رشد یک ساختار ثابت و پایدار: هماهنگی رفتار سلولی و الگویابی در مریستم رأسی ساقه


گیاهان از نظر توانایی خود برای تولید اندامهای جدید پس از تشکیل رویان در طی کل چرخه زندگی خود شناخته می‌شوند. به خصوص، ایجاد همه اندامها در بالای سطح زمین تقریباً کاملاً به عملکرد مریستم رأسی ساقه بستگی  (SAM) دارد. SAM با حفظ گروهی از سلولهای همانند، و بطور همزمان تحریک تقسیم سلولی برای آغاز اندام زایی ، نقش دوگانه‌ای را ایفا می‌کند. هر دو فرایند مستلزم هماهنگی شدیدی بین هر یک از سلولها است که منجر به تشکیل الگوهای ملکولی و مورفولوژیکی قابل تکثیر  در SAM می‌شود. این الگوها با توجه به تغییرات زمانی-مکانی در سیگنالدهی هورمون‌های اکسین و سیتوکینین گیاه تا حد زیادی تشکیل شده و حفظ می‌شوند و منجر به تنظیم رونویسی مختص بافت می‌گردند. بعلاوه، تلفیق این مکانیسمها در مدلهای محاسباتی، تعاملات تنظیمی کلیدی شامل در عملکرد SAM را مشخص می‌کند.  
مقدمه
اورگانیسمهای چندسلولی با حضور الگوهای قابل تشخیصی توصیف می‌شوند که ساختار بدنه آنها را شکل می‌دهد. این الگوها از توزیع پیچیده سرنوشت سلولی به لحاظ مکانی و زمانی ایجاد می‌شوند. مریستم رأسی ساقه  (SAM) در گیاهان بلندتر، یک ساختار پویا با سلولهای مشابه در ساقه و اندامهای متمایز جدید در پیرامون آن می‌باشد ( بررسی شده در (1، 2)). احتمال وقوع دو فرایند در SAM وجود دارد: ائتلاف سلولهای ساقه  مداوما حفظ و تجدید می‌شود درحالیکه سرعت رشد و تقسیم در برخی از سلولها افزایش پیدا می‌کند و درنهایت متمایز شده و به بخشی از اندام متشکله جدید تبدیل می‌شود ( برگ‌ها و گلها). تعادل بین این دو فرایند، در طی عمر گیاه شدیداً کنترل می‌شود و به نظر می‌رسد که مکان و زمان پیدایش اندام جدید کاملاً تنظیم شود. این تنظیم ابتدا در ساختار SAM دیده می‌شود که به حوزه‌های عملکردی با رفتارهای سلولی متمایز (تقسیم و گسترش) و هویتهای سلولی متمایزی تفکیک می‌شود. در رَشادی گوش‌موشی یا آرابیدوپسیس تالیانا، ساختار گنبدی شکل SAM به حوزه‌های مرکزی، پیرامونی و مرزی تقسیم می‌شود. ناحیه مرکزی در نوک آن مشاهده می‌شود و شامل سلولهای ساقه متشابهی است. ناحیه پیرامونی که در طرفین قرار دارد، محل رشد پریموردیای اندام است. ناحیه مرزی، که در زیر ناحیه مرکزی و پیرامونی قرار گرفته، بافتهای داخلی ساقه را ایجاد می‌کند. به علاوه، SAM می‌تواند به لایه‌های سلولی جداگانه‌ای تقسیم شود. در مرکز SAM، دولایه بالایی (L1و L1؛ مجموعاً غشا نامیده می‌شوند) می‌توانند تنها در یک جهت تقسیم شوند (بطور طاقدیسی) تقسیم شوند، درحالیکه لایه‌های عمیقتر (L3 و لایه‌های بعدی؛ مجموعاً تنه نامیده می‌شوند) می‌توانند در هر جهتی تقسیم شوند. این ساختار تا حدی شبیه ساختار گیاهان بلندتری است که از نظر تعداد لایه‌های غشایی با هم فرق دارند. الگوهای ملکولی مرتبط با حوزه‌های عملکردی SAM با بیان خاص بافتی ژنهای تنظیم کننده مهم و همچنین سیگنالهای سیار مانند سیگنالهای موبایل مانند پروتئینها و هورمونها ایجاد می‌شوند که بین سلولها در حوزه‌های مختلف SAM حرکت می‌کنند. در این بررسی، ما یافته‌های اخیر در مورد مکانیسمهای کنترل کننده و هماهنگ کننده رفتار سلولی و تشکیل الگو را در مریستم رأسی ساقه خلاصه می‌کنیم.
موقعیت هندسی SAM: هماهنگی رشد و تقسیم سلولی
تشکیل الگو در SAM در سطح سلولی آغاز می‌شود. این سلولها در ناحیه مرکزی درجاییکه سلول‌های ساقه قرار دارند، آرام‌تر از سلولهایی که در ناحیه پیرامونی قرار دارند تقسیم می‌شوند (3، 4). سلول‌های موجود در ناحیه مرکزی SAM علی رغم تقسیم سلولی نامتقارن بطور مکرر، بطور کل دارای اندازه سلولی مشابهی هستند (5*، 6*). تعدادی از مطالعات اخیر اقدام به توضیح در مورد نحوه حفظ تعادل بین تقسیم سلولی و گسترش سلول کرده‌اند ( 5*، 6*، 7*). بخصوص، به نظر می‌رسد که تقسیمات سلولی با ترکیبی از عوامل از جمله دستیابی به اندازه بحرانی و اضافه کردن حجم سلولی بحرانی بجای یک رویداد تقسیمی انجام شوند (5*). علاوه براین، طول چرخه سلولی (6*) و سرعت رشد سلولی (5*،7) به اندازۀ متغیر سلول اولیه به دست آمده پس از تقسیم سلولی نامتقارن هندسی تنظیم می‌شود که نشاندهنده وجود یک مکانیسم جبران کننده است که حفظ ساختار مطلوب و یکپارچه را در مریستم میسر می‌سازد. در واقع، تغییرپذیری محلی سرعت رشد سلول در مریستم، نقش مهمی در تنظیم هندسی مریستم دارد (8) و بر اهمیت رفتار سلولی در ایجاد یک شکل خاص تاکید می‌کند. 
وقوع تقسیم سلولی متقارن و نامتقارن به لحاظ هندسی در پرسشهای SAM نه تنها یک بحث طولانی است که نحوه تعیین سلولها برای ایجاد دیواره سلولی جدید را نشان می‌دهد بلکه نشان می‌دهد که آیا در عملکرد SAM نیز ممکن است نقش داشته باشد یا نه. چندین نشریه اخیراً در مورد قوانین مربوط به موقعیت دیواره‌های سلولی جدید به بحث پرداخته‌اند (9، 10**). فرض بر این است که تقسیم سلولها در امتداد حداقل سطح صاف (11) با ارائه شواهدی، مورد چالش قرار گرفت که نشان می‌دهند سطوح تقسیم جدید در کنار حداکثر تنشهای مکانیکی در دیواره‌های سلولی ناشی از رشد محلی نامتجانس قرار می‌گیرند که می‌تواند با حداقل سطح صاف فرق داشته باشد (10**). 
چندین مورد از نشریات اخیر نیز بر اهمیت سیگنالهای مکانیکی در SAM تاکید می‌کنند. تقسیم SAM به نواحی مرکزی و پیرامونی در واقع با تفاوت در ویژگیهای مکانیکی مرتبط است: ناحیه مرکزی SAM با افزایش سفتی بافت در مقایسه با قسمتهای خارجی و پیرامونی  (12-14) یا اندامهای پریموردیا  (15،16) توصیف می‌شود. به نظر می‌رسد که این ویژگیهای مکانیکی به لحاظ ژنتیکی کنترل شوند (12) و از تفاوت در محتوای آکسین ناشی شوند (15). با این حال، چگونگی تاثیرگذاری توزیع زمانی-مکانی بر ویژگیهای مکانیکی بر رفتار سلولی و عملکرد SAM هنوز کاملاً مشخص نشده است. 
تنظیم ساختار SAM: کنترل هویت سلولی با شبکه ژنی
نواحی عملکردی SAM با بیان خاص ژنهای تنظیم کننده اصلی با CLV3 در ناحیه مرکزی (17)، WUS در مرکز سازماندهی (18) و KAN1 در حوزه مرزی (19*) در بین سایر حوزه‌ها مشخص می‌شوند. چندین مورد از نشریات اخیر تلاش کرده‌اند تا حفظ SAM را بر اساس الگوها و تعاملات بیان این ژنهای تنظیم کننده مدلسازی کنند (19*، 20**، 21، 22، 23**). شبیه سازیهای کامپیوتری تلاش کردند تا حداقل شبکه‌های تنظیم کننده مورد نیاز برای عملکرد SAM را تعریف کنند (شکل1). این مدلها همیشه شامل حلقه بازخورد خوبی از WUS-CLV3 هستند که به لحاظ دینامیکی اندازه جایگاه سلول بنیادی را حفظ می‌کند (24-27). سرکوب ژنهای متمایزکننده مانند KAN1 توسط WUS به تفکیک آنها کمک می‌کند (19*، 20**). علاوه براین، این مدلسازی بر اهمیت سیگنالدهی سیتوکنین در حفظ SAM تاکید دارد و نشان می‌دهد که تنظیم بیان WUS توسط سیتوکنین (28، 29) و فعالسازی سیگنالدهی سیتوکنین توسط WUS (30) برای موقعیت یابی سریع WUS در SAM ، ضروری است (20**، 21). اخیراً شبکه سیگنالدهی دیگری شناسایی شده که شامل حرکت فرضی پپتید CLE تولید شده در پریموردیای اندام  به سمت مرکز SAM است که در آن فعالیت‌های سلول‌های ساقه تنظیم می‌شود (23**) و بنابراین تنظیم بازخورد دیگری را از توسعه اندامها بر جایگاه سلول بنیادی فراهم می‌آورد و مکانیسمهای جالبی را برای تلفیق اندام زایی و حفظ سلول بنیادی ارائه می‌دهد. 
با این وجود، WUS  در مورد حفظ جایگاه سلول بنیادی، همچنان در معرض تحقیقات گسترده‌ای قرار دارد. نشان داده شده که WUS یک پروتئین متحرک است که از دامنه تأثیر WUS به لایه‌های L1 و L2 در  SAM حرکت می‌کند. اخیراً، وجود پلاسمودسمات به عنوان واسطۀ این حرکت تأیید شده است (31). دامنه‌های ساختاری مسئول برای توزیع فضایی و جایگیری زیرسلولی پروتئین WUS ، با نتایج نسبتاً متناقضی در دو مطالعه جداگانه مشخص شده‌اند (31، 32). به نظر می‌رسد که همودیمریزاسیون نقش مهمی در محدود کردن حرکت WUS (31، 32)، کنترل بیان CLV3 (33*) و تنظیم رشد SAM داشته باشد (31، 32). بطور جالبی، نشان داده شد که CLV3 در تراکم پایین فعال می‌شود و در تراکم بالا فرونشانی می‌شود و این دلیلی برای محدودیت بیان CLV3 تا سطوح بالاتر ناحیه مرکزی می‌باشد (33*). جالب اینجاست که عدم بیان WUS موجب کاهش ثبات پروتئین شده و منجر به تغییر شکل آن می‌شود (32) که این اطلاعات جدیدی را به تأثیر عدم بیان WUS بر اندازه SAM و سرعت تقسیم سلولی در حوزه پیرامونی که در قبل توضیح داده شده اضافه می‌کند (34، 35). این جزئیات ملکولی باید در مدلهای آینده مد نظر قرار گیرند، درحالیکه به طور قابل توجهی شناخت ما را از تنظیمات ملکولی افزایش می‌دهند. کنترل جایگاه سلولهای بنیادی بواسطۀ WUS شامل تنظیم چند ژن بطور مستقیم است (96*، 36) اما تنها تعاملات WUS-CLV3 بطور دقیق مشخص شده است (24-27و 33*). یکی از نشریات اخیر بر HEC که هدف مستقیم WUS است و بر فعالیت سلولهای بنیادی تأثیر دارد و بیان زیرمجموعه‌ای از ژنهای هدف WUS را به شیوه مخالف با WUS کنترل می‌کند، تمرکز کرده است (37). این امر نشاندهنده نیاز به گسترده سازی اهداف مختلف WUS است. 

شکل 1
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کنترل شبکه حداقل تعاملات ژنی در حفظ SAM. VLV3 (دایره قرمز) و WUS (دایره سبز) بیان یکدیگر را از طریق حرکت پروتئین WUS تنظیم می‌کنند (نقطه‌های سبز). بیان ژنهای افزایش دهنده تمایز سلولی مانند KAN1 (دایره قهوه‌ای) از طریق سرکوبی مستقیم توسط پروتئین WUS ، به محیط پیرامون SAM محدود می‌شود. WUS با سیگنالدهی سیتوکنین فعال می‌شود (دایره آبی روشن) و در عوض سیگنالدهی سیتوکنین را به تنهایی فعال می‌کند. CLV3 با سیگنال فرضی (X) به دست آمده از L1 فعال می‌شود. برگرفته از (19-21).

مدت‌ها اعتقاد بر این بود که ماژول تعامل WUS-CLV3 که بخوبی مورد مطالعه قرار گرفته، شکل و اندازه ناحیه مریستماتیک را در SAM کنترل می‌کند. شواهد جدید نشان می‌دهند که تقارنهای راسی-پایه ای و جانبی ناحیه مریستماتیک SAM، اساساً با مسیرهای مختلفی کنترل می‌شوند که در آن مسیرهای CLV3-WUS نقش بیشتری در ایجاد محور راسی-پایه ای دارند، درحالیکه عوامل رونویسی گروه HD-ZIPII و ERECTA اساساً بر محور مرکزی- محیطی تأثیر می‌گذارند (38-40). به نظر می‌رسد که عوامل رونویسی CLV3، HD-ZIPIII و ERECTAدر سه مسیر مختلف عمل می‌کنند که شکل و اندازه مریستم را تنظیم می‌کنند (39، 40). جالب اینجاست که عوامل رونویسی HD-ZIPIII مستقل از WUS برای حفظ گروه سلولهای بنیادی بکار می‌روند (38). 
اندازه و شکل SAM می‌تواند بسته به اکوتیپ (3، 20**، 41) یا شرایط محیطی متغیر باشد. نشان داده شده که گیاهان می‌توانند با هر یک از این تغییرات خود را وفق دهند و اندازه و شکل CLV3 و بیان WUS را بسته به افزایش اندازه مریستم و تغییر در شکل هندسی SAM، به طرز مثبتی درجه بندی کنند. این مطالعه، یک بازخورد محتمل از شکل هندسی را بر بیان ژن WUS و بنابراین اندازه جایگاه سلول بنیادی شناسایی می‌کند و به انطباق الگوهای سلولی با اندازه و شکل بافتهای گیاهی اشاره می‌کند. 
چند مورد از نشریات اخیر شروع به بررسی شبکه‌های تنظیم کننده ژن کرده‌اند که در سازگاری SAM با شرایط محیطی نقش دارند. بخصوص، جایگاه سلول بنیادی SAM در واکنش نسبت به نور و سیگنالهای متابولیک با دو مسیر مستقل تنظیم شد، که بیان WUS را با وجود کیناس TOR میسر ساخت (42**).  
تنظیم موقعیت مکانی و زمانبندی ایجاد اندامها: نقش سیگنالهای هورمونی
در اطراف SAM، پریموردیای جدید گل یا برگ در جاهای قابل پیش بینی و با فواصل زمانی منظم بین رویدادهای آغازین ایجاد می‌شوند. یک نظریه دیرینه فرض می‌کند که موقعیت یابی و زمان بندی اندامها در رأس ساقۀ درحال رشد، با حضور سیگنالهای بازدارنده در اطراف اندامهای رو به رشد پریموردیا  تعیین می‌شود، و این زمینه‌های بازدارنده از ایجاد پریموردیای جدید ممانعت می‌کند. درک فعلی از مکانیسمهای ملکولی در رابطه با ایجاد اندامها، نشان می‌دهد که این بازداری از تخلیه آکسین در نواحی اطراف انباشتگی آکسین محلی ناشی می‌شود که موجب ایجاد اندامهای پریموردیا  شده و یک الگو از طریق خودسازماندهی انتقال اکسین قطبی در نتیجۀ تنظیم بازخورد بین آکسین و حمل و نقل آن ایجاد می‌نماید (47-50).  جالب اینجاست که ایجاد حداکثر آکسین محلی تا حدودی مستلزم عامل واکنش آکسین MONOPTEROS است که انتقال آکسین را به سمت محل ایجاد اندمهای پریموردیا هدایت می‌کند (51). این امر نشان می‌دهد که MONOPTEROS برای بازخورد بین آکسین و انتقال آن مورد نیاز است. یافته‌های اخیر نشان می‌دهند که زمان بندی ایجاد اولیه نیز با نقش متقابل بین سیگنالدهی آکسین و سیتوکینین تنظیم می‌شود (52**) (شکل 2).  این مطالعه بر نقش پروتئین AHP6 تمرکز دارد که تولید توسط آکسین انجام شده و در پریموردیای اندام و گلهای در حال رشد افزایش پیدا می‌کند. سپس، پروتئین AHP6 تولید شده در پریموردیا می‌تواند به سلولهای مجاور برود و در آنجا به عنوان یک بازدارندۀ سیگنالدهی سیتوکینین عمل کند. حرکت AHP6 موجب تمایز فعالیت سیگنالدهی سیتوکینین بین محلهای ایجاد اندامهای متوالی می‌شود که ایجاد اندامهای بعدی را تسهیل می‌کند و بنابراین زمانبندی خوبی را برای ایجاد اندامها فراهم می‌آورد. 
علاوه بر آکسین و آکسیتوسین، ایجاد الگوهای دقیق اندام زایی در رأس شاخه می‌تواند مستلزم کاهش تجمع هورمون براسینستروئید (BR) در ناحیه مرزی بین مریستم و پریموردیای اندام باشد (53، 54). تخلیه BR در ناحیه مرزی با عامل رونویسی تنظیم کننده مختص دامنه LOB حاصل می‌شود که موجب تحریک بیان آنزیم BAS1 فعال کنندۀBR می‌شود (53) و در عین حال بیان عامل رونویسی BZR1 فعال کنندۀ براسینستروئید را خصوصاً در ناحیه مرزی کاهش می‌دهد (54).
شکل 2
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ایجاد پریموردیای اندام، توسط آکسین و سیتوکینین کنترل می‌شود. رشد پریموردیای اندام در همه مراحل (P1-P5 ) با سیگنالدهی بالای آکسین (آبی) در پریموردیا توصیف می‌شود. سیگنالدهی سیتوکینین (قرمز) بر پریموردیای جوان از همه بالاتر است (P1و P2) اما در پریموردیای بزرگ‌تر بسرعت کاهش پیدا می‌کند (P3-P5). سیگنالدهی آکسین و سیتوکینین ابتدا در محل ایجاد پریموردیای بعدی (I1) اما نه در محل I2 جاییکه ایجاد پریموردیا پس از I1 پیش بینی می‌شود، تغییر پیدا می‌کند (برگرفته از 52). 
تجزیه و تحلیل نقش AHP6 که در بالا مورد بحث قرار گرفت نیز موجب پی بردن به وجود اختلال در زمانبندی ایجاد اندامها که نقصهای خاص فیلوتاکتیکی را بوجود می‌آورد، شد. این امر موجب انجام تلاش دیگری برای مدلسازی شد که نوسانات تصادفی در درک موضعی سیگنالهای بازدارنده را یکپارچه ساخت (55**). این مدل می‌تواند توضیحی برای تفاوتهای مورد انتظار در الگوی ایجاد اندام باشد که گهگاهی در گونه‌های مختلف گیاه مشاهده می‌شود. 
الگوهای متمایز آکسین همچنان ایجاد اندامهای شاخه را پس از شروع این فرایند کنترل و تنظیم می‌کنند. بخصوص، ایجاد پریموردیای برگ برای ایجاد موفقیت آمیز قطبش برگها مستلزم ناحیه‌ای از آکسین پایین و موقت در سمت ساقه (قسمت بالایی) است (56). تخلیه آکسین در محل نزدیک به ساقه با ناقل جریان آکسین PIN1 حاصل می‌شود که آکسین را از محل نزدیک به ساقه در پریموردیای در حال رشد برگ به سمت مریستم می‌برد. بنابراین، مکانیسم‌های مشابهی که از مریستم تقلید می‌کنند، در ایجاد اندامهای متقارن نقش کلیدی دارند. 
ایجاد و تشکیل مریستم جانبی توسط پالسهای آکسین و سیتوکینین 
در بسیاری از گونه‌های بذرهای گیاهان، برگهای جدید در مریستم راسی ساقه در طی مرحله رشد رویشی تشکیل می‌شوند. در سمت بالایی ( نزدیک به ساقه) برگی که تازه ایجاد شده، یک مریستم جانبی (AM) می‌تواند بوجود آید. AM به عنوان جایگاه کوچکی برای سلول بنیادی عمل می‌کند و موجب ایجاد جوانه در طرفین می‌شود که می‌تواند در حالت کمون باقی بماند و در نهایت یک شاخه جانبی را بوجود آورد (57، 58).
به نظر می‌رسد که تشکیل مریستم جانبی به شدت تحت کنترل الگوهای سطح سیگنالدهی هورمون باشد که شباهت قابل توجهی با مکانیسمهای مربوط به تشکیل الگو در SAM مناسب دارد. این فرایند مستلزم تخلیه آکسین اولیه در محل آغاز AM در دمبرگ (59*، 60) دقیقاً پس از یک پالس از سیگنالدهی سیتوکینین است (59*). این تخلیه آکسین در دمبرگ بخوبی قبل از آغاز AM در مراحل اولیه تشکیل پریموردیای برگ به توجه به انتقال جهتدار آکسین قطبی بواسطه جایگزینی PIN1 حاصل می‌شود (59*، 60). 
اخیراً، نشان داده شد که مریستم جانبی تحت کنترل ژنهای کلیدی مشابهی در SAM اصلی قرار دارد. بخصوص، تنظیم کنندگان جایگاه سلول بنیادی شاخه، WUS و CLV3 ، به طرز پویایی یکی پس از دیگری در طی آغاز AM و ایجاد یک الگوی دو مرحله‌ای از بیان آن تحریک شدند (61). بطور جالبی، CLV3 ابتدا در دامنه مرکزی مختص WUS قبل از تغییر حالت بصورت لایه‌های مورد انتظار L1 و L2 در مراحل بعدی تشکیل AM تحریک شد (61). دو مورد از مطالعات اخیر نیز اهمیت STM ژن مختص سلول بنیادی متحرک را برای آغاز AM نشان می‌دهند (62* ، 63*). 
رشد و توسعه اندامها در SAM در ذرت، با انتقالهای پیچیده از مریستم خوشه نامشخص به مریستمهای جانبی مشخص توصیف می‌شود (64). یکی از مطالعات اخیر، در مورد مکانیسمهای سلولی و ماژولهای ژنی که تبادل بین انواع مختلف مریستم را با استفاده از یک رویکرد سیستماتیک تنظیم می‌کنند، توضیح می‌دهد (65**). طرح رونویسی مکانی-زمانی منجر به شناسایی خوشه‌های متمایز ژنی می‌شود که در ماژولها در طی حفظ و توسعه مریستم عمل می‌کنند. 
نتیجه گیری ها
توانایی قابل توجه گیاهان برای تولید مداوم اندامهای هوایی جدید، عمدتاً از فعالیتهای مریستم راسی ساقه ناشی می‌شود. تقارن اندامهای آینده، در طی توسعه اولیه در SAM تنظیم می‌شود و این فرایند توسط الگوهای ملکولی خاصی کنترل می‌شود. یک مکانیسم کلیدی وجود دارد که به نظر می‌رسد با سیگنالدهی هورمون بین نواحی مختلف SAM تناقض داشته باشد و منجر به ایجاد الگوهای بیان ژن مختص بافت شود. در عوض، ژن‌های تنظیم کننده که بطور متمایزی بیان می‌شوند موجب راه اندازی برنامه‌های مختص سلول شده و تعیین سرنوشت سلول را بهبود می‌بخشند. یک روند نوظهور قدرتمند در تحقیقات اخیر، این است که مجموعه مشابهی از سیگنالها و ژنها یک ماژول الگویابی را تعریف می‌کنند که در SAM، اندام‌های در حال رشد و ایجاد مریستمهای جدید مثل AM مورد استفاده قرار می‌گیرند. اینکه این ماژول چگونه مجدداً مورد استفاده قرار می‌گیرد و چطور پیوند بین ایجاد بافت و اندام را با فعالیت SAM میسر می‌سازد هنوز به خوبی توصیف نشده، اما مکانیسمهای کلیدی آن بطور واضحی مشخص شده‌اند.  
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