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Immunocytochemiczna lokalizacja kalretikuliny
w syncytiach korzeni rzepaku porazonych
matwikiem burakowym (Heterodera schachtii)

Immunolocalisation of calreticulin in syncytia induced in roots
of oil seed rape by sugar beet cyst nematode Heterodera schachtii
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Lokalizowano immunocytochemicznie wystgpo-
wanie kalretikuliny w syncytiach zainduko-
wanych w korzeniach rzepaku przez matwika
burakowego. W badaniach wykorzystano meto-
de znakowania ztotem koloidalnym przeciwciat
przeciwko kalretikulinie. W syncytiach kalreti-
kulina byta obecna na btonach endoplazmatycz-
nego retikulum, otoczce jadrowej i w przyscien-
nych warstwach cytoplazmy. Intensywno$¢ zna-

Calreticulin was immunolocalised in syncytia
induced in roots of oil seed rape by sugar
beet cyst nematode. Primary antibodies against
calreticulin were conjugated with colloidal
gold. In syncytia, calreticulin was present in
endoplasmic reticulum membranes, nuclear
envelope and paramural layer of cytoplasm.
Frequency of labelling depended on developmental
stage of syncytium and juvenile of nematode.

kowania byla zalezna od stadium rozwojowego
syncytium i stadium rozwojowego larwy nicienia.

Wstep

Larwy inwazyjne matwika burakowego indukuja w korzeniach porazonych
ros$lin specyficzne struktury odzywcze — syncytia. Sktad komoérkowy i ultra-
struktur¢ syncytiow badano u wielu gatunkéw roslin nalezacych do rodzin
Brassicaceae (Wyss i in. 1984, Golinowski i Magnusson 1991, Magnusson i Goli-
nowski 1991, Grymaszewska i Golinowski 1998), Fabaceae (Endo 1991, Gipson
iin. 1971), Poaceae (Grymaszewska i Golinowski 1991, Bleve-Zacheo i in. 1995),
Chenopodiaceae (Yu i Steel 1981, Bleve-Zacheo i Zacheo 1987). Wyniki tych
badan oraz badania przeprowadzone na roslinie modelowej Arabidopsis thaliana
porazonej matwikiem burakowym wykazaly, ze w komoérkach wchodzacych w sktad
syncytiow zachodza zmiany $wiadczace o ich podwyzszonej aktywnosci fizjolo-
gicznej (Sobczak 1996, Golinowski i in. 1996). Wyrazaja si¢ one zwigkszeniem
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gestosci cytoplazmy oraz wzrostem liczby mitochondriow, plastydow, diktioso-
moéw. Obecne w syncytiach ameboidalne jadra znacznie si¢ powigkszaja, co
w polaczeniu z silng kondensacja nukleoplazmy $wiadczy o ich wysokiej aktyw-
no$ci metabolicznej. Gladkie endoplazmatyczne retikulum ulega silnej proliferacji
1 tworzy dobrze rozwinigty system blon. Na jego blonach wystepuja czasami
pojedyncze rybosomy. Proliferacja gladkiego endoplazmatycznego retikulum jest
charakterystycznym zjawiskiem zachodzacym u podatnych ro$lin podczas
tworzenia syncytium (Golinowski i Magnusson 1991, Golinowski i in. 1996,
Grymaszewska i Golinowski 1998, Sobczak i in. 1997). W syncytiach zainduko-
wanych w korzeniach rzepaku endoplazmatyczne retikulum (ER) wystepuje
w dwoch formach — pecherzykéw oraz wydtuzonych cystern czgsto zwinigtych
koncentrycznie (Goérecka 2002). Przy uzyciu metod immunocytochemicznych
podjeto probe scharakteryzowania zmian zachodzacych w strukturze ER podczas
rozwoju syncytiow, a szczegolnie pochodzenia licznych pecherzykow wystepuja-
cych na terenie jego cytoplazmy. W tym celu wykorzystano przeciwciata przeciwko
kalretikulinie — rozpuszczalnemu biatku wystepujacemu we wnetrzu ER wyposa-
zonemu na koncowym odcinku C w czteropeptyd HDEL, odpowiadajacy za
retencje tego biatka w $wietle ER u roslin (Krause i Michalak 1997). Kalretikulina
jest wysoce konserwatywnym biatkiem wiazacym Ca®’, powszechnie wyste-
pujacym w komorkach eukariotycznych. Wysoki stopien homologii (ok. 90%)
pomigdzy formami wyizolowanymi z réznych gatunkéw zwierzat (Coppolino
i Dedhar 1998), rownie wysoki stopien homologii (80-90%) pomigdzy formami
wyizolowanymi z réznych gatunkéw roslin oraz podobienstwo pomigdzy formami
ro$linnymi i zwierzgcymi ok. 50—70% (Li i Komatsu 2000) wskazuja, ze kalreti-
kulina moze petni¢ wazne biologicznie funkcje (Crofts i Denecke 1998).

U ro$lin kalretikulina zostata wyizolowana i zsekwencjonowana migdzy
innymi u szpinaku (Menegazzi i in. 1993), kukurydzy (Napier i in. 1995), ryzu (Li
i Komatsu 2000), rzodkiewnika pospolitego (Nelson i in. 1997). Na poziomie
komorkowym kalretikulina zostata zlokalizowana w ER (Opas i in. 1996), otoczce
jadrowej (Denecke i in. 1995, Napier i in. 1995), plazmodesmach (BaluSka i in.
1999). Dotychczasowe badania wykazaly jej obecno$¢ we wszystkich organach
roslinnych.

Ze wzgledu na wymienione cechy: powszechno$¢ wystgpowania, wysoki
stopien homologii oraz retencj¢ w ER kalretikulina wydaje si¢ by¢ dobrym
markerem endoplazmatycznego retikulum na terenie syncytiow zaindukowanych
przez matwika burakowego w korzeniach rzepaku. Poniewaz kalretikulina rzepaku
jest jak dotychczas stabo poznana i brak dla niej specyficznych przeciwciat,
w tej pracy wykorzystano poliklonalne przeciwciala przeciw kalretikulinie
kukurydzy.
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Materialy i metody

Nasiona rzepaku ozimego Brassica napus var. oleifera odmian Bor i Kana
sterylizowano w 70% etanolu i w 5% podchlorynie wapnia i1 podkietkowano przez
72 godz. w ciemnosci na 0,5% sterylnym agarze. Siewki przeniesiono na szalki
Petriego zawierajace sterylna zmodyfikowana pozywke mineralng 0,2 KNOP
o pH 6,4, zestalona 0,7% agarem, wzbogacona 0,1% roztworem witamin Gamborg
B5 1 2% sacharoza. Rosliny rosty w komorze hodowlanej (SANYO MLR 350)
w temperaturze 20-22°C i 16-godzinnym fotoperiodzie przy $wietle o nat¢zeniu
200 pE/m?s. Dziesigciodniowe roéliny inokulowano larwami inwazyjnymi
(stadium rozwojowe J2) matwika burakowego Heterodera schachtii i hodowano
w takich samych warunkach. Korzenie kontrolowano w mikroskopie §wietlnym
Axioscop (Zeiss), nastgpnie pobierano fragmenty korzeni gtownych i bocznych
z syncytiami i zerujacymi w nich larwami drugiego (J2), trzeciego (J3) i czwartego
(J4) stadium.

Material utrwalano w mieszaninie 2% paraformaldehydu i 2,5% glutar-
aldehydu w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,9 przez 2,5 godziny w 4°C,
przeplukiwano 4 x 15 min. 0,1 M buforem fosforanowym o pH 6,9, odwadniano
w etanolu 1 zatapiano w zywicy akrylowej LR White. Polimeryzacj¢ przeprowa-
dzano w temperaturze 36°C przez 72 godziny. Ultracienkie skrawki krojone na
ultramikrotomie (Reichert Ultracut E, Leica) zebrano na siatki niklowe.

Kalretikuling lokalizowano immunocytchemicznie, stosujac dwustopniowe
znakowanie na siatkach zgodnie z procedura opisang przez Baluska (1999).
W badaniach uzyto poliklonalne przeciwciata przeciwko kalretikulinie z kukurydzy
(uzyskane dzigki uprzejmosci dr Richarda Napiera z Horticulture Research
Intrenational, Wellesbourne, Warwick UK). Wszystkie uzywane odczynniki
dozowano w 50 pl kroplach na siatk¢ w temperaturze pokojowej. Blokowanie
niespecyficznych epitopow (30 min.) przeprowadzono w buforze TBS (bufor Tris
+ 0,9% NaCl o pH 7,5) z dodatkiem 2% albuminy wotu (BSA bovine serum
albumin) i 0,8% surowicy koziej (NGS normal goat serum). Nastgpnie inkubowano
materiat z [-rzgdowym specyficznym przeciwcialem (1 godz.) i ptukano w buforze
TBS o pH 7,5 z 2% BSA (4 x 15 min.). Do wizualizacji przeciwcial zastosowano
II-rzedowe przeciwciala (goat anty-rabbit) sprzgzone ze ztotem koloidalnym 20 nm,
rozpuszczone w buforze TBS (pH 8,2) z 0,8% NGS i 2% BSA. Materiat plukano
nastgpnie w buforze TBS (pH 8,2) z NGS i BSA (4 x 15 min.), kontrastowano w
2% wodnym roztworze octanu uranylu (10 min.) i ptukano w wodzie destylowanej
(5 x 2 min.). Rownoczeénie wykonano kontrolg negatywna. W miejsce I-rzedo-
wego przeciwciala podano 1% roztwér BSA. Analiz¢ materiatu przeprowadzono
przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego JOEL 100C.
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Wyniki i dyskusja

Syncytia z larwami w stadium J3 (fot. 1 i 1a) zajmuja centralna czgs$¢ walca
osiowego. Komorki do nich wlaczone ulegaja hipertrofii, a §ciany pomigdzy nimi
zostaly rozpuszczone. W gestej cytoplazmie widoczne sa liczne plastydy, mito-
chondria (fot. 1b) i silnie rozwinigty system ER wystepujacy w dwoch formach:
pecherzykow i wydluzonych cystern czgsto utozonych koncentrycznie (fot. 2).

Fot. 1. Syncytium z larwa nicienia w stadium J3/J4 — Syncytium of J3/J4 juvenile. Bar — 10 um

Fot. 1a. Syncytium z larwa nicienia w stadium J3/J4. Bar — 20 um

Fot. 1b. Powigkszony fragment syncytium z fot. 1. Bar — 2 um

X — naczynia, S — syncytium, Nu — jadro komorkowe, Cw — §ciana komoérkowa, P — perycykl,
Ph — floem, C — kora pierwotna, N — nicien

Otwory w $cianach komorkowych — strzalki, plastydy — gwiazdki, mitochondria — groty strzalek.
X — xylem, Ph — phloem, S — syncytium, Nu — nucleus, P — pericycle, C — cortex, N — nematode,
Cw — cell wall

Arrows point to the cell wall openings, plastids — stars, mitochondria — arrow head.
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Fot. 2. Immunocytochemiczna lokalizacja kalretikuliny z zastosowaniem specyficznych przeciwciat
i ztota koloidalnego w syncytiach z larwami w stadium J3. Odmiana Kana. Strzatkami oznaczono ER,
mitochondria — groty strzalek. W cytoplazmie i na blonach ER widoczne liczne ziarna zlota
koloidalnego — Immunogold labelling of calreticulin in syncytia of J3 juvenile. Arrows point to ER,
mitochondria — arrow heads. Numerous colloidal gold grains present in cytoplasm and ER
membranes. Bar — 2 pm

W regionach zawierajacych zwarte obszary tubularnego ER (fot. 4) oraz na
btonach koliscie utozonego ER (fot. 3) wystepuja liczne ziarna ztota koloidalnego.
W poblizu tworzacych si¢ otworéw w przysciennych warstwach cytoplazmy, jak
réwniez na terenie $ciany komorkowej obserwowano znakowanie ztotem koloidal-
nym (fot. 5). W sasiedztwie elementéw trachealnych formuja si¢ wrosty trans-
ferowe, pomigdzy ktorymi w cytoplazmie widoczne sa liczne ziarna ztota (fot. 6).
Obserwowano roéwniez pojedyncze znakowania w otoczce jadrowej (fot. 7).
W syncytiach odzywiajacych larwy w poéznym stadium J4 cytoplazma jest
elektronoprzezierna, wzrasta liczba wakuol. Ziarna zlota sa mniej liczne. Obser-
wowano je w rozrzedzonej cytoplazmie i przy pgcherzykach ER (fot. 8). Nie
znaleziono istotnych réznic w lokalizacji kalretikuliny pomigdzy odmianami Bor
i Kana. Wiarygodno$¢ metody immunolokalizacji potwierdzono wykonujac kon-
trol¢ negatywna. Zastapiono I-rzgdowe przeciwciato 1% roztworem BSA. Na tak
potraktowanych skrawkach korzeni nie obserwowano zadnego znakowania. Dowo-
dzi to, ze przy zastosowaniu standardowego protokolu wykrywane sa epitopy
kalretikuliny.
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Fot. 3. Ziarna koloidalnego zlota widoczne na blonach kolistego ER i w cytoplazmie. Strzatki
wskazuja ER — Colloidal gold grains present on the swirls of ER membranes and in cytoplasm.
Arrows point to ER. Bar — 0,25 pm

Fot. 4. Ziarna koloidalnego zlota widoczne na blonach tubularnego ER i w cytoplazmie. Strzatki
wskazuja ziarna ztota — Colloidal gold grains present on the tubular ER membranes and in
cytoplasm. Arrows point to colloidal golds grains. Bar — 0,25 um
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Fot. 5. Lokalizacja kalretikuliny w syncytium z larwa w stadium J3. Odmiana Kana. Ziarna ztota
koloidalnego na $cianie komodrkowej i w poblizu otworu (strzatka) w $cianie komoérkowej (Cw)
Immunogold labelling of calreticulin in syncytia of J3 juveniles (cv. Kana). Colloidal gold grains
present on the cell wall and near to cell wall opening (arrow). Cw — cell wall. Bar — 0,5 um

Fot. 6. Lokalizacja kalretikuliny w syncytium z larwa w stadium J3. Odmiana Kana. Ziarna ztota
koloidalnego w cytoplazmie pomigdzy wrostami transferowymi — gwiazdki. Cw — $ciana komoérkowa
— Immunogold labelling of calreticulin in syncytia of J3 juveniles (cv. Kana). Colloidal gold grains
in cytoplasm between cell wall ingrowths (asterisks). Cw — cell wall. Bar — 0,25 um
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Fot. 7. Lokalizacja kalretikuliny w syncytium z larwa w stadium J3. Odmiana Kana. Ziarna ztota
koloidalnego w otoczce jadrowej (strzatki) Nu — jadro — Immunogold labelling of calreticulin in
syncytia of J3 juveniles (cv. Kana). Colloidal gold grains in nuclear envelope (arrows). Nu — nucleus.
Bar — 0,2 um

koloidalnego w cytoplazmie i ER. ER — strzatka — Immunogold labelling of calreticulin in syncytium
of J4 juvenile (cv. Bor). Colloidal gold grains in cytoplasm and ER. ER — arrow. Bar — 0,25 pm
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Dotychczas nie badano lokalizacji kalretikuliny w syncytiach inicjowanych
przez matwika burakowego w korzeniach roslin. Nasze znakowanie wykazalo jej
obecno$¢ w membranach kolistych i wydluzonych form ER w catej cytoplazmie
syncytium. Obecno$¢ ziaren zlota koloidalnego na terenie pgcherzykow potwier-
dzito tezeg, ze jest to jedna z form, w jakiej ER wystepuje na terenie syncytiow.
Lokalizacja ziaren na btonach ER i w otoczce jadrowej jest zgodna z danymi
opisanymi przez Napier (1995) dla siewek kukurydzy i tytoniu (Denecke 1995).
Widoczne roznice w liczbie ziaren ztota koloidalnego na poszczegoélnych etapach
rozwoju syncytium sa prawdopodobnie zwigzane ze stopniem proliferacji i aktyw-
nosci ER. Gladkie ER wystgpuje w komodrkach o wysokiej aktywnosci meta-
bolicznej 1 wysokim poziomie biosyntezy zwiazkéw nie bedacych proteinami, na
przyktad w komorkach wydzielniczych (Kronested-Robards i Robards 1991).
Syncytium bedace jedynym zrédlem pokarmu dla rozwijajacej si¢ larwy nicienia,
ze swoim silnie rozbudowanym systemem gladkiego ER wykazuje pewne podo-
bienstwo do komoérek wydzielniczych. Jednakze na stopien organizacji protoplastu
syncytium, w tym rowniez iloé¢ ER ma wplyw stadium rozwojowe nicienia,
miejsce inicjacji syncytium i podatnos$¢ porazonej rosliny (Golinowski i in. 1996,
Sobczak 1996, Sobczak i in. 1997, Grymaszewska i Golinowski 1998). W opi-
sywanym przypadku réznica wynika ze stadium rozwojowego larwy nicienia.
W syncytiach z larwami w stadium po6zne J3 znakowanie jest silniejsze niz w syn-
cytium z larwami w stadium p6zne J4. Obecnos¢ ziaren ztota pomigdzy wrostami
transferowymi jest zwiazane z wystgpowaniem w tych miejscach licznych struktur
ER (Gorecka 2002).

Wystgpowanie kalretikuliny w poblizu tworzacych si¢ otworow w $cianie
komoérkowej moze mie¢ $cisty zwiazek z opisywang przez Baluska i in. (1999)
lokalizacja kalretikuliny w plazmodesmach. Opisywane bowiem przez Golinow-
skiego i in. (1996) oraz Sobczaka i in. (1997) powstawanie pierwszych otworow
w $cianach komorkowych pomigdzy komorkami wlaczanymi do syncytium odby-
wa si¢ w oparciu o plazmodesmy.

Dalsze badania powinny dotyczy¢ lokalizacji kalretikuliny w korzeniach
ro$lin odpornych na porazenie matwikami, jak rowniez stwierdzenie, jaka rolg
peni to biatko podczas indukcji i rozwoju syncytiow.

Whioski

1. Przeciwciata przeciwko kalretikulinie kukurydzy wykrywaja kalretikuling
rzepaku

2. Kalretikulina lokalizowana w syncytiach jest zwigzana z btonami endoplaz-
matycznego retikulum.
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3. Intensywno$¢ znakowania zalezy od stadium rozwojowego syncytium.

4.  Pecherzyki obecne w syncytium stanowia czg$¢ systemu bton endoplazma-
tycznego retikulum.

Conclusion

1. Antibodies against maize calreticulin recognise molecules of calreticulin
in oilseed rape.

2. In syncytia, calreticulin was present in endoplasmic reticulum membranes.
3. Frequency of labelling depended on developmental stage of syncytium.

4. Vesicles in syncytium are part of endoplasmic reticulum membranes.
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