WIADOMOSCI BOTANICZNE
TOM XVIII —ZESZYT2
1974

TOMASZ J. WODZICKI

POWSTAWANIE I ROZWOJ WAKUOLI W KOMORKACH ROSLINNYCH

Juz pierwsze wyniki systematycznych badan nad pochodzeniem aparatu wakuo-
larnego komérek rolinnych, uzyskane w konicu ubicglego stulecia, staly si¢ podstawg
do zaproponowania dwoéch przeciwstawnych pogladow, ktore do dzi§ znajduja
kontynuacje w interpretacji wynikow przez réznych autoréw. Rozbieznos¢ pogladow
dotyczyla problemu czy wakuole powstaja de novo w niezwakuolizowanej cytoplaz-
mie. Poczatkowo uwazano, ze wakuole powstaja przez micjscowe wydzielanie si¢
wody w cytoplazmie, a wigc powstaja de novo. Zwolennikami tego pogladu, cho¢
w zmienionej formie, byli takze Vries (1885), ktory uwazal, ze wakuole moga powsta-
waé z drobnych cialek podobnych do plastydéw nazwanych tenoplastami, 1 van
Tieghem (1888), ktory dla analogicznych struktur zaproponowal nazwe hydroleu-
cytéw. Odmicnne stanowisko zajat Went (1888) a poznicj takze Bailey (1930)
i Zirkle (1932, 1937), ktorzy uwazali, ze wszystkie komérki roSlinne sa zwakuolizo-
wane i ze nowe wakuole powstaja tylko przez podziat juz istniejacych. Latwo dos-
trzec, ze istotna rozbiezno$¢ zdan tych badaczy wynikla z roznego definiowania
aparatu wakuolarnego. Jezeli przyja¢ szeroka definicj¢ wakuoli, ktorg podal Pisek
(1955), ,,Die Vacuole ist Dapot und Ablagerungsstotte fiir Alle moglichen Substanzen
des Stoffumsatzes” a wiec, Ze za wakuole nalezy uwaza¢ kazdy wydzielony obszar
w cytoplazmie, zawierajacy rozne substancje bez wskazania na stopieri ich uwodnicnia
(nawet lipidy), to réznice zdan wspomnianych badaczy sa malo istotne. Zblizona
definicje podaje rowniez Olszewska (1971) cho¢ autorka ta podkresla, ze chodzi
tu o zbiorniki hydrofilne. Definicje te wynikaja z dawnicjszych badan Dangearda
(1919), Dangearda (1923) i Guilliermond (1929), w ktérych nawigzywano do
teorii, ze wakuole moga powstawaé de novo wskutek uwodnienia drobnych cial,
zawierajacych skondensowany material koloidalny, np. ziarn aleuronowych lub
blizej nicokreslonych cial lipidowych Whaley i in. (1960). Sprawa ta stala si¢ bar-
dziej jasna, gdy w wakuolach aleuronowych stwierdzono obecno$¢ kwasnej fosfatazy
i opisano powstawanie z nich wakuol o plynnym soku komérkowym na drodze
hydrolizy skondensowancj zawarto$ci (Poux 1963a, 1965, Yatsu, Jacks 1968,
Matile 19682, Gahan 1969, Villiers 1971). Obecno$é¢ hydrolaz stwierdzono réw-
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niez w cialach lipidowych (Matile, Spichiger 1968). Stwierdzenie w wakuolach
aktywno$ci enzyméw hydrolitycznych (Matile 1966; Matile, Wiemken 1967)
a szczegllnie kwasnej fasfatazy, charakterystycznych dla lisosomow komorek zwie-
rzecych (de Duve, Wattiaux 1966; de Duve 1969) i analogicznych struktur w ko-
moérkach roSlinnych (Bene$ i in. 1961, Watek-Czarnecka 1962, 1965; Olszew-
ska, Gabara 1964; Balz 1966; Olszewska 1967; Berjak 1969; Coulomb
1968; Matile 1968b; Wardrop 1968) doprowadzilo nawet do utozsamienia wakuol
z aparatem lisosomowym (Matile 1969a, Berjak 1972). Wedlug niektérych bada-
czy (Bell, Miihlethaler 1962, 1964) wakuole moga powstawac¢ rowniez z degene-
rujacych mitochondridw i plastydéw, a w jadrze starzejacych si¢ komoérek z nukleo-
plazmy (Bowes 1965), Opik (1965); Berjak, Villiers (1972) obserwowali dege-
nerujace mitochondria i plastydy w miar¢ zaawansowania ich wieku fizjologicznego.
Zwiazek tych proceséw z tworzeniem wakuol nie byt jednak sugerowany, chociaz
w niektérych przypadkach w degenerujacych organellach lokalizowano obecnos¢
kwasnej fosfatazy (Villiers 1972) i obserwowano tworzenie wewnetrznych pecherzy-
kéw (Berjak; Villiers 1972). Wedlug Villiersa w procesie regeneracji uszkodzone
czesei organelli oddzielaja sig 1 zostaja pochlonigte przez wakuole trawiace powstale
z cial biatkowych. Sprawa ta jednak nie jest do$¢ jasna, bowiem Jensen (1956)
znajdowal obecno$§¢ kwasnej fosfatazy takze w mitochondriach, a Mikulska
(1962) w chloroplastach nie wykazujacych procesu degeneracji.

Warunkiem uznania pewnego obszaru protoplastu za wakuole jest jego odgrani-
czenie od cytoplazmy przez pojedyncza membrang elementarng, tonoplast. W sto-
sunku do niektérych komorek (takich jak np.: komorki sitowe floemu) sprawa odroz-
nienia soku wakuolarnego i cytoplazmy podstawowej przez szereg lat pozostawala
watpliwa (Esau, Cheadle 1962). Engleman (1965) zaproponowal termin —
miktoplazma dla mieszaniny skiadnikéw cytoplazmy i soku wakuolarnego, a Esau,
Cheadle (1965), Esau (1969) zaproponowali zrezygnowanie ze stosowania terminu
wakuola w takich przypadkach, gdzie wyrdznienie tonoplastu okazato si¢ niemozliwe.
Tak wigc powstawanie wakuol wymaga przede wszystkim zajecia stanowiska co do
pochodzenia membran wakuolarnych.

Jak juz wspomniano najdawniej uwazano, ze wakuole moga powstawac¢ dzigki
miejscowemu wydzielaniu wody nagromadzajacej si¢ w cytoplazmie réznicujacych
sic komorek. Niektérzy badacze, a wéréd nich Pfeffer (1890/91) zdotali ekspery-
mentalnie zainicjowaé tworzenie wakuol w cytoplazmie, wprowadzajac do niej
hydrofilne substancje krystaliczne. Koncepcja ta przyjmuje, ze komorki merystemow
wierzchotkowych sa niezwakuolizowane (Priestley 1929). W istocie, Esau (1965)
nie byla w stanie zidentyfikowa¢ wakuoli na mikrofotografiach komoérek meryste-
matycznych wierzchotka korzenia Vitis vinifera L. uzyskanych nawet przy pomocy
transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Nawigzanicm do tej hipotezy jest
pbzniejszy poglad reprezentowany przez Miihlethalera (1960), Sitte (1958,
1961), ze w procesie wakuolizacji zachodzi miejscowe uwodnienie cytoplazmy,
a dopiero pOZniej powstaje blona wakuolarna, tonoplast. Krytycznym sprawdzianem
tej hipotezy byloby wykazanie mechanizmu formowania nowej blony wakuolarne]
w wydzielonym obszarze cytoplazmy.
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Zjawisko cytosegregacji przy udziale istniejacych juz blon plazmatycznych
(endoplazmatycznego retikulum, membran ukladu Golgi, lub blon istniejacych
wakuol) znane jest zoologom (Ericsson 1969) jak i botanikom (Matile 1969b)
w zwiazku z procesem autolizy, bedacej przejawem badZ normalnego obiegu (turn-
over’u) organelli, badZ procesow zwigzanych z funkcjonalnym réznicowaniem, lub
wreszcie starzenia sie komoérki. Tworzenie membran wakuoli trawiacych cytolyso-
méw, (Novikoff 1960) lub cytosegresoméw (Ericsson, Trump 1964) de novo
w komérkach zwierzecych sugerowane bylo przez niektorych badaczy (Ashford,
Porter 1962, Napolitano 1963, Winborn, Bockman 1968). Podstawa tych
sugestii byly obserwacje, ze membrany otaczajace w czasie tworzenia wakuoli
trawiacej moga byé zbudowane z pojedynczej lameli a wigc nie s3 podobne do bion
endoplazmatycznego retikulum czy cystern uktadu Golgi (Ericsson i in. 1965).
Liczni badacze uwazaja jednak, ze istniejace juz cytomembrany o strukturze bila-
melarnej (endoplazmatyczne retikulum, cysterny uktadu Golgi, pgcherzyki endocy-
towe, plazmalema) moga by¢ przeksztalcone w monolamelarna membrang cytoly-
somu (Novikoff i Shin 1964 i inni). Dowodem tego jest obserwowanie struktur,
w ktorych pewne obszary cytoplazmy, czgsto zawierajace organelle, otoczone sa
podwdjng membrana (Glinsmann, Ericsson 1969).

Rowniez u roélin obserwowano czesto w komorkach wystgpowanie wakuoli
zawierajacych rozne strukturalne elementy cytoplazmy (Sitte 1958, Poux 1963b,.
Brandes, Bertini 1964, Matile i in. 1965, Sivers 1966, Thornton 1968, Bowes
1969, Berjak, Villiers 1970). Takie wydzielone obszary w cytoplazmie zawieraja
enzymy hydrolityczne (Poux 1963a, Villiers 1967, Berjak 1968, Matile 1969a,
Poux 1970). Proces cytosegregacji prowadzacy do tworzenia cytolysoméw w komor-
kach roslinnych wiazany jest przez niektérych badaczy takze z udzialem membran
cytoplazmatycznego retikulum i aparatem Golgi (Coulomb, Coulomb 1972),
przewaza jednak poglad, ze materiat cytoplazmatyczny wlaczany jest do istniejacych
juz wakuoli (Matile, Moor 1968, Coulomb, Buwat 1968, Matile 1969a, Matile,
Winkenbach 1971, Villiers 1972).

Badania organizacji protoplastu przeprowadzone ostatnio przy pomocy skanin-
gowego mikroskopu elektronowego wskazuja, ze w komoérkach réznicujacych sig
na czapeczke korzenia cebuli caly centralny obszar cytoplazmy moze by¢ odsegre-
gowany i otoczony membrang cytoplazmatyczna. Badanie ultracienkich skrawkow
komorki strefy subapikalnej korzenia cebuli ujawnito zjawisko szeregowego zlewania
si¢ drobnych pecherzykéw wok6t wydzielonego obszaru w cytoplazmie (Wodzicki,
Brown 1974). Pochodzenie tych pecherzykéw nie bylo badane. Moglby to by¢
jeden z mechanizméw tworzenia blony wokét odsegregowanej czgsci cytoplazmy
we wczesnym stadium powstawania wakuoli. Na zdjeciach publikowanych w pracy
Bonnetta, Newcomb’a (1966) dotyczacych ultrastruktury cytoplazmy rosnacych
wloénikow rzodkiewki dopatrzy¢ si¢ mozna analogicznego mechanizmu cytose-
gregacji.

Badacze uwazajacy, ze tonoplast powstaje w drodze przeksztalcenia istniejacych
juz membran cytoplazmatycznych komérki nie sa zgodni co do mechanizmu tego
procesu. Whaley i in. (1960), Frey-Wyssling i in. (1964) i Frey-Wyssling,
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(1965) dopatruja si¢ podobiensiwa migdzy tonoplastem, membranami ukiadu
Golgiego i plazmalema. Marinos (1963), Ueda (1966) doszli do wniosku, ze wakuole
powstaja dzigki uwodnieniu materialu wytworzonego w skondensowanej formie
w ukladzie Golgi na podstawie obserwacji, ze w niektérych przypadkach przestrzen
miedzy membranami skrajnej cysterny ukfadu jest znacznie zwigkszona przypomi-
najac nieco splaszczona wakuolg¢ otoczona monolamelarna membrana. Marinos
sadzi, ze formowanie wakuoli nastgpuje przez dalszy miejscowy wzrost przcksztal-
conej membrany, ktory objawia si¢ tworzeniem odgalgzien. Wystgpowanie wielo-
ramiennych wakuoli obserwowali takze Porter, Machado (1960) i Manton
(1962). W takim uksztaltowaniu Manton dopatruje si¢ charakterystycznej formy
wzrostu tonoplastu, podkre$la jednak brak zwiazku powstajacej w ten sposéb waku-
oli z innymi organellami w badanych komoérkach.

Wiekszo$¢ wspdlezesnych badaczy sugeruje powstawanie tonoplastu z membran
endoplazmatycznego retikulum. Brane jest pod uwage przede wszystkim lokalne
oddziclenie si¢ membran agranularnego endoplazmatycznego retikulum. (Buvat
1957, 1961, Poux 1961, 1962, Bowes 1965, Picket-Heaps 1967). Gifford,
Stewart (1967) zaproponowali nawet utozsamienie agranularnego endoplazmatycz-
nego retikulum z tonoplastem, chociaz znane jest takZe wystgpowanie na blonach
wakularnych ziarnisto$ci morfologicznie podobnych do ribosomoéw (Branton
iMoor1964, MooriMiihlethaler 1963, Matile 1968 b). Ciagto$¢ migdzy blonami
wakularnymi i endoplazmatycznym retikulum (takZze granularnym) opisuje Mes-
quita (1969) i uwaza je za kontynuacj¢ systemu membran bioracych poczatek
w blonie jadrowej. Wakuole moga si¢ tworzy¢ wedlug Mesquita takze przez odcig-
cie koncowych rozszerzonych odcinkéw endoplazmatycznego retikulum. Poglad
ten jest zgodny ze stanowiskiem Matile i Moor’a (1968), ktorzy opisali szczegbtowo
mechanizm powstawania wakuol przez zlewanie si¢ i nastgpnie powigkszanie peche-
rzykéw powstatych przy zakonczeniach endoplazmatycznego retikulum nazywajac
je prowakuolami. Nie jest tez wykluczone powstawanie prowakuoli przez segmentacje
ER (Berjak 1972). Tak wiec autorzy ci uwazaja, ze wakuole powstaja z endoplazma-
tycznego retikulum, a réznice w strukturze blony wakuolarnej 1 endoplazmatycznego
retikulum sa wynikiem przeksztalced rozwojowych. Na réznice takic wskazujg
szczegdlnie badania wykonane technika ,freeze-etching” (Fineran 1970). Inna
okoliczno$cia przemawiajaca za powstawaniem wakuoli z endoplazmatycznego
retikulum jest wystgpowanie w obu strukturach enzymoéw hydrolitycznych (Poux
1965, 1967, Mikulska, Gabara 1968, Coulombiin. 1972) a takze systemu oxydo-
reduktazy (Matile 1966, 1968b). Tym bardziej, ze Ernster i in. (1962) uwazaja
system ten za charakterystycznie wystgpujacy w endoplazmatycznym retikulum.

Z prac innych autoréw wynika jednak obecno$¢ kwasnej fosfatazy takze w peche-
rzykach ukladu Golgi (Brandes 1965, Sommer, Blum 1965, Poux 1970, Coulomb
1971, Coulomb i Coulomb 1972), kt6ére moga by¢ wlaczone do wakuol dostarcza-
jac enzymy hydrolityczne znajdowane w soku komérkowym (Brandes, Bertini
1964, Berjak, Villiers 1970).

Na bliskie zwiazki i interakcje miedzy réznymi systemami membran cytoplazma-
tycznych zwraca uwage szczegdlnie koncepcja ciagtosci funkcjonalnej systemu endo-
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membran (Grove i in. 1968, 1970, Bracker i in. 1971, Moreé i in. 1971a)
uwzgledniajaca ciagly przeplyw i transformacje membran. Przedstawia si¢ nawet
danc sugerujace ciagtos¢ membran endoplazmatycznego retikulum i zewnetrznej
btony mitochondrizalnej (Bracker, Grove 1971, Moreé i in. 1971b). Przy obecnym
stanie wiedzy mozna wigc uznaé¢ za mozliwe powstawanic tonoplastu z réznych
systemOw istniejacych cytomembran w zalezno$ci od funkcji powstajacych w ten
sposéb wakuoli. W dalszym ciagu niejasna pozostaje jednak mozliwo$¢ tworzenia
si¢ membrany wakuolarnej de novo w procesie cytosegregacji. Wyjasnienie tej
sprawy posiadatoby wielkie znaczenie dla zrozumienia roli proceséw fizyko-chemicz-
nych (jak np. starzenie si¢ koloidow) zachodzacych w samej cytoplazmie podstawowej
dla funkcjonalnego réznicowania komorki.

Wyd:ial Lesny, Akademia Rolnicza, Warszawa
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