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REGULACJA METABOLIZMU GIBERELIN U ROSLIN

WPROWADZENIE

Prawidlowy rozwoj roslin zalezy zarow-
no od czynnikow endogennych, jak i egzo-
gennych, a ich zintegrowanie jest niezwykle
wazne w celu zapewnienia wlaSciwego prze-
biegu wszystkich procesOw WwWzrostowo-roz-
wojowych. Wewnetrzna kontrola odbywa si¢
glownie z udzialem fitohormonow, wsrod
ktorych wyrozniamy gibereliny (GA). W on-
togenezie roSlin GA wywieraja istotny wplyw
m. in. na kielkowanie nasion, wzrost wydtu-
zeniowy hipokotyli i miedzywezli, indukcje
kwitnienia, rozwoj lisci i kwiatow oraz doj-
rzewanie owocow (DAVIES 2004, FLEET i SUN
2005). Z ponad 130 roznych GA zidentyfi-
kowanych u roslin, grzybow i bakterii (GA
'GAB@ http://www.plant-hormones.info/galin-
fo.htm), tylko nieliczne (GA,, GAS, GA,, GA,,
GA,, GA)) wykazuja aktywno$C biologiczna,
natomiast pozostale sa ich prekursorami lub
produktami katabolizmu (MACMILLAN 2002).

Pierwsze etapy biosyntezy GA sa wspolne
dla wszystkich terpenoidow. Kolejne reak-
cje utleniania (m. in. grupy aldehydowej do
karboksylowej, oksydacyjnej dekarboksylacji,
hydroksylacji  pierScienia, odwodorowania
z utworzeniem podwojnego wiazania) oraz
dehydratacji, z utworzeniem dodatkowego
pierScienia laktonowego, prowadza do po-
wstania wszystkich przedstawicieli rodzi-
ny GA (Ryc. 1) (KOPCEWICZ i LEWAK 2002).

Kluczowymi enzymami zaangazowanymi w
metabolizm czasteczek hormonu i utrzyma-
nie homeostazy w roSlinie sa: 20-oksydazy
giberelinowe (ang. gibberellin 20-oxidases,
GA200x), 3-oksydazy giberelinowe (ang. gib-
berellin 3-oxidases, GA30x) i 2-oksydazy gi-
berelinowe (ang. gibberellin 2-oxidases, GA-
20x). Podczas gdy GA200x i GA3ox, katali-
zujac utlenianie odpowiednio 20. i 3. atomu
wegla w czasteczkach GA, nadaja im aktyw-
noS¢ biologiczna, GA2ox odpowiadaja za ich
dezaktywacje (OLSZEWSKI i wspotaut. 2002).
Odkryto rowniez dwa alternatywne sposoby
zmniejszania zawartoSci hormonu w tkan-
kach: epoksydacje, za ktora odpowiedzialny
jest enzym EUI (ang. elongated uppermost
internode), zidentyfikowany po raz pierw-
szy u ryzu (Oryza sativa) (ZHU i wspoOlaut.
20006) oraz metylacje, ktora katalizuja mety-
lotransferazy giberelinowe GAMT1 i GAMT?2
(ang. gibberellins methyltransferases 1/2) zi-
dentyfikowane u rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) (VARBANOWA i wspotaut. 2007).
Zastosowanie w ostatnich kilkunastu la-
tach nowoczesnych technik biologii moleku-
larnej doprowadzito do okreSlenia wzorcow
ekspresji genow kodujacych biatka odpo-
wiedzialne za metabolizm GA, co poSrednio
umozliwilo oznaczenie miejsc syntezy i de-
gradacji GA oraz poznanie mechanizmow
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Ryc. 1. Gléwne etapy (I, II, III) szlaku metabolizmu GA u rzodkiewnika zachodzace w plastydach
z udziatem syntaz terpenowych (ang. terpene synthases, TPS), w siateczce Srodplazmatycznej (ang.
endoplasmic reticulum, ER) z udzialem monooksygenaz cytochromu P450 (ang. cytochrome P450
monooxygenases, P450) oraz w cytozolu z udzialem dioksygenaz zaleznych od kwasu 2-oksogluta-
rowego (ang. 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases, 20DD).

MEP — 4-fosforan 2-C-metyl-D-erytritolu (ang. 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate); GGPP — pirofosforan ge-
ranylogeranylu (ang. geranylgeranyl diphosphate); CPS — syntaza pirofosforanu en#-kopalilu (ang. ent-copalyl
diphosphate synthase); KS — syntaza ent-kaurenu (ang. ent-kaurene synthase); EKO — 19-oksydaza ent-kaure-
nu (ang. ent-kaurene 19-oxidase); KAO — oksydaza kwasu ent-kaurenowego (ang. ent-kaurenoic acid oxida-
se); GA20ox — 20-oksydaza giberelinowa (ang. GA 20-oxidase); GA30ox — 3-oksydaza giberelinowa (ang. GA
3-oxidase); GA2ox — 2-oksydaza giberelinowa (ang. GA 2-oxidase). *Przeksztalcenie GA , do GA, katalizo-
wane jest przez trzecia klase 2-oksydaz giberelinowych (SCHOMBURG i wspolaut. 2003, wg YAMAGUCHI 2000,

zmodyfikowane).

odpowiadajacych za regulacjc zawartoSci obecnej nie zostaly szczegotowo opisane w

czasteczek hormonu w roznych tkankach ro-
slinnych. Zagadnienia te, stanowiace gléwna
treS¢ prezentowanego artykulu, do chwili

polskich czasopismach naukowych. Istnieje
wiec potrzeba podsumowania najnowszych
osiagnie¢ w tej waznej dziedzinie.

GENY KODUJACE ENZYMY ODPOWIEDZIALNE ZA METABOLIZM GA

Zsekwencjonowanie calych genomow
rzodkiewnika i ryzu umozliwito identyfikacje
wiekszoSci genow kodujacych enzymy zaan-
gazowane w metabolizm GA (Tabela 1). Zo-
staly one takze opisane u innych gatunkow
roslin, zaré6wno jedno-, jak i dwuliSciennych
(HEDDEN i THOMAS 20006).

Geny, ktore koduja enzymy katalizujace
wczesne reakcje w szlaku biosyntezy GA z
regulty wystepuja w pojedynczych, lub co

najwyzej kilku kopiach, a utrata ktorego-
kolwiek z nich powoduje silnie karlowaty
fenotyp rosliny. U rzodkiewnika zidentyfi-
kowano po jednym genie AtCPS (ang. eni-
-copalyl diphosphate synthase, GAI), AiKS
(ang. ent-kaurene synthase, GA2) i AtEKO
(ang. entkaurene 19-oxidase, GA3) oraz
dwa geny AtKAO (ang. ent-kaurenoic acid
oxidase, AtKAO1/2). W genomie ryzu, pomi-
mo obecnoSci czterech réznych form genu
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Tabela 1. Poréwnanie genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za metabolizm GA u rzodkiew-

nika i ryzu.
Arabidopsis thaliana Oryza sativa
Enzym Nazwagenu | Inna nazwa | Nrkodu AGI | Nazwagenu | Inna nazwa Nr akces.
Syntaza pirofosforanu ent-kopalilu AtCPS GA1 Atdg02780 OsCPS - AP004872
Syntaza ent-kaurenu AtKS GAZ At1g79460 OsKS - OSJNO0255
19-oksydaza ent-kaurenu AtEKO GA3 At5g25900 QsEKO D35 AP005471
AtKAOT - At1g05160
Oksydaza kwasu ent-kaurenowego AKAC? _ At2g32440 OsKAQ - APO0OG16
AtGA200x 1 GAS5 Atdg25420 OsGAZ200x1 - AC096690
AtGAZ200x2 - At5g51810 OsGA200x2 SD1 AP003561
20-oksydazagiberelinowa AtGA200x3 g At5g07200 | OsGA200x3 s AP005840
AtGAZ200x4 - At1gB0980 OsGAZ200x4 - AC124836
AtGA200x5 - At1g44090
AtGA3ox1 GA4 At1g15550 OsGA3ox1 - AC144738
3-oksydaza giberelinowa AtGA3ox2 - At1g80340 OsGA3ox2 D18 AP002523
AtGA3ox3 - Atdg21690
AtGA30x4 = At1g80330
AtGAZ2ox1 - At1g78440 OsGAZ2ox3 - APO03375
Z-oksydazagiberelinowa 1) AtGA20x2 - At1g30040 | OsGAZox4 - AC132485
AtGAZox3 - At2g34555
2-oksydaza giberelinowa (I1) AtGAZ2ox4 - At1g47990 OsGAZ2ox1 - AC119288
AtGAZoxb - At1g02400 OsGAZox2 - AP003143
2-oksydaza giberelinowa (I11) AtGAZ2ox7 - At1g50960 OsGAZ20x5 - AP005187
AtGAZ2ox8 - Atdg21200 0OsGAZox6 E OSJNOD156

Sekwencje nukleotydowe genow rzodkiewnika zostaly zidentyfikowane w trakcie projektu AGI (ang. Ara-
bidopsis Genome Initiative), natomiast numery sekwencji nukleotydowych ryzu pochodza z banku genow
NCBI. Enzymy GA2o0x klasy I i II wykazuja powinowactwo do GA o szkielecie 19-weglowym (C,-GA20x),
natomiast GA20x klasy III wykazuja powinowactwo do GA o szkielecie 20-weglowym (C, -GA20Xx).

OsCPS (OsCPS1-4), dziewieciu form OsKS
(OsKS1-9) i pieciu form OsEKO (OsEKOI1-5),
tylko jeden gen z kazdego rodzaju zaanga-
zowany jest w synteze GA. Gen OsKAO, w
odroznieniu od AtKAO, wystepuje jako po-
jedynczy. Z kolei geny kodujace enzymy
uczestniczace w koncowych etapach bio-
syntezy GA, wystepuja jako liczne rodziny,
o roznych czasowo-przestrzennych wzorach
ekspresji. U rzodkiewnika zidentyfikowano
pie¢ gendow GA20o0x (AtGA20ox1-5) i czte-
ry GA3ox (AtGA3oxI-4), natomiast u ryzu

cztery geny GA20ox (OsGA20ox1-4) oraz
dwa GA30x (OsGA3o0x1/2). W przypadku
GA20x, u rzodkiewnika zidentyfikowano
osiem genow AtGA2ox (AtGA2o0x1-8), a u
ryzu poznano szeS¢ OsGA2ox (OsGA20x1-6).
W zwiazku z tym, ze skutki utraty jednego
genu moga by¢ rekompensowane w okre-
Slonym stopniu przez produkty innych ge-
now z tej samej rodziny, roSlinne mutanty
charakteryzuja si¢ fenotypami potkartowaty-
mi (SAKAMOTO i wspotaut. 2004, YAMAGUCHI
2008).

REGULACJA METABOLIZMU GA

Wielofunkcyjnos¢ GA w procesach wzro-
stu i rozwoju roslin sugeruje, ze mechanizm
regulacji ich biosyntezy i dezaktywacji jest

zlozony. Istotny wplyw na aktywnoSc¢ trans-
krypcyjna wszystkich genoéw kodujacych bial-
ka odpowiedzialne za metabolizm GA maja
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Ryc. 2. Gtéwne punkty regulacji szlaku metabolizmu GA.

Ostre strzalki oznaczaja stymulujacy wplyw danego czynnika, natomiast t¢pe strzalki oznaczaja negatywna
regulacje przez dany czynnik. Szczegoly w tekScie. CPP — pirofosforan ent-kopalilu (ang. ent-copalyl pyro-
phosphate). Pozostate nazwy zwiazkOw oraz enzymow wyjasniono w opisie Ryc. 1 oraz w tekScie (wg YAMA-
GUCHI 2008, zmodyfikowane).
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Ryc. 3. Rozwojowa regulacja aktywnoSci transkrypcyjnej genéw kodujacych biatka zwiazane z me-
tabolizmem GA u rzodkiewnika i tytoniu oraz z metabolizmem CK u rzodkiewnika. Szczegoly w
tekscie.
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zaro6wno bodzce wewnetrzne (m. in. hormo-
ny), bodzce zewnetrzne (m. in. jakoS¢ Swia-
tla, fotoperiod, temperatura, stres), jak i ak-
tualna faza rozwoju rosliny (embriogeneza,
kietkowanie, rozwoj wegetatywny i genera-
tywny). Wymienione czynniki, ktore zostana
szczegblowo omoéwione w poszczegolnych
podrozdziatach, tworza sie¢ powigzan warun-
kujaca prawidlowy rozwoj rosliny (Ryc. 2).

REGULACJA ROZWOJOWA — MIEJSCA
BIOSYNTEZY GA

Poczawszy od etapu embriogenezy, po-
przez kielkowanie, rozwoj wegetatywny i
generatywny roSliny realizuja wewnetrzny
program genetyczny. Jest to SciSle zwiazane
z ekspresja poszczegolnych genow, ktora za-
chodzi w komorkach réznych tkanek lub or-
ganow na réznym poziomie w zaleznoSci od
fazy rozwoju rosliny (Ryc. 3).

Embriogeneza i kietkowanie nasion

Ontogeneza rosliny rozpoczyna sie od
zaplodnienia komorki jajowej i uksztaltowa-
nia zarodka (embriogeneza), niemniej jed-
nak przyjmuje sie, ze poczatkiem rozwoju
mlodej roSliny jest kietlkowanie nasiona, w
czasie ktorego zachodzi aktywacja zarodka,
prowadzaca do inicjacji wzrostu siewki. Za-
rowno rozwoj zarodka, jak i pézniejsze etapy
kietkowania, kontrolowane sa glownie przez
dzialajace w antagonistyczny sposob GA oraz
kwas abscysynowy (ang. abscisic acid, ABA)
(WHITE i wspotaut. 2000). W genomie rzod-
kiewnika zidentyfikowano kilka czynnikéw
transkrypcyjnych typu B3 odpowiedzialnych
za Scista regulacje metabolizmu tych dwoch
fitohormonow. Wsrod nich wyrdzniamy bial-
ka: LEC1 (ang. leafy cotyledon 1), LEC2 (ang.
leafy cotyledon 2), FUS3 (ang. fusca 3) i ABI3
(ang. abscisic acid insensitive 3). W 2004 r.
CURABA i wspotaut. zaobserwowali zwiekszo-
ne stezenie bialek LEC2 i FUS3 w dojrzewaja-
cych nasionach rzodkiewnika. Obydwa biatka
poprzez bezposrednie wiazanie do sekwencji
RY, zlokalizowanej w promotorze genu At-
GA30x2, hamuja jego aktywnoSC transkryp-
cyjna, co w konsekwencji obniza zawartoS¢
GA (Ryc. 3A). Prowadzone w tym samym
czasie badania GAZZARRINI i wspotaut. (2004)
pokazaly, ze wzmozona ekspresja genu FUS3,
a co za tym idzie, wieksza akumulacja biatka
FUS3, prowadzi do wzrostu zawartoSci ABA
i hamowania ekspresji dwoch genow koduja-
cych biatka zwiazane z biosynteza GA: AtGA-
3ox1 i AtGA20o0x1. Bialko FUS3 funkcjonuje

wiec jako pozytywny i negatywny regulator

zawartoSci odpowiednio ABA i GA. ROwniez
ilos¢ biatka FUS regulowana jest pozytywnie
przez ABA i negatywnie przez GA, co sugeru-
je istnienie petli sprzezenia zwrotnego, ktora
pozwala utrzymac stan réwnowagi hormo-
nalnej w rozwijajacych sie nasionach.

We wczesnych etapach rozwoju zarod-
ka metabolizm GA regulowany jest rowniez
przez biatka AGL15 (ang. agamouslike 15),
ktorych obecnos¢ stwierdzono zaréwno u
roSlin jedno-, jak i dwuliSciennych (PERRY i
wspotaut. 1999). Biatka te naleza do licznej
rodziny regulatorOw transkrypcji zawieraja-
cych silnie konserwowana domene MADS
(ang. mcm1, agamous, definiens and serum
response factor) niezbedna do wiazania DNA
i oddzialywania z innymi biatkami (WANG i
wspotaut. 2004, YAMAGUCHI 2008). Stosujac
specyficzne przeciwciata i techniki immuno-
histochemiczne wykazano, ze biatka AGL15
gromadza si¢ w cytoplazmie komorek jajo-
wych przed zaplodnieniem i przemieszczaja
si¢ do jadra we wczesnych stadiach rozwo-
ju wieszadelka, zarodka i bielma. Relatywnie
wysoka zawartoS¢ tych bialek wystepuje w
jadrach w czasie morfogenezy zarodka, az do
rozpoczecia wysychania nasion, m. in. u rze-
paku, kukurydzy czy rzodkiewnika (PERRY i
wspolaut. 1996). Biatka AGL15 spelniaja swo-
je funkcje regulatorowe poprzez wiazanie
sie z motywem CArGW (C-[A/T]rich-G), wy-
stepujacym w sekwencjach promotorowych
roznych genéw. Tego typu oddzialywania
wplywaja pozytywnie na aktywnoS¢ trans-
krypcyjna, m. in. AtGA20x6 u rzodkiewnika,
zmniejszajac w rezultacie stezenie aktyw-
nych fizjologicznie czasteczek GA (Ryc. 3A)
(WANG i wspotaut. 2004). Najwyzsza ekspre-
sj¢ genow AGLI5 i AtGA20x6 stwierdzono
we wczesnych fazach rozwoju zarodkow
zarOwno zygotycznych, jak i somatycznych.
Obnizonej akumulacji biatka regulatorowego
i oksydazy podczas rozwoju zarodkOw towa-
rzyszy wzrost iloSci GA. Jest to zrozumiale,
poniewaz GA hamuja podzialy komorkowe,
a stymuluja wzrost wydluzeniowy komorek,
co w zarodkach nastepuje poczawszy od sta-
dium sercowatego. W kolejnej fazie torpe-
dy iloS¢ transkryptow obu genow znaczaco
maleje. Transgeniczne roSliny rzodkiewnika
z dodatkowa kopia ulegajacego konstytutyw-
nej ekspresji genu AGLI5, charakteryzuja si¢
zwickszona efektywnoScia formowania za-
rodkOw somatycznych z merystemow wierz-
chotkowych w pozywce plynnej zawierajacej
2,4-D. Wylaczenie technika knock-out genu
AtGA20x6 oraz dodanie do pozywki GA, wy-



218

KATARZYNA MARCINIAK i wspotaut.

wotuje efekt odwrotny, co potwierdza, ze
geny AtGA20ox6 oraz AGLI5 pelnig istotna
funkcje w najwczeSniejszych fazach rozwoju
zarodka. Istnieja przypuszczenia, ze oprocz
AtGA20x6 wystepuje jeszcze kilka innych
genow, ktorych ekspresja regulowana jest
przez biatka AGL15 (GRUSZCZYNSKA i RAKO-
CZY-TROJANOWSKA 2007).

W celu doktadnego okreSlenia miejsc bio-
syntezy GA w pojedynczych komorkach lub
tkankach rozwijajacych si¢ nasion rzodkiew-
nika przeprowadzono wstepna analize wzo-
ru ekspresji kluczowych genéw kodujacych
enzymy zwiazane z metabolizmem GA (CPS,
EKO, GA3ox), wykorzystujac do tego rosli-
ny transgeniczne lub metod¢ hybrydyzacji
in situ. Poziom transkryptow genu CPS jest
wysoki w wierzchotku wzrostu pedu i tkan-
ce prowaskularnej zarOwno w liScieniach,
jak i w osi zarodka, natomiast w przypadku
mRNA genow EKO, GA3oxI i GA3ox2 naj-
wyzsza aktywnoS¢ transkrypcyjna zaobserwo-
wano w korze pierwotnej oraz endodermie
osi zarodka. Z przedstawionych danych wyni-
ka, ze wczesne (CPS) i pozne (EKO, GA30x)
geny kodujace enzymy zwiazane z biosynteza
GA ulegaja ekspresji w roznych typach ko-
morek kietkujacych zarodkow. Przestrzenne
rozdzielenie poszczegolnych etapOw biosyn-
tezy hormonu wymaga wiec zapewnienia
miedzykomorkowego transportu, a przeno-
szonym zwiazkiem jest najprawdopodobniej
ent-kauren (YAMAGUCHI i wspotaut. 2001, SUN
2008).

Podobne doswiadczenie wykonano na
rozwijajacych sie ziarniakach ryzu w celu
sprawdzenia potencjalnego wspotwystepowa-
nia mRNA czterech genow kodujacych biat-
ka biosyntezy GA: OsGA200x1, OsGA200x2,
OsGA30x1 i OsGA30x2, oraz mRNA dwoch
genow kodujacych elementy szlaku transduk-
¢ji sygnalu giberelinowego: Ga i SLRI. Gen
Go. koduje podjednostke heterotrimeryczne-
go biatka G i jest pozytywnym regulatorem
szlaku giberelinowego, natomiast gen SLR/
koduje biatko nalezace do rodziny DELLA i
hamuje przekazywanie sygnatu GA. Trans-
krypty genow OsGA20ox1 i OsGA3ox1 zlo-
kalizowano tylko w nabtonku zarodka (ang.
epithelium), co sugeruje, ze ulegaja komor-
kowo- i tkankowo-specyficznej ekspresji oraz
petnia okreSlone funkcje w metabolizmie
GA. Z kolei geny OsGA200x2, OsGA30x2, Go
i SLR1 ulegaja ekspresji w epitelium i w roz-
wijajacym si¢ wierzcholku zarodka, a geny
Go i SLRI wykazuja dodatkowa aktywnoSc
transkrypcyjna w komorkach warstwy aleu-

ronowej. Na tej podstawie mozna wyciagnac
wniosek, ze zarodek jest miejscem zarOwno
biosyntezy GA, jak i odpowiedzi na ten hor-
mon, podczas gdy komorki warstwy aleu-
ronowej tylko miejscem odpowiedzi na GA
(DAVIES 2004).

Liczne badania potwierdzily, ze GA pro-
muja zarOwno wzrost zarodka, jak i ulatwia-
ja proces przebicia korzonka zarodkowego
przez tupine nasienna. U rzodkiewnika, na-
siona pojedynczych mutantow biosyntezy
GA: gal, ga2, i ga3, podwojnych mutan-
tow biosyntezy: ga3oxl ga3ox2 (MITCHUM i
wspotaut. 2006), oraz potrojnych mutantow
receptora GA: gidla gidlb gidlc (GRIFFI-
THS i wspotaut. 2006), w ogole nie kietkuja
w ciemnosci, natomiast na Swietle zaledwie
w okoto pieciu procentach. Zaobserwowa-
no jednak, ze nasiona skietkuja jezeli tupina
nasienna wymienionych mutantow zostanie
uszkodzona mechanicznie (GRIFFITHS i wspoOt-
aut. 2000).

Rozwoj wegetatywny

Oprocz wpltywu na rozwoj i kietkowanie
nasion, bioaktywne GA stymuluja rOwniez
procesy zachodzace w wegetatywnej fazie
wzrostu, takie jak wydtuzanie hipokotyli, roz-
woj lisci i wzrost korzeni. Potwierdza to fakt,
iz pojedyncze mutanty rzodkiewnika gal,
ga2 i ga3, z defektami odpowiednio w CPS,
KS, EKO, oraz potrojny mutant receptora GA:
gidla gidlb gidlc, tworza silnie karlowate
fenotypy z mocno zredukowanymi korzenia-
mi oraz malymi rozetami liSciowymi (GRIFFI-
THS i wspotaut. 20006).

Sposrod czterech genow GA3ox u rzod-
kiewnika, podczas rozwoju wegetatywnego
ekspresji ulegaja zaledwie dwa: GA3ox1 i
GA3ox2. Pojedynczy mutant ga3ox1 jest pot
kartowaty, podczas gdy mutant ga3ox2 wyka-
zuje pokroj bardzo zblizony do rosliny typu
dzikiego. Z danych tych wynika, ze to gen
GA3ox1 oraz kodowane przez niego biatko
odgrywaja gtéwna role podczas wzrostu we-
getatywnego tej roSliny. Z kolei podwojny
mutant ga3ox1 ga3ox2 jest bardziej karlowa-
ty niz pojedynczy mutant ga3ox1, jednak nie
wykazuje tak silnie kartowatego fenotypu jak
mutant gal (MITCHUM i wspotaut. 2000).

U rzodkiewnika badania poziomu trans-
kryptow genow kodujacych biatka zaangazo-
wane w metabolizm GA wykazaly, ze mRNA
genow CPS, KS i EKO czeSciej wystepuja
w mlodych niz w dojrzalych wegetatywnie
siewkach. CPS ulega ekspresji w wierzchot-
kach wzrostu pedu oraz w tkance wasku-
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larnej ogonkoéw liSciowych i liSci. Co cieka-
we, w 2-dniowych siewkach rzodkiewnika
transkrypty CPS sa wykrywalne zaréwno w
merystemie wierzchotkowym pedu, jak i w
komorkach ponizej wierzchotka, natomiast
trzy dni poézniej tylko w regionie ponizej
wierzchotka, co wskazuje na czasowo-spe-
cyficzny wzorzec ekspresji. Do tej pory nie
udato sie jednak wyjasni¢ znaczenia tego zja-
wiska. Z przedstawionym rozkladem mRNA
genu CPS pokrywa sie roOwniez wystepowa-
nie transkryptow genow GA3oxI i GA30x2
(SuN 2008). Z kolei w korzeniach geny CPS
i GA3o0x ulegaja ekspresji w roznych tkan-
kach i strefach. Transkrypty CPS obecne sa
w wierzchotku wzrostu, endodermie i korze
pierwotnej strefy elongacyjnej, natomiast nie
wystepuja w czapeczce i tkance waskular-
nej (SILVERSTONE i wspotaut. 1997). W prze-
ciwiefistwie do wynikOw przedstawionych
powyzej, geny GA3ox1 i GA30x2 ulegaja eks-
presji w tkance waskularnej strefy nieelonga-
cyjnej korzenia (MITCHUM i wspoétaut. 2000).
Obserwacje te sugeruja, ze ze wzgledu na
rozne miejsca ekspresji genoéw, do syntezy
bioaktywnych GA w korzeniu musi by¢ za-
pewniony sprawny transport produktow po-
Srednich.

Z regulacja metabolizmu GA powiazano
takze funkcjonowanie biateck KNOX (ang.
knotted1-like homebox) majacych charakter
czynnikow transkrypcyjnych (Ryc. 3B). Bial-
ka te zawieraja charakterystyczna homeodo-
men¢ i odgrywaja kluczowa role w okresla-
niu tozsamosci merystemu wierzchotkowego
pedu, jak i morfologii lisci. U wielu gatunkow
roslin, nadekspresja genow KNOX powoduje
silnie karlowaty fenotyp, co wynika z obni-
zenia zawartoSci GA. Szczegolowe badania
genetyczne prowadzone na tytoniu ujawnily,
ze bialkowy produkt genu Nt KNOX (ang. Ni-
cotiana tabacum homeobox 15, NTH15) ha-
muje biosynteze¢ GA w Kkorpusie merystemu
wierzchotkowego pedu poprzez obnizenie
ekspresji genu GA20ox, natomiast brak eks-
presji genow KNOX w rejonach otaczajacych
korpus nie blokuje aktywnoSci genow kodu-
jacych enzymy zwiazane z biosynteza czaste-
czek hormonu (Ryc. 4) (TANAKA-UEGUCHI i
wspotaut. 1998, SAKAMOTO i wspotaut. 2001a,
HAY i wspotaut. 2002). U rzodkiewnika, bial-
ka AtKNOX (ang. shootmeristemless, STM)
wplywaja takze na poziom transkryptow ge-
now 2-oksydaz giberelinowych AtGA2ox4/At-
GA20x6 i ma to miejsce przy podstawie me-
rystemu, podobnie zreszta jak u ryzu, gdzie
gen OsGA2ox1 ulega ekspresji wokol wege-

tatywnego wierzchotka wzrostu (SAKAMOTO
i wspotaut. 2001b). Biatkka KNOX wywiera-
ja rowniez wplyw na metabolizm cytokinin
(CK), inaczej jednak niz w przypadku GA,
zaobserwowano stymulujacy wplyw na ich
biosynteze poprzez aktywacje ekspresji ge-
now kodujacych transferazy izopentenylowe
(ang. isopentenyl transferases, IPT). Nalezy
doda¢, ze CK odgrywaja takze znaczaca role
w stymulacji ekspresji genu GA20x (JASINSKI
i wspotaut. 2005, YANAI i wspotaut. 2005, Sa-
KAMOTO i wspotaut. 2006). Wszystkie przed-
stawione powyzej wyniki badan sugeruja,
ze biatka KNOX dzialaja jako czynniki, ktore
kontroluja stezenie zarowno GA, jak i CK w
merystemie wierzchotkowym pedu, przez co
wplywaja na jego tozsamosc.

Rozwo0j generatywny

Rozwo0j generatywny jest SciSle zwiazany
ze zmianami jakie zachodza w wierzchotku
wzrostu pedu. Wszystkie one prowadza do
przeorganizowania wegetatywnego wierz-
chotka wzrostu w kierunku tworzenia za-
wiazkow kwiatow lub kwiatostanow (KOPCE-
wicZ i LEWAK 2002). U rzodkiewnika mery-
stem wegetatywny przeksztalca si¢ najpierw
w merystem kwiatostanowy, z ktorego po-
przez roéznicowanie komorek w peryferycz-
nej strefie wyksztalcony zostaje merystem
kwiatowy. Roznice pomiedzy tymi dwoma
generatywnymi merystemami istnieja nie
tylko na poziomie morfologicznym, ale row-
niez molekularnym i dotycza zar6wno prze-
strzennego, jak i czasowego zrOznicowania
w regulacji ekspresji genow kodujacych bial-
ka odpowiedzialne za tozsamoS$¢ merystemu
oraz genow, ktorych bialkowe produkty de-
terminuja rozwoj organdéw kwiatowych (Sa-
BLOWSKI 2007). Podczas gdy raz wytworzony
merystem kwiatostanowy daje poczatek no-
wym, bocznym merystemom, dzialalnoS¢ me-
rystemu kwiatowego konczy sie wraz z wy-
ksztalceniem poszczegdlnych czesSci kwiatu
(SOUER i wspotaut. 2008, WILMOWICZ i wspot-
aut. 2011).

GA nie sa wymagane do réznicowania
poszczegolnych czeSci kwiatu, ale obecnosc
hormonu jest podstawa ich prawidiowego
rozwoju (GRIFFITHS i wspotaut. 2006). Na
przyktad do normalnego rozwoju precikOw u
rzodkiewnika potrzebne jest wyzsze stezenie
GA, niz do rozwoju stupkow, platkow koro-
ny czy dzialek kielicha (GOTO i PHARIS 1999).
Mutanty z deficytem GA charakteryzuja si¢
zahamowanym wzrostem wydhuzeniowym
komorek w nitce, przez co preciki sa krot-
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Ryc. 4. Rola biatek KNOX w kontroli tozsamo-
Sci merystemu wierzchotkowego pedu. Szcze-
goly w tekScie (wg YAMAGUCHI 2008, zmodyfi-
kowane).

kie, a to uniemozliwia samozapylenie (CHENG
i wspotaut. 2004). Odpowiednia iloS¢ GA
jest niezbedna rowniez do prawidlowego
rozwoju pylnikow. Obecnos¢ hormonu wa-
runkuje formowanie zywotnych ziaren pytku
i otwieranie komor pytkowych. U mutanta
rzodkiewnika gal-3, charakteryzujacego sie
znacznym niedoborem GA, ziarna pylku nie
osiagaja pelnej dojrzatoSci (SANDERS i wspot-
aut. 1999), a mikrosporogeneza ustaje po
mejozie tuz przed mitoza (CHENG i wspoOlaut.
2004). Z kolei u mutanta ga-2 pomidora (So-
lanum lycopersicum) niedobor GA prowa-
dzi do zahamowania mikrosporogenezy juz
przed mejoza (JACOBSEN i OLSZEWSKI 1991).
W rozwijajacych sie pylnikach, giéwnym
miejscem syntezy GA jest tkanka odzywcza
woreczka pylkowego (tapetum) (KANEKO i
wspotaut. 2003, HU i wspotaut. 2008), a mu-
tanty biosyntezy GA charakteryzuja sie za-
burzonym jej rozwojem (IZHAKI i wspotaut.
2002). Dochodzi u nich do przedwczesnej
degradacji tapetum i zatrzymania mikrospo-
rogenezy. Ekspresja genow AtGA3ox3 i At-
GA3ox4 jest najwyzsza przed poprzedzajaca
otwarcie komor pylkowych degradacja tape-
tum, a nastepnie spada. Wyzsza zawartoS¢
GA pozostaje jedynie w ziarnach pylku, az
do ich otwarcia (HU i wspotaut. 2008).
Analiza wzoru ekspresji genow koduja-
cych biatka odpowiedzialne za metabolizm
GA wykazala najwyzszy poziom transkryptow
genu AiGA3ox1 w nitce precika, co wskazu-
je, ze moze byC ona kluczowym miejscem
syntezy hormonu (GOMEZ-MENA i wspolaut.
2005, MITCHUM i wspoélaut. 2006). Jednak
dalsze badania ujawnily, ze we wczesnych
etapach rozwoju kwiatow najwyzsza aktyw-

noS¢ transkrypcyjna innych genow tj. AtGA-
30x3, AtGA30x4 i CPS ma miejsce w pylniku
(Hu i wspotaut. 2008), a w przypadku AtCPS
jest to jedyne miejsce ekspresji. Dane te su-
geruja, ze wzrost nitki precika wymaga trans-
portu pochodzacego z pylnika prekursora
GA (SILVERSTONE i wspotaut. 1997).

Wsrod biatek wplywajacych na aktywnos¢
transkrypcyjna genow kodujacych enzymy
metabolizmu GA mozemy wyrdzni¢ biatka
AG (ang. agamous) (Ryc. 3C), ktore ulegaja
akumulacji w merystemie wierzchotkowym
pedu, tuz po indukcji kwitnienia. Bialka te,
wiazac sie do sekwencji promotorowej genu
AtGA3ox1, stymuluja jego ekspresj¢ (GOMEZ-
-MENA i wspotaut. 2005). Powoduje to wzrost
zawartoSci GA, co w konsekwencji promu-
je roznicowanie si¢ komorek i powstawa-
nie poszczegolnych czesci kwiatu (HEDDEN i
THOMAS 2006).

REGULACJA HORMONALNA

Wsrod czynnikow wewnetrznych regulu-
jacych ekspresje genow kodujacych enzymy
metabolizmu GA wyrdzniamy fitohormony
tj. auksyny, brasinosteroidy, etylen, kwas ab-
scysynowy czy same gibereliny. Ich wplyw
przedstawiono w poszczegolnych podroz-
dziatach.

Homeostaza GA. Kazdy organizm dazy
do utrzymania staloSci parametrow we-
wnetrznych. Jest to mozliwe poprzez wy-
ksztalcenie ukladow opartych na oddzialty-
waniu sygnalow stanu koficowego (wyjscio-
wego) procesu na jego sygnaly referencyjne
(poczatkowe). Opisany proces potocznie
nazywa sie sprzezeniem zwrotnym i zostal
on réwniez opisany w przypadku dziatania
szlaku giberelinowego. Aktywne czasteczki
hormonu wplywaja posSrednio na ekspresje
genow kodujacych enzymy metabolizmu GA
w celu utrzymania homeostazy (Ryc. 5A). U
rzodkiewnika wykazano, ze aktywnoSc¢ trans-
krypcyjna genow GA20ox1 i GA3ox1 maleje
w kilka godzin po podaniu GA, natomiast
ekspresja genow AtGA2ox1 i AtGA20x2 zna-
CZ3aCco wzrasta, przez cO zmniejsza si¢ zawar-
tos¢ bioaktywnych czasteczek hormonu. Cho-
ciaz molekularny mechanizm przedstawionej
powyzej regulacji nie zostal wyjaSniony, wia-
domym jest, ze u rzodkiewnika w proces ten
zaangazowane sa glowne komponenty szla-
ku transdukgcji sygnalu giberelinowego, takie
jak rozpuszczalny receptor GA — GID1 (ang.
gibberellin insensitive dwarf 1), biatka DEL-
LA oraz biatka z domena F (ang. sleepy 1 u
rzodkiewnika, SLY1; ang. gibberellin insensi-
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MECHANIZM SPRZEZENIA ZWROTNEGO
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Ryc. 5. (A) Mechanizm sprzezenia zwrotnego w szlakach biosyntezy i dezaktywacji GA; (B) Udziat
biatek RSG i AGF1 w utrzymaniu homeostazy giberelinowe;j.

tive dwarf 2 u ryzu, GID2). Mutanty gidl i
gid2 wykazuja wysoka ekspresje genu OsGA-
200x2 (SD1), a co za tym idzie rowniez wy-
soka zawartoS¢ GA,| (UEGUCHI-TANAKA i wspol-
aut. 2005). Konsekwentnie u mutantéw po-
zbawionych genoéw kodujacych biatka DELLA
nastepuje redukcja iloSci transkryptow AtGA-
3ox1 i w rezultacie obnizenie stezenia GA.
W petle sprzezenia zwrotnego dodatnie-
go zaangazowane sa prawdopodobnie biatka
RSG (ang. repression of shoot growth), be-
dace czynnikami transkrypcyjnymi zawieraja-
cymi domene zamka leucynowego (Ryc. 5B).
Sugeruje si¢, ze sa one negatywnie modulo-
wane w wyniku agregacji z biatkami 14-3-3
pod wplywem wysokiego stezenia GA. Tego
typu oddziatywania hamuja funkcjonowanie
biatek RSG i jednoczeSnie unieruchamiaja je
w cytoplazmie (IGARASHI i wspotaut. 2001).
Zmniejszenie iloSci czasteczek hormonu po-
woduje rozpad kompleksu, co umozliwia
przemieszczanie si¢ bialek RSG do jadra.
W takiej sytuacji dzialanie petli sprzezenia
zwrotnego jest znacznie oslabione, bowiem
biatka RSG wiazac si¢ do sekwencji promo-

torowych genow AtGA20ox hamuja ich ak-
tywnos¢ transkrypcyjna. Oprocz wplywu na
AtGA20o0x, biatkka RSG hamuja roOwniez eks-
presje genow, ktore koduja enzymy katalizu-
jace wczesne reakcje w szlaku biosyntezy GA
(m. in. AtEKO), a to powoduje wytworzenie
kartowatego fenotypu roSliny (FUKAZAWA i
wspotaut. 2000, ISHIDA i wspotaut. 2004).
Przedstawione powyzej wyniki badan nie
odnosza sie jednak do innych kluczowych
genow kodujacych enzymy zwiazane z meta-
bolizmem GA, a mianowicie AtGA30x. W tym
przypadku komponentami, ktore moga dzia-
fa¢ w ustalaniu stanu homeostazy sa biatka
AGF1 (ang. AT-hook protein of GA feedback
regulation), majace zdolnosS¢ wiazania si¢ do
43-nukleotydowego elementu cis znajduja-
cego sic w promotorach gendéw AtGA3oxl
(Ryc. 5B). Dokladny mechanizm funkcjono-
wania biatek AGF1 w szlaku giberelinowym
nie zostal jednak do tej pory wyjasSniony.
Interesujacy jest fakt, ze wspomniany wcze-
Sniej element cis wystepujacy w promoto-
rach genow AtGA3ox1, nie wystepuje w pro-
motorach AtGA20o0x1, co sugeruje, ze sygnat
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Ryc. 6. Hormonalna regulacja aktywnoSci transkrypcyjnej gendéw kodujacych biatka zwiazane z
metabolizmem GA u grochu, rzodkiewnika i ryzu w réznych procesach fizjologicznych. Szczegoty

w tekscie.

giberelinowy moze regulowac transkrypcje
genow AtGA3ox1 i AtGA20ox1 w zupelnie
inny sposob (MATSUSCHITA i wspotaut. 2007).

Regulacja przez inne hormony. Fito-
hormony koordynuja procesy fizjologiczne
zachodzace w organizmie roSlinnym. Przykla-
dem jest stymulujacy wpltyw GA i auksyn na
wydtuzanie todygi u wielu roSlin okrytona-
siennych. U grochu (Pisum sativum) glow-
na, naturalna auksyna IAA (ang. indole-3-ace-
tic acid), niezbedna jest do utrzymania odpo-
wiedniego st¢zenia GA, w wydtuzajacych si¢
miedzywezlach (Ross i wspotaut. 2000). Usu-
niecie wierzchotka wzrostu, glownego miej-
sca biosyntezy IAA, dramatycznie redukuje
ilo§¢ GA, natomiast aplikacja IAA na zdekapi-
towany wierzchotek catkowicie odwraca ten

proces. Na poziomie molekularnym przed-
stawiony eksperyment mozna tlumaczy¢ sty-
mulujacym wplywem auksyn na aktywnosc
transkrypcyjna genu PsGA3ox1 i hamujacym
wplywem na PsGA2ox1 (Ryc. 6A) (O’NEILL i
Ross 2002). Podobne interakcje GA-IAA maja
miejsce podczas wzrostu lodygi tytoniu (NVi-
cotiana tabacum) i jeczmienia (Hordeum
vulgare), co sugeruje, ze auksyny wptywaja
na ekspresje genow kodujacych enzymy bio-
syntezy/dezaktywacji GA w procesie wzrostu
todygi w sposob uniwersalny (YAMAGUCHI
2008).

U grochu auksyny reguluja takze biosyn-
teze GA podczas rozwoju owocow, ktory
uzalezniony jest od obecnosci nasion (NGO
i wspotaut. 2002). Przy braku nasion owo-
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ce nie rozwijaja si¢, lecz proces ten mozna
uruchomi¢ poprzez podanie GA lub 4-chlo-
ro-TAA (OzGA i wspotaut. 2002). Opisany
proces mozna wyjasni¢ poprzez stymulujacy
wplyw produkowanej przez nasiona grochu
auksyny na ekspresje genow PsGA3ox1 i
PsGA20ox1, ktorych biatkowe produkty sa
bezposrednio zaangazowane w przeksztalca-
nie prekursoréw GA w czasteczki aktywne
(Ryc. 6A). Z kolei doSwiadczenia na mutan-
tach rzodkiewnika pokazaly, ze zmiany po-
ziomu transkryptow gendow GA20ox i GA-
2ox sa wywolywane przez bialka Aux/IAA
i ARF (ang. auxin response factor). Efekt
ten nie jest jednak zalezny od petli sprzeze-
nia zwrotnego, w ktorej posrednicza biatka
DELLA (FRIGERIO i wspotaut. 2006). Podsu-
mowujac, przedstawione powyzej wyniki
badan sugeruja, ze auksyny, wplywajac na
metabolizm GA, kontroluja wspolnie z nimi
wzrost tkanek i calych organéw u réznych
gatunkow roSlin.

Innymi hormonami, ktore reguluja meta-
bolizm GA sa brasinosteroidy (ang. brassino-
steroids, BR), lecz sposob ich dzialania jest
znacznie stabiej poznany niz w przypadku
auksyn. U rzodkiewnika podanie aktywnych
czasteczek BR (24-epibrasinolid) zwicksza
akumulacje transkryptow genu AtGA200x1
(Ryc. 6B) (BOUGUIN i wspotaut. 2001), nato-
miast wzrost siewek grochu po podaniu BR
nie jest konsekwencja zmian w iloSci czaste-
czek GA (JAGER i wspotaut. 2005).

Wiele informacji zebrano na temat wpty-
wu etylenu na metabolizm GA. W badaniach
nad przejSciem nasion buku (Fagus sylvati-
ca) ze stanu spoczynku do kietkowania wy-
kazano, ze etylen i GA reguluja ekspresje
kluczowych genow kodujacych biatka bio-
race udzial w biosyntezie tych hormonow -
FsACO1 (ang. aminocyclopropanecarboxyla-
te oxidase) i FsGA20ox1 (CALVO i wspotlaut.
2004a, b). Traktowanie nasion buku inhibito-
rem biosyntezy GA — paklobutrazolem (ang.
paclobutrazol, PCB) i inhibitorem biosynte-
zy etylenu — kwasem aminooksyoctowym
(ang. aminooxyacetic acid, AOA) prowadzito
do wzrostu poziomu ekspresji FsGA200x1
(CALVO i wspolaut. 2004a). Jednocze$nie za-
obserwowano, ze GA, odwraca efekt AOA,
a podanie etefonu (zrodila etylenu) — efekt
PCB. Wynika stad, ze zarowno GA, jak i
etylen, hamuja ekspresje genu FsGA20oxl1,
przez co przyczyniaja si¢ do obnizenia za-
wartoSci GA i pozostania nasion w stanie
spoczynku. Odwrotny efekt obserwowano
w przypadku wplywu obu hormonéw na

ekspresje FSACO1, ktorego produkt katalizu-
je ostatni etap biosyntezy etylenu (CALVO i
wspotaut. 2004b). Zaréwno GA, jak i etylen,
znaczaco zwickszaja aktywnoS¢ transkrypcyj-
na FsACO1, co koreluje ze wzrostem produk-
¢ji etylenu. Inne doswiadczenia wykazaly, ze
etylen moze zwicksza¢ zawartoS¢ GA u ryzu
podczas wydhizania sie¢ miedzywezli w wa-
runkach podtopienia (Ryc. 6C) (YAMAGUCHI
2008). Najlepiej jednak znany jest hamuja-
cy wplyw etylenu na proces kwitnienia u
rzodkiewnika, w wyniku zmniejszenia iloSci
aktywnych czasteczek GA. RoSliny rosnace
w atmosferze bogatej w etylen, lub w obec-
noSci jego prekursora, kwasu 1l-amino-cyklo-
propano-1-karboksylowego, charakteryzuja
si¢ opoznionym zakwitaniem, tak jak mutant
ctrl-1 wykazujacy konstytutywna odpowiedz
etylenowa. Udowodniono jednak, ze proces
ten mozna odwroci¢ poprzez podanie GA.
Znaczne obnizenie zawartoSci GA, i GA, u
mutanta ctrl-1 sugeruje, ze szlak etylenowy
wplywa na geny kodujace enzymy metaboli-
zmu GA, a poSrednio takze na biatka DELLA
poprzez zmiane stezenia GA. Badania mole-
kularne wykazaly jednak, ze mimo obnizo-
nej ilosSci GA poziom transkryptow genow
AtGA3ox1 i AtGA20ox1 jest wysoki. Jest to
prawdopodobnie zwiazane z petla sprzeze-
nia zwrotnego, ktora zostaje uruchomiona na
wskutek obnizenia stezenia aktywnych cza-
steczek hormonu. Szczegbélowe wyjasnienie
tego zagadnienia wymaga dodatkowych ba-
dan (ACHARD i wspoétaut. 2007).

Dobrze udokumentowany jest przeciw-
stawny wplyw GA i ABA na kielkowanie
nasion (Ryc. 6D). U mutanta rzodkiewnika
aba2-2 charakteryzujacego si¢ brakiem ABA
stwierdzono, ze zawartoS¢ GA, w pecznie-
jacych w ciemnoSci nasionach jest wyso-
ka po dezaktywacji fitochromu bedacej na-
stepstwem stosowania pulsacyjnego Swiatla
dalekiej czerwieni. Wysokie stezenie GA u
tego mutanta jest dodatkowo skorelowane
ze zwickszona iloScia transkryptow AtGA-
3ox1 i AtGA30x2, w poréwnaniu do sytu-
acji obserwowanej w nasionach roSlin typu
dzikiego. Badania wskazuja, ze ABA odgrywa
istotna role¢ w hamowaniu biosyntezy GA u
rzodkiewnika, zar6wno w poczatkowej fazie
pecznienia, jak i w pozniejszych fazach kiel-
kowania nasion (SEO i wspoétaut. 2000).

REGULACJA SRODOWISKOWA

Wsrod czynnikow zewnetrznych regulu-
jacych ekspresje genow kodujacych enzymy
metabolizmu GA wyrdzniamy m. in. Swiatto,
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temperature i stres. Ich wplyw przedstawio-
no w poszczegolnych podrozdziatach.

Regulacja Swietlna

Swiatlo jest waznym czynnikiem wplywa-
jacym na wzrost i rozwoj wszystkich organi-
zmow. Wsrod procesow zaleznych od Swia-
tta, w ktorych jednoczesnie zachodza zmiany
w koncentracji GA, wyrdézniamy m. in. kiet-
kowanie nasion, deetiolacje siewek oraz in-
dukcje kwitnienia.

Kielkowanie nasion. U wiekszoSci ro-
slin kietkowanie nasion zalezy od warunkow
Swietlnych. Nasiona takie nazywamy foto-
blastycznymi, przy czym rozrOznia si¢ foto-
blastic dodatnia, gdy Swiatlo stymuluje kiel-
kowanie, i ujemna, w ktorej Swiatlo hamuje
ten proces. Nasiona niewrazliwe na Swiatlo
(niefotoblastyczne) wytwarza zaledwie 4,5%
gatunkow, niemniej jednak nalezy tutaj wigk-
szoS$¢ roSlin uprawnych (m. in. zboza, rosliny
motylkowate, len). Wrazliwos¢ kietkowania
nasion na Swiatlo na ogot nie jest cecha wa-
runkujaca ten proces. WiekszoS¢ nasion po-
zytywnie fotoblastycznych kietkuje rowniez
w ciemnoS$ci, a warunki Swietlne zwieckszaja
jedynie szybkoS¢ kietkowania i liczbe osta-
tecznie skietlkowanych nasion. Znane sa jed-
nak nasiona, ktore w ogole nie kietkuja w
ciemnosci, a naSwietlenie jest warunkiem ko-
niecznym. Do nich zaliczamy m. in. nasiona
jemioty czy sataty odm. Grand Rapids (Kop-
CEWICZ i LEwWAK 2002). U roslin dwuliScien-
nych posiadajacych mate nasiona, tj. salaty
(Lactuca sativa), pomidora czy rzodkiewni-
ka, proces kietkowania jest pod kontrola fi-
tochromoéw. Fitochrom B (ang. phytochrome
B, PHY B) zaangazowany jest w pojawiajace
sie krotko po rozpoczeciu pecznienia nasion
reakcje wywotane niskim natezeniem Swiatla
(ang. low fluence response, LFR) oraz stymu-
luje kietkowanie w odpowiedzi na Swiatlo
czerwone (R) (SHINOMURA i wspotaut. 1996).
Z kolei fitochrom A (ang. phytochrome A,
PHY A) ulega akumulacji podczas pecznienia
nasion w ciemnoSci i promuje kietkowanie
przy bardzo niskim nat¢zeniu Swiatla (ang.
very low fluence response, VLFR).

Kluczowymi represorami w zaleznym od
PHY A/B procesie kietkowania nasion sa bial-
ka PIF1/PIL5 (ang. phytochrome interacting
factor 1/PIF3-like 5). Jako czynniki transkryp-
cyjne zawierajace domene¢ helisa-petla-heli-
sa (ang. basic helis loop helis, bHLH) moga
w posredni sposob regulowaé aktywnos¢
transkrypcyjna kluczowych genoéw koduja-
cych enzymy metabolizmu GA, jak i ABA

(OH i wspoétaut. 2006). Przy braku Swiatla,
co Scisle wiaze sie z brakiem aktywnej bio-
logicznie formy fitochromow A/B-P., bialka
PIL5 aktywuja ekspresje genow SOM (ang.
somnus) (KiMm i wspoétaut. 2008) i DAGI
(ang. dof affecting germination 1) (GABRIE-
LE i wspotaut. 2010) (Ryc. 7A I, II). W przy-
padku genu SOM odbywa si¢ to w wyniku
bezposredniego wiazania do sekwencji pro-
motora, natomiast w przypadku genu DAGI
regulacja bezpoSrednia nie zostala potwier-
dzona, dlatego przyjmuje si¢, ze wzrost eks-
presji tego genu zachodzi z udziatem innych
czynnikow transkrypcyjnych. Wysokie steze-
nie biatek SOM hamuje aktywnos¢ transkryp-
cyjna genoéw kodujacych enzymy biosyntezy
GA, GA3ox1 i GA30x2, oraz genu kodujace-
go enzym katabolizmu ABA, CYP707A2, nato-
miast aktywuje ekspresje genow kodujacych
zarowno enzymy katabolizmu GA, GA2ox2,
jak i biosyntezy ABA, ABA1, NCEDG, NCED?9.
Prowadzi to do obnizenia stezenia GA oraz
podwyzszenia zawartoSci ABA, co w rezulta-
cie hamuje kietlkowanie nasion. Bialka DAG1
wywoluja taki sam efekt, jednak w odrdznie-
niu od bialek SOM, zmniejszaja one jedynie
ilo§¢ czasteczek mRNA genu GA3ox1 (LAU
i DENG 2010). U rzodkiewnika biatka PIL5
moga takze w bezpoSredni sposob wplywac
na ekspresje dwoch genow DELLA, GAI (ang.
gibberellic acid insensitive) i RGA (ang. re-
pressor of GA 1-3) (Ryc. 7A III). Prowadzi to
do represji sygnalu giberelinowego, a w dal-
szej konsekwencji do zahamowania kietko-
wania nasion. Obnizenie pozytywnego wply-
wu szlaku giberelinowego na proces kietko-
wania nasion wiaze sie takze ze zdolnoScia
biatek DELLA do indukcji genow kodujacych
biatka odpowiedzialne za biosynteze ABA
(OH i wspotaut. 2007, PISKUREWICZ i wspot-
aut. 2009).

Z kolei w obecnoSci Swiatla fitochromy
A/B w formie P, pochlaniaja fale o dlugosci
660 nm i ulegaja fotokonwersji do formy P,
w wyniku czego moga fizycznie oddziatywac
z biatkami PIL5. W takiej sytuacji przy udzia-
le ligaz ubikwitynowo-biatkowych, bialka
PIL5 ulegaja degradacji w proteasomach 26S
zmieniajac ekspresje kluczowych genow ko-
dujacych biatka zwiazane z metabolizmem i
szlakiem transdukcji zaroOwno GA, jak i ABA
(Ryc. 7B I, 11, III). W konsekwencji dochodzi
do zwickszenia akumulacji aktywnych GA i
zmniejszenia iloSci ABA, a nastepstwem tych
zdarzen jest kietkowanie nasion rzodkiewni-
ka (OH i wspotaut. 2006, 2007; LAU i DENG
2010).
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Ryc. 7. Swietlna regulacja aktywnosci transkrypcyjnej genéw kodujacych biatka zwiazane ze szla-
kiem biosyntezy/dezaktywacji oraz transdukcji sygnalu GA, jak i ABA w procesie kietkowania na-
sion rzodkiewnika. Szczegoly w tekscie.

W celu kompleksowego zrozumienia me-
chanizmow funkcjonowania biatek PIL5 nale-
zaloby poznac¢ wszystkie geny, ktore moga by¢
regulowane z ich udzialem, co stalo sie celem
zespotu badawczego Oh w 2009 r. Oprocz
wymienionych genow kodujacych biatka zwia-
zane ze szlakami metabolizmu lub transdukcji
sygnalu GA i ABA, zidentyfikowano dodatkowo
166 innych genoéw wsrod ktorych znajduja sie

geny kodujace biatka zwiazane ze szlakami au-
ksyn i jasmonianow, np. ARF18 (ang. auxin re-
sponse factor 18), BIM1 (ang. bestl-interacting
myc-like protein 1), JAZI (ang. jasmonate zim
domain protein 1), geny ekspansyn (EXPS i
EXP10) czy gen homologa endotransglukoksy-
lazy ksyloglukanu (XTHZ28), ktorego biatkowy
produkt uczestniczy w rozluznianiu Sciany ko-
morkowej (OH i wspotaut. 2009).
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Ryc. 8. Srodowiskowa regulacja aktywnosci transkrypcyjnej genow kodujacych biatka zwiazane z
metabolizmem GA u rzodkiewnika w procesie deetiolacji i kwitnienia. Szczegolty w tekscie.

Deetiolacja. Rosliny wzrastajace w wa-
runkach braku Swiatla maja dtugi, cien-
ki hipokotyl z charakterystycznym hakiem
wierzchotkowym, mate liScienie pozbawio-
ne chlorofilu oraz stabo rozwini¢ty system
korzeniowy. W momencie przeniesienia na
swiattlo wzrost lodygi ulega zahamowaniu,
liScienie i pierwsze liScie szybko sie zazie-
leniaja, a korzenie rozwijaja (KOPCEWICZ i
LEWAK 2002). Proces ten nosi nazwe deetio-
lacji, a w celu poznania jego molekularnych
mechanizmow przeprowadzono liczne bada-
nia, ktore daly przeciwstawne rezultaty do
tych opisanych powyzej dla procesu kielko-
wania. Okazalo si¢, ze w siewkach grochu
rosnacych w ciemnoS$ci, a nastepnie wysta-
wionych na Swiatto biate, po okoto poét go-
dziny zawartoS¢ GA, znaczaco maleje (O’NE-
IL i wspotaut. 2000). W procesie tym nie
stwierdzono udziatu PHY B, za to potwier-
dzono wspotdziatanie PHY A z kryptochro-
mem 1 (ang. cryptochrome 1, CRY 1), ktore
razem negatywnie reguluja ekspresje genu
PsGA3ox1, natomiast pozytywnie wplywa-
ja na ekspresj¢ PsGA2ox2 (FOO i wspolaut.
2006). Podobna sytuacje zaobserwowano u
rzodkiewnika — Swiatlo niebieskie pochia-
niane przez CRY 1 i CRY 2 zwi¢ksza aktyw-
nos¢ transkrypcja genu AtGA2ox1, a zmniej-
sza ekspresj¢ genow AiGA20ox1 i AlGA-
3ox1, co prowadzi do obnizenia zawartoSci
GA (Ryc. 8A). Po okoto czterech godzinach
zaobserwowano jednak silny wzrost ekspre-
sji genOw kodujacych biatka zwiazane z syn-
teza GA, GA3ox i GA20ox. Jest to prawdo-
podobnie skutkiem istnienia petli sprzeze-
nia zwrotnego, ktora utrzymuje stezenie GA
w roSlinie na odpowiednim poziomie. W

ciagu dluzszego okresu czasu, wzrost todygi
na Swietle jest spowolniony w porownaniu
ze wzrostem w ciemnoSci, a jest to zwia-
zane z ciaglym hamowaniem szlaku trans-
dukgcji sygnalu GA (ZHAO i wspotaut. 2007).
Przedstawione powyzej wyniki badan doty-
czace siewek grochu i rzodkiewnika pod-
kreslaja istotna role Swiatla, w tym Swiatla
niebieskiego, w regulacji metabolizmu GA
podczas deetiolacji.

Indukcja kwitnienia. Wickszo$¢ badan
majacych na celu wyjasnienie mechanizmow
indukgcji kwitnienia dotyczy rzodkiewnika, fa-
kultatywnej rosliny dnia dlugiego (ang. long
day plant, LDP). Zastosowanie technik biolo-
gii molekularnej pozwolilo na identyfikacje u
tej rosliny czterech gtownych szlakow induk-
¢ji kwitnienia: autonomicznego, wernaliza-
cyjnego, fotoperiodycznego oraz giberelino-
wego (QUESADA i wspotaut. 2005). Wszystkie
te szlaki wplywaja na ekspresje tzw. genow
integratorowych SOCI (ang. suppressor of
overexpression of constans 1) i LFY (ang.
leafy), ktorych biatlkowe produkty regulujac
aktywnoS¢ genOw tozsamoSci merystemu
prowadza do zmiany wzorca rozwojowego
wierzchotka wzrostu pedu, a nast¢pnie roz-
woju kwiatu (AUKERMAN i SAKAI 2003). Gen
LFY integruje sygnaly pochodzace ze szlaku
giberelinowego i fotoperiodycznego, pod-
czas gdy SOC! integruje szlak giberelinowy,
autonomiczny i wernalizacyjny (FLEET i SUN
2005).

Wiele faktOw przemawia za tym, ze GA
biora udziat w kontroli kwitnienia roS$lin
wrazliwych na dlugos¢ dnia. U wielu LDP,
jak np. jarnik solankowy (Samolus parvi-
florus) i rudbekia dwubarwna (Rudbekia
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Ryc. 9. Regulacja aktywnoSci transkrypcyjnej genow kodujacych biatka zwiazane z metabolizmem
GA u rzodkiewnika i grochu w réznych procesach fizjologicznych podczas roéznych warunkow
temperaturowych i stresowych. Szczegoly w tekscie.

bicolor), GA calkowicie zastepuja induk-
cyjny fotoperiod (KING i BEN-TAL 2001). Z
kolei w liSciach zycicy rocznej (Lolium te-
mulentum) indukcyjny fotoperiod wzmaga
ekspresje GA20ox prowadzac do akumu-
lacji GA; oraz powoduje jej transport do
wierzchotka wzrostu pedu. Zastosowanie
inhibitora biosyntezy GA przed indukuja-
ca kwitnienie noca prowadzi do obnizenia
stezenia tych hormondéw, czemu towarzy-
szy zmniejszenie liczby pakéw kwiatowych
wytwarzanych przez rosliny (KING i wspot-
aut. 20006). U rzodkiewnika uprawianego w
nieindukcyjnych warunkach dnia krotkiego
(ang. short day, SD) zmiana wzorca rdzni-
cowania z wegetatywnego na generatywny
poprzedzona jest akumulacja GA, w wierz-
chotku wzrostu pedu (Ryc. 8B). Podobnie
jak u zycicy, proces ten nie jest skorelo-
wany ze zmiana ekspresji genow koduja-
cych biatka biosyntezy GA bezpoSrednio
w wierzchotku wzrostu pedu (ERIKSSON i
wspotaut. 2006). Rola GA w regulacji kwit-
nienia roslin zostala szczegélowo omo-
wiona w pracy przegladowej WILMOWICZ i
wspotaut. 2011.

Regulacja temperaturowa

U wielu gatunkow roslin, ekspozycja na-
sion w stanie spoczynku na obnizona tempe-
rature¢ (stratyfikacja zimnem) promuje proces
kietkowania. W przypadku nasion rzodkiew-
nika niska temperatura stymuluje ekspresje¢
genow AtGA3ox1 i AtGA200x2, podczas gdy
aktywnoS$c¢ transkrypcyjna AtGA2ox2 jest ob-
nizona, a konsekwencja tych zdarzen jest
zwickszenie stezenia GA (Ryc. 9A) (YAMAGU-
CHI i wspotaut. 2004). W regulacje poziomu
transkryptow genow AtGA3ox zaangazowane
sa najprawdopodobniej biatka SPT (ang. spa-
tula) bedace czynnikami transkrypcyjnymi
zawierajacymi domen¢ bHLH. Biatka te sa
SciSle spokrewnione z biatkami PIL5 uczest-
niczacymi w regulacji Swietlnej, w zwiazku z
tym, w nieco mniejszym stopniu, ale odgry-
waja rOwniez wazna role w zaleznej od fito-
chromu odpowiedzi nasion na Swiatlo (PEN-
FIELD i wspotaut. 2005).

Kazda roSlina rejestruje stosunek tempe-
ratur w ciagu dnia i nocy (termoperiodyzm) i
stosownie do tego reguluje wszelkie procesy
wzrostowo-rozwojowe. U grochu kombinacja
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temperatur 13°C/21°C, odpowiednio w dzien
i w nocy, powoduje zmniejszenie zawartoSci
glownie GA, w porownaniu z temperaturami
21°C/13°C lub 17°C/17°C (dzien/noc), co w
konsekwencji prowadzi do redukcji wzrostu
todygi (Ryc. 9A) (STAVANG i wspotaut. 2005).
Jest to spowodowane obnizeniem poziomu
transkryptow genow PsGA20ox i PsGA3ox.
Dokladnie odwrotna sytuacje zaobserwo-
wano w przypadku genu PsGA2ox2. Nalezy
doda¢, ze u mutantow wykazujacych ciagla
odpowiedz giberelinowa praktycznie nie wy-
stepuje zjawisko reakcji na chlod, co sugeru-
je, ze GA, dziala jako posrednik w odpowie-
dziach termoperiodycznych.

Odpowiedz na stres

U jeczmienia wystepuje wyrazna zalez
noS¢ pomiedzy zahamowaniem wzrostu
pedu a ekspozycja rosliny na warunki streso-
we. Zauwazono rowniez, ze przetrzymywanie
roSlin rzodkiewnika w warunkach wysokiego
zasolenia powoduje redukcje iloSci aktyw-

nych GA (ACHARD i wspotaut. 2006), co po-
twierdza zalozenie, ze powolny wzrost roslin
wystepujacych na stonych podtozach jest Sci-
Sle zwiazany z modulacja szlaku metabolizmu
GA. W proces ten zaangazowane sa przede
wszystkim ulegajace akumulacji w warun-
kach zasolenia biatka DDF1 (ang. dwarf
and delayed flowering) bedace czynnikami
transkrypcyjnymi blisko spokrewnionymi z
biatkami DREB (ang. dehydration responsie
element-binding). Bialko DDF1 oddziatlujac
z sekwencja promotorowa genu AtGA2o0x7
wplywa pozytywnie na jego ekspresje, a
co za tym idzie obniza zawartoS¢ GA (Ryc.
9B). Badania na roSlinach transgenicznych
rzodkiewnika potwierdzily role¢ genu DDFI,
poniewaz roSliny z jego nadekspresja cha-
rakteryzowaly si¢ zredukowana zawartoScia
GA,, a ich fenotypy byly wyraznie karlowate.
Wszystkie przedstawione dane jednoznacznie
sugeruja, ze zasolenie zmniejsza ilos¢ aktyw-
nych GA (YAMAGUCHI 2008).

PODSUMOWANIE

Sposrod 7 klas hormonow roslinnych GA
stanowia niewatpliwie jedna z najciekaw-
szych grup zwiazkow, zaréwno ze wzgledu
na specyfike i szeroki zakres dzialania, jak
tez na powiazanie z bardzo istotnymi pro-
cesami w zyciu roSlin. Dzieki badaniom pro-
wadzonym w znacznej mierze na mutantach
rzodkiewnika zidentyfikowano wickszoS¢ ge-
now, ktore koduja enzymy odpowiedzialne
za metabolizm GA. Poznanie wzorcow eks-
presji tych genow umozliwito z kolei ozna-
czenie miejsc syntezy i degradacji GA oraz
opisanie mechanizmow odpowiedzialnych za
regulacje zawartoSci czasteczek hormonu w
tkankach roSlinnych.

Szczegotowa wiedza dotyczaca sposobow
regulacji biosyntezy i katabolizmu GA jest
bardzo przydatna chociazby ze wzgledu na
aspekt ich praktycznego zastosowania. Gi-
bereliny, jako produkty naturalne i catkowi-
cie metabolizowane przez roSliny, od dawna
naleza do zwiazkow dopuszczonych do po-
wszechnego uzytku. Obecnie wykorzystuje
si¢ je np. w sadach owocowych jako oprysk
do regulacji dojrzewania owocOw, a u nie-
ktorych roslin jako czynnik indukujacy par-
tenokarpie. Efekt wytwarzania owocOw bez
nasion mozna stosunkowo latwo osiagnac¢ u
takich roSlin jak grusze, Sliwy i niektore od-
miany jabtoni. Duze mozliwoSci praktyczne-

go wykorzystania GA istnieja w leSnictwie.
Przyspieszaja one bowiem wchodzenie w
okres reprodukcji drzew iglastych, miedzy
innymi sosny. RoSliny transgeniczne, w kto-
rych nadekspresji ulega jeden z genéw ko-
dujacych biatko zaangazowane w biosynteze
GA (GA20o0x), rosna szybciej, maja liczniejsze
i dhuzsze witokna ksylemowe oraz charakte-
ryzuja si¢ zwickszona biomasa — ma to wi¢c
istotne znaczenie dla przemyshi drzewnego,
a takze papierniczego. Perspektywy stosowa-
nia GA do modyfikowania wzrostu i rozwo-
ju roslin poszerzaja si¢ z uwagi na zdolnos¢
tego hormonu do zapobiegania rozwojowi
niektorych choréb grzybowych, szczegolnie
u czereS$ni, wisni i winorosli. GA s3 takze ru-
tynowo stosowane w przemySle browarnia-
nym, poniewaz stymuluja kielkowanie nasion
jeczmienia, uzywanego do produkcji stodu.
Genetyczne modyfikacje metabolizmu GA do-
prowadzily réwniez do uzyskania gatunkow
polkartowatych zb6z. Kroétsza todyga pozwala
utrzymac wicksza iloS¢ ziarna i powoduje, ze
zboza nie wylegaja oraz sa bardziej odporne
na wiatr i deszcz.

Mozliwosci praktycznego zastosowania
GA sa na pewno jeszcze wicksze, a stuza
temu nieustanne badania mechanizmoéw ich
biosyntezy i funkcjonowania. Zainteresowa-
nym Czytelnikom polecamy artykut dotycza-
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cy percepcji i transdukcji sygnatu GA u ro-
slin (MARCINIAK i wspotaut. 2010).
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REGULACJA METABOLIZMU GIBERELIN U ROSLIN

Streszczenie

Gibereliny (GA), jako jedne z siedmiu klasycz-
nych hormonéw roslinnych, zajmuja kluczowa po-
zycje w regulacji wzrostu i rozwoju roslin. Wpty-
waja one na wiekszoS¢ procesow fizjologicznych t;.
kietkowanie nasion, wydluzanie todyg czy indukcje
kwitnienia. Z ponad stu trzydziestu réznych GA zi-
dentyfikowanych u roslin, grzybow i bakterii, tylko
nieliczne — GA,, GA,, GA,, GA,, GA,, GA, — wykazu-
ja aktywnosS¢ biologiczna, natomiast pozostate sa ich
prekursorami lub produktami katabolizmu.

Dzieki uzyciu biochemicznych i genetycznych
technik badawczych, w ciagu ostatnich kilkunastu lat
poznano wi¢kszoS¢ genoéw kodujacych biatka zwiaza-
ne z biosynteza i dezaktywacja GA, co pozwolilo na
lepsze zrozumienie funkcjonowania tych fitohormo-
now u roslin. WiekszoS¢ enzymoéw zaangazowanych
w metabolizm GA wykazuje wielofunkcyjnos¢, dla-

tego mniejsza ich liczba, niz zakladano na poczatku,
potrzebna jest do tworzenia takich struktur GA, kto-
re biora czynny udzial w kontroli wielu procesow
fizjologicznych. Wiadomo rowniez, ze metabolizm
GA jest SciSle regulowany zaré6wno przez bodzce we-
wnetrzne (m. in. hormony), bodZce zewnetrzne (m.
in. jakoS¢ Swiatla, fotoperiod, temperatura, stres), jak
i aktualng faze rozwoju rosliny (embriogeneza, kiel-
kowanie, rozwo0j wegetatywny i generatywny).

Glownym celem niniejszej pracy jest podsumo-
wanie obecnego stanu wiedzy na temat metaboli-
zmu GA, a przede wszystkim proba znalezienia od-
powiedzi na pytanie: jak zawartoS¢ czasteczek hor-
monu w poszczegOlnych komorkach i tkankach jest
regulowana podczas wzrostu i rozwoju roslin w roz-
nych warunkach?

REGULATION OF GIBBERELLINS METABOLISM IN PLANTS

Summary

Bioactive gibberellins (GA) are diterpene
phytohormones that are biosynthesized through
complex pathways and control different aspect
of plants growth and development, such as seeds
germination, stems elongation and floral induc-
tion. Among more than one hundred thirty GA
identified from plants, fungi and bacteria, only
small number of them — GA, GA,, GA,, GA,, GA,,
GA, — are biologically active. Many non-bioactive
GA exist in plants as precursor or deactivated me-
tabolites. The GA metabolism pathway in plants
has been studied for a long time, and large num-
ber of genes encoding the metabolism enzymes

has been identified. Many of these enzymes are
multifunctional and therefore fewer enzymes than
might be expected are required to synthesize the
various gibberellins structures. Increasing lines of
evidence indicate that GA metabolism pathway is
strictly regulated during plant development and in
response to hormonal and environmental signals.
In this review, we summarize our current under-
standing of the GA metabolism pathways, genes
and enzymes in plant, and first of all we discuss
how GA concentration is regulated during plant
development under varying condition.
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