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STRESZCZENIE

Egzogenna auksyna podana na segmenty hi-
pokotyli Zinnia elegans L. wywoluje odmienna
odpowiedz w komorkach epidermy i kory pier-
wotnej, ktdre intensywnie zwigkszaja swoje
rozmiary i w komoérkach tkanek systemu prze-
wodzacego oraz parenchymie rdzenia, ktore za-
czynaja si¢ dzielic. W tkankach zewngtrznych
po podaniu egzogennej auksyny blaszki $rod-
kowe ulegaja strawieniu i komoérki oddzielaja
si¢ od siebie. Oddzielanie komdrek zaczyna si¢
od $cian stycznych, nastgpnie proces ten zacho-
dzi w $cianach promieniowych, a $ciany po-
przeczne oddzielaja si¢ jako ostatnie. W seg-
mentach hipokotyli hodowanych in vitro,
w obecnosci egzogennej auksyny wzrost jest
izotropowy, podczas gdy bez egzogennej au-
ksyny zachodzi przede wszystkim w kierunku
poprzecznym.

WSTEP

Komorki ciafa roéliny potaczone sa za po-
moca blaszek srodkowych i nie przemieszczaja
si¢ wzgledem siebie. W zwigzku z tym wzrost
sasiadujacych komorek jest wspotzalezny. Taki
wzrost nosi nazw¢ wzrostu symplastycznego.
Wzrost symplastyczny ma wazne konsekwen-
cje dla regulacji wzrostu organdéw. Tkanka
o duzej sztywnosci, jak epiderma w pedzie,
ogranicza wzrost tkanek wewngtrznych
0 mniejszej sztywnosci i zarazem wzrost calego
organu (Kutschera 1991; Niklas 1999).

Powigkszanie rozmiarow komorek (od-
ksztalcenie) rozpoczyna si¢ pod wplywem
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przylozenia sily rozciagajacej. Aby mogto
doj$¢ do nieodwracalnego odksztalcenia $ciany
musi by¢ przekroczona pewna warto$¢ progo-
wa turgoru (Y) (Lockhardt 1965). Powigksza-
nie rozmiardw jest proporcjonalne do réznicy
warto$ci turgoru i warto$ci progowej przy da-
nym wspoiczynniku okreslajacym rozciagli-
wos$¢ $ciany. Relaksacja naprezen w $cianie,
umozliwiajaca nieodwracalne odksztalcenie
$ciany jest spowodowana badz biochemiczna
modyfikacja sktadnikow $ciany (McCann i Ro-
berts 1994), badz ich przebudowg (Cosgrowe
1987; McQueen-Mason 1995; McQueen-Ma-
son i Cosgrove 1994; McQueen-Mason i Cos-
grove 1995). Wiele prac wskazuje, ze istotng
rol¢ w wydtuzaniu komorek odgrywaja enzymy
odpowiedzialne za biochemiczna modyfikacje
materialu  wypetniajacego Sciany, przede
wszystkim pektyn, poniewaz rownocze$nie ze
wzrostem powierzchniowym S$ciany zachodzi
wlaczanie nowych polimeréw (Brett i Waldron
1996; Stolle-Smith i in. 1999).

Wiadomo, ze auksyna stymuluje wzrost wy-
cinkéw todyg soi, grochu, koleoptyli owsa
(Brummell i Hall 1987) oraz nienaruszonych
roslin (Yang i in. 1993). Auksyna indukuje
wzrost organu poprzez rozluznianie §ciany ko-
morek epidermy ograniczajacej wzrost (Loc-
khardt 1965; Masuda i Yamamoto 1972; Brum-
mell i Hall 1987; Kutschera 1987). Zwigkszenie
plastycznosci $cian komorek epidermy umozli-
wia wzrost wydiuzeniowy organu. W odpowie-
dzi wzrostowej na auksyng mozna wyrdznié
dwie fazy: faz¢ szybkiej odpowiedzi pojawiaja-
cej si¢ po 20 minutach od podania auksyny
(zmiany w funkcjonowaniu plazmalemy i w po-
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ziomie transkrypcji réznych genéw) (Theologis
1986) i faze przedtuzonego wzmozenia wzrostu
(Yang iin. 1993; Pope 1993). W fazie przedtu-
zonej odpowiedzi wzrostowej zachodzi akty-
wacja wielu genow (Ballas i in. 1993), synteza
i hydroliza §ciany (Brete-Harte 1991), synteza
biatek (Edelman i Schopfer 1989). O ile wyda-
rzenia zwigzane z szybka odpowiedzig wzro-
stowg byly bardzo czesto przedmiotem badan,
to problem dlugoterminowego wzmozenia
wzrostu pod wplywem auksyny byl podejmo-
wany znacznie mniej intensywnie. Celem ba-
dan byla analiza wzrostu tkanek cynii podczas
diugotrwatego doSwiadczenia z egzogenng au-
ksyna.

MATERIALY I METODY

Sterylne odcinki hipokotyli o dtugoéci 10 mm,
pobrane z 14 dniowych ro$lin 3 cm ponizej li-
$cieni umieszczano na pozywce MS (Murashi-
ge i Skoog 1962). Na eksplantaty podawano 10

Immunofluorescencyjne barwienie mikro-
tubul przeprowadzono zgodnie z procedura
podang w pracy Hejnowicza i in. (2000).

Obecno$¢ ligniny i suberyny sprawdzano na
podstawie autofluorescencji $cian komérek
(Hawkins i Boudet 1996).

WYNIKI

Po 14 dniach kultury in vitro odcinki, na kt6-
re podano egzogenng auksyne wydiuzyly sie
$rednio o 23% diugosci poczatkowej. W tym
samym czasie odcinki bez auksyny urosty $red-
nio o 12%. Roéznice migdzy tymi $rednimi sg
istotne statystycznie (Tabela 1).

1. Rozrost tkanek zewnetrznych w odcinkach
hipokotyli

Po podaniu auksyny na odcinki hipokotyli
tkanki zewnetrzne (epiderma i kora pierwotna)
podjety wzrost, przy czym byt on znacznie bar-
dziej intensywny niZ czesci wewnetrznych od-

Oderwanic odcinka epidermy
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Basal end of n segment
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Lower grip

Ryc. 1. Sposéb przeprowadzenia testu odrywania 180°
Fig. 1. Diagram of peel test 180°

kulek anionitu DOWEX XI10, z ktérych kazda
zawierafa okoto 30 pg IAA (Rusin 2000).

Wiadciwosci mechaniczne blaszek $rodko-
wych sprawdzano stosujac test odrywania (tak
zwany ,,peel test 180™) przy uzyciu maszyny
wytrzymato$ciowej Synergie 100. Podczas te-
stu odrywano pasek o szerokosci okoto 1mm
zlozony z epidermy i jednej- dwoch warstw ko-
ry pierwotnej i wyznaczano wartosc sity uzytej
do oderwania tego fragmentu (Ryc. 1).

Obserwacje mikroskopowe przeprowadzano
przy uzyciu mikroskopu OLYMPUS AX70
PROVIS i OLYMPUS SZH10.
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cinka (wiazki przewodzace i rdzen), na skutek
czego tkanki zewnetrzne fatdowaty sie ,,na po-
wierzchni” tkanek wewnetrznych (Ryc. 2). Ta-
ki efekt po podaniu auksyny wystepowat bez
wzgledu na to czy auksyne podano na koniec
bazalny czy na apikalny. W wariantach bez au-
ksyny powierzchnia eksplantatow pozostawata
gtadka, a na koncach obserwowano powstawa-
nie kalusa.

Pofatdowanie powierzchni odcinkéw z au-
ksyna widoczne bylo juz w trzecim dniu w kul-
turze, w kolejnych dniach zachodzil dalszy
wzrost epidermy i kory pierwotnej, w zwiagzku
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Tabela 1. Poréwnanie $redniej diugosci odcinkéw hipokotyli hodowanych in vitro przez 14 dni z auksyna
(30 pg / odcinek) i bez auksyny

Table 1. Comparison of the mean length of hypocotyl segments cultured in vitro for 14 days with and without
€xogenous auxin

Sposdb traktowanie Liczba Srednia Odchylenie warto$¢ p
Experimental odcinkow (n) diugos¢ [mm] standardowe (t - test dla prob niezaleznych)
treatment Number Mean Standard deviation p value

of segments (n) length [mm] deviation (t — test for independent samples)
Odcinki bez.IAA 21 1126 0,75
Segments without IAA 0014
Odcinki z TAA '
Segments with [AA 25 1232 176

Ryec. 2. A — Pofaldowanie powierzchni odcinka hipokotyla cynii na skutek intensywnego wzrostu epidermy i ko-
ry pierwotnej po podaniu egzogennego IAA; pasek skali — lmm. B — péicienki przekrdj podiuzny promieniowy
przez hipokotyl cynii po podaniu egzogennego IAA; pasek skali — 100 um

Fig. 2. A — folding of the surface of the hypocotyl segment in a consequence of the intensive expansion of epi-
dermis and primary cortex after application of the exogenous IAA; scale bar — 1 mm. B — semithin, longitudi-
nal section of the hypocotyl segment after application of the exogenous IAA; scale bar — 100 um
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z czym rosta wysoko$¢ faldéw. Faldy te two-
rzyly si¢ poprzecznie do diugiej osi, chociaz
niekiedy fald ulegat rozdzieleniu w efekcie cze-
go po jednej stronie odcinka fatdy byty gestsze.
Na preparatach mikroskopowych widaé, ze ko-
morki kory byly bardzo luzno utozone (Ryc. 2).
Komorki epidermy byly potaczone za pomoca
$cian poprzecznych i $cian podtuznych promie-
niowych natomiast blaszki $rodkowe $cian po-
diuznych stycznych ulegty rozklejeniu, co spo-
wodowalo odstawanie warstw komorek od sie-
bie. Podziaty, ktére zachodzity w czgsci komo-
rek dzielity komoérki poprzecznie do dlugiej osi.
Z komorek kory i epidermy nie wytwarzaly si¢
centra merystematyczne, charakterystyczne
dla komorek tkanek wewnetrznych. W komor-
kach na koncach odcinkéw zaszia lignifikacja
i suberynizacja, co zapobiegato rozklejaniu ko-
morek na koncach odcinkow.

2. Kierunki wzrostu komorek epidermy
Poréwnano wymiary komorek epidermy

przed doswiadczeniem, po 2 h,24 hi 72 h oraz

po 71 14 dniach hodowli z auksyna i bez auksyny.

Komorki epidermy w kulturze in vitro z egzogen-
na auksyng byly znacznie wigksze od komdrek
epidermy przed do$wiadczeniem oraz od ko-
morek bez egzogennej auksyny (Tabela 2).

Poniewaz w epidermie zachodza podzialy
poprzeczne, na podstawie analizy wymiaréw
komorek przed i po okresie kultury in vitro
mozna wnioskowa¢ jedynie o wzroscie epider-
my w kierunku obwodowym. Wzrost epidermy
w kierunku obwodowym wyliczono jako stosu-
nek $redniej szerokosci komorek przed do-
$wiadczeniem do $redniej szeroko$ci komdrek
po danym okresie hodowli. Aby oceni¢ wzrost
(zmiang dlugosci) badanego fragmentu epider-
my w kierunku podtuznym zmierzono diugos¢
obrysu boku eksplantatu.

Wzrost epidermy ujeto graficznie na Ryc. 3.
Epiderma odcinkéw z auksyna rosla prawie
izotropowo. Wzrost epidermy odcinkéw z au-
ksyng byl bardziej intensywny niz wzrost epi-
dermy bez auksyny. W odcinkach bez auksyny
dominujacym kierunkiem wzrostu byl wzrost
na szeroko$¢, szczegdlnie widoczny w drugim
tygodniu kultury.

Tabela 2. Zmiana $rednich wymiaréow komorek epidermy w roznych etapach do$wiadczenia (w nawiasach

podano wartosci odchylenia standardowego)

Table 2. The change of mean dimensions of epidermal cells after different experimental treatment (standard

deviation in brackects)

Etap do$wiadczenia Traktowanie Szeroko$¢ komorek | Diugos¢ komérek
Stage of experiment Treatment Cell width Cell length
(Lm) (1m)
T w w

Fenc s s Sl s | e | 1o
po 2 h kultury in vitro Odcinki bez IAA 164 (£2,85) 148.9 (+43,98)
cultured in vitro for 2 h Odcinki z IAA 15,8 (£3,35) 1415 (#45,13)
po 24 h kultury in vitro Odcinki bez IAA 16,93 (£3,01) 138,47 (+45,15)
cultured in vitro for 24 h Odcinki z IAA 16,13 (£3,20) 148,95 (£53,08)
po 72 h kultury in vitro Odcinki bez IAA 17,2 (£3,11) 156,11 (£52,21)
cultured in vitro for 72 h Odcinki z IAA 2790 (£5,71) 207,3 (£73,16)
po 7 dniach kultury in vitro Odcinki bez IAA 18,84 (£7.,6) 135 (£76,1)
cultured in vitro for 7 days (Okccl)illélé(;j zzzligA, 31 (372) 72 (4223)

Odcinki z IAA 32 (£7.5) 181 (£86,6)
po 14 dniach kultury in vitro Odcinki bez IAA 28 (+7,29) 64 (£16,95)
cultured in vitro for 14 days Odcinki z IAA 36 (+12,29) 195 (£57,39)
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7 dni in vitro bez IAA 14 dni in vitro bez IAA

In sitn 7 days in vitro, without IAA 14 days in vitro without IJAA
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Ryc. 3. Wzrost epidermy w kierunku podiuznym i obwodowym oraz zmiana dlugosci komorek epidermy po
7 1 14 dniach hodowli in vitro. (Bialy prostokat symbolizuje fragment epidermy, zolty prostokat — pojedyncza
komorke epidermy. Procenty zapisane pod kazdym z wariantow wskazuja o ile zmienila si¢ szeroko$¢ i diugosé
epidermy w danym wariancie do§wiadczenia wzgledem szerokosci S i diugosci D przed doswiadczeniem; zmia-
na szerokosci i dlugosci komérek w danym wariancie do§wiadczenia wzgledem wymiaréw poczatkowych
s id jest podana w procentach pod matymi prostokatami)

Fig. 3. Expansion of epidermis in longitudinal and circumferential direction and the change of dimensions of
epidermal cells after 7 and 14 days in culture. (White rectangle represents a fragment of epidermis, small yel-
low rectangle represents a single cell. The change of the dimensions referred to the initial dimensions S and D
before the experimental treatment is given in percents under the rectangles. The change of the dimensions of sin-
gle cells referred to the initial dimensions s and d is given in percents under the small rectangles)
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3. Wplyw auksyny na blaszki Srodkowe
pomiedzy $cianami stycznymi

Warto$¢ sity potrzebnej do odrywania paska
tkanek zewngtrznych od reszty todygi po roz-
nym czasie traktowania auksyna podano w Ta-
beli 3. Po 3 godzinach od podania auksyny hi-
pokotyle, na ktére podano auksyng¢ i hipokotyle
bez auksyny nie roznily si¢ migdzy soba pod
wzgledem warto$ci tej sily i byly porownywal-
ne z hipokotylami przed doswiadczeniem. Po
24 godzinach in vitro z egzogenna auksyng
$rednia warto$¢ sity uzytej do odrywania tka-
nek zewnetrznych byla nizsza od wartosci sity
uzytej dla tkanek zewnetrznych odcinkow bez
auksyny. Sprawdzono czy podczas odrywania

fragmentu tkanki zrywanie polaczen ma miej-
sce w blaszkach $rodkowych, czy tez rozrywa-
ne sg $ciany pierwotne. W tym celu obserwo-
wano oderwany fragment tkanek zewngtrz-
nych, zabarwiony kalkofluorem w mikroskopie
fluorescencyjnym. Nie zaobserwowano roze-
rwanych $cian, co $§wiadczy, ze zrywanie pola-
czen migdzy komdrkami nastgpuje w blaszce
srodkowe;j.

4. Uklad mikrotubul w komoérkach epidermy

W komoérkach epidermy hipokotyli in situ
(w materiale wyjSciowym) obserwowano po-
diuzny ukiad mikrotubul (réwnolegly do diu-
giej osi) (Ryc. 4, Tab. 4). Podanie auksyny pro-

Tabela 3. Srednia warto$¢ sity potrzebnej do oderwania od odcinka hipokotylu paska tkanek zewnetrznych

o szeroko$ci lmm w réznych wariantach do§wiadczenia

Table 3. Mean value of force necessary to peel off the strip of outer tissue from the hypocotyl after different

experimental treatment

Sposdb traktowania
Experimental treatment

Etap doswiadczenia
Stage of experiment

Warto$¢ sity potrzebnej
do oderwania paska

tkanek zewngtrznych
[N/ mm szerokosci paska epidermy]

Value of force necessary
to peel off the strip

of outer tissue
[N/ mm of width of epidermal strip]

Nietraktowane siewki

Rozpoczgcie doswiadczenia

Intact seedlings At the start of experiment 11,94 - 10°
Odcinki bez egzogennego IAA 3 hinvitro 12,10 - 10°
Segments without exogenous [AA 24 h in vitro 11,75 -10°
Odcinki z egzogennym [AA 3 hinvitro 11,96 - 10°
Segments with exogenous [AA 24 h in vitro 827-10°

Tabela 4. Czgstos¢ z komérek z podiuznym, ukos$nym i poprzecznym uktadem mikrotubul w komorkach epi-
dermy hipokotylu cynii in situ, w odcinku z egzogennym IAA i w odcinku bez egzogennego IAA

Table 4. Frequency of cells with longitudinal, inclined and transverse arrangement of microtubules in the epi-
dermal cells of the hypocotyls of Zinnia elegans in situ, in sections supplied with exogenous auxin and in the

sections without exogenous auxin

Przedzialy katéw migdzy
mikrotubulami korowymi
i dluga osig komorki
Range of angle between

Czgsto$¢ komorek z wyrdznionym uktadem mikrotubul

(% wszystkich komorek)

Frequency of cells with distinguished arrangement of microtubules
(% of total number of cells)

microtubules and long In situ In vitro bez IAA Invitro z 1AA
axis of a cell In vitro without IAA In vitro with IJAA
05h 15h 24h 05h | 15h |24h
0-30 100 100 100 61 100 5 2
31-60 0 0 0 36 0 57 30
61-90 0 0 0 3 0 38 68
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Ryc. 4. Uktad mikrotubul w epidermie hipokotylu
cynii pasek skali — 20 um. A. —in situ, B—po 1,5 h
od podania IAA na odcinek hipokotylu, C — po 24 h
od podania IAA n a odcinek hipokotylu

Fig. 4. The arrangement of microtubules in epidermis
of Zinnia hypocotyl; scale bar — 20 um. A — in situ, B
— 1.5 h after application of IAA, C - 24 h after appli-
cation of JAA
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wadzilo do stopniowej przebudowy podtuznej
orientacji mikrotubul poprzez uktad ukosny (po
1,5 h od podania auksyny) do uktadu poprzecz-
nego. Po 24 godzinach hodowli w wariancie
z egzogenng auksyna, w komorkach epidermy
wystgpowal poprzeczny ukiad mikrotubul ko-
rowych. W komorkach epidermy odcinkow bez
egzogennej auksyny obserwowano ukfad po-
diuzny, taki jak w epidermie in situ, zarowno
po 0,5 h jak 1,5 h od rozpoczecia doswiadcze-
nia. W wariantach bez auksyny po 24 godzi-
nach w kulturze, w poblizu konca bazalnego
obserwowano ukfad ukos$ny i poprzeczny nato-
miast w czgéci srodkowej i przy koncu apikal-
nym — ukfad uko$ny i podtuzny.

Po 14 dniach w kulturze w eksplantatach
z auksyng wystgpowal poprzeczny ukiad we
wszystkich obserwowanych komorkach epider-
my a w wariancie bez auksyny ukfad uko$ny
(przy czym na koncu bazalnym w tym warian-
cie mikrotubule utozone byly poprzecznie). Po
21 dniach hodowli in vitro w wielu komoérkach
zaszla depolimeryzacja mikrotubul i widoczne
bylo stabe §wiecenie zwigzane z fluorescencja
tubuliny. W tych komorkach, ktore zachowaty
mikrotubule korowe byly one poprzeczne, ale
przewazaty komorki, w ktorych obserwowano
bardzo rzadkie mikrotubule, nietworzace regu-
larnego uktadu, lecz utozone w réznych kierun-
kach.

DYSKUSJA

1. Zmiana wlasciwos$ci $cian epidermy pod
wplywem auksyny

Wiadomo, ze wzrost komérek pod wply-
wem egzogennie podanej auksyny zachodzi
wylacznie, gdy w $cianie istnieje napr¢zenie
rozciagajace (Cleland 1967b; Cleland i Rayle
1972). Z prac Masudy i Yamamoto (1972)
oraz Hejnowicza i Sieversa (1996a) wynika,
ze napre¢zenie wynikajace z turgoru jest nie-
wystarczajace, aby zachodzil wzrost: paski
izolowanej epidermy w stanie turgoru nie wy-
diuzaja si¢ w obecno$ci auksyny, natomiast
wydltuzanie zachodzi dopiero, gdy przytozy
si¢ do nich zewnetrzne naprezenie rozciagaja-
ce. W epidermie turgorowo napr¢zonych pe-
déw in situ silne naprezenie rozciagajace
w kierunku podiuznym, umozliwiajace wzrost
organu jest generowane endogennie (napreze-
nia tkankowe) i jest naturalng konsekwencja
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zrdznicowania strukturalnego pomig¢dzy tkan-
kami (Hejnowicz i Sievers 1995a i b; 1996b).

Tymczasem z przedstawionych w niniejszej
pracy doswiadczen wynika, Ze w odcinkach, na
ktére podano egzogenng auksyne wzrost epi-
dermy byt bardzo intensywny, chociaz na sku-
tek rozklejania komorek napre¢zenia tkankowe
zostaly calkowicie zniesione. Przypuszczalnie
w diugotrwatych do§wiadczeniach wtasciwosci
$cian komérkowych ulegly na tyle znaczacej
zmianie, ze wzrost stat si¢ mozliwy pod wpty-
wem naprezenia wynikajacego wylacznie z tur-
goru.

Mozna zastanowi¢ si¢, jakie parametry
okre$lajace wzrost komodrek musiaty ulec
zmianie w dlugotrwatych dos$wiadczeniach
z auksyna, tak, ze komorki pozbawione napre-
zen tkankowych urosty? Wiadomo, ze auksy-
na zmienia fizyczne parametry kontrolujace
szybkos¢ wzrostu, takie jak rozciggliwo$é
$ciany lub warto$¢ progowa turgoru. Z litera-
tury wiadomo, ze po pozbawieniu tkanki au-
ksyny ulega obnizeniu rozciagliwo$¢ Sciany
komorkowej a wzrasta progowa warto$¢ tur-
goru konieczna do wzrostu (Okamoto i in.
1989; Nakahori 1991; Maruyama i Boyer
1994). Z doswiadczen z egzogenng auksyng
wynika, ze rozciagliwo$¢ Scian wzrasta pod
wplywem auksyny (Cleland 1967a; Cleland
1971). Co prawda nie wiadomo, jakie struktu-
ralne elementy §ciany nalezy wiaza¢ z odpo-
wiednimi modutami opisujacymi wtasciwosci
wiskoelastyczne $ciany, ale domyslnie przyj-
muje si¢, ze zmiana wlasciwosci wiskoela-
stycznych §ciany wywolana jest przez czynni-
ki ,;rozluzniajace” §ciang¢ (Tomos i Pritchard
1994; Silva i in. 1994; Tominaga i in. 1999;
McQueen-Mason 1995). Jednym z czynnikdw
regulujacych wtasciwosci Sciany i wzrost ko-
morek jest sktad chemiczny pektyn (Kim
i Carpita 1992). Wyniki badan Domingo i in.
(1998) wskazuja, ze nalezy do nich zaliczy¢
odkryta ostatnio liaz¢ pektynianowa. Z pracy
tej wynika, ze pod wplywem auksyny w ko-
morkach mezofilu Zinnia dochodzi do induk-
cji liazy pektynianowej, enzymu degradujace-
go pektyny, charakteryzujacego si¢ preferen-
cyjnym rozrywaniem wigzania glikozydowe-
go przy nieestryfikowanej grupie karboksylo-
wej. Podioza zawierajace auksyng¢ indukowaty
transkrypcj¢ genu ZePel po 24 h. Pewnych po-
$rednich informacji wskazujacych, ze w hipo-

124

kotylach poddanych dziataniu egzogennej au-
ksyny zachodzi proces modyfikacji pektyn do-
starczaja pomiary sity potrzebnej do oderwa-
nia paska tkanek zewnetrznych z todygi.
Z tych pomiaréw wynika, ze sifa ta spada po
kilkunastu godzinach od podania IAA, nato-
miast w poczatkowym okresie od podania au-
ksyny (3 h) jest poréwnywalna z sitg potrzeb-
ng do oderwania paska epidermy od hipokoty-
lu niepoddanego do$wiadczeniu. Poniewaz
zrywanie zachodzi w blaszkach $rodkowych
zbudowanych prawie wylacznie z pektyn,
mozna sadzi¢, ze spadek ,lepkosci” blaszek
srodkowych po 24 h od podania hormonu
zwigzany jest z synteza enzymow degraduja-
cych pektyny. Mozna przypuszczaé, ze sub-
stratem dla tych enzymow sg pektyny calej
$ciany komdrkowej, a nie tylko blaszek $rod-
kowych, co w konsekwencji wptywa na me-
chaniczne wtasciwosci $cian komérkowych.

2. Zroinicowanie wzrostu tkanek
W doswiadczeniach przedstawionych w ni-

niejszej pracy zaobserwowano, ze komorki epi-

dermy i kory pierwotnej odcinkéw hipokotyli,
na ktoére podano egzogenna auksyne podjety
wzrost, ktoremu nie towarzyszy! rownie inten-
sywny wzrost tkanek wewngtrznych, co dopro-
wadzito do faldowania si¢ epidermy i kory na
powierzchni tkanek wewngtrznych. Istnienie
zroznicowania we wzro$cie wywolanym przez
auksyng pomigdzy tkankami wewngtrznymi

i zewngtrznymi sklania do postawienia pytan:

(i) dlaczego tkanki wewnetrzne nie ,,skorzysta-

ty” z rozluznienia tkanek zewng¢trznych i urosty

znacznie sfabiej oraz (ii) jakie moze by¢ ko-
morkowe podloze zroznicowanej reakcji tych
tkanek na auksyne?

ad (i) Obserwacje anatomiczne dostarczaja
wskazowek, ze staby wzrost tkanek wewngtrz-
nych moze by¢ zwigzany z ich wiasciwosciami
mechanicznymi:

1) rdzen jest otoczony przez tkanki przewodza-
ce i nawet jesli tkanka zewn¢trzna przestaje
ogranicza¢ wzrost, to rol¢ usztywniajaca pet-
ni tkanka waskularna z naczyniami metaksy-
lemu, o wzorze zgrubien §ciany wtornej
uniemozliwiajacym wydtuzanie;

2) komorki tkanek wewngtrznych dziela sig,
przez co staja si¢ mniejsze, a to z kolei obni-
za turgorowe naprgzenie $ciany i hamuje
WZrost.
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ad (ii) Odmienna reakcja tkanek wewnetrz-
nych i zewngtrznych na auksyng¢ (wzrost tkanek
zewngtrznych i podziaty w tkankach wewngtrz-
nych) moze by¢ wynikiem badz (1) zr6znico-
wanego rozmieszczenia receptorow auksyny
badz (2) odmiennego wzoru ekspresji genoéw
w odpowiedzi na ten sam bodziec hormonalny.

(Ad. 1) powszechnie przyjmuje si¢, ze re-
ceptorami auksyny sa ABP1 (ang. auxin bin-
ding protein 1), ktdre uczestnicza w regulacji
procesu wzrostu wydtuzeniowego (Jones i in.
1998). W literaturze opisano, ze epiderma jest
bardziej bogata w te receptory niz tkanki we-
wngtrzne (Lobler i Klambt 1985), choé u inne-
go obiektu takiego zrdznicowania nie ma (Hes-
se iin. 1993, Schwob i in. 1993).

(Ad. 2) pod wptywem auksyny w cytopla-
zmie pojawia si¢ wiele r6znych mRNA, kto-
rych wystgpowanie jest §ci§le skorelowane
z wydluzaniem; réwnoczes$nie ekspresja tych
genow znaczaco si¢ r6zni w komorkach tkanek
zewngtrznych i tkanek wewngtrznych. Do gru-
py produktow ekspresji genetycznej specyficz-
nych dla stymulacji auksynowej naleza mRNA
grupy SAUR (z ang. small up regulated RNAs)
(Napier i Venis 1995; Franco i in. 1990;
McClure i Guilfole 1989). Inne produkty eks-
presji genetycznej specyficzne dla komorek re-
agujacych na auksyn¢ wydiuzaniem to czynni-
ki transkrypcyjne (Napier i Venis 1995). Od-
mienno$¢ tkanek zewngtrznych i wewngtrznych
widoczna jest takze w zréznicowanej ekspresji
genéw H+ATPazy w odpowiedzi na auksyne
(Frias i in. 1996, Hager i in. 1991).

Nie wiemy ani jak rozmieszczone s3 recep-
tory auksyny u cynii, ani jaki jest wzor ekspre-
sji genetycznej, mozna jednak przypuszczac, ze
bardzo silna reakcja wzrostowa komoérek kory
i epidermy w przypadku diugotrwatej hodowli
in vitro z auksyna jest wynikiem statej, wzmo-
zonej ekspresji genow zwigzanych z wydtuza-
niem w tych tkankach.

Podczas gdy tkanki zewngtrzne reagowaty
na auksyn¢ wzrostem, tkanki wewnetrzne (pe-
rycykl i migkisz migdzywiazkowy) podjety in-
tensywne podzialy. Podobne ,,rozmieszczenie”
podziatow, prowadzace do powstania proem-
briogenicznej masy komorek z perycyklu i tka-
nek waskularnych hipokotylu marchwi opisali
Guzzo i in. (1994). Podobnie jak w przypadku
zroznicowanej tkankowo ekspresji gendw
zwigzanych z wydiuzaniem wywotanej auksy-
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na, istnieje zréznicowanie dotyczace ekspres;ji
genetycznej tkanek dzielacych si¢ i niedziela-
cych si¢ (Van der Zaal i in. 1991; Napier i Ve-
nis 1995).

3. Kierunki wzrostu komorek epidermy
w hodowli in vitro

Dobrze udokumentowane jest, ze auksyna
stymuluje wydtuzanie zaréwno odcinkéw fo-
dyg jak i lodyg nienaruszonych roslin. Nie
oznacza to bynajmniej, ze blokuje inne kierun-
ki wzrostu (Czaja 1935; Shibaoka 1991).

Z badan prezentowanych w niniejszej pracy
wynika, ze epiderma odcinkow todyg, na ktore
podano auksyn¢ rosfa zaréwno na diugos¢ jak
1 na szeroko$¢. Wzrost odcinkdéw, na ktore nie
podano egzogennej auksyny zachodzil przede
wszystkim w kierunku poprzecznym. Na pyta-
nie, dlaczego pojawito si¢ zréznicowanie kie-
runkéw wzrostu komdrek z auksyng i bez au-
ksyny dostarcza odpowiedzi analiza uktadu mi-
krotubul korowych. Auksyna powoduje zmian¢
orientacji mikrotubul korowych w epidermie
z podtuznej na poprzeczng po poéttorej godzinie
od podania auksyny (mikrotubule w wigkszosci
komoérek przybieraja ufozenie ukos$ne lub po-
przeczne). Dluzszy czas reakcji na auksyne niz
opisany przez innych autoréw (Nick i in. 1990,
Bergfeld i in. 1988) moze wynika¢ z odmienne-
go sposobu podania auksyny. Zgodnie z hipote-
z3 Greena (1980) orientacja mikrotubul koro-
wych decyduje o orientacji mikrofibryli celulo-
zy, co z kolei decyduje o anizotropii modutéw
Younga $ciany i tym samym o kierunku wzro-
stu. Przy podtuznym uktadzie mikrotubul, ob-
serwowanym w epidermie odcinkéw bez egzo-
gennej auksyny, preferowanym kierunkiem
wzrostu byt kierunek poprzeczny. Mikrotubule
epidermy odcinkéw hipokotylu, na ktore nie
podano egzogennej auksyny zachowaty uktad
podtuzny, taki jak w epidermie in situ. Ponie-
waz kierunek wzrostu komorek zalezy przede
wszystkim od orientacji mikrofibryli celulozy,
tatwo mozna zrozumie¢ poprzeczny wzrost ko-
morek, w ktorych wystepuje podtuzny uktad
mikrotubul. Mozna tez dostrzec anatomiczny
,,sens” takiego uktadu w strefie hipokotylu, kto-
ra zakonczyta wydtuzanie. W komorkach epi-
dermy hipokotyli in situ, w strefie, ktora zakon-
czyla wydtuzanie podtuznie zorientowane mi-
krofibryle celulozy ograniczaja wzrost wydtu-
zeniowy. Taki uktad mikrofibryli sprzyja nato-
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miast wzrostowi na szeroko$¢ podczas pozniej-
szego grubienia fodyg. W odcinkach fodyg ho-
dowanych in vitro bez egzogennej auksyny
uktad mikrotubul nie ulega zmianie i przez
pierwszych kilka dni jest taki, jak w komorkach
in situ; w tej sytuacji nieznaczne rozluznienie
$ciany spowodowane warunkami hodowli in vi-
tro prowadzi do wzrostu w kierunku poprzecz-
nym. Nieco bardziej ztozona zalezno$¢ migdzy
orientacja mikrotubul a kierunkami wzrostu ko-
morek epidermy wystepowala w odcinkach, na
ktore podano egzogenng auksyng:

(i) wzrost poprzeczny nie zakonczyl sig¢
z chwilg przeorganizowania uktadu mikrotubul
na poprzeczny,

(i) nieoczekiwanie, komorki epidermy,
w ktorych pod wptywem auksyny zaszto prze-
organizowanie uktadu mikrotubul z podtuznego
na poprzeczny juz w pierwszych godzinach po
podaniu hormonu rosty prawie izotropowo
przez kolejnych kilka dni hodowli.

Z naszych do$wiadczen wynika, ze pomimo
poprzecznego i ukosnego ukiadu mikrotubul
(i tym samym mikrofibryli celulozy) wzrost
w pierwszych dniach (3 dni od podania hormo-
nu) zachodzit przede wszystkim w kierunku po-
przecznym, co musiato wigza¢ si¢ z podtuzng
orientacja mikrofibryli w warstwach S$ciany
odlozonych przed rozpoczgciem doswiadcze-
nia. Rozluznienie $ciany powodowato najpierw
wzrost poprzeczny (jako konsekwencj¢ poczat-
kowego uktadu podiuznego mikrofibryli). Po
kilku dniach, na skutek odfozenia nowych mi-
krofibryli celulozy w kierunku poprzecznym
modul Younga dla kierunku poprzecznego
zrownal si¢ z modulem dla kierunku podiuzne-
g0 1 wzrost, pomimo poprzecznej orientacji mi-
krofibryli w nowej warstwie §ciany, byt izotro-
powy.

SUMMARY

Exogenous auxin supplied to Zinnia elegans
L. hypocotyl segments induces different answer
of cells of epidermis and primary cortex, which
intensively enlarge, and of cells of vascular sys-
tem and pith parenchyma, which intensively
divide. In outer tissues after application of
auxin, the middle lamellas are lysed and cells
start to separate. Separation of cells starts with
the separation of the tangential walls and then
the process occur in the radial walls, the trans-
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verse walls separate at last. In hypocotyl sec-
tions cultured in vitro and supplied with exoge-
nous auxin growth of epidermis is almost
isotropic, whereas without exogenous auxin
growth is mainly transverse.
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