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Streszczenie: Kwas abscysynowy (ABA) reguluje szereg roznorodnych proceséw, w tym m.in. dojrze-
wanie i spoczynek nasion, wzrost korzeni, starzenie lisci, a takze przechodzenie z fazy wzrostu wegeta-
tywnego do generatywnego. ABA jest takze gtownym hormonem stresu umozliwiajacym przystosowa-
nie rosliny do czynnikéw srodowiska, takich jak: susza, chtdd czy zasolenie, posredniczacym w regulacji
aparatu szparkowego regulujac w ten sposob przeptyw wody oraz wptywajacym na ekspresj¢ genow
zwigzanych ze stresem. Spektakularnym osiggnigciem w poznawaniu szlakow sygnalowych ABA w
ostatnim czasie byto zidentyfikowanie trzech réznych receptorow ABA: biatka FCA uczestniczacego w
regulacji zakwitania, podjednostki H Mg-chelatazy i bialkka GCR2 z nadrodziny receptoréw sprzgzo-
nych z biatkami G. Pierwszym poznanym receptorem bylo jadrowe biatko FCA wiazace RNA oddziatu-
jace z biatkami FY i PCFS4 funkcjonujacymi w formowaniu konica 3'RNA. Kompleks FCA-FY-PCFS4
przeciwdziata akumulacji transkryptu genu F'LC kodujacego czynnik transkrypcyjny hamujacy zakwita-
nie. Drugim wewnatrzkomoérkowym receptorem jest podjednostka CHLH magnezowej chelatazy, enzy-
mu odpowiedzialnego za wbudowywanie Mg*" do protoporfirynylX. CHLH wiaze ABA niezaleznie od
protoportirynylX i gra kluczowa rolg¢ w tzw. szlaku retrogratywnym przekazujacym informacj¢ z chlo-
roplastéw do jadra. CHLH/GUNS jest takze plastydowym receptorem ABA funkcjonujacym jako pozy-
tywny element w szlaku sygnatowym odpowiedzialnym za wigkszo$¢ odpowiedzi na ABA. W przeci-
wienstwie do dwoch receptorow wewnatrzkomorkowych, wiazace ABA biatko GCR2, zwigzane z btona
komorkowa, oddziatuje z heterotrimerycznymi biatkami G. Wigzanie ABA do GCR2 wymusza dysocja-
cj¢ Ga inicjujac klasyczna kaskade sygnatowa zalezna od biatek G. Na razie nie wiemy, czy GCR2 jest
typowym receptorem sprz¢zonym z biatkami G czy biatkiem tylko peryferycznie powiazanym z btona.
Niezaleznie od osiagni¢¢ zwiazanych z poznawaniem receptorow ABA, wyniki najnowszych badan
pokazuja, ze w sieci sygnatowej ABA kluczowe miejsce zajmujq oddziatujace swoiscie pomigdzy soba
fosfatazy i kinazy biatkowe. Wyniki badan genetycznych i biochemicznych potwierdzity udziat kinaz
typu SnRK2 i SnRK3 w regulacji ruchdw aparatu szparkowego, a takze w regulacji transkrypcji i meta-
bolizmu RNA oraz w odpowiedziach na czynniki stresowe.

Stowa kluczowe: kwas abscysynowy, receptory ABA, szlaki sygnalowe ABA.

*Praca jest skrocong i nieco zmieniona wersja pracy licencjackiej P.W.
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Summary: Abscisic acid (ABA) regulates a diverse array of processes including seed maturation and
dormancy, root growth, leaf senescence, and the transition between vegetative and reproductive growth.
ABA is also a major stress hormone that regulates the adaptation of plants to environmental stresses
including drought, cold and salt. It controls the stomatal aperture to regulate water content and modulates
the expression of stress-responsive genes. The most remarkable progress in recent studies of the ABA
signaling pathways is the identification of three ABA receptors: the flowering-time control protein FCA,
the Mg-chelatase H subunit, and the G protein-coupled receptor GCR2. The first reported ABA receptor
was FCA, anuclear localized RNA-binding protein that physically interacts with the RNA 3'-end proces-
sing factors FY and PCFS4 proteins. By a mechanism that remains to be elucidated, FCA-FY-PCFS4
complex prevents the accumulation of FLC transcripts encoding a transcription factor that inhibits
flowering. Second intracellular ABA receptor is a plastid CHLH subunit of the magnesium-protopor-
phyrinIX chelatase that catalyses the insertion of Mg*" into protoporphyrin[X. CHLH binds ABA indepen-
dently of protoporphyrinIX and plays a key role in mediating plastid-to-nucleus retrograte signaling, as well
functions as a plastid ABA receptor positively controlling major ABA responses. Unlike the above intracel-
lular ABA receptors, the third ABA-binding protein GCR2, associated with plasma membrane, interacts with
trimeric G proteins. Binding of ABA to GCR2 causes it to dissociate from Ga and initiates of a classical
G protein signaling cascade. In fact, it is currently unclear whether or not GCR2 is a canonical G protein
coupled receptor or a peripheral membrane protein. Moreover, the recent studies have revealed a connection
between protein phosphatases and protein kinases that are pivotal components of the ABA signaling network.
Genetic and biochemical studies have demonstrated the key functions of SnRK?2 and SnRK3-type kinases in
stomatal movement, transcriptional regulation, RNA processing and stress responses.

Key words: Abscisic acid, ABA receptors, ABA signaling.

WPROWADZENIE

Poszukiwania receptorow kwasu abscysynowego (ABA), zapoczatkowane w latach
siedemdziesiatych ubieglego wieku, poczatkowo zwrocone byly na identyfikacje ,,miejsc
wigzacych hormon”, ktérymi powinny by¢ bialtka wiazace fitohormon w sposdb wysoce
specyficzny i odwracalny, a wiazaniu liganda powinno towarzyszy¢ przeniesienie
informacji na skladniki komoérki petlniace funkcje efektorowe. W poszukiwaniach
receptorow ABA wykorzystywano gléwnie komorki szparkowe, najczesciej z lisci bobu
(Vicia faba) i komeliny (Commelina communis) oraz komdrki aleuronowe ziarniakow
zb6z. Wyniki licznych badan sugerowaly, ze receptory ABA sa zlokalizowane zaréwno
w blonie komdrkowe;j, jak rowniez wewnatrz komorki, jednakze proby identyfikacji biatek
receptorowych na ogol konczyly si¢ niepowodzeniami [10]. Wyrazny przetom nastapit
dopiero w ostatnich trzech latach, po tym jak w A. thaliana zidentyfikowano najpierw
dwa wewnatrzkomorkowe receptory ABA [72,79], a nastgpnie biatko GCR2 podobne
do receptoréw sprzezonych z heterotrimerycznymi biatkami G [46]. Odkrycie receptorow
o catkowicie odmiennym mechanizmie dzialania, zupelnie r6znym od poznanych niedawno
wewnatrzkomorkowych receptorow auksyn, giberelin, jasmonianu, a takze blonowych
receptoréw etylenu, cytokinin i brasinosteroidow [28,35,37,81], zmobilizowato do napisania
niniejszego artykutu. Pierwsze trzy rozdzialy pracy poswigcone sa omowieniu
nowopoznanych receptorow, natomiast koncowy jej rozdzial zawiera przeglad najnowszych
osiagnie¢ w poszukiwaniach bialkowych elementow sieci sygnatlowej ABA.

Praca jest drugim, po opublikowanym przed kilku laty w Postgpach Biologii Komorki
[27], artykulem przegladowym poswieconym receptorom i szlakom sygnatowym ABA.
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Uwadze zainteresowanego Czytelnika polecamy takze prace przegladowe opublikowane
w ostatnich latach w czasopismach o zasiegu ogolnoswiatowym [22,23,89].

BIALKO FCA WIAZACE RNA - JADROWY RECEPTOR ABA

W poszukiwaniach biatek wiazacych fitohormon wykorzystuje si¢ m.in. przeciw-
ciala poliklonalne skierowane do przeciwcial monoklonalnych, dla ktérych antygenem
byl badany hormon. Uzyskane w ten sposdb przeciwciala rozpoznajg strukture
fragmentéw nadzmiennych w przeciwciatach monoklonalnych, ktéra w zalozeniu
powinna by¢ podobna do struktury bialka wigzacego fitohormon. Tak otrzymane
przeciwciata antyidiotypowe poshuzyly do analizy biblioteki cDNA uzyskanej z mRNA
izolowanego z komorek warstwy aleuronowej jeczmienia [73]. Okazalo sie, ze
wyselekcjowany w ten sposob klon kodowal 472-aminokwasowe biatko ABAPI
(ang. ABA-binding Proteinl) stereospecyficznie wigzace ABA (ryc. 1A). Rekombi-
nowane ABAPI1, otrzymane w bakteryjnym ukladzie ekspresyjnym, wiaze odwra-
calnie tylko aktywny enancjomer (+)-ABA, a warto$¢ statej dysocjacji, zblizona do
28 nM, wskazuje na wysokie powinowactwo wzgledem ABA oraz sugeruje, ze
ABAP1 moze by¢ poszukiwanym receptorem fitohormonu. Technikami immunoche-
micznymi wykazano, ze ABAP1 jest powigzane z frakcja bton plazmatycznych.
Poniewaz biatlko nie ma odpowiednio dlugich odcinkéw hydrofobowych, dlatego
sugeruje si¢, ze odpowiedzialna za oddzialywania z innymi biatkami domena WW,
potozona w czgsci C-koncowej ABAP1, uczestniczy w jego wigzaniu z odpowiednim
biatkiem zlokalizowanym w blonie [73].

Mimo ze wyniki doswiadczen jednoznacznie dowodza, ze ABAP1 wiaze swoiscie
ABA, to jednak jego funkcja receptorowa nie zostata eksperymentalnie potwierdzona,
a badania dotyczace ABAP1 zostaly zaniechane po tym, jak si¢ okazalo, ze jego
sekwencja aminokwasowa jest wysoce homologiczna z sekwencja poznanego
wcezesnie] w A. thaliana biatka FCA (ang. Flowering time Control protein A)
zaangazowanego w regulacj¢ kwitnienia [72]. Biatko FCA, zbudowane z 747 reszt
aminokwasowych, zawiera dwie okoto 80-aminokwasowe domeny RRM1 i RRM2
(ang. RNA Recognition Motif) wiazace RNA, a w czgs$ci C-koncowej domeng
WW, z dwiema ewolucyjnie zachowanymi resztami tryptofanu, posredniczaca w
wiazaniu bialek majacych specyficzny motyw bogaty w proline (ryc. 1A) [50]. W
regionie srodkowym FCA potozone sa dodatkowe motywy z licznie wystepujacymi
resztami proliny i glicyny (region od 290 do 490 reszty) oraz flankujace domeng
WW (od 493 do 558 i od 632 do 672 aminokwasu) regiony bogate w glutamine,
charakterystyczne dla wielu biatek wiazacych RNA. Rekombinowane biatko FCA
wiaze odwracalnie i stereospecyficznie (+)-’H-ABA, a wartos¢ statej dysocjacji
zblizona do 19 nM sugeruje, ze wiazanie to moze mie¢ charakter oddzialywania typu
ligand-receptor [72].

Wczesniejsze badania pokazaly, ze gen FCA, obejmujacy 21 egzondéw, moze w
drodze alternatywnego skladania kodowaé cztery rdézne transkrypty (a, S, v, O).
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RYCINA 1. Rola FCA w sygnalizacji ABA (A) Potozenie
charakterystycznych domen w biatkach ABAP1, FCAiFY:; (B) Efekt
wiazania ABA do FCA w regulacji zakwitania. Wiazace RNA biatko
FCA, wspoldziatajace w jadrze z FY i PCFS4 - biatkami
funkcjonujacymi w formowaniu konca 3' RNA, wspotuczestniczy w
regulacji poziomu czynnika transkrypcyjnego FLC hamujacego
zakwitanie. Wigzanie ABA powoduje dysocjacj¢ kompleksu FCA-FY
prowadzac do akumulacji FLC i hamowania zakwitania. Powstawanie
kompleksu FCA-FY-PCFS4 sprzyja, w wyniku dziatania swoistego
mechanizmu sprzg¢zenia zwrotnego, tworzeniu skréconego nieaktyw-
nego transkryptu CA i obnizeniu poziomu funkcjonalnego #C4 mRNA
(na podstawie [50,71,72,73,80,92])
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FIGURE 1. ABA-activated FCA signaling (A) Domain structure of ABAP1, FCA and FY proteins; (B)
FCA interaction with ABA and flowering regulation. The RNA-binding protein FCA acts in the nucleus
together with the mRNA 3'-end processing factor F'Y and PCFS4 protein to control the abundance of FLC,
an inhibitor of flowering. Upon binding ABA, FCA-FY complex dissociates, leading to the accumulation
of FLC and inhibition of flowering. The functional FCA-FY-PCFS4 complex also causes synthesis of a
truncated, non-functional #C4 transcript in a negative feedback loop that results in fewer full-length CA4

mRNA (based on [50,71,72.73,80,92])
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Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze tylko transkrypt v, zawierajacy wszystkie
egzony, koduje funkcjonalne biatko FCAy [50]. Transkrypt B obejmuje tylko trzy
pierwsze egzony oraz dlugi, niewycigty trzeci intron, a potencjalny polipeptyd FCAS
ma tylko fragment RRM1. W réznych tkankach mlodej rosliny transkrypty B iy
wystepuja w zdecydowanej przewadze, stanowiac w calej puli mRNA FCA ok. 55%
w przypadku 3 i ok. 35% w odniesieniu do transkryptu y [50]. Transkrypt J, ktdrego
udziat w puli mRNA FCA nie przekracza 10%, powstaje w wyniku alternatywnego
skfadania w obrebie 13 intronu, a potencjalny polipeptyd 6 zawiera obydwie domeny
RRM, lecz pozbawiony jest domeny WW oraz potozonego bezposrednio za nia
63-aminokwasowego odcinka. FCAO przypomina skrocony 468-aminokwasowy
polipeptyd wystepujacy u pdznokwitnacego mutanta fca-I. Pojawiajacy sie w
sladowych ilosciach transkrypt «, zawiera wszystkie egzony i dodatkowo niewycigty,
najdtuzszy trzeci intron [50]. Ortologi FCA, zidentyfikowane w rzepaku, grochu i
ryzu, sa podobne do genu A. thaliana, wszystkie tez zawieraja dlugi trzeci intron
odgrywajacy wazng rolg w autoregulacji alternatywnego skladania [43,50,51,71].

Bialko FCA, poprzez domeng WW polozong w czesci C-koncowej, wiaze biatko
FY (ang. Flowering locus Y) zidentyfikowane technikami pozwalajacymi badaé
swoiste oddzialywania miedzy bialkami. FY jest 84 kDa bialkiem zawierajacym w
czgsci N-koncowej siedmiokrotnie powtérzony motyw WD, a w regionie C-koncowym
dwie sekwencje Pro-Pro-Leu-Pro-Pro (ryc. 1A) [20,80]. FY jest podobne do matego
20 kDa biatka Pfs2 drozdzy funkcjonujacego jako podjednostka pomostowa taczaca
biatka o aktywnos$ci endonukleazy i poliadenylacji w wielobiatkowy kompleks
uczestniczacy w formowaniu konca 3' pre-mRNA [20,66]. Wydaje si¢, ze takze FY
pelni funkcje biatka pomostowego, bowiem autoregulacja alternatywnego skladania
pre-mRNA FCA jest uzalezniona od mozliwosci fizycznej interakcji migdzy FCA i FY
[20], a takze od wiazania przez FY nowopoznanego biatka PCFS4 [92].

Poziom transkryptu FCAy, regulowany przez aktywny kompleks FCA-FY-PCFS4,
jest jednym z kluczowych czynnikéw kontrolujacych poziom transkryptu FLC (ang.
Flovering Locus C) kodujacego czynnik transkrypcyjny z domena MADS. Biatko
FLC odgrywa wazna rol¢ w indukcji zakwitania w tzw. szlaku autonomicznym, gdyz
pelni ono funkcje represyjna w stosunku do gendow tzw. integratorow kwitnienia
SOC1 (ang. Suppressor of Overexpression of Constansl) i FT (ang. Flowering
locus T), ktore z kolei uruchamiaja kaskade gendw merystemu kwiatowego (LEAFY
czy APETALAI) [3,91]. Aktywny kompleks FCA-FY-PCFS4 przyspiesza zakwitanie
na skutek obnizenia, by¢ moze takze w drodze alternatywnego sktadania, poziomu
transkryptu FLC (ryc. 1B). Proponowany mechanizm regulacji potwierdzaja takze
obserwacje zmian czasu kwitnienia mutantow fca, fy i pcfs4, u ktérych mutacje
uniemozliwiaja tworzenie aktywnego kompleksu poliadenylacji [20,51,80,92].

W kontekscie badan zwigzanych z rola FCA w formowaniu konca 3' pre-mRNA
kluczowego znaczenia nabiera pytanie o zmiany, jakie towarzysza wigzaniu przez
FCA kwasu abscysynowego. Czgsciowej odpowiedzi na to pytanie dostarczyly
wyniki doswiadczen, ktorych celem bylo ustalenie miejsca wiazania ABA w FCA.
Doswiadczenia te prowadzono na surowych lizatach E. coli z wprowadzong
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sekwencja N-konca FCA (FCA-RRM) lub odcinkiem C-koncowym (FCA-WW) [72].
Uzyskane wyniki wykazaly, iz w wiazaniu ABA uczestniczy region C-koncowy,
jednakze miejsce wiazace fitohormon nie jest tozsame z miejscem, ktdre oddziatuje
z FY. Dowodza tego wyniki doswiadczen, w ktorych zachowana ewolucyjnie reszte
tryptofanu w regionie C-koncowym FCA zastapiono fenyloalaning. Zamiana jednego
aminokwasu w domenie WW pozbawia FCA zdolnosci wigzania FY, natomiast nie
wplywa na wiazanie ABA [72]. Mimo ze sekwencje wiazace ABA i FY nie sg
tozsame, to jednak wigzanie fitohormonu przez FCA wyraznie przeciwdziata jego
interakcji z FY. Aktywny enancjomer ABA w stezeniu 1uM efektywnie przeciwdziala
asocjacji badz wymusza dysocjacje obu biatek z aktywnego kompleksu, czego
efektem jest pozostawanie okoto 90% bialek FCA i FY w formie wolnej [72].

Hamowanie powstawania aktywnego kompleksu FCA-FY-PCFS4 przez ABA ma
okreslone konsekwencje zarowno w odpowiedziach fizjologicznych zwiazanych z
autoregulacja alternatywnego skladania pre-mRNA FCA, jak réwniez z kontrola czasu
kwitnienia. ABA przeciwdzialajac oddzialywaniom pomigdzy FCA a FY zmienia
proporcje pomiedzy transkryptami FCAZ i FCAy na korzy$¢ tego ostatniego oraz
wplywa pozytywnie na akumulacje mRNA FLC opodzniajac tym samym zakwitanie
(ryc. 1B) [72]. Podobnych efektéw nie obserwuje si¢ u pé6znokwitnacych mutantow
fea i fy, co pokazuje, ze obserwowane zmiany nie sa efektem plejotropowego
dziatania ABA.

Funkcje receptorowg FCA badano takze w regulowanych przez ABA procesach
kielkowania nasion i formowania korzeni bocznych oraz ruchach aparatu szparko-
wego. Wyniki tych doswiadczen wykluczyly udziat FCA w regulacji kietkowania
nasion i ruchach aparatu szparkowego, natomiast potwierdzily jego uczestnictwo w
regulacji wzrostu korzeni i inicjowaniu korzeni bocznych [51,72].

Odkrycie receptorowej roli FCA sklania do doktadniejszej analizy wynikow badan,
w ktérych juz wczesniej odkrywano zwiagzki pomiedzy metabolizmem mRNA a
odpowiedziami roslin na ABA. Otéz okazuje sie, ze wyselekcjonowano szereg
mutantéw A. thaliana, na ogél o podwyzszonej wrazliwosci na ABA, z defektami
w genach kodujacych rozne bialka zaangazowane w metabolizm mRNA. W ten
sposob poznano m.in. male, 88-aminokwasowe SADI, zidentyfikowane u mutanta
sadl (ang. supersensitive to ABA and droughtl) tworzace wielobiatkowy kompleks
Sm U6 uczestniczacy w usuwaniu czapeczki, wycinaniu intronow i degradacji mRNA
[93]. Dwa inne recesywne mutanty abhl (ang. ABA hypersensitivel) i chp20 (ang.
cap binding protein 20), z wyrazng nadwrazliwoscia na ABA szczegolnie w
odpowiedziach komorek aparatu szparkowego, nie syntetyzuja dwoch biatek two-
rzacych heterodimer wiazacy czapeczke na koncu 5' mRNA [26,69]. Kolejne biatko
UBA2a, oddziatujace z biatkiem UBP1 [74], jest homologiem biatka AKIP1 bobu
wigzacego mRNA. Biatko AKIPI, fosforylowane przez kinaze biatkowa AAPK
aktywowang przez ABA, wiaze mRNA dehydryny i tworzy w jadrze specyficzne
ziarnistosci [61]. Mutant ahg? (ang. ABA hypersensitive germination2) ma
zmieniong rybonukleaz¢ swoistg wzgledem poli(A) [62], a mutant Ayl/ (ang.
hyponastic leavesl), z defektem w genie kodujacym biatko wiazace podwojna nié
RNA, wykazuje zmiany w zaleznej od miRNA regulacji gendw [19,48]. Biatko LOS4,
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z charakterystycznym motywem DEAD-box wystepujacym w helikazach, uczestni-
czy w transporcie okreslonych mRNA z jadra do cytoplazmy [16], natomiast SAD2
jest biatkiem z rodziny importyn  zaangazowanym w transport pewnych biatek z
cytoplazmy do jadra [85]. Analizujac role poszczegdlnych bialek, zastanawiajace jest,
ze zmiany wynikajace z mutacji w biatkach funkcjonujacych w kluczowych miejs-
cach metabolizmu mRNA sa w duzej mierze ograniczone jedynie do odpowiedzi
charakterystycznych dla ABA. Swiadczyloby to o niezwykle duzym zréznicowaniu
u roslin ,,maszynerii” odpowiedzialnej za metabolizm mRNA.

PODJEDNOSTKA HETEROTRIMERYCZNEJ Mg-CHELATAZY
— PLASTYDOWY RECEPTOR ABA

W 2002 roku z komorek warstwy epidermalnej lisci bobu wyizolowano i
oczyszczono 42 kDa biatko swoiscie wiazace ABA [97]. Wiazanie (+)-°’H-ABA ma
charakter wysyceniowy, jest odwracalne i wykazuje wyrazng stereospecyficznosé,
bowiem zwiazany z biatkiem enancjomer (+)-°’H-ABA nie jest wymieniany na
(-)-ABA lub trans-ABA. Akronim ABAR (ang. ABA Receptor) okreslajacy nowo-
poznane biatko sugeruje, ze wigzanie fitohormonu ma charakter oddzialywania typu
ligand-receptor. Poznanie sekwencji aminokwasowej ABAR pozwolilo wyselekcjo-
nowaé z biblioteki cDNA, otrzymanej na bazie mRNA izolowanego z lisci bobu,
klon kodujacy 770-aminokwasowy polipeptyd homologiczny z C-koncowym fragmen-
tem podjednostki H (CHLH) Mg-chelatazy — enzymu odpowiedzialnego za wprowa-
dzanie jondw magnezu do protoporfirynylX (ProtolX) [79]. Mimo ze uzyskane z
drozdzy rekombinowane biatko ABAR rzeczywiscie wigze ABA, to jednak ze
wzgledu na mozliwos¢ pelniejszego wykorzystania wynikéw badan zwiazanych z
funkcjonowaniem Mg-chelatazy dalsze badania postanowiono kontynuowac na jego
homologu z A. thaliana. Doswiadczenia rozpoczgto od powtorzenia badan dotycza-
cych wigzania ABA, tym razem jednakze do znacznie wigkszego, bo 1322-amino-
kwasowego rekombinowanego biatka CHLH otrzymanego z drozdzy [79]. Uzyskane
wyniki potwierdzily, ze najwieksza podjednostka heterotrimerycznego enzymu,
funkcjonujacego w szlaku biosyntezy chlorofilu, wigze stereospecyficznie ABA, a
wartos¢ statej dysocjacji zblizona do 32 nM sugeruje, ze wiazanie moze mieé
charakter oddziatywania typu ligand-receptor. Zaktadana funkcje receptorowa
podjednostki H Mg-chelatazy badano na roslinach linii transgenicznych z nadeks-
presja ABAR/CHLH, a takze na roslinach, u ktérych w wyniku wprowadzenia
interferencyjnego RNA obnizono poziom badanego biatka. Uzyskane wyniki potwier-
dzily, ze ilo$¢ fitohormonu wigzanego przez ekstrakty z roslin transgenicznych
wyraznie koreluje z iloscig biatka ABAR/CHLH obecnego w badanym ekstrakcie.
Co wigcej, okazalo sig, iz rosliny z niedoborem badanego biatka (rosliny linii RNAi)
wykazuja obnizong wrazliwos¢ na ABA. Spadek wrazliwo$ci objawia si¢ w ograni-
czeniu hamowania kietkowania nasion, wzrostu siewek, a takze w wyraznym
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obnizeniu podatnosci na indukowane przez ABA zamykanie szparek oraz
hamowanie otwierania aparatu szparkowego [79]. Z drugiej strony, rosliny z
nadekspresja ABAR/CHLH cechowal fenotyp zdradzajacy nadmierna wrazliwo$¢ na
fitohormon. Sprawdzajac profil ekspresji genow aktywowanych przez ABA wykaza-
no, iz w przypadku roslin z obnizonym poziomem ABAR/CHLH nastgpuje
zahamowanie transkrypcji genow pozytywnie regulowanych przez hormon, takich
jak: RD29A (ang. Desiccation-Responsive 29A), ABI4 (ang. ABA-Insensitive 4),
ABI5 (ang. ABA-Insensitive 5), MYC2 i MYB2, natomiast poziom transkryptéw
ABII (ang. ABA-Insensitive 1), ABI2 (ang. ABA-Insensitive 2) czy CIPKI5 (ang.
CBL-Interacting Protein Kinase 15) kodujacych negatywne elementy szlaku
sygnatowego wyraznie wzrastat u roslin z obnizonym poziomem ABAR/CHLH [79].

Wiazanie funkcji receptorowej z enzymem chloroplastowym uczestniczacym w
biosyntezie chlorofilu moze w pierwszej chwili zaskakiwa¢, jednakze, jak si¢ okazuje,
i tym razem nasze wyobrazenia o funkcjonowaniu enzymow w komorce sg dalece
nieckompletne. Otdéz Mg-chelataza, oprocz funkcji katalitycznej, odgrywa takze
kluczowa role w tzw. retrogratywnym szlaku sygnatowym [4,44,64]. Szlaki
retrogratywne, przekazujace informacje z chloroplastéw i mitochondriow do jadra,
umozliwiaja prawidtowy rozw¢j i funkcjonowanie organelli, ktére, jak wiadomo,
wymagaja jednoczesnego udziatu genomow jadrowych i organellarnych. Na przyklad,
chloroplasty zawieraja okoto 3000 bialek, z czego ponad 95% kodowane jest przez
geny jadrowe, natomiast synteza pozostatych przebiega w organellach. Tak wiec,
szlaki retrogratywne umozliwiaja regulacje biosyntezy okreslonych bialek kodowanych
przez genom jadrowy, dzigki czemu m.in. z biatek syntetyzowanych w cytoplazmie
i w organellach moga powstawa¢ wielobialkowe kompleksy tworzone z podjednostek
w odpowiednich stosunkach stechiometrycznych.

Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy przyjmuje si¢, ze chloroplasty przekazuja
do jadra co najmniej trzy rodzaje informacji. Sa to sygnaly informujace o przebiegu
metabolizmu tetrapiroli — zwiazkéw posrednich w szlaku syntezy hemu i chlorofilu,
sygnaly zwiazane z bilansem reakcji oksydacyjno-redukcyjnych wewnatrz chloroplas-
tow oraz sygnaly powiazane z ekspresja genow plastydowych [4,44,64]. Dzigki
badaniom prowadzonym pierwotnie na mutantach jeczmienia i kukurydzy z zakléco-
nym metabolizmem karotenoidow, a takze na glonie Chlamydomonas reinhardti,
najlepiej z tych trzech szlakéw poznano szlak sygnalizacyjny powiazany z metaboliz-
mem tetrapiroli [38,65]. Obecnie wigkszos¢ doswiadczen prowadzona jest na
mutantach A. thaliana wyselekcjonowanych dzigki wprowadzeniu do badan
norflurazonu (NR) — zwiazku hamujacego biosyntezg¢ karotenoidow [83]. Rosliny
traktowane tym herbicydem sa nadwrazliwe na $wiatlo o duzej intensywnosci
powodujace wewnatrz chloroplastéw wiele zmian zapoczatkowanych reakcjami
fotoutleniania. Ich efektem jest takze zahamowanie ekspresji wielu genow jadrowych,
w tym rowniez genu LHCB (ang. Light-Harvesting Chlorophyll b-Binding protein)
kodujacego jedno z bialek .,zbierajacych swiatlo”. Hamowanie ekspresji LHCB w
roslinach traktowanych NR umozliwito wyselekcjonowanie pigciu mutantow (gunl
do gun35; ang. genome uncoupled), u ktorych ekspresja LHCB nie jest wyciszana
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[82,83]. Dzisiaj juz wiemy, ze w hamowaniu ekspresji LHCB w ros$linach
traktowanych NR posredniczy MgProtoporfirynal X (MgProtolX), ktérej poziom po
aplikacji herbicydu rosnie nawet 15-krotnie [82]. MgProtolX oraz jej ester metylowy
hamuja ekspresje okoto 70 gendéw jadrowych kodujacych biatka funkcjonujace w
chloroplastach [82] oraz aktywuja m.in. ekspresje genéw kodujacych biatka szoku
cieplnego HSP70A i HSP70B [38].

Szczegdlowe analizy poszczegdlnych mutantéw dowiodly, ze brak hamowania
LHCB u trzech z pigciu mutantdw, a mianowicie gun2, gun3 i gun3, pozostaje w
Scistym zwiazku z zaburzeniami w biosyntezie MgProtolX. GUN2 koduje enzym
odpowiedzialny za przeksztatcanie hemu w biliwerdyne, natomiast produkt GUN3
odpowiada za przemiang biliwerdyny w fitochromobiline (ryc. 2). Mutacje w obu
genach prowadza do wzrostu poziomu hemu, ktory w drodze sprzgzenia zwrotnego
hamuje jedna z pierwszych reakcji szlaku biosyntezy ProtolX [64].

Mutacja w locus GUNJS okazata si¢ by¢ mutacja w genie CHLH kodujacym
najwieksza podjednostke Mg-chelatazy wbudowujacej jony magnezu do ProtolX, a
takze, jak juz wspomniano wyzej, wigzaca swoiscie ABA [56,79]. Mg-chelataza jest
heterotrimerycznym enzymem zbudowanym z podjednostek CHLH, CHLD i CHLI
[87]. Podjednostka H, z trzema ewolucyjnie zachowanymi resztami histydyny (ryc.
3A), odpowiada za wiazanie jondw magnezu i ProtolX, a ponadto, jak uwazaja
niektorzy autorzy, peitni funkcje sensora rejestrujgcego przeplyw tetrapiroli na

L-Glutaminian
]
.

ProtoporfirynalX

Mg-chelataza
/ \

— FeProtoIX (HEM) MgProtolX
BiliwerdynalX ‘
Chlorofil
‘ RYCINA 2. Schemat szlaku biosyntezy tetrapiroli. Pokazane s najwazniej-
sze metabolity posrednie oraz omawiane w tekscie enzymy (na podstawie
[64], zmienione)
FIGURE 2. Scheme of the tetrapyrrole biosynthetic pathway. Shown are

Fitochromobilina the major intermediates and the enzymes mentioned in the text (based on
[64], modified)
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poczatku szlaku biosyntezy chlorofilu [56,64]. Podjednostka D zawiera centralnie
potozony region bogaty w proling, ktory przypuszczalnie posredniczy w oddziatywa-
niach z pozostatymi podjednostkami, natomiast CHLI ma trzy motywy Mg-ATPazy.

GUN4, mate 22 kDa biatko zidentyfikowane u mutanta gun4, oddzialuje z
CHLH/GUNS, a takze z ProtolX i MgProtolX stymulujac aktywnos¢ katalityczna
enzymu oraz, jak sugeruja niektorzy badacze, ochrania lub posredniczy w transporcie
MgProtolX z chloroplastéw do cytoplazmy [42,84]. Tak wigc, cztery z pigciu biatek
GUN sa bezposrednio lub posrednio powigzane ze zmianami poziomu MgProtolX
— metabolitu posredniego w szlaku biosyntezy chlorofilu, a zarazem czasteczki
sygnalowej migrujacej z plastydéw do cytoplazmy [2].

Nieco inna role przypisuje si¢ genowi GUNI, kodujacemu 918-aminokwasowe
biatko zawierajace powtorzenia 35-aminokwasowego motywu PPR (ang. Penta-
tricoPeptide Repeat), a w czgsci C-koncowej domene SMR (ang. Small MutS-
Related) charakterystyczna dla bialek uczestniczacych w rekombinacji i naprawie
DNA [34]. Motyw PPR szczegdlnie czesto wystepuje w biatkach roslin, zwlaszcza
w bialkach organellarnych oddziatujacych z kwasami nukleinowymi. Szczegdétowa
rola GUNI jeszcze nie jest znana, chociaz najnowsze wyniki sugeruja, ze pelni ono
funkcje elementu integrujacego wszystkie trzy chloroplastowe sygnaly retrogratywne
[34,52]. Wyniki szczegdtowych badan pokazuja, ze miejsce GUN1 w szlaku
sygnatowym znajduje si¢ ponize] GUNS/CHLH [34], a elementem docelowym
sygnatu pochodzacego od obu biatek jest czynnik transkrypcyjny ABI4 (ang. ABA
Insensitive4) wiazany przez motyw CCAC potozony w promotorach wielu genow
regulowanych retrogratywnie m.in. w LHCB. Zwigzanie ABI4 uniemozliwia wiazanie
innego czynnika transkrypcyjnego GBF (ang. G-box-Binding Factor) aktywujacego
geny regulowane przez $wiatlo [1,29,34]. Analizy sekwencji promotorowych genow
regulowanych retrogratywnie wykazalty, ze w wystepujacym tu motywie CCACGTG
zachodza na siebie dwa elementy — element CCAC odpowiedzi na kwas abscysy-
nowy (ABRE) wiazacy ABI4 oraz element G-box (ACGT) (CUF1; ang. CAB
Upstream Factorl) wiazacy czynnik transkrypcyjny GBF (ryc. 3B). Tak wiec,
czasteczka sygnatlowa MgProtolX posredniczy pomiedzy GUNS/CHLH-GUN4 oraz
GUNI sprzyjajac wiazaniu biatka ABI4 do motywu CCAC, hamujac tym samym
ekspresj¢ LHCB aktywowana przez GBF. Na razie nie wiemy, w jaki sposob
MgProtolX migruje z chloroplastow do cytoplazmy, a co wazniejsze nie znamy
elementu(ow) sprzegajacego zmiany w poziomie MgProtolX ze zmianami powino-
wactwa ABI4 do motywu ABRE.

O ile udzial MgProtolX w szlaku retrogratywnym zostal juz stosunkowo dobrze
udokumentowany, o tyle jej uczestnictwo w szlaku aktywowanym przez ABA w roli
czasteczki sygnatowej budzi duze watpliwosci. Po pierwsze, poziom MgProtolX nie
koreluje z aktywowanymi przez ABA ruchami aparatu szparkowego, a ponadto
MgProtolX nie zakléca wiazania (+)-"H-ABA do CHLH/GUNS [79]. Jeszcze wazniejsze
sa wyniki badan prowadzonych na dwoch allelicznych mutantach gun5 i cch
CHLH/GUNS. Dowodza one, iz tylko mutant cch, u ktérego prolina w pozycji 642 zostata
zastapiona leucyng (ryc. 3A), wykazuje wyrazne uposledzenie w wigzaniu ABA oraz
w odpowiedziach na fitohormon, podczas gdy mutant gun3, z reszta waliny zamiast
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RYCINA 3. Schemat szlaku sygnatowego posredniczacego w regulacji ekspresji genéw jadrowych przez
sygnaty pochodzace z plastydow (A) Miejsca mutacji cch i gun5 w CHLH/GUNS; (B) Kompleks
CHLH/GUNS5-GUN4 katalizuje synteze MgProtolX wprowadzajac Mg?* do ProtolX, a takze wiaze
ABA. Trzy rozne sygnaly chloroplastowe: MgProtolX, sygnat pochodzacy z genomu chloroplastowego
oraz produkt(y) reakcji redoks generuja wspdlny sygnat. Biatko GUN1 posredniczy w odbiorze tego
sygnatu lub samo jest zrédlem wspdlnego sygnatu. W odpowiedzi na sygnal pochodzacy od GUN1
czynnik transkrypcyjny ABI4 wiaze si¢ z promotorem genu LHCB, przeciwdziatajac wigzaniu GBF,
czynnika transkrypcyjnego zaangazowanego w aktywowana przez Swiatlo ekspresje¢ LHCB (na podstawie
[4,34,44,64,79,87], zmienione)

FIGURE 3. Scheme depicting the signaling pathways by which the plastid controls nuclear gene expres-
sion. (A) Position of cch and gun5 mutation in CHLH/GUNS; (B) CHLH/GUNS-GUN4 complex cataly-
ses the insertion of Mg?" into ProtoIX to form MgProtolIX, as well binds ABA. Three chloroplast signals:
MgProtolX, signal derived from the chloroplast genome and redox status generate a common signal.
GUNI1 protein may be required to perceive or to generate this common signal. In response to the GUN1
signal, ABI4 binds the LHCB promoter, preventing the binding of GBF required for light-induced
expression of LHCB (based on [4,34,44,64.79,87], modified)
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alaniny w pozycji 990, mimo ze nie syntetyzuje MgProtolX, to funkcj¢ receptorowa
zachowuje nienaruszona [79]. Wydaje si¢ wigc, ze mutacja cch wystepuje w miejscu,
ktére uczestniczy w wigzaniu ABA, podczas gdy mutacja gun5 narusza centrum
katalityczne CHLH/GUNS. Wyniki powyzszych doswiadczen sugeruja, ze sygnalizacja
ABA i zalezna od metabolizmu chlorofilu sygnalizacja retrogratywna, mimo ze
wykorzystuja CHLH/GUNS i ABI4, sa odrebnymi szlakami sygnatowymi [79].

CZY BIALKO GCR2 WIAZACE ABA JEST BLONOWYM
RECEPTOREM SPRZEZONYM Z HETEROTRIMERYCZNYMI
BIALKAMI G?

Wyniki wielu wczesniejszych badan, omawiane szerzej w pracach przegladowych
[10,27], wskazuja, ze oprécz receptoréw wewnatrzkomorkowych, sa takze receptory
ABA zlokalizowane w blonie komdrkowej. W badaniach prowadzonych na kulturach
komérkowych A. thaliana oraz protoplastach komoérek szparkowych bobu wykaza-
no, ze receptory ABA wystepuja po zewnetrznej stronie blony komoérkowej [30,94].
W obu przypadkach obserwowano swoiste odpowiedzi na ABA w warunkach, gdy
zamiast wolnego hormonu uzywano nieprzenikajacych przez bton¢ koniugatow ABA
z albuming surowicy wotowej badz z biotyna. Pewnych sugestii odnosnie natury
poszukiwanego receptora dostarczyly wyniki doswiadczen prowadzonych na komor-
kach warstwy aleuronowej jeczmienia oraz lisciach 4. thaliana pokazujace, ze w
aktywacji fosfolipazy Dal (PLDal) przez ABA, posredniczy podjednostka Ga
heterotrimerycznych biatek G [75,99]. PLDa1 zawiera motyw DRY, niemal identycz-
ny z sekwencja wystepujaca w trzeciej petli cytoplazmatycznej wielu receptorow
sprzezonych z bialkami G, w ktérym reszta lizyny odgrywa kluczowa role w
oddzialywaniach z Ga [99]. Fosfolipaza Dal wiazana jest tylko przez Ga-GDP, a
efektem takiej interakcji jest wyrazne hamowanie aktywnosci katalitycznej enzymu.
Obserwowany wzrost aktywnosci PLDal w obecnosci Ga-GTP mozna zatem
interpretowac jako efekt rozluznienia wigzania migdzy obu biatkami (ryc. 4). W
protoplastach lisci A. thaliana traktowanych ABA rosnie poziom kwasu fosfatydo-
wego (PA) pochodzacego z hydrolizowanej przez PLDa1 fosfatydylocholiny [98].
Co ciekawe, powstajacy w blonie kwas fosfatydowy wiaze, poprzez reszt¢ argininy
(R,,), fosfatazg biatkowa ABII — jeden z kluczowych elementow szlakow sygnato-
wych ABA (ryc. 4). Wiazaniu ABI1 do PA towarzyszy spadek aktywnosci katalitycz-
nej ABI1 prowadzacy do zamykania aparatu szparkowego [55,98]. Przypuszczalnie,
nie bez znaczenia jest rowniez fakt, iz ABI1 zakotwiczona poprzez PA w blonie
komorkowej nie migruje do jadra, gdzie moze oddzialywaé z czynnikiem transkryp-
cyjnym ATHB6 zawierajacym homeodomeng, a przypuszczalnie takze z innymi
biatkami substratowymi [21,57]. Wyniki doswiadczen prowadzonych na mutancie
gpal A. thaliana sa zgodne z pokazanym na rycinie 4 szlakiem sygnalowym, w
ktérym ABA indukuje zamykanie szparek. Otdz, rosliny pozbawione funkcjonalnej



RECEPTORY KWASU ABSCYSYNOWEGO 15

SnRK3.6

— >(snRK3.1] [ ScaBPs |

B (snRK3.11) [ sos3 |
]
l

ABF

\ K™—-AKT2

AKT3

RYCINA 4. Ogolny zarys sieci sygnatlowej ABA pokazujacy wzajemne oddziatywania pomig¢dzy
wazniejszymi biatkowymi elementami szlakow sygnatowych ABA (na podstawie [23,36.41,45.58, 88,95])
FIGURE 4. Overview of cross-talk between different protein components of the ABA signalling network
(based on [23,36,41,45,58,88.,95])

podjednostki Ga wykazuja pewne uposledzenie w odpowiedziach komorek szparko-
wych na ABA [36,68]. Udziatlu bialek G w regulacji otwierania aparatu szparkowego
dowodza takze najnowsze badania prowadzone na mutantach pozbawionych Ge lub
Gp [9] Okazalo sig, ze obydwie podjednostki sa zaangazowane w hamowanie przez
ABA kanatéw K" transportujacych jony potasu do wnetrza komérki funkcjonujacych
w otwieraniu aparatu szparkowego [9,90].

Przytoczone wyniki wyraznie sugeruja, ze blonowym receptorem ABA powinien
by¢ receptor wspodldziatajacy z heterotrimerycznymi biatkami G typu GPCR (ang.
G-Protein-Coupled Receptor). Trafnos¢ tych przewidywan wydaja si¢ potwierdzaé
wyniki opublikowane w ubieglym roku w Science dowodzace, iz nowopoznany gen
GCR2 A. thaliana koduje receptor ABA z nadrodziny GPCR [46]. Co prawda,
pbézniejsze doniesienia poddaja w watpliwosé poprawnos¢ metodyczna tych badan
sugerujac, ze GCR2 nie jest biatkiem z nadrodziny GPCR [13,31].
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Biatko GCR2, zbudowane z 401 reszt aminokwasowych, jest zlokalizowane w
btonie komorkowej i wiaze Ga. Fizyczne oddziatywanie miedzy obu biatkami
potwierdzono réznymi technikami, a ponadto wykazano, ze w wiazaniu Ga uczestni-
czy odcinek C-koncowy GCR2, powyzej 290 aminokwasu [46,47]. Rekombinowane
biatko uzyskane w E. coli wiaze tylko aktywne stereoizomery ABA, a zmiany
towarzyszace wigzaniu liganda oslabiajg oddziatywanie GCR2 z Ga. Trzy alleliczne
mutanty gcr2, zawierajace skrocony transkrypt, objawiaja wyrazne zaburzenia w
indukowanym przez ABA zamykaniu aparatow szparkowych i hamowaniu otwierania
szparek, a takze sa wyraznie mniej wrazliwe na ABA w reakcji hamowania
kietkowania nasion i wzrostu siewek. Ponadto u mutantow gcr2 stwierdzono brak
hamujacego wplywu ABA na kanaly K odpowiedzialne za otwieranie szparek oraz
obserwowano wyrazne obnizenie ekspresji kilku genéw indukowanych przez ABA.
Zmiany fenotypowe wystepujace u roslin z nadekspresja GCR2 sa takze zgodne z
oczekiwaniami i $wiadcza o zwiekszonej wrazliwosci na ABA [46,47]. We wszystkich
doswiadczeniach wykorzystujacych mutanty gcr2 obserwowano wyrazne hamowa-
nie odpowiedzi na ABA, jednakze nie ich catkowity zanik, co jest interpretowane
jako efekt komplementacji zmutowanego GCR?2 przez obecne w genomie A. thaliana
dwa jego homologi GCL (ang. GCR-Like) [46,47].

Niedlugo po opublikowaniu wynikéw powyzszych badan, zostaly one niemalze w
catosci zakwestionowane, najpierw wynikami szczegélowych analiz sekwencji
aminokwasowej GCR2 [31], a pdzniej takze wynikami badan eksperymentalnych [13].
Autorzy, analizujac sekwencje aminokwasowa zwrocili uwage na wyrazne podobien-
stwo GCR2 do syntetazy lantioninowej (LanC) prokariontéw — enzymu uczestnicza-
cego w biosyntezie cyklicznego peptydu antybakteryjnego. Ponadto, okazalo sig, ze
podobne do GCR2 biatko LANCLI1 (ang. LanC-Likel) ssakow, o nieznanej funkcji,
jest tylko peryferycznie zwigzane z blona. Jeszcze wigcej watpliwosci wniosly doswiad-
czenia, w ktorych badano trzy alleliczne mutanty ger2 oraz podwojnego mutanta ger2/
gcll [13]. W obu przypadkach nie stwierdzono zadnych znaczacych zmian w
hamujacym wplywie ABA na kietkowanie nasion i rozwdj siewek. Nie obserwowano
takze zadnych zmian w ekspresji genow markerowych (RD294, KINS5, ABI5,
RAD29YB, RABIS) aktywowanych przez ABA [13].

BIALKOWE ELEMENTY SZLAKOW SYGNALOWYCH ABA

W poprzednim rozdziale zwrdcono uwage na hamowana przez kwas fosfatydowy
fosfataze biatkowa ABI1, ktéra w szlakach sygnatowych ABA pehi funkcje elementu
negatywnego [17,98,99]. Wyniki badan wykorzystujacych techniki mikromacierzy
DNA pokazuja, ze ABI1 odgrywa kluczowa role w szlakach sygnalowych ABA,
bowiem pojedyncza mutacja abil-1 zmienia ekspresje az 84,5% z 1354 genow
regulowanych przez ABA [24]. Na razie nie wiemy, czy w podobny sposéb regulo-
wana jest takze aktywnos¢ pozostalych osmiu fosfataz z grupy A, nalezacej do
rodziny PP2C [78], natomiast wiadomo, Zze co najmniej pig¢ z nich funkcjonuje takze
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jako elementy represorowe w szlakach sygnalowych ABA. Wyrazna funkcjo-nalng
redundancje wykazuja najblizej spokrewnione z ABI1 fosfatazy ABI2, HAB1 i HAB2
(ryc. 4) [53,76,77]. Pozostate dwa enzymy AHG1 1 AHG3, tworzace oddzielna galaz
filogenetyczna, uczestnicza w szlaku ABA regulujacym kietkowanie nasion [39,63,96].
Ponadto AHG3/AtPP2CA oddziatuje z kanatami K™-AKT2 z rodziny shaker oraz
z AKT3 transportujagcymi do komdrki jony potasu [6,86].

Aktywnos¢ co najmniej ABI1 i ABI2 hamuje H,O, petniacy w komorkach
szparkowych funkcje przekaznika drugiego rzedu [41,54,88]. Aktywowana przez ABA
produkcj¢ nadtlenku wodoru przez blonowa oksydazg NADPH reguluje kinaza
biatkowa SnRK2.6/OST1/SRK2E (ryc. 4) [60]. Jest to jedna z dziesigciu kinaz
biatkowych podgrupy SnRK2 zawierajacych w czegsci C-koncowej przedluzenie
oddziatujace z innymi biatkami [5,25]. Kinaza SnRK2.6, poprzez jedna z dwdch
charakterystycznych domen polozonych w tej czesci, wiaze aktywna ABI1 [95].
Produkowane w komérkach szparkowych aktywne formy tlenu aktywuja kanaty Ca*
sprzyjajac naplywowi jonoéw wapnia do cytoplazmy i prowadzac w ten sposdb do
zamykania aparatu szparkowego [41,59,88]. Inne dwie kinazy biatkowe (SnRK2.2 i
SnRK2.3) nalezace do tej samej grupy SnRK2 fosforyluja w nasionach czynniki
transkrypcyjne ABF (ang. ABA response element Binding Factor) aktywujace
ekspresje genow majacych w promotorach motyw ABRE [7,11,12,33].

7 ABII1 i ABI2 oddziatuja takze kinazy biatlkowe z podrodziny SnRK3 liczacej w
A. thaliana 25 gendéw [15,25,67]. Kinazy tej grupy wspodldzialaja z biatkami
sensorowymi CBL podobnymi do kalcyneuryny (ang. Calcineurin B-Like) wiazacymi
jony wapnia (ryc. 4). Z ABI1 oddzialuje SnRK3.6 i SnRK3.1, a z ABI2 — kinazy
SnRK3.1, SnRK3.11, SnRK3.13 i SnRK3.15. Co najmniej dwie kinazy z tej grupy
(SnRK3.1/PSK3 i SnRK3.11/SOS2), wspoldzialajace z biatkami sensorowymi ScaBP5
i SOS3, petnig w szlakach sygnalowych funkcje elementéw negatywnych [18,32,67].

Wazna rolg jondw wapnia w sygnalizacji ABA potwierdza takze udzial w niej
kinaz biatkowych CDPK. Kinazy z tej grupy maja w czesci C-koncowej domene
podobna do kalmoduliny, ktéra, w wyniku zmian konformacyjnych indukowanych
przez jony wapnia, odblokowuje pozostajaca w stanie autoinhibicji domeng o aktyw-
nosci kinazowej. Dotychczas wykazano, ze co najmniej pie¢ kinaz CDPK (CPK3,
CPK4, CPK6, CPK11 i CPK32) fosforyluje czynniki transkrypcyjne ABF [8,100]
badz reguluje kanaly anionowe typu S oraz kanaly wapniowe [58].

Pojedyncze doniesienia pokazuja, ze w sieci sygnalowej ABA uczestnicza takze
co najmniej niektore heterotrimeryczne fosfatazy PP2A, ktore w komodrkach
szparkowych posrednicza w aktywowanej przez ABA produkcji tlenku azotu
[14,40,45,49,70]. Wydaje si¢, ze w tym odgalezieniu szlaku sygnatowego wyko-
rzystywane sg czasteczki sygnatowe drugiego rzedu (cADPR, InsP, InsP, DAG),
ktorych udzial w sygnalizacji ABA badany jest od szeregu lat [10].

Przeglad bialkowych elementow szlakow sygnatowych ABA pokazuje, ze nie
tworza one liniowej kaskady, lecz dziataja w kompleksowej sieci wzajemnych
powiazan, w ktorej mozna wyodrebnié¢ szlaki biegnace rownolegle oraz pozytywne
i negatywne petle sprzezenia zwrotnego [23,41,45]. Ponadto wiemy juz, Ze co
najmniej niektore z tych elementéw tacza sygnalizacje ABA ze szlakami aktywo-
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wanymi przez czynniki stresowe, takie jak: susza, zasolenie czy niska temperatura,
a takze szlaki aktywowane przez cukry, gibereliny czy etylen.
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