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Powstawanie i rozwoj syncytiow — struktur od-
zywiajacych larwy nicieni cystowych — sa zwia-
zane z przebudowa apoplastéw komérek do nich
wiaczanych. Pogrubieniu ulega zewngtrzna $ciana
syncytium, a plazmodesmy ulegaja zamkniegciu.
Réwnoczesnie powstaja otwory w $cianach ko-
morkowych pomiedzy komoérkami wiaczonymi
do syncytium, a ich protoplasty tacza si¢ ze soba
tworzac jeden duzy protoplast o wysokim stop-
niu aktywnosci fizjologicznej. W celu spraw-
dzenia hipotezy o udziale endogennych celulaz
rosliny w przebudowie apoplastu syncytium
zastosowano metode immunocytochemicznej
lokalizacji celulazy z uzyciem poliklonalnych
przeciwciat | i 1I-rzedowych pietnowanych ztotem
koloidalnym. W badanych przez nas syncytiach
zaindukowanych w korzeniach dwu odmian
rzepaku przez matwika burakowego Heterodera
schachtii stwierdzono wystgpowanie endogennej
celulazy. Biatko to byto obecne w protoplascie
w poblizu nowo powstajacych oraz w petni wy-
ksztatconych otworéw w $cianach komérkowych,
jak tez — wewnatrz struktur pecherzykowatych
w syncytium. Celulaze zlokalizowano réwniez w
komorkach zawiazkow korzeni bocznych. Wyka-
zanie obecnosci tego biatka w rozwijajacych sig
strukturach odzywiajacych pasozyta pozwala
lepiej zrozumie¢ mechanizmy interakcji roslina

celulaza, p-1,4-endoglukanaza, syncytium, $ciana komdrkowa, otwory w $cianie

celulase, B-1,4—endoglucanase, syncytium, cell wall, cell wall openings

Plant-parasitic cyst nematodes induce in roots of
their host specialised feeding structures called
syncytia. Cells incorporated consecutively into
the syncytia undergo extensive apoplast
rearrangement, including cell wall thickening,
closure of plasmodesmata and localised cell wall
dissolutions resulting in large cell wall opening
between neighbouring cells. As a result a large
symplastic unit arises with high metabolic
activity. To verify a hypothesis that endogenous
plant cellulases are involved in apoplast
rearrangement during syncytium development
immunocytochemical localisation of a cellulase
was performed using polyclonal antibodies and
immunogold technique. We have localised
molecules of cellulase in syncytia induced in
two varieties of oilseed rape by sugar beet cyst
nematode Heterodera schachtii. The protein was
present in a protoplast close to emerging as well
as fully developed cell wall openings and also
within vesicular structures in syncytium. The
enzyme was also localised to primordia of lateral
roots. Finding cellulase in expanding syncytia
allows for better understanding of mechanisms
underlying plant-nematode interaction. In the
future it may also contribute to engineering crop
plants resistant to nematodes.
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— nicien, co w przysztosci moze przyczyni¢ sie
do wytworzenia metodami inzynierii genetycz-
nej nowych odmian odpornych na nicienie.

Wstep

Pasozytnicze nicienie z rodzaju Heterodera sa obligatoryjnymi biotrofami
i gldwna czes¢ swego cyklu zyciowego przechodza wewnatrz korzenia rosliny —
gospodarza. Larwy tych pasozytéw zmieniaja program morfogenetyczny komorek
korzenia, prowadzac do powstania w nim organu odzywiajacego nicienia — wielo-
komorkowej struktury zwanej syncytium (Golinowski i Magnusson 1991, Magnusson
i Golinowski 1991, Golinowski i in. 1996, Sobczak i in. 1997). Bardzo istothym
elementem ontogenezy syncytium jest przebudowa apoplastow komoérek do nich
wiaczanych. W przypadku rzepaku pogrubieniu ulega zewngetrzna sciana syncytium,
a plazmodesmy ulegaja zamknieciu (Gdrecka 2002). Rdéwnoczesnie powstaja
otwory w $cianach komorkowych pomigdzy komérkami wiaczanymi do syncytium,
a ich protoplasty tacza si¢ ze sobg tworzac jedna duza symplastyczna catosé
0 wysokim stopniu aktywnosci fizjologicznej (Golinowski i in. 1996, Sobczak i in.
1997). Geneza tych otwordw nie zostata do konca wyjasniona. Z jednej strony
odkryto niedawno, ze matwiki dysponuja enzymami celulolitycznymi, wydziela-
nymi do organizmu rosliny w trakcie migracji (Smant i in. 1997). Z drugiej strony
wykazano jednak, ze wydzielanie tych enzymoéw ustaje w momencie zainduko-
wania w jednej z komorek korzenia zmian programu genetycznego prowadzacych
do wytworzenia syncytium (Goellner i in. 2001). Praca Grundlera i in. (1998)
wskazuje z kolei na zwiekszona produkcje endogennych celulaz roslinnych w miej-
scu tworzenia si¢ otworéw miedzy sasiednimi komoérkami syncytium. Sugeruje to
istotng rolg w tym procesie endogennych zwiazkow roslinnych zwiazanych z prze-
budowa i demontazem $ciany komorkowej. Taka przebudowa lub rozpuszczanie
sciany sa istota kilku proceséw zachodzacych w ontogenezie rosliny, takich jak
wzrost wydtuzeniowy (np. koleoptyli czy hypokotyli), wzrost objetosciowy
(zwiekszanie objetosci owocdw), dojrzewanie owocdw, tworzenie strefy odcinania
w ogonkach lisciowych i szyputkach owocdw oraz wytwarzanie perforacji miedzy
sasiednimi cztonami naczynia. W procesach tych uczestnicza w sposob skoordy-
nowany substancje nalezace do kilku grup biatek: endoglukanazy (celulazy),
ekspansyny, egzoglukanazy, pektynazy, endotransglikozylazy ksyloglukanu, egzo-
glukanazy. Kazdy z tych procesow ma swdj charakterystyczny zestaw izoform
zwiazkow z poszczegolnych grup. Ekspresja wielu sposrdd tych substancji jest
regulowana za posrednictwem fitohormonéw (Catala i in. 1997, Saab i Sachs 1996,
Xuiin. 1995).

Celulazy czyli B-1,4-endoglukanazy to biatka enzymatyczne, ktore przecinaja
tancuch gtéwny polisacharydéw zbudowanych z reszt glukozy. Przypuszcza sig, ze



Immunocytochemiczna lokalizacja celulazy w korzeniach ... 491

in vivo substratami tych enzyméw sa: hemiceluloza (ksyloglukan) i celuloza
niekrystaliczna optaszczajaca mikrofibryle celulozowe stanowiace szkielet sciany
komorkowej. Zgodnie z przyjmowanymi aktualnie modelami budowy pierwotnej
sciany komorkowej roslin dwulisciennych (Cosgrove 2001) tancuchy hemicelulozy
tacza posrednio (lub bezposrednio) mikrofibryle celulozowe. Stad ksyloglukan
uwazany jest za gtéwna strukture przenoszaca naprezenia w $cianie. Endogluka-
nazy majace zdolnos¢ przecinania hemiceluloz sa wigc bardzo waznym sktad-
nikiem kompleksu biatek zaangazowanych w rozluznianie i demontaz $ciany.
Badania nad celulazami sa szczegolnie zaawansowane w zwiazku z ich udziatem
w procesach wzrostu objetosciowego, dojrzewania i migknigcia owocow (Rose
i Bennett 1999). U poszczeg6lnych gatunkéw odkrywane sa coraz to nowe izo-
formy celulaz. Na przyktad u pomidora znaleziono ich juz osiem, a u modelowego
rzodkiewnika — Kkilkanascie.

Celulazy sa tez z pewnoscia zaangazowane w inicjowanie i powigkszanie
otworéw taczacych sasiednie komorki syncytium indukowanego przez nicienia.
Wazne byloby poznanie, ktére izoformy endoglukanaz biora udziat w tym
procesie. W niniejszej pracy podjeto takie badania w uktadzie pasozytniczym:
rzepak/matwik burakowy. Poniewaz celulazy rzepaku sa jak dotad stabo poznane
i brak dla nich specyficznych przeciwciat, w pracy wykorzystano przeciwciato
przeciw celulazie 1 pomidora, w celu sprawdzenia udziatu tej endoglukanazy
w powstawaniu otwordéw w $cianach pomiedzy komdérkami budujacymi syncytium.
Jak dotad wykazano, ze celulaza 1 pomidora gromadzi sie¢ w zwiekszonych ilos-
ciach w strefie odcinania kwiatéw i w czasie dojrzewania owocOw pomidora
(Lashbrook i in. 1994, Del Campillo i Bennett 1996, Gonzales-Bosch i in. 1996).
Poniewaz dojrzewaniu i mieknieciu owocdw towarzyszy degradacja $cian komor-
kowych, celulaza 1 pomidora wydaje sie by¢ dobrym kandydatem do specyficz-
nego zestawu biatek odpowiedzialnych za tworzenie otworéw w syncytium.

Material i metody

Nasiona rzepaku ozimego Brassica napus var. oleifera odmian Bor i Kana
sterylizowano w 70% etanolu i w 5% podchlorynie wapnia i podkietkowano przez
72 godziny w ciemnosci na 0,5% sterylnym agarze. Siewki przeniesiono na
sterylne poditoze zawierajace zmodyfikowana pozywkg mineralng 0,2 KNOP
0 pH 6,4, zestalong 0,7% agarem, wzbogacona 0,1% roztworem witamin Gamborg B5
i 2% sacharoza. Rosliny rosty w temperaturze 20-22°C i 16-godzinnym fotoperio-
dzie przy swietle o natezeniu 200 uE/m?/s. Dziesigciodniowe rosliny inokulowano
larwami inwazyjnymi (stadium rozwojowe J2) matwika burakowego Heterodera
schachtii i hodowano w takich samych warunkach. Pobierano fragmenty korzeni
gtéwnych i bocznych z syncytiami i zerujacymi na nich larwami drugiego (J2)
i trzeciego (J3) stadium.
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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,
przeptukiwano 4 x 15 minut 0,1 M buforem fosforanowym o pH 6,9, odwadniano
w etanolu i zatapiano w zywicy akrylowej LR White. Polimeryzacje przeprowadzano
w temperaturze 36°C przez 72 godziny.

Wykonano ultracienkie skrawki, ktore zbierano na siatki niklowe.

Celulaze lokalizowano immunocytochemicznie, stosujac dwustopniowe zna-
kowanie na siatkach (,,on grid”), zgodnie z procedura opisana przez Baluska
(1999). W badaniach uzyto poliklonalnych przeciwciat przeciwko celulazie 1 z po-
midora (uzyskanych dzigki uprzejmosci dr Ann Powell z University of California,
Davis, USA). Wszystkie uzywane odczynniki dozowano w 50 pl kroplach na siatke
w temperaturze pokojowej. Blokowanie niespecyficznych epitopdw (30 min.)
przeprowadzono w buforze TBS (bufor Tris + 0,9% NaCl, pH 7,5) z dodatkiem 2%
albuminy wotu (BSA bovine serum albumin) i 0,8% surowicy koziej (NGS normal
goat serum). Nastepnie inkubowowano materiat z I-rzedowym specyficznym przeciw-
ciatem (1 godzina) i ptukano w buforze TBS pH 7,5 z 2% BSA (4 x 15 minut).
Do wizualizacji przeciwciat zastosowano ll-rzgdowe przeciwciata sprzezone ze
ztotem koloidalnym 20 nm, rozpuszczone w buforze TBS (pH 8,2) z 0,8% NGS
i 2% BSA. Materiat ptukano nastepnie w buforze TBS (pH 8,2) z NGS i BSA
(4 x 15 minut), kontrastowano w 2% wodnym roztworze octanu uranylu (10 minut)
i ptukano w wodzie destylowanej (5 x 2 minuty). Analiz¢ materiatu przeprowa-
dzono przy uzyciu mikroskopu elektronowego JEM 100.

Wyniki i dyskusja

Syncytia odzywiajace larwy w stadium J3 zajmuja centralna czgs¢ walca
osiowego. Komorki do nich wiaczone ulegaja hipertrofii, a §ciany pomiedzy nimi
ulegaja rozpuszczeniu (fot. 1). U rzepaku pierwsze takie otwory powstaja w miejscu
wystepowania plazmodesm. Po rozszerzeniu plazmodesmy nastgpuje rozluznienie
struktury sciany komorkowej od strony komorki inicjalnej, a nastepnie jej roz-
puszczenie. Kolejne otwory powstaja juz bez udziatu plazmodesm. W sasiedztwie
rozpadajacej sie $ciany komorkowej gromadzi sie¢ endoplazmatyczne retikulum
i nastepuje rozluznianie, a nastgpnie rozpuszczanie sciany komorkowej z dwoch
stron (Gorecka 2002). Wykonane w niniejszej pracy eksperymenty pozwalaja
powiaza¢ te degradacje $ciany komdrkowej z aktywnoscia celulaz. Zastosowane
przeciwciata przeciw celulazie 1 z pomidora zlokalizowaty celulaze w syncytiach
obu badanych odmian rzepaku. Wiarygodnos¢ metody immunolokalizacji potwier-
dzono wykonujac kontrole negatywna. W tym celu w zastosowanej procedurze
dokonano jednej zmiany: podano 1% roztwér BSA w miejsce I-rzedowego
przeciwciata. Na tak potraktowanych skrawkach korzeni nie obserwowano zadnego
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znakowania, co dowodzi, ze przy zastosowaniu standardowego protokotu
wykrywane sa epitopy celulazy. W syncytiach odzywiajacych larwy stadium J3
biatko to bylo obecne w poblizu nowo powstajacych otworéw w $cianach
komorkowych (fot. 2 i 3). Réwniez w miejscach, gdzie otwory te byly starsze
i znacznie powigkszone, celulaza znajdowata sie w poblizu fragmentow $cian na
obrzezu otworu (fot. 4). Sugeruje to udziat tej endoglukanazy w procesach hydro-
lizy sciany. Znakowanie przy uzyciu ztota koloidalnego wykazato tez obecnosé¢
celulazy w endoplazmatycznym retikulum i cytoplazmie syncytium (fot. 5), w tym
— wewnatrz znajdujacych sie tam struktur pecherzykowatych (fot. 6). Zgodne
bytoby to z postulowanym miejscem syntezy celulaz — retikulum endoplazma-
tycznym i pdzniejsza droga transportu — za posrednictwem pecherzykow w kie-
runku sciany komorkowej. Wykrycie celulazy w syncytiach indukowanych w ko-
rzeniach rzepaku przez matwika burakowego jest zgodne z wynikami Goellner
i in. (2001), ktorzy stosujac metode hybrydyzacji in situ stwierdzili podwyzszony
poziom transkryptow pieciu izoform endogennej endoglukanazy w syncytiach
rozwijajacych si¢ w korzeniach tytoniu inokulowanego matwikiem Globodera
tabacum.

Groty strzatek — otwory w scianach komérkowych, X — naczynie, S — syncytium, Nu — jadro komorkowe,
Cw — $ciana komoérkowa — Arrow heads — cell wall openings, X — xylem, S — syncytium, Nu — nucleus,
Cw — cell wall

Fot. 1. Fragment syncytium zaindukowanego w perycyklu korzenia odmiany Bor z larwa w stadium J3
Fragment of syncytium induced by juvenile (stage J3) of Heterodera schachtii in a pericycle in a root
of oilsed rape cv. Bor. Bar — 4 um
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Fot. 2. Ziarna ztota koloidalnego w poblizu otworu (strzatka) powstajacego w scianie komorkowej
(Cw). S — syncytium. Odmiana Kana — Immunogold labeling of celulase 1 in a syncytium of
a juvenile (stage J3) of H. schachtii in a root of oilseed rape cv. Kana. Particles of colloidal gold
localise the protein of an emerging cell wall opening (arrow). Cw — cell wall, S — syncytium.
Bar — 0,25 um

Fot. 3. Ziarna ztota koloidalnego w poblizu otworu (strzatka) powstajacego w $cianie komorkowej
(Cw). S — syncytium. Odmiana Bor — Immunogold labeling of celulase 1 in a syncytium of a juvenile
(stage J3) of H. schachtii in a root of oilseed rape cv. Bor. Particles of colloidal gold localise the
protein of an emerging cell wall opening (arrow). Cw — cell wall, S — syncytium. Bar — 0,25 pm
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Fot. 4. Ziarna ztota koloidalnego widoczne w cytoplazmie syncytium oraz obok fragmentu pozostatego
po rozpuszczonej $cianie komoérkowej (strzatka). S — syncytium. Odmiana Bor — Immunogold
labeling of celulase 1 in a syncytium of a juvenile (stage J3) of H. schachtii in a root of oilseed rape
cv. Bor. Particles of colloidal gold localise the protein to cytoplasm of the syncytium (S) and to

Fot. 5. Ziarna ztota koloidalnego widoczne w ER (strzatki) i cytoplazmie syncytium (S). Odmiana
Kana — Immunogold labeling of celulase 1 in a syncytium of a juvenile (stage J3) of H. schachtii in
a root of oilseed rape cv. Kana. Particles of colloidal gold localise the protein in cytoplasm and ER
(arrows) of the syncytium (S). Bar — 0,25 um
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Fot. 6. Ziarna ztota koloidalnego widoczne w cytoplazmie syncytium (S) i w pecherzykach (strzatka).
Odmiana Kana — Immunogold labeling of celulase 1 in a syncytium of a juvenile (stage J3) of
H. schachtii in a root of oilseed rape cv. Kana. Particles of colloidal gold localise the protein to

cytoplasm of the syncytium (S) and to vesicles in it (arrow). Bar — 0,25 um.

LRI LM

Fot. 7. Fragment komorki w powstajacym korzeniu bocznym. Znakowanie widoczne w przysciennych
warstwach cytoplazmy (strzatka). Cw — $ciana komorkowa. Odmiana Bor — Immunogold labeling
of celulase 1 in cells of an emerging lateral root. Particles of colloidal gold localise the protein to
paramural cytoplasm (arrow). Cw — cell wall. Bar — 0,25 um
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W sasiedztwie rozwijajacych sie w korzeniach rzepaku syncytiow czesto
tworza sie liczne korzenie boczne. Zastosowana tu metoda immunocytochemiczna
wskazuje na obecnos¢ celulazy rédwniez w przysciennej warstwie cytoplazmy
komérek w strefie zawiazka takiego korzenia bocznego (fot. 7). Podobnie Goellner
i in. (2001) obserwowali zwiekszona ilos¢ MRNA endogennych celulaz tytoniu
w zawiazkach korzeniach bocznych. Jak wiadomo, korzenie boczne powstaja
z perycyklu endogenicznie. W zwiazku z tym rosnacy zawiazek korzenia musi
przebi¢ sie przez warstwe kory pierwotnej. By¢ moze réwniez w tym procesie
wystepuje zlokalizowana przebudowa scian komoérkowych, co zmniejsza ich
sztywnos¢ i utatwia korzeniowi bocznemu przerosnigcie na zewnatrz.

W niniejszej pracy prowadzonej na materiale pochodzacym z rzepaku uzyto
poliklonalnych przeciwciat przeciw celulazie 1 pochodzacej z pomidora. Mimo to
uzyskano znakowanie pozwalajace zlokalizowa¢ endoglukanazg rzepaku. Moze to
wynika¢ z faktu, ze w strukturze czasteczek celulaz sa regiony konserwatywne
o0 wysokiej homologii sekwencji aminokwasow. Ta wysoka homologia moze
wystepowaé nie tylko w obrebie celulaz danego gatunku rosliny, ale réwniez
migdzy endoglukanazami pochodzacymi z rdznych roslin. Analizy sekwencji
aminokwasowych pokazuja, ze w niektérych przypadkach ogdlne podobienstwo
miedzy celulazami z dwdch réznych gatunkow jest wieksze niz miedzy celulazami
z tej samej rosliny (Catala i in. 1997).

Przedstawione tu wyniki immunolokalizacji potwierdzaja hipoteze, ze celu-
laza jest zaangazowana w przebudowe apoplastu komorek wiaczanych do syncytium
matwika, a w szczeg6lnosci — w powstawanie otworéw w $cianach. Jest to proces
bardzo istotny dla rozwoju matwikdw, u ktérych wystepuje epigenetyczna deter-
minacja ptci (Mugniery i Fayet 1981). Prace prowadzone na modelowym ukladzie
Arabidoopsis thaliana / Heterodera schachtii wykazaty, ze wielko$¢ tych otworow
decyduje o ilosci pokarmu dostepnego dla larw i jest jednym z czynnikéw
determinujacych pte¢ rozwijajacego si¢ pasozyta (Sobczak i in. 1996). Syncytia
odzywiajace samice charakteryzuja sie duzymi otworami, natomiast w syncytiach
samcow potaczenia migdzy protoplastami sasiednich komérek sa o wiele mniejsze.
Z drugiej strony wiadomo, ze rozwdj samic na korzeniu rosliny—gospodarza
powoduje znacznie wieksze straty plonu niz rozw6j samcow. Dlatego nematolodzy
okreslaja jako odporne te odmiany roslin, na ktérych korzeniach rozwdj samic jest
znacznie ograniczony. Ponadto zmniejszenie liczby samic powoduje zmniejszenie
populacji pasozyta w nastepnych pokoleniach i ograniczeniem strat w nastepnych
sezonach wegetacyjnych. Wskazuje to na potencjalne drogi wytwarzania roslin
odpornych na nicienie z wykorzystaniem metod inzynierii genetycznej. Mozna
mysle¢ o skonstruowaniu roslin transgenicznych, ktére wykazywatyby specyficz-
nie na terenie zaindukowanego syncytium obnizona aktywnos¢ celulaz i/lub innych
biatek zaangazowanych w degradacje sciany komdrkowej. Wynikajacy z tego
staby rozwoj otworéw w $cianach syncytium zmniejszytby liczbg rozwijajacych sig
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samic. Mozna by do tego wykorzysta¢ technike antysens inaktywujaca mRNA
wybranych genéw. Taka technike zastosowano juz w prébach wytworzenia trans-
genicznych pomidoréw o niemigknacych dojrzatych owocach (Lashbrook i in.
1998, Brummel i in. 1999, Rose i Bennett 1999).

Trzeba jednak pamieta¢, ze modyfikacja apoplastu syncytium to wynik dzia-
fania catego zestawu biatek. Jednym z nich sa celulazy, ale naleza tu tez inne
czynniki z ekspansynami na czele. Dalsze badania w tym zakresie powinny wigc
z jednej strony dac¢ blizsza charakterystyke zlokalizowanej w korzeniach rzepaku
celulazy, a z drugiej — prowadzi¢ do wykrycia innych izoform rzepakowej
endoglukanazy oraz innych biatek bioracych udziat w przebudowie apoplastu
syncytium.

Podzigkowanie

Pragniemy ztozy¢ podzigkowania dr Ann Powell z University of California,
Davis, USA za dostarczenie przeciwciala przeciwko celulazie 1 pomidora.

Whnioski

e  Przeciwciata przeciw celulazie 1 pomidora wykrywaja celulaze rzepaku.

e  Metodami immunocytochemicznymi wykazano obecnos¢ celulazy w syncytiach
larw stadium J3 matwika burakowego zaindukowanych w korzeniach rzepaku
odmian Kana i Bor.

e  Whyniki badan potwierdzaja hipoteze, ze celulaza jest zaangazowana w prze-
budowe apoplastu rozwijajacego sie syncytium.

Conclusions

e Antibodies against tomato cellulase 1 recognise molecules of cellulase in
oilseed rape.

e  Cellulase was immunolocalised in syncytia of juveniles (stage J3) of H. schachtii
in roots of oilseed rape cv. Kana and Bor.

e The results prove the hypothesis that cellulase is involved in rearranging
of apoplast in developing syncytia.
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