV. DYSKUSJA

1. WPLYW SZYBKOSCI WZROSTU NA ORIENTACJE MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH. HIPOTEZA SCHOPFERA
Nastepujace argumenty daja podstawy do falsyfikacji hipotezy Schopfera o zaleznosci
migdzy kierunkiem wzrostu i orientacja MTk:
- orientacje poprzeczne 1 mniej strome wystgpuja w nienapr¢zanych pasach (czyli nie
wydluzajacych si¢) inkubowanych przez 4-18h w niebuforowanej oraz buforowanej
pozywce;
-zwigkszenie szybkosci wzrostu wydluzeniowego w pasach inkubowanych
w buforowanej pozywce (pH 4.5) przez 12-14h poprzez przylozenie naprg¢zenia
rozciagajacego nie powoduje zwigkszenia czgstosci wystgpowania orientacji
poprzecznych;
-FC powoduje zwigkszenie czgstoSci wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej
stromych w pasach nienaprezanych (niewydluzajacych si¢) w pordwnaniu z proba
kontrolng (bez FC);
-Swiatlo biale indukuje reorganizacj¢ ukltadu MTk z poprzecznego na podiuzny
w pasach nienaprezanych, czyli bez zwiazku ze zmianami szybkos$ci wzrostu;
-brak jest zaleznosci pomigdzy szybkoscia wzrostu indukowanego FC (w krétkotrwale
preinkubowanych pasach) a czgsto$cia wystgpowania orientacji poprzecznych;
-orientacja MTk w pasach inkubowanych przez wigcej niz 12h jest w pewnym stopniu
zalezna od rodzaju roztworu inkubujacego.
Niektére wyniki jednakze wydaja si¢ by¢ zgodne z hipoteza Schopfera:
-w epidermie in situ szybko$¢ wzrostu wydluzeniowego 1 czgstos¢ wystgpowania
orientacji poprzecznych maleja bazypetalnie;
-bezposrednio po wyizolowaniu pasa epidermy (co wiaze si¢ jednocze$nie
z zahamowaniem wzrostu) orientacja M Tk jest podtuzna;
-zwigkszenie szybko$ci wzrostu indukowanego FC powoduje zwigkszenie czgstosci
wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej sko$nych wtedy, gdy w pasach
nienaprgzanych orientacja byta bardziej stroma i podtuzna.

Argumenty za 1 przeciw hipotezie Schopfera zostana w nastgpnej czegsci
»Dyskusji” oméwione dokladniej. Najpierw jednak nalezy podkresli¢, ze okreslenie

orientacja poprzeczna, podtuzna w niniejszej pracy jest stosowane w waskim znaczeniu



(patrz: Materialty 1 Metody, Rozdziat 9), bowiem w wielu pracach, w ktorych
dokonywano analizy ilosciowej MTk okre$lenia: orientacja poprzeczna stosowano do
zakresu katowego 60°-90°, podtuznego do zakresu 0°-30°. Z punktu widzenia kierunku
wzrostu precyzyjne rozrdznienie tych orientacji jest istotne, bowiem, jezeli (zaktadajac,
ze MTk wyznaczaja orientacjc MF) MF zorientowane poprzecznie i podiuznie
wzgledem diugiej osi komoérki ograniczaja wzrost odpowiednio w kierunku
poprzecznym i podtuznym, to wzrost w tych kierunkach przy orientacji skos$nej nie jest

ograniczony (Hejnowicz et al. 2006).

1.1 Orientacja mikrotubul kortykalnych w epidermie in situ

Orientacja MTk w epidermie hipokotyla stonecznika zalezy od potozenia wzdtuz
hipokotyla. W komorkach mtodych, lezacych najblizej wegzla liscieniowego, ktore sa
zarazem najkrotsze 1 wydtuzaja si¢ z najwigksza szybkoscia, MTk sa zorientowane
poprzecznie 1 mniej stromo. W miar¢ oddalania si¢ od wezla liscieniowego, komorki
stajq si¢ dtuzsze, szybkos¢ ich wydtuzania ulega zmniejszeniu. Towarzyszy temu zanik
orientacji poprzecznych i wzrost czgstosci wystgpowania orientacji bardziej stromych.
Tendencja polegajaca na przejsciu od uktadow MTk poprzecznych poprzez skosne do
podluznych w zwiazku ze wzrostem organu i procesami dojrzewania komorek jest
opisana w lodygach (Laskowski 1990), korzeniach (Liang et al. 1996, Baskin et al.
1999, Granger i Cyr 2001), wtoknach bawelny (Seagull 1985). Jednakze zalezno$¢
pomigdzy orientacja MTk a szybko$cia wzrostu moze by¢ pozorna, na co wskazuja
dane z literatury. Indukowane r6znymi czynnikami ($wiatlo niebieskie,
unieruchomienie segmentu koleoptyla, stres wodny) zahamowanie wzrostu lodyg lub
korzeni powoduje, co prawda zmiany w orientacji MTk, jednak sa one niewspotmierne
do zmniejszenia szybkos$ci wzrostu (Laskowski 1990, Baskin et al. 1999, Himmelspach

1 Nick 2001) 1 sugeruje udziat dodatkowych czynnikéw w regulacji utozenia MTk.

1.2 Orientacja mikrotubul kortykalnych w izolowanych pasach epidermy

Stan komorek w izolowanych pasach epidermy pod wieloma wzgledami roézni si¢ od
stanu komorek in situ. Wyptyw réznych substancji (endogenne regulatory wzrostu) po
oddzieleniu tkanki z organu, efekt zranienia (indukujacy syntezg¢ etylenu, kwasu
jasmonowego), zmiana anizotropii napr¢zen w S$cianie komoérkowej (zwigkszenie
podtuznego rozciagajacego naprezenia podczas oddzielania tkanki z organu za pomoca

pincety, trwaly zanik napr¢zen tkankowych), zahamowanie wzrostu - to wszystko sa



potencjalne czynniki wptywajace na uktad MTk. Dlatego celowe byto przeprowadzenie
badan nad orientacja MT 1 jej ewentualng zmiang po izolacji pasow epidermy.

Uktad MTk ulega reorientacji po izolacji epidermy z hipokotyla: orientacje
poprzeczne i sko$ne zostaja zastapione orientacjami podluznymi i bardziej stromymi,
przy czym zmiany te najwczesniej pojawiaja si¢ w strefie I, najpdzniej w strefie II1. Po
uptywie 2h od momentu izolacji uklady MTk ulegaja dalszej reorientacji, lecz
o tendencji przeciwnej. W efekcie po 6h MTk przyjmuja orientacj¢ albo poprzeczna
albo skosna, przez co zostaje osiagnigty stan przypominajacy uklad in situ, ktory
w ciagu nastepnych 6h ulega tylko niewielkim zmianom, od 12-18h uktad MTk nie
zmienia si¢.

Przedstawione powyzej zmiany w uktadzie MTk po izolacji pasow epidermy
mozna podzieli¢ na dwa etapy: (i) pierwszy, trwajacy do 2h po izolacji, bedacy
bezposrednim wynikiem wyizolowania tkanki z organu, oraz nastepujacy po nim (ii)
etap drugi ,,adaptacyjny”, w ktorym MTk dostosowaly si¢ do nowych, zmienionych
z powodu izolacji tkanki, warunkow.

Zmiany orientacji MTk w etapie pierwszym poczatkowo wigzano z dziataniem
dodatkowego naprezenia (o) rozciagajacego podczas oddzielania paséw epidermy z
hipokotyli poprzez podwazanie pincetka (patrz Materialy 1 Metody). Hejnowicz
1 wspotpracownicy (2000) na podstawie badan orientacji MTk w izolowanych pasach
epidermy hipokotyla stonecznika wysungli hipotezg, ze MTk uktadaja si¢ w kierunku
maksymalnego naprezenia (omax) rozciagajacego w $cianie komorkowej. Epiderma in
situ znajduje si¢ w stanie podwyzszonego podluznego naprezenia (Giong) rozciagajacego
z powodu istnienia naprgzen tkankowych (TS) w organie, jednak prawdopodobnym
bylo, ze przylozenie dodatkowego naprezenia rozciagajacego, wynikajacego z metody
pobierania tkanki, bylo sygnalem do reorientacji MTk i generowania uktadéw
podtuznych. Koncepcji tej przecza wyniki dodatkowego eksperymentu, w ktorym pasy
epidermy byly wycinane za pomoca zyletki, tak aby zminimalizowaé¢ wptyw czynnika
mechanicznego; wowczas orientacja MTk po izolacji byla bardzo podobna do tej, przy
ktorej zastosowano pincete. Wyniki te wskazuja wiec na udziat jakiego$ innego
czynnika w reorientacji MTk bezposrednio po izolacji.

Obserwowane zmiany MTk po izolacji wydawaty sig¢ by¢ zgodne z zatozeniami
hipotezy Schopfera: wyizolowanie epidermy z hipokotyla powodowalo by

zahamowanie wzrostu, a to indukowato by podtuzna orientacj¢ MTk.



Oddzielenie pasa epidermy z organu odcina pas od zrodta endogennych
regulatorow wzrostu, do ktorych nalezy migdzy innymi auksyna. W klasycznych
eksperymentach, w ktérych badano szybko$¢ wzrostu, wykorzystywano izolowane pasy
tkanki lub cate segmenty po uprzedniej inkubacji w réznych roztworach w celu
usunigcia endogennej auksyny mogacej w trakcie eksperymentu dodatkowo wptywac na
szybkos¢ wzrostu. Badania wlasne (nie pokazane) wskazuja, ze warunki inkubacji
pasdw majace wplyw na usuwanie auksyny z pasoOw, maja zarazem wplyw na
szybko$¢ wzrostu naprg¢zanych pasow: 70% naprezanych pasow inkubowanych przez
lh na bibule z niebuforowana pozywka wydluzato si¢ z niewielka szybko$cia
(ponizej 0.5 % h™'), podobna we wszystkich trzech strefach, jednakze w pozostatych
pasach szybko$§¢ wzrostu w strefie III byta wyraZznie wigksza niz w strefie I, II (ponad
1.5-3razy). Gdy jednak pasy inkubowano w szalce z niebuforowana pozywka (tak, ze
mogly swobodnie ,,ptywaé” w roztworze) w zadnym z nich szybko$¢ wzrostu w strefie
11T nie byta wigksza niz w pozostatych strefach i ogolnie byta mniejsza niz 0.3 % h™.
Ten wynik jest pokazany na Ryc.32 jako proba kontrolna eksperymentu z FC po
krétkim czasie preinkubacji pasoéw. Co moglto powodowaé szybszy wzrost w trzeciej
strefie niektorych paséw inkubowanych na bibule z niebuforowanym roztworem?
Najbardziej prawdopodobnym jest wyjasnienie oparte na nastepujacych zatozeniach:
(i) auksyna potrzebna jest do obnizenia pH w $cianach komérkowych pasow epidermy;
(ii)) w izolowanych pasach brak jest zrodet auksyny, ale w momencie izolacji
w komorkach znajduje si¢ pewna ilo$¢ auksyny, ktéra podlega w dalszym ciagu
polarnemu transportowi; (iii) auksyna w polarnym transporcie przekracza na koncu
komorki btong komorkowa i przedostaje si¢ do apoplastu, gdzie dyfunduje. Gdy
czasteczki auksyny trafia na apikalny koniec nastgpnej komorki sa przez t¢ komorke
pobierane. Moga by¢ jednak uwalniane do roztworu inkubujacego i tracone dla
komorek. W przypadku inkubacji w szalce z roztworem, auksyna jest prawdopodobnie
szybciej uwalniana do roztworu niz przy inkubacji na bibule. W pierwszym przypadku
pas na catej dtugosci pozbawiany jest auksyny, w drugim (przy inkubacji na bibule) -
moze wystapi¢ sytuacja, w ktorej okresowo najwigcej auksyny jest w strefie trzeciej
1 strefa ta ro$nie najszybciej, gdy pas jest napr¢zany. Po pewnym czasie auksyny ubywa
1 z tej strefy.

Mayumi i Schibaoka (1996), pokazali, ze pozbawienie segmentu epikotyla fasoli
endogennej auksyny spowodowalo znaczne zwigkszenie czgstosci wystgpowania

uktadéw podluznych MTk. Wiadomo réwniez, ze auksyna zwigksza czestos¢



wystepowania uktadéw poprzecznych, przy czym dotyczy to zarowno rosnacych
koleoptyli, epikotyli (Nick et al. 1990, Zandomeni i1 Schopfer 1993, 1994, Fischer
i Schopfer 1997, Takesue i Shibaoka 1998) jak rowniez, 1 co warto podkreslic,
nierosnacych segmentow epikotyli (Takesue i Shibaoka 1999). To ostatnie stwierdzenie
wskazuje, ze auksyna per se wpltywa na orientacj¢ MTk bez koniecznosci zmiany
szybkosci wzrostu. Nic wigc dziwnego, ze w izolowanych pasach reorientacja
najszybciej przebiega w strefie 1. Po uptywie 0.5h od momentu izolacji, w strefie I1I
w 40% badanych paséw epidermy rozktad czgstosci wystgpowania orientacji MTk jest
stale podobny do tego wystepujacego in situ, czyli histogramy sa typu Bz. W kontekscie
badan Takesue i1 Shibaoka (1999) mozna wigc przypuszczac, ze to lokalna akumulacja
auksyny (w nastgpstwie polarnego transportu z bardziej apikalnej czgsci) w strefie III
op6znia zmiang orientacji MTk po izolacji. Reorientacja MTk w innych strefach
wynikala by z braku auksyny w tych strefach, a nie z zahamowania wzrostu.

W ten sposdb mozna byloby wytlumaczy¢ rozbieznosci pomiedzy wynikami
otrzymanymi w niniejszej pracy (MTk podtuzne lub strome w 0.5-2h po wyizolowaniu)
a badaniami Hejnowicza i wspolpracownikow (2000), w ktorych pokazano, ze w pasach
epidermy inkubowanych przez 1.5h na agarze z niebuforowana pozywka uktad MTk
byt mniej stromy, z maksimum przy 60°. Ukltad MTk byl wyznaczany w miejscu
odpowiadajacym mniej wigcej strefie III. Rozbiezno$ci mozna uzasadni¢ nastgpujaco:
mniej stroma orientacja MTk w pasach nienaprezanych mogla wynikaé¢ z lokalnego
nagromadzenia endogennej auksyny, bowiem inkubacja paséw na agarze, mogla
opoznic jej wyplyw z tkanki.

W etapie drugim ,,adaptacyjnym” tj. po uplywie 2h, MTk ulegaja dalszej
stopniowej reorientacji, z tym, ze kierunek tych zmian jest przeciwny w stosunku do
zmian w etapie pierwszym, co w efekcie daje uklad zblizony do tego in situ i co nalezy
podkresli¢, orientacja MTk nadal zalezy od strefy pasa. Jest malo prawdopodobne, ze
1 w tym przypadku za reorientacj¢ odpowiada auksyna, bowiem prawdopodobnie nie

jest syntetyzowana w izolowanych pasach .

1.3. Wplyw szybkosci wzrostu indukowanego przez napre¢zenie i niskie pH buforu
na orientacj¢ mikrotubul kortykalnych w pasach inkubowanych przez 12-14h

Izolowane pasy epidermy inkubowane przez 12-14h w buforowanej pozywce wydluzaja
si¢ pod warunkiem, ze: (i) Sciana charakteryzuje si¢ okre$lona podatnoscia (o),

(ii) istnieje odpowiednie naprezenie rozciagajace wystarczajace do przekroczenia progu



ptynigcia. Pierwszy warunek jest speilniony przy inkubacji pasow w buforowanej
pozywce o pH 4.5, wiadomo bowiem, Ze obnizenie pH powoduje zwigkszenie
podatnos$ci $cian komorkowych in vitro (Cleland et al. 1987) oraz in situ (Tanimoto et
al. 2000). Biorac pod uwage wiskoelastyczne (lepkoelastyczne) wiasciwosci $cian, ich
podatnos¢ nalezy uzaleznia¢ od modulu elastycznosci oraz wspodtczynnika lepkosci,
przy czym wiadomo, Ze ten ostatni parametr ulega obnizeniu przy niskim pH (Tanimoto
et al. 2000).

Przylozenie do paséw odpowiednio duzego naprezenia rozciagajacego zapewnia
spetnienie warunku drugiego, bowiem naprezenie w $cianach pasa izolowanego
wynikajace bezposrednio z turgoru, jest niewystarczajace do przekroczenia progu
ptynigcia (Hejnowicz i Sievers 1996b).

Wzdhiz pasow wydhuzajacych si¢ pod wplywem obnizonego pH pozywki
1 naprezenia istnieje gradient wrazliwosci na pH: najszybciej wydtuza sig strefa I, gdzie
komorki sa najmtodsze 1 najkrétsze w porownaniu do stref lezacych ponizej (II, III).
Podobny gradient stwierdzono roéwniez w badaniach wzrostu korzenia, indukowanego
przez obnizenie pH roztworu inkubujacego: najwigksze przyspieszenie wzrostu
obserwowano w apikalnej cze$ci strefy wydtuzania korzenia (Winch 1 Pritchard 1999).
Stwierdzono rowniez, ze przyspieszenie wzrostu indukowanego przez niskie pH byto
procesem przejSciowym, w czasie od 60 do 90min. szybkos§¢ wzrostu ulegata obnizeniu.
W badaniach zaprezentowanych w niniejszej pracy wydtuzanie paséw byto badane do
60min. od momentu przytozenia naprgzenia, nie wiadomo wigc czy i w tym przypadku
szybko$¢ wzrostu nie ulegtaby zahamowaniu. Przyczyna réznic w szybkosci wzrostu
pomigdzy strefami moga by¢ rdéznice w skladzie biochemicznym ich $cian, jak
1 rowniez w teksturze zwiazanej z orientacja MF, w strefie I (wnioskujac z orientacji
MT) mozna stwierdzi¢, ze w S$cianie przewazaja MF poprzeczne, za§ w strefach
lezacych ponizej - MF skosne.

Zgodnie z hipoteza Schopfera zmiany szybkosci wydtuzania powinny znalez¢
swoje odzwierciedlenie w orientacji MTk: poprzeczne i mniej strome orientacje
powinny wystepowaé w rosnacych pasach, podtuzne i bardziej strome w nierosnacych.
Przewidywanie to nie jest spelnione mimo istotnych réznic w szybkosci wzrostu,
bowiem pomigdzy pasami napr¢zanymi i nienapre¢zanymi przy pH 4.5, czyli rosnacymi
1 nie rosnacymi, nie obserwowano znaczacych zmian w orientacji MTk. Odnotowane
réznice w typie histogramow w pasach w poréwnaniu do epidermy in situ wystepuja

z niewiele wigksza czgstoscia w pasach naprezanych niz kontrolnych (nienaprezonych),



co wigcej, rdznice te nie maja okreslonego charakteru: czes¢ przypadkow jest zwiazana
ze zwigkszeniem czgstosci wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej stromych,
czg$¢ zndw - podluznych i bardziej stromych.

Wiadomo, ze w pewnych warunkach MTk i ich uktady moga by¢ dodatkowo
stabilizowane, wskutek czego MTk maja zwigkszony prog wrazliwosci na czynniki
takie jak obnizona temperatura; prawdopodobnie wskutek potaczenia z stabilizujacym
biatkiem cytozolowym lub ze $ciang komorkowa poprzez biatka transmembranowe
(Shibaoka 1994). W badaniach przedstawionych powyzej rozwazano réwniez
wystapienie takiej stabilizacji, ktéra hamowataby reakcje MTk na naprgzenie (i jego
skutki odksztatcenie elastyczne 1 plastyczne), zaobserwowano bowiem, ze wiazki MTk
w pasach inkubowanych przez dtuzszy czas sa grubsze niz te wystgpujace in situ. Aby
sprawdzi¢, czy MTk w takich pasach sa jeszcze zdolne do reorientacji zastosowano
dodatkowy czynnik - $wiatlo biale, ktéry jak wiadomo powoduje zmiang orientacji na
podtuzna (Iwata 1 Hogetsu 1989, Ueda i Matsuyama 2000). Po zastosowaniu $wiatta
o natezeniu (18W m™) nie obserwowano globalnej przebudowy uktadu MTk, wigkszo$é
komorek posiadata uklady wzajemnie roéwnoleglych wiazek MTk o orientacji
poprzecznej i skos$nej, natomiast obserwowano réowniez komoérki z nierownoleglymi
MTk, w ktorych pojedyncze wiazki byly nachylone podtuznie wzgledem diugiej osi
komorki, tylko w pojedynczych komodrkach caty uktad mozna byto zakwalifikowa¢ do
podtuznych. Zwickszenie natezenia $wiatta biatego (do 24W m?) spowodowato
globalna reorganizacj¢ ukladu MTk widoczna w wigkszosci komorek. Wniosek jest
jasny; MTk w badanych pasach sa zdolne do reorientacji. Warto jednak zauwazy¢, ze
Swiatlo jest bardzo silnym czynnikiem z punktu widzenia reorientacji MTk.
W hipokotylu Arabidopsis reorientacje z ukladu poprzecznego do podtuznego
w obserwowano juz przy $wietle pokojowym (Ueda i Matsuyama 2000) lub przy
natezeniu 6W m™ (Iwata i Hogetsu 1989).

Reorientacja MTk w izolowanych pasach po naswietlaniu jest dodatkowym
argumentem falsyfikujacym hipoteze Schopfera, bowiem nie jest zwiazana ze zmianami
w szybko$ci wzrostu. Po auksynie, S$wiatlo biate jest kolejnym czynnikiem

zmieniajacym orientacje MTk bez udzialu wzrostu.



1.4 Wplyw szybkosci wzrostu indukowanego przez naprezenie i fuzikokcyn¢ na
orientacje¢ mikrotubul kortykalnych w pasach inkubowanych przez 1h

Fuzikokcyna powoduje zwigkszenie szybkosci wzrostu, ale tylko w pasach ze
skroconym czasem preinkubacji; w pasach preinkubowanych przez 12-14h nie
stwierdzono przyspieszenia wzrostu. Nalezy podkresli¢, ze w przeciwienstwie do
buforowanego roztworu o niskim pH, FC powoduje rozluznienie $ciany posrednio,
poprzez aktywacje pomp protonowych, ktére zwiekszaja wyptyw jonow H' z komoérki
do apoplastu (Hager et al. 1991). Jest prawdopodobne, ze dluzszy czas preinkubacji
w niebuforowanej pozywce powoduje unieczynnienie pomp, lub wrecz ich zanik.
Biorac pod uwage fakt, ze auksyna jest czynnikiem potrzebnym dla transkrypcji
genéw H'-ATPazy, mozna przypuszczaé, ze to wiasnie brak auksyny w pasach
preinkubowanych przez 12-14h powoduje brak pomp protonowych i wskutek tego FC
nie moze przejawia¢ swego wpltywu.

Fuzikokcyna juz w pasach nienaprezanych inkubowanych przez 1h powoduje
wyrazne zwigkszenie czgstosci wystgpowania orientacji poprzecznych i mniej stromych
w strefie [ 1 Il w poréwnaniu z kontrola (cho¢ ten wpltyw nie jest jednakowy w r6znych
pasach), z czego wynika, ze FC, obok auksyny i $wiatta bialego nalezy do czynnikdw,
ktore wptywaja na MTk niezaleznie od szybkos$ci wzrostu.

Zwigkszenie szybkos$ci wzrostu poprzez przylozenie naprezenia rozciagajacego
w obecnosci FC powoduje reorientacj¢ MTk w kierunku uktadu poprzecznego, gdy
w pasach nienaprgzanych orientacja MTk byla podluzna i skosna. Reorientacja ta
dotyczy gtownie strefy 1 1 II, pomimo faktu, ze szybko$¢ wzrostu jest podobna we
wszystkich trzech strefach. Stanowi to kolejny argument dajacy podstawy do
falsyfikacji hipotezy Schopfera.

Wykazano, ze przynajmniej w przypadku orientacji poprzecznych brak jest
korelacji pomiedzy czgstoscia wystgpowania tych orientacji a szybkos$cia wzrostu
indukowana FC 1 naprg¢zeniem. Jednakze mozna stwierdzi¢, ze MTk poprzeczne
najczescie] wystgpuja w strefie I, najrzadziej za§ w strefie 1II. Wydaje si¢ wige, ze
polozenie komorki wynikajace z jej wieku (a wiazace si¢ z jej ksztattem, struktura
sciany komorkowej) ma istotny wpltyw na organizacj¢ MTk. Na uwage zasluguje
réowniez fakt, ze w niektorych pasach napr¢zanych w niebuforowanej pozywce,
w strefie I nastapilo zwigkszenie czgstosci wystgpowania orientacji poprzecznych
1 mniej stromych, za§ w pozostatych strefach — podtuznych przy zaledwie utamkowe;j

szybkosci wzrostu (ponizej 0.3% h™). Trudno jednoznacznie stwierdzi¢ czy te zmiany



maja znaczenie, poniewaz dotycza one zaledwie paru przypadkow, jednakze charakter
tej reorientacji jest zachowany w obrgbie strefy 1 jest widoczny réwniez na
histogramach zbiorczych.

Przedstawione dane wskazuja na to, ze cho¢ zwigkszenie szybko$ci wzrostu
w pewnych warunkach moze prowadzi¢ do zwigkszenia czgstoSci wystepowania
uktadow poprzecznych 1 mniej skos$nych, to nie jest to warunek konieczny do
wystapienia tych ukladéow. Nie istnieje prosty zwiazek pomigdzy orientacja MTk
a szybkos$cia wzrostu. Szereg dodatkowych czynnikéw takich jak endogenna auksyna,

FC, $wiatto biale wplywaja na MTk bez udziatu wzrostu.

2. WPLYW NAPREZENIA NA ORIENTACJE MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH

Jak pokazano w poprzednim rozdziale szybkos¢ wzrostu (odksztalcenia plastycznego)
nie jest decydujacym czynnikiem w regulacji orientacji MTk. Wskazuja na to roéwniez
przyktady roznej orientacji MTk w komdrkach nierosnacych (Williamson 1990, 1991,
Wymer et al. 1996, Kropf et al. 1997, Takesue i Shibaoka 1999, Fisher i Cyr 2000).
Zrédlem informacji kierunkowej dla orientacji MTk moze by¢ naprezenie, ktore, co
jest istotne dla morfogenezy, zalezy od geometrii komorki. W komorkach zwierzecych
orientacja MT budujacych wrzeciono mitotyczne zalezna jest od ksztattu komorki:
w komorkach wydtuzonych wrzeciono jest utozone réwnolegle do dtugiej osi, a gdy za
pomoca mikromanipulacji ulozenie takie jest zmieniane, wrzeciono rotuje az do
uzyskania wtasciwej orientacji wzgledem osi komorki (O’Connel 1 Wang 2000).

U roslin naprgzenie jest przenoszone przez $ciany komorkowe, pozwalajac na
integracj¢ informacji z catej tkanki czy nawet organu. Napr¢zenie wielokrotnie byto
wskazywane jako czynnik wplywajacy na MTk (Williamson 1990, 1991, Hush i Overall
1991, Fisher i1 Cyr 2000, Hejnowicz et al. 2000) lub na MT uczestniczace w podziale
(Lynch i Lintilhac 1997). Naprgzenie, jak rowniez wynikajace z niego odksztalcenie,
sa wielko$ciami tensorowymi. Przyjmuja warto$ci ekstremalne w trzech wzajemnie
ortogonalnych kierunkach, tj. kierunkach gtéwnych (PDs, z ang. Principal Directions).
Uktad PDs naprezenia (PDo), w $cianie naprgzonej turgorowo, zalezy od ksztaltu
komorki. Odksztatcenie Sciany komoérkowej w danym kierunku uzaleznione jest od
naprgzenia $ciany w tym kierunku oraz od jej wlasciwos$ci mechanicznych, zaleznych
czgsto od kierunku, migdzy innymi ze wzgledu na orientacj¢ MF. Mikrotubule

potaczone biatkami transbtonowymi ze §ciana, mogtyby funkcjonowac jako ,,czujniki”



odksztatcenia w $cianie i1 zgodnie z jego PDs (PDeg) ukierunkowywac wzrost 1 podzialy
komorki. Hejnowicz (et al. 2000) wysunal hipotezg¢, Ze zmiana anizotropii napr¢zenia
w $cianie jest czynnikiem reorientujacym MTk w kierunku maksymalnego naprg¢zenia
w S$cianie, zwracajac przy tym uwage, ze szybko$¢ wzrostu moze wprowadzaé
dodatkowe modyfikacje orientacji MTk

Gertel 1 Green (1977) uwazaja, ze naprg¢zenie moze by¢ rozpoznawane
1 mierzone tylko wielkos$cia odksztalcen (), jakie powoduje w danym materiale. Moga
to by¢ odksztatcenia elastyczne (odwracalne, &), wystgpujace zarowno w komorkach
nierosnacych jak i1 rosnacych, lub odksztalcenia plastyczne (nieodwracalne, g),

wystepujace w komorkach rosnacych.

2.1. Anizotropia napre¢zenia, odksztalcenia elastycznego oraz orientacja
mikrotubul kortykalnych w nienapre¢zanych pasach epidermy

Jak juz w poprzednim rozdziale =zasygnalizowano, MTk w izolowanych,
nienapr¢zanych  pasach epidermy moga organizowa¢ si¢ bez udzialu wzrostu.
Reorientacja MTk bezposrednio po wyizolowaniu (do 2h) jest prawdopodobnie
zwiazana z wyptywem auksyny. Po tym etapie, nastgpuje kolejny etap (adaptacyjny),
podczas ktorego MTk orientuja si¢ wedlug jakiego§ nowego schematu, w efekcie
ktérego po 6h od momentu izolacji orientacja MTk przypomina orientacj¢ in situ
(poprzeczne i mniej strome w strefie I, mniej i bardziej strome w strefach pozostatych).
Rozwazmy udzial naprezenia w orientacji MTk, ktorego ,,miara” jest odksztalcenie
elastyczne (gg). Najpierw rozwazony bedzie rozktad PDs dla naprezenia
1 wynikajacego z niego odksztatcenia elastycznego w komorce izolowane;.

W komorce sferycznej wystepuje izotropia naprgzen, naprezenie w kazdym
kierunku jest takie samo. W komorce cylindrycznej wystepuje anizotropia naprezen;
naprezenie w kierunku podtuznym (o 1one) jest takie jak w komorce izodiametrycznej
o takiej samej $rednicy jak $rednica cylindra, za$ napr¢zenie w kierunku poprzecznym
(G trans) jest prawie dwukrotnie wigksze (Girans = 2 Olong)-

W badanych pasach epidermy, wszystkie komorki miaty ksztalt w przyblizeniu
cylindryczny (nawet w strefie I dlugo$¢ byla przynajmniej 4 razy wigksza niz
szerokos¢). W zwiazku z tym, Ze anizotropia naprgzenia byta podobna we wszystkich
strefach: PDG max W kierunku poprzecznym, PD6 in W kierunku podtuznym, a pomimo
tego orientacja MTk w nienapr¢zanych pasach zmieniata si¢ w zaleznosci od strefy,

postanowiono rozwazy¢ odksztatcenie elastyczne (g.) w $cianie, ktore moze by¢ rozne



w réznych strefach, jesli tylko orientacja MF $ciany zostanie wzigta pod uwagg.
Mikrofibryle celulozowe z powodu swojej duzej wytrzymatosci na rozciaganie (duzy
modut elastycznosci [Vincent 1999, Chanliaud et al. 2002]) powoduja, ze odksztatcenie
w kierunku rownoleglym do MF jest mniejsze niz w kierunku prostopadtym.

W epidermie $ciana jest wielowarstwowa typu helikoidalnego. Z badan
Hejnowicza 1 Borowskiej-Wykret (2005) wynika, ze podtuzne napr¢zenie rozciagajace
jest  przenoszone roOwniez przez zewngtrzne — warstwy  §$ciany, wbrew
rozpowszechnionemu pogladowi, ze w przenoszeniu naprezen gtéwna rolg odgrywa
warstwa wewngtrzna (Richmond 1983). Odksztalcenie elastyczne $ciany bedzie wigc
uzaleznione od wypadkowego utozenia MF we wszystkich warstwach $ciany, czyli jej
tekstury (Baskin 2005, Hejnowicz ef al. 2006). Ulozenie MF w $cianie zalezy migdzy
innymi od uktadu MTk (ktore wptywaja na odktadanie si¢ MF w warstwie wewngtrznej
$ciany), oraz od wieku komorki: wiadomo bowiem, ze MF ulegaja biernej reorientacji
(w warstwach zewnetrznych) pod wplywem rozciagania towarzyszacemu wzrostowi
(Wolters-Arts 1 Sassen 1991). Oczywiste jest, ze na odksztatcenie Sciany nie wptywa
jedynie orientacja MF ale réwniez obecno$¢  innych  sktadnikow (pektyny,
ksyloglukany), ktore rzutuja na jej parametry mechaniczne (Chanliaud ef al. 2002).
Jednak w celu uproszczenia przedstawionych tutaj rozwazan wzigto pod uwage jedynie
utozenie MF.

Rozwazmy zalezno$¢ pomiedzy anizotropia naprezenia (o) i odksztalcenia
elastycznego (g¢) $ciany komorkowej z uwzglednieniem jej tekstury w izolowanej
komorce przy zatozeniu: odksztatcenie jest minimalne w kierunku wypadkowej
orientacji MF. Istnieje zalezno$§¢ pomigdzy glownymi kierunkami naprg¢zenia
1 odksztatcenia, jednak odksztalcenie Sciany w pewnym stopniu jest warunkowane jej
tekstura (Rye.37). Teoretycznie, w izolowanej, turgorowo napr¢zonej komorce
izodiametrycznej ze S$cianami o strukturze izotropowej (gdy MF sa ulozone
chaotycznie), istnieje izotropia zardéwno naprezenia jak 1 odksztalcenia, Zaden
z kierunkdw nie jest wyrdzniony (Ryc.37a). W komorce cylindrycznej ze $cianami
o strukturze izotropowej (Rye.37b) glowne kierunki napre¢zenia (PDo) i odksztatcenia
(PDe¢)) pokrywaja si¢ ze soba (PDo =PDg,)), przy czym kierunek, w ktorym naprezenie
jest maksymalne, jest jednoczes$nie kierunkiem maksymalnego odksztatcenia (PDo
max—PDE€el max; PDOmin=PDe&cl min). Gdy $ciany rozwazanej komoérki begda anizotropowe,
zMF utozonymi poprzecznie wzgledem dilugiej osi komorki (Rye.37¢), to wtedy

kierunek maksymalnego naprg¢zenia (poprzeczny do dilugiej osi komorki) odpowiada



kierunkowi, w ktorym odksztalcenie jest najmniejsze (PDo=PDeg, przy czym
PDGmax=PD€el min, PDOmin=PDee max). Gdy $ciany rozwazanej komorki beda
anizotropowe, z MF utozonymi sko$nie wzgledem dilugiej osi komorki (Rye.37d,e),
gtéwne kierunki naprezenia i odksztalcenia nie pokrywaja si¢ (PDo#PDe), sa one
bowiem nachylone wzgledem siebie pod okreslonym katem zaleznym od ,,sko$nosci”
uktadu MF. Nalezy zaznaczy¢, ze przedstawione schematy przedstawiaja jedynie

kierunki gtéwne bez brania pod uwagg szczegotdw wartosci naprgzenia i odksztalcenia.
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Ryc.37. Anizotropia naprezenia (o) i odksztatcenia elastycznego (ge) W komorce sferycznej (ze Scianami

o wlasnosciach izotropowych), komoérkach cylindrycznych (ze $cianami o wilasno$ciach izotropowych
oraz anizotropowych).

W przypadku paséw epidermy slonecznika, mozna zatozy¢, ze wypadkowa
orientacja MF w $cianach po uplywie 6h od izolacji jest podobna do tej in situ, bowiem
czas (< 4h), w ktorym MT byly zorientowane podtuznie, byt zbyt krotki aby zmieni¢
globalna strukturg Sciany. Dlatego z przyblizeniu mozna okresli¢ wypadkowa orientacj¢
MF w $cianach pasow epidermy nastgpujaco: w strefie I - poprzeczna, w strefie II-
skos$na typu S 1 Z (w rownych proporcjach), w strefie III — skosna typu Z oraz kierunek,

w ktorym odksztatcenie elastyczne jest maksymalne: w strefie I — kierunek podtuzny,



w strefie II- kierunek skosny Z i S (odpowiednio do orientacji MF), w strefie III -
kierunek sko$ny S.

Po 6h od momentu izolacji orientacja MTk w nienapr¢zanych pasach
inkubowanych w pozywce niebuforowanej, przypomina orientacje in situ. To co
nieznacznie r6zni orientacj¢ MTk w izolowanych pasach od tej in situ, to mniejsza
czgsto$¢ wystgpowania orientacji poprzecznych i wyrazna dominacja uktadéw skosnych
S w strefie III. By¢ moze, to warstwy z podtuznymi MF, powstale bezposrednio po
izolacji powoduja zmniejszenie czgsto$ci wystgpowania orientacji poprzecznych MTk,
poprzez niewielka modyfikacj¢ PDe.

W strefie I MTk sa poprzeczne i mniej strome, co jest zgodne z kierunkiem,
w ktérym PDeg, jest minimalny (Ryc.37¢). Zmniejszenie czgsto$ci wystgpowania
orientacji poprzecznych MTk w poréwnaniu z in situ, moze by¢ zwiazane z frakcja
podtuznych MF powstatymi bezposrednio po izolacji (z powodu podtuznych MTk)
1w efekcie niewielkiego obrocenia PDegg nin. W strefie II MTk sa skosne S 1 Z, czyli
orientuja si¢ wzgledem albo PDge max albo PDege min (Rye.37d,e), ze wzgledu na
podobna czgsto$¢ wystegpowania uktadéow Z i S trudno jednoznacznie okresli¢ ten
kierunek. W strefie III MTk po 6h inkubacji (orientacje sko$ne S i Z) sa zorientowane
zgodnie z PDeggj max lub PDegj min, natomiast po 12h (orientacje MTk skosne S) zgodnie
Z PDg¢| max. (Ryc.37d).

Wynika z tego, ze dopiero po dluzszym czasie (>12h) pojawia si¢ okreslona
tendencja do orientacji MTk, przy czym wybor kierunku zalezy od danej strefy: PDgg
min W strefie I, PDegg max W strefie III. Zastanawiajace jest to, ze rodzaj roztworu
inkubujacego (buforowana i niebuforowana pozywka) moze zmieni¢ wybor kierunku
wedtug ktorego, MT sig orientuja: w strefie III, po 12-14h inkubacji w buforowane;j
pozywce MTk sa zorientowane zgodnie z PDegg max [ub PDegj min (Wystepuja zarowno
orientacje skosne MTk S jak i Z). By¢ moze jakie§ dodatkowe czynniki (jony
wchodzace w sktad buforu MES 1 fosforanowego lub ci$nienie osmotyczne, ktore rézni
te roztwory) reguluja ten wybor.

Podsumowujac, w przypadku paséw nierosnacych, gdzie ,,miara” napre¢zenia
moze by¢ odksztalcenie elastyczne orientacja MT jest zgodna z PDgj min albo PDg¢j max,
przy czym dostosowanie si¢ MTk do tych kierunkow (gdy wczesniej MTk zmienily swa

orientacj¢ pod wptywem innego czynnika) wymaga dtuzszego czasu.



2.2. Anizotropia napre¢zenia, odksztalcenia elastycznego oraz orientacja
mikrotubul kortykalnych w napre¢zanych pasach epidermy

Odpowiednio duze naprezenie rozciagajace przylozone do izolowanych pasow (F=0.05
1 0.08N na Imm szerokosci pasa) powinno odwroci¢ anizotropi¢ naprezenia wynikajaca
bezposrednio z turgoru (Gurg), tak, ze PDomax bedzie w kierunku podtuznym. Sita 0.05N
na Imm szerokos$ci jest wigksza lub réwna sile dziatajacej w kierunku podluznym na
epiderm¢ in situ a wynikajaca z TS (naprg¢zen tkankowych). Sit¢ wynikajaca z TS
szacuje si¢ na 0.05N na Imm (Hejnowicz i Sievers 1995b) lub 0.02N na 1mm
(Hejnowicz et al. 2000). W zwiazku z tym, ze przynajmniej w przypadku zastosowania
wigkszej sity (0.08N) przewaga PDoyx nad PDoyin jest duza, mozna si¢ spodziewaé
przesunigcia PDege max W kierunku podluznym (pomimo sko$nej orientacji MF).

Przytozenie napr¢zenia rozciagajacego do paséw, w zalezno$ci od dodatkowych
czynnikdw (pH, FC) moze zwigksza¢ nie tylko szybko$¢ wzrostu wydtuzeniowego
pasow ale rowniez odksztatcenie elastyczne lub wiskoelastyczne (Richmond ez al. 1980,
Hohl i1 Schopfer 1992, Nolte i Schopfer 1997). Jednakze w pasach inkubowanych przez
12-14h w buforowanej pozywce nie stwierdzono znaczacych zmian orientacji MTk po
lh naprg¢zania. Co wigcej, naprezanie paséOw inkubowanych tylko przez 1h
w niebuforowanej pozywce réwniez nie spowodowato globalnej reorientacji (cho¢
w niektorych przypadkach pewne tendencje sa zauwazalne, patrz nizej).

Dane z literatury  wskazuja na to, ze reorientacja MTk nast¢puje po
dlugotrwatym dziataniu naprezenia. Lynch 1 Lintilhac (1997) ukierunkowane
plaszczyzny podziatu protoplastéw, obserwowali dopiero po 2-5dniowym napregzaniu,
po 12h naprgzaniu plaszczyzny podziatow byly  zorientowane przypadkowo.
W nacigtym poprzecznie korzeniu reorientacja MT z uktadu poprzecznego wzgledem
dtugiej osi organu do podtuznego byta widoczna po 5h (Hush ef al. 1990) lub po 12-
24h od momentu nacigcia (Geitmann et al. 1997), przy czym ta zmiang orientacji
interpretowano jako wynik zmian gtownych kierunkoéw naprgzenia po nacigciu, nie
zwigzanego ze wzrostem (Hush et al. 1990). Wyniki w niniejszej pracy (patrz rozdziat
poprzedni) rowniez wskazuja na to, ze reorientacja MTk wedlug PDe, wymaga
dtuzszego czasu. By¢ moze krotkotrwate zmiany anizotropii naprezenia nie maja dla
ro§liny az takiego znaczenia (jak na przyktad zmienne podmuchy wiatru), aby
uruchamiaé caly aparat zwiazany z reorientacja MTk. Moze dopiero dtugotrwaty wplyw
naprezenia/odksztalcenia jest ,,odczuwany” przez MTk. Oczywiste jest, ze zmiana

uktadu MTk nie jest jedynym sposobem ,,odpowiedzi” na zmiang napr¢zenia, przy



krétkotrwatej zmianie anizotropii naprezen rosliny moga reagowaé w inny sposob niz
reorientacja MTk, na przyktad regulacja cisnienia osmotycznego.

W tym kontek$cie zastanawiajacy jest efekt 1h naprg¢zania w obecnosci FC,
ktore spowodowato, przynajmniej w strefie I 1 I, zwigkszenie czgsto$ci wystgpowania
orientacji poprzecznych i mniej stromych w poréwnaniu do paso6w nienaprezanych. By¢
moze efekt ten jest wynikiem kumulacji wptywu samej FC 1 napr¢zenia. Nie jest znany
mechanizm wptywu FC na MTk, mozliwe jednak, ze odbywa on si¢ poprzez zmiang
wlasciwosci $ciany komorkowej. Fuzikokcyna indukujac wyptyw protondéw z komorki
do apoplastu, powoduje jego zakwaszenie, co W nastgpstwie poprzez aktywacje
ekspansyn lub innych bialek prowadzi do rozluznienia struktury $ciany. Ta zmiana
wlasciwosci mechanicznych moze rzutowac na anizotropi¢ odksztalcenia (1) w pasach
nienapr¢zanych, czego wynikiem moze by¢ reorientacja MTk (cho¢ nie we wszystkich
pasach). Przytozenie duzego naprezenia rozciagajacego do paséw z rozluzniong $ciana
komoérkowa powoduje odksztatlcenie maksymalne w kierunku dziatania sity (PDgj max
w kierunku podtuznym z duza przewaga w stosunku do PDegg min). I tak, w pasach
napr¢zanych w obecnosci FC w strefie I uklad MTk zgodny jest z PDgej min; W strefie 11
taka tendencja jest rowniez widoczna, cho¢ z mniejszym skutkiem. W strefie III
napr¢zanie powoduje jedynie minimalne zmiany w orientacji MT. Interpretacja utozenia
MTk po 1h preinkubacji jest jednak trudna z tego wzgledu, ze jak pokazano wczesniej,
MTk sa w trakcie reorientacji spowodowanej izolacja epidermy z organu.

Weczedniej zaznaczono, ze naprezenie pasow sita 0.08N w niebuforowanej
pozywce (po lh inkubacji) przynajmniej w niektorych przypadkach miato wpltyw na
MTk (Ryc. 35a,a’): zwigkszyla si¢ czgsto$¢ wystgpowania orientacji poprzecznych
w strefie I, za§ w pozostatych strefach — orientacji podtuznych. Biorac pod uwage
gtéwne kierunki odksztalcenia w pasach naprezanych (PDggj max W kierunku podtuznym)
mozna stwierdzi¢, ze w strefie | MTk istnieje tendencja do orientacji wedlug PDo i,
w strefie II 1 III wedlug PDenax. Nalezy zaznaczy¢, ze wedlug tych samych kierunkow
orientowaly si¢ MTk w pasach inkubowanych w niebuforowanej pozywce po 12h od
momentu izolacji (patrz rozdziatl poprzedni). Podobne wyniki uzyskali w swych
eksperymentach Lynch 1 Lintilhac (1997): ptaszczyzny podziatu protoplastow w zelu
agarozowym, ktory byt nastgpnie naprezany byly réwnolegte do maksymalnych lub
minimalnych PDs naprgzenia/odksztalcenia w zelu. W protoplastach, rowniez
zatapianych w agarozie, nast¢pnie naprezanej, uktad MTk byl prostopadly do wektora
sity rozciagajacej (Fisher i Cyr 2000).



Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sa czgsciowo zgodne z wynikami
Hejnowicza 1 wspotpracownikow (2000): w naprg¢zanych pasach (pochodzacych
z obszaru hipokotyla odpowiadajacemu strefie III) MTk uktadaja si¢ zgodnie
z kierunkiem PDop.x (ktory w tym przypadku jest taki sam jak PDepax ). Pewne
rozbieznosci dotycza orientacji w pasach nienaprezanych, gdzie MT byty mniej strome
(Hejnowicz et al. 2000) — co by¢ moze jest efektem czasowej akumulacji endogennej
auksyny. W niniejszej pracy pokazano, ze MTk juz w pasach nienaprgzanych,
inkubowanych na niebuforowanej pozywce (przez 1-2h, Ryc.20. III ¢, d) sa podtuzne
i bardziej strome, w zwiazku z czym, efekt naprezania (podtuzne MTk) w pracy
Hejnowicza byt wyrazniejszy poprzez poréwnanie go do sytuacji w pasach
nienaprgzanch. CzgS$ciowo mniejsza wyrazisto$¢ efektu naprgzania w niniejszej pracy

moze wynika¢ z szybszego wyptywu auksyny z izolowanych pasow.

2.3. Anizotropia napre¢zenia, odksztalcenia oraz orientacja mikrotubul
kortykalnych w epidermie in situ

W  epidermie in situ hipokotyla naprezenie rozciagajace jest wigksze
w kierunku podtuznym niz poprzecznym prawie 3-krotnie, z powodu duzego
rozciagajacego TSione. Wiadomo roéwniez, z badan przedstawionych w niniejszej pracy
jak 1 danych z literatury, ze szybko$¢ wzrostu wydluzeniowego maleje bazypetalnie;
dodatkowo wystepuje rowniez wzrost w kierunku obwodowym. Jednakze tym
odksztalceniom nieodwracalnym towarzysza réwniez odksztalcenia odwracalne
(elastyczne), ktore nie sa dostatecznie uwzgledniane w badaniach, gtownie z powodu
trudnosci w ich eksperymentalnym wyznaczaniu (Proseus et al. 1999, Peters et al.
2001). Okazuje sig, ze w hipokotylu stonecznika istnieje gradient podluznego
odksztatcenia elastycznego (g): jest ono najwigksze w obszarach rosnacych i maleje
bazypetalnie (Peters ef al. 2001). Co wigcej, gradient odksztalcenia elastycznego , cho¢
nieco mniejszy, istnieje rowniez w hipokotylach nie wydluzajacych sig, co sugeruje, ze
odksztatcenie to, nie jest Scisle skorelowane z szybkoscia wzrostu, zalezy jednak od
wlasciwosci mechanicznych (migdzy innymi tekstury) §cian komoérkowych.

Zgodnie z wczesnie] przyjetymi zalozeniami mozna rozwazyC anizotropig
odksztatcenia w epidermie in situ. W strefie I PDge max jest w kierunku podtuznym,
z powodu duzego rozciagajacego naprezenia podtuznego oraz poprzecznego ulozenia
MF (wnioskowanego na podstawie orientacji MTk). W strefie I w wigkszosci komorek

MF sa zorientowane skosnie, wigc i1 przypuszczalnie PDg. sa obrdécone pod pewnym



katem wzgledem glownych kierunkow naprezenia: PDeg max jest skosne typu S
(w komorkach z MF sko$nymi typu Z) i sko$ne typu Z (w komodrkach z MF skosnymi
typu S). W strefie III, w wigkszosci przypadkow MF sa skosne typu Z, stad PDeej max
jest skosny typu S. Wiadomo, ze w strefie bazalnej lezacej u podstawy hipokotyla
uktad MTk (wigc 1 przypuszczanie MF) jest podtuzny (Hejnowicz et al. 2006)
a podtuzne odksztalcenie jest bliskie zeru (Peters et al. 2001). W tym przypadku
PDg¢| max moze by¢ w kierunku poprzecznym.

W  podsumowaniu powyzszych rozwazan, mozna stwierdzi¢, ze MTk
w epidermie hipokotyla sa zorientowane tak jak PDege min, 1 to zaréwno w strefie
I (gdzie sa poprzeczne), jak 1 w strefie bazalnej u podstawy hipokotyla (gdzie sa
podtuzne). Jezeli poprzeczne MTk (zgodne z PDeg min) warunkuja wstawianie
poprzecznych MF, PDg.| max bgdzie pozostawal w kierunku prostopadtym do MF czyli
w kierunku podtuznym; efektem bedzie utrwalenie istniejacej juz orientacji MTk.

Poczatkowo, w najwyzszych strefach hipokotyla, gdzie MTk sa poprzeczne,
zgodnie z PDg min (jak réwniez i napr¢zeniem, PDG min= PD&e min), MF W $cianie
posiadaja jednolita (we wszystkich warstwach) poprzeczna orientacjg. W takiej
jednolitej (pod wzgledem utozenia MF) $cianie, ktora jest rozciagana w wyniku
wzrostu wydluzeniowego, MF stopniowo zmienia swa orientacj¢ na coraz bardziej
podluzna w warstwach zewngtrznych , cho¢ w wewngtrznych warstwach MF pozostaja
poprzeczne (przy poprzecznej orientacji MTk). Teoretycznie wige, przy podobnym jak
poprzednio uktadzie PDo, uktad PDey po pewnym czasie ulegnie zmianie, tj. bedzie
skos$ny w stosunku do pierwotnego. Zaktadajac, ze odksztatcenie wpltywa na MTk na
zasadzie sprzgzenia zwrotnego, orientacja MTk bedzie si¢ zmieniata z poprzecznej na
skos$na, w kierunku PDeg min. Skos$na orientacja MTk bedzie orientowata skosnie MF
iuktad PDegy Dbedzie coraz bardziej stromy, w zwiazku z czym orientacja MTk
»podazajac” za PDe min zmieni si¢ rowniez na bardziej stroma. Odktadanie nowych
MF bardziej stromo 1 bierna reorientacia MF w warstwach starszych moze
spowodowa¢, ze maksymalne odksztatcenie w koncu bgdzie w kierunku poprzecznym,
a minimalne w kierunku podtuznym. Istotnie, w najstarszej czesci hipokotyla wystepuja
podluzne MTk, czyli zgodnie z zalozona tendencja do orientacji MTk wedlug PDe¢j min.
Nalezy podkresli¢, ze odksztalcenie odwracalne $ciany, wplywajace na MTk, byloby
wynikiem globalnej orientacji MF w $cianie, a nie tylko w wewngtrzne] warstwie.
Czgsto w strefie szybko rosnacej roznych organdéw (korzenie, hipokotyle) orientacja

MTk i1 MF w wewnetrznej warstwie $ciany jest taka sama (poprzeczna). W trakcie



wzrostu MTk moga zmienia¢ orientacj¢ na sko$na przy poprzecznym uktadzie MF w tej
warstwie (Baskin et al. 1999, Sugimoto et al. 2000). Moze to odpowiada¢ sytuacji, gdy
zmieniona pod wplywem rozciagania anizotropia odksztalcenia w $cianie (bierna
reorientacja MF) reorientuje MTk, zanim te zdaza wplyna¢ na orientacjc MF
w wewngtrznej warstwie, ze wzgledu na powolne odktadanie nowych MF.
Podsumowujac, wyniki otrzymane w niniejszej pracy wskazuja na to, ze MTk
orientuja si¢ wzgledem gtownych kierunkéw odksztatcenia elastycznego w $cianach
komorkowych. Kierunki, w ktorych odksztalcenie przyjmuje wartosci ekstremalne
zaleza od anizotropii naprezenia oraz wilasciwosci mechanicznych $ciany, zaleznych
z kolei od utozenia MF. W konsekwencji, rozktad PDg,; w komorkach rézniacych sie

orientacja MF moze by¢ r6zny przy tym samym rozktadzie PDo.

3. CYKLICZNA REORIENTACJA UKEADOW MIKROTUBUL
KORTYKALNYCH

W komorkach epidermy orientacja MTk jest do pewnego stopnia zmienna nawet na
matych obszarach (Ryc.16a), nie rdzniacych si¢ szybko$cia wzrostu ani wiekiem lub
stopniem dojrzatosci komorek, co szczegdlnie jest widoczne w histogramach
przedstawiajacych orientacj¢ MTk w pasach pobranych z jednego hipokotyla (Ryc.19).
Zmienno$¢ uktadow MTk niezaleznie od dzialania czynnikoéw (endo- lub egzogennych)
zostata wykazana réwniez w hipokotylu Arabidopsis (Buschmann et al. 2004, Le et al.
2005) oraz koleoptyli kukurydzy (Fisher i Schopfer 1998).

Przyczyna zmienno$ci moze by¢ niesynchroniczno$¢ autonomicznych cyklow
reorientacji MTk (Hejnowicz 2005). Cykle te maja charakter rotacji, co zostalo
udowodnione eksperymentalnie w rosnacym hipokotylu Arabidopsis (Chan et al. 2007).
Mozna wigc przypuszczaé, ze wplyw rdéznych czynnikow zardwno egzo- jak
1 endogennych sprowadza si¢ do regulacji szybkoS$ci reorientacji poprzez przyspieszenie
cyklu przy okre§lonych zakresach katowych lub ich spowolnienie (stabilizacja uktadow
w pewnym polozeniu). Rozpatrujac wptyw odksztalcenia $ciany komoérkowej na MTk
mozna przypuszczaé, ze w przypadkach kiedy orientacja MTk byta zgodna z PDegg min
(w epidermie in situ, w strefie I pasow w obecnosci FC), cykl rotacji przebiegat szybciej
przez kierunek, w ktorym PDg bylo maksymalne. Mozna przypuszczaé, ze w tym
potozeniu (tzn. wzdhuz PDg max) MTk sa niestabilne. Wzglednie, MTk w potozeniu
PDg. min bylyby stabilizowane poprzez oddzialywanie z biatkami MAP, migdzy innymi



z fosfolipaza D warunkujaca potaczenie z btona (Dhonukshe et al. 2003) lub MAP65
indukujacym powstawanie wiazek pomigdzy MTk (Chan et al. 1999).

O ile niesynchroniczna cykliczna reorientacja MTk w komorkach epidermy in
situ jest bardzo prawdopodobna, to trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy wystgpuje ona
rowniez w epidermie izolowanej po dlugotrwalej inkubacji w buforowanej pozywce.
Wsrod uktadow MTk w epidermie izolowanej odnotowano co prawda uktady MTk
z ,przejSciami” (Ryc.16d, e), ktoére byly migdzy innymi podstawa do wysunigcia
hipotezy o cyklicznej reorientacji (Hejnowicz 2005), jednak nie stanowia one dowodu
bezposredniego na istnienie takiej reorientacji. Prawdopodobne jest, ze wyizolowanie
epidermy z organu (czego skutkiem byt wyptyw auksyny) spowodowato przejsciowa
synchronizacj¢ cyklow: niezaleznie od strefy na pasach MTk sa przej$ciowo podtuzne.
Taka synchronizacj¢ odnotowano réwniez w segmentach koleoptyli, ktére inkubowano
w roztworze bez dodatku auksyny (Takesue i Shibaoka 1998). Dalsza reorientacja
podtuznych uktadéw MTk po wyizolowaniu epidermy z hipokotyla stonecznika (po
>2h) moze $wiadczy¢ o tym, ze uklady sa niestabilne 1 daza do takiej orientacji, ktora
bytaby zgodna z PDey Gdy ja osiagna, wtedy ulegaja wzglednej stabilizacji,
prawdopodobnie w wyniku tego od 12 do 18h ksztatt histograméw nie ulega wigkszej
zmianie.

W rosnacych komdrkach epidermy hipokotyla czas potrzebny na wykonanie
pelnego obrotu przez caty uklad MTk moze wynosi¢ od 3 do 13h (Chan et al. 2007).
Nie mozna wigc wykluczy¢ mozliwosci, ze MTk po 12-18h inkubacji zaprzestaja

rotacji, a by¢ moze jedynie szybko$¢ rotacji ulega znacznemu spowolnieniu.

4. ZNACZENIE MIKROTUBUL KORTYKALNYCH DLA CHIRALNOSCI
STRUKTURY SCIANY I JEJ WZROSTU

Jakie znaczenie moze mie¢ rotacja ukltadu MTk na teksturge $ciany komorkowej?
Wiadomo, Ze $ciana komdrkowa epidermy todyg jest §ciang helikoidalng (Roland ef al.
1982, Roland et al. 1987). Zmienno$¢ orientacji MTk, ktéora moze wskazywaé na
cykliczna rotacje ukladow MTk, jest najczesciej obserwowana wilasnie w tej tkance.
Biorac pod uwage fakt, ze MTk determinuja poruszanie si¢ syntaz celulozowych
w blonie, najprostszym wytlumaczeniem struktury helikoidalnej bytaby rotacja MTk, co
jednak nie wyklucza mechanizmu samosktadania si¢ uktadu MF w teksture helikoidalng
(Reis et al. 1991, Fisher i Cyr 1998, Emons i Mulder 2000, Hejnowicz 2006).

Interesujacym jest, ze tam gdzie orientacja MTk jest jednolita (migkisz todyg, strefa



elongacyjna korzenia) — S$ciana komodrkowa jest albo jednowarstowowa z MF
zorientowanymi wylacznie poprzecznie albo sktada si¢ z kilku warstw, w ktérych
przewazaja poprzeczne MF (Lang et al. 1982, Zhu et al. 1998, Sugimoto et al. 2000,
Baskin ef al. 2004).

W epidermie hipokotyla stonecznika $ciana jest helikoidalna. Zaktadajac, ze
MTk w swym cyklu rotacji zmniejszaja szybkos¢ rotacji przy pewnych zakresach
katow, mozna sig¢ spodziewacé, ze albo wigcej MF bedzie odkladanych przy tej orientacji
(Hejnowicz et al. 2006) albo beda one diuzsze (Wasteneys 2004), co spowoduje
silniejszy wzrost w kierunku prostopadtym do tej orientacji. W tym kontek$cie mozna
si¢ spodziewaé, ze uklady MTk o okreslonym typie chiralnosci w hipokotylu
stonecznika (na przyktad typu Z ,,na prawo” w strefie III) beda faworyzowaty wzrost
helikalny (spiralny), wskutek czego epiderma powinna by¢ skrgcona ,,na lewo”,
podobnie jak w przypadku mutantéw Arabidopsis (Furutani et al. 2000, Thitamadee et
al. 2002, Buschmann et al. 2004). Takiej zaleznosci jednak nie stwierdzono w
hipokotylach slonecznika; w wigkszosci (80-95%) przypadkéow epiderma nie jest
skrgcona, jedynie w 5-20% epiderma tworzyla lewoskrgtna (typu S) helisg (Burian
2007). Z rozwazan teoretycznych Schulgasser’a i Witztum’a (2004) wynika, ze
zaleznos¢ pomigdzy wzrostem spiralnym a tekstura $ciany komorkowej nie jest tak
prosta jak wcze$niej przypuszczano (Furutani er al. 2000). Kat skrgcenia osi
odksztalcenia, zalezy od tego czy dany uktad (komoérka) jest izolowany czy tez
potaczony jest z innymi w kolumny, czy szeregi jak to ma miejsce w tkance. Takie
potaczenie powoduje zmniejszenie kat skrecenia; na przyktad obliczono, ze polaczenie
8 prostopadto$cianéw (z helikalnymi wzmocnieniami) w podwojny szereg powoduje
zmniejszenie kata skrecenia ponad trzykrotnie, w stosunku do skrecenia jakie bytoby
obserwowane w izolowanym prostopadtoscianie (Schulgasser i Witztum 2004).
Podobna sytuacja moze mie¢ miejsce w hipokotylu stonecznika. Przewaga (70%)
orientacji typu Z niekoniecznie musi by¢ wystarczajaca do skrgcenia osi wzrostu, by¢

moze 30% komorek z orientacja MTk typu S powstrzymuja skrecenie.



V. Whnioski

1. Wzdhuz hipokotyla stonecznika istnieje gradient szybkosci wzrostu wydtuzeniowego,

szybkos¢ ta maleje w kierunku bazalnym hipokotyla.

2. Orientacja MTk w epidermie in situ zalezy od potozenia na hipokotylu: w strefie |
lezacej najblizej wezta liscieniowego MTk sa poprzeczne i sko$ne (mniej strome), przy
czym orientacje skosne S i Z wystgpuja z podobna czgstoscia; w kierunku bazalnym
istnieje tendencja do zaniku orientacji poprzecznych 1 zwigkszenia czgstosci
wystepowania orientacji sko$nych (bardziej stromych) z wyrazna dominacja orientacji

Z (strefa III).

3. Izolacja epidermy z hipokotyli powoduje szybka (widoczna juz po 0.5h) reorientacje
MTk: orientacje poprzeczne i skosne zostaja zastapione podtuznymi. Proces ten
postgpuje do 2h po izolacji, po czym tendencja w reorientacji zostaje odwrocona:
czestos¢ wystgpowania orientacji skosnych i poprzecznych ulega zwigkszeniu i w 6h
uktad MTk przypomina ten w epidermie in situ. W ciagu nastgpnych godzin (do
18h) uktad ulega jedynie niewielkim zmianom polegajacym na wyodrgbnieniu si¢

orientacji skosnych S w strefie III.

4. Pasy epidermy inkubowane przez 12-14h w buforowanej pozywce, a nastgpnie
napr¢zane wydluzaja sie z szybkos$cia zalezng od pH. Przy pH 4.5 szybkos$¢ wzrostu jest
najwigksza, wzdluz paséw istnieje dodatkowo gradient szybkosci wydtuzania: strefa I
wydtuza si¢ najszybciej, strefa III najwolniej. Przy pH 6.5 wzrost praktycznie nie
wystepuje w zadnej strefie. Nienapr¢zane pasy epidermy nie rosna lub rosng z

nieznaczng szybkoscia.

5. Orientacja MTk w pasach epidermy inkubowanych przez 12-14h w buforowanej
pozywce nie zalezy od szybkosci wzrostu indukowanego pH buforu i naprezeniem: nie
stwierdzono znaczacych réznic w orientacji MTk pomig¢dzy pasami naprezanymi przez

1h a nienaprezanymi.



6. Orientacja MTk w pasach epidermy inkubowanych przez 12-14h w buforowane;j

pozywce nie zalezy od pH, w niewielkim stopniu zalezy od rodzaju buforu.

7. Fuzikokcyna nie powoduje przyspieszenia wzrostu wydtuzeniowego w naprezanych
pasach preinkubowanych przez 12-14h w niebuforowanej pozywce, natomiast
zwigksza znaczaco szybkos§¢ wydtuzania w naprezanych pasach preinkubowanych przez
1h. Szybkos§¢ wzrostu indukowanego przez FC po krotkotrwatej preinkubacji nie zalezy

od strefy pasa.

8. Napre¢zanie paséw inkubowanych przez 1h w niebuforowanej pozywce bez FC

zwigksza szybkos$¢ wzrostu jedynie w niewielkim stopniu.

9. Orientacja MTk w pasach epidermy preinkubowanych przez 1h w niebuforowane;j
pozywce zmienia si¢ wraz z szybko$cia wzrostu indukowanego FC 1 napr¢zeniem:
orientacje podluzne zanikaja a nastgpuje zwigkszenie czgstosci wystgpowania orientacji

poprzecznych 1 mniej stromych w poréwnaniu do paséw nienaprg¢zanych.

10. Fuzikokcyna wplywa na orientacj¢ MTk niezaleznie od wzrostu: w pasach
nienaprgzanych (nierosnacych) powoduje zwigkszenie czgstosci wystgpowania
orientacji poprzecznych i mniej stromych w poréwnaniu do paséw inkubowanych bez

FC.

11. Naprgzanie pasow inkubowanych przez 1h w niebuforowanej pozywce bez FC
powoduje  sporadyczne zmiany w orientacji MTk: zaznacza si¢ tendencja do
zwigkszania czgstosci wystgpowania orientacji poprzecznych w strefie I, w pozostatych

strefach — orientacji podtuznych.

12. Czestos¢ wystgpowania orientacji MTk poprzecznych nie zalezy od szybkos$ci
wzrostu indukowanego FC, natomiast taka zalezno$¢ istnieje przy orientacjach
podluznych: wystgpuja one w pasach niewydluzajacych si¢ (nienaprezanych),

sporadycznie za$ w pasach w wydluzajacych sig.

13. Uzyskane wyniki falsyfikuja hipotez¢ Schopfera, ze orientacja MTk zalezy od

kierunku wzrostu.
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