Zuzana Lenochova

Role plazmodezmii ve spolecenstvi
rostlinnych bunék

Jak mezi sebou komunikuji rostlinné buiiky? Cim je jejich komunikace umoz-
néna? Jak vypadaji mezibunécné ,informacni kanaly“? Jak jsou rozdélené
v ramci rostlinného téla a jaky to ma dopad na Zivot rostliny? A jak to vime?

Pojem plazmodezmus vznikl sloZzenim
dvou slov antického ptivodu. Prvni ¢ast
je odvozena od Feckého plasma, stvofeni,
prevedeného pak do latinského slovesa
plasmare — vytvofit. Druha ¢ast pochézi
z Feckého desmos, coZ znamené vaz, pout-
ko, pojitko. Na zakladé téchto informaci je
moZné termin pielozit tfeba jako ten, kte-
ry tvofi propojeni, nebo jednoduse plaz-
matické propojeni.

A co tedy plazmodezmy jsou? Jde o cyto-
plazmatické tunely o priméru nékolika
desitek nm, které tvo¥i propojeni bunék
v rostlinném téle. Diky nim se mezi buni-
kami pohybuji ionty, metabolity, nukleové
kyseliny, proteiny, fytohormony a dalsi sig-
nélni molekuly mnohem rychleji, nez pfi
komplikovaném piekonavani celistvé plaz-
matické membrany pomoci specifickych
transportnich proteinti. Transport pfes
plazmodezmy je regulovatelny a diky tomu,
Ze nékde jsou tato spojeni prichozi a jinde
alespon pro nékteré latky uzaviena, docha-
z{ k rozdéleni rostlinného téla na symplas-
ticky oddélené celky (tedy takové, mezi
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nimiz neexistuje propojeni cytoplazmatic-
kého obsahu). Mezi nimi mtiZe probihat
pouze tzv. transport apoplasticky, tedy pro-
stfednictvim kapilarnich sitf mezi jednotli-
vymi vlaknitymi slozkami bunéénych stén.
Jeho moZnosti, pfedeviim co do velikosti
prochazejicich latek, jsou vSak omezené.
Kromeé role transportni maji tedy plazmo-
dezmy a jejich stav a pocet také vliv na rtst
a vyvoj rostliny, o ¢emz se presvédéime
nize.

Obycejna dira ve sténé?

Na prvni pohled by se plazmodezmus
mohl skute¢né zdat jako obycejna ,dira
v bunécné sténé“. P¥i blizsim ohledani zji-
stime, Ze je tento okrouhly tunel vystlan
,rukdvem* tvofenym plazmatickou mem-
branou propojujici sousedni buiiky. Na
obou okrajich buné&¢né stény, kterou pro-
chézi, je obvykle ztzeny do tzv. kréki,
mezi kréky se nachdzi centrdlni dutina.
Tato dutina vSak neni tak docela duta,
vypliluje ji cytoplazma (pouZzivé se termin
cytoplazmaticky rukév), jejim stfedem se
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tdhne svinutd membrana endoplazmatic-
kého retikula (ER), tzv. dezmotubulus,
a mezi nim a plazmatickou membranou se
vyskytuje fada proteinti (obr. 1, 2).

Abychom si situaci lehce zkompliko-
vali, dodejme, Ze 1ze rozlisit rizné typy
plazmodezmi — primarni a sekundarni,
dale jednoduché, vétvené, splynuvsi, uza-
viené ¢i degradované. Zasadni rozdil mezi
plazmodezmy primarnimi a sekundérnimi
tkvi v tom, Ze zatimco prvni z nich jsou
utvéfeny ve vznikajici bunééné desti¢ce
pii cytokinezi, druhé se tvoii v jiz existu-
jici bunécné sténé zcela de novo, na mis-
tech, kde pfedtim mezibunééné spojeni
neexistovalo. Jako typické p¥iklady byva-
ji uvddény plazmodezmy mezi buitkami
v buné¢né kultufe, mezi buitkami podno-
Ze a roubu nebo na pfechodu mezi buii-
kami parazita a jeho hostitele, ale je prav-
dépodobné, ze takovéto spojeni vznikaji
i mezi sousednimi buiikami vyvijejictho se
pletiva. Ac¢koliiu primérnich plazmodez-
mu muze v pribéhu vyvoje dojit k dalsim
strukturnim modifikacim, jako je vznik
vétvenych ¢i splyvajicich plazmodezmi,
byvaji vétvené a komplexni spise plazmo-
dezmy sekundarni (obr. 3).

Budeme-li chtit sledovat strukturu ty-
pického plazmodezmu detailngji, musime
se v naSem pozorovan{ ,,snizit“ na moleku-
larn{ Grovern, abychom se mohli seznamit
s jednotlivymi p¥itomnymi proteiny. Nej-
znameéj$imi z nich jsou asi aktin a myozin,
typicti predstavitelé buné¢ného cytoske-
letu (jakési dynamické vnitini kostry buii-
ky). Aktin se zde vyskytuje ve své vlaknité
formé& (F-aktin) a obtaci se kolem dezmo-
tubulu, na néj jsou napojeny paprscité
uspofddané molekuly myozinu, které se
zFejmeé podileji na mezibun&éném trans-
portu, a to bud jako molekulové ,,motory*,
(vdZou bfemena v podob& membranovych
vacku a diky dodané energii se s nimi po-
hybuji po vlaknech cytoskeletu) nebo na
zakladé toho, Ze jsou napojeny na plazma-
tickou membranu. Cytoplazmaticky pro-
stor mezi dezmotubulem a plazmatickou
membrénou tak pfipomind sito s cca ¢tyi-
nanometrovymi kanalky, jejichZ aktuélni
prusvit ma dopad na pri chodnost plaz-
modezmu pro rizné latky (obr. 1, 2).

V plazmodezmech byl nalezen i pro rost-
liny specificky myozin VIII, regulovany
vapenatymi ionty. JelikoZ byly v oblasti
plazmodezm zjistény i dalsi proteiny spo-
jené s uspofadanim aktinu, nahliZeji né-
kteff autofi na tato mista jako na aktin-orga-
nizujici centra. Z evoluéniho hlediska jisté
stoji za zminku, Ze p¥itomnost F-aktinu
byla prokéazéana i v Zivoc¢isnych burikach
péstovanych in vitro, v tenkych trubicovi-
tych utvarech oznatovanych anglicky jako

1 Model plazmodezmu zachycujici
lokalizaci aktinu, myozinu, kontraktil-
nich proteinti a proteint tvoticich ,,své-
ra¢“ v oblasti kr¢ku. Upraveno podle

R. L. Overall a L. M. Blackman (1996)

2 Snimek plazmodezmu na podélném
fezu z transmisniho elektronového mi-
kroskopu: pd — plazmodezmy, pm — plaz-
matickd membrana, mt — mitochondrie,
bs — bunécéna sténa. Foto Z. Lenochové
3 Vznik vétvenych plazmodezmu.
Upraveno podle A. G. Roberts

a K. J. Oparka (2003)
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4  Schéma transportu prostiednictvim
plazmodezmu. Vysvétleni v textu. Upra-
veno podle K. J. Oparka a kol. (2004)

5 Transport fluoresceinu ,,propusténé-
ho z klece” v burikach pokozky suknice
cibule. Sekvence snimk pofizenych 10,
30 a 100 sekund po ozafeni buiky

v centru snimki. Foto H. J. Martens

a kol. (2004), se svolenim autort

6 Sifeni fluorescen&nd znaceného dex-
tranu v primarn{ ktfe kofene ryze (p¥ic-
ny fez). Dextran byl injekéné vpraven do
buriky ¢. 2, odkud se radialné $i¥il smé-
rem ke stfedu i povrchu kotene. Upra-
veno podle P. K. Samarajeewa a kol.
(1999) a M. Kawai a kol. (1998)

tunelling nanotubes (obr. 9). Bylo dokonce
pozorovéno, Ze prostfednictvim téchto
cytoplazmatickych ,,bréek®, kterd kratko-
dobé propojuji sousedni buiniky, dochéazi
k pohybu véac¢ka asociovanych s myozinem.

Nyni jesté par slov o ostatnich protei-
nech vyskytujicich se v oblasti plazmodez-
mu. Mnohé z nich jsou spojené s funkci
vapenatych iontd, napi. kalretikulin, loka-
lizovany v endoplazmatickém retikulu
(véze Ca%*), centrin, povaZovany za jeden
z regulatort prichodnosti plazmodezmu
(nachazi se v oblasti kr¢ku a na zvyseni
koncentrace Ca?* reaguje kontrakci), ¢i
kalmodulin. V rdmci dezmotubulu byly
detekovany rtizné proteiny, které jsou ztej-
mé pohyblivé v rdmci membrany i ,,spolu

s ni“ — hovofit pak mtZeme o tzv. tekuté

membrané dezmotubulu. Téchto proteint
vyuzivaji nékteré molekuly, které se jimi
nechaji ,provézt”“ plazmodezmem. Déle
v plazmodezmu narazime na kinazy (tic¢ast-
ni se fosforylaci) asociované s bunéénou
sténou, pektin-metyl-esterazy (enzymy,
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které méni propojeni sloZek bunécné stény)
interagujici s nékterymi transportovanymi
molekulami a ubikvitin, pravdépodobné
se Ucastnici degradace plazmodezmi ¢i
alespon nékterych jejich proteint. Ne-
specifikované proteiny se vyskytuji také
v oblasti mezi plazmatickou membrénou
a bunéénou sténou, kde tvot{ trny propo-
jujici tyto dvé vrstvy.

Zvlastni strukturou, kterd pravdépodob-
né s plazmodezmy souvisi, jsou tzv. cyto-
plazmatické kandaly, perforace bunécné
stény o velikosti desitek aZ stovek nanomet-
rl, tedy fadové 10x 3ir$i nez plazmodezmy.
Diky nim mohou mezi buiikami procha-
zet nejen makromolekuly, ale i organely,
a to nejen drobné ribozomy, ale i mito-
chondrie, plastidy a nezfidka i bunétna
jadra. Pivod a funkce cytoplazmatickych
kanalt jsou zatim mélo probadany, uva-
Zuje se jak o vzniku v podstaté ndhodném
(defektni cytokineze), tak daném splyva-
nim plazmodezmi nebo ¢innosti lytickych
enzymu schopnych degradovat bunénou
sténu. Jejich pfitomnost ve starnoucich
organech naznacuje moZnost transportu
z odumirajicich bunék do Zivych, jinde,
napf. u mikrosporocytd, by mohlo jit o zpi-
sob, jak se ,,podélit” o organely jesté béhem
cytokineze, tedy déleni bunék.

Plazmodezme, otevii se!

Jak jiz bylo feceno, plazmodezmy slouzi
k mezibunéénému, tzv. symplastickému
transportu. Maximaln{ velikost molekul,
které mohou tim kterym plazmodezmem
projit, se vyjadiuje jako tzv. size exclusion
limit (SEL). Je t¥eba zdtraznit, Ze SEL plaz-
modezm pro urcité pletivo se udava pro
transport necileny. O transportu cileném se
zminime dale. SEL je dan lokalizac{ pleti-
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va i samotné buiiky, vyvojovym stadiem
rostliny i jejim fyziologickym stavem, je
regulovatelny a jako maximum byva uva-
déno 60 kDa. Ke konkrétnim p¥ipadim se
dostaneme v ¢asti vénované symplastic-
kym doménam. Propustnost plazmodezmu
je regulovana jednak jiZ popisovanymi
proteiny lokalizovanymi v plazmodezmu,
jednak vratnym ukldddnim polysacharidu
kalézy do prostoru mezi plazmatickou
membrénou a bunéénou sténou. Lokali-
zace tohoto polysacharidu je typickym
ofiskem rostlinné mikrotechniky, protoze
k depozici kalézy dochézi ¢asto v odpo-
védi na mechanické ¢i patogenni posko-
zeni rostliny, a to b&hem nékolika sekund.
Priprava preparatu dokumentujiciho p¥iro-
zené ucpédni plazmodezmi kalézou proto
neni snadnou zaleZitosti.

A jak se rizné latky skrz plazmodezmy
pohybuji? Asimilaty, dalsi drobné mole-
kuly a makromolekuly do velikosti dané
SEL prochézeji z buriky do buriky difuzi,
po koncentra¢nim spadu. Makromolekuly,
které se pohybuji cilené a maji ,napsano
na ¢ele“, Ze jsou urceny pro dopravu pies
plazmodezmus, se do vedlejsi buiiky pro-
soukaji aktivné, a to Gasto i pfesto, Ze jejich
velikost je vétsi nez SEL daného plazmo-
dezmu (obr. 7). Mezi takovéto molekuly
patii napf. transkripéni faktory, které mo-
hou byt ur¢eny pro regulaci transkripce
v jiné buiice, neZ ve které byly syntetizo-
vany. Dalsim p¥ikladem je RNA, ktera se
muZe pohybovat po rostliné a bud se pre-
klad4 jinde nez ve své ,,rodné* butice, nebo
mize byt pouZita k jevu oznatovanému
jako umléovani geni (gene silencing), coz
je uml¢ovani jinych RNA na zdkladé vza-
jemné kompatibility téchto molekul a ,,ces-
tujici“ RNA. Ponékud zvlastnim p¥{padem
makromolekul mificich do plazmodezmi
jsou proteiny slouzici k pohybu (move-
ment proteins — MP). Jejich hlavni odlis-
nosti je skute¢nost, Ze jsou virového pt-
vodu, slouzi tedy virim k systémovému
ovladnuti rostliny. Casto s sebou nesou téz
virovou genetickou informaci. Pravé tyto
proteiny se hojné vyuZzivaji pfi studiu sym-
plastického transportu v rostlinach.

Vyvstava otdzka, jak je zajisténo, Ze
zminéné makromolekuly nejen neomylné
najdou plazmodezmy, ale navic se jimi
s vét§imi ¢i mensimi potiZemi provezou.
Budeme-li vychazet z uznavanych teorii,
zodpovézeni se dockame (obr. 4). Odpo-
véd na prvni ¢ast otdzky logicky vyplyva
jednak z obecného zptisobu transportu
latek uvnitf¥ bunky, jednak z toho, jak
vypada plazmodezmus. Po aktinové sloz-
ce cytoskeletu se makromolekuly mohou
pohybovat prostfednictvim myozinovych
molekul, na které jsou navazany pomoci
proteinu chaperonu, a to jak p¥imo, tak
uzaviené v membrianovém vacku (obr. 4 A,
B). Druhy zptsob transportu (obr. 4 C) je
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zaloZen na tom, Ze v membrané vacku
pohybujiciho se v cytoplazmé je zatlenén
specialni protein, tzv. v-snare, ktery ,,za-
padne” do receptoru t-snare umisténého
v plazmatické membréné. Je-li dany t-sna-
re lokalizovan v blizkosti plazmodezmu,
makromolekula takovy vacek vyuZije, na-
vaze se na néj a spolu s jeho membranou
se nechd zaclenit do plazmalemy u svého
cile, plazmodezmu. Dal3{ transport, tedy
skrz kanél plazmodezmu, se pak odehréva
bud interakci s aktinem a dal$imi protei-
ny, nebo endocytézou do sousedni buiiky.
Pro tplnost zbyva dodat, Ze pravdépodob-
né existuji i latky lipidického charakteru,
které plazmodezmem cestuji diky pohybu
v membrané dezmotubulu.

Jak zkoumat plazmodezmy?
Znama fakta popisujici plazmodezmy a je-
jich funkci jsou plodem 8iroké skaly metod
sahajici od elektronové mikroskopie pfes
vyuZiti fluorescen¢nich sond o rtizné veli-
kosti az po p¥ipravu transgennich rostlin.
Vystupem tmorného pocitani plazmo-
dezmt na piesné lokalizovanych elektron-
mikroskopickych snimcich jsou obvykle
plazmodezmogramy (obr. 7), vyznacujici
Cetnost a Casto i funkénost cytoplazmatic-
kych spojeni mezi butikami rtiznych typa.
Fluorescen¢né znacené dextrany o riznych
velikostech, vpravované do rostliny infil-
traci do poskozeného pletiva nebo mikro-
injekci, se pouzivaji napf. pro studium
vyvojovych zmén v prichodnosti plazmo-
dezmi. Jako nejméné invazivni se jevi
nové zavadénd metodika, p¥i niz se pouZi-
vé tzv. fluorescein v kleci (caged fluores-
cein). Tato latka (nebo dalsi fluorofory) je
do rostliny infiltrovana v neaktivni formé
a fluorescen¢né aktivni se stdva az po
odstépeni o-nitrobenzylovych zbytk?, ke
kterému dojde cilenym ozafenim nékteré
buriky nebo skupiny bunék. Vznika tak
efektni model pro sledovéni symplastic-
kého transportu z ozafenych bunék do je-
jich okoli (obr. 5). Symplastické propojeni
rostlinnych bunék lze sledovat také diky
docasné nebo trvalé expresi zeleného fluo-
rescen¢niho proteinu (GFP), neztidka spo-
jeného s expresi ¢i pfimo transportem dal-
§iho proteinu, jakym mutize byt néktery
virovy membranovy protein nebo rostlin-
ny transkripéni faktor.

Spoluprace, individualismus,

nucena izolace

S informacemi o stavbé plazmodezmu
a transportu skrz néj mtiZzeme pfistoupit
k ,,socialni roli plazmodezmi, k jejich
schopnosti rostlinné buiiky nejen propo-
jovat, ale v podstaté i oddélovat. Re¢ bude
o symplastickych doménéach (symplastic-
ky zcela oddélenych od zbytku rostlinné-
ho téla) a symplastickych polich (izolova-
nych doc¢asné, dynamicky).

Ve vyvoji totipotentni rostlinné buriky
(schopné dediferenciace a diferenciace
v butiku jiného typu) hraje vyznamnou
roli tzv. pozi¢ni informace, misto, kde se
burika v rdmci rostlinného téla nachazi.
Je tedy zfejmé, Ze mezi sousednimi buil-
kami sdilejicimi stejny osud musi probi-
hat komunikace, kterd je odlisné od ko-
munikace s buitkami ostatnimi. Takovou
vyménu informaci umoziiuji plazmodez-
my, jejich ¢etnost, funkénost a SEL. Asi
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nepfekvapi, Ze se tyto parametry v pribeé-
hu vyvoje rostliny ¢&i v jeji reakci na vnéjsi
vlivy mén{ a davaji vzniknout jiz zminé-
nym symplastickym doménédm a polim.
Pracovné si tyto symplastické celky mu-
zeme rozdélit na ty, které jsou od zbytku
rostlinného téla oddéleny z divodu spe-
cifické funkce, dale pak na ty, které se méni
v pribéhu ontogeneze, a jako posledni sku-
pinu vyclerime ty, jejichZ vznik indukuje
vnéjsi pusobeni. Do prvni skupiny patii
osmoticky autonomni svéraci bunky pra-
duchi, izolované od okolnich epidermal-
nich bunék uzavienymi plazmodezmy. Pro
jejich spravnou funkci je bezpodmineéné
nutné, aby mohly ménit sviij vnitfni tlak
(turgor) bez ohledu na okolni buiiky. Dal-
$im piikladem miuzZe byt komplex ¢lanku
sitkovic a prtivodni buriky, ktery je u rost-
lin vyuzivajicich apoplastické napliiovani
lyka cukrem od okolniho pletiva izolovén,
ale o to vice symplastickych propojeni (ve
formé specificky vétvenych plazmodezmii)
se nachazi mezi témito dvéma burikami.
Obé totiz vznikly z jedné buiiky matefské,
avsak zatimco sitkovy element v pribéhu
vyvoje pfisel o viechny své ribozomy, Gol-
giho aparat, vakuoly, ba i jadro, buiika pri-
vodni je v8emi organelami plné vybavena
a pro svou ochuzenou sestru pfedstavuje
nepostradatelny zdroj proteinti a dalsich
latek. Nové se ukazuje, Ze by se do této sku-
piny mohly zafadit i buiiky primarn{ kiry
nékterych mokfadnich rostlin, které jsou
radidlné symplasticky propojené. Zd4 se,
Ze na zakladé tohoto propojeni se mize
§i¥it signal spousté&jici programované od-
bourani pravé jen nékterych fad téchto
bunék a vznik lyzigenniho aerenchymu
v kofenech (Ziva 2004, 5: 194-197).
Vznik a zanik symplastickych domén
béhem vyvoje rostliny je ddn zménami
v SEL, jako je tomu nap¥. pfi pfechodu
embrya husenicku rolntho (Arabidopsis
thaliana) do torpédovitého stadia nebo pfi
pfechodu listu z pletiva energeticky za-
vislého (sinku) na zdroj, ktery jiZ nepotie-
buje pfijimat latky p¥ichazejici floémem.
V obou téchto piikladech jde o sniZeni
SEL a tedy vznik nové oddélenych sym-
plastickych domén. Jinym pfikladem muze
byt uzavirani plazmodezmi v listovych
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7 Plazmodezmogram znazornujici
symplastické kontinuum od listového
mezenchymu pfes buiiku pochvy cévni-
ho svazku aZ po sitkovy element, ¢etnymi
plazmodezmy propojeny s buiikou pri-
vodni a izolovany od buriky parenchyma-
tické. Cisla uvadéji pocet plazmodezmi
nalezenych mezi danymi butikami. Upra-
veno podle C. E. J. Botha a kol. (1992)

8 Rozdil mezi cilenym (C, D) a necile-
nym (A, B) transportem v pokozkovych
burikdch. DNA pro syntézu zeleného
fluorescen¢niho proteinu (GFP) byla
,vstfelena“ do buriky ve stfedu snimku.
Cileného transportu bylo dosazeno jejim
spojenim s DNA pro virovy membrénovy
protein, diky ¢emuz GFP signal nevyka-
zuje v bunikdch gradient, ale okamzité
mif{ do oblasti s plazmodezmy, v nichz
tvori typické tecky. Foto P. Zambryski

a K. Crawford (2000), se svolenim autort
9 Trubicovité ttvary zvané tunelling
nanotubes, které kratkodobé& propojuji
sousedni buiiky v kultufe zivoc¢isnych
bunék. Foto F. Balugka (2004), se svole-
nim autora

pupenech p¥i jejich pfechodu do dorman-
ce, diky némuz je do¢asné izolovdn me-
ristém. Opétovné obnoven{ prichodnosti
téchto plazmodezmt mé za nasledek dal-
$1 riist pupene a jeho pfeménu v listy.

Jako nucenou izolaci pak miZeme ozna-
¢it odi{znuti bunék i celych pletiv od zbyt-
ku rostliny v reakci na mechanické pora-
néni, pfi némz hraje roli zména vnitfniho
tlaku v buiice, na ttok patogena z fiSe vird
i hub ¢i dokonce na ptisobeni nékterych
toxickych latek, jakymi mohou byt napf.
ionty hliniku.

Plazmodezmy tedy nepfedstavuji pou-
hy otvor v bunééné sténé, jsou to rafino-
vané stavéné, regulovatelné a znac¢né fle-
xibilni dtvary umoznujici rostling $iteni
zivotné dulezitych latek, zdravy vyvoj
i vhodnou reakci na ptisobeni vnéjsiho
prostiedi, ackoli jsou zaroveri i potencial-
nimi prachody pro $ifeni infekci. Toto ne-
bezpecdi se odrazi v rostlinnych protiopa-
tfenich ve formé malych molekul mRNA
schopnych umlcet virové RNA, ¢&i blesku-
rychlého uzavirani napadenych cest.
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