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Streszczenie

W toku ewolucji rosliny wyksztatcity tkanki przystosowane do efektywnego transportu
substancji. Drewno (ksylem) przewodzi wodg¢ i1 sole mineralne przez elementy trachealne,
natomiast komoérki przewodzace tyka (floemu) to elementy sitowe rozprowadzajace produkty
fotosyntezy. Rdéznicowanie tych komorek polega na ich dostosowaniu do niezakidconego
przeplywu roztwordw przez redukcj¢ cytoplazmy i modyfikacje §ciany komorkowej. W rozwoj
komorek przewodzacych ksylemu zaangazowane sa mechanizmy programowanej $mierci
komorki (PCD — ang. Programmed Cell Death), prowadzacej do powstania martwych
elementow trachealnych o silnie zgrubiatych §cianach. Co ciekawe, analogicznie komorki ze
zubozalym protoplastem wyksztalcane s3 takze podczas floemogenezy. Na drodze
réznicowania elementy sitowe pozbawiane sa wigkszosci organelli, w tym jadra komérkowego,
jednak pozostaja zywe, zachowujac cze$¢ cytoplazmy skupionej blisko $ciany komoérkowe;.
Dotychczas niewiele bylo wiadomo na temat procesow odpowiedzialnych za cze$ciowa
1 wysoce selektywng redukcj¢ protoplastu podczas floemogenezy.

Glownym procesem odpowiedzialnym za usuwanie struktur cytoplazmatycznych jest
autofagia, a jej wystepowanie podczas ksylogenezy potwierdzity liczne prace naukowe.
Niewiele wiadomo jednak o roli autofagii selektywnej w rozwoju tyka. Celem pracy byta
weryfikacja hipotezy badawczej zaktadajacej, ze w r6znicowanie komorek przewodzacych tyka
zaangazowane sg procesy degradacyjne, ale ich dziatanie jest selektywne 1 nie prowadzi do lizy
calego protoplastu, tak jak w przypadku PCD podczas rozwoju komoérek przewodzacych
drewna. Materiatem badawczym byty korzenie ro$lin modelowych. W oparciu o analizy
anatomiczne, cytologiczne 1 molekularne scharakteryzowano mechanizmy odpowiedzialne
za redukcje cytoplazmy w elementach sitowych korzeni topoli kalifornijskiej (Populus
trichocarpa Torr. et A. Gray ex Hook.). Zidentyfikowano takze cytologiczne i molekularne
markery autofagii wystepujace podczas floemogenezy. Ponadto, analizujac korzenie innych
gatunkéw oddalonych ewolucyjnie, od paproci do dwuli§ciennych, udowodniono, ze autofagia
to proces specyficzny dla réznicowania zarowno drewna 1 tyka roslin naczyniowych. Nie
stwierdzono natomiast specyficznego wzorca ewolucji dla sktadu $ciany komoérkowej tkanek
przewodzacych. W poréwnaniu do konserwatywnego charakteru autofagii, formowanie $ciany
komorkowej tkanek przewodzacych jest bardzo zmienne. Dla kazdego z badanych gatunkow
udokumentowano roézny sktad Sciany komorkowej dla ksylemu badz floemu. W pracy

zaproponowano takze wzory mechanizmow degradacyjnych u roslin w warunkach ich



prawidtowego rozwoju oraz w reakcji na stres abiotyczny i biotyczny. R6znicowanie ksylemu
i floemu zachodzace w wyniku §mierci komorki lub tylko czgsciowego zaniku organelli stanowi
bardzo dobry model badawczy dla mechanizméw odpowiedzialnych za intensywne zmiany
w skladzie cytoplazmy 1 S$ciany komorkowej. Uzyskane wyniki znaczaco poszerzyty
dotychczasowa wiedze na temat roznych $ciezek selektywnej degradacji cytoplazmy oraz

metod ich badania.

Stowa kluczowe: autofagia selektywna, floem, elementy sitowe, PCD, ksylem, elementy

trachealne

Abstract

In the course of evolution, plants have developed tissues adapted to the efficient transport
of substances. Xylem conducts water and mineral salts through tracheal elements, while phloem
conducting cells known as sieve elements, distributing products of photosynthesis. The
differentiation of these cells involves the adaptation to ensure the uninterrupted flow
of solutions by reducing the cytoplasm and modifying the cell wall. Programmed Cell Death
(PCD) mechanisms are involved in the development of xylem conducting cells. In the case
of xylogenesis, tracheary elements become dead, therefore empty, and their walls become
extensively thickened. Interestingly, analogically cells with reduced protoplast are formed
during phloemogenesis as well. In the course of differentiation, sieve elements are deprived
of most organelles, including the nucleus, but they remain alive, retaining part of the cytoplasm
concentrated close to the cell wall. So far, little has been known about the processes responsible
for the partial and highly selective reduction of the protoplast during phloemogenesis.

The main process responsible for the removal of cytoplasmic structures is autophagy,
and its occurrence during xylogenesis has already been confirmed. However, little is known
about the role of selective autophagy in the development of phloem. The aim of the work was
to verify the research hypothesis, assuming that degradative processes are involved in the
differentiation of phloem conductive cells, but their operation is selective and does not lead
to the lysis of the entire protoplast, as is the case of PCD during the development of xylem
conducting cells. The research material consisted of the roots of model plants. Using the black
cottonwood (Populus trichocarpa Torr. et A. Gray ex Hook.) as well as anatomical, cytological

and molecular analyses, the mechanisms responsible for the reduction of cytoplasm in sieve



elements were characterized. Cytological and molecular markers of autophagy occurring during
phloemogenesis were also identified. Moreover, by analyzing the roots of other evolutionarily
distant species, ranging from ferns to dicotyledons, it was proven that autophagy is a process
specific to the differentiation of both the xylem and phloem in vascular plants. However,
no specific evolutionary pattern was found for the composition of the cell walls of conducting
tissues. Compared to the conserved nature of autophagy, cell wall formation is very variable.
For each examined species, different cell wall composition for xylem or phloem were
documented. The thesis also proposes patterns of degradation mechanisms in plants under
conditions of their normal development and in response to abiotic and biotic stresses. The
differentiation of xylem and phloem, undergoing in the result of cell death or just partial
reduction of organelles, is a very good research model for the mechanisms responsible for
intensive changes in the composition of the cytoplasm and cell wall. The obtained results
significantly extended the current knowledge on different pathways of cytoplasmic selective

degradation and methods of their study.

Key words: selective autophagy, phloem, sieve elements, PCD, xylem, tracheary elements



Wykaz skrotow

PCD — programowana $mier¢ komorki (ang. Programmed Cell Death)
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ATG — geny zwigzane z autofagia (ang. AuTophaGy-related)

ER — retikulum endoplazmatyczne

AGP — biatka arabinogalaktanu (ang. ArabinoGalactan Proteins)
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Wprowadzenie

Konieczno$¢ efektywnego transportu substancji jest poktosiem ewolucji od
organizméw jednokomodrkowych do organizmoéw o zlozonej organizacji, jakimi sg rosliny,
u ktérych organy wyspecjalizowane w przeprowadzaniu fotosyntezy znajduja sie¢ w duzej
odleglosci od organoéw absorbujacych wodg i sktadniki mineralne. Konieczna jest zatem
zaawansowana dystrybucja substancji, zarowno od donoréw fotoasymilatow do korzeni, jak
1 wody ze sktadnikami mineralnymi z korzeni do lisci przez todyge. W transporcie kluczowa
role odgrywaja tkanki przewodzace, ktérych cechy strukturalne sprawiaja, ze s3
wyspecjalizowane do pelnienia tej funkcji (Niklas, 2016). Komoérki tworzace tkanki
przewodzace maja wspolne pochodzenie, ale wyraznie zroznicowang strukture, sg zatem
tkankami niejednorodnymi (Ye, 2002, Fukuda, 2004, Scarpella i Meijer, 2004). W ich sktad
wchodzg drewno (ksylem) i lyko (floem). Drewno sktada si¢ z elementoéw trachealnych
tworzacych naczynia lub cewki odpowiedzialne za transport wody i soli mineralnych; migkiszu
drzewnego zapewniajacego laczno$¢ z innymi tkankami oraz wiokien peniacych funkcje
wzmacniajaca (Evert, 2006b, Venturas i in., 2017). Komorki przewodzace floemu to elementy
sitowe tworzace ciagi rurek sitowych rozprowadzajacych produkty fotosyntezy, a takze rdzne
czasteczki, takie jak mRNA, biatka i fitohormony. W zalezno$ci od grupy taksonomicznej, jak
1 organu, w tyku mozna takze wyr6zni¢ migkisz tykowy, posredniczacy w transporcie cukrow
do rurek sitowych z tkanek asymilujacych. Wystepuja roéwniez nieliczne przyrurkowe komorki
towarzyszace, charakteryzujace si¢ gesta cytoplazma z licznie wystepujacymi mitochondriami,
zapewniajagcymi cigglo$¢ dostarczania energii podczas transportu substancji. Funkcje
wzmacniajaca w tyku petnig wtokna tykowe, wystepujace przewaznie w todygach 1 korzeniach
o budowie wtoérnej (Evert, 1977, Evert, 2006a). Tkanki przewodzace zlozone s3g z komorek
o r6znej budowie 1 wynikajacych z niej funkcjach. Zasadnicza jednak rolg ksylemu i floemu
jest efektywny transport, a wieloszlakowa zmiana struktury komorek tworzacych naczynia
1 rurki sitowe polega na przystosowaniu do niezaktoconego przeptywu roztworéw (Lucas 1 in.,
2013). Z uwagi na znaczenie w procesach rozwojowych oraz fizjologicznych na poziomie catej
ro$liny, problematyka budowy, funkcji i zré6znicowania tych tkanek stanowi przedmiot wielu
badan naukowych (Ohtani i1 in., 2017). Wyjatkowy, wcigz wymagajacy szczegdlowego
poznania, jest rOwniez sam przebieg roznicowania elementow przewodzacych. Proces ten,
zwany w przypadku ksylemu ksylogeneza, a w przypadku floemu floemogeneza, wymaga

wielu przemian i dostosowan strukturalnych, gwarantujacych niezaktécony transport.



Rozw¢j komorek przewodzacych wigze si¢ ze zmniejszeniem zawartosci cytoplazmy,
jest wige zalezny od wewnatrzkomérkowych szlakéw degradacyjnych. Intensywny transport
substancji zwigzany jest réwniez z konieczno$cig modyfikacji §ciany komorkowej w celu jej
wzmocnienia. Zapewnia to nie tylko ich wytrzymatos$¢ oraz dostosowanie sktadu zwigzkow do
pehionej funkcji, ale rowniez determinuje ksztatt komorek przewodzacych (Lucas i in., 2013).
W wyniku réznicowania ksylemu elementy trachealne stajg si¢ martwe i puste, a sam proces
rozwojowy okre§lany jest jako przyktad programowanej $mierci komoérki (PCD - ang.
Programmed Cell Death) (van Doorn i in., 2011, Van Durme i Nowack, 2016). Podczas
rozwoju S$ciana komorkowa elementow trachealnych ulega wyraznemu pogrubieniu
i wysyceniu ligning (Mellerowicz i Sundberg, 2008). Elementy sitowe pozbawione sg natomiast
wiekszosci organelli w pelnej dojrzalosci, ale co ciekawe pozostaja zywe. Na drodze ich
réznicowania degradacji ulegaja wakuole, aparat Golgiego, a nawet jadro, natomiast w centrum
dojrzatych rurek sitowych zostaje zachowana cytoplazma o wyraznie zredukowanej gestosci
elektronowej. Ponadto, przysciennie w komoérkach przewodzacych tyka pozostaja nieliczne
plastydy, mitochondria i fragmenty retikulum endoplazmatycznego oraz pgcherzyki i filamenty
biatka P (Evert, 1977, Evert, 2006a). Zatem proces degradacji wydaje si¢ w tym wypadku by¢
wysoce selektywny. W odrdznieniu od elementow trachealnych, $ciana komérkowa elementow
sitowych nie podlega tak intensywnym modyfikacjom podczas r6znicowania (Mullendore i in.,
2010). Z uwagi na ztozonos¢ procesu, jak do tej pory, mechanizmy regulujace degradacje
struktur cytoplazmatycznych w komorkach lyka pozostaja nieznane, za$ réznicowanie tego
typu doczekato si¢ odrgbnego okreslenia, tj. ,,potowiczna $mier¢ komorki” (ang. programmed
cell semi-death) (van Bel, 2003). W dostepnej literaturze brak jest bowiem poglebionych
rozwazan czy doniesien o czynnikach warunkujacych utrzymanie tych komorek przy zyciu,
pomimo rozpadu wakuoli i jadra komoérkowego.

PCD odgrywa kluczowa role w réznicowaniu tkanek, jest istotna na poziomie calego
organizmu, jak 1 w jego reakcji na czynniki zewng¢trzne. Mimo destrukcyjnego charakteru,
proces ten jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania roslin, regulujac m.in. rozwoj
tkanek sktadajacych si¢ z martwych komorek i starzenie organéw (Kuriyama i Fukuda, 2002).
Gléwnym mechanizmem zaangazowanym w PCD, umozliwiajagcym eliminacj¢ zbgdnych
struktur komérkowych, jest autofagia (gr. autés — samo, phagia — zjadanie). U ros$lin mozna
zwykle wyrozni¢ trzy typy tego procesu, wszystkie jednak prowadza do
wewnatrzkomorkowego rozktadu czasteczek, a nawet catych organelli (van Doorn 1 Woltering,
2010). Pierwszym rodzajem autofagii jest mikroautofagia, zazwyczaj rozpoczynajaca si¢

wpukleniem tonoplastu wraz z niewielkim fragmentem cytoplazmy, po czym nast¢puje



utworzenie pecherzyka wewnatrz wakuoli (Ryc. 1a). Kolejny typ to makroautofagia, podczas
ktorej z fragmentu btony powstaje fagofor, ktory rozwija si¢ wokdt elementu przeznaczonego
do degradacji w pecherzyk o podwojnej btonie — autofagosom. Szlak ten obejmuje réwniez
transport autofagosomu do wakuoli, prowadzac do uwolnienia pecherzyka z fragmentem
cytoplazmy (Ryc. 1b). Przebieg makroautofagii jest kontrolowany przez biatka ATG (ang.
AuTophaGy-related), sposrdd ktorych jedynie ATG8 wystepuje w obu btonach fagoforow
i autofagosomow na wszystkich etapach autofagii. Z tego wzgledu zostalo uznane jako
molekularny marker procesu makroautofagii. Pecherzyki o réznej zawartosci, pochodzace
z mikro- lub makroautofagii to ciata autofagowe, ktore zostajg strawione w soku wakuolarnym.
Procesy te moga zachodzi¢ jednoczesnie w kazdej komorce, zapewniaja jej homeostaze
usuwajac wyeksploatowane struktury i zbedne czasteczki oraz biora udzial w biogenezie
wakuoli. Kiedy jednak komorka zostaje wprowadzona na $ciezk¢ PCD, tak jak w przypadku
ksylogenezy, aktywno$¢ mikro- i makroautofagii jest wzmozona, a kulminacyjnym etapem
tego procesu jest megaautofagia prowadzaca do lizy catego protoplastu. Podczas jej przebiegu
dochodzi do zwigkszenia objetosci centralnej wakuoli i permeabilizacji lub pegknigcia
tonoplastu. Po uwolnieniu enzymoéw hydrolitycznych do cytoplazmy wystepuje masowe
trawienie pozostatego protoplastu (Ryc. 1c). Nie jest to jednak koncowy etap floemogenezy,
gdyz elementy przewodzace lyka, cho¢ pozbawione jadra pozostajg zywe (Wojciechowska i
in., 2021).

wakuola

tonoplast MIKROAUTOFAGIA MEGAAUTOFAGIA
ey

e ___

inwaginacja
tonoplastu

autofagowe

lub przerwanie
ciggtosci tonoplastu

4

autoliza

a c
MAKROAUTOFAGIA

Rye. 1. Rodzaje autofagii w komorkach
roslinnych: a — mikroautofagia, podczas ktorej
fragment cytoplazmy zostaje wlaczony do
aotagesom  Wakuoli  przez inwaginacje tonoplastu; b —
fuzja autofagosomy Makroautofagia, ktora rozpoczyna si¢
TR powstawaniem  fagoforu  wokot  elementu
protoplastu w autofagosom transportowany do
wakuoli; ¢ — megaautofagia polegajaca na
przerwaniu ciaglosci tonoplastu i uwolnieniu
enzymow hydrolitycznych, co prowadzi do
autolizy (Wojciechowska N., Michalak K. M.,
Bagniewska-Zadworna A. 2021).




Wszystkie trzy typy autofagii sg odpowiedzialne za rdéznicowanie elementow
trachealnych (Bagniewska-Zadworna 1 in., 2012, Bagniewska-Zadworna i in., 2014,
Wojciechowska i in., 2019). Natomiast podczas réznicowania komorek przewodzacych floemu
zaobserwowano dotychczas jedynie mikroautofagic. Mimo braku znaczacego wzrostu
aktywnosci enzymow litycznych, centralna wakuola degradowata, a fragmenty tonoplastu byty
obserwowane w dojrzatych elementach sitowych (Wang i in., 2008, Yang i in., 2015). Podczas
obserwacji jadra w komorkach przewodzacych floemu nie odnotowano jednakze wystepowania
duzej centralnej wakuoli. Udokumentowano natomiast wiele matych wakuoli ulegajacych
zanikowi. Nie obserwowano ich bowiem w dojrzatych elementach sitowych (Furutaiin., 2014).
Mimo roznic w degradacji wakuoli, makroautofagia zostala zasugerowana jako krytyczny
proces degradacyjny zaangazowany w réznicowanie obu tkanek przewodzacych (Ryc. 2).
Biatko ATGS zostalo zlokalizowane w rozwijajacych si¢ elementach przewodzacych, zarowno

ksylemu, jak i floemu (Wojciechowska i in., 2021).

KOMORKA MERYSTEMATYCZNA Ryec. 2. Réznicowanie tkanek przewodzacych.
S Proces ksylogenezy jest zwigzany z aktywacja
mechanizméw PCD, co obejmuje mikro-
i makroautofagi¢. W ostatnim etapie tonoplast
peka, doprowadzajac do autolizy. Dojrzale
. elementy trachealne s3 martwe, puste
ROZNICOWANIE TKANEK . . i ;
PRZEWODZACYCH i o zgrubialych $cianach komorkowych.
Po zréznicowaniu elementy sitowe traca
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wickszo$¢ organelli, ale pozostajga zywe.
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Makroautofagia, bedac zatem jednym z mechanizméw degradacyjnych
charakterystycznym dla rozwoju ksylemu, zapewnia takze eliminacj¢ czgsci zawarto$ci
komorek bez koniecznos$ci ich u§miercania, czyli moze dziata¢ w sposob selektywny. Wysoce
prawdopodobne jest zatem, ze autofagia selektywna determinuje proces floemogenezy.
Nadrzgdnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto poszerzenie wiedzy dotyczacej
rozwoju floemu oraz zweryfikowanie hipotezy gtownej zaktadajacej, ze procesy degradacyjne
sa zaprogramowane genetycznie podczas roznicowania elementow przewodzacych

floemu, ale ich dzialanie jest wysoce selektywne i ulega zatrzymaniu, zapobiegajac lizie



calego protoplastu w porownaniu do programowanej Smierci komorki (PCD) podczas
rozwoju elementow przewodzacych ksylemu.

W celu weryfikacji hipotezy, przeprowadzone zostaty cztery zadania badawcze:

1. Opracowanie strategii, umozliwiajacych identyfikacj¢ kluczowych etapow
floemogenezy;

2. Identyfikacja cytologicznych 1 molekularnych markeréw autofagii w rozwoju
elementoéw sitowych;

3. Analiza procesOw degradacyjnych uczestniczacych w redukcji zawartosci cytoplazmy
podczas réznicowania elementow sitowych;

4. Identyfikacja wzorcéw ewolucyjnych zwigzanych z autofagia i skladem S$ciany
komorkowej, ktore mogly mie¢ wpltyw na wyksztatcenie 1 funkcjonalno$¢ tkanek

przewodzacych u roslin.
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Omowienie wynikow

Wszystkie analizy przebiegu procesy floemogenezy byly prowadzone w oparciu
o materiat roslinny, wyselekcjonowany na bazie badan wstepnych i uprawiany w fitotronie lub
tunelu foliowym. W zalezno$ci od realizowanych zadan badawczych, postuzono si¢ réznymi
gatunkami roslin, dobranymi odpowiednio do weryfikacji przyjetych w pracy zatozen.
Glownym materiatem badawczym byly korzenie pionierskie topoli kalifornijskiej (Populus
trichocarpa Torr. et A. Gray ex Hook.). Sposrod roslin drzewiastych gatunek ten stanowi
doskonaty model badawczy, ze wzgledu na szybki przyrost biomasy oraz dostepnos¢ danych
genomowych 1 transkryptomicznych. Ro$liny uprawiano w systemie ryzotronow, ktory
najlepiej zapewnia warunki zblizone do warunkéw naturalnych przy zachowaniu wyréwnanych
wzrostu i rozwoju materiatu. Ryzotrony umozliwiajg cigglte obserwacje 1 pomiary korzeni
podczas ich wzrostu, bez konieczno$ci zbioru catej rosliny. Topola kalifornijska jako gatunek
ro$lin drzewiastych jest organizmem modelowym, ktory cechuje si¢ obecnoscig korzeni
pionierskich o duzej $rednicy, umozliwiajacych osiowa obserwacj¢ powstajacych komorek
drewna 1 tyka. Tkanki te w korzeniach o budowie pierwotnej, réznicujac si¢ we wlasciwym
uktadzie czasoprzestrzennym i tworzac ciggle pasma komoérek przewodzacych, umozliwiajg ich
precyzyjna identyfikacje. W celu weryfikacji gtownej hipotezy badawczej scharakteryzowano
etapy rozwoju elementéw sitowych zar6wno na poziomie tkankowym, jak i komoérkowym. Aby
skorelowa¢ te etapy 2z obserwacjami ultrastrukturalnymi zastosowano podejScie
wielometodyczne, w tym analizy anatomiczne, histochemiczne i molekularne. W celu
zweryfikowania uniwersalizmu wystepowania badanych procesow uzyskane wyniki poddano
analizom porownawczym u ro$lin z réznych linii ewolucyjnych. Wykorzystano korzenie
przedstawicieli wybranych grup systematycznych roslin naczyniowych: paproci Ceratopteris
richardii Brongn., ro$liny nagozalazkowej Picea sitchensis (Bong.) Carriere, jednolisciennej
Zea mays L., dwuliSciennej jednorocznej Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. i wieloletniej
Populus trichocarpa.

Pierwszym etapem badan pracy doktorskiej bylo wyselekcjonowanie kolejnych stadiow
réznicowania komorek przewodzacych floemu (Manuskrypt nr 1, Ryc. 1). Analizy anatomiczne
(Manuskrypt nr 1, Ryc. 2A, E, I) oraz lokalizacja sktadnika $ciany komorki specyficznego dla
elementow sitowych (Manuskrypt nr 1, Ryc. 2B, F, J; Ryc. S2) umozliwity wytypowanie trzech
glownych etapéw  floemogenezy. Na podstawie obserwacji  ultrastrukturalnych
scharakteryzowano typy komorek floemu w korzeniach P. trichocarpa. Elementy sitowe

wypetione byty jednorodng cytoplazma, jedynie w poblizu $ciany komdrkowej obserwowano
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nieliczne mitochondria, plastydy, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego i liczne
pecherzyki. Na przekroju poprzecznym ksztatt rurek sitowych metafloemu byl regularny,
przewaznie pigciokatny (Manuskrypt nr 1, Ryc. S6A), w przeciwienstwie do wezszych, rurek
protofloemu (Manuskrypt nr 1, Ryc. S6B). Komorki migkiszu floemowego byty okragte
w przekroju, z cienkg $ciang komodrkowa 1 duzg centralng wakuolg (Manuskrypt nr 1, Ryec.
S6C). Komorki towarzyszace byly wyraznie mniejsze i wyrdznialy si¢ gesta cytoplazma
(Manuskrypt nr 1, Ryc. S6D). Przeprowadzone obserwacje ultrastrukturalne ujawnity
specyficzne zmiany sktadu cytoplazmy w elementach sitowych na kazdym etapie rozwoju
floemu (Manuskrypt nr 1, Ryc. 2C, D, G, H, K, L). Na podstawie powyzszych wynikow
w obrebie korzeni pionierskich P. trichocarpa, wyodrebniono fragmenty majace odpowiadad
poszczegblnym stadiom floemogenezy: 1) komorki macierzyste elementdw sitowych, 2)
rozwijajace si¢ elementy sitowe i 3) dojrzate elementy sitowe (Manuskrypt nr 1, Ryc. 1). Dla
wybranych fragmentow korzeni z odpowiadajacymi im etapami réznicowania floemu
wykonano nastgpnie analizy molekularne. Na podstawie danych dostepnych dla Arabidopsis
thaliana, zidentyfikowano potencjalne ortologi genéw kodujacych markery molekularne
floemu dla P. trichocarpa. Wykazano wyrazny wzrost ekspresji tych gendow w kolejnych
stadiach floemogenezy wzgledem tkanki merystematycznej (Manuskrypt nr 1, Tabela S1, Ryc.
2M), co pozwolilo na potwierdzenie stusznosci zalozen podczas typowania kolejnych
fragmentow, odpowiadajacych okre§lonym stadiom réznicowania elementow sitowych.

Po szczegotowym zidentyfikowaniu elementow sitowych i1 etapow ich réznicowania,
przeprowadzono badania majace na celu potwierdzenie wystgpowania autofagii i innych
proceséOw degradacyjnych podczas floemogenezy. Poszukiwano markeréw cytologicznych
1 molekularnych charakterystycznych dla zaleznej od autofagii redukcji cytoplazmy. Na
zaangazowanie autofagii w rozwoj elementow sitowych wskazuje obecnos¢ licznych struktur
specyficznych dla wszystkich stadiow makroautofagii (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3A-D).
Molekularny marker tego procesu, czyli biatko ATGS, zlokalizowano w r6znicujacym si¢ tyku
(Manuskrypt nr 1, Ryc. 3E-F, Ryc. S3) oraz na poziomie subkomoérkowym w btonach
autofagosomow wystepujacych w elementach sitowych (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3G-I, Ryc. S4).
Poziom ekspresji wigkszosci genéw kodujacych biatka ATGS wzrastat w korzeniach w drugim
lub trzecim stadium floemogenezy (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3J). Mate wakuole lityczne byly
roOwniez obecne w rozwijajacych si¢ elementach sitowych (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3K). Oprécz
makroautofagii zaobserwowano mikroautofagie, prowadzaca do usuwania mniejszych
fragmentow cytoplazmy lub pecherzykéw (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3L-M). Odnotowano takze

spowodowany pegkaniem tonoplastu rozpad wakuoli oraz uwolnienie tresci wakuoli do
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cytoplazmy (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3M). Wszystkie wymienione mechanizmy sg
zaangazowane w redukcje skladu cytoplazmy, ale nie prowadza do $mierci komorki.
Prawdopodobnie enzymy hydrolityczne uwolnione z wakuoli nie wykazywaly tak silnych
wiasciwosci litycznych lub byly dezaktywowane, aby nie doszto do catkowitej degradacji
catego protoplastu. Natomiast degradacja poszczegdlnych elementéw cytoplazmy, przy
zachowaniu czgéci protoplastu dowodzi, Ze jest to autofagia selektywna. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze poza autofagia takze 1 inne procesy degradacyjne mogg mie¢ charakter selektywny.
W literaturze przedmiotu brakuje szczegdétowych informacji na ten temat, dlatego
przygotowano prac¢ przegladowsa skupiajgcg rozne procesy eliminacji struktur komoérkowych
oraz scharakteryzowano cechy specyficzne dla kazdego z nich. Osadzono w literaturze
przedmiotu i zinterpretowano zrdéznicowanie mechanizméw degradacji poszczegdlnych
struktur, w tym mechanizmy zalezne od autofagii. Organelle lub ich fragmenty moga by¢
usuwane przez autofagosomy, ale takze samoistnie rozpadaé si¢ przez fragmentacje lub
stopniowa redukcj¢ zawartosci (Manuskrypt nr 2). Wiele z tych procesé6w zaobserwowano
podczas réznicowania elementow sitowych oraz potwierdzono przez analizy RT-qPCR
w korzeniach pionierskich P. trichocarpa. W komorkach przewodzacych floemu
udokumentowano plastydy, ktore zmieniaty ksztalt 1 rozwijaly sie¢ wokot fragmentu
cytoplazmy, wlaczajac go do swojego wnetrza. Sg to plastydy autofagowe, czyli plastolisomy
(Manuskrypt nr 1, Ryc. 4A-C; Manuskrypt nr 2, Ryc. 1H), ktore degraduja przeksztatcajac si¢
w ciala wielobtonowe. Degradacja plastydow i1 nagromadzenie cial wieloblonowych sa
zwigzane z aktywno$cia CHMPIB (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R), a geny kodujace to biatko
wykazaty wzrost poziomu ekspresji w badanych stadiach floemogenezy. Wzrost poziomu
ekspresji odnotowano takze dla gendw kodujacych receptory autofagii plastydoéw, czyli
ATI1/ATI2 oraz PUB4 (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R), ktore s3 jednoczesnie markerami autofagii
selektywnej. Mitochondria natomiast obserwowano zaré6wno w plastolisomach, jak
1 w autofagosomach oraz wakuoli (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4C-E; Manuskrypt nr 2, Ryc. 2A).
Analogicznie ekspresja markera mitofagii A7TG 11 wzrastata w kolejnych stadiach réznicowania
tyka (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R). Ponadto, zawarto§¢ niektorych mitochondriow ulegata
degeneracji przy jednoczesnej proliferacji blony zewngtrznej, co prowadzito do nagromadzenia
pecherzykow pochodzenia mitochondrialnego (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4D; Manuskrypt nr 2,
Ryc. 2D). Wzrost poziomu ekspresji genu BCS! (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R) rowniez swiadczy
o zmniejszeniu aktywnosci mitochondriow. W elementach sitowych dochodzito réwniez do
eliminacji nadmiaru bton przez powstawanie ciat wielobtonowych (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4G-

I; Manuskrypt nr 2, Ryc. 1H, Ryc. 3F). Diktiosomy aparatu Golgiego rozpadaty si¢ przez
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wzmozong produkcje pecherzykow (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4J; Manuskrypt nr 2, Ryc. 4D),
a niektore z nich tworzyly pecherzyki o kilku btonach, tak jak w przypadku autofagosomu
(Manuskrypt nr 1, Ryc. 4K; Manuskrypt 2, Ryc. 4G). Aktywno$¢ autofagii oraz rozpad aparatu
Golgiego zwigzane sg z wystepowaniem ciat wielopecherzykowych, ktéore rowniez
obserwowano (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4L). Zbg¢dne btony retikulum endoplazmatycznego
ulegaly fragmentacji i usuwane byly do wakuoli (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4M-N, Manuskrypt
nr 2, Ryc. 3A-C). Dla genu kodujacego receptor retikulofagii IRE1B réwniez odnotowano
zwiekszony poziom ekspresji w kolejnych stadiach floemogenezy (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R).
Jednak czes¢ bton retikulum endoplazmatycznego pozostawala tworzac niejako system
oddzielajacy organelle od $wiatta komorki, bedacego miejscem przeplywu substancji
(Manuskrypt nr 1, Ryc. 40-Q). Obserwowane przeksztatlcenia mogty by¢ wynikiem spadku
gestosci elektronowej cytoplazmy wynikajacej z usuwania mniejszych struktur, takich jak
rybosomy oraz degradacji bialek zachodzacych podczas dojrzewania elementéw sitowych.
Geny kodujace biatko RPN10, ktoére jest markerem rybofagii, ulegaly zwickszonej ekspresji
podczas roznicowania tyka. Podobnie wzrost ekspresji odnotowano dla genu kodujacego NBR1
— markera proteinofagii (Manuskrypt nr 1, Ryc. 4R). Zwiekszajaca ekspresje udokumentowano
réwniez dla genu kodujacego SAG20 — markera procesu starzenia. Jednak gen kodujacy ACDI1
— marker autofagicznej PCD wykazal niewielki wzrost ekspresji w ostatnim stadium
floemogenezy.

Procesy degradacji elementdw cytoplazmy bez zachodzacej jednocze$nie $mierci
komorki sg charakterystyczne dla r6znicowania komorek przewodzacych floemu. Na poziomie
molekularnym udowodniono rowniez wystepowanie autofagii selektywnej 1 innych procesow
degradacyjnych, potwierdzajac genetyczng regulacje redukcji sktadu cytoplazmy. Gtéwnym
procesem degradacyjnym specyficznym dla elementéw sitowych jest enukleacja, czyli
degradacja jadra. Analizy molekularne potwierdzity obserwowane liczne zmiany w gestosci
zawartos$ci jadra wraz z rozproszeniem otoczki jadrowej (Publikacja 1, Ryc. SA-D) oraz jego
poOzniejsza catkowitg degradacje (Manuskrypt nr 1, Ryc. 5E; Manuskrypt nr 2, Ryc. 5C). Na
poszczegbdlnych etapach floemogenezy odnotowano wzrost ekspresji gendéw zwigzanych
z enukleacja komorek przewodzacych floemu (Manuskrypt nr 1Ryc. 5F). Dodatkowo, w
jadrach komodrkowych réznicujacych si¢ elementéw sitowych uzyskano pozytywny wynik
reakcji TUNEL, ktora umozliwita identyfikacje fragmentacji DNA charakterystycznej dla PCD
(Manuskrypt nr 1, Ryc. S5).

Wyksztatcenie na drodze ewolucji floemu, tak jak i ksylemu, umozliwito ro$linom

efektywny transport substancji 1 przystosowanie do réznych $rodowisk. Liczne badania
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udowodnity, ze autofagia jest zaangazowana w PCD podczas rozwoju elementow trachealnych,
a wyniki tej pracy potwierdzity kluczowa funkcje¢ autofagii w rozwoju elementéw sitowych,
ktére pozostaja zywe. Poza redukcja cytoplazmy waznym procesem w rozwoju ksylemu
1 floemu jest formowanie $ciany komodrkowej. Nie wiadomo jednak, czy mechanizmy
potwierdzone na roslinach modelowych sg uniwersalne 1 charakterystyczne dla wszystkich
ro$lin. Zatem kolejnym zadaniem badawczym pracy doktorskiej byto sprawdzenie, czy istnieje
ewolucyjny wzorzec dla roli autofagii (Publikacja nr 3, Ryc. 1) i sktadu $ciany komodrkowe;j
(Publikacja nr 3, Ryc. 2) w tkankach przewodzacych oddalonych ewolucyjne gatunkow.
Autofagia jest zaangazowana w rdznicowanie komoérek przewodzacych ksylemu, ktora
konczy si¢ $miercig komoérki oraz floemu z selektywng degradacja cytoplazmy. W obu
tkankach podczas réznicowania obserwowano biatko ATG8 (Manuskrypt nr 1, Ryc. 3E-F). Nie
wiadomo jaki mechanizm molekularny odpowiada za rdézng funkcje tego biatka w obu
tkankach. Nieznane s3 réwniez funkcje poszczegélnych izoform biatka ATGS. Ich
réznorodno$¢, w tym uruchamianie i poziom ekspresji, moze mie¢ wptyw na procesy catkowitej
lub czesciowej degradacji w tkankach przewodzacych roslin naczyniowych. Mozliwe, ze rézne
izoformy ATGS8 charakteryzujg si¢ r16zna specyficznoscia do etapu rozwoju, tkanki lub organu.
W korzeniach wszystkich badanych roslin (Publikacja nr 3, Tabela S1) zlokalizowano biatko
ATGS8 w rozwijajacych si¢ komorkach przewodzacych ksylemu i floemu (Publikacja nr 3, Ryc.
3). Po wykonaniu analiz bioinformatycznych zidentyfikowano trzy sekwencje kodujace ATGS8
dla paproci C. richardii. Podczas ewolucji roslin liczba izoform tego biatka ulegata zmianom.
Obserwowano przewaznie jej wzrost, dla przyktadu 3 u Ceratopteris richardii, a 14 zioform
u P. trichocarpa (Publikacja 3, Tabela S1). Sama ewolucja gendw ATGS byla zwigzana z ich
powieleniem, bez znaczacych zmian w ich sekwencji, co wskazuje, Zze s3 one silnie
konserwatywne. Poziom podobienstwa cdsSeq ATG8 badanych gatunkéw jest bardzo wysoki
(Publikacja nr 3, Tabela S2, Ryc. S1), nawet jesli naleza do réznych kladéw (Publikacja nr 3,
Ryc. S2). Konserwatywny charakter autofagii, rosngca liczba izoform ATGS 1 adaptacja tkanek
roslinnych do transportu substancji wskazujg na potencjalny wptyw autofagii na rozwo6j w toku
ewolucji komorek przewodzacych o silnie zréZznicowanym sktadzie cytoplazmy. Nie wykazano
jednak takiej zalezno$ci w formowaniu $ciany komorkowej. Wyniki badan wykazaty, ze sktad
Sciany komorkowej znacznie roznit si¢ w ksylemie i floemie oraz w zaleznosci od
analizowanego gatunku ro$lin (Publikacja nr 3, Ryc. 4 1 Ryc. 5, Tabela 1). Analizy
poréwnawcze dostarczyly niewystarczajacych lub sprzecznych wynikéw dotyczacych
ewolucyjnych podstaw tworzenia i zmiennosci sktadu $ciany komorkowej. Wystepowanie

poszczegbdlnych skladnikow S$ciany komodrkowej nie jest uniwersalne. Jedynie biatka
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arabinogalaktanu (AGP — ang. ArabinoGalactan Proteins) i B-1,4-galaktanu zlokalizowano
w korzeniach wszystkich badanych gatunkéw, wskazujac na ich potencjalne znaczenie
w roznicowaniu i poézniejszym funkcjonowaniu floemu. Nie ma co prawda dostgpnych danych
na temat roli AGP w elementach sitowych, wiadomo jednak, ze biatka te odgrywaja role
podczas rozwoju elementow trachealnych, nie tylko w modyfikacji Sciany komorkowej, ale
takze w aktywacji mechanizmow PCD. Mozliwe, ze AGP maja rowniez wpltyw na procesy
degradacyjne zachodzace w komorkach przewodzacych floemu. Z kolei B-1,4-galaktan jest
sktadnikiem $ciany komodrkowej, ktory zwigeksza zarowno jej twardo$¢ oraz wytrzymatos¢, jak
1 elastycznos¢. Wydaje si¢ to niezwykle wazne, poniewaz rurka sitowa jest dostosowana do
napi¢¢ indukowanych przez zmiany turgoru. Nie zaobserwowano zadnego ewolucyjnego
wzorca dla ksyloglukanu, arabinanu ani homogalakturonanu. Wystepowanie tych sktadnikéw
nie bylo powtarzalne ani pod wzgledem rodzaju tkanki, ani gatunku ro$liny (Publikacja nr 3,
Ryc.41Ryec. 5, Tabela 1). Wydaje si¢ zatem, zZe role tych sktadnikéw nalezy odnosi¢ do funkcji
tkanki 1 organu, genotypu taksonu lub §rodowiska wzrostu, nie natomiast do przystosowania

ewolucyjnego.
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Whioski i podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan wysuni¢to nastepujace wnioski:

1. Objawy inicjacji poszczegdlnych etapow floemogenezy sa wysoce specyficzne
1 przebiegaja w $cisle okreslonym porzadku czasoprzestrzennym,;

2. Roéznicowanie elementow sitowych jest kontrolowane przez geny zwigzane z autofagia,
ktorych ekspresja determinuje makroautofagie 1 prawidlowy przebieg floemogenezy;

3. Usuwanie elementéw protoplastu w réznicujacych si¢ elementach sitowych zachodzi
na drodze selektywnej degradacji, angazujacej mikroautofagi¢ i makroautofagie, ale
takze formowanie plastolisomow i cial wielobtonowych, samoistng degradacje organelli
oraz rozpad matych wakuol litycznych;

4. Autofagia to proces specyficzny dla réznicowania tkanek przewodzacych u roslin. Dla
modyfikacji $ciany komorkowej nie stwierdzono jednak specyficznego wzorca ewolucji
w tkankach przewodzacych. W przeciwienstwie do konserwatywnej autofagii,
zmienno$¢ S$ciany komodrkowej w toku ewolucji nastgpowata prawdopodobnie

wieloszlakowo, z r6znymi mechanizmami nastgpczymi.

Najwazniejszym osiggni¢ciem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo poglebienie
wiedzy o réznicowaniu elementow sitowych jako zywych komorek o bardzo ograniczonej
zawarto$ci, ktorych organelle podlegaja selektywnym procesom degradacyjnym.
Dotychczas rozwo6j floemu byt stosunkowo stabo poznany, mimo fundamentalne;j roli tej tkanki
w funkcjonowaniu roslin. Wieloaspektowe podejscie z wykorzystaniem nowoczesnych metod
badawczych umozliwilo zobrazowanie przebiegu floemogenezy, wyznaczajac wiele
perspektyw w biologii rozwojowej oraz molekularnej. Uzyskane wyniki znaczaco poszerzyly
dotychczasowa wiedz¢ na temat nie tylko autofagii selektywnej, ale rowniez innych
dziatajacych selektywnie proceséw degradacyjnych zachodzacych w komorkach roslinnych.
Poréwnanie przebiegu floemogenezy z programowang $miercig komoérki zachodzaca podczas
ksylogenezy, umozliwito lepsze zrozumienie dziatania procesow z jednej strony

degradacyjnych, a z drugiej jednak o catkowicie odmiennym skutku (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Mechanizmy degradacyjne zaangazowane w roznicowanie komorek przewodzacych ksylemu —
elementow trachealnych oraz komorek przewodzacych floemu — elementéw sitowych; ER — retikulum
endoplazmatyczne, PCD — programowana $mier¢ komorki.

Przeprowadzone badania maja rowniez wklad w zrozumienie rozwoju tkanek
przewodzacych w aspekcie ewolucyjnym. Funkcjonalna zalezno$¢ pomigdzy rozwojem
elementéw przewodzacych ksylemu oraz floemu a wzrostem 1 stabilno$cig ro$lin ma
fundamentalne znaczenie dla ich produktywnosci. Wykazano, ze elementy sitowe stanowig
bardzo dobry model badawczy, ktory moze zosta¢ wykorzystany do poznania funkcjonowania
komorki, ktéra mimo intensywnych zmian i utraty organelli pozostaje zywa. Okre$lenie
charakteru procesow koordynujacych zatrzymanie obumierania komorki w ,,potowie drogi” jest
niezwykle interesujagcym zagadnieniem o duzym potencjale poznawczym, ktore otwiera nowe
perspektywy badawcze. Z pewno$cig obserwacje morfodynamiki organelli w komorkach
przewodzacych floemu in vivo pozwola poznaé¢ sekwencje etapow prowadzacych do ich
degeneracji. Wizualizacja 3D tych proceséw umozliwi z kolei szczegdlowa analizg przemian
struktury organelli na kazdym z etapéw ich przemian. Regulacja i1 sam przebieg
wewnatrzkomoérkowych procesoOw degradacyjnych na poziomie molekularnym wymagaja
wcigz analizy u wigkszo$ci organizmoéw. Niewiele wiadomo réwniez o mechanizmach

przeciwstawnych, utrzymujacych komorke przy zyciu. W erze badan transkryptomu metoda
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»single cell” niezbedne staje si¢ paralelne analizowanie danych molekularnych do
mechanizmoéw na poziomie subkomérkowym, co jest takze mozliwe z wykorzystaniem
lokalizacji biatek metoda immunocytochemiczng. Po zastosowaniu nowoczesnych technologii,
wykorzystujac tak interesujacy model badawczy jakim sg elementy sitowe, dzialanie wielu

procesOw moze zosta¢ na nowo zdefiniowane.
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