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Abstract. Xylogenesis is a very complicated process of cell differentiation which contains:
a formation of active cambium (1), a proliferation of specialized cells (2), their transformation to
xylem initial cells (3) a formation of secondary walls (SCW) and final apoptosis (PCD —
programmed cell death) of xylem cells (4). In the secondary xylem, namely, the wood, the
conducting elements are the tracheary cells. They function is a long-distance water transport, as
nonliving cells after autolysis of their protoplast. The tracheary cells are characterized by
secondary walls which enable them to retain their shape when dead, despite the pressure of the
surrounding cells. The two fundamental types of xylem conduits are: the tracheid (typical for
gymnosperms) and the vessel (of angiosperms) which is builds of vessel elements. Among the
vessels there are the specialized supporting cells, the fibres. In the radical direction, the wood
contains the vascular rays which are usually built of parenchymal cells. The secondary xylem in
trees is induced and controlled by streams of inductive hormonal signals which shape wood
quality and quantity. Plant hormones are organic molecules that at low concentrations influence
plant growth and development. The hormones are synthesized in various locations, move through
specific transport pathways to sites where they regulate growth and differentiation. The hormonal
signals (auxins, cytokinins, gibberellins, brasinosteroids, ethylene) that induce the wood move in
vascular tissues and regulate multiple organized process of xylem cells differentiation. Auxin is
the primary hormonal signal which control wood formation; it is mainly produced in young
leaves moves downward through the cambium and induced the wood. Cytokinins, from root tips
moves upwards, increases the sensitivity of the cambium to the auxin signal and stimulates
cambial cell divisions. Gibberellins promote shoot elongation and induces long fibres and
tracheids. Also brasinosteroids and ethylene participate in the secondary xylem differentiation.
The hormonal control of wood formation is mediated by the expression of specific genes and
numerous transcription factors which regulate various aspects of cell differentiation and
secondary xylem production. This paper summarizes the current knowledge on participation of
phytohormons as well as various groups of genes and transcription factors in mechanism of wood
formation in forest trees and herbaceous model plant. Obviously, further and more detailed
analyses are required, although it can already be stated that the foundations of the mechanisms for
the formation of the wood are evolutionarily conserved and are similar across different plant
species.
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WSTEP

Drzewa stanowig szczeg6lna grupe roslin we florze naszego globu ze wzgledu
na to, ze sg najwigkszymi i najstarszymi organizmami ro$linnymi zyjacymi na
Ziemi. Cz¢é¢ nadziemna drzewa jest zroznicowana na pien, czyli wznoszacg si¢ ku
gorze o$ gtowna, oraz korone powstajaca na skutek rozgaleziania si¢ pnia. Czes¢
podziemna to silnie rozwinigty korzen, ktoérego taczna masa doréwnuje, a czasem
nawet przewyzsza, mas¢ czesci nadziemne;.

Drzewa petnig rézne funkcje. Sa zrédtem surowca dla gospodarki lesnej,
waznym elementem krajobrazu oraz obiektem badan i zabiegéw dendrologa
iles$nika.

Drzewa odgrywaja takze podstawowag role w zespotach lesnych, tworzac
warstwe drzew, czyli drzewostan. Drzewostan wywiera wptyw na uksztaltowanie
catosci zespotu lesnego poprzez zmiany jakie wywotuje w uktadzie warunkow
ekologicznych. W ten sposob determinuje mozliwos¢ wystgpowania w lesie
pozostatych warstw roslinnosci (podszyt, runo le$ne) i ich rytmike sezonowa.

Kazde drzewo posiada okreslong strukturg, ktéra wyraza sie w wielopozio-
mowym uktadzie. Z jednej strony istniejg rézne poziomy wewnetrznej organizacji
(molekuty, komorki, tkanki), za§ z drugiej strony struktura zewngtrzna, ktorej
elementami sg poszczegodlne organy o okreslonym ksztalcie i rozmieszczeniu
w przestrzeni (korzen, pien, korona). Budowa drzewa zmienia si¢ w trakcie rozwoju
osobniczego. Zmieniaja si¢ rozmiary, proporcje miedzy organami, powstaja ciagle
nowe organy (nowe pedy, galezie, organy generatywne). Zmienia si¢ zatem
zarowno struktura wewngtrzna jak i struktura zewnetrzna drzewa. Nastepuje ciggly
jego rozwoj, ktory jest wynikiem wspolzaleznosci migdzy strukturg i funkcja.
Korzen rosnie w do6t w poszukiwaniu wody i1 zwigzkéw mineralnych gleby, ped
ros$nie ku goérze w poszukiwaniu §wiatta niezbednego do fotosyntezy (odzywianie)
ifotomorfogenezy (réznicowanie).

Pien jest organem posrednim taczacym korzenie i korong. Utrzymuje olbrzymi
cigzar korony. Stuzy temu wewnetrzna budowa pnia. Znajdujg si¢ tam wigzki
przewodzace, tkanki mechaniczne oraz w obwodowych czesciach korowina.
W pniach drzew silnie rozbudowane jest drewno wtoérne, a w nim komorki
sklerenchymatyczne wtokien drzewnych.

We wzorcu rozwojowym drzew wyr6zni¢c mozna trzy gtowne szlaki
rozwojowe: 1. od zarodka, 2. od wierzchotka, 3. od kambium [Kopcewicz, 2012].
Szlak rozwojowy ,,0od zarodka” obejmuje cato$§¢ rozwoju ontogenetycznego,
rozpoczyna si¢ zygota i konczy naturalng sSmiercig organizmu. Szlak rozwojowy
,,0d wierzchotka” jest zwigzany z dziatalno$ciag merysteméw wierzchotkowych
pedow 1 korzeni. Powoduje to, ze poszczegodlne pedy i korzenie drzewa majg
podwojny wiek: catej rosliny (np. 100 lat) i swdj wlasny (np. 2 lata). Szlak
rozwojowy ,,od kambium” jest zwigzany natomiast z dziatalnoscig tkanki tworczej
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kambium, ktora dzielac si¢ tworzy ciagle nowe warstwy drewna (ku $rodkowi)
i tyka (na zewnatrz). Powoduje to rozrastanie si¢ pnia a takze wszystkich todyg
ikorzenina grubosc.

Wystepowanie u drzew réznych szlakow rozwojowych jest wyrazem ich
przystosowania do zycia w réznych warunkach srodowiskowych. Nie majac
zdolnosci lokomotorycznych, drzewa podejmujg ,,walke” o swoje przezycie
w warunkach ekstremalnych. Reakcjg rosliny jest uaktywnienie, wzglednie
zahamowanie aktywno$ci merystemow. Drzewo reaguje na niepomys$lne czynniki
srodowiskowe przyspieszeniem procesow rozwojowych (szybki wzrost, ruchy
organdw), badz ich zahamowaniem (okresy spoczynku). Reagowanie drzewa na
niepomyslne czynniki zewnetrzne okre$long aktywnosciag merystemow jest wige
ewolucyjnie wytworzong zdolnoscig adaptacyjna.

Rosliny naczyniowe pojawity si¢ na przetomie syluru i dewonu okoto 400 min
lat temu. Byly to rosliny mate i dopiero pdzniej w procesie ewolucji kambium
powstaly prawdziwe formy drzewopodobne. Kambium waskularne pojawito si¢
prawdopodobnie okoto 350 min lat temu, jednakze juz w karbonie, okoto 300 min
lat temu, niektére widtaki (Lepidodendron, Sigillaria) osiaggaty wysokos$¢ okoto 40
metrow. Tak wiec wyksztalcenie si¢ i rozwoj kambium oraz pojawienie si¢
zdolnos$ci syntetyzowania ligniny mialy decydujace znaczenie dla powstania form
drzewiastych ro$lin. Powstanie przyrostu wtoérnego u drzew wigzato si¢ rowniez
z waznym zjawiskiem, iz drewno wtorne zaczeto pelni¢ funkcje zaréwno tkanki
przewodzacej jak i mechanicznej. Kambium powodujace powstawanie tyka
i drewna wraz z felogenem inicjujacym tworzenie si¢ perydermy i korowiny daty
podstawe do wytworzenia si¢ wlasciwej struktury i funkcjonowania drzew. Przyrost
wtorny u drzew powoduje rowniez na duza skale wigzanie i magazynowanie
w postaci polisacharydow dwutlenku wegla. Powstajace w procesie ksylogenezy
drewno jest w koncu niezastgpionym surowcem stuzacym cztowiekowi do
zaspokajania wielorakich potrzeb. Zatem mechanizmy tworzenia si¢ drewna
znajduja si¢ w centrum zainteresowania zaréwno z teoretycznego jak
i praktycznego punktu widzenia.

DREWNO WTORNE U ROSLIN DRZEWIASTYCH

Po wyksztatceniu si¢ budowy pierwotnej pedu, w todygach rozpoczyna si¢
przyrost wtorny na grubos¢. Zachodzi on dzieki dziatalnosci dwoch wtornych
merystemow bocznych tzn. kambium i felogenu. Przyrost wtoérny todyg rozpoczyna
si¢ z chwilg przeksztalcenia prokambium w aktywne kambium oraz
odréznicowania felogenu tworzacego wtorna tkanke okrywajaca tzn. peryderme.

Istniejg dwa rodzaje kambium: wigzkowe i migdzywigzkowe. Kambium
wigzkowe powstaje z pasm niezroznicowanego prokambium znajdujacych sie
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mi¢dzy drewnem i tykiem pierwotnym, natomiast kambium miedzywiazkowe
powstaje przez odréznicowanie komoérek migkiszowych promieni rdzeniowych.
Kambium wigzkowe i migdzywiazkowe tacza si¢ ze sobg tworzac ciagly system
tkanki merystematycznej. Komorki kambium dzielg si¢ peryklinalnie. Wyr6znié¢
mozna wérod nich wrzecionowate komorki inicjalne elementéw przewodzacych
(drewna 1 tyka) oraz izodiametryczne komorki inicjalne promieni rdzeniowych
[Tomanek i Witkowska-Zuk, 2008].

W wyniku dziatania kambium wrzecionowatego na zewnatrz odktadana jest
mniejsza ilo$¢ tyka wtornego, a do §rodka znacznie wigksza ilos¢ drewna wtdrnego.
Lyko u drzew iglastych stanowig komorki sitowe i1 mickisz tykowy. U drzew
lisciastych powstaja rury sitowe, komorki przyrurkowe, miekisz tykowy i widkna
tykowe. Elementami drewna u drzew szpilkowych sga cewki i migkisz drzewny, u
drzew lisciastych drewno stanowig naczynia, cewki, migkisz drzewny i widkna
drzewne.

Tworzenie si¢ drewna (proces ksylogenezy) podziclone jest na cztery etapy.
W etapie pierwszym powstaje aktywne kambium, drugi obejmuje inicjacje
komorek przez nie wytworzonych, trzeci przeksztatcenie si¢ ich w komorki
prekursorowe drewna a ostatni to formowanie si¢ grubych wtérnych Scian
komoérkowych i apoptoza (PCD — programowana $mier¢ komorki). W ten sposob
powstaja naczynia, cewki i widkna drzewne [Hejnowicz, 2002].

Kambium izodiametryczne inicjuje powstawanie promieni rdzeniowych
poprzez podzialty w kierunku promieniowym oraz sko$nym. Prowadzi to do
rozrastania si¢ pier$cienia kambium i przeciwdziata jego rozerwaniu na skutek
odktadania wigkszej ilosci drewna do wnetrza.

Kambium w czasie przyrostu wtornego stale zachowuje pozycje migdzy
drewnem a tykiem wtornym i odktada ciggle nowe elementy drewna do $rodka
i elementy lyka na zewnatrz. Powoduje to, ze drewno i lyko pierwotne sa
rozdzielane przez ciggle nowo powstajace elementy drewna i tyka wtérnego.
Lodyga powigksza zatem swoja Srednicg a wigc nastgpuje jej przyrost wtdrny na
grubosc.

Dhugoletnia zywotnos¢ kambium jest cecha charakterystyczng wszystkich
roslin drzewiastych nagonasiennych oraz okrytonasiennych dwulisciennych, dzigki
czemu przyrastajg one na grubos¢ i dochodzg do poteznych rozmiaréw. Kambium
wystepuje w pniu oraz we wszystkich korzeniach i gateziach drzewa, z wyjatkiem
ich najmtodszych czgsci gdzie funkcjonuje prokambium. Na calej swej powierzchni
kambium wytwarza drewno i tyko w ciggu calego zycia drzewa.

W naszej strefie klimatycznej nastgpstwo por roku wpltywa na dziatalnosé
merystemoéw u drzew. Aktywno$¢ kambium zaczyna si¢ na wiosng, najpierw
w pedach i gateziach, skad przesuwa si¢ w kierunku podstawy pnia.

Pien stanowi gléwng o$ drzewa. Spetnia zaréwno funkcje fizjologiczne jak
imechaniczne. Przewodzi wodg i sole mineralne z korzenia do korony oraz na pniu
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osadzone sg wszystkie organy czg¢éci nadziemnej drzewa. Nadziemng i podziemng
czg$¢ drzewa okrywa kora w ktorej wyrdzni¢ mozna dwie warstwy: 1. zewnetrzng,
martwg, ktora stanowi korek (felem) wytworzony przez felogen, oraz 2.
wewnetrzna, zywa, ktéra stanowi feloderma wytworzona przez felogen oraz tyko
wytworzone przez kambium. Kora, podobnie jak drewno, przyrasta co roku na
grubosc.

Gloéwna czg$¢ pnia stanowi drewno, zajmujace przestrzen migdzy rdzeniem
a kambium. Drewno stanowi najwi¢cksza cze$¢ objetosci pnia i ono decyduje o jego
wlasciwos$ciach mechanicznych. W sktad drewna wchodzg trzy zasadnicze rodzaje
tkanek: 1. przewodzace — naczynia i cewki, 2. spichrzowe — mickisz drzewny
i migkisz promieni drzewnych, 3. wzmacniajace — cewki, cewki wtdkniste, widokna
drzewne [Tomanek i Witkowska-Zuk, 2008].

Kazda warstwa drewna wytworzona w ciggu okresu wegetacyjnego stanowi
sloj roczny. U drzew umiarkowanej strefy klimatycznej nastgpstwo por roku
wplywa na dzialalno$¢ merystemow. Wznowieniu aktywnosci pakow towarzyszy
uruchomienie aktywno$ci kambium. Jednak u niektérych drzew tropikalnych
kambium utrzymuje aktywno$¢ przez caty rok wykazujac okresy podwyzszonej
aktywnosci w czasie szybkiego rozwoju pakow 1 pedow. W naszej strefie
klimatycznej merystemy rozpoczynaja dziatalno$¢ wczesng wiosng (marzec),
a koncza w potowie lata (sierpien). R6znice w aktywno$ci kambium prowadzg do
powstania elementéw drewna o réznej wielkosci [Aloni, 1991]. Wiosng tworzone
drewno wczesne posiada duza srednice naczyn, cewek i ciensze $Sciany, a jamki
lejkowate wystepuja na Scianach promienistych. Pelni ono glownie funkcje
przewodzaca. Drewno pézne, tworzone w sierpniu, posiada naczynia i cewki
mniejsze o grubych $cianach komoérkowych. Drewno to petni gtownie funkcje
wzmacniajgcg. Roznice miedzy drewnem wiosennym i letnim sg bardzo wyrazne
udrzew szpilkowych oraz niektorych drzew lisciastych (np. dab, wiaz, jesion).

Tak wiec, warstwa drewna wytworzona w ciagu okresu wegetacyjnego
stanowi stoj roczny w granicach ktérego wyrdzni¢ mozna dwa obszary: drewna
wiosennego (wczesnego) i letniego (p6znego). Liczba stojow rocznych w pewnym
obszarze pnia lub galezi jest wskaznikiem wieku tej cze$ci organu, a ich szerokosé
jest miarg rocznego przyrostu pedu na grubos¢. W pewnych warunkach jednak stoje
roczne moga w ogole nie powstawac (niekorzystne warunki), badz podwajac si¢
(gdy drzewo wytworzy parokrotnie ulistnienie). Liczba stojow rocznych pnia czy
pedu jest tym mniejsza, im dany przekrdj jest blizszy wierzchotka wzrostu. Organy
lezace blizej wierzchotka wzrostu sa po prostu mtodsze, a zatem ciensze.

Szerokos¢ stojow rocznych, a wigc przyrost roczny pnia lub gatezi na grubosé
zalezy od gatunku i wieku drzewa oraz od warunkow $rodowiska. Rozne czynniki
srodowiskowe moga powodowa¢ zmiany ksztattu przekroju poprzecznego pnia
1 gatezi drzewa. Powstaje czesto strefa wzmozonego przyrostu z rozszerzonym
stojem rocznym. Rezultatem jest wytworzenie tzw. drewna reakcyjnego
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[Tomanek i Witkowska-Zuk, 2008]. Drewno reakcyjne drzew iglastych, zwane
drewnem kompresyjnym tworzy si¢ na dolnej stronie gatezi i pochylonych pni
i charakteryzuje si¢ grubosciennymi cewkami o $cianach silnie zdrewniatych.
U drzew lisciastych drewno reakcyjne, zwane drewnem tensyjnym, tworzy si¢ na
gornej stronie gatezi i pochylonych pni i charakteryzuje si¢ wielka iloscig widkien
drzewnych. Tworzenie drewna reakcyjnego pomaga korygowaniu potozenia pnia
wzgledem osi dzialania sity cigzko$ci oraz utozenia rozgatezien korony drzewa.

Drewno drzew iglastych sktada si¢ glownie z cewek (okolo 90%) ktore
spetniajg zarowno funkcje przewodzace, jak i mechaniczne. Oprocz cewek znajduja
si¢ w drewnie jeszcze migkisz promieni, migkisz wydzielniczy przewodow
zywicznych oraz w ograniczonych ilo§ciach migkisz drzewny. Granica mig¢dzy
drewnem wczesnym a poéznym jest ostro zaznaczona, a w drewnie wystepuja
przewody zywiczne [Kopcewicziin.,2012].

Drewno drzew lisciastych sktada si¢ z wiokien drzewnych i cewek
wloknistych (okoto 50%), naczyn, cewek, promieni drzewnych i1 migkiszu
drzewnego. Brak przewoddéw zywicznych. Bioragc pod uwage rozmieszczenie,
wielkos¢ i1 rozktad naczyn w drewnie wezesnym i poznym mozna wyrdznic trzy
grupy drzew liSciastych [Tomanek i Witkowska-Zuk, 2008]. Grupa pierwsza to
drzewa o drewnie pierscieniowonaczyniowym. W drewnie tym duze naczynia
drewna wczesnego uktadajg si¢ w jedno- lub wielowarstwowy pier§cien wyraznie
oddzielony od matych naczyn drewna poéznego. Te ostatnie ukladajg sie¢
promieniowo (np. dab), stycznie falisto (np. wigz) badz pojedynczo rozrzucone (np.
jesion).

Grupa druga to drzewa z drewnem rozpierzchlonaczyniowym. Naczynia
zaréwno drewna wczesnego jak i podznego sg podobnej wielkosci i rozmieszczone
sa do$¢ rownomiernie na catej przestrzeni stoja rocznego (np. buk, brzoza, klon,
olsza, topola, wierzba).

Trzecig grupe stanowig drzewa o drewnie poélpierscieniowonaczyniowym.
Wielkos$¢ naczyn w stoju rocznym nieznacznie si¢ zmniejsza (np. orzech), badz
w drewnie wczesnym wystepuje okreslona ilo§¢ naczyn o wigkszej $rednicy
(np. wisnia).

Oprocz naczyn i cewek (naczyniowych i widknistych) w drewnie drzew
iglastych 1 liSciastych wystepuja jeszcze widkna drzewne, migkisz drzewny
i promienie drzewne [Hejnowicz, 2002]. Wlékna drzewne sa to wydhuzone,
grubo$cienne komorki, przewaznie martwe, wypetnione woda lub powietrzem.
U drzew lisciastych stanowig glowng czes¢ masy drewna i1 decyduja
o wilasciwosciach mechanicznych poszczegdlnych rodzajow drewna. Miekisz
drzewny to zywe, cienkoscienne komorki gromadzace skrobi¢ jako materiat
zapasowy. Komorki te moga by¢ rozproszone wsrdd tkanki drewna (migkisz
dyfuzyjny) lub zgrupowane przy granicy stojow (migkisz terminalny). Promienie
drzewne (rdzeniowe) skltadaja sie z komorek miekiszowych. Promienie te sa
zazwyczaj wielorzedowe i to zardwno jednorodne (komorki jednakowego ksztaltu),
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jak i niejednorodne sktadajace si¢ ze srodkowych komorek lezacych i brzeznych
stojacych.

Z uptywem czasu w budowie drewna zachodza zmiany. Zazwyczaj tylko
najmtodsze, zewnetrzne partie drewna zachowujg funkcje przewodzace
i spichrzowe [Hejnowicz, 2002]. To drewno nazywa si¢ bielem albo drewnem
migkkim. Grubo$¢ bielu jest mniej wigcej stala w obrebie gatunku, jednak
pomigdzy gatunkami i rodzajami mogg wystepowac znaczace rdznice. Naczynia i
cewki polozone w starszych (glebszych) partiach (stojach) drewna tracg z czasem
zdolno$¢ przewodzenia wody. Komorki migkiszu drzewnego i promienie
rdzeniowe drewniejg a nastepnie zamierajg. W ten sposob powstaje tzw. twardziel,
czyli drewno twarde, ktére stanowi juz wylacznie element wzmacniajacy pnie.
Twardziel r6zni si¢ zwykle od jasnego bielu ciemniejszg barwg powstatg na skutek
odktadania si¢ w niej substancji konserwujacych i impregnujacych jak gumy,
garbniki, zywice, lignina, olejki eteryczne. Starzenie si¢ drewna wtdérnego,
postepujace z wiekiem drzewa, nosi nazwe¢ twardzielowania. Drewno staje si¢
twardsze, ci¢zsze i bardziej odporne na dziatanie roznych czynnikoéw niszczacych,
przede wszystkim grzyboéw powodujacych rozktad drewna. Drewno takie
charakteryzuje si¢ wicksza twardoscig i trwalo$ciag. Twardzielowanie powoduje
zatem, ze drewno staje si¢ tkanka wylgcznie mechaniczng, usztywniajacg pien
drzewa. Jednakze twardzielowanie prowadzi takze do ogdlnego zmniejszenia
sprawnos$ci przewodzenia wody 1 soli mineralnych, co w konsekwencji staje si¢
istotng przyczyna starzenia si¢ drzewa. Proces wytwarzania twardzieli u wickszosci
gatunkow drzew, w zaleznosci od klimatu, potozenia i siedliska, nastepuje miedzy
20 a40 rokiem zycia.

Nie u wszystkich drzew drewno réznicuje si¢ na wyrazng biel i twardziel.
Drzewa twardzielowe to deby, sosny, modrzewie, cisy, chojny, jatowce, buki, lipy,
jodty i §wierki. Natomiast drzewa bielaste (bez wyraznej twardzieli) to brzozy,
graby, klony, olchy, topole i wierzby.

W $rodku pnia znajduje si¢ rdzen. Na przekroju poprzecznym pnia jest to strefa
ciemnej zabarwiona niz otaczajagce go drewno najwczesniej utworzonego stoja.
W mlodym pedzie rdzen tworzg zywe komorki migkiszowe wypelnione obficie
substancjami zapasowymi. Z biegiem czasu komorki te obumierajg i wypetniajg si¢
powietrzem, zywicg 1 innymi substancjami impregnujacymi. Stopniowe
obumieranie rdzenia jest skorelowane w czasie z wyksztalcaniem si¢ twardzieli
[Kopcewicz i in., 2012]. Z chwilg bowiem kiedy wewnetrzne warstwy drewna
tworzac twardziel ulegaja zaczopowaniu i impregnacji ligning, podobnym
przemianom ulegaja rowniez komorki rdzenia. Ksztalt rdzenia bywa réznorodny,
czesto okragly lub owalny, jednak np. u olszy — trojkatny, u jesionu — czworokatny,
u topoli — pigciokatny, a u dgbu — gwiazdzisty. Srednica rdzenia zwicksza si¢ od
podstawy pnia do nasady korony, po czym znéw maleje.
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MECHANIZMY POWSTAWANIA DREWNA

Nowoczesne metody w badaniach procesow fizjologicznych u roslin

Gwattowne przyspieszenie w identyfikowaniu czynnikdéw zwigzanych
z kontrolg przemian fizjologicznych na poziomie molekularnym mozliwe jest
dzigki postepowi, jaki dokonat si¢ w ostatniej dekadzie. U jego podstaw lezg coraz
to nowsze i bardziej dokladne, a jednoczes$nie niezwykle specyficzne techniki
badawcze pokazujace zdarzenia, jakie zachodza juz nie tylko na poziomie
organizmu czy organu. Mozliwym stato si¢ precyzyjne wskazanie zmian jakie
nastepuja w wyspecjalizowanych tkankach czy wreez w pojedynczej komorce.
Powszechne staty si¢ metody monitorowania zmian aktywnosci transkrypcyjnej
genow, co pozwala okreslac ich role oraz wskazuje kolejnos¢ zdarzen w szlakach
determinujgcych konkretne procesy komorkowe. Wszelkiego rodzaju odmiany
techniki PCR ze szczegolnym uwzglednieniem qRT-PCR dajg mozliwos¢ nie tylko
specyficznego identyfikowania zmian aktywnosci transkrypcyjnej genow, ale
wskazujg takze ich zakres ilo§ciowy [Bustin, 2002]. W wickszosci przypadkow
techniki te umozliwiaja analize¢ jedynie kilku gendéw. Dlatego coraz wigkszego
znaczenia nabierajg metody globalnej analizy aktywno$ci transkrypcyjnej,
pozwalajace badac¢ nawet tysigce genow. Stosujac skonstruowane dla A. thaliana
panele mikromacierzy, analizie podda¢ mozna ponad 20 tys. genow, uwzgledniajac
odmienne warianty doswiadczalne 1 rdézne przemiany komorkowe. Sondy
molekularne stosowane zarowno w najnowszych mikromacierzach, jak rowniez
w technice qRT-PCR sa wysoce specyficzne i gwarantuja wiarygodna
i jednoznaczng interpretacj¢ uzyskiwanych wynikow, co nadaje tempo
wspolczesnym badaniom. Dajacym ogromne mozliwosci poznawcze stato si¢ takze
indukowanie, w warunkach sztucznych - najczesciej kultur in vitro - specyficznych
przemian jakim mogg podlegac rosliny. W ten sposéb determinowany moze by¢ np.
kierunek zmian rozwojowych czy aktywno$¢ komorek. Prace te w zasadniczej swej
czedel ograniczaja si¢ do badan zawiesin komorkowych, ale przemiany w nich
zachodzace sg niezwykle podobne do tych opisanych w catym organizmie. Pewne
uproszczenie, wynikajagce z mniejszej ilosci czynnikoéw wptywajacych na te
zmiany, jest tylko utatwieniem w identyfikowaniu, konstruowaniu przejrzystych
i rozumieniu regulatorowych sieci oddzialywan kontrolujacych wywolywane
sztucznie zmiany metaboliczne i fizjologiczne [Blake i in., 2004].

Zastosowanie specyficznych sekwencji identyfikowanych genéw do pomiaru
ich aktywnosci, czy analiza zmian aktywnosci genow w komorkach indukowanych
do prowadzenia pozadanych przemian, bylo mozliwe takze dzieki
rozpowszechnionym w ostatnich latach technikom sekwencjonowania. Najbardziej
uzytecznym jest konstruowanie bankéw EST (Expressed Sequence Tags) i ich
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sekwencjonowanie. Identyfikacja fragmentéw kodujacych nie wymaga znajomosci
catego genomu, oraz ogranicza pule rozpoznawanych tylko do tych, ktore w danym
stanie metabolicznym i fizjologicznym komorki sa aktywne transkrypcyijnie.
Poréwnanie EST z r6znych bibliotek w prosty sposob pozwala odpowiedzie¢, ktore
z wyselekcjonowanych fragmentow genow s3 swoiste dla danego procesu.
Poczatkowo badania prowadzono gltownie na rzodkiewniku i kilku innych
gatunkach roslin zielnych. Obecnie coraz wickszy krag zataczaja prace, ktorych
glownym obiektem badan sg roéwniez rosliny drzewiaste (sosna, topola).
Wspomniane wyzej techniki wymagaja niejednokrotnie dodatkowych narzedzi,
takich jak sortowanie komorek, mikrodysekcja czy izolacja komorkowo
specyficznych mRNA [Asano i in., 2002]. Nalezy zdawa¢ sobie jednak sprawe,
ze wszystkie te sposoby podejscia do badan i stosowane w nich metody rozwijaja si¢
rownolegle. Pozwala to, juz nie tylko na ewolucj¢ badan molekularnych nad
mechanizmami przemian zachodzacych w roslinie, ale wrecz na rewolucje
w mys$leniu o zmianach zachodzacych na poziomie komorkowym
1 subkomoérkowym.

Badania porownawcze prowadzone w ostatniej dekadzie wykazaty, ze takze
rosliny zielne moga podlega¢ wtérnemu przyrostowi a kolejne etapy przemian,
czynniki regulatorowe oraz struktura powstajacej tkanki jest zblizona do
funkcjonujacych u roslin drzewiastych. W drewnie wtornym wyr6ézni¢ mozna
komorki migkiszu oraz dwa typy komorek przewodzacych wode. Wyniki prac
pokazaty, ze mechanizmy regulatorowe lezace u podstaw rozwoju pierwotnego i
wtornego roslin sg takie same, co $wiadczy o konserwatywnosci ewolucyjnej tych
procesdéw. Jednym z najlepiej poznanych gatunkow roslin jest Arabidopsis thaliana
ito on stat si¢ naturalnym modelem badan rowniez nad procesem ksylogenezy. Tym
bardziej, ze analiza porownawcza wykazala podobienstwo powstajacych
u rzodkiewnika, w korzeniu, todydze czy w osi kwiatostanu, tkanek wtérnych, do
tych wystepujacych u drzew, np. u topoli. Niewatpliwg zaletg 4. thaliana jest takze
fakt, iz genom tego gatunku zostal zsekwencjonowany ponad 10 lat temu. Utatwia
to analize uzyskiwanych wynikow i konstruowanie sieci zaleznosci pomiedzy
czynnikami regulatorowymi a elementami odpowiedzi. Znajomo$¢ wlasciwosci
jednych i drugich pozwala niemal z catg pewnoscia weryfikowa¢ wyniki badan
uzyskanych eksperymentalnie. Reasumujgc, ze wzgledow pragmatyzmu badan
korzystniejsze jest opracowanie wstepnych wynikow dla gatunkéw dobrze
poznanych np. Arabidopsis, a dopiero w nastgpnej kolejnosci poszukiwania
homologicznych czynnikow i ekstrapolowanie wynikoéw badan na inne gatunki
ro$lin, jak np. drzewa.

Utrzymywanie tozsamosci i aktywnos$ci kambium

Pierwszym etapem rozwoju drewna wtornego sg podziaty komorek pre-
prokambium. Mnozace si¢ komorki stanowig zrédto ksylemu decydujac w ten
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sposob o przyroscie biomasy rosliny. Jak pokazaly badania przeprowadzone na
Arabidopsis thaliana samo powstawanie prokambium i utrzymanie tozsamosci
tych komorek gwarantujace im  pluripotencje/totipotencje jest wynikiem
wspotdziatania hormonow. Uczestnicza w tym procesie gtownie auksyny
i cytokininy. Nie mozna jednak zapominaé o interakcjach pomigdzy czynnikami
transkrypcyjnymi i czynnikami regulatorowymi aktywowanymi, badz
hamowanymi, w wyniku pojawiania si¢ hormonu. Wszystkie te czynniki modulujg
aktywno$¢ gendw niezbednych do zainicjowania podziatéw a jednoczes$nie
utrzymania stanu pierwotnego tylko w niewielkiej grupie komorek. Podstawowym
sygnatem dla powstania prokambium jest ukierunkowany przeplyw auksyn. Jak
pokazaly prowadzone juz od wielu lat badania transport tego hormonu zalezny jest
od obecnosci w komorkach specyficznych przeno$nikow auksyny kodowanych
przez grupe gendow PIN (PINFORMED). Wyniki tych doswiadczen prowadzonych
na A. thaliana pokazaty jednoznacznie, ze roznicowanie si¢ komorek poprzedzone
jest wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej PIN1, a tym samym nagromadzeniem si¢
tego biatka w odpowiednich kompartymentach komorki. Pojawienie si¢ w komorce
gradientu auksyn, wywolanego przez specyficzne przenosniki a takze przez
wspotdziatanie tego hormonu z cytokininami, powoduje zmiany aktywnos$ci
transkrypcyjnej szeregu genow. Badania molekularne wykazaty, ze przebieg szlaku
transdukcji sygnatu auksyn u Arabidopsia jest niemal identyczny z opisanymi u
innych gatunkéw roslin i w innych procesach fizjologicznych. MP
(MONOPTEROS), jeden z pierwszych zidentyfikowanych genéw zaangazowany
w sygnalizacje auksynowa, koduje czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny
bialek ARF (Auxin Response Factor) (Ryc.1). Mutacja w tym genie powoduje
zaburzania budowy podluznej osi ciata oraz ograniczenie rozwoju naczyn. Inne
zidentyfikowane mutanty charakteryzowaly si¢ bardzo podobnymi cechami
fenotypowymi. Jak pokazaty badania byly one wywotane uszkodzeniem genow
BDL (BODENLOS) oraz AXR6/AtCULI (AUXIN-RESISTANT6/ARABIDOPSIS
CULLINTI). Koduja one odpowiednio biatko AUX/TAA, wigzace si¢ bezposrednio
z receptorem auksyn i czynnikiem transkrypcyjnym MP oraz biatko wchodzace
w sktad kompleksu ligazy ubikwityny, nalezace do rodziny CULLIN/CDCS53
[Tllegems i in., 2010, Carlsbecker i in., 2010]. Brak auksyny w komorce powoduje,
ze czynnik regulatorowy BDL wiaze si¢ z MP blokujac jego aktywnos¢, czego
koncowym efektem jest zahamowanie odpowiedzi na hormon na poziomie zmian
aktywnosci transkrypcyjnej gendow. Receptor TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1), bedacy jednym z biatek kompleksu SCF (SKP1, CULLIN/CDC53,
F-box Protein), wigze si¢ specyficznie z auksyng i inicjuje degradacje czynnikow
AUX/IAA przy udziale catego kompleksu ligazy ubikwityny i aktywnosci
proteasomow (Ryc.1). Uwolniony z kompleksu MP/BDL czynnik transkrypcyjny
MP wiaze si¢ do promotoréw genoéw determinujacych rozwoj naczyn indukujac ich
ekspresje.
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Jak wykazaty badania, utrzymanie tozsamosci komoérek merystematycznych
i zachowanie ich specyficznych wlasciwosci w kambium podlega bardzo
podobnym mechanizmom, jak te zidentyfikowane w merystemach
wierzchotkowych pedu oraz korzenia (SAM i RAM). Populacja podlegajacych
podziatom komorek todygi w merystemie wierzchotkowym pedu utrzymywana jest
przez dynamiczne sprzgzenie zwrotne z udzialem czynnika transkrypcyjnego
WUSCHEL (WUS), peptydowego ligandu CLAVATA3 (CLV3) i receptora CLV1,
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Ryc. 1. Schemat proponowanych mechanizméw kontroli tozsamosci merystematycznej
oraz aktywnos$ci komorek kambium. Funkcjonowanie kambium regulowane jest przez
fitohormony, przede wszystkim auksyny (IAA) i cytokininy (CK) oraz peptyd sygnalny
TDIF/CLE41/42, ktore utrzymuja odpowiedni poziom biatka WOX4/PttHB2/3,
blokujacego wraz z biatkami BP/ARK2 réznicowanie komoérek kambium (drewna?). Biatko
ATHBS, nalezace do rodziny czynnikow transkrypcyjnych zdomeng HD-ZIPI1I, jest istotne
dla tworzenia i funkcjonowania pro-kambium. Jego poziom regulowany jest przez auksyne
za posrednictwem czynnika transkrypcyjnego MP, nalezgcego do rodziny biatek ARF
(Auxin Response Factors). Aktywnos$¢ biatka MP blokowana jest przez biatko BDL, ktoére
usuwane jest na drodze proteolitycznej degradacji w proteasomie 26S. W procesie
proteolitycznej degradacji BDL uczestniczy receptor auksyn TIR1. Biatka KAN kontroluja
aktywnos$¢ kambium dzialajac negatywnie na polarny transport auksyn. AtCKX i AtIPT —
enzymy odpowiedzialne za metabolizm cytokinin; BR, Et, GA — brasinosteroidy, etylen,
gibereliny; PIN — przenosnik polarnego transportu auksyn; PXY- receptor peptydu
sygnalnego TDIF/CLE41/42. Nazwy gendw zaznaczono kursywa. Numery w nawiasach
oznaczaja kolejne etapy powstawania drewna

Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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natomiast w wierzcholku korzenia przez, homologa WUS, biatko WOXS5
(WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5) i peptyd sygnalny CLE40 [Sarkar i in.,
2007, Stahl i in., 2009]. Czynnikiem zaangazowanym w utrzymanie tozsamosci
i aktywno$ci komoérek kambium jest natomiast peptyd sygnalny TDIF (the
tracheary element differentiation inhibitory factor). TDIF i jego odpowiednik
CLE41/44 (CLAVATA3/ESR-RELATED 41/44) opisany u Arabidopis, kodowane
przez geny zrodziny CLAVATA3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION (CLE),
zaangazowane sg w sygnalizacje miedzykomorkows bliskiego zasiegu (Ryc. 1) [Ito
i in., 2006;. Fukuda i in., 2007]. TDIF hamuje transdyferencjacj¢ elementow
trachealnych w kulturach komoérkowych Zinnia elegans i sprzyja proliferacji
komorek pro-kambialnych w hypokotylach i lisciach u Arabidopsis [Hirakawa i in.,
2008]. Receptorem TDIF jest bogata w powtorzenia leucynowe kinaza biatkowa
typu LRR-RLK o nazwie TRACHEARY ELEMENT DIFFERENTIATION
INHIBITORY FACTOR RECEPTOR (TDR). Receptor ten jest rowniez nazywany
PHLOEM INTERCALATED WITH XYLEM (PXY), poniewaz poczatkowo
sklonowano go z mutanta pxy, ktory wykazat defekt w pozycjonowaniu drewna
itykapodczas powstawania wigzek przewodzacych [Fisher i Turner 2007].

PXY/TDR wymagany jest do podtrzymania normalnego polarnego podziatu
komoérek pro-kambium i organizacji przestrzennej wigzek przewodzacych
u Arabidopsis [Hirakawa i in., 2008, Etchells i Turner, 2010]. Zasadnicza funkcja
uktadu PXY-CLE41/CLE44 jest ttumienie roznicowania komoérek naczyniowych
lodygi w komorki drewna. W ten sposob utrzymywana jest niezréznicowana pula
komorek kambium zachowujaca stan totipotencji. Docelowym genem
regulowanym posrednio przez TDIF jest m.in. WOX4 (WUSCHEL-RELATED
HOMEOBOX 4), ortolog genu WUS, ktorego ekspresja wykryta zostata
w prokambium/kambium u Arabidopsis i pomidora [Jiiin., 2010], a jego homologi
PttHB?2 1 PttHB3 zidentyfikowano takze jako aktywne transkrypcyjnie w kambium
topoli (Ryc.1). U mutantow wox4 i tdr wox stwierdzono silne hamowanie podziatow
komorek prokambium i kambium, co pokazuje, ze zasadnicza funkcja tego uktadu
jest genetyczna kontrola proliferacji tego rodzaju komoérek merystematycznych
[Hirakawa 1 in., 2010]. Jak dowodza badania poréwnawcze, podobny schemat
mechanizmoéw utrzymania tozsamos$ci merystematycznej i regulacji podziatow
tych komorek wystepuje takze u roslin drzewiastych [Schraderiin., 2004].

Rownie istotnymi, jak wspomniane powyzej, czynnikami determinujacym
podziaty komorek, a w konsekwencji proces ich r6znicowania, sg biatka z rodziny
KNOX. Zidentyfikowane u Arabidopsis czynniki transkrypcyjne KNOX klasy I sa
gtdwnymi regulatorami aktywnosci SAM. Zaréwno ro$liny z nadekspresja jednego
z takich genow, BREVIPEDICELLUS (BP)/KNAT, jak i mutanty bp wykazywaty
liczne zaburzenia odktadania ligniny oraz niewlasciwy przebieg procesu
drewnienia w pegdzie kwiatostanowym. Obserwacje te potwierdzajg kluczowg role
BP w prawidlowym réznicowaniu komoérek ksylemu podczas rozwoju naczyn
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[Meleiin., 2003]. Funkcja czynnikow transkrypcyjnych KNOX zachowywana jest
nie tylko miedzygatunkowo. Wykazano do$wiadczalnie, z2 ARBORKNOX2
(ARK?2), ortolog BP wystepujacy u topoli, ulega ekspresji zarowno w SAM, jak
i w regionach kambium (Ryc.1). Nadekspresja tego genu prowadzi jednoczesnie do
rozbudowy strefy kambium i hamowania réznicowania elementéw trachealnych
i widkien w ksylemie. Obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej ARK2 skutkuje
przedwczesng lignifikacja i nadmiernym zgrubieniem wtérnej $ciany komorkowej
[Duiin., 2009].

Regulacja aktywnosci kambium kontrolowana jest przez cytokininy (CK),
auksyny (IAA), gibereliny (GA) i etylen (Et) [Eloiin., 2009]. W kazdym przypadku
sam mechanizm zwigzany jest ze zmianami aktywnos$ci transkrypcyjnej wielu
genow kodujacych m.in. czynniki transkrypcyjne, peptydowe czasteczki
sygnalowe, biatka receptorowe, przeno$nikowe czy regulujace stabilno$c,
aktywnos$¢ i trwatos¢ innych biatek.

Badania funkcjonalne prowadzone zaréwno na Arabidopsis jak i Populus
sugeruja, ze zalezny od cytokinin szlak transdukcji sygnatu reguluje jednoczesnie
utrzymanie tozsamo$ci merystematycznej jak 1 proliferacj¢ komorek
prokambium/kambium [Mahonen i in., 2006, Hejatko i in., 2009]. Wykorzystujac
do badan poczwdrne mutanty A. thaliana atiptl,3,5,7, pozbawione aktywnosci
czterech kluczowych enzymow biosyntezy cytokinin wykazano, ze uszkodzenia
w tych genach, prowadza do zmniejszenia $rednicy todygi [Matsumoto-Kitano i in.,
2008]. Podobny efekt fenotypowy w postaci zahamowania promieniowego wzrostu
todygi Populus obserwowano u roslin transgenicznych do ktorych wprowadzano
gen Arabidopsis thaliana kodujacy enzym degradujacy cytokininy (AtCKX2 -
CYTOKININ OXIDASE 2) (Ryc.l). Przyczyna obserwowanej zmiany byta
ograniczona proliferacja komorek kambium [Nieminen_i in., 2008]. Jak pokazaty
badania szczegdtowe przeprowadzone na topoli, aktywnos$¢ transkrypcyjna genow
kodujacych receptory cytokinin oraz geny wczesnej odpowiedzi na ten hormon
(PtRR7) wystepowata glownie w strefie kambium. Rownie wazng, jesli nie
najwazniejsza w mechanizmach regulacji aktywnos$ci tego rodzaju komorek
merystematycznych jest auksyna. Wykazano, ze nadekspresja zmutowanego genu
1443 (PttIAA3m) u Populus prowadzi jednoczesnie do zahamowania podzialow
komoérkowych kambium i promieniowego przyrostu todygi na grubo$¢ [Nilsson
i in., 2008]. W przypadku auksyn i cytokinin mozna uwazaé, ze dziatajg one
antagonistycznie na etapie utrzymania tozsamos$ci merystematycznej kambium
i roznicowania si¢ komorek drewna, natomiast w regulacji aktywnosci kambium
dziatajg synergistycznie. Rownoczesne podawanie obydwu fitohormonéw na
ro$line wywoluje zdecydowanie szybsze podziaty komorek kambium niz efekt
spowodowany dziataniem kazdego z hormonow osobno [Bjorklund i in., 2007].
Wszystkie badania przeprowadzono na topoli, ale zalezno$ci opisane powyzej
dotyczg takze roslin zielnych. Podobnie jak to ma miejsce w przypadku zaleznosci
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miedzy cytokining a [AA, wptyw etylenu na wydtuzanie si¢ korzenia u 4. thaliana a
takze aktywno$¢ kambium, moze by¢ wynikiem dzialania auksyny. Obserwacje
te potwierdzaja badania aktywnos$ci transkrypcyjnej gendéw biosyntezy etylenu
[Nilsson i in., 2008]. Rownocze$nie wykazano, ze nadekspresja genu P1tACO1
w liniach roslin transgenicznych Populus, a takze mutacja genu kodujacego
receptor etylenowy ETRI (ETHYLENE RESPONSE 1) u Arabidopsis, stymuluja
podziaty komdrek kambium i tworzenie drewna [Loveiin., 2009].

Inicjacja komérek drewna

Badania prowadzone poczatkowo nad mechanizmami ustanowienia osiowo-
obwodowej orientacji organéw i tkanek pozwolity zidentyfikowac niewielkie
grupy genoéw bezposrednio zaangazowane w przestrzenng organizacj¢ wiazek
przewodzacych, w tym tworzenie si¢ drewna. Pierwsza z nich obejmuje czynniki
transkrypcyjne zwierajace charakterystyczng domene zamka leucynowego
okreslone mianem HD-ZIP III, opisane poczatkowo jako regulatory polarnego
rozwoju blaszki lisciowej u Arabidopsis thaliana. Druga grupa to biatka KANADI,
nalezace do rodziny czynnikow transkrypcyjnych GARP. Zmiany ekspresji genow
HD-ZIP IlI, zarbwno pozytywne jak i negatywne, spowodowane odpowiednio
wzmocnieniem aktywnosci transkrypcyjnej, jak i mutacjami ja oslabiajagcymi,
powodowaty odmienny uktad drewna i tyka w wigzkach przewodzacych. Uktad
w ktoérym drewno otacza floem (amphivasal) spowodowany byt wzmocnieniem
aktywnosci genow PHB (PHABULOSA), PHV (PHAVOLUTA/ATHB-9), (ATHB-8)
i REV (REVOLUTA). Odmienny obraz obserwowano w przypadku potroéjnych
mutantéw wspomnianych gendw HD-ZIP klasy III. Utrata funkcji tych genow
powoduje, ze ksylem otoczony jest komorkami tyka (amphicribral) [McConnell
i in., 2001, Emery i in., 2003, Cano-Delgado i in., 2010]. Najnowsze badania
prowadzone na rzodkiewniku wykazaty, ze drewno powstaje pod wplywem
dziatania wszystkich 5 znanych czynnikow HD-ZIP III. Brak tych biatek
w korzeniach powoduje calkowite zahamowanie rozwoju drewna.

Dzieki badaniom nad wzmocnieniem funkcji wymienionych genow
zidentyfikowano mechanizm, poprzez ktory te czynniki transkrypcyjne sa
kontrolowane. Wykazano, ze mRNA genow HD-ZIP 11 jest celem dla aktywnosci
regulatorowego RNA. Do transkryptow tych gendéw wiazg si¢ specyficznie
czgsteczki mikroRNA 165/166 powodujac w konsekwencji zahamowanie translacji
i brak funkcjonalnych biatek (Ryc.2). Wspomniane juz wzmocnienie funkcji to nic
innego, jak mutacja w domenie START wigzacej lipidy/sterole [McHale i Koning,
2004 Ko i in., 2006]. W obrebie tej sekwencji zlokalizowany jest takze fragment
rozpoznawany przez miR165/166. Wprowadzane zmiany wywoluja niezdolnos¢
wigzania regulatorowego RNA do docelowego transkryptu, co powoduje
podwyzszenie stabilno§ci mRNA genow HD-ZIP III i efektywna synteze bialek.
Nadekspresja miR165 hamuje translacj¢ wszystkich pigciu genéw HD-ZIP 111
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i wywoluje fenotypy charakterystyczne dla mutantéw pozbawionych aktywnosci
HD-ZIP 1II [Zhong i Ye, 2007]. W czasie pierwotnego wzrostu korzenia
u Arabidopsis wykazano, ze miRNA165/166 syntetyzowane sa w endodermie.
Ekspresja tych gené6w miR kontrolowana jest przez zalezne od cytokinin czynniki

Aktywnos¢ 1 (1)

-—
ETO1 ,/’, tozsamosé kambium KANADI
_—— ¥
Inicjacja komorek (2) ATHBS, PHV, PHB, REV
& ) — // HD-ZIP 1l
\ NST1/2 T
VND6 e
1AA VND7 SND1 €K' —> SHR/SCR miR165/166

\
/ Réznicowanie | komdrek drewna (3) ) ( ) (

AHP6 —] miR165/166

v

Naczynia Naczynia L :
protoksylemu metaksylemu Wiokna /
AtMYBy, PEMYB4, EBM')az, PLrMYB3/20/28/192,

SND2/3, KNAT7, AtC3H14 AT programowana
Tworzenie SCW (4) e

< ACLS Ga | Smierc komaérki (4)

Dojrzate komorki drewna

Rye. 2. Schemat proponowanych mechanizméw regulacji procesow roznicowania komorek
drewna. Istotng role w procesie réznicowania si¢ peryferycznych komoérek kambium
w kierunku drewna odgrywaja czynniki transkrypcyjne HD-ZIP klasy III i KANADI.
Poziom biatek HD-ZIPIII kontrolowany jest przez syntetyzowane w sasiednich tkankach
miRNA165/166. Ekspresja tych genéw kontrolowana jest przez zalezne od cytokinin
czynniki transkrypcyjne SHR/SCR. Poziom biatek HD-ZIPIII kontrolowany jest takze
przez auksyny, ktorych lokalizacja zalezna jest m.in. od tych czynnikow transkrypcyjnych
(mechanizm kontroli ekspresji bialek HD-ZIP 11l przez auksyny pokazano na Ryc. 1).
Specjacja komorek drewna znajduje si¢ pod kontrolg czynnikow transkrypeyjnych z rodziny
NAC. VND?2, 617 odpowiadaja za rozwdj meta- i protoksylemu, natomiast NST11 SND1/2
za rozw0j wldkien i powstawanie w tych komorkach wtdérnej $ciany komorkowej(SCW).
Roéznicowanie komorek drewna kontrolowane jest na réznych etapach przez m.in. auksyny
(IAA), cytokininy (CK), gibereliny (GA) i etylen (Et). Istotne znaczenie w regulacji
tworzenia protoksylemu ma biatko AHP6, ograniczajace sygnalizacj¢ cytokinin, ktorego
ckspresja aktywowana jest przez auksyny. Wytwarzanie wtornej $ciany komodrkowej
i programowana $mier¢ komorek prowadzace do wytworzenia dojrzatych komoérek drewna
regulowane sg przez szereg biatek z rodziny MYB, NAC i KNOX (KNAT?7). Istotne w tym
procesie sa takze poliaminy, ktorych biosynteza katalizowana jest przez syntazg ACLS.
ETOL1 — biatko kontrolujace poziom etylenu. Nazwy gendéw zaznaczono kursywa. Numery
w nawiasach oznaczajg kolejne etapy powstawania drewna

Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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transkrypcyjne SHR/SCR (SHORT-ROOT/SCARECROW) (Ryc.2) [Cui 1 in.
2011]. Zasugerowano niedawno, ze miRNA165/166, podobnie jak IAA, moze
dziata¢ jako morfogen [Miyashima i in. 2011]. Niewielka masa czasteczkowa tych
regulatorowych RNA powoduje, ze moga by¢ one przenoszone z komorki do
komorki. W ten sposob czasteczki te transportowane z lokalnego zrodta, wptywaja
na sasiednie tkanki decydujac o ich losach. Podczas gdy HD-Zip Il ulegaja
ekspresji gtéwnie w komorkach pre- i prokambialnych i promujg réznicowanie
drewna, geny KAN ulegaja ckspresji gléwnie w tyku i wydajg si¢ dziataé
antagonistycznie w specjacji tkanek przewodzacych [Kerstetter i in., 2001; Ilegems
i in., 2010] Ekspresja KANI ma negatywny wplyw na ekspresj¢ oraz polarne
umiejscowienia biatka PINT1, co skutkuje hamowaniem tworzenia si¢ prokambium
we wczesnych etapach embriogenezy Arabidopsis [llegems 1 in., 2010].
Powszechnie wiadomo, ze ekspresja genow HD-Zip 11l jest zgodna ze wzorem
dystrybucji auksyn w tkankach [Izhaki i Bowman 2007], co oznacza, ze auksyny
stymulujg ekspresj¢ tych genow. Sugeruje to, ze biatka KAN kontrolujg aktywnos¢
kambium dziatajac negatywnie na transport auksyn, natomiast HD-Zip III promuja
réznicowanie drewna poprzez udzial w ukierunkowywaniu przeplywu auksyny
(Ryc.2) [llegemsiin., 2010].

Mozna wobec tego stwierdzi¢, ze ilos¢ HD-ZIP III zalezna od gradientu
mikroRNA 165/166 oraz aktywnos$¢ genow KAN decyduja o przeznaczeniu i
kierunku rozwoju wigzek przewodzacych w walcu osiowym. Typowym
przetacznikiem genetycznym uruchamianym w odpowiedzi na auksyny jest gen
MP (Lau i in., 2011). Identyczne mechanizmy decydujace o charakterze komorek
wigzek przewodzacych opisano u topoli i eukaliptusa. PtaHB1 homolog REV/IFL1
ulega wzmozonej ekspresji w tkankach wtornych, a iloSciowy poziom transkryptu
jest negatywnie skorelowany z poziomem miR166 [Ko i in., 2006]. Wskazuje to
jednoznacznie na ewolucyjne zachowywanie tych mechanizméw u réznych grup
ro$lin.

Molekularne mechanizmy réznicowanie drewna

Ostatnie badania prowadzone na indukowanych w kierunku tworzenia
elementéw trachealnych kulturach in vitro A. thaliana pozwolity zidentyfikowaé
kilka grup genow istotnych dla réznicowania komorek drewna. Pierwsza z nich to
geny kodujace biatka VND nalezace do rodziny czynnikow transkrypeyjnych NAC.
Zastosowanie technik thumienia ekspresji czy niewlasciwej ekspresji dwoch z nich
VND 617 (VASCULAR RELATED NAC-DOMAIN PROTEIN 61 7) pokazalo, ze sa
one odpowiedzialne bezposrednio za réznicowanie komorek odpowiednio w meta-
i protoksylem (Ryc.2). Zidentyfikowano takze kilka innych genéw nalezacych do
rodziny NAC. VND-INTERACTING?2 (VNI2) hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna
genow zaleznych od VND7, specyficznych dla rozwoju naczyn. Dwa inne biatka,
NST1 (NAC TRANSCRIPTION FACTOR NST1) i SND1 (NAC SECONDARY
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WALL THICKENING PROMOTING 3), nalezace do tej samej rodziny czynnikow
transkrypcyjnych kontrolujg proces odktadania si¢ wtornych $cian komorkowych
(SCW) (Ryc.2). Co ciekawe, pozbawienie funkcji genu VND7 hamuje catkowicie
powstawanie naczyn w korzeniu i todydze rzodkiewnika. Podobne zalezno$ci
zaobserwowano u Populus, co wskazuje na powszechno$¢ tych mechanizmow.
Potwierdzeniem tego jest tez fakt zidentyfikowania w genomie Populus grupy
genow kodujacej czynniki transkrypcji z domenag NAC (PtrWNDs) [Zhong 1 in.,
2010].

Zakonczenie wzrostu komorek inicjuje etap odktadania celulozy, ksylanu
i lignin w $cianach komorkowych witdkien i elementow przewodzacych drewna.
Przypuszcza si¢, ze w mechanizm ten zaangazowane s3 wspomniane juz
w poprzednim rozdziale biatka rodziny NAC. Ich zasadnicza rolg na tym etapie
rozwoju jest kontrola lezacych ponizej w kaskadzie zdarzen genow, kodujacych m.
in. czynniki transkrypcyjne MYB. Dwa sposrod nich MYB46 1 MYBS3
zidentyfikowano jako bezposrednio regulowane przeze SND1 (Ryc.2). Wykazano,
ze funkcjonuja one takze réwnolegle w regulacji powstawania wtdrnej $ciany
komoérkowej [Zhong i in., 27, McCarthy i in., 2009]. Za proces pogrubiania wtdrnej
sciany komoérkowej odpowiedzialne sg réwniez biatka MYB. Wykazano, ze 11
z nich wspodlnie z KNAT7, AtC3K14 oraz dwoma dodatkowymi czynnikami
transkrypcyjnymi NAC odpowiedzialne sg za ten etap (Ryc.2). Na podstawie
analizy mutantdow oraz zastosowania ro$lin transgenicznych zidentyfikowano
podobne czynniki regulujace tworzenie wtornych $cian komérkowych u sosny
(PtMYB4), eukaliptusa (EgMYB?2) i topoli (PtrMYB3, PtrMYB20). Nadekspresja
PtrMYB3 1 PtrMYB20 w transgenicznych liniach rzodkiewnika skutkowata
zwickszonym odktadaniem celulozy, ksylanéw i lignin [McCarthy i in., 2010]. Na
podstawie badan miedzygatunkowych potwierdzono takze, ze wystepujace u topoli
PtrMYB28 i PtrMYB192 sg ortologami MYB58 1 MYB63. Nilsson
i wspotpracownicy [Nilsson i in., 2008] wykazali istotne znaczenie auksyn takze na
tym etapie rdéznicowania komorek drewna. Poroéwnanie ekspresji gendw
odpowiedzi na auksyne wykazato istotne réznice ich aktywnosci w komorkach
kambium i rozwijajacych sie komoérkach drewna. Cho¢ stezenie auksyn w kambium
jest wyzsze, to jednak ilos¢ mRNA tych genow jest wicksza w wyksztatconych
komorkach drewna. Postuluje si¢, ze dodatkowymi czynnikami w regulacji
réznicowania drewna sa takze GA i etylen, ktore stymuluja m. in. wydtuzanie i ilos¢
wlokien oraz podzialy promieniowe drewna [Mauriat i Moritz, 2009].

Ostatnim etapem ksylogenezy jest sprz¢zona z odktadaniem i modyfikacja
wtornej Sciany komorkowej programowana $mier¢ komorki. Badania molekularne
pozwolity zidentyfikowa¢ poza genami czy biatkami odpowiedzialnymi za te
procesy, takze elementy regulatorowe typu cis TERE (tracheary-element-regulating
cis-element), zlokalizowane w promotorach genéw odpowiedzialnych za przebieg
PCD i tworzenie SCW. W wyniku prac prowadzonych na 4. thaliana oraz Zinnia
elegans opisano czynniki zapobiegajace przedwczesnej Smierci komorki. Biatko

221



ACAULISS (ACL5) bedace syntazg termosperminy oraz XND1 nalezace do
rodziny NAC, umozliwiaja calkowity rozwoj i rozbudowe komorek drewna
wlaczajac wto SCW (Ryc.2) [Muiiiziin., 2008, Zhaoiin., 2008].

Brasinosteroidy, etylen i gibereliny

Wszystkie z opisanych powyzej etapow réznicowania i rozwoju drewna moga
by¢ regulowane dodatkowo takze przez inne czynniki. W rdéznicowaniu si¢
komorek drewna wazng role odgrywaja rowniez brasinosteroidy (BR), etylen
i gibereliny. Wyniki prac nad szlakami transdukcji sygnatéw i odpowiedziami na te
czynniki wykazaty, ze regulujg one czg$ciowo te same biatka i geny, ktdre opisano
weczeéniej dla cytokininiauksyn (Tab.1).

Wykazano np., ze podobnie jak auksyny rowniez brasinosteroidy kontroluja
poziom biatek HD-Zip III. Mutanty Arabidopsis z niedoborem tego fitohormonu sg
skrajne kartowate z ograniczong ilo$cia drewna [Choe i in., 1999]. Brasinosteroidy
syntetyzowane w komodrkach prokambialnych odbierane sg przez receptory
w komorkach prekursorowych drewna, gdzie stymulujg réznicowanie ksylemu
przez zwigkszenie ekspresji genow HD-zip 1] [Cano-Delgado i in., 2004, Fukuda
2004]. Dodatkowo wzrost poziomu HD-zip III, wptywa na biosynteze BRL3
i BAKI1 (BRI1-ASSOCIATED KINASE RECEPTOR-1), biatek uktadu
receptorowego brasinosteroidow [Ohashi-Ito1in., 2005].

Wykazano, ze szlaki sygnatowe brasinosteroidow i auksyn zbiegaja si¢ na
wspolnym zestawie genow docelowych, co sugeruje, synergistyczne dziatania tych
fitohormondw. Dziatanie to przejawia si¢ miedzy innymi we wzajemnej regulacji
poziomu kazdego z nich. Ponadto, wydaje si¢, ze BR wptywajg na polarny transport
auksyn[Liiin.,2005].

Ostatnie prace z wykorzystaniem transgenicznych drzew z defektem percepcji
etylenu wykazaty, ze etylen stymuluje podziaty komoérek kambium [Love i in.,
2009]. Stymulujacy wptyw etylenu na tworzenie drewna obserwowano takze
umutanta eto! (ethylene overproducerl) Arabidopsis. Wykazano, ze etylen spetnia
podwoéjna funkcje w rozwoju naczyn. Z jednej strony stymuluje tempo
roznicowania elementéw trachealnych, a z drugiej kontroluje wielko$¢ populacji
komorek macierzystych podczas przyrostu wtornego rosliny [Pesquet i Tuominen
2011].

Wplyw giberelin na roéznicowanie wigzek wskazuje, ze takze one
wspotuczestniczg w regulacji mechanizméw powstawania drewna. Nadekspresja
GIBBERELLIN 20 OXIDASEI (GA20ox), genu biosyntezy GA, powoduje
u Populus zwigkszenie tempa wzrostu i dlugosci wtokien w drewnie [Eriksson i in.,
2000]. Z kolei obnizony poziom giberelin skutkuje zmniejszeniem przyrostu
wtérnego [Mauriat i in., 2011]. W tworzeniu drewna gibereliny, podobnie jak BR,
wspotdziatajg synergistycznie z auksynami. Dodatkowo, auksyny stymulujg
biosynteze giberelin, a te z kolei zwigkszaja ich polarny transport. Mutanty
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Arabidopsis z zahamowana biosyntezy i1 dysfunkcjami sygnalizacji giberelin
wykazuja obnizong iloé¢ biatek PIN1, PIN2 1 PIN3 [Willigeiin.,2011].

PODSUMOWANIE

Ksylogeneza jest wieloetapowym procesem przemian prowadzacym
w konsekwencji do wytworzenia drewna wtornego. Kazdy z opisanych wczesniej
etapow regulowany jest przez sie¢ zalezno$ci opartych na pozytywnych lub
negatywnych oddziatywaniach regulatorow wzrostu i rozwoju. Najwazniejszymi
z nich sg fitohormony zwtaszcza auksyny i cytokininy, ktore poprzez szereg
regulowanych przez nie biatek i gendw wymuszaja zachodzenie swoistych
przemian. Badania prowadzone na przestrzeni ostatniej dekady pozwolity
zidentyfikowaé co najmniej kilkadziesigt czynnikéw biatkowych regulowanych
przez te hormony. Wigkszos$¢ prac wykonano poczatkowo na roslinach zielnych ale
dalsze badania potwierdzity, ze niemal identyczne przemiany zachodza takze
u drzew. Profilowanie ekspresji genow oraz identyfikacja biatek wykazaly, ze
ujednych i drugich funkcjonuja podobne mechanizmy. Dzigki zebraniu wszystkich
uzyskanych danych mozliwe jest przedstawienie ogdlnego schematu
mechanizméw determinujgcych rozwdj tkanek wtéornych u wszystkich roslin.
Kolejne etapy tych przemian kontrolowane sg przez rozbudowang sie¢ zaleznosci
migdzy wszystkimi wymienionymi powyzej czynnikami komérkowymi.

Od dawna wiadomo, zZe inicjowanie komorek pro-kambialnych zalezy od
sygnalizacji i transportu auksyny. Przeptyw auksyny wywotuje podziaty komoérek
kambium i, przy malejacym st¢zeniu, powstawanie ksylemowych i floemowych
pochodnych komorek miazgi. Skutkiem tego jest zapoczatkowanie etapu ich
dojrzewania, kiedy to nastgpuje wytworzenie wtornej $ciany komorkowej
i lignifikacja. Przyjmuje si¢, ze auksyna dziata jako morfogen okreslajacy
przeznaczenie réznicujacych si¢ komorek. W modelu tym, gradient hormonu
stanowi informacje¢ i ustala zmiany aktywnosci transkrypcyjnej genéw zaleznych
od TAA. W kambium, ktore jest gtdowna drogg przeptywu auksyny wzdhuz todygi
u drzew [Uggla i in., 1998], ekspresja gendéw zaleznych od wysokich stezen IAA
przyczynia si¢ do utrzymywania populacji komorek niezréznicowanych, natomiast
inne geny, ktore ulegaja ekspresji przy nizszych stgzeniach auksyny stymulujg
rozwo6j komorek drewna czy tyka [Bhalerao i Bennett 2003]. Przestrzenna
informacja nie ogranicza si¢ tylko do wyznaczania potozenia drewna i lyka, ale ma
wplyw takze na przebieg roznicowania si¢ komoérek drewna wzdhuz osi pionowej
rosliny. Wysoki poziom auksyn w poblizu mtodych lisci indukuje powstawanie
waskich naczyn z powodu ich szybkiego roéznicowania, ograniczajacego czas
wzrostu komoérek. Natomiast nizsze st¢zenia auksyny w nizszych partiach rosliny
skutkuja spowolnieniem réznicowania, co pozwala na wigksza ekspansj¢ komorek

223



zanim powstanie wtorna Sciany komorkowa. Kontrola wielko$ci naczyn jest istotna
dla zapewnienia wlasciwego wznoszenie si¢ wody 1 substancji mineralnych od
korzeni do lisci. W okresach spoczynku podziaty komorek kambialnych ustaja
z powodu spadku wrazliwosci tej tkanki na auksyne [Baba i in., 2011]. Skutkiem
zmniejszenia wielko$ci strumienia auksyny przeptywajacej przez kambium jest
wyrazna r6éznica w morfologii drewna wczesnego i drewna pdznego. Gradient
auksyny, z maksimum w strefie kambialnej, byl od dawna uwazany za istotny
czynnik dla proliferacji tej tkanki, ale dopiero ostatnio ujawniono mechanizmy
molekularne lezace u podstaw tych procesow.

Oprocz auksyn istotne w podtrzymywaniu i proliferacji komoérek kambium sg
rowniez cytokininy (CK). Sa one jednak negatywnymi regulatorami tworzenia
drewna. Przekazywanie sygnalow przez cytokininy zachodzi z udziatlem
regulatorow odpowiedzi ARR typu A i B (ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATORS) [Kieber i Schaller, 2010]. W komoérkach kambium utrzymuje si¢
wysoki poziom ekspresji zarowno gendw ARR, jak i genow receptoréw tego
fitohormonu CRE (CYTOKININ RECEPTOR ATAHK4-LIKE PROTEINI), AHK2
(HISTIDINE KINASE 2) i AHK3 (HISTIDINE KINASE 2), co podkresla ich
znaczenie dla regulacji proliferacji i/lub utrzymania tozsamosci tych komorek w
pedach. Istotne znaczenie w regulacji tworzenia protoksylemu ma biatko AHP6
(HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6) [Méihonen i in., 2006].
Dziatajac jako inhibitor sygnalizacji cytokininy, ogranicza jej aktywno$¢,
umozliwiajac roznicowanie drewna. Ekspresja genu AHP6 jest aktywowana przez
auksyny. Tak wigc stosunek ilosci auksyn do cytokinin ma fundamentalne
znaczenie dla rownowagi pomiedzy proliferacja i réznicowaniem si¢ linii
komoérkowych wywodzacych si¢ z kambium. Tworzenie protoksylemu w wigzkach
korzenia jest stymulowane przez wysokie stezenia auksyny i niskie stgzenia CK,
natomiast komorki prokambialne wymagaja wysokiego stezenia CK i niskiego
auksyn [Bishopp i in., 2011]. CK w komdrkach prokambialnych promuje ekspresje
genoéw PIN 1 boczng lokalizacje biatek PIN, wymuszajac w ten sposob lateralny
przeptyw auksyny od komérek prokambialnych do komorek merystematycznych,

z ktérych nastepnie powstaje protoksylem. Istotnym elementem regulacji jest
tu rowniez nalezacy do rodziny biatek GRAS czynnik transkrypcyjny SHORT-
ROOT (SHR), ktory ulega ekspresji w protoksylemie, a ktory bezposrednio
reguluje aktywno$¢ oksydazy cytokininowej (CKX3), katalizujacej degradacje
cytokininy [Nakajima i in., 2001]. Z drugiej strony, biatka ARR typu B (ARR1 i
ARR12), hamujg ekspresje genu SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2/IAA3), ktory
nalezy do genow Aux/IAA, kontrolujacych odpowiedzi na auksyne. Produkt genu
SHY2/IAA3 hamuje m.in. ekspresj¢ genow PIN, ale rowniez biosyntezg CK.
Ekspresja genu SHY2/IAA hamowana jest przez IAA. Nalezy doda¢, ze niemal
kazdy z etapow réznicowania i rozwoju drewna w mniejszym lub wiekszym stopniu
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Tab. 1. Udziat fitohormondéw w kontroli rozwoju drewna. Na podstawie Sorce i in.,
[2013]

Fitohormon Rola

Stymulacja podziatéw komorek i utrzymywanie komoérek kambium
w stanie niezréznicowanym (wysokie st¢zenia). Stymulacja wzrostu
Auksyna inicjalnych komorek drewna i dojrzewanie drewna (niskie st¢zenia).

Zwigkszanie zageszczenia komodrek naczyniowych w drewnie.

Stymulacja podziatéw komorek kambium i réznicowanie elementow

Cytokininy trachealnych (z auksyng).

Stymulowanie podziatow komorek prokambium.

Brasinosteroidy | Stymulacja programowanej $mierci komorki i odktadanie wtornej
sciany komorkowej podczas roznicowania elementéw trachealnych

drewna.
Gibereliny Styrnu?acla pro}lferaCJl komorek kambium (wspdlnie z auksynag) i
wydtuzenia wtdkien drzewnych.
ABA Zahamowanie wzrostu kambium poprzez prawdopodobne negatywne
interakcje z auksyna.
Promowanie podziatow i ekspansji komoérek kambium (szczegdlnie
Etylen . .
w drewnie reakcyjnym).
Strigolactony Stymulacja podziatéw komorek kambium.

Zrodlo: Opracowanie wlasne.

wymaga wspotdzialania ze sobg roznych fitochormondw. Wszystkie z klasycznych
fitohormonow, ale takze inne czasteczki sygnalowe, ktore do hormonow roslinnych
nie sg zaliczane, pelig specyficzne funkcje w kolejnych etapach ksylogenezy.
Udziat tych substancji w kontroli rozwoju drewna zaprezentowano ponizej (Tab.1).
Caty proces ksylogenezy — a wigc zmiany na etapie réznicowania komorek
kambium, utrzymanie tozsamog$ci merystematycznej komorek dzielacych sig, etapy
dyferencjacji komorek wigzek przewodzacych, tworzenie wtornej S$ciany
komorkowej 1 programowana $mier¢ komorki, wymagaja istotnych modyfikacji
aktywnosci transkrypcyjnej licznych genow. Dzigki profilowaniu ekspresji genéw
oraz sekwencjonowaniu i bogatym w informacje bankom sekwencji EST, coraz
czes$ciej dla badanych przemian komoérkowych okreslié mozna pulge gendéw
wykazujacych réznicowg ekspresje, specyficzng dla okre§lonego procesu. W wielu
przypadkach zmieniajace si¢ wzorce rozwoju wymuszaja modulacje aktywnos$ci
setek a nawet tysiecy genow. Jedynie cze$¢ z nich koduje czynniki transkrypcyjne,
ktorych zadaniem jest kontrola nad pozostatymi. Wiekszo$¢ z kodowanych przez
geny bialek to enzymy oraz biatka strukturalne lub sygnatowe decydujace
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o zakresie, kierunku i przebiegu zmian metabolicznych charakterystycznych dla
aktualnego stanu fizjologicznego komorki.

Badania wykonane na A. thaliana i innych gatunkach roslin doprowadzity do
identyfikacji kluczowych dla prawidlowego przebiegu ksylogenezy czynnikoéw
transkrypcyjnych. Okazato si¢, ze naleza one do kilku rodzin biatek. Najlepiej
poznane z nich to czynniki HD-ZIP klasy III, KANADI, NAC czy MYB. Wydaje
sig, ze to one odpowiedzialne sg za zmiany ekspresji duzych grup genow
Tab. 2. Zestawienie czynnikow transkrypcyjnych (TF) zidentyfikowanych w wyniku

profilowania aktywnosci transkrypcyjnej gendw u roslin zielnych oraz drzew. Na postawie
DemuraiFukuda [2007]

Liczba genéw | Liczba TF o )
Gatunek Tkanka 0 zmiennej Wyzszej Rodzina TF
aktywnosci | aktywnosci
Rozwijajace sig 539 5 HD-ZIPII, MYB
/rosngce drewno
Populus sp.
Drewno Zinc finger,
reakcyjne 444 16 WRKY, LIM
Loblolly pine| Drewno 1139 o |[DNA I;I}I{‘tpSa
Eucalyptus Drewno 182 7 HD, bZIP, Zinc
sp. finger
HD-ZIPIII, NAC,
Drewno pedu 319 33 MYB, bHLH,
WRKY
Ped AP2/EREBP,
o >3000 191 | MYB, bZIP, HD,
wiatostanowy C3H
o . MYB, AP2/ERF,
Arabidopsis | Drewniejace i 700 39 WRKY. NA. HD
thaliana dojrzate pedy AUX/I A A A’RF ’
.. . . Zinc finger, HD,
Rozwijajace sig 567 76 AP2, MYC, NAC
pedy MYB ’ ’
Rémiowace i NAC, MYB,
OZNICUIFCE SIE 1705 20 bHLH, HD, Zinc
naczynia finger
Roéznicujace sic 652 4 ARF, HDZIPIII,
Zinnia naczynia AUX/TAA, NAC
elegans RozZnicujace sie 23 3 NAC, ARF, HD
naczynia ZIPIII

Zrodto: Opracowanie wlasne.
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i determinujg wigkszo$¢ przemian w procesie réznicowania i rozwoju drewna.
Analizy porownawcze potwierdzity, ze u innych gatunkow roslin, w tym u drzew,
ksylogeneza podlega regulacji przez homologi i ortologi gendéw zidentyfikowanych
urzodkiewnika (Tab.2).

Jak wida¢ z Tab. 2 ilo$¢ zidentyfikowanych u Arabidopsis thaliana gendw
o rdznicowej ekspresji jest znaczaco wieksza niz u pozostalych gatunkow roslin.
Jest tak poniewaz dzigki catkowitemu zsekwencjonowaniu genomu tej rosliny
mozna doktadnie poznawaé geny, a przez nie biatka, zaangazowane w proces
tworzenia drewna. Wszystko wskazuje, ze podobna sytuacja istnieje u drzew
i nadzieja na dalszy postgp w tym zakresie sg bedace na ukonczeniu duze projekty
sekwencjonowania genomoéw np. u topoli. Z opisu przemian zachodzacych
w procesie ksylogenezy wida¢ wyraznie, jak wiele czynnikow w nim uczestniczy,
ijak skomplikowane sg sieci zalezno$ci migdzy nimi (Ryc.3).

CYTOKININY — -
. 0 PEPTYDOWE CZYNNIKI
) UTRZYMANIE TOZSAMOSCI KAMBIUM SYGNALOWE (TDIF)
O LOKALIZACIA ZACHOWANIE STANU TOTIPOTENCII . :
0 AKTYWNOSE ; U RECEPTORY IAA (TIR),
i R RECEPTORY PEPTYDOW (PXY)
AUKSYNY  _J L O BIALKOWE TRANSPORTERY
- = AUKSYN (PIN)
o :g;:l:i’ig:;r T AKTYWNOSC KAMBIUM 0 INHIBITORY AKTYWNOSCI
- PODZIALY KOMOREK EAMBIUM BIALEK (BDL)
BRASINOSTEROIDY a CZ‘F.\"I?.TK.I TRAT\'SK_B‘['PCYI_\'E
GIBERELINY — - (MP, WON4, BB, KAN1)
ETYLEN v [okalizacja komorkowa 1 thankowa
hormondw i peptydéw sygnalnveh
= Repulacja aktywnosce: genow i balek 0 RECEPTORY IAA (TRR?)
AUKSYNY 0 BIALKOWE TRANSPORTERY
.y ; BT AUKSYN (PIN)
O WSPOLDZIALANIE 7 y
INICJACTA KOMOREK DREWNA O CZYNNIKI TRANSKRYPCYINE
CYTOKININY (HD-ZIP 111, KANADI, SHR/SCR)
BRASINOSTEROIDY « Sypnalizacia miedzykomérkowa 0 REGULATOROWE RNA mRNA
o o (MIRI65/166)
® Lokalizacia komorkowa i thankowa
hormondw 1 bisdek,
* Regulacia aktywnosci genow i bialeke  H CZYNNIKI TRANSKRYPCYINE
N (NAC-VND6, VNI2, VNDT, NST1,
AUKSYNY ; , SND1, MYB, XND1)
GIBERELINY ROZNICOWANIE KOMOREK KSYLEMU 0 SYNTAZA TERMOSPERMINY
ETYLEN (ACLS)

WYTWORZENIE WTORNEJ $CIANY

KOMORKOWET PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI

DOJRZALE KOMORKI DREWNA

Rye. 3. Zestawienie czynnikoéw natury hormonalnej oraz biatkowej i peptydowej
kontrolujacych kolejne etapy rozwoju drewna. Po lewej stronie schematu wskazano
fitohormony, po prawej peptydy oraz rodziny biatek o specyficznych funkcjach
(w nawiasach zaprezentowano przyktadowe biatka, uczestniczace w kontroli ksylogenezy).
Czcionka pogrubiong zaznaczono hormony kluczowe dla kazdego z etapéw powstawania
drewna. Pomiedzy schematycznie zaznaczonymi etapami ksylogenezy, oraz wykazem
fitohormonéw wskazano przyktadowe mechanizmy uczestniczace w tych przemianach
Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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Stad nalezy przypuszczac, ze uptynie kolejnych kilka lub kilkanascie lat zanim
zrozumiemy w pelni zmiany zachodzace i poznamy wszystkie determinujace je
przyczyny. Niemniej jednak, z cala pewnoscia, juz teraz mozliwym staje si¢
modulowanie na poziomie molekularnym poszczegoélnych etapow réznicowania
irozwoju drewna.
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STRESZCZENIE

Proces ksylogenezy jest wieloetapowym ciggiem zdarzen prowadzacym
w konsekwencji do wytworzenia charakterystycznego oraz wysoce wyspecjalizo-wanego
rodzaju tkanki przewodzacej. Pomimo, ze najwigksze znaczenia gospodarcze majg przemiany
zachodzgce u drzew postep w ich rozumieniu dokonat si¢ dzigki zastosowaniu w badaniach roslin
zielnych, zwlaszcza A. thaliana i Z. elegans. Na podstawie szczegotowych analiz i zastosowania
najnowszych technik biologii molekularne;j i biotechnologii wyrdzniono cztery zasadnicze etapy
ksylogenezy: powstawanie aktywnego kambium, inicjacja komoérek wytworzonych przez
kambium, przeksztatcenie si¢ ich w komorki prekursorowe drewna, formowanie si¢ grubych
wtornych $cian komorkowych (SCW) i programowana $mier¢ komoérek (PCD). Przebieg
kazdego z nich kontrolowany jest precyzyjnie przez fitohormony. Wywieraja one bezposredni
lub posredni wptyw na zmiany aktywnosci transkrypcyjnej licznych gendéw podlegajac
jednoczesnie kontroli przez inne geny odpowiedzialne tak za ich biosyntezg jak i funkcjonowanie
regulatorowych, hormonalnych szlakoéw transdukcji sygnalu. Wykazano, ze najwazniejsze dla
tworzenia drewna sg auksyny i cytokininy, a ich wspodtdziatanie decyduje o aktywnosci
kambium, utrzymywaniu puli komoérek niezréznicowanych oraz o réznicowaniu elementow
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trachealnych. Wplyw na tak wiele etapow sugeruje udziat auksyn i cytokinin w globalnej kontroli
ksylogenezy. Pozostate fitohormony, gibereliny, brasinosteroid czy etylen wlaczane sa
w bardziej subtelne przemiany. Niemniej wydaje si¢, ze i one mogg pelni¢ pomocniczg role
towarzyszacg w tych zasadniczych etapach powstawania i réznicowania drewna. Wplyw
wszystkich fitohormondéw manifestuje si¢ zmianami ekspresji swoistych genow. Jedynie czgs$¢
z nich koduje biatka regulatorowe bedace czynnikami transkrypcyjnymi. Nalezg one do kilku
klas m.in. HD-ZIP, ARF, MYB, NAC, kontrolujacych ekspresj¢ calego szeregu gendw istotnych
dla catosci przemian na drodze ksylogenezy. Warto nadmieni¢, ze cze$¢ z nich to biatka
decydujace o biosyntezie hormonéw i ich funkcjonowaniu w komoérkach drewna. Swiadezy to
o nierozerwalnos$ci uktadu fitohormonalnego i aktywnos$ci genomu, a wzajemne zalezno$ci
miedzy nimi pozwalaja niezwykle precyzyjnie okresla¢ funkcje i kierunek rozwoju komoérek
drewna. Badania prowadzone na drzewach wykazaty, ze mechanizmy ksylogenezy w znacznej
czesci pokrywajg sie z opisanymi u Arabidopsis. Wymagane sg oczywiscie dalsze, bardziej
szczegdlowe analizy niemniej jednak stwierdzi¢ mozna, ze podstawy powstawania drewna sg
zachowywane ewolucyjnie i przebiegaja w podobny sposob u roznych gatunkow roslin.

SUMMARY

Xylogenesis is a multi-stage sequence of metabolic events leading to the formation of
a characteristic and highly-specialized type of vascular tissue. Although xylogenesis occurring in
trees has the largest economic significance, the progress in their understanding was made through
the research on herbaceous plants, particularly A. thaliana and Z. elegans. Based on the detailed
analyses and using modern molecular biology and biotechnology techniques, four major
xylogenesis stages were distinguished: formation of active cambium, specialization of cells
formed by the cambium, their transformation into precursor cells of the wood, formation of thick
secondary cell walls (SCW) and programmed cell death (PCD). The progress of each of them is
controlled precisely by phytohormones. They exert direct or indirect effects on the changes in the
transcriptional activity of numerous genes and, at the same time, are controlled by other genes
responsible both for their biosynthesis and the functioning of regulatory hormone transduction
pathways. It was shown that the main role in wood formation is played by auxins and cytokines,
while their interactions have a decisive impact on cambium activity, maintaining of pools of non-
differentiated cells, and the tracheary element differentiation. The fact that auxins and cytokines
have influence on such a large number of stages suggests that they participate in the global control
of xylogenesis. The rest of the phytohormones - gibberellins, brassinosteroids or ethylene are
involved in more subtle transformations. Nevertheless, it appears that they also play an essential
role in wood formation and differentiation. The effects exerted by all the phytohormones are
manifested through the changes in the expression of specific genes. Only some of them encode
regulatory proteins that are transcription factors. They belong to several classes, among them
HD-ZIP, AFR, MYB, NAC, which control the expression of a whole array of genes crucial for all
transformations related to xylogenesis. It needs to be mentioned that some of those proteins
determine the biosynthesis of hormones and their functions in the wood cells. This proves that the
link between the functioning of the phytohormonal system and the genomic activity is
unbreakable, and their mutual relationships allow for a precise description of the functions and
directions of development of the wood cells. The research on trees showed that the mechanisms of
xylogenesis overlap to a large extent those described for Arabidopsis. Obviously, further and
more detailed analyses are required, although it can already be stated that the foundations of the
mechanisms for the formation of the wood are evolutionarily conserved and are similar across
different plant species.
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