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Streszczenie: Brasinosteroidy (BR) sg substancjami wykazujacymi wysoka aktywnos$¢ w stymulowaniu
wzrostu i rozwoju roslin. Wystepuja w wyjatkowo niskich koncentracjach w komorkach wszystkich
tkanek wielu gatunkéw roslin, reprezentujacych rézne grupy ewolucyjne, na kazdym etapie rozwoju
osobniczego. Najbogatszym zZrodlem brasinosteroidow sa ziarna pytku i niedojrzale nasiona, podczas
gdy w pedach i lisciach notuje si¢ nizsze ich koncentracje. Pierwszym zidentyfikowanym przedstawicie-
lem tych hormondw byl zwigzek o charakterze laktonu steroidowego — brasinolid (BL), wyizolowany w
1979 roku z ziaren pytku Brassica napus. Odnotowano przypadki glukozylacji, sulfonacji i acetylacji
brasinosteroidow shuzace ich transportowi, magazynowaniu i inaktywacji. Brasinosteroidy sa polihy-
droksylowanymi pochodnymi steroli, ktérych prawidtowy metabolizm zapewnia odpowiedni przebieg
embriogenezy, ksylogenezy oraz rozwoj merystemow pedu i korzenia. Proces biosyntezy zwiazkow
sterolowych, ktorych prekursorem jest mewalonian, zostal najlepiej poznany u Arabidopsis thaliana.
Podzielony on jest na trzy fazy. W wyniku szeregu reakcji chemicznych, wchodzacych w obrgb fazy A
szlaku biosyntezy, powstaje produkt posredni, ktdry moze stanowi¢ substrat enzymdéw rozpoczynaja-
cych dwa alternatywne szlaki syntezy. Pierwszy z nich, stanowiacy faz¢ B, prowadzi do powstania
sitosterolu i stigmasterolu, ktore sg istotnymi skladnikami bton komorkowych, regulujacymi ich wtasci-
wosci fizykochemiczne. Drugi szlak procesu syntezy zwigzkow sterolowych, nazywany faza C, jest
szeregiem reakcji prowadzacych do syntezy brasinosteroidéw. Pod wzglgdem genetycznym lepiej scha-
rakteryzowane sa pozne etapy szlaku syntezy zwiazkoéw sterolowych, prowadzace do powstania bra-
sinosteroidow. Zidentyfikowano szereg genéw kodujacych enzymy katalizujace poszczegolne reakcje
poznego etapu syntezy wraz z opisem fenotypu odpowiadajacych im mutantéw. Relatywnie stabiej
poznany jest wczesny etap syntezy steroli — zidentyfikowano jedynie niektore z gendw odpowiedzial-
nych za te reakcje. Mutanty z defektami w tym procesie s letalne, gdyz charakteryzuja si¢ nieprawidto-
wym przebiegiem embriogenezy. Analizy biochemiczne i genetyczne pozwolily na stworzenie modelu
szlaku transdukcji sygnatlu BR u A4. thaliana. Brasinosteroidy ulegaja wychwyceniu na powierzchni
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plazmalemy przez transbtonowy peptyd BRI1 (ang. Brassinosteroid-Insensitivel), majacy cechy kina-
zy serynowo-treoninowej, nalezacej do rodziny biatek zawierajacych domeny bogate w leucyn¢ — LRR
(ang. Leucine-Rich Repeat). Zidentyfikowano szereg genow kodujacych enzymy katalizujace rozne typy
reakcji chemicznych, z ktdrych czgs¢ funkcjonuje jako negatywne regulatory szlaku transdukcji sygnatu.
Wiazanie czasteczek BR przez transblonowy receptor powoduje dezaktywacj¢ inhibitoréw sygnalizacji
oraz akumulacj¢ i indukcj¢ czynnikdw transkrypcyjnych prowadzaca do ekspresji genow warunkujacych
molekularng odpowiedz na obecnos¢ tych hormonoéw. Metabolizm brasinosteroidéw jest utrzymywany
w stanie dynamicznej homeostazy dzigki funkcjonowaniu mechanizmu negatywnego sprzg¢zenia zwrot-
nego migdzy procesami syntezy i sygnalizacji. Brasinosteroidy reguluja szeroki zakres procesow fizjolo-
gicznych, takich jak: embriogeneza i kietkowanie nasion, podzialy i wydluzanie komdrek, rozwoj pylni-
koéw, kietkowanie mikrospor oraz wzrost tagiewki pytkowej, réznicowanie elementdw trachealnych,
polaryzacj¢ blon komorkowych oraz starzenie si¢ i obumieranie lisci. Ponadto kontroluja pompowanie
protondéw do apoplastu i w obreb wakuoli, poprzez stymulowanie dziatania transblonowych H+ATPaz.
Brasinosteroidy zwigkszaja intensywnos$¢ procesu fotosyntezy, przez zwigkszenie poziomu asymilacji
CO2 i wzrost aktywnosci enzymu Rubisco. Hormony te moduluja takze odpowiedZ metaboliczng roslin
na szeroki zakres stresow srodowiskowych. Stwierdzono réwniez regulowanie przez brasinosteroidy
aktywnosci akwaporyn, odpowiedzialnych za transblonowy transport wody. Odnotowano ponadto
pozytywny wplyw BR na proces somatycznej embriogenezy oraz na embriogenez¢ z mikrospor wsrod
gatunkow z rodzaju Brassica. Hormony te stymuluja ekspresj¢ gendw alfa- i beta-tubuliny oraz reorien-
tacje mikrotubul korowych, ktéra odgrywa kluczowa rolg w organizacji przestrzennej mikrofibryl celulo-
zowych wplywajacej na wlasciwosci strukturalne sciany komorkowej. Stwierdzono pozytywny wplyw
BR na tworzenie brodawek korzeniowych u Pisum sativum. Brasinosteroidy w wysokim st¢zeniu ha-
muja wzrost wydtuzeniowy korzeni i formowanie korzeni bocznych. Wiele z tych procesow jest regulo-
wanych na zasadzie interakcji synergistycznych z auksynami. Osobnym zagadnieniem jest regulacja
procesoéw fotomorfogenezy i skotomorfogenezy, ktdre wymagaja interakcji na poziomie molekularnym
szlakow transdukcji sygnatéw pochodzacych z fotoreceptorow z procesami transdukcji sygnatu i synte-
zy brasinosteroidéw. Zmiany na poziomie molekularnym prowadzace do defektow w metabolizmie tych
hormonéw, powoduja zaburzenia morfologii i architektury roslin. Jedna z takich cech jest kartowatos¢
roslin zbozowych, majaca znaczenie ekonomiczne ze wzglgdu na mozliwos¢ zwigkszenia dawek nawo-
zowych i w konsekwencji zwyzke plonéw dzigki odpornosci form karlowych na wyleganie. Przedsta-
wiana praca stanowi omdwienie genetycznych i molekularnych uwarunkowan metabolizmu brasinoste-
roidéw wraz z ich efektem fizjologicznym na szeroki zakres proceséw morfogenetycznych.

Stowa kluczowe: brasinosteroidy, synteza, sygnalizacja, metabolizm, efekt fizjologiczny.

Summary: Brassinosteroids (BR) are hormones displaying high activity in stimulation of plant growth
and development. They are present at low concentrations in pollen grains, anthers, seeds, leaves, stems,
roots and vegetative tissues undergoing early developmental stages in a broad range of species represen-
ting various evolutionary groups. The richest sources of brassinosteroids are pollen grains and immature
seeds, whereas leaves and stems contain much lower concentration of these hormones. The first identified
representative of this class of hormones was a compound characterized as a steroidal lactone — brassino-
lide, extracted in 1979 from pollen grains of Brassica napus. Glucosylation, sulphonization and acetyla-
tion of brassinosteroids was noted and these chemical modifications enable their transportation, storing
and inactivation. Brassinosteroids are polyhydroxylated derivatives of sterols. Intact metabolism of
sterols is crucial for proper embryogenesis, xylogenesis and development of shoot and root apical meri-
stems. Biosynthesis of sterols, which precursor is mevalonian, was elucidated to the greatest extent in
Arabidopsis thaliana and divided into three stages: as a result of a series of reactions constituting phase A
of this pathway an intermediate is produced, which may serve as a substrate of two further alternative
synthesis routes: the first one, known as phase B, leads to production of sitosterol and stigmasterol being
an important components of phospholipid membranes, influencing their properties. The last stage of
sterol biosynthesis pathway, defined as phase C, comprises series of reactions leading to production of
brassinosteroids. As far as genetic regulation of sterol biosynthesis is concerned, late stages of this process
leading to brassinosteroid production are much better elucidated by identification of genes encoding
enzymes catalyzing reactions constituting phase C, together with characterization of mutant phenotypes,
displaying defects in this process. Early stages of sterol biosynthesis pathway are relatively much less
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understood — only some of the genes responsible for these reactions were identified and phenotypes of
mutants with abnormalities in this process include impaired embryogenesis. Biochemical and genetic
analysis clarified the brassinosteroid signal transduction pathway in 4. thaliana, which commences with
perception of this hormone on the surface of plasma membrane leading to alteration in genes' expression.
Brassinosteroids are perceived by transmembrane polypeptide BRI1 (Brassinosteroid-Insensitive 1)
functioning as a serine-threonine kinase, belonging to a vast family of proteins, containing LRR (Leucine-
Rich Repeat) domains. As a result of research, several genes were identified, encoding enzymes catalyzing
different types of chemical reactions, some of them function as negative regulators of BR signal transduc-
tion. Perception of brassinosteroids triggers deactivation of signaling inhibitors and, on the other hand,
accumulation and induction of transcription factors, which lead to expression of genes constituting mole-
cular response to perception of this hormone. Brassinosteroid metabolism is maintained in the state of
dynamic homeostasis on the basis of feedback mechanism between their synthesis and signaling. Brassino-
steroid regulate broad range of physiological processes, including: seed development and germination, cell
division and elongation, anther development, microspore germination and pollen-tube growth, differentia-
tion of tracheary elements, proton pumping and membranes polarization, leaf senescence, induction of
photosynthesis caused by increase in carbon dioxide assimilation and Rubisco activity. Brassinosteroids
modulate plant metabolic response to a broad range of environmental stresses. Positive effect of brassinoste-
roids on aquaporin activity, responsible for transmembrane water transportation was also reported, as well
as stimulation of somatic and microspore embryogenesis described in species from genus Brassica. Brassi-
nosteroids stimulate expression of genes encoding alpha- and beta-tubulin proteins and re-orientation of
cortical microtubules, which is essential for proper deposition of cellulose microfibrils, influencing structural
properties of a cell wall. Brassinosteroids induce nodulation in Pisum sativum. These hormones when
present at high concentration inhibit root growth and lateral root formation. Some of these physiological
processes are regulated on the basis of synergistic interactions with auxins. BR regulate photo- and skoto-
morphogenesis through molecular interactions of brassinosteroid synthesis and signal transduction with
photoreceptor-initiated transduction pathway. Alterations in metabolism of brassinosteroids cause abnor-
malities in morphology and architecture of plants. One of these traits is dwarfism of cereals, which gained an
economical importance taking into account that it enables an increase in fertilizers dosage and as a consequ-
ence greater yield because of elevated lodging resistance of short stature plants. This paper presents a
comprehensive review on the genetic and molecular basis of brassinosteroid metabolism and physiological
effects of these hormones on a broad range of morphogenetic processes.

Key words: brassinosteroids, synthesis, signaling, metabolism, physiological effects.

STRUKTURA CHEMICZNA BRASINOSTEROIDOW

Brasinosteroidy (BR) sa sterolowymi substancjami hormonalnymi, wykazujacymi
wysoka aktywnos¢ w stymulowaniu wzrostu i rozwoju roslin [3, 15]. Wystepuja w
wyjatkowo niskich koncentracjach w komdrkach wszystkich tkanek wielu gatunkow
roslin, reprezentujacych rézne grupy ewolucyjne, na kazdym etapie rozwoju osobni-
czego. Ich obecnos¢ stwierdzono u przedstawicieli zielenic (Hydrodictyon reticu-
latum), mszakdéw (Marchantia polymorpha), paprotnikow (Equisetum arvense),
jak réwniez u trzech rodzin nalezacych do nagozalazkowych, a wsrdd roslin okryto-
zalazkowych obecnos¢ BR wykryto w obrebie szesnastu rodzin roslin dwulisciennych
i pigciu rodzin jednolisciennych. Pierwszym zidentyfikowanym przedstawicielem BR
byt zwiazek o charakterze laktonu steroidowego — brasinolid (BL — (22R,23R, 24S)-
2a,3a,22,23-tetrahydroksy-24metylo-B-homo-70ksa-5a-chole-stan-60n), ktéry zostat
wyizolowany w 1979 roku z ziaren pytku Brassica napus. Brasinolid jest forma
brasinosteroidow o najwyzszej aktywnosci biologicznej. Od momentu identyfikacji
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brasinolidu potwierdzono naturalne wystgpowanie ponad pieédziesigciu przedstawicieli
tej grupy zwiazkow [3]. Substancje te wystepuja u roslin w szerokim zakresie
koncentracji w zaleznosci od gatunku, tkanki, czy tez stadium rozwojowego rosliny.
Najbogatszym zrédtem brasinosteroidow sa ziarna pylku i niedojrzale nasiona, w
ktérych zwiazki te wystepuja w zakresie stezen od 1 do 100 ng/g swiezej masy,
podczas gdy w pedach i lisciach notuje si¢ nizsze ich koncentracje, bo od 0,01 do
0,1 ng/g $wiezej masy. W tkankach i organach roslinnych we wczesnych stadiach
rozwoju wystepuja wyzsze stezenia brasinosteroidow, co wywoluje wigkszy efekt
dziatania tych hormondw.

Brasinosteroidy sa grupa zwiazkéw chemicznych, ktorych struktura zawiera
wielopierscieniowy szkielet weglowy Sa-cholestanu, a zréznicowanie ich budowy
wynika z rodzaju i pozycji grup funkcyjnych w obrebie pierscieni cyklicznych A i B
oraz tancucha bocznego. W odniesieniu do struktury pierscienia A, zrodtem
zroznicowania budowy chemicznej jest wystgpowanie dwoch sasiednich grup
hydroksylowych w pozycjach C-2a i C-3a. Ze wzgledu na strukturg pierscienia B
brasinosteroidy dzieli si¢ na: 7-oksalakton, 6-keton (6-okso), 6-deokso oraz 6a-hyd-
roksykastasteron. Generalnie, 7-oksalakton wykazuje wigksza aktywnos¢ biologiczna
niz formy 6-keton i 6-deokso, przy czym 6a-hydroksykastasteron wykazuje sladowa
aktywnos$¢ w testach fizjologicznych, poniewaz jest zwiazkiem nietrwalym,
izolowanym gldwnie przez zwigzanie z centrum aktywnym enzymu oksydazy C-6
[3, 6]. Ze wzgledu na wzor substytucji alkilowych w tancuchu bocznym, BR
klasyfikowane sa na trzy grupy: C, C, i C,,. Brasinosteroidy reprezentujace
poszczegolne grupy sa pochodnymi steroli, charakteryzujacych si¢ tym samym typem
tancucha bocznego. Brasinosteroidy typu C, bez podstawnika alkilowego w pozycji
C-24 sa pochodnymi cholesterolu. Zwiazki typu C,, majace grupy a-metylowe,
B-metylowe lub metylenowe w pozycji C-24 sg pochodnymi, odpowiednio:
kampesterolu, dihydrobrasikasterolu lub 24-metylenocholesterolu. Formy C,; majace
grupy a-etylowe lub etylidenowe w tej pozycji sa pochodnymi odpowiednio,
sitosterolu lub izofukosterolu. Formy nalezace do tej grupy, majace podstawnik
metylenowy w pozycji C-24 i dodatkowa grupe metylowa w pozycji C-25 sa
pochodnymi 24-metyleno-25-metylocholesterolu. Jednoczesna obecno$¢ nasyconej
grupy alkilowej, metylowej lub etylowej, w pozycji C-24 oraz grupy metylowej w
pozycji C-25 zwigksza aktywno$¢é biologiczng brasinosteroidow [3].

MODYFIKACJE CHEMICZNE STRUKTURY
BRASINOSTEROIDOW

Oprocz nieskoniugowanych form brasinosteroidow, zidentyfikowano takze formy
o zmodyfikowanej strukturze, bedacej wynikiem przylaczania innych czasteczek i
grup chemicznych. Odnotowano glukozylacje, sulfonacje i acetylacj¢ brasino-
steroidow. Zmodyfikowane przez koniugacj¢ czasteczki BR, ale takze innych
regulatoréw wzrostu roslin uwaza si¢ za formy stuzace ich transportowi, magazyno-
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waniu i inaktywacji. Rowniez egzogennie podawane brasinosteroidy ulegaja podob-
nym, szybkim przeksztatceniom metabolicznym [15].

Glukozylacja brasinosteroidéw w pozycji C-23 jest mechanizmem ich inaktywaciji,
przy czym formami podlegajacymi temu procesowi sg kastasteron i brasinolid, a wiec
brasinosteroidy o najwyzszej aktywnosci biologicznej [50]. Sulfonacje atomu C-22
stwierdzono u Brassica napus. Substratem tej reakcji byt 24-epikatasteron, a nie
brasinolid ani zaden jego analog i proces ten prowadzil do zniesienia aktywnosci
biologicznej substratu. Nie zidentyfikowano sulfotransferaz, ktérych substratem jest
brasinolid lub kastasteron. Acetylacja w pozycji 36-OH zostata stwierdzona u Lilium
longiflorum, a substratem tej reakcji byt teasteron. Przypuszcza sig, ze niski poziom
teasteronu w tkankach roslinnych jest utrzymywany dzigki jego szybkiej koniugacji,
a mechanizm ten reguluje poziom syntezy brasinosteroidow. Brasinosteroidy podlegaja
réwniez procesowi B-epimeryzacji [15]. Reakcja ta przebiega w pozycjach 2a-OH
i 3a-OH, stuzac procesowi dezaktywacji. Ten typ epimeryzacji byl obserwowany
w przypadku kastasteronu i brasinolidu oraz ich 24-epimeréw u Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum i Oryza sativa. Obecnos¢ 3-epi-6-deoksokata-
steronu i 3-epi-6-deokso-28-norkatasteronu u Arabidopsis thaliana i Catharanthus
roseus wskazuje, ze B-epimeryzacja jest procesem regulujacym poziom biosyntezy
brasinosteroidow we wszystkich jej etapach. Kolejnym typem modyfikacji chemicznej
brasinosteroidow jest hydroksylacja w pozycji C-26, ktora jest etapem wstepnym
ich katabolizmu. Proces ten reguluje poziom aktywnych biologicznie brasinosteroidow:
brasinolidu i kastasteronu, przy czym jest on indukowany wpltywem $wiatla [42].

BIOSYNTEZA ZWIAZKOW STEROLOWYCH

Brasinosteroidy sa polihydroksylowanymi pochodnymi steroli bedacych czescia
szerokiej rodziny izoprenoiddéw. Proces biosyntezy roslinnych zwiazkow sterolowych
zostal najlepiej poznany u A. thaliana i podzielony na trzy etapy (ryc. 1) [37].
Prekursorem tych substancji jest mewalonian, ktéry ulega przeksztalceniu do
skwalenu, a ten pod wptywem epoksydazy ulega konwersji do tlenku 2,3-skwalenu.
Ten ostatni, bedac substratem dla cyklazy, ulega przeksztatceniu do cykloartenolu
[53]. Cykloartenol ulega metylacji pod wptywem metylotransferazy, kodowanej przez
gen SMT1 (STEROL METHYLTRANSFERASE) z wytworzeniem 24-metyleno-
cykloartenolu. Zwiazek ten pod wplywem demetylazy C-4 ulega konwersji do
cykloeukalenolu, ktéry zostaje przeksztalcony przez izomeraz¢ w obtusifoliol. W
kolejnym etapie obtusifoliol podlega reakcji katalizowanej przez demetylazg C-14 z
wytworzeniem 4a-metylo-ergosta-8,14,24-trien-38-olu, ktory pod wptywem reduktazy
C-14, kodowanej przez gen FACKEL/HYDRA?2, jest przeksztalcany w kolejnym
etapie w 4a-metylo-ergosta-8,14,24-dien-38-ol. Ten ostatni zwiazek pod wplywem
izomerazy A3-A7, kodowanej przez gen HYDRAI, zostaje przeksztalcony do
24-metyleno-lofenolu. Ta reakcja jest ostatnia w pierwszej fazie syntezy zwiazkow
sterolowych [37, 53]. 24-metyleno-lofenol jest potencjalnym substratem dla dwoch
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RYCINA 1. Wczesne etapy syntezy zwiazkow sterolowych oraz brasinosteroidéow: na niebiesko
zaznaczono etap A, na z6tto — etap B, na zielono — etap C, ktérego produktem koricowym jest brasinolid,
najbardziej aktywna fizjologicznie forma brasinosteroidéw; objasnienia skrotéw w tekscie (wg 53,
zmodyfikowane)

FIGURE 1. Early stages of sterols and brassinosteroids biosynthesis: stage A is depicted in blue, stage B
is show on yellow background, and stage C is depicted in green; the final product of stage C is brassinolide,
the most biologically active form of BR; all abbreviations are explained in the text (according to 53,
modified)

enzymow: metylotransferazy i demetylazy C-4. Pierwszy z tych enzymoéw, kodowany
przez gen SMT12 (STEROL METHYLTRANSFERASE?), rozpoczyna ciag reakcji
okreslanych jako etap B w syntezie steroli i katalizuje konwersj¢ do 24-etylideno-
lofenolu. Produkt ten w kolejnej reakcji przeksztatcany jest przez demetylaze C-
4 do A’-awenasterolu, stanowiacego substrat dla desaturazy C-5 A’-sterolu,
kodowanej przez gen STE1/DWF7/BULI (STEROL DESATURASE1/DWARF7/
BULI). W wyniku tej reakcji A’-awenasterol ulega przeksztatceniu w 5-dehydro-
awenasterol. Ten ostatni pod wplywem reduktazy A’-sterolu, kodowanej przez gen
DWF5 (DWARF5) ulega konwersji do izofukosterolu, a ten bedac substratem
reduktazy A**®>-sterolu, kodowanej przez gen DWF1/DIM (DWARF1/DIMINUTO)

zostaje przeksztalcony w sitosterol. Zwiazek ten jest substratem reakcji katalizowanej
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RYCINA 2. Schemat syntezy brasinosteroidéw z oznaczeniem enzymow katalizujacych poszczegdlne
etapy [wg 29, 52, 54, 57, zmodyfikowane]. *Funkcja enzymu pozostaje niepotwierdzona, gen DWFE11
zidentyfikowany jedynie u Oryza sativa
FIGURE 2. Scheme of BR syntesis with the annotations regarding enzymes catalyzing each of the steps
[according to 29, 52, 54, 57, modified]. *The function of enzyme has not been confirmed experimentally,
gene DWF 11 was identified only in O. sativa

przez desaturaze C-22, ktorej produktem jest stigmasterol. Jest to ostatnia reakcja
stanowiaca czes¢ fazy B biosyntezy steroli, ktérej dwa terminalne produkty: sitosterol
i stigmasterol stanowia istotne skladniki blon komdrkowych, regulujac ich wiasciwosci
fizykochemiczne. Jak juz wspomniano, 24-metyleno-lofenol jest takze substratem dla
drugiego enzymu — demetylazy C-4, ktéra przeksztalca go w episterol, ktory jest
pierwszym metabolitem charakterystycznym dla szeregu reakcji stanowiacych faze
C szlaku biosyntezy steroli, mianowicie procesu syntezy brasinosteroidéw [37, 53].
Proces syntezy brasinosteroidow, jak rowniez geny kontrolujace poszczegdlne jego
etapy najdoktadniej zostaly poznane u roslin dwulisciennych (ryc. 2).

Episterol, produkt reakcji katalizowanej w poprzednim etapie przez demetylaze
C-4, przeksztalcany jest przez desaturaze C-5 A’-sterolu, kodowana przez gen STE1/
DWF7/BULI do 5-dehydroepisterolu. W kolejnej reakcji ten ostatni zwiazek jest
substratem reduktazy A’-sterolu kodowanej przez gen DWFS5, ktéra przeksztatca
go w 24-metylenocholesterol [53]. Ten produkt przejsciowy w reakcji katalizowanej
przez reduktaze A*** )-sterolu, kodowana przez gen DWF1/DIM ulega przeksztal-
ceniu w kampesterol, ktory w nastgpnym etapie jest substratem Sc-reduktazy,
kodowanej przez gen DET2 (DE-ETIOLATED?2), ktoéra przeksztatca go w kampe-
stanol. Ten ostatni zwiazek moze by¢ substratem dwoch rownoleglych drég syntezy.
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Pierwsza z nich to tzw. szlak pdznej oksydacji C-6, w ktorym atomy wegla w
pierscieniu A oraz w sasiadujacych pozycjach C-22 i C-23 w tancuchu bocznym
czasteczki brasinosteroidu sa hydroksylowane, zanim nastapi oksydacja atomu wegla
C-6. W przebiegu tzw. szlaku wczesnej oksydacji C-6, utlenianie atomu wegla w
tej pozycji nastepuje, zanim sasiednie grupy hydroksylowe w pozycjach C-22 i
C-23 zostana wlaczone do tancucha bocznego [54]. Analiza syntezy brasinosteroidow
u roznych gatunkow roslin wykazata, ze proces ten odbywa si¢ gltéwnie droga
wezesnej oksydacji C-6 [49]. W reakcji stanowiacej pierwszy etap szlaku poznej oksydacji
C-6, kampestanol ulega przeksztalceniu przez hydroksylaze C-22a, kodowana przez gen
DWF4 (DWARF4) do 6-deoksokatasteronu [15], ktory w kolejnej reakc;ji jest substratem
hydroksylazy C-23, kodowanej przez gen CPD (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHO-
GENESIS AND DWARFISM), przeksztalcajacej ten zwiazek w 6-deoksoteasteron [4].
Ten ostatni zwiazek jest konwertowany przez oksydazg C-3, kodowana przez gen
CYP90D (CYTOCHROME P450 90D) w 3-dehydro-6-deoksoteasteron [29]. Etap
przeksztalcenia 3-dehydro-6-deoksoteasteronu do kolejnego produktu przejsciowego,
6-deoksotyfasterolu u A. thaliana zostal scharakteryzowany jedynie na poziomie
biochemicznym, bez identyfikacji genu odpowiedzialnego za ten proces. Wprawdzie
badania molekularne doprowadzity do identyfikacji genu DWFI11 (DWARFII),
pochodzacego z genomu O. sativa, kodujacego enzym CYP724B1, nalezacy do rodziny
biatek cytochromowych P450, ktérego postulowana rola jest synteza 6-deoksotyfasterolu
i tyfasterolu, odpowiednio w procesie pdznej i wczesnej oksydacji C-6, jednak analizy
bioinformatyczne nie doprowadzily do identyfikacji potencjalnego homologa tego genu u
innych gatunkéw roslin [57]. 6-deoksotyfasterol jest substratem hydroksylazy C-2a,
kodowanej przez gen ROT3 (ROTUNDIFOLIA3), ulegajac konwersji do 6-deokso-
kastasteronu, ktdry jest substratem oksydaz C-6. Enzymy te sa kodowane przez dwa
paralogiczne geny BR6ox1 (BR-6-oxidasel) i BR60ox2 (BR-6-oxidase?2) i przeksztalcaja
6-deoksokastasteron do kastasteronu [29, 52]. Wykazano, ze oksydazy te dodatkowo
katalizujg reakcje przeksztalcania 6-deoksotyfasterolu do tyfasterolu,6-deokso-3-dehydro-
teasteronu do 3-dehydroteasteronu oraz 6-deoksoteasteronu do teasteronu, powodujac,
ze szlaki poznej i wezesnej oksydacji C-6 ulegaja polaczeniu nie tylko na ostatnim etapie
— syntezie kastasteronu, ale takze na poziomie poprzednich reakcji [54], co sprawia, ze
schemat procesu biosyntezy BR z formy dwoch réwnoleglych szlakow oksydacji
przyjmuje posta¢ sieci. Oba enzymy Kkatalizuja reakcje przeksztalcenia 6-deokso-
kastasteronu do kastasteronu, jednak reakcja przeksztalcania kastasteronu do brasinolidu,
okreslana jako 7-oksalaktonizacja, katalizowana jest wylacznie przez oksydaze BR60x2/
CYP85A2 [30].

Zaproponowano nowy model syntezy brasinosteroidow, w ktorym enzymy
kodowane przez geny ROT3 i CYP90D pehia, na zasadzie uzupetniajacych sig¢
aktywnosci, funkcje hydroksylaz C-23, ktore biora udzial w alternatywnym, skroco-
nym szlaku syntezy prowadzacym od 22-okso-brasinosteroidéw, takich jak: 22-hyd-
roksykampesterol oraz 3-epi-6-deoksokatasteron, bezposrednio do 3-dehydro-6-de-
oksoteasteronu i 6-deoksotyfasterolu, z pominigciem kampestanolu, 6-deokso-
katasteronu i 6-deoksoteasteronu [49]. Obecnos¢ 22-okso-brasinosteroidéw wykryto
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w ekstraktach pochodzacych z A. thaliana, co wskazuje na obecnos¢ alternatyw-
nego szlaku w procesie syntezy BR [6].

W przebiegu szlaku wczesnej oksydacji C-6 kampestanol ulega konwersji do
6-oksokampestanolu, przy czym enzym katalizujacy ten etap nie zostal zidenty-
fikowany u zadnego gatunku roslin [54]. Poszczegdlne etapy szlaku wczesnej
oksydacji C-6 sa katalizowane przez enzymy, regulujace analogiczne kroki w procesie
pbéznej oksydacji [52]. Enzym DWF4 przeksztalca 6-oksokampestanol w katasteron,
bedacy w kolejnym etapie substratem hydroksylazy CPD katalizujacej reakcje, ktorej
produktem jest teasteron [54]. Ten zwiazek jest przeksztatcany przez enzym
CYP90D w 3-dehydroteasteron, ktory ulega konwersji do tyfasterolu, przeksztat-
canego nastgpnie w kastasteron przez hydroksylaze C-2a, kodowang przez gen
ROT3 [29]. Kastasteron podczas reakcji 7-oksalaktonizacji, katalizowanej przez
oksydaze BR60x2 (CYP85A2), ulega konwersji w brasinolid, bedacy terminalnym
produktem syntezy brasinosteroidow [54]. U A. thaliana obie drogi syntezy BR sa
funkcjonalne, przy czym wykazano, ze szlak poznej oksydacji C-6 odgrywa gléwna
role podczas fotomorfogenezy, zas rownolegle przebiegajaca wczesna oksydacja
C-6 dominuje podczas skotomorfogenezy, ktora jest procesem rozwojowym zacho-
dzacym podczas wzrostu roslin w ciemnosci, objawiajacym si¢ w przypadku roslin
dwulisciennych wydtuzonym hypokotylem, silnie zakrzywionym hakiem apikalnym
ostaniajacym zwinigte liscienie, zatrzymanym rozwojem chloroplastow, przy
jednoczesnym hamowaniu ekspresji genéw indukowanych swiatlem [45]. Wszystkie
zidentyfikowane do tej pory enzymy, biorace udzial w dalszej czgsci szlaku syntezy
brasinosteroidéw, naleza do rodziny biatek P450, wigzacych cytochromowa grupe
prostetyczna i wykazujacych aktywnos¢ monooksygenaz, katalizujac reakcje
oksydacji, hydroksylacji, izomeryzacji i dehydratacji. Enzymy te zlokalizowane sa w
btonie retikulum endoplazmatycznego, co moze utatwiaé¢ tworzenie kompleksow
wieloenzymatycznych i ukierunkowanie przepltywu produktow posrednich podczas
biosyntezy [24]. Analizy przeprowadzone u gatunkow: Arabidopsis thaliana, Pisum
sativum, Lycopersicon esculentum, Oryza sativa 1 Triticum aestivum wykazaly,
ze BR nie podlegaja dtugodystansowemu transportowi migdzy organami, a miejsca
syntezy sa zbiezne z miejscami aktywnosci biologicznej [56]. Wykaz gendw oraz
kodowanych przez nie enzymdw bioracych udzial w biosyntezie steroli i brasino-
steroidow zamieszczono w tabeli 1. W tabeli 2 zamieszczono liste enzymow
katalizujacych niektoére etapy syntezy zwiazkow sterolowych, przy czym enzymy te
kodowane sg przez niezidentyfikowane geny.

CHARAKTERYSTYKA MUTANTOW Z ZABURZENIAMI
W SYNTEZIE STEROLI I BRASINOSTEROIDOW

Mutanty A. thaliana charakteryzujace si¢ defektami w funkcjonowaniu enzymow
katalizujacych reakcje stanowiace elementy fazy A szlaku biosyntezy zwigzkow
sterolowych, w odréznieniu od mutantéw brasinosteroidowych, wykazuja letalnosé¢
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TABELA 1. Geny zaangazowane w synteze zwigzkow sterolowych i brasinosteroidéw wraz z opisem funkcji

kodowanych polipeptydéow

TABLE 1. Genes regulating synthesis of sterols and brassinosteroids with the characterization of functions

of encoded polypeptides

Gen ‘Enzym Funkcja enzymu Proces ‘Lit.

Synteza zwiazkow sterolowych i brasinosteroidow

SMT1 (STEROL METHYL \metylotransfera- \metylacja cykloartenolu synteza zwigzkow  [[37, 53]

TRANSFERASEL) za sterolowych (faza A)

FACKEL/HYDRA?2 reduktaza C-14 |redukcja 4a-metylo-ergosta- [37, 53]

8.14,24-trien-38-olu

HYDRA1 izomeraza izomeryzacja 4a-metylo-ergosta- [37, 53]
AS-A7 8.14,24-dien-3B-olu

SMT2 (STEROL METHYL |metylotrans- synteza 24-etylideno-lofenolu synteza zwigzkow  |[53]

TRANSFERASE2) feraza sterolowych (faza B)
STE1/DWF7/BULI desaturaza C-5 |konwersja A7-awenasterolu [53]
STEROL DESATURASE1/|A’-sterolu do 5-dehydroawenasterolu
DWARF7/BULI)
DWF5 (DWARFS) reduktaza konwersja 5-dehydroawena- [37, 53]
A’-sterolu sterolu do izofukosterolu
DWF1/DIM reduktaza synteza sitosterolu [37, 53]
(DWARF1/DIMINUTO)  |A**® sterolu
STEI/DWF7/BULI desaturaza C-5 |konwersja episterolu synteza zwiazkow  |[15]
A’-sterolu do 5-dehydroepisterolu sterolowych
DWF5(DWARFS) reduktaza synteza 24-metylenocholesterolu [(faza .C —synteza /53]
A-sterolu brasinosteroidow)
DWF1/DIM reduktaza synteza kampesterolu [15]
DWARFI/DIMINUTO)  |A*®-sterolu
DET2 (DE-ETIOLATED?2)|5a-reduktaza |synteza kampestanolu [15]
DWF4 (DWARF4) hydroksylaza |synteza 6-deoksokatasteronu [15]
C-22a w szlaku pdznej oksydacji C-6
i katasteronu w szlaku
wezesnejoksydacji C-6
CPD (CONSTITUTIVE  |hydroksylaza  |synteza 6-deoksoteasteronu [4]
PHOTOMORPHO- C-23 w szlaku p6znej oksydacji C-6
GENESIS AND i teasteronu w szlaku wczesnej
DWARFISM) oksydacji C-6
CYP90D (CYTOCHROME |oksydaza synteza 3-dehydro-6-deokso- [29]
P450 90D) C-3 teasteronu w szlaku po6znej
oksydacji C-6 i 3-dehydro-
teasteronu w szlaku wezesnej
oksydacji C-6
ROT3 (ROTUNDIFOLA3) |hydroksylaza  |synteza 6-deoksokastasteronu [29, 52]
C-2a w szlaku pdznej oksydacji C-6
i kastasteronu w szlaku
wezesnej oksydacji C-6
BR6ox1 (BR-6-oxidasel) |oksydazy C-6 |konwersja: 6-deoksotyfasterolu [30,45]
BRG6ox2 (BR-6-oxidase2) do tyfasterolu, 6-deokso-3-
dehydroteasteronu do 3-
dehydroteasteronu, 6-deokso-
teasteronu do teasteronu, 6-deo-
ksokastasteronu do kastasteronu
BR60x2 (BR-6-oxidase2) |oksydaza C-6 |reakcja 7-oksalaktonizacji [54]

prowadzaca do syntezy
brasinolidu
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TABELA 2. Wykaz enzymow, ktore kodowane sa przez niezidentyfikowane geny i katalizuja
niektore etapy syntezy zwiazkow sterolowych

TABLE 2. Enzymes encoded by unidentified genes and catalyzing several reactions

during synthesis of sterols

Enzym Funkcja enzymu Proces Litera-
tura
Epoksydaza synteza tlenku 2,3-skwalenu [synteza zwiazkow sterolowych (faza A)|[53]
Cyklaza synteza cykloartenolu [53]
Demetylaza C-4 |synteza cykloeukalenolu [37, 53]
[zomeraza synteza obtusifoliolu [37, 53]
Demetylaza C-14 |synteza 4a-metylo-ergosta- [37, 53]
8.14,24-trien-36-olu
Demetylaza C-4 |synteza A7-awenasterolu synteza zwiazkow sterolowych (faza B) [53]
Desaturaza C-22 |synteza stigmasterolu [37, 53]

na etapie rozwoju zarodka badz we wczesnych stadiach rozwoju siewki [15]. Przyczyna
sa mutacje w genach SMT1, FACKEL/HYDRA2, HYDRAI i SMT2 [37, 53]. Mutanty
charakteryzujace si¢ zaburzeniami w przebiegu reakcji prowadzacych do syntezy
brasinosteroidéw, a stanowiacych elementy fazy C, zostaly zidentyfikowane u A. thaliana
na podstawie przeprowadzonych testow etiolacji oraz znaczacej redukcji wzrostu roslin.
Migdzy innymi, zidentyfikowano mutacje w genie STEI/DWF7/BULI (kodujacym
desaturaze C-5 A’-sterolu), prowadzace do karfowego fenotypu roslin, ktorych wysokosé
stanowi ok. 14% formy wyjsciowej. Fenotypy podobne do opisanych powyzej
obserwowano rowniez u mutantéw charakteryzujacych si¢ zmianami w sekwencji genu
DWFS5, kodujacego reduktaze A’-sterolu. Mutanty te cechujq ponadto zaburzenia w
embriogenezie i kietkowaniu nasion. Mutacje zidentyfikowane u 4. thaliana,
zlokalizowane w genie DWF1/DIM, kodujacym reduktaze A?**>-sterolu, réwniez
wywotuja karfowy fenotyp, a rosliny cechuje obnizona ptodnos¢, zmiana morfologii lisci,
wydhizony cykl zyciowy oraz zaburzenia etiolacji. Karfowy fenotyp zwiazany jest z
redukcja wydtuzania komoérek, spowodowang obnizonym poziomem ekspresji genow
tubulin i enzymdéw modyfikujacych strukture scian komodrkowych [53]. Karlowego
mutanta /kb niosacego mutacj¢ w homologicznym genie zidentyfikowano u P. sativum.
Wykazuje on zmiang profilu steroli wehodzacych w sklad plazmalemy, z dominujacym
udziatem izofukosterolu zamiast stigmasterolu [15]. Mutacje w genie DET2 A. thaliana,
kodujacym Sa-reduktaze, ktérej koniecznym kofaktorem jest NADPH, powoduja
wystepowanie de-etiolacji, podczas rozwoju roslin w ciemnosci, charakterystycznej dla
mutantow brasinosteroidowych. De-etiolacja powiazana jest z redukcja wzrostu
hypokotyla i liScieni, inicjacja rozwoju lisci oraz akumulacja antocyjanow przy
jednoczesnym braku rozwoju chloroplastow. U osobnikéw niosacych te mutacje,
podczas rozwoju w normalnych warunkach, tak jak w przypadku poprzednio oméwionych
mutantow, obserwuje si¢ zredukowany wzrost, ciemnozielone zabarwienie lisci, wydtuzony
cykl rozwojowy, obnizona dominacj¢ apikalng oraz redukcje ptodnosci. U mutanta /&
P, sativum scharakteryzowano nonsensowna mutacje w homologicznym genie PsDET?2,
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ktéra powoduje kartlowy fenotyp, ciemnozielone zabarwienie lisci oraz zwigkszong
srednicg pedu. Mutacja ta prowadzi do skrocenia kodowanego polipeptydu o domeng
wigzaca czasteczke brasinosteroidu oraz o domene wchodzaca w interakcje z NADPH
[46]. Mutacje w genie DWF4, kodujacym hydroksylaze C-22«a, powoduja
wystepowanie u A. thaliana fenotypow typowych dla innych mutantéw
brasinosteroidowych, ktérych przyczyna jest defekt w procesie elongacji komorek.

Mutacje w genie CPD A. thaliana, kodujacym hydroksylaze C-23, zostaly
uzyskane w drodze mutagenezy insercyjnej [15]. Mutant c¢pd charakteryzuje sig de-
etiolacja podczas wzrostu w ciemnos$ci, wigzaca si¢ z indukcja ekspresji genow,
kodujacych polipeptydy uczestniczace w procesie fotosyntezy: karboksylaze rybulozo-
1,5-bisfosforanowa (RBCS) i biatka wiazace chlorofil (CAB). Mutanta cechuje
znaczna redukcja wydtuzania komorek i wzrostu rosliny, zaburzenia w dyferencjacji
elementow waskularnych i morfogenezie liSci oraz sterylnosé. W przypadku genu
CYP90D, kodujacego oksydaze C-3, wywolanie mutacji typu krnockout przez
insercje elementu T-DNA nie spowodowalo znaczacych efektow fenotypowych.
Podobnie wytworzenie roslin transgenicznych, u ktérych ekspresji ulegat antysensow-
ny konstrukt CYP90D, nie doprowadzilo do zmian w morfologii roslin. Efekt
fenotypowy obserwowany byt dopiero po jednoczesnym wywotaniu mutacji w
genach CYPY0D i ROT3, co sugeruje, ze geny te pelnig uzupetniajace si¢ funkcje
w procesie syntezy BR [29].

Jak juz wspomniano, gen DWFIIl kodujacy enzym CYP724B1, ktorego
sugerowang funkcja jest synteza 6-deoksotyfasterolu i tyfasterolu, odpowiednio w
procesie poznej i wezesnej oksydacji C-6, zostal zidentyfikowany jedynie u O. sativa.
Funkcje CYP724B1 okreslono na podstawie analizy przeksztalcania produktow
posrednich syntezy BR przez ten enzym. Formy z mutacja w tym genie wykazuja
zwarty, wzniesiony pokrdj, skrocona dtugo$é¢ miedzywezli oraz wytwarzanych
ziarniakow. Dodatkowo, podczas rozwoju w ciemnosci, mutanty cechujg si¢ zaburzong
skotomorfogeneza. Mutacje o charakterze delecji (rot3-1), substytucji wysoce
konserwowanej glicyny (rot3-2) lub tez insercji elementu T-DNA w obrebie promotora
(rot3-3) w genie ROT3 A. thaliana, kodujacym hydroksylaze C-2a, wywoluja defekt
w wydluzeniowym wzroscie komorek, szczegdlnie widoczny podczas rozwoju lisci.
Cecha szczegdlng tych mutantdw jest normalna skotomorfogeneza, podczas gdy inne
mutanty BR w tych warunkach wykazywaly deetiolacje [52].

W wyniku analizy aktywnosci enzymdw mikrosomalnych wykazano obecnosé
dodatkowego enzymu nalezacego do biatek cytochromowych P450, katalizujacego
konwersje tyfasterolu do kastasteronu i 6-deoksotyfasterolu do 6-deoksokastasteronu,
odpowiednio podczas wezesnej 1 poznej oksydacji C-6. Sa to etapy katalizowane rowniez
przez hydroksylazg ROT3. Wyniki te wskazuja na wzajemne uzupetnianie si¢ funkcji tych
enzymoéw, tlumaczace nietypowy fenotyp mutantdw rot3 [29]. Mutacja typu knockout
wywolana w sekwencji genu BR6oxI A. thaliana przez insercj¢ elementu T-DNA, nie
powoduje znaczacych efektéw fenotypowych. Podobnie, ten sam typ mutacji w
paralogicznym genie BR6ox2 rdwniez nie skutkuje zmiang w architekturze roslin [30, 54].
Wyniki te potwierdzaja uzupehianie si¢ obu genéw w procesie syntezy BR na etapie
oksydacji C-6 [8, 54]. Mutacje w obu genach powoduja kartowy fenotyp roslin
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br6ox1bréox2 [32, 48]. Podobnie w genomie L. esculentum zidentyfikowano dwa geny
LeBR6ox1 i LeBR60x3, kodujace enzymy katalizujace analogiczne reakcje, jak odpowiednio
BR6ox1 i BR60ox2 u A. thaliana [23, 48]. Mutacje typu knockout w genie LeBR6ox1,
uzyskane przez insercj¢ transpozonu [54] wywoluja karfowy fenotyp roslin, dodatkowo
cechujacych si¢ zaburzeniami w skotomorfogenezie. Wystgpowanie takiego fenotypu
mutanta u L. esculentum spowodowane jest tym, ze gen LeBR6ox3 ulega ekspresji
wylacznie w owocach tego gatunku [48], co powoduje brak wzajemnego uzupehienia si¢
funkcji tych genéw w tkankach wegetatywnych, gdzie aktywna fizjologicznie forma
brasinosteroidow jest wylacznie kastasteron, syntetyzowany w reakeji katalizowanej przez
oksydaze C-6, kodowana przez gen LeBR6ox1 [41]. W odréznieniu od A. thaliana i L.
esculentum w genomie P sativum dwa zidentyfikowane geny PsBR6oxI i PsBR60x6,
koduja enzymy o funkcji oksydaz C-6 syntetyzujacych kastasteron, przy czym zaden z
tych enzymdéw nie ma aktywnosci syntetazy brasinolidu [23].

SZLAK TRANSDUKCJI SYGNALU BRASINOSTEROIDOW

Analizy biochemiczne i genetyczne pozwolily na stworzenie modelu szlaku
transdukcji sygnatu BR u 4. thaliana prowadzacego do zmian ekspresji genow
(ryc. 3) [19]. Brasinosteroidy ulegaja wychwyceniu na powierzchni plazmalemy przez
transblonowy receptor BRIl (ang. Brassinosteroid-Insensitivel), majacy cechy
kinazy serynowo-treoninowej, nalezacej do rodziny bialek zawierajacych domeny
bogate w leucyng — LRR (ang. Leucine-Rich Repeat). Region zawierajacy domeny
LRR odpowiedzialny jest za interakcje z peptydami [35]. W funkcjonowaniu
receptora po stronie apoplastu, szczeg6élnie w enzymatycznej obrobce dodatkowych
elementdéw uczestniczacych we wczesnych etapach sygnalizacji, moze réwniez braé¢
udziat karboksypeptydaza serynowa — BRS1 (ang. BRII-Supressorl) [67]. Po
bezposrednim zwiazaniu czasteczki BR przez receptor BRI1, indukowana jest aktyw-
nos¢ kinazowa tego biatka, w wyniku czego nastepuje autofosforylacja BRII,
powodujaca asocjacje i fosforylacje drugiego elementu transblonowego receptora,
jakim jest polipeptyd BAKI1/SERK3 (ang. BRII-Associated receptor Kinasel/
Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase3) [61]. Fosforylacja reszt treo-
ninowych obu peptydow nie tylko wzajemnie je aktywuje [12], ale rowniez eksponuje
miejsca interakcji z innymi elementami szlaku sygnalizacji, co umozliwia formowanie
kompleksu receptora i inicjuje transdukcje sygnatu [34]. Transbtonowy heterodimer
BRI1-BAK1/SERK3 pehiacy funkcje¢ receptora BR ma budowg asymetryczna,
poniewaz polipeptyd BAK1/SERK3 ma mniejsza dlugos¢ niz BRI1, co spowodowane
jest tym, ze BAK1/SERK3 zawiera pig¢ powtdrzen LRR, podczas gdy polipeptyd
BRII ma 25 segmentow LRR. Dodatkowo BAK1/SERK3, w odréznieniu od BRI1,
nie ma pary cystein odpowiedzialnych za tworzenie homo- i heterodimeréw oraz
domeny 70-aminokwasowej odpowiedzialnej za wigzanie czasteczek hormonu,
dlatego BRI jest jedynym komponentem kompleksu receptora, odpowiedzialnym za
wigzanie BR [27, 31]. Wykazano, ze heterodimeryzacja peptydéw BRI1 i BAK1/
SERK3 prowadzi do endocytozy fragmentow plazmalemy zawierajacych te
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RYCINA 3. Model szlaku transdukcji sygnatu brasinosteroidéw. Pod niecobecnos¢ BR (a), nastgpuje
hamowanie kaskady sygnalizacyjnej w wyniku dziatania kinazy BIN2 oraz biatek BKI1, wiazacych
receptor BRI1. Stymulacja BR (b) prowadzi do oddysocjowania peptydéw BKII1, wzajemnej
fosforylacyjnej aktywacji receptoréw BRI1 i BAK1/SERK3, uformowania kompleksu receptora, co
prowadzi do inhibicji kinazy BIN2. Fosfataza BSU1 katalizuje defosforylacj¢ czynnikdw transkrypcyjnych
BES1/BZR2 i BZR1, ktdre ulegaja akumulacji w jadrze komdérkowym regulujac ekspresj¢ genow [wg 35,
zmodyfikowane]

FIGURE 3. Model of BR signaling. During the absence of hormone (a) signal transduction is blocked due
to activity of BIN2 kinases and proteins BKI1, binding BRI1 receptor. BRs induce (b) dissociation of
BKI1 proteins, transfosforylation and mutual activation of BRI1 and BAK1/SERK3 forming a receptor
complex, leading to inactivation of BIN2 kinases. BSU1 phosphatases dephosphorylate BES1/BZR2 and
BZR1 transcription factors, which are accumulated in the nucleus and regulate genes expression [accord-
ing to 35, modified].

polipeptydy, co moze stanowi¢ mechanizm utatwiajacy interakcje ko-receptora BRI1-
BAKI1/SERK3 z biatkami cytoplazmatycznymi, stanowiacymi sktadniki szlaku
transdukcji sygnatu [18, 27, 35].

Kolejnym polipeptydem regulujacym proces sygnalizacji brasinosteroidow jest
BKI1 (ang. BRII Kinase Inhibitorl), bedacy negatywnym regulatorem tego
procesu, poniewaz specyficznie wiaze si¢ z domenami kinazowymi receptorow BRI,
uniemozliwiajac ich interakcje z biatkami BAK1/SERK3 i innymi sktadnikami
receptora, blokujac transdukcj¢ sygnalu na poziomie plazmalemy (ryc. 3a) [27].
Wiazanie czasteczek BR przez BRI1 powoduje oddysocjowanie polipeptydow BKI|1
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i inicjacj¢ formowania kompleksu receptora (ryc. 3b) [35, 60]. Zidentyfikowano
ponadto dwa polipeptydy: TTL (ang. Transthyretin-Like protein) i TRIP1 (ang.
TGEQS Receptor-Interacting Proteinl), bedace substratami kinazy BRII (ryc. 3b)
[13, 43]. Analizy wykazaly, ze czynnik TTL jest negatywnym regulatorem transdukcji
sygnatu brasinosteroidéw [43, 60], jednak doktadna rola obu czynnikow w regulacji
sygnalizacji BR pozostaje nieznana [19, 35].

Cytoplazmatyczna, serynowo-treoninowa kinaza — BIN2 (ang. Brassinosteroid-
Insensitive?2) jest kolejnym negatywnym regulatorem szlaku transdukcji sygnatu BR,
ktéry fosforyluje, a tym samym hamuje dzialanie czynnikdéw transkrypcyjnych
regulujacych ekspresje genow odpowiedzi na BR. Aktywnos¢ BIN2 podlega hamo-
waniu po zwiazaniu czasteczek BR na powierzchni plazmalemy przez receptor BRI1-
BAKI1/SERK3 [35]. Dziatanie kinazy BIN2 polega na inaktywacji czynnikow
transkrypcyjnych BZR1 (ang. Brassinazole-Resistantl) i BES1/BZR2 (ang. BRII-
EMS-Supressorl/Brassinazole Resistant2), wiazacych si¢ z promotorami genow
regulowanych przez brasinosteroidy. BES1/BZR2 wiaze si¢ z sze$cionukleotydowymi
domenami w obrebie promotordw, dziatajac jako aktywator transkrypcji, a oddziatuje
ponadto z grupa trzech bialek BIM (ang. BESI-Interacting Myc-like), nalezacych
do rodziny czynnikéw transkrypeyjnych zawierajacych domeng bHLH (ang. basic
Helix-Loop-Helix), a interakcje te sa niezbedne dla regulacji ekspresji genow (ryc.
3b) [20, 34, 36, 65]. Modyfikacja chemiczna peptydow BZR1 i BES1/BZR2 przez
kinazg¢ BIN2 powoduje ich degradacje w proteasomach, przy udziale czynnika E3,
bedacego ligaza ubikwityny (ryc. 3a) [20, 65]. Zwiazanie brasinosteroidow przez
transblonowy receptor powoduje akumulacje defosforylowanych i jednoczesny zanik
fosforylowanych form czynnikéw transkrypcyjnych BZR1 i BES1/BZR2. Enzymem
defosforylujacym czynnik transkrypcyjny BES1/BZR2 jest prawdopodobnie fosfataza
BSU1 (ang. Bril Supressorl) zlokalizowana w jadrze komorkowym [27].

Lokalizacja i aktywnos$¢ czynnikdéw transkrypcyjnych BES1/BZR2 i BZR1 jest
precyzyjnie regulowana przez ich poziom fosforylacji, ktory jest determinowany przez
antagonistyczne dziatania kinazy BIN2 i fosfatazy BSUI [19, 51]. Fosforylacja
BZR1 i BES1/BZR2 obniza ich zdolnos¢ wiazania si¢ z promotorami genow i stanowi
pierwszy etap degradacji tych czynnikow transkrypcyjnych [58]. Stwierdzono ponadto,
ze polipeptydy nalezace do grupy 14-3-3, majace zdolnos¢ wiazania fosforylowanych
bialek, stanowig kolejny element regulacji przekazywania sygnalu BR, poniewaz biora
udzial w zatrzymaniu ufosforylowanych form BES1/BZR2 i BZRI1 na terenie
cytoplazmy [17, 19]. Zwiazanie czasteczek BR przez receptor BRI1-BAK1/SERK3
powoduje defosforylacje czynnikéw BES1/BZR2 i BZR1 [58], co prowadzi do
oddysocjowania bialek 14-3-3 i przemieszczania czynnikéw transkrypeyjnych do jadra
komorkowego [2]. Pod nieobecno$¢ BR ko-receptory BRI1 i BAK1/SERK3 nie
sa aktywowane, a polipeptyd BRII jest zwiazany z biatkami BKI1, hamujacymi
interakcje z innymi elementami kompleksu receptora [60]. Kinaza BIN2 jest
konstytutywnie aktywna i fosforyluje czynniki transkrypcyjne BES1/BZR2 i BZR1,
co uniemozliwia ich wigzanie z promotorami genow i blokuje transdukcje sygnatu
BR w cytoplazmie [35]. W odpowiedzi na brasinosteroidy, ko-receptory BRII i
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BAKI1/SERK3 ulegaja wzajemnej aktywacji przez fosforylacje, co prowadzi do
oddysocjowania peptydow BKI1, formowania kompleksu receptora i jednoczesnego
hamowania dzialania kinazy BIN2 [18, 58]. W rezultacie, czynniki BES1/BZR2 i
BZR1 ulegaja defosforylacji pod wptywem fosfatazy BSU1 i akumulacji w obrgbie
jadra komodrkowego, gdzie reguluja ekspresje gendw przy udziale czynnikow BIM
[34, 35, 65]. Wykaz gendéw bioracych udzial w szlaku transdukcji sygnatu
brasinosteroidow oraz kodowanych przez nie enzymow zamieszczono w tabeli 3.

CHARAKTERYSTYKA MUTACJI ZIDENTYFIKOWANYCH
W GENACH BIORACYCH UDZIAL. W TRANSDUKCIJI
SYGNALU BRASINOSTEROIDOW

W genie kodujacym ko-receptor BRI1 4. thaliana do tej pory
scharakteryzowano pigtnascie mutacji zlokalizowanych w rejonach genu kodujacych
rézne domeny receptora. Mutacja bril-5 dotyczy jednej z cystein w N-terminalnej
czesci peptydu, a cztery ze scharakteryzowanych mutacji: bril-6, bril-7, bril-113
i bril-116 zlokalizowane sa we fragmencie genu kodujacego 70-aminokwasowa
domeng rozdzielajaca powtdérzenia LRR. Dwie mutacje bril-9 i bril-102 dotycza
domeny LRR poprzedzajacej rejon transbtonowy, a pozostale mutacje bril-1, bril-
8, bril-101, bril-104, bril-107, bril-108, bril-115 i bril-117 zlokalizowane
sa we fragmencie genu kodujacego domene kinazowa. Fenotypy tych mutantow,
podobnie jak i tych cechujacych sie zaburzeniami w procesie syntezy brasino-
steroidéw, charakteryzuja si¢ roznym poziomem karfowatosci zaleznym od mutacji:
skréconymi, ciemnozielonymi i zgrubialymi lisémi; zredukowana dominacja apikalna;
de-etiolacja podczas wzrostu w ciemnosci oraz wydluzonym cyklem rozwojowym i
sterylnoscia. Cecha szczegdlng mutantdéw bril odrdzniajaca je od mutantow majacych
defekt w procesie syntezy BR jest niewrazliwos¢ na dzialanie brasinosteroidow oraz
ich akumulacja, szczegdlnie form 6-okso, co wiaze si¢ z rola receptoréw BR w
mechanizmie regulacji ich syntezy polegajaca na negatywnym sprzgzeniu zwrotnym.

Mutacje typu knockout wywotane w genie kodujacym drugi z elementow
receptora BR — BAKI1/SERK3 powoduja jedynie pdlkartowy fenotyp roslin, co
wynika z uzupeniania si¢ funkcji biatek kodowanych przez poszczegodlne geny
nalezace do rodziny SERK, z ktérych cze$¢ pelni funkcje w procesie sygnalizacji
BR. U mutanta elg (ang. elongated) zidentyfikowano substytucje¢ w obrebie
czwartego egzonu tego genu, w sekwencji kodujacej trzecie z pieciu powtorzen
LRR. Mutacja ta wywotuje nadwrazliwos$¢ na brasinosteroidy, co skutkuje wydtu-
zonym hypokotylem i pedami oraz przyspieszonym kwitnieniem. Przypuszczalna rolg
tej mutacji jest zwiekszenie powinowactwa ko-receptoréw do czasteczek BR lub
podwyzszenie zdolnosci tych polipeptydow do inicjowania procesu sygnalizacji
réwniez przy obnizonym endogennym poziomie tych hormondéw [63].

Zidentyfikowane mutacje w genie BIN2, powodujace konstytutywna aktywnos¢
kodowanego polipeptydu, prowadza do zaburzen w procesie transdukcji sygnatu BR.
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Formy niosace te mutacje wykazuja fenotyp charakterystyczny dla innych mutantéw
brasinosteroidowych i, podobnie jak w tkankach mutantow bril, nastgpuje w nich
znaczna akumulacja brasinosteroidow. W genach BES1/BZR2 i BZRI1, powstalych
przez duplikacje, zidentyfikowane mutacje dotycza zamiany tego samego amino-
kwasu — Pro-233 w przypadku mutanta besi/bzr2 i Pro-234 u mutanta bzrl,
prowadzac do zamiany proliny na leucyng. Mutacje te maja charakter dominujacy,
powoduja zwigkszona reakcje roslin na BR i dotycza sekwencji kodujacej domeng
PEST (Pro-Glu-Ser-Thr), kluczowa w procesie degradacji proteolitycznej. Obie
mutacje uniemozliwiaja interakcje¢ tych czynnikdéw transkrypcyjnych z elementami
mechanizmu degradacji bialek, a tym samym redukuja negatywny wplyw kinazy
BIN2 na ich akumulacje, przez co wywoluja nadwrazliwosé¢ na BR [2].

Funkcje biatka TTL jako negatywnego regulatora procesu sygnalizacji BR okreslono
na podstawie fenotypu roslin Arabidopsis, u ktorych doszlo do insercji elementu T-DNA
w obrebie genu kodujacego ten peptyd. Rosliny takie cechuja si¢ zwigkszonym wzrostem.
Jednoczesnie formy wykazujace nadekspresje tego genu charakteryzuja si¢ karfowatoscia
[43]. O funkcji genu BKII wnioskowano na podstawie podobienstwa sekwencji
kodowanego peptydu do sekwencji biatka ulegajacego fosforylacji pod wpltywem ko-
receptora BRI1. Nadekspresja tego genu wywoluje karlowy fenotyp spowodowany
zredukowang wrazliwoscia na BR, podczas gdy wyciszenie jego ekspresji przez
mechanizm RNAI skutkuje zwigkszonym wzrostem hypokotyla, co wskazuje na role
BKI1, jako negatywnego regulatora szlaku transdukcji sygnatu BR [35].

REGULOWANIE PROCESOW FIZJOLOGICZNYCH
PRZEZ BRASINOSTEROIDY

Wplyw brasinosteroidow na kietkowanie nasion

Brasinosteroidy indukuja kietkowanie oraz sa zdolne do przetamania fizjologicznej
blokady zdolnosci do kietkowania, jaka wykazuja mutanty giberelinowe, charakteryzujace
si¢ defektem w procesie biosyntezy i sygnalizacji tych hormonow. Mutant A4. thaliana
charakteryzujacy si¢ defektem w procesie syntezy brasinosteroidow — det2 oraz mutant
charakteryzujacy si¢ zaburzeniami w procesie transdukcji sygnatu — bril wykazuja
zwigkszong wrazliwos¢ na hamujace kielkowanie dzialanie kwasu abscysynowego niz
forma dzika. Blokada kietkowania u tych mutantow wskazuje, ze prawidlowe
funkcjonowanie transdukcji sygnalu BR jest konieczne, aby przetamaé indukowany
kwasem abscysynowym stan spoczynku nasion i stymulowaé proces kielkowania.
Mutanty Arabidopsis thaliana, Pisum sativum i Vicia faba charakteryzujace sig
zaburzeniami w procesie biosyntezy BR cechuja si¢ anormalnym ksztaltem nasion, co
wskazuje, ze BR sa niezbedne w procesie ich wytwarzania [16, 46, 47]. Podczas
embriogenezy P sativum stezenie aktywnych biologicznie BR: brasinolidu i kastasteronu
osiaga maksymalny poziom, podobnie jak poziom ekspresji gendw odpowiedzialnych za
ich syntezg, co potwierdza zaangazowanie brasinosteroidow w proces kietkowania [47].
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Wplyw brasinosteroidow na podzialy komorkowe

Brasinosteroidy wykazuja stymulujacy efekt na proliferacje komorek, a defekty
w procesie ich metabolizmu prowadza do obnizenia tempa podziatéw komdrkowych.
Wykazano, ze po traktowaniu tym hormonem zawiesin komorek mutanta der2
A. thaliana, wykazujacego defekt w procesie syntezy BR, nastgpowala indukcja
czynnika biatkowego CycD3, ktdry jest mediatorem cyklu komdrkowego, co moze
thumaczy¢ stymulujacy wplyw BR na proces cytokinezy [14]. Wykorzystujac techniki
mikromacierzy DNA stwierdzono, ze ekspresja gendw cyklin CycD3 oraz innych
gendéw powigzanych z procesem cytokinezy jest indukowana przez BR [38, 59]. U
Nicotiana tabacum indeks mitotyczny wzrasta znaczaco po podaniu BR, w sposob
liniowo zalezny od stgzenia hormonu. Wykazano ponadto, ze transkrypty gendéw
kodujacych histony H2A, H3 i H4, ktére sa dobrymi wskaznikami intensywnosci
przebiegu podzialéw komorkowych, rowniez ulegaly znaczacej akumulacji po
traktowaniu BR i to w sposéb liniowy zalezny od stezenia hormonow [40].

Wplyw brasinosteroidow na wydhuzanie komorek

Brasinosteroidy biora udziat w ukierunkowanym wydtuzaniu komorek. Analizy
mikroskopowe przekrojow podtuznych liscieni i hypokotyli mutantéw A. thaliana
charakteryzujacych si¢ defektami w metabolizmie BR wykazaly, ze zredukowany
wzrost siewek spowodowany jest w gléwnej mierze redukcja wzrostu wydluzenio-
wego komorek, co wskazuje na kluczowa role brasinosteroidow w tym procesie.
Promujacy wplyw BR na wydluzanie si¢ komorek i wzrost organow, jest ilustrowany
zmianami w poziomie ekspresji gendw kodujacych enzymy zaangazowane w modyfi-
kacje $ciany komodrkowej, takie jak: endotransglukozylazy ksyloglukanu (XET) i
ekspansyny [38]. Wykazano rowniez, ze eksport protondw do apoplastu jest stymulo-
wany przez BR, a inhibitor transblonowej ATPazy hamuje indukowane przez te
hormony wydtuzanie komorek. Brasinosteroidy stymuluja wydtuzanie komérek przez
zmiany ekspresji genéw oraz przez efekty nie-genomowe, obejmujace regulacje
dziatania bialek cytoplazmatycznych. BR reguluja rowniez aktywnos$¢ enzymdow
modyfikujacych pektyny i bialka strukturalne Scian komoérkowych: proteoglikany i
ekstensyny. Traktowanie siewek mutantow A. thaliana, wykazujacych zaburzenia w
syntezie brasinosteroidéw i anormalng orientacje mikrotubul korowych, roztworem tych
hormonéw powoduje reorganizacje mikrotubul i ich odpowiednia orientacje. Ten wynik
potwierdza udziat BR w procesie rearanzacji mikrotubul i elongacji komérek. U ryzu
zawartos$¢ tubulin ulegla wydatnemu wzrostowi po traktowaniu korzeni siewek BR.
Jednoczesnie wykazano, ze brasinosteroidy stymuluja ekspresj¢ szeregu genow kodu-
jacych podjednostki syntetazy celulozowej [38]. Stwierdzono ponadto pozytywny wpltyw
brasinosteroidow na ekspresje genow kodujacych podjednostki V-ATPaz (ang.
Vacuolar-ATPases), zlokalizowanych w blonie wakuoli, ktére odpowiedzialne sa za
zakwaszanie srodowiska tego kompartmentu i tworzenie gradientu elektrochemicznego
przez transport protondw, ktéry przebiega dzigki hydrolizie ATP. Istotnos¢ tego
mechanizmu w podtrzymywaniu wzrostu roslin obrazuje przyklad mutanta det3 (ang.
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de-etiolation3) A. thaliana, ktéry charakteryzuje sie mutacja w genie kodujacym
podjednostke V-ATPazy; mutant ten wykazuje kartlowy fenotyp [22].

Regulacja roznicowania elementow trachealnych przez brasinosteroidy

Jedna z lepiej udokumentowanych funkcji brasinosteroidow jest stymulacja
ksylogenezy. Odnotowano znaczacy wzrost stezenia BR poprzedzajacy roznicowanie
ksylemu, co potwierdza rolg tych regulatoréw wzrostu w inicjacji ostatniego etapu
tego procesu. Proces ksylogenezy podzielony jest na trzy fazy. Faza pierwsza odpo-
wiada odréznicowaniu komdrek migkiszu. W drugiej fazie odréznicowane komorki
przeksztalcaja si¢ w komorki prekursorowe elementow trachealnych. W trzeciej fazie
nastepuje formowanie wtdrnej sciany komorkowej i apoptoza. Preparat 'Uniconazole’,
bedacy inhibitorem syntezy BR hamuje ekspresje genéw bioracych udziat w trzecim
etapie tego procesu, a efekt ten byl znoszony po zastosowaniu brasinosteroidow.
Dane te wskazuja, ze endogenne BR moga inicjowaé ostatnia fazg ksylogenezy.
Zwigkszenie stezenia BR zachodzi w drugiej fazie ksylogenezy i prowadzi do
stymulacji ekspresji genow bioracych udzial w trzeciej fazie tego procesu [59].
Brasinosteroidy wplywaja nie tylko na prawidlowe réznicowanie ksylemu, ale réwniez
na odpowiednie rozmieszczenie pasm elementow trachealnych w obrebie organu.
W genomie A. thaliana zidentyfikowano trzy geny, ktore koduja polipeptydy o duzym
poziomie podobienstwa do receptora BRI1. Dwa z polipeptydéow kodowanych przez
te geny — BRL1 (ang. BRII-likel) i BRL3 (BRII-like3) wiaza czasteczki BR z
duzym powinowactwem. Geny te ulegaja specyficznej ekspresji w tkance waskularnej
we wszystkich analizowanych organach. Mutacje powodujace utratg funkcji przez
polipeptydy BRL1 i BRL3 powoduja zaburzenia w formowaniu wigzek przewodza-
cych zwigkszajac udzial floemu, kosztem obecnosci ksylemu [7].

Wplyw brasinosteroidow na rozwoj generatywny

Pylniki roslin zawierajg sporangia, w ktorych we wczesnym stadium rozwoju
réznicuja dwie linie komorkowe: pierwsza z nich daje poczatek ziarnom pytku, druga
natomiast daje poczatek czterem warstwom S$ciany pylnikow. Prawidlowy rozwdj
komorek Sciany pylnikow jest konieczny dla odpowiedniego wyksztatcenia ziaren
pylku [39]. W genomie A. thaliana zidentyfikowano grupe genéw SERK (ang.
Somatic Embryogenesis Receptor Kinases), kodujacych transblonowe kinazy o
zblizonej budowie, z ktérych jedna o potwierdzonej roli — BAK1/SERK3 jest
elementem receptora brasinosteroidow. Produkt biatkowy genu SERKI réwniez
bierze udziat w wiazaniu czasteczek BR, wchodzac w interakcje z receptorem BRI
i wykazuje wspolny zakres dziatania z BAK1/SERK3 [27, 28]. Analizy genetyczne
wykazaly, ze geny SERKI i SERK2 koduja enzymy pelnigce uzupelniajace sig
funkcje, dlatego wylacznie jednoczesne wywotanie mutacji utraty funkcji tych kinaz
spowodowato zaburzenia w rozwoju pylnikow. Stwierdzono, ze fenotyp podwojnych
mutantéw serklserk? powodowany jest zaburzeniami w rozwoju warstwy tapetum
[1]. Defekt w rozwoju tej warstwy pociaga za soba brak rozwoju pytku, a co za
tym idzie, rozwdj sterylnych tuszczyn [10]. Stwierdzono réwniez stymulujacy wplyw
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brasinosteroidow na kwitnienie 4. thaliana przez redukcje poziomu transkrypcji genu
FLC (ang. Flowering Locus C), bedacego represorem tego procesu [9]. Podobne
interakcje obserwowano rowniez u O. sativa [33]. Wykazano ponadto pozytywny wplyw
tych hormonow na rozwdj owocow Lycopersicon esculentum i Cucumis sativus [14].

Regulacja procesu fotosyntezy przez brasinosteroidy

Mutanty A. thaliana, charakteryzujace si¢ zaburzeniami w biosyntezie BR cechuja
si¢ zakloconym metabolizmem weglowodanow i zredukowang produkcja biomasy.
Przedtraktowanie brasinosteroidami zmniejsza skutki stresu przechtodzenia i fotoinhibicje
u siewek C. sativus. BR znaczaco stymuluja przepustowos¢ aparatow szparkowych i
transpiracjg¢. Zwigkszaja rowniez aktywno$¢ enzymu Rubisco, tempo fotosyntezy oraz
akumulacje weglowodanow. Zrédlem tych efektow moze byé dodatni wptyw BR na
zwigkszenie powierzchni lisci o ok. 50%. Generalnie, BR zwigkszaja tempo fotosyntezy,
szczegolnie przez podniesienie zdolnosci asymilacji CO, w cyklu Calvina-Bensona, co
przypisuje si¢ wyzszej aktywnosci enzymu Rubisco [66].

Procesy komorkowe regulowane
przez interakcje migdzy brasinosteroidami i auksynami

Reakcje fizjologiczne, jakie wywoluja brasinosteroidy, sa w wielu przypadkach
zbiezne z wptywami fizjologicznymi, wywieranymi przez auksyny. Wykazano, ze
szlaki transdukgeji sygnatu dla obu regulatoréw wzrostu lacza si¢, a hormony wywotuja
efekt w sposob synergistyczny. Ten typ regulacji przejawia si¢ szczegodlnie w ich
wplywie na wydluzanie pedow. Zbieznos¢ obu szlakow zachodzi na poziomie
czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych ekspresje wspdlnych gendw. Interakcje
brasinosteroidéow i auksyn moga przebiega¢ réznie w zaleznosci od analizowanej
tkanki lub gatunku rosliny. Brasinosteroidy reguluja ekspresj¢ niektoérych genow
odpowiedzialnych za syntez¢ auksyn, np. NIT3 (NITRILASE3), jak rowniez stymuluja
ekspresje gendw PIN (PIN-FORMED) kodujacych biatka odpowiedzialne za polarny
transport auksyn [44]. Prawidlowa dystrybucja bialek PIN wymaga odpowiedniego
funkcjonowania enzymu katalizujacego syntezg steroli, bedacych prekursorami BR,
co moze potwierdza¢ role tych hormonéw w transporcie auksyn [64]. Prawidtowe
funkcjonowanie i rozmieszczenie bialek PIN ma szczegodlne znaczenie dla reakcji
grawitropicznej roslin oraz inicjacji i rozwoju korzeni bocznych [34]. Wspdtzaleznosé
szlakow metabolicznych obu hormonoéw obrazuje rowniez fakt, ze mutant bril A.
thaliana, niewrazliwy na dziatanie brasinosteroidéw, wykazuje obnizong wrazliwosé
na auksyny, co wskazuje, ze dla sygnalizacji auksyn niezbedne jest prawidtowe
funkcjonowanie szlaku transdukcji sygnatu BR [5].

Wplyw brasinosteroidow
na reakcje metaboliczne roslin na stres sSrodowiskowy

Intensywny rozwoj badan nad brasinosteroidami przez ostatnie trzydziesci lat
wiaze sie z tym, ze sa to regulatory wzrostu obecne we wszystkich taksonach
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ro$linnych, a ich dzialanie moze prowadzi¢ do zwigkszania plondéw roslin uprawnych
[52]. Jest to mozliwe dzieki oddzialywaniu BR na metabolizm roslin i droga
zwigkszania ich tolerancji na szeroki zakres streséw srodowiskowych, takich jak:
niska i wysoka temperatura, wysokie zasolenie gleby czy atak patogenow [25]. U
Cucumis sativus traktowanie nasion BR przed wysiewem powodowato zwiekszone
w stosunku do grupy kontrolnej, nietraktowanej hormonami, tempo wzrostu w
warunkach obnizonej temperatury. Zawarto$¢ chlorofilu utrzymywana byla w
warunkach stresu na poziomie kontroli, a po zakonczeniu jego dziatania wzrastala.
Zawiazywanie owocOw u L. esculentum w warunkach chlodu ulegato stymulacji po
traktowaniu roslin brasinosteroidami. Natomiast w warunkach podwyzszonej
temperatury odnotowano stymulujacy wplyw BR na kietkowanie ziaren pytku, za$ liczba
zawiazywanych owocéw w tych warunkach réwniez ulegala zwiekszeniu [55].
Stymulujacy wptyw tych hormonéw na tolerancje roslin na stres termiczny odnoto-
wano takze u Solanum tuberosum [11]. Wykazano, ze poziom syntezy biatek u roslin
rosnacych w temperaturze 43°C przebiegal na poziomie podobnym do obserwowa-
nego w optymalnych warunkach dzigki tworzeniu kompleksow przez biatka szoku
cieplnego HSP (ang. Heat Shock Proteins). Srednia liczba HSP tworzacych kompleks
oraz srednia liczba tych kompleksoéw jest znaczaco wyzsza w komorkach roslin, ktore
traktowano BR przed wystapieniem czynnika stresowego [55]. W przypadku nasion
B. napus i ziarniakéw O. sativa odnotowano znaczaca redukcje negatywnego efektu
zasolenia gleby na kietkowanie, jesli jednoczesnie poddawano je traktowaniu BR [25].
Stwierdzono kompensacyjny wplyw brasinosteroidow na redukcje biomasy roslin
rosnacych w warunkach suszy. Wzrost produkcji biomasy zwiazany jest z podwyz-
szonym poziomem inwertazy w lisciach, ktéra jest odpowiedzialna za dostarczanie
asymilatéw do innych organow rosliny. Podniesienie tolerancji roslin na susz¢ odbywa
si¢ przez wptyw BR na zwickszanie ekspresji gendw kodujacych czynniki transkryp-
cyjne z rodziny CBF/DREB (ang. C-repeat Binding Factor/Dehydration Response
Element B). Czynniki te wiaza si¢ z elementami odpowiedzi na susz¢ — DRE (ang.
Drought Response Elements), zlokalizowanymi w promotorach genow, ktoére warunkuja
reakcje na ten czynnik stresowy, co powoduje regulacje ekspresji tych gendw [25].
Brasinosteroidy sa réwniez skutecznymi fungicydami. Ros$liny S. tuberosum
traktowane BR wykazywaly obnizong czestotliwo$¢ infekcji Phytophthora infestans.
Ten wzrost odpornosci roslin zwiagzany jest z podwyzszonym, pod wplywem BR,
poziomem syntezy kwasu abscysynowego i etylenu oraz ze zwiekszona obecnoscia
substancji fenolowych i terpenowych. Podobne zjawisko obserwowano u Hordeum
vulgare i Cucumis sativus, a wigzalo si¢ ono z podwyzszona aktywnos$cia
peroksydaz i polifenolooksydaz, ktore sa zaangazowane w metabolizm polifenoli.
Postuluje sig¢, ze ma to zwiazek z tym, ze ko-receptor brasinosteroidow polipeptyd
BAKI1/SERK3, nalezy do rodziny kinaz, ktoéra obejmuje rdwniez grupg polipeptyddw
zwiazanych z odpowiedzig roslin na atak patogenéw [19, 21]. Potwierdzeniem
interakcji na poziomie molekularnym miedzy szlakami transdukcji sygnatu BR a
szlakami odpowiedzi na czynniki stresu srodowiskowego jest intrygujace odkrycie,
ze receptor BRI L. esculentum pelni réwnoczesnie funkcje receptora dla systeminy,
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bedacej 18-aminokwasowym peptydem, regulujacym odpowiedz na atak patogenow
i zranienie, co wskazuje, ze receptor ten jest miejscem konwergencji szlaku
sygnalizacji BR oraz odpowiedzi na atak patogenu [62].

Interakcje miedzy metabolizmem brasinosteroidéw
a procesami foto- i skotomorfogenezy roslin

Podczas wzrostu w ciemnosci rosliny dwuliscienne wykazuja etiolowany fenotyp,
obejmujacy wydtuzony hypokotyl, silne zakrzywienie haka apikalnego, ostaniajacego
zwinigte liScienie, zahamowanie rozwoju chloroplastéw, przy jednoczesnym obnizeniu
ekspresji genow indukowanych $wiatlem. Natomiast podczas wzrostu na $wietle,
wydhuzanie hypokotyla jest zredukowane, nastepuje rozwijanie liScieni oraz rozwdj lisci,
co pociaga za soba rozwdj chloroplastow, a geny indukowane $wiatlem ulegaja
raptownej aktywacji transkrypcyjnej. Mutanty charakteryzujace si¢ defektami w
metabolizmie brasinosteroidéw cechuja si¢ zaburzeniami w skotomorfogenezie,
wykazujac cechy roslin rosnacych na swietle. Wykazano zbieznos¢ szlaku odpowiedzi
komorkowej na czynnik swietlny ze szlakiem biosyntezy brasinosteroidéw [15, 26].
Peptyd Pra2 o niskiej masie czasteczkowej, nalezacy do rodziny bialek wiazacych GTP
ulega ekspresji wylacznie w strefach intensywnego wzrostu etiolowanych epikotyli
P, sativum, a jego ekspresja jest hamowana przez swiatlo. Strefy wysokiej ekspresji
genu Pra2 wykazuja jednoczesnie najwyzszy poziom stymulacji w odpowiedzi na
brasinosteroidy. Hamowanie ekspresji tego genu zachodzi z udziatem fitochroméw A
i B oraz receptorow $wiatla niebieskiego, a poziom jego ekspresji jest skorelowany
z tempem elongacji epikotyla. Zidentyfikowano gen DDWF1 (ang. Dark-induced
DWF-like 1), kodujacy polipeptyd zawierajacy motywy charakterystyczne dla biatek
cytochromowych P450, zaangazowanych w synteze BR. Wykazano, ze ekspresja tego
genu, podobnie jak Pra2, jest indukowana podczas wzrostu w ciemnosci, ulega
obnizeniu pod wplywem $wiatla i jest szczegdlnie wysoka w etiolowanych epikotylach
P sativum. W toku analiz prowadzonych in vitro stwierdzono, ze peptydy Pra2 i
DDWF1 wchodza w interakcje zalezne od GTP, zachodzace w blonie retikulum endo-
plazmatycznego. Produkt biatkowy genu DDWFI pehi funkcj¢ hydroksylazy C-2
steroidu, odpowiedzialnej za konwersje tyfasterolu do kastasteronu i 6-deoksoty-
fasterolu do 6-deoksokastasteronu, odpowiednio w szlaku wezesnej i pdznej oksydacji
C-6, zachodzacej podczas syntezy brasinosteroidow u P. sativum. Niewyjasnionym
pozostaje, czy peptyd Pra2 aktywuje enzym DDWF1 bezposrednio, czy tez Pra2 jest
czynnikiem powodujacym formowanie kompleksu enzymatycznego w blonie retikulum
przez transport pecherzykowy dodatkowych kofaktoréw. Interakcje miedzy peptydami
Pra2 i DDWF1 moga stanowi¢ mechanizm molekularnej przejscia migdzy procesami
etiolacji i de-etiolacji. Wysoki poziom tych biatek podczas wzrostu w ciemnosci
prowadzi do podniesienia poziomu syntezy BR, co w konsekwencji skutkuje
zwigkszonym wydluzaniem komoérek hypokotyla. Po ekspozycji na $wiatlo, szlak
transdukcji z udziatem fotoreceptoréw prowadzi do obnizenia ekspresji genéw Pra2 i
DDWEF1, co pociaga za soba redukcje syntezy BR i tempa wzrostu hypokotyla [26].
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PODSUMOWANIE

Poznanie szlakéw metabolizmu regulatorow wzrostu, wptywajacych na wzrost i
réznicowanie komodrek oraz modulujacych architekture roslin jest istotne z dwdch
powoddw. Po pierwsze, ze wzgledu na znaczenie tych danych dla badan
podstawowych, a po drugie biorac pod uwage interakcje miedzy metabolizmem
hormonow a procesami plonowania i tolerancji roslin na réznorodne stresy
srodowiskowe. Wiedza w tym zakresie stanowi punkt wyjscia do modyfikacji
genetycznej roslin uprawnych, m.in. w wyniku mutagenezy zmierzajacej do uzyskania
form o ulepszonych cechach uzytkowych.

Brasinosteroidy sa hormonami o charakterze polihydroksylowanych pochodnych
steroli, wykazujacymi wysoka aktywnos¢ w stymulowaniu wzrostu i regulowaniu
szeregu aspektow morfogenezy roslin. Metabolizm brasinosteroidow jest utrzymy-
wany w stanie dynamicznej homeostazy dzigki funkcjonowaniu negatywnego
sprzezenia zwrotnego migdzy procesami syntezy i sygnalizacji. Reakcje fizjologiczne,
jakie wywotuja brasinosteroidy sa w wielu przypadkach zbiezne z efektami fizjolo-
gicznymi, wywieranymi przez inne hormony, a szczegdlnie auksyny. Szlaki transdukeji
sygnatu dla obu regulatoréw wzrostu tacza si¢, a oba hormony wywotuja efekt w
sposdb synergistyczny. Zbieznos¢ obu szlakow ma miejsce na poziomie czynnikéw
transkrypcyjnych, regulujacych ekspresje wspolnych genow docelowych.

Zmiany na poziomie molekularnym wywolujace zaburzenia zarowno w procesach
syntezy, jak i transdukcji sygnatu brasinosteroidow prowadza do modyfikacji cech
zwiazanych z morfologia i architektura roslin. Jedna z takich cech o duzym znaczeniu
ekonomicznym jest kartowatos¢ roslin zbozowych, powodujaca, ze rosliny o
zredukowanym wzro$cie charakteryzuja si¢ podwyzszonym plonowaniem dzigki
zmniejszonemu wyleganiu przy wysokich dawkach nawozow, jak i w niekorzystnych
warunkach srodowiska. Z tego tez powodu identyfikacja nowych genéw, jak i
nowych alleli genéw juz zidentyfikowanych, odpowiedzialnych za metabolizm
brasinosteroidow wydaje si¢ mie¢ istotng warto$¢ uzytkowa.
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