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WSTEP

Kilkanascie lat temu uptyneta setna rocznica odkiycia w roslinach substan-
cji, ktérych obecnos¢ warunkuje wzrost, polarnos¢ i reakcje roslin na bodziec
srodowiskowy. W roku 1880 Karol Darwin, znany dzi$ giownie z powodu
pionierskich prac nad teorig ewolucji, opublikowat dzieto The power ofmovement
in plants, w ktorym opisat doswiadczenia wykazujgce, ze usuniecie wierzchotka
wzrostu koleoptyla owsa powoduje zahamowanie wzrostu pozostatej czesci
koleoptyla i utrate zdolnosci do wyginania sie pod wptywem niesymetrycznego
(bocznego) oswietlenia. Kontynuowanie tego rodzaju doswiadczen przez kilka
pokolen nastepcéw Darwina, polgczone z ich wzbogaceniem o nowe techniki
i podejscia eksperymentalne, doprowadzito w latach 30-tych naszego stulecia do
wyodrebnienia i otrzymania w czystej postaci pierwszego hormonu roslinnego,
auksyny, a nastepnie — do ustalenia jego struktury chemicznej jako kwasu
indolilo-3-octowego.

Szybki rozwdéj nauk fizjologicznych i doskonalenie technik analitycznych
doprowadzity w ciggu nastepnego pétwiecza do poznania szeregu grup substan-
cji petnigcych podobnag role w roslinach. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje
tutaj wprowadzenie metod chromatograficznych i instrumentalnej analizy stru-
kturalnej. Wyniki tych badan pozwolity réwniez na wyréznienie sposrod sub-
stancji uczestniczacych w regulacji proceséw wzrostowych i rozwojowych roslin
(zwanych ogoélnie regulatorami wzrostu i rozwoju lub po prostu substancjami
wzrostowymi roslin) klasy hormondéw roslinnych. Substancje nalezace do tej
klasy, zwane réwniez fitohormonami, wyrézniaja sie (1) powszechnosciag wyste-
powania w organizmach roslin, (2) wystepowaniem i aktywnoscig biologicznag
w niestychanie niskich stezeniach oraz (3) czesto wystepujacym rozdziatem
miedzy miejscem produkcji substancji czynnej w roslinie i miejscem jej dziatania.

W latach 80-tych stan wiedzy o hormonach roslinnych przedstawiat sie
nastepujgco: poznano i uznano za hormony substancje nalezgce do pieciu grup
zwigzkow biologicznie czynnych, ktére wyliczamy w kolejnosci ich odkrywania
i uznawania za hormony. Sg to: auksyny (ktére gtéwnie uczestniczg w regulacji
wzrostu wydtuzeniowego komdrek, ruchoéw roslin, powstawaniu korzeni i doj-
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rzewania owocow), gibereliny (regulacja wzrostu, spoczynku, kietkowania na-
sion, kwitnienia i zawigzywania owocow), cytokininy (regulacja podziatéow ko-
moérkowych, réznicowania komoérek, spoczynku, transportu substancji organi-
cznych w roslinie, starzenia), kwas abscysynowy (regulacja wzrostu, kietkowa-
nia, morfogenezy, spoczynku, opadania lisci i owocow, starzenia). Najpdzniej
uznano za hormon etylen — prosty, gazowy zwigzek organiczny, ktorego aktyw-
nos$¢ biologiczna (regulacja wzrostu objetosciowego komoérek, dojrzewania owo-
céw, starzenia) i powszechne wystepowanie znane byly od dawna. W kazdej
z tych grup (za wyjatkiem etylenu) wystepuje przynajmniej kilka, spokrewnio-
nych strukturalnie, substancji czynnych. Rekordy bije pod tym wzgledem grupa
giberelin; znanych jest ponad 80 substancji nalezacych do tej grupy. Wydaje sie,
ze hormony biorg udziat w regulacji wszystkich etapéw rozwojowych rosliny od
kietkowania nasion, przez wzrost wegetatywny, réznicowanie i organogeneze,
indukcje i powstawanie kwiatu, embriogeneze, owocowanie, dojrzewanie do
starzenia i Smierci. Regulacyjng role hormonoéw wykazano nie tylko obserwujac
ich efekt na powstawanie i przebieg poszczegdlnych faz rozwojowych rosliny, ale
stwierdzono réwniez ich udziat w powstawaniu i rozwoju (dojrzewaniu) organelli
komérkowych, aktywacji enzymoéw, regulacji poziomu niektérych metabolitow,
a takze regulacji ekspresji szeregu gendéw. Totez jest uzasadniong opinia, ze
regulacja hormonalna zajmuje jedno z centralnych miejsc w catoksztatcie pro-
ceséw determinujacych rozwdj rosliny ijej reakcje (czesto przystosowawcze) na
bodzce pochodzace ze srodowiska. Opinia tajest zrodlem wzmozonego zaintere-
sowania w ostatnich latach problematyka zwigzana z hormonami roslinnymi.

Do konca lat 70-tych poznano w wielu szczegétach drogi biosyntezy wszy-
stkich hormonoéw, tacznie z wigkszoscia enzymoOw uczestniczacych w tych
drogach, a takze powigzania drog syntezy hormonéw z innymi szlakami meta-
bolicznymi. Podobnie, poznano drogi degradacji i inaktywacji wiekszosci hormo-
néw w komérce roslinne;j.

W tym samym czasie wykazano zaleznos¢ miedzy stezeniem hormonu, ajego
efektem biologicznym. W pewnym zakresie stezen zalezno$¢ tajest linearna lub
wyktadnicza. Poza tym zakresem, ale ciagle przy stezeniach fizjologicznych,
zaleznos¢ staje sie bardziej ztozona. Efekt przestaje byé proporcjonalny do
stezenia, a czesto wystepuje jego odwrécenie (np. hamowanie wzrostu przez
wysokie stezenia auksyny zamiast stymulacji obserwowanej przy nizszych ste-
zeniach). Ponadto, wielokrotnie wykazano, ze ten sam proces lub zjawisko
znajduje sie pod kontrolg wiecej niz jednego hormonu, przy czym poszczeg6lne
hormony moga wywolywac efekty przeciwstawne, addytywne lub synergistyczne.
Mowimy wiec o rownowadze hormonalnej uczestniczacej w regulacji poszczegél-
nych proceséw, lub o kompleksie hormonalnym. Z drugiej strony, ten sam
hormon zazwyczaj uczestniczy w regulacji wiecej niz jednego zjawiska lub
procesu zachodzacego w roslinie (efekt plejotropowy). Te obserwacje, jak réwniez
czesto wystepujaca zbieznos$¢ miejsc produkcji i dziatania hormonéw roslinnych
stanowig o0 zasadniczej réznicy miedzy nimi a hormonami zwierzecymi.

Na tym tle oczywistymi powinny sta¢ sie pytania, ktore stawia sobie wspot-
czesna nauka o hormonach roslinnych. Zasadnicze pytania, do odpowiedzi na
ktore zmierzajg badania prowadzone od kilkunastu lat, mozna sformutowac
nastepujaco:
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— Czy lista dotad poznanych hormonoéw jest kompletna?

— Czy aktualne stezenie hormonu w tkance jest jedynym parametrem

decydujgcym ojego efekcie regulacyjnym?

— Jak odbywa sie regulacja stezenia hormonu w miejscu jego dziatania?

— Na czym polega dziatanie hormonu? Jaki jest mechanizm tego dziatania?

Wyniki badan ostatnich lat nie przyniosty ostatecznej odpowiedzi na zadne
z tych pytan. Jednak w kazdym przypadku znacznie jg przyblizyty. Totez i my
sprobujemy przyblizy¢ te problematyke cierpliwemu Czytelnikowi w dalszej
czesci tego opracowania.

Oczywiscie, rownolegle do prac zmierzajacych do odpowiedzi na powyzsze
pytania, sg kontynuowane badania nad hormonalng regulacjg wzrostu, rozwoju
i réznicowania u roslin. Omawianie tych badan nie miesci sie w ramach
niniejszego opracowania. Wydaje sie jednak, ze na zasygnalizowanie zastuguje
postep w jednym z kierunkdéw tych badan. Prace nad udzialem hormonoéw
w morfogenezie roslin prowadzone w latach 70-tych (np. Zajaczkowski i wspo6t-
aut. 1984) uzyskaty nowy wymiar z chwilg stwierdzenia hormonalnej regulacji
orientacji mikrotubul kortykalnych, ktéra okres$la spos6b odktadania sie mikro-
fibryl celulozowych w scianie komérkowej. Z kolei orientacja mikrofibryl deter-
minuje kierunek wzrostu komoérek, a tym samym ksztatt rosliny. Stwierdzono
w ostatnich latach udziat nie tylko auksyn, ale takze giberelin, cytokinin
i etylenu, a ostatnio réwniez kwasu jasmonowego, w okreslaniu pozycji mikro-
tubul, ich stabilnosci i asocjacji z plazmolema (Shibaoka 1994), co inspiruje
dalsze badania (np. na poziomie molekularnym) w tym Kierunku.

POSZUKIWANIA NOWYCH HORMONOW

Jak juz wspomniano, rozwéj technik analitycznych umozliwiajacych identy-
fikacje, ustalenie struktury i oznaczanie ilosciowe sktadnikéw roslin wystepuja-
cych w stezeniach rzedu mikrograma na kilogram $wiezej masy, decyduje
0 postepie badan nad hormonami roslinnymi. Nie w tym opracowaniu jest
miejsce na omawianie wspotczesnych metod badawczych stosowanych w tych
badaniach. Niemniej wymieni¢ nalezy jako te, ktéorym dzisiejsza nauka o hor-
monach najwiecej zawdziecza, obok szeregu metod chromatograficznych (tgcznie
z HPLC — wysokorozdzielczg chromatografig cieczowg), takie metody jak spe-
ktrografia masowa sprzezona z chromatografig gazowag (GC-MS) ijej udoskona-
lenia (np. GC-MS/SIM — ilosciowe monitorowanie wybranego jonu), a takze
metody immunologiczne (Hedden 1993). Techniki te w znacznym stopniu wy-
party powszechnie stosowane poprzednio biologiczne metody identyfikacji i ilo-
sciowego oznaczania hormondw, ktore obecnie stanowig narzedzie pomocnicze
luzupetniajgce.

Rownolegle do kryteriow definiujacych pojecie hormonu roslinnego, wymie-
nionych na poczatku tego opracowania, przyjeto trzy ,kryteria metodyczne”
precyzujace rodzaje prob doswiadczalnych, ktéorym musi zosta¢ poddana sub-
stancja wykazujgca aktywnos$¢ biologiczng, wystepujgca powszechnie iw ,kata-
litycznych” stezeniach, aby mogta by¢ uznana za hormon. Dopiero wykazanie,
ze: (1) wystepuje zaleznos$¢ (korelacja) miedzy zmianami stezenia tej substanciji
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w roslinie i intensywnoscig badanego procesu fizjologicznego, (2) potraktowanie
(egzogennie) rosliny (lub jej fragmentu) ta substancjg inicjuje ten proces lub
modyfikuje jego przebieg, (3) wywotanie zmiany endogennego stezenia (w rosli-
nie) badanej substancji modyfikuje przebieg analizowanego procesu. Badanym
procesem moze byé, na przykiad, wzrost, liczba kietkujacych nasion lub poja-
wiajacych sie pgkow, ale takze zmiana aktywnosci enzymu lub poziomu meta-
bolitu. Modyfikacji endogennego stezenia kandydata do pozycji hormonu (kry-
terium metodyczne 3) mozna dokonaé¢ na przyktad stosujgc inhibitory syntezy,
transportu lub degradacji tej substancji. W ostatnich tatach coraz szersze
zastosowanie w tym celu znajduja rosliny, pozbawione zdolnosci syntezy bada-
nego zwigzku lub o zmodyfikowanej wrazliwosci na te substancje. Rosliny takie
otrzymuje sie badz w wyniku mutacji i selekcji odpowiednich mutantéw, badz
na drodze inzynierii genetycznej wprowadzajgc lub eliminujac w roslinach
transgenicznych geny odpowiedzialne za synteze lub degradacje kandydatéw na
hormony, synteze biatek wigzgacych potencjalne hormony lub biatek uczestni-
czacych w ich transporcie.

KWAS JASMONOWY

Wydaje sie, ze sposrod licznych substancji czynnych biologicznie, opisywa-
nych w ostatnich latach, w najwiekszym stopniu omawiane kryteria (zaréwno te
stanowigce definicje hormonu ro$linnego, jak i kryteria metodyczne) speinia
kwas jasmonowy. Zwigzek ten wyodrebniono po raz pierwszy jako skiadnik
olejku aromatycznego kwiatéw jasminu w poczatkach lat 60-tych (Demole
i wspotaut. 1962), zidentyfikowano nastepnie jako aktywng substancje wydzie-
lang do podtoza w kulturach grzyba Lasiodiplodia theobromae, odpowiedzialng
za hamowanie wzrostu roslin (Aldridge i wspétaut. 1971). W latach 80-tych
stwierdzono wystepowanie kwasu jasmonowego praktycznie we wszystkich
badanych roslinach, opracowano specyficzne metody analityczne oraz poznano
wiekszos¢ funkcji fizjologicznych tej substancji (Sembdner i Parthier 1993,
Koda 1992).

Kwas jasmonowy jest prostym, dwunastoweglowym zwigzkiem, pochodnag
cyklopentanonu. Jego biosynteza jest zwigzana z przemianami nienasyconych
kwaséw ttuszczowych i jej przebieg poznany zostat w wielu szczegétach (Vick
i Zimmerman 1984). Réwnolegle do kwasu jasmonowego w roslinach wystepuje
jego ester metylowy — substancja lotna o podobnej do wolnego kwasu aktywno-
Sci biologicznej. Do tej samej grupy hormondéw, zwanej jasmonidami, nalezy
kwas kukurbitowy, zwigzek zblizony strukturalnie i wykazujgcy podobng do
kwasu jasmonowego aktywnos$é, a takze jego ester metylowy i szereg stereoizo-
merdéw obu kwasow o zadnej lub nieznacznej aktywnosci biologicznej.

Kwas jasmonowy i/lub jego ester metylowy wykazujg efekt biologiczny
podobny do kwasu abscysynowego. Tytutem przyktadu wymieni¢ mozna hamo-
wanie wzrostu wydtuzeniowego nadziemnych czesci roslin, hamowanie wzrostu
kalusa, stymulacje starzenia (hamowanie oddychania i stymulacja proteolizy),
hamowanie fotosyntezy i aktywnosci niektorych enzymow chloroplastowych,
a takze stymulacje opadania lisci. Z drugiej strony, obserwowano specyficzne
dla jasmonidow efekty, takie jak indukcje syntezy specyficznych biatek (np.
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W ilen iwspétaut. 1991), czy udziatw regulacji tubeiyzacji (KODAi Kikuta 1991).
Ponadto stwierdzono antagonistyczne w stosunku do kwasu abscysynowego
dziatanie kwasu jasmonowego na kietkowanie spoczynkowych nasion i na
aktywnos¢ i biosynteze niektérych enzyméw (np. Ranjan i Lewak 1995).

HORMON PRZYRANNY

Badania nad hormonem powstajgcym w wyniku mechanicznych uszkodzen
tkanki roslinnej nie sg wtasciwie poszukiwaniem nowego hormonu, ale weryfi-
kacja dawnych danych z uzyciem nowoczesnych narzedzi badawczych. Juz
w 1921 roku Haberlandt opisat hormon przyranny (traumatyna, kwas trauma-
tynowy), a nastepnie struktura traumatyny zostata ustalonajako kwas trans-2-
dodecenedionowy (English i wspétaut. 1939). Kwas traumatynowy nie spetniat
wszystkich kryteriéw stawianych hormonom roslinnym; nie wykrywano go we
wszystkich zranionych tkankach i nie we wszystkich badanych roslinach poda-
nie traumatyny wywotywato charakterystyczng reakcje (wzmozenie podziatéow
komérkowych, stymulacja opadania lisci). Reakcja ta byta znacznie wyrazniejsza
po podaniu nieoczyszczonego ekstraktu ze zranionych owocow.

Wyniki badan prowadzonych przez ZIMMERMANa (Np. Zimmerman i Coudron
1979) wykazaty, ze traumatyna Haberlandtajest produktem nieenzymatycznego
utlenienia wtasciwego hormonu przyrannego — kwasu 12-okso-trans-10-dode-
cenowego. Stwierdzono, ze zwigzek ten powstaje z kwasu linoienowego (produktu
hydrolizy lipidow roslinnych), ze w starszych tkankach wystepuje w nieaktywnej
postaci zestryfrkowanej oraz, ze wystepuje ijest aktywny we wszystkich bada-
nych roélinach. Pomimo niewielu, jak dotad, prac nad ,nowym” hormonem
przyrannym wydaje sig, ze jest on powaznym kandydatem do rodziny hormondw
roslinnych. Pozostaje pytanie, czy przejmie on nazwe ,kwas traumatynowy”, czy
tez nazwa ta pozostanie przy ,starym” zwigzku Haberlandta.

TRIAKONTANOL

Ten jednowodorotlenowy alkohol alifatyczny, o diugim (trzydziestoweglo-
wym), nierozkrzewionym tannicuchu wystepuje powszechnie w niewielkich ilo-
Sciach jako sktadnik woskoéw rosdlinnych. Triakontanol wykryto i zidentyfikowa-
no po raz pierwszy w lisciach lucerny w roku 1933 (Chibnal i wspo6taut. 1933),
a badania nad jego aktywnoscia jako regulatora wzrostu rozpoczeto w koricu lat
70-tych (Ries i wspotaut. 1977). Najlepiej poznanym efektem dziatania triakon-
tanolu, ktory wykazuje aktywnos$¢ w stezeniach rzedu 1CT8 M, jest stymulacja
wzrostu i zwiekszanie suchej masy roslin (np. Ries iWert 1977). Stad tez znalazt
on szerokie zastosowanie w przypadku niektérych upraw w USA a takze w Chi-
nach (Ries 1984). Tym niemniej, jest znane jego dziatanie regulacyjne w takich
procesach, jak synteza chlorofilu, fotosynteza i fotooddychanie (Haugstad
i wspétaut. 1983) i kietkowanie nasion (np. Lewak i Skowroriska 1982).

Z pewnoscig jest zbyt wczesnie, aby uznac triakontanol za hormon roslinny.
Autor niniejszego opracowania nie spotkat sie z doniesieniami dotyczacymi
poziomu endogennego triakontanolu (wewngtrzkomérkowego a nie zawartego
w woskach kutykuli), a tym bardziej dotyczacymi korelacji zmian tego poziomu
ze zmianami badanych procesow fizjologicznych. Brak takich danych nie pozwa-
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la nawykluczenie mozliwosci, ze obserwowane efekty sa skutkiem niefizjologicz-
nego dziatania triakontanoiu. Z drugiej strony, dane dotyczgce mechanizmow
dziatania tej substancji, jak na przyktad doniesienia o aktywacji przez triakon-
tanot btonowej ATP-azy (Lesniak i wspoétaut. 1989), lub o powstawaniu po
podaniu triakontanoiu specyficznego elicitora (Ries iwspotaut. 1990, Ries 1991),
przemawiajg za udziatem endogennego triakontanoiu w regulacji wzrostu roslin.

CYJANOWODOR

Wystepowanie w roslinach wolnego cyjanowodoru, gazowego, niskoczastecz-
kowego zwigzku nieorganicznego, a takze substancji rozktadajacych sie w rosli-
nie z wydzieleniem wolnego cyjanowodoru (zwigzki cyjanogenne), jest znane od
niemal 200 lat (pierwsze doniesienie na ten temat — Schrader 1803). Zaintere-
sowanie tymi substancjami byto zwigzane gtéwnie z silnie toksycznym dziata-
niem cyjanowodoru na organiznmy zwierzece; HCN jest inhibitorem wielu
metaloenzymow, w tym kluczowego enzymu oddechowego — oksydazy cytochro-
mowej. Odkrycie tak zwanej niewrazliwej na cyjanki drogi oddechowej (oddycha-
nie alternatywne), funkcjonujacej u roslin w wielu sytuacjach fizjologicznych,
oraz stwierdzenie stymulacji przez cyjanowodér takich procesow, jak kietkowa-
nie nasion czy redukcja azotanow (Dziewanowska 1983 a, b) zwro6cito uwage na
cyjanowodor jako substancje regulujaca procesy fizjologiczne u roslin. Po-
wszechnos¢ wystepowania tej substancji w roslinach (aczkolwiek czesto w ste-
zeniach na granicy wykrywalnosci) oraz fakt, ze HCN jest aktywny w stezeniach
rzedu ICf6M stwarzajg podstawy, aby uwazaé go za kandydata na nowy hormon
roslinny.

Cyjanowoddr powstaje w roslinach nie tylko w wyniku hydrolizy cyjanoge-
noéw. Powstaje on na przykiad z glioksalanu i hydroksyloaminy, metabolitéw
odpowiednio fotooddychania i szlaku redukcji azotanéw. Ponadto, powstanie
czasteczki HCN towarzyszy ostatnim etapom syntezy etylenu, uznanego hormo-
nu roslinnego. Poznano enzymy katalizujace te reakcje, jak réwniez poznano
w szczeg6tach drogi asymilacji cyjanowodoru, to znaczy drogi inaktywacji sub-
stancji czynnej jako trucizna albo jako endogenny regulator. Ciekawym jest, ze
enzymy szlaku asymilacji cyjanowodoru wykryto we wszystkich badanych orga-
nizmach z organizmem cztowieka wigcznie. Niestety, ich efektywnos¢ w wiekszo-
§ci organizmow jest niewystarczajgca aby uchroni¢ nas przed toksycznym
dziataniem HCN. Natomiast u roslin, zwtaszcza cyjanogennych (zawierajgacych
natywne cyjanogeny) zdolno$¢ do asymilacji cyjanowodoru jest wystarczajaca,
aby utrzymac jego stezenie na nietoksycznym, regulacyjnym poziomie.

Dlaczego wiec cyjanowodor nie zostat dotad uznany za hormon roslinny?
Podstawowag przyczynajest ograniczona liczba danych dotyczgcych jego funkcji
fizjologicznej. Poza regulacjg oddychania i asymilacji (redukcji) azotanéw wszy-
stkie doniesienia dotyczg regulacji kietkowania nasion i proceséw z tym zwigza-
nych. Wykazano obecno$¢ cyjanowodoru we wszystkich badanych nasionach,
jak réwniez stymulujacy wptyw HCN na kietkowanie (np. Esashi i wspétaut.
1991). Stwierdzono réwniez korelacje miedzy poziomem endogennego HCN
a zdolnoscig nasion do kietkowania (Dziewanowska i wspotaut. 1983, Bogatek
i wspétaut. 1991) oraz udziat cyjanowodoru w regulacji aktywnosci enzymow
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katabolizmu cukrowcéw w kietkujgcych nasionach (np. Bogatek i Lewak 1991).
Natomiast brak jest podobnych danych dotyczacych, na przykiad, regulacji
wzrostu, kwitnienia, dojrzewania.

Inng prawdopodobng przyczyng nieuznawania cyjanowodoru za hormon
roslinny jest bariera psychologiczna, podobna do tej, jaka przez wiele lat nie
pozwalata uzna¢ za hormon etylenu. W odréznieniu od wszystkich innych
hormonow (zawyjatkiem etylenu) cyjanowodoér nie jest substancjg statg i nie jest,
zwiazkiem o wystarczajaco ztozonej budowie, aby wykazywac¢ specyficznoscé
strukturalng. Ponadto jest on znang, grozng trucizng. Nie jest tatwo zaakcepto-
wac obcego w dobranym gronie.

FENOLOAMIDY

Jakjuz wspominano wczes$niej, hormony roslinne stanowig grupe substancji
wzrostowych, spetniajgcych pewne umowne kryteria. Do roslinnych regulato-
row, ktére sg aktywne (i wystepuja) w znacznie wyzszych stezeniach niz to
przyjeto dla hormonoéw, nalezg poliaminy (aminy biogenne). Najpowszechniej
wystepujacymi przedstawicielami tej grupy sa putrescyna (diamina), spermidy-
na (triamina) i spermina (tetraamina). Ich stezenie w roslinie dochodzi do 1 mM.
Spektrum aktywnosci fizjologicznej poliamin w roslinach w znacznym stopniu
pokrywa sie z zakresem dziatania hormonoéw. Obserwacje wskazujgce, ze ich
poziom znacznie sie zmienia pod wptywem takich czynnikéw Srodowiskowych,
jak Swiatto, temperatura i czynniki stresowe wywotaly znaczne zainteresowanie
tymi substancjami w latach 80-tych. Niemniej, pomimo tendencji aby traktowac
je podobnie jak ,klasyczne” hormony roslinne (Galston i Sawhney 1990) wydaje
sie, ze nie ma do tego wystarczajgcych podstaw.

Do podobnej grupy regulatorow naleza fenole roslinne. Substancje te chara-
kteryzujg sie olbrzymim zréznicowaniem strukturalnym i peinig bardzo rézne
role w roslinach (od roli regulacyjnej do strukturalnej). Ich stezenia znacznie
przekraczaja zakres przyjety dla hormondw co, tgcznie z ograniczonym (niekiedy
do jednego gatunku) rozpowszechnieniem w roslinach fenoli wykazujgcych
dziatanie regulacyjne, zdecydowanie nie pozwala ich traktowa¢ jako hormonoéw
roslinnych (np. Kefeli i Dashek 1984).

Na tym tle na specjalng uwage zastuguja fenoloamidy, substancje zawiera-
jace elementy strukturalne zaréwno amin biogennych, jak i fenoli i powstajace
z tych zwigzkéw. Fenoloamidy wystepuja powszechnie w roslinach w stezeniach
nanomolarnych (podobnie jak hormony) i zmiany ich zawartosci sg skorelowane
z takimi zjawiskami, jak odpowiedz na infekcje wirusowe, powstawanie i rozwoj
kwiatéw, okreslanie pici i tuberyzacja (np. Martin-Tanguy 1985). Zr6znicowanie
strukturalne poznanych dotad fenoloamidow jest bardzo duze. Jest ono wyni-
kiem zrdéznicowania struktury fenoli oraz faktu, ze obok ,typowych” poliamin
moga wchodzi¢ w ich sktad aminy — produkty dekarboksyiacji aminokwasow,
jak na przykiad tyramina (Negrel i Martin 1984). To zréznicowanie strukturalne
odréznia fenoloamidy od hormonéw roslinnych; nawet w najliczniejszej grupie
giberelin wszyscy przedstawiciele charakteryzujg sie tym samym szkieletem
weglowym. Przeciwko uznaniu juz teraz fenoloamidéw za hormony przemawia
jednak przede wszystkim brak danych dotyczacych efektéow biologicznych feno-
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loamidow egzogennych oraz brak doswiadczen polegajgcych na modyfikacji ich
endogennego poziomu.

SUBSTANCJE UCZESTNICZACE W REAKCJACH ODPORNOSCIOWYCH ROSLIN

Infekcja roslin przez patogeny aktywuje mechanizmy obronne prowadzace
do powstania réznego typu odpornosci. W powstawaniu odpornosci biorg udziat
mniej, lub bardziej specyficzne substancje chemiczne (elicytory). Wydaje sie, ze
przynajmniej niektore fenoloamidy moga petni¢ te role. W ostatnich latach
stwierdzano wielokrotnie wzrost poziomu kwasu salicylowego (zwigzek fenolowy)
i polipeptydu systeminy skorelowany z powstawaniem tak zwanej odpornosci
systemicznej roslin. Traktowanie kwasem salicylowym roslin nie porazonych
patogenem powodowato indukcje syntezy specyficznych biatek powstajacych
w wyniku infekcji i zwiekszato odpornos$¢ tych roslin. Pomimo niskich stezen
aktywnych tych substancji i powszechnego ich wystepowaniaw zainfekowanych
roslinach, nie wydaje sie, aby mozna je byto traktowaé¢ jako kandydatéw na
hormony roslinne. Co prawda wykazano wptyw egzogennego kwasu salicylowego
na indukcje kwitnienia i op6znianie starzenia niektérych kwiatéw (réze), hamo-
wanie kietkowania nasion niektérych gatunkéw, indukcje alternatywnej (cyja-
noodpornej) drogi oddechowej i ograniczanie transpiracji. Niemniej, oznaczenia
zmian poziomu endogennego kwasu salicylowego nie wydaja sie potwierdzac
udziatu tego zwigzku w regulacji tych procesow. Przekonywajgco udowodnione
spektrum dziatania kwasu salicylowego jest ograniczone do jednego rodzaju
reakcji rosliny — idukcji systemicznej odpornosci na patogeny (Raskin 1992).
Wyniki doswiadczen z roslinami transgenicznymi pozbawionymi zdolnosci gro-
madzenia tego zwigzku (Vernooij i wspotaut. 1994) przemawiaja przeciw uzna-
niu kwasu salicylowego za hormon roslinny i zdaja sie wskazywac na jego role
w tancuchu transdukcji sygnatu na terenie komorki.

HORMONY ZWIERZECE | ICH ANALOGI

Pomimo stwierdzania wielu istotnych réznic miedzy natura, budowag chemi-
czng i sposobem dziatania hormonéw roslinnych i zwierzecych, nauka o hormo-
nach roslinnych od lat idzie tropem szybciej rozwijacej sie (znacznie lepiej
finansowanej) nauki o hormonach zwierzecych (endokrynologii). Jednym z prze-
jawow tej tendencji sg poszukiwania w roslinach substancji o budowie podobnej
lub identycznej do znanych hormonéw zwierzecych i badanie funkcji tych
zwigzkoéw w organizmie roslinnym. Wykryto w roslinach hormony steroidowe,
prostaglandyny (Saniewski 1989) i acetylocholine (Tretyn i wspotaut. 1988) oraz
stwierdzono zdolno$¢ tych substancji do udziatu w regulacji niektérych proce-
sow fizjologicznych, takich jak na przykiad wzrost i rozwoj generatywny, a takze
w odpowiedzi roslin na bodzce srodowiskowe. Stosunkowo wiele uwagi poswieca
sie steroidom wystepujacym u krzyzowych — brassinosterolom, wsréd ktérych
wystepuja zwiazki aktywne w nanomolarnych stezeniach uczestniczgce w regu-
lacji wzrostu i reakcjach tropicznych roslin (np. Sasse 1985). W Swietle dotych-
czasowych danych nie wydaje sig, aby substancje te speinialy podstawowe
kryterium przyjete dla hormonéw roslinnych, to znaczy powszechnos¢ wystepo-
wania. Obszerny artykut przegladowy na ten temat ukazat sie niedawno na
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tamach Kosmosu (Czerpak 1993) i tam zainteresowany Czytelnik moze znalez¢
wiele informacji szczeg6towych.

CO DECYDUJE O STEZENIU HORMONU W KOMORCE ROSLINNEJ?

Jak juz wspomniano, wielokrotnie stwierdzano zalezno$¢ miedzy stezeniem
hormonu, ktérym traktowano rosline, a wielkoscig odpowiedzi fizjologicznej.
Podobnie, wielokrotnie wykazywano korelacje miedzy stezeniem hormonu
w tkance i intensywnoscig procesu regulowanego przez ten hormon. Niemniej,
zarowno mozliwosci techniczne traktowania hormonami pojedynczych komérek
w tkance, jak i okreslania stezenia hormonu w konkretnych komérkach, czy
grupach komodrek, sg ograniczone. Stad niewielka znajomos$¢ tego, jak wyglada
regulacja hormonalna na poziomie komorki. Badania prowadzone na kulturach
komoérkowych (np. Bouzayen i wspétaut. 1990) lub na protoplastach izolowa-
nych z tkanek wykazujacych charakterystyczng odpowiedz na konkretny hor-
mon (np. komoérki warstwy aleuronowej zb6z odpowiadajace na gibereline indu-
kcja syntezy a-amylazy, Jacobsen i Knox 1973) dostarczajg danych wycinko -
wych. Podobnie, stosowanie przeciwciat do oznaczania dystrybucji hormonu
w tkance (a nawet na terenie komarki) dostarcza danych obarczonych bitedem
metodycznym; przeciwciata najczesciej nie rozrézniajg wolnych hormonoéw od
zwigzanych, nieaktywnych ich form. Utrudnia to, jesli nie uniemozliwia, inter-
pretacje takich danych. Stad tez nieliczne dane dotyczace poziomu hormonéw
w komérkach roslinnych nalezy traktowac jako dane wstepne lub przyblizone.

Jest rzeczag oczywista, ze o aktualnym poziomie hormonu w tkance (a takze
w komorce) decyduje w znacznym stopniu rownowaga miedzy intensywnoscia
jego syntezy i degradacji. Innym, réwnolegle dzialajagcym mechanizmem jest
odwracalna inaktywacja hormonow; powstawanie nieczynnych potgczern hormo-
néw z cukrami, aminokwasami i peptydami oraz z innymi zwigzkami niskocza-
steczkowymi. Powstajgce potaczenia, tak zwane koniugaty hormonéw, stanowig
rezerwowg pule nieaktywnego zwigzku, z ktérego czynny hormon moze by¢
uwolniony niewielkim kosztem metabolicznym. Réwnowaga miedzy powstawa-
niem koniugatéw i ich rozpadem (najczesciej hydrolitycznym) jest drugim ze
sposobéw ustalania poziomu hormonu w komoérce. Wreszcie trzecim sposobem
— jest rbwnowaga miedzy intensywnoscia doptywu hormonu do komérki (tkan-
ki) z innych tkanek i szybkoscig jego odptywu do innych obszaréw rosliny
(rbwnowaga transportu).

Aczkolwiek procesy syntezy i degradacji hormondéw poznano w znacznym
stopniu w ubiegtych latach, ich regulacja pozostaje ciggle przedmiotem licznych
dociekan. W znacznie mniejszym stopniu poznano dotgd enzymy uczestniczace
w powstawaniu koniugatéw, a na przykiad proby wykrycia specyficznych gluko-
zydaz hydrolizujgcych glikozydy i/lub estiy glikozylowe giberelin nie zostaty
uwiernnczone powodzeniem (Np. Schliemann 1986). Wydaje sie, ze dominujgcymi
trendami badan nad regulacjg poziomu hormonéw w ros$linie, prowadzonych
w ostatnich latach, sa: (1) $ledzenie mechanizméw powodujacych zmiany pozio-
mu hormondéw w wyniku dziatania czynnikéw srodowiska takich jak Swiatto,
stosunki wodne, zmiany temperatury, infekcje patogenéw i inne warunki stre-
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sowe, oraz (2) badanie regulacji biosyntezy i degradacji hormonoéw przez inne
hormony. Udzial hormonéw w reakcji roslin na stresowe czynniki Srodowiska
jest przedmiotem innego, interesujgcego opracowania w tym zeszycie Kosmosu
(Kacperska 1995). Regulacja biosyntezy etylenu przez auksyne nalezy do najle-
piej poznanych przykiadéw oddziatywania jednego hormonu na powstawanie
innego (np. Kende 1093), niemniej mechanizm wielu z obserwowanych (i wczes-
niej wspomnianych) nieaddytywnych (synergistycznych) efektow kilku hormo-
néw podanych tacznie jest interpretowanyjako wynik regulacji poziomu jednego
hormonu przez inny (np. Dermastia i wspotaut. 1994).

Hormony przemieszczajg sie w roslinie zarowno w ksylemie, jak i we floemie.
Z drég tych korzystajg zapewne w znacznie mniejszym stopniu etylen i ester
metylowy kwasu jasmonowego (oraz cyjanowodor), ktore jako substancje gazowe
i niepolarne przemieszczaja sie na drodze dyfuzji przez btony komoérkowe. Jedng
z osobliwosci przemieszczania sie hormondw w roslinie jest tak zwany transport
polarny, ktéry wykazano w sposéb nie budzacy watpliwosci jedynie w przypadku
auksyn. Transport ten zachodzi w sposob ukierunkowany bazypetalnie (w kie-
runku fizjologicznej podstawy rosliny), jest niezalezny od przemieszczania sig
hormonu w naczyniach i wymaga naktadu energii metabolicznej. Transport
polarny odgrywa zasadniczg role w determinacji polarnosci organizmu i jego
skoordynowanego, harmonijnego rozwoju. Jego mechanizm polega na niesyme-
trycznym wystepowaniu na btonie komdérkowej biatek nosnikowych, umozliwia-
jacych przenoszenie zjonizowanej auksyny z cytoplazmy do apoplastu (Hertel
1983). Wyizolowano biatka wigzace auksyne, wykazano, ze ich zdolnos¢ do
wigzania hormonu jest blokowana przez specyficzne inhibitory polarnego trans-
portu auksyny, poznano stukture tych biatek, a takze zlokalizowano je (stosujac
przeciwciata monoklonalne) w bazalnej czesci komérek (Jacobs i Short 1986).
Ta ostatnia obserwacja stanowi potwierdzenie udziatu tych biatek w polarnym
transporcie auksyny.

O kierunku translokacji decyduje miejsce produkcji hormonu, a w jeszcze
wiekszym stopniu lokalizacja i wtasciwosci komérek (tkanek) docelowych, w kto-
rych hormony wykonujg swoje zadanie. Gdy intensywnos$¢ degradacji, koniuga-
cji i eksportu hormonu z komorki jest niewielka nastepuje wzrost jego stezenia
(gromadzenie sie hormonu). Méwimy wtedy o ,sekwestracji” hormonu w komor-
ce. Gdy komodrka taka jest zdolna do fizjologicznej odpowiedzi na zwiekszone
stezenie hormonu — moéwimy o komoérce ,kompetentnej”. Wspomniano juz
wczesniej, ze ten sam hormon moze wywotywac rézne odpowiedzi zaleznie od
tkanki, w ktorej dziata i zaleznie od sytuacji fizjologicznej. Stan fizjologiczny
komorki wyrazajacy sie zdolnoscia do konkretnej odpowiedzi na dany hormon
nazywamy ,kompetencja” tej komoérki. Zdolnos$¢ do sekwestracji hormonu w ko-
morkach o wysokiej kompetencji w stosunku do tego hormonu jest warunkiem
petnienia przez te komaérke roli ,komérki docelowej” (ang. target cell), to znaczy
komoérki odpowiadajgcej w sposob specyficzny na sygnat hormonalny. Jak dotad
poznano i scharakteryzowano niewiele takich komérek docelowych w roslinach.
Do zbadanych najbardziej szczegétowo naleza: komorki warstwy aleuronowej
ziarniakow zb6z syntetyzujace a-amylaze w odpowiedzi na gibereline (np. Jacob-
sen i Knox 1973), komorki strefy odcinajgcej lisci, produkujace celulaze pod
wplywem etylenu (Del Campillo i wspoétaut. 1990) i komorki szparkowe reagu-
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jace na kwas abscysynowy (MacRobie 1991). Wykazanie obecnosci kompeten-
tnych komorek docelowych stanowi odpowiedZ najedno z pytan postawionych
we wstepie do niniejszego opracowania; aktualne stezenie hormonu nie jest
jedynym parametrem decydujgcym o jego efekcie. Innym, réwnie waznym para-
metrem, jest kompetencja komdrek. Problemy zaréwno teoretyczne, jak i meto-
dyczne, zwigzane z mechanizmami powstawania kompetencji komoérek ze zmia-
nami kompetencji w trakcie rozwoju rosliny i ich znaczeniem biologicznym
zajmuja ciagle wazne miejsce we wspétczesnych badaniach nad hormonami (np.
Trewavas 1991, Bradford i Trewavas 1994).

RECEPTORY HORMONOW

Kompetentne, docelowe komorki roslinne musza by¢ zdolne do odrézniania
czgsteczki hormonu od setek tysiecy docierajgcych do nich innych zwigzkow
chemicznych. Rozpoznawanie naturalnych hormonéw musi by¢ na tyle precy-
zyjne, aby odroznic je od syntetycznych analogéw o nieznacznie zmodyfikowanej
strukturze, a takze od nieaktywnych, zwigzanych form hormonéw (koniugatéw).
Do tak precyzyjnego molekularnego rozpoznawania substancji niskoczgsteczko-
wych sg zdolne biatka i stad koncepcja biatkowych receptoréw hormonoéw
roslinnych. Zgodnie z ta koncepcjg, hormon docierajgcy do kompetentnej ko-
moérki natrafia na jej powierzchni na specyficzne biatko, z ktéiym wigze sie
w kompleks za pomoca odwracalnego wigzania niekowalencyjnego. Biatko re-
ceptorowe nabywa aktywnos¢ biologiczng w wyniku zwigzania sie z hormonem,
to znaczy inicjuje ciag zdarzen prowadzacy do odpowiedzi fizjologicznej.

Koncepcja receptoréw hormonéw w sposéb oczywisty wyjasnia réznice we
wrazliwosci réznych tkanek na hormon i zmiany wrazliwosci tej tkanki w czasie
ontogenezy; komorki tych tkanek zawierajg rozne ilosci biatka receptorowego.
Koncepcja ta ttumaczy takze kompetencje komorek; zalezy ona od zdolnosci do
sekwestracji hormonu iod ilosci specyficznego receptora. Zaktadajac, ze ten sam
hormon moze tworzy¢ aktywne kompleksy z réznymi receptorami i w ten sposéb
inicjowac cigg zdarzenn prowadzacych do réznych odpowiedzi, wyjasnia plejotro-
pizm dziatania hormondéw roslinnych. Wreszcie mozna przyja¢, ze jedna czaste-
czka biatka receptorowego posiada dwa (lub wiecej) miejsca aktywne, zdolne do
wigzania r6znych hormonéw, podobniejak ma to miejsce w przypadku enzymow
allosterycznych. Ttumaczytoby to czesto obserwowane wspétdziatanie réznych
hormondéw w regulacji tego samego procesu.

Omawiang koncepcje potwierdzono w ostatnich latach w wyniku szeregu
doswiadczen opartych gtéwnie na badaniu zdolnosci wigzania hormonoéw (zna-
kowanych radioizotopami) przez tkanki roslinne, izolowane komorki, frakcje
komoérkowe i indywidualne biatka. Wigzanie takie powinno spetnia¢ nastepujace
warunki, aby mogto by¢ przypisane receptorowi w sensie omawianej koncepcji:
musi ono byé¢: (1) odwracalne, (2) o wysokim powinowactwie do hormonu
wystepujgcego w bardzo niskim stezeniu, (3) wysycane przy podobnym stezeniu
hormonu jak odpowiedz fizjologiczna, (4) specyficzne w stosunku do hormonéw
tej samej grupy i ich aktywnych analogéw, (5) ograniczone do tkanek kompeten-
tnych w stosunku do badanego hormonu i (6) zwigzane ze specyficzng odpowie-



612 Stanistaw Lewak

dzig rosliny na hormon. W wyniku tych badan wyizolowano i scharakteryzowano
szereg bialek spetniajacych wiekszos¢ powyzszych kiyteriéw. Najtrudniej jest
spetni¢ kluczowe, ostatnie z wymienionych kryteriow, ktore jest wiasciwie
wykazaniem aktywnosci biologicznej kompleksu hormon — receptor.

RECEPTORY AUKSYN

Najlepiej poznanymi receptorami hormonéw roslinnych sa biatka wiazace
auksyne (Jones 1994). Z peddéw kukurydzy wyodrebniono szereg takich biatek
(zwanych ABP — auxin binding proteins), ktére spetnialy pierwszych piec
wymienionych wyzej kryteriow. Jednym z tych biatek okazat sie nosnik auksyny
uczestniczacy w jej polarnym transporcie, oméwiony poprzednio. Natomiast dwa
nastepne, dobrze scharakteryzowane ABP wydajg sie petni¢ role receptorow
odpowiedzialnych za odpowiedzi wzrostowe rosliny. Oba te biatka wykazuja
znaczne podobienstwo chemiczne i immunologiczne, réznigc sie nieco specyfi-
cznoscig wigzania auksyn. Na terenie komodrki sa one zwigzane z retikulum
endoplazmatycznym oraz plazmolema i, by¢ moze, z tonoplastem. Pewne wat-
pliwosci budzi rola biologiczna ABP zwigzanego z btonami retikulum endopla-
zmatycznego; od receptora hormonu oczekuje sie bowiem lokalizacji na zewne-
trznej stronie btony komdérkowej. Wydaje sie, ze wtasciwag role receptora auksyny
petni ABP plazmolemy, podczas gdy ABP zwigzany z retikulum jest jego prekur-
sorem nieaktywnym in situ. Wystepowanie podobnych ABP wykazano u innych
roslin (np. u tytoniu — Libbenga i Mennes 1987), aczkolwiek ich badania sg
Zzaawansowane w mniejszym stopniu.

Receptor auksyny wyizolowany z kukurydzyjest dimerem o masie 40-45 KD,
zbudowanym z dwoch identycznych 20-22 KD podjednostek. Otrzymano mono-
klonalne przeciwciata w stosunku do tych podjednostek i postugujac sie nimi
wyselekcjonowano z biblioteki cDNA siewek kukurydzy cDNA dla ABP, ktéry
nastepnie sklonowano i zsekwencjonowano. Homologiczne sekwencje DNA zna-
leziono w genomie tytoniu, Arabidopsis thaliana i truskawki, co pozwolito
nastepnie na zlokalizowanie genéw kodujacych ABP na poszczegélnych chromo-
somach tych roslin. Ustalono rowniez w szczegotach strukture polipeptydu ABP,
ktéra wykazuje znaczne podobienstwo u wszystkich badanych roslin jedno-
i dwuliSciennych (Jones 1994).

Wykazano znaczng zgodnos$¢ rozmieszczenia receptora auksyny w tkankach
z ich wrazliwoscia na ten hormon. Stwierdzono na przyktad, ze wzrost apikal-
nych segmentow koleoptyli owsa jest silniej stymulowany przez auksyne niz
wzrost czesci bazalnych wykazujgc jednoczes$nie, ze czesci wierzchotkowe zawie-
raja znacznie wiecej ABP (oznaczonego immunologicznie) niz czesci bazalne.
Wydaje sie, ze najbardziej przekonujgca wskazowka, ze ABP jest rzeczywiscie
funkcjonalnym receptorem auksyny, jest obserwacja, ze zablokowanie ABP
w koleoptylach kukuiydzy przez podanie specyficznych przeciwcial hamuje
wzrost indukowany przez auksyne (Roberts i Hooley 1988). Rowniez posred-
nich dowodow dostarczajgwyniki szeroko zakrojonych badan nad udziatem ABP
w powstawaniu indukowanej przez auksyne polaryzacji bton (np. Barbier-Bo-
rygoo i wspoétaut. 1991). Pomimo intensywnych badan ostatnich lat, prowadzo-
nych réwniez z uzyciem mutantéw (Reid 1993), brakuje bezposrednich dowodéw
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na petnienie przez kompleks ABP-auksyna roli biologicznej (kryterium 6 z wy-
mienionych na poczatku tej czesci artykutu).

RECEPTORY GIBERELIN

Receptory innych hormonéw roslinnych poznano w niewielkim stopniu.
Wykazano obecnos¢ miejsc receptorowych giberelin w Kilku tkankach wyréznia-
jacych sie jednoznacznag odpowiedzig na ten hormon (np. hypokotyle ogérka,
miedzywezla grochu, komorki aleuronowe jeczmienia, Stoddart 1986). Wobec
antagonistycznego dziatania giberelin i kwasu abscysynowego na indukcje
syntezy szeregu enzymoOw hydrolitycznych w tkance aleuronowej ziarniakow
zbéz na uwage zastuguje obserwacja, ze wigzanie gibereliny przez potencjalne
receptory zlokalizowane w plazmolemie ulega hamowaniu przez kwas abscysy-
nowy (Nolan i Ho 1988, atakze Skriver i wspo6taut. 1991). Otrzymanie mutantéw
niewrazliwych na gibereling dostarczyto w ostatnich latach dodatkowych, acz-
kolwiek posrednich, dowoddéw na wystepowanie specyficznych receptoréw tego
hormonu. Mutanty takie otrzymano dla szeregu ros$lin, w tym pszenicy, kuku-
rydzy, grochu i Arabidopsis (Srivastawa i SECHLEy 1991). Sg one zdolne do
syntezy gibereliny, ale nie zachdzg w nich typowe procesy regulowane przez ten
hormon, takie jak wzrost (rosliny kartowate) i synteza a-amylazy, nawet po
podaniu egzogennej gibereliny. W przypadkach, gdy mutacja dotyczy jednego
genu (np. mutant D8 kukurydzy lub mutant Rht3 pszenicy) sugeruje sie, ze
dotyczy ona genu kodujacego biatko receptorowe, nie wykluczajac jednak na
razie innych mozliwosci (np. gen kodujacy synteze antagonisty giberelin, bloku-
jacego wiasciwy receptor).

RECEPTORY CYTOKININ

Roéwniez badania nad receptorami cytokinin znajduja sie w fazie poczatkowej.
Na poczatku lat 80-tych wyizolowano z zarodkéw pszenicy biatko o wysokim
powinowactwie do cytokinin, dla ktérego okreslono strukture i zidentyfikowano
kodujacy je gen (Erion i Fox 1981). Okazato sie jednak, ze wystepowanie tego
biatkajest ograniczone do tkanek zapasowych, a ponadto, ze jest ono niestycha-
nie podobne do biatek zapasowych nasion, co oczywiscie uniemozliwito trakto-
wanie go jako potencjalnego, funkcjonalnego receptora cytokinin. Sposroéd
po6zniejszych badan zmierzajacych do identyfikacji receptoréw cytokinin wymie-
ni¢ mozna izolacje z lisci tytoniu biatka specyficznie wigzacego substancje
o aktywnosci cytokinin (Mamotani i TSUJI 1992). Kinetyka wigzania cytokinin
przez to biatko, dla ktérego okreslono mase czgsteczkowg na 31 KDa, jest
podobna do kinetyki wigzania hormonoéw przez receptory, niemniej brak jest
innych dowodoéw swiadczacych ojego roli fizjologicznej jako receptora cytokinin.
Nie uzyskano dotagd mutantéw niewrazliwych na cytokininy, u ktérych moznaby
sie spodziewac¢ zablokowania syntezy receptora.

RECEPTORY KWASU ABSCYSYNOWEGO

Podobnie jak w przypadku giberelin, badania nad mutantami dostarczyty
argumentéw za wystepowaniem receptoréow kwasu abscysynowego. Niewrazliwe
na ten hormon mutanty Arabidopsis thaliana sg zdolne do wzrostu w obecnosci
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kwasu abscysynowego w stezeniach hamujgcych wzrost szczepu dzikiego, wy-
kazujg zaburzenia gospodarki wodnej, spoczynku nasion i innych typowych
odpowiedzi na ten hormon. Jest wysoce prawdopodobne, ze mutacja dotyczy
genu specyficznego receptora kwasu abscysynowego (Reid 1993). Innych dowo-
dow, wskazujgcych posrednio na obecnos$¢ specyficznych receptoréow kwasu
abscysynowego dostarczyty wczesniejsze doswiadczenia nad wigzaniem hormo-
nu przez protoplasty komoérek szparkowych, ktére sa dla niego komoérkami
docelowymi (Hornberg i Weiler 1984).

RECEPTORY ETYLENU

Rowniez w przypadku etylenu dotychczasowe dane wskazujgjedynie w spo-
sO6b posredni na obecnos¢ specyficznych receptoréow tego hormonu. Pomimo, ze
w wielu tkankach roslinnych wykazano zdolno$¢ do wigzania etylenu, to tylko
z liscieni Phaseolus vulgaris i P. aureus wyodrebniono i zidentyfikowano biatko
0 wysokim powinowactwie do tego hormonu (Hall 1986). Biatko to, o masie
50-60 KD, wigzato etylen ze stosunkowo niewielkg szybkoscia i kinetyka wigza-
nia odbiegata od typowej kinetyki oddziatywania hormonu z receptorem, co moze
by¢ wynikiem lotnosci etylenu. Ponadto wykazano, ze na terenie komoérki biatko
to jest zwigzane z retikulum endoplazmatycznym i ciatkami biatkowymi. Nie
powinno to jednak utrudnia¢ petnienia przez nie roli receptora, gdyz etylen
dyfunduje swobodnie przez btony. Badania nad niewrazliwymi na etylen mutan-
tami Arabidopsis doprowadzity do identyfikacji mutanta ETR1, ktéry najpra-
wdopodobniej utracit zdolnos¢ do syntezy receptora tego hormonu (Bowler
1Chua 1994). Zmutowane rosliny maja znacznie nizszg zdolno$¢ do wigzania
etylenu niz szczep dziki i wykazujg zaburzenia we wzroscie i morfologii hypoko-
tyla. Zidentyfikowano, zsekwencjonowano i scharakteryzowano gen etrl,
a w wydedukowanej strukturze biatka receptora wyrézniono domeny funkcjo-
nalne, odpowiedzialne za wigzanie etylenu (domena N-terminalna) i za przeka-
zywanie sygnatu na system wtornych przekaznikéw (domena C-terminalna).
Podobne badania nad niewrazliwymi na etylen mutantami sg prowadzone takze
na innych roslinach (np. na pomidorze, Lanahan i wspétaut. 1994).

Intensywnos$¢ i zakres prac zmierzajacych do poznania funkcjonalnych
receptoréw hormonéw roslinnych, prowadzonych w ostatnich latach, pozwalajg
sadzi¢, ze niedtugo przyjdzie czekac¢ na ich jednoznaczne wyniki. Wydaje sie, ze
zastosowanie technik inzynierii genetycznej (uzyskanie roslin transgenicznych
zawierajacych poznane receptory lub ich pozbawione) pozwoli na precyzyjne
okreslenie ich funkcji fizjologicznych.

MECHANIZM DZIALANIA HORMONOW ROSLINNYCH

Powstanie kompleksu hormonu z jego specyficznym receptorem jest pier-
wszym zdarzeniem warunkujacym odpowiedz na ten hormon. Badanie Kinetyki
tej odpowiedzi pozwolito na wyroéznienie tak zwanych odpowiedzi szybkich,
rozpoczynajacych sie po kilku lub kilkunastu minutach od podania hormonu
i odpowiedzi powolnych, ktorych realizacja nastepuje po wyraznie diuzszym
czasie, mierzonym w dziesigtkach minut lub w godzinach. W odpowiedziach
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szybkich kompleks hormon-receptor uczestniczy bezposrednio, lub niemal bez-
posrednio, w realizacji regulowanego procesu. Natomiast w odpowiedziach
powolnych (dtugoterminowych) powstanie tego kompleksu inicjuje funkcjono-
wanie tancucha transdukcji sygnatu, ktéry prowadzi do modyfikacji selektywnej
ekspresji genéw kodujacych biatka uczestniczace w realizacji procesu fizjologi-
cznego.

HORMONALNA REGULACJA TRANSPORTU JONOW

Szybkie odpowiedzi rozpoczynajg sie natychmiast, gdy hormon dotrze do
komérki docelowej i zwigze sie z receptorem. Ten tak krétki okres miedzy
podaniem hormonu, a poczatkiem odpowiedzi wyklucza udziat szeregu przemian
metabolicznych i skomplikowanego tancucha transdukcji. Szybkie odpowiedzi
sg wynikiem zmian konformacyjnych receptora, wywotanych przez hormon, lub
zmian w bezposrednim otoczeniu czgsteczki receptora (najczesciej w plazmole-
mie). Do najlepiej poznanych odpowiedzi tego typu nalezy hormonalna regulacja
przemieszczania sie jonow przez btony, niemniej na przykiad aktywacja (lub
dezaktywacja) biatek enzymatycznych przez hormony réwniez miesci sie w tej
kategorii.

W ostatnim dwudziestoleciu ukazato sie kilkadziesigt prac, czesto kontro-
wersyjnych (np. Kutschera 1994), na temat tak zwanego wzrostu kwasowego.
Nowe dane doswiadczalne potwierdzily jednoznacznie, ze indukowany przez
auksyne wzrost objetosciowy komérki polega na aktywowaniu przez ten hormon
pompy zlokalizowanej w plazmolemie, ktéra wykorzystuje energie metaboliczng
(ATP) do przemieszczaniajonéw wodorowych (protonéw) z komoérki do apoplastu,
powodujgc zakwaszenie Sciany komérkowej (np. Rayle i Cleland 1992). Mecha-
nizm ten jest wspomagany przez indukowang (rowniez przy udziale auksyny)
egzocytoze pecherzykow o kwasnej zawartosci (Hager i wspétaut. 1991). Zakwa-
szenie Sciany komdérkowej powoduje rozluznienie jej struktury (m.in. rozerwanie
wigzan wodorowych), zmniejszenie cisnienia turgorowego i wzrost komorki.

Innym, intensywnie badanym w ostatnich latach, rodzajem szybkich odpo-
wiedzi na hormony jest indukowany przez kwas abscysynowy wyptyw jondéw
potasowych z komérek szparkowych w warunkach suszy. Proces ten stanowi
element mechanizmu ruchu szparek i zostat bardziej szczegétowo omowiony
w rownolegtym opracowaniu w tym samym zeszycie Kosmosu (Kacperska 1995).

HORMONALNA REGULACJA SELEKTYWNEJ EKSPRESJI GENOW

Podstawowa droga, na ktoérej przebiegaja powolne odpowiedzi na hormon,
jest modyfikacja poziomu specyficznych biatek komdérkowych. Moze ona by¢
wynikiem indukcji lub zablokowania syntezy tych biatek (na etapie transkrypciji,
translacji lub posttranslacyjnego przeksztatcania czasteczki), lub tez zmian
intensywnosci ich degradacji (catkowita lub ograniczona proteoliza). W ostatnich
latach najwiecej uwagi poswiecono mechanizmom regulacji hormonalnej proce-
su transkrypcji. Jest to, bez watpienia, wynikiem zaréwno roli, jaka petnig
specyficzne biatka komoérkowe we wzroscie i réznicowaniu, jak i burzliwego
rozwoju w tym czasie metod biologii molekularnej. Skoncentrowanie badan



616 Stanisiaw Lewak

w tym kierunku odsunato w cien dawniejsze koncepcje ttumaczgce mechanizm
dziatania hormonéw jako aktywnos$¢ enzymatyczng kompleksu hormon-recep-
tor, lub jako modyfikacje przez hormony struktury i wtasciwosci bton i biatek
enzymatycznych (np. aktywnosci zaleznej od DNA polimerazy RNA). Niemniej,
wyniki tych badan nie zdeaktualizowaty catkowicie tych dawniejszych koncepcji.

Poréwnanie sktadu biatek roslin traktowanych hormonem i roslin kontrol-
nych, a zwlaszcza poréwnanie wigczania 14C aminokwasow do biatek takich
roslin wskazuje, ze regulacja hormonalna dotyczy utamka procentu wszystkich
biatek. Na przyktad wsrdd okoto 40 000 rozré6znionych elektroforetycznie biatek,
wystepujacych w hypokotylach soi, tylko kilkanascie pojawia sie, lub zanika
w roslinach traktowanych auksyng (Zurfluh i Guilfoyle 1980). Podobne wyniki
uzyskano rozdzielajgc elektroforetycznie zdolny do translacji mRNA z roslin
traktowanych (lub nie) auksyng lub etylenem (Zurfiuh i Guilfoyle 1982).
Swiadczy to o bardzo precyzyjnym sposobie tej regulacji. Przypisanie poszcze-
gélnym indukowanym lub reprymowanym przez hormon biatkom konkretnych
funkcji fizjologicznych natrafia na powazne trudnosci. Stosunkowo tatwo jest
wnioskowac o tej funkcji, jesli uda sie wykazac¢ aktywnos¢ enzymatyczna biatka,
jak mato miejsce, na przyktad, w przypadku indukowanej przez auksyne syntezy
celulazy w epikotylach grochu lub indukowanej przez gibereline syntezy a-amy-
lazy w ziarniakach zbéz (np. Huang i wspoétaut. 1993). Natomiast w innych
sytuacjach wnioskowanie jest oparte na korelacjach miedzy lokalizacjg biatka
w tkance ijej wrazliwoscig na hormon: na przyktad indukowane przez auksyne
biatka wystepuja gtdéwnie w intensywnie rosnacych czesciach hypokotyla soi, co
pozwala postulowa¢ ich udziat w mechanizmach wzrostu. Innym rodzajem
korelacji jest stwierdzenie, ze zmiany w ekspresji konkretnych genéw, zachodza-
ce pod wptywem bodzca srodowiskowego, sg identyczne ze zmianami powodo-
wanymi przez hormon. Na przykitad indukowane przez susze niektdre biatka
siewek sg identyczne z biatkami indukowanymi w nasionach przez kwas abscy-
synowy podczas p6znej embriogenezy, co sugeruje ich udziat w powstawaniu
tolerancji na dehydratacje (np. Finchsavage i wspétaut. 1994). W przypadku
zidentyfikowania i zsekwencjonowania genu, ktdérego ekspresjajest regulowana
przez hormon, informacji o roli biologicznej produktu tego genu moze dostarczy¢
poréwnanie jego sekwencji ze znanymi sekwencjami funkcjonalnych gendw
innych organizmow i stwierdzenie homologii (szereg przyktadéw znajdzie Czytel-
nik w pracy przeglagdowej Chandler i Robertson 1994). Potwierdzeniem tak
zdobytych informacji bedzie jednak dopiero sklonowanie genu, otrzymanie jego
produktu w systemie in vitro i wykazanie funkcji fizjologicznej syntetycznego
biatka.

Skutkiem powstania kompleksu hormonu z receptorem jest uruchomienie
tanicucha transdukcji sygnatu, to znaczy przekazanie informacji z plazmolemy
(lokalizacja receptora) do jadra komorkowego (lokalizacja genu). Funkcjonowa-
nie tanncucha transdukcji umozliwia réwnoczesnie amplifikacje (wzmocnienie)
tej informacji. Roslinne tancuchy transdukcji sygnatu (kaskady informacyjne)
sg podobne do tych, jakie funkcjonujg w organizmach zwierzecych. Uczestniczg
w nich tak zwane biatka G, jony wapniowe, fosforany inozytolu, diacyloglicerole
i szereg innych tak zwanych wtérnych przekaznikéow sygnatu. Sa one urucha-
miane nie tylko przez hormony ale takze w wyniku dziatania innych nosnikéw
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informacji (Swiatto, infekcja patogenu, inne czynniki stresowe). tancuchy trans-
dukcji sygnatu przedstawiano wielokrotnie w ostatnich latach w artykutach
przegladowych, réwniez na tamach Kosmosu (np. Baranska 1993, Bush 1993,
Cote i Crain 1993, Drobak 1993, Nowak 1988, Verhey i lomax 1993), totez
pominiemy ich szczegétowe omawianie w tym opracowaniu.

Pierwszym ogniwem tancucha transdukcji sygnatu jest powstanie komple-
ksu hormon-receptor biatkowy. Ostatnim elementem taricucha, bezposrednio
uczestniczacym w aktywacji (lub dezaktywacji) genu, jest biatkowy czynnik
regulujgcy proces trankiypcji konkretnego odcinka DNA (dziatajagcy w sposob
trans). Aktywacja tego czynnikajest wynikiem fosforylacji, lub defosfoiylacjijuz
istniejgcych biatek, na skutek aktywacji odpowiednich kinaz biatkowych lub/i
fosfataz przez koncowe ogniwa tancucha transdukcji sygnatu, co przedstawiono
schematycznie na rysunku 1. Pojawienie sie aktywnego czynnika transkrypcyj-
nego moze takze by¢ wynikiem bardziej ztozonych procesow, jak na przykiad

CAAT
TATAA poliA
Gen (DNA)
Hormon Receptor }
V / i pre-mRNA'
Kompleks Efektor
hormon — {trans mRNA 1
receptor regulator)
t biatko H,N COOH
" Biatko G, Kinaza !
Q fosfolipaza, biatkowa, i
kinaza fosfataza *
_ Svst Odpowiedz
Odpowiedz ystem diugoterminowa
szybka wtdérnych

przekaznikéw

Rys. 1 Podstawowe drogi dziatania hormonéw. Utworzenie kompleksu hormon-receptor

jest warunkiem uruchomienia r6znych mechanizméw. Regulacja transkrypcji jest naj-

czesciej badanym mechanizmem kontroli selektywnej ekspresji genu. P — promotor,

w regionie ktorego znajduje sie sekwencja nukleotydoéw, warunkujgca odpowiez na

efektor (czynnik transkrypcyjny), powstajacy w wyniku uruchomienia przez hormon
tancucha transdukcji sygnatu.



618 Stanistaw Lewak

agregacja juz istniejacych, nieczynnych biatek, lub indukcja syntezy biatka —
czynnika transkiypcyjnego.

Badanie czynnikow trans-dziatajgcych na transkrypcje genéw, uczestniczg-
cych w fizjologicznej odpowiedzi na hormon roslinny, stato sie mozliwe dzieki
poznaniu w strukturze tych genéw sekwencji nukleotydéw odbierajgcych infor-
macje docierajacg w postaci zaleznych od hormonéw czynnikéw transkrypcyj-
nych. Sekwencje te, (elementy dziatajgce cis) najczesciej sgsiaduja z regionem
promotorowym genu (rys. 1), lecz moga takze znajdowac sie w poblizu kranca 3’
kodujacego odcinka DNA. Ich aktywacja prowadzi do indukcji, wzmocnienia
(enhancer), lub wygaszenia (silencer) transkrypcji genu.

Sekwencje nukleotydow uczestniczace w hormonalnej regulacji ekspresji
szeregu genow (elementy dziatajace cis) poznano miedzy innymi u zbéz, tytoniu,
Brassica i Arabidopsis thaliana. Element warunkujacy odpowiedz na kwas
abscysynowy (ABRE — abscisic acid response element) zawiera minimum 11
nukleotyddéw i towarzyszy promotorom kiku poznanych genéw kodujacych
biatka indukowane przez ten hormon (Guiltinan i wspoétaut. 1990, Skriver
i wspotaut. 1991, Baker iwspoétaut. 1994). Podobnie, sekwencja odpowiedzialna
za reakcje na etylen (ERE — ethylene-responsive element) w genach 3-1,3-glu-
kanazy i chitynazy tytoniu skiada sie z 11 par zasad (Ohme-Takagi i Shinshi
1995), rézni sie onajednak od ERE gendéw innych biatek w innych roslinach.
Natomiast element warunkujgcy odpowiedz na gibereline (GARE — gibberellic
acid response element) wjednym z gendéw a-amylazy (Amy32b) zawiera zaledwie
6 nukleotydéw (Sutliff i wspotaut. 1993, Rogers i wspoétaut. 1994). Wydaje sie
zaskakujgca ta stosunkowo prosta struktura cis-elementéw odpowiedzialnych
za hormonalng regulacje ekspresji genow.

Obecnos¢ zaleznych od hormondw czynnikow transkrypcyjnych mozna wy-
kazac¢ poddajgc elektroforezie fragmenty DNA zawierajgce elementy cis-dziataja-
ce, omowione powyzej, w obecnosci rozfrakcjonowanych ekstraktéw biatkowych
z jader roslin traktowanych hormonem (lub roslin nietraktowanych). Wiazanie
sie biatka z elementem cis powoduje spowolnienie przemieszczania sie DNA
podczas elektroforezy. Wykryto szereg takich trans- dziatajacych czynnikow
transkrypcyjnych, powstajgcych w odpowiedzi na gibereline (Sutliff i wspoétaut.
1993), etylen (Ohme-Takagi i Shinshi 1995) i kwas abscysynowy (Guiltinan
i wspoétaut. 1990). Niektore z nich sklonowano i zsekwencjonowano, a wydedu-
kowang sekwencje aminokwasoéw polipeptydu poréwnano z sekwencjg znanych
czynnikow transkrypcyjnych. Tylko w przypadku jednego z peptydéw powstaja-
cych w wyniku dziatania kwasu abscysynowego udato sie znalez¢ podobienstwo
strukturalne do tych czynnikow (Katagin i Chua 1992).

Wyniki prowadzonych w ostatnich latach badarn nad mechanizmami dziata-
nia hormondéw roslinnych pozwalajg na wniosek, ze réwnolegle funkcjonuje
wiecej niz jeden mechanizm. Wyniki te upowazniaja do przedstawienia drog
dziatania hormondéw w sposéb jak na rysunku 1. Wydaje sie, ze dalsze badania
doprowadza do pelniejszego potwierdzenia zaleznosci przedstawionych w tym
schemacie i dojego uszczeg6towienia, ale nie zmienigjego zasadniczych zatozen.
Poza pytaniami, postawionymi juz w tym opracowaniu, jest jeszcze jedno, na
ktére odpowiedz powinny przynies¢ badania najblizszych lat. Pytanie to dotyczy
utrzymania specyficznosci dziatania hormonoéw w trakcie przekazywania infor-
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macji do jadra komorkowego. Specyficznos¢ ta jest zdefiniowana ,na wejsciu”
przez obecnos¢ specyficznego receptora. Odnajduje sie ona ,,na wyjsciu” w po-
staci specyficznego biatka. Natomiast poznane dotad tancuchy transdukcji
sygnatu sg w zasadzie takie same dla wszystkich hormondw i dla wszystkich
poznanych odpowiedzi. By¢é moze o specyficznosci odpowiedzi decyduje réwno-
waga miedzy operujagcymi rownolegle, nie do koricajeszcze poznanymi, szlakami
trandukcji sygnatu.

PLANT HORMONES — TRENDS OF THE LAST DECADE RESEARCH
Summary

Plant hormones are a distinct group of substances that control growth, cell divisions and cell
differentiation. According to the criteria used for definition of a plant hormone, jasmonides should
to be added to the phytohormone list. Wound hormone (traumatin), triacontanol, hydrogen cyanide
and phenolamides are regarded as possible candidates for the plant hormone group. Arguments are
given that polyamines, phenolics, salicylic acid and animal hormones, despite their physiological
activity and frequent occurrence in plants, certainly can not be considered plant hormones.

Mechanims responsible for the establishment of a plant hormone level in a cell are reviewed.
The competence of a cell towards a defined hormone, as well as the ideas of target cells and tissues
are dicussed.

The concept of specific receptors for plant hormones in the competent cells is developed, and
the results of search for such receptors for the main plant hormones are reviewed. The basic modes
of hormone action are described. Special attention is paid to the mechanisms of hormonal control
of specific protein synthesis. Several examples of the recently studied hormone- resposive elements
in plant genes and of hormone-induced transcriptional factors are presented.
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