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Streszczenie: Auksyny stanowia mata grupg hormonoéw roslinnych (fitohormonéw), ktore odgrywaja klu-
czowg rol¢ w regulacji procesow wzrostu i rozwoju roslin zwigzanych z wydtuzaniem, podziatami i
roéznicowaniem komorek. Dziatanie auksyn zwiazane jest nie tylko z procesami zachodzacymi w obrebie
btony komérkowej, ale takze z regulacja ekspresji gendw. Udzial auksyn w regulacji ekspresji gendw jest na
obecnym etapie badan dobrze udokumentowany. Stosujac rézne techniki badawcze zidentyfikowano liczne
geny indukowane auksyna, przede wszystkim w tkankach podlegajacych wzrostowi wydtuzeniowemu
oraz w dzielacych si¢ komorkach. Poziom mRNA tych genéw zmienia si¢ w ciagu kilku do kilkudziesigciu
minut po podaniu auksyny, takze w obecnosci cykloheksymidu, inhibitora syntezy bialek. Oznacza to, ze
synteza bialek nie jest konieczna do aktywacji gendw, co sugeruje, ze sygnal hormonalny jest przekazywa-
ny bezposrednio do jadra za posrednictwem sktadnikow istniejacych juz w komorce. Z tego wzgledu geny
te sq okreslane mianem genéw wezesnych lub pierwotnych odpowiedzi na auksyng. Zostaty one podzielo-
ne na trzy gtéwne klasy: Aux/IA4, GH3 1 SAUR. Geny nalezace do rodziny Aux/IAA funkcjonuja w odpowie-
dziach na auksyng¢ zwigzanych z dziataniem $wiatta. Rodzina GH3 obejmuje liczne geny, z ktérych czesé
koduje biatka enzymatyczne o aktywnosci adenylujacej uczestniczace w tworzeniu koniugatéw kwasu
indolilo-3-octowego, kwasu salicylowego i kwasu jasmonowego z aminokwasami. Powstawanie nieaktyw-
nych biologicznie koniugatéw IAA z aminokwasami reguluje homeostaz¢ auksynowa. Analizy mutantow
GH3 wykazuja, ze bialka kodowane przez te geny uczestnicza w procesach fotomorfogenezy, wzrostu
wydtuzeniowego korzeni i hipokotyli oraz w odpowiedziach na stres biotyczny i abiotyczny. Geny GH3
sa takze regulowane przez swiatlo, co wskazuje na udzial wspdlnych elementéw w przekazywaniu szlaku
auksynowego i swietlnego. Produktem ekspresji gendw SAUR sa krotko zyjace mate zasadowe biatka
jadrowe o nieustalonej dotychczas funkcji, niezdolne do regulowania transkrypcji. Niektore z genow SAUR
moga bra¢ udzial w odpowiedziach na auksyne¢, w ktorych posredniczy kalmodulina. Geny wczesnych
odpowiedzi na auksyng¢ zawieraja w swoich promotorach konserwatywne sekwencje TGTCTC okreslane
jako elementy odpowiedzi na auksyn¢ (AuxRE). Sa one rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne,
tzw. czynniki odpowiedzi auksynowej (ARF), ktdre wiazac si¢ z elementami AuxRE moga aktywowaé
badz hamowac¢ ekspresj¢ genow docelowych. 4ux/IAA4 koduja krétko zyjace biatka represorowe tworzace
kompleksy z czynnikami transkrypcyjnymi ARF. Powstawanie heterodimerow Aux/IAA-ARF hamuje
aktywnos¢ transkrypcyjna czynnikow ARF. Auksyna promuje oddziatywania pomi¢gdzy Aux/IAA i biatka-
mi receptorowymi auksyn, TIR1/AFB, zwigkszajac tym samym tempo degradacji Aux/IAA w szlaku
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ubikwityna/proteasom 26S. Biatka ARF uwolnione z komplekséw z represorami reguluja aktywnos¢ gendw
indukowanych auksyna. Praca przedstawia post¢p, jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w badaniach genow
weczesnych odpowiedzi na auksyng, szczegdlnie w poznawaniu ich funkcji fizjologicznych oraz biologicz-
nej roli biatek kodowanych przez te geny.

Stowa kluczowe: auksyna, Aux/IAA, czynniki odpowiedzi auksynowej, elementy odpowiedzi na auksy-
ng, GH3, SAUR.

Summary: The plant hormone (phytohormone), auxin plays a crucial role in a wide variety of growth and
developmental processes involving cell elongation, division and differentiation. The cellular responses to
auxin involve not only electrophysiological changes at the plasma membrane, but also fast alterations of
gene expression. Currently, the involvement of auxin in the regulation of gene expression is well-recogni-
zed. Using differential screening approaches, a number of auxin-regulated genes have been identified,
mainly in elongating tissues and dividing cells. mRNA levels of these genes were altered within minutes
after auxin application and were unaftected by treatment with protein synthesis inhibitor, cycloheximide.
It means that protein synthesis is not required for their activation, suggesting that the hormonal signal is
transmitted to the nucleus via preexisting components. These genes are referred to as early or primary
auxin response genes and classified into three major classes known as the Aux/IA4, GH3 and SAUR gene
families. Members of the Aux/IAA4 gene family are involved in light regulation of auxin responses. Several
GH3 genes encode acyladenylate-forming enzymes that catalyze conjugation of indole-3-acetic acid,
jasmonic acid and salicylic acid to amino acids. The GH3 enzymes regulate auxin homeostasis by conju-
gating excess hormone to amino acids. Analysis of GH3 mutants indicated the involvement of these genes
in photomorphogenesis, root and hypocotyl elongation and both biotic and abiotic stress adaptation
responses. GH3 genes are also regulated by light suggesting a role of GH3 proteins in light-auxin interac-
tions. SAUR are small short-lived basic nuclear proteins that physiological functions remain unknown.
Some members of SAUR family have been implicated in calcium/calmodulin-mediated auxin responses.
The conserved sequences TGTCTC named the auxin response elements (AuxREs) within the promoters
of early auxin response genes have been identified and a family of auxin response factors (ARFs) binding
to AuxRE has also been characterized. ARF proteins either promote or inhibit target gene expression. Aux/
IAA genes encode short lived nuclear proteins that themselves do not directly bind DNA, but bind to ARF
proteins resulting in repression of their transcriptional activity. Auxin promotes the interaction between
Aux/IAA and TIR1/AFB proteins and increases the degradation rate of Aux/[AA proteins in ubiquitin/
proteasom 26S pathway, such that ARF activity is derepressed and numerous auxin-mediated transcrip-
tional changes occur. ARF proteins released from their repressor counterparts regulate the transcription
of auxin response genes. This review describes recent advances in studies on early auxin response genes
and physiological functions of the proteins encoded.

Key words: auxin, auxin response element, auxin response factor, Aux/IAA, GH3, SAUR.

WSTEP

Auksyny stanowia mata grupe hormondéw roslinnych (fitohormonow), ktore
odgrywaja kluczowa role w regulacji procesé6w wzrostu i rozwoju roslin zwigzanych
z wydtuzaniem, podzialami i réznicowaniem komorek. Réznorodnos¢ odpowiedzi na
auksyne wskazuje na zlozony mechanizm dziatania fitohormonu. Poznanie tego
mechanizmu jest jednym z wiodacych probleméw badawczych w biologii roslin od
czasu identyfikacji pierwszej, najwazniejszej auksyny, tj. kwasu indolilo-3-octowego
(IAA). Juz w latach 80. ubieglego wieku rezultaty licznych badan wskazywaly, ze
dzialanie auksyn zwiazane jest nie tylko z procesami zachodzacymi w obrebie blony
komorkowej, ale takze z regulacja ekspresji genow [18,79]. Ostatecznym dowodem
na udzial auksyn w szybkiej i specyficznej indukeji wielu genéw bylo odkrycie przed
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kilkoma laty jadrowego receptora auksyn, biatka TIR1, wigzacego hormon i jedno-
czesnie oddzialujacego z biatkami hamujacymi aktywno$é czynnikow transkryp-
cyjnych, ktére reguluja transkrypcje genow auksynowych [7,27].

Wsréd genow regulowanych przez auksyny zidentyfikowano wiele takich, ktore
bardzo szybko ulegaja ekspresji w odpowiedzi na wzrost stezenia hormonu i dlatego
sa one okreslane jako tzw. geny wczesnych lub geny pierwotnych odpowiedzi na
auksyng [1]. mRNA tych gendéw identyfikowano juz w ciagu 2—5 minut po podaniu
auksyny, a ich ekspresja nie byla hamowana przez cykloheksymid, inhibitor biosyntezy
biatka. Oznacza to, ze elementy systemu transkrypcyjnego sa obecne w komorce i
transkrypcja tych genow jest niezalezna od syntezy czynnikow biatkowych de novo.
Wiekszos¢ genow indukowanych auksyna zawiera w regionie promotora konserwatywne
elementy cis okreslane jako elementy odpowiedzi na auksyne — AuxRE (ang. Auxin
Response Element) [18]. Z elementami AuxRE wiaza si¢ specyficznie czynniki
transkrypcyjne z rodziny ARF (ang. Auxin Response Factor), ktore aktywuja lub hamuja
transkrypcje gendw docelowych. Auksyny reguluja szybka i przejsciowa ekspresje gendw
wezesnych wplywajac na typ oddziatywan pomigdzy czynnikami ARF a ich represorami,
bialkami Aux/IAA (ang. Auxin/Indole-3-Acetic Acid) [18].

Geny wczesnych odpowiedzi na auksyng zawierajace w sekwencjach promotoro-
wych elementy AuxRE zostaly podzielone na 3 klasy na podstawie stopnia homologii
nukleotydowej: Aux/IAA, GH3 oraz SAUR [18]. Sa one najszerzej badane i najlepiej
poznane u Arabidopsis thaliana, ale zidentyfikowano je takze u innych roslin
dwulisciennych, takich jak: soja, groch, tyton czy pomidor oraz u jednolisciennych,
np. ryz [13]. Badania tych genéw, szczegolnie charakterystyka obszaréw promoto-
rowych zawierajacych elementy odpowiedzi na auksyne, a takze identyfikacja
czynnikow transkrypcyjnych oraz zwigzanych z nimi biatek regulatorowych, sa
kluczowe dla poznania szlaku transdukcji sygnatu hormonalnego i petnego zrozumienia
mechanizmu dziatania auksyn na poziomie molekularnym. Wyniki tych badan
przedstawione sa w kilku anglojezycznych pracach przegladowych [18,40,76,79],
natomiast w polskim pismiennictwie temat genéw wczesnych odpowiedzi na auksyne
byl poruszany czesciowo w artykutach publikowanych w ,,Postepach Biologii
Komérki” [85] oraz ,,Postgpach Biochemii” [30].

Prezentowana praca przedstawia charakterystyke wczesnych gendéw auksyno-
wych nalezacych do wspomnianych trzech klas, ich promotory, czynniki regulatorowe
i mechanizm ekspresji jak rowniez bialka kodowane przez te geny.

PROMOTORY, CZYNNIKI REGULATOROWE
I MECHANIZM EKSPRESJI GENOW AUKSYNOWYCH

Elementy odpowiedzi auksynowych w promotorach genéw wczesnych

Zastosowanie metod genetycznych, biochemicznych i biologii molekularnej okazato
si¢ niezwykle skuteczne w szczegdtowym poznaniu regionéw promotorowych wielu
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Proste AuxRE
ER 9 TGTCAC|CCCTATAAG GTGACA
I1AA4/5
powtdrzenia palindromowe
DR 5 TGTCTC|CCTTT|TGTCTC
powtérzenia ukierunkowane
Ztozone AuxRE
D1
GH 3 CCTCGTITGTC|TC
elementy czesciowo wspodlne
—
o CACGCAATICCTT TGTCTC

elementy roztgczne

RYCINA 1. Przyktady prostych i ztozonych elementow odpowiedzi auksynowej (AuxRE). Kazdy AuxRE
zawiera element TGTCTC (TGTCNC), zaznaczony strzalkag w prostokacie. Proste AuxRE zawieraja
powtorzenia palindromowe, np. ER9 wystepujacy w promotorze genu /1444/5 grochu lub powtdrzenia
ukierunkowane, np. syntetyczny DRS. Ztozone AuxRE, np. D1 i D4 w promotorze genu GH3 soi zawieraja
oprocz TGTCTC dodatkowe elementy konstytutywne/sprz¢zone, zaznaczone podkresleniem w prostokacie,
bez ktorych AuxRE jest funkcjonalnie nieaktywny. Elementy te moga by¢ czg¢sciowo wspolne z motywem
TGTCTC, jak w przypadku D1 lub wystgpowac oddzielnie, tak jak w D4

FIGURE 1. Composite and simple AuxREs. Each AuxREs contain a TGTCTC (TGTCNC) element
(boxes with arrows). Simple AuxRE contain palindromic repeats e.g. ERS which are found in pea [444/5
promoter or direct repeats e.g. DRS. The composite D1 and DR AuxREs are found in the soybean GH3
promoter and contain both TGTCTC and constitutive/coupling elements (boxes with the underlines),
which are required for AuxREs activity. A constitutive element may overlap with the TGTCTC motif like
in D1 or be separated from the TGTCTC motif like in D4

genow indukowanych auksyna, w tym wigkszosci gendw wcezesnych nalezacych do
Aux/TAA, GH3 oraz SAUR [13,79]. Porownujac promotory tych genéw
zidentyfikowano elementy cis zawierajace fragmenty wspdlne, istotne dla odpowiedzi
auksynowych. Elementy odpowiedzi auksynowych, AuxRE, charakteryzuja si¢
obecnoscia krétkiej sekwencji TGTCTC lub jej odmian — TGTCCC badz TGTCAC
— wystepujacych w formie ukierunkowanych lub palindromowych powtdrzen (ryc.
1). Moga one funkcjonowaé jako proste elementy odpowiedzi na hormon lub
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stanowi¢ sktadnik ztozonych elementow AuxRE wystepujac w kombinacji z innymi
elementami niezbednymi dla ich aktywnosci.

Przyktadem prostego typu AuxRE jest region promotorowy genu PS-I444/5 z grochu,
ktory byt pierwszym zidentyfikowanym elementem cis AuxRE w genach wczesnych
odpowiedzi na auksyne [2]. Gen PS-I444/5 nalezy do klasy genow Aux/IAA, a jego
funkcjonalnie aktywny region AuxRE sktada si¢ ze 164 par zasad (pz), z ktorych czesé
stanowi dwie oddzielne domeny: domene A (48 pz) i domene B (44 pz). Domeny te
funkcjonuja kooperatywnie stymulujac transkrypcje w odpowiedzi na hormon, przy czym
domena A dziala jako wlacznik, natomiast domena B pehi funkcje wzmacniacza.

W zlozonym typie AuxRE, np. takim, jaki zidentyfikowano w promotorze genu GH3
z soi [36], motyw TGTCTC jest funkcjonalnie aktywny tylko w potaczeniu z
okreslonymi elementami konstytutywnymi/sprzezonymi, ktére warunkuja konstytutywna
ekspresje genu indukowanego auksyna. Promotor GH3 z soi zawiera trzy elementy
AuxRE oznaczone jako El1, D1 i D4. Elementy D1 i D4 zawieraja sekwencje
TGTCTC, ktéra jest niezbedna, ale niewystarczajaca dla funkcjonalnej aktywnos$ci
promotora indukowanego auksyna. Do aktywacji konieczne sa dodatkowe sekwencje
(konstytutywne/sprzgzone), ktore moga zachodzi¢ na motyw TGTCTC, tak jak w
przypadku D1 lub by¢ oddzielone od motywu TGTCTC, tak jak w elemencie D4. W
tego typu ztozonym AuxRE, sekwencja TGTCTC wplywa na represje lub aktywacje
elementdéw konstytutywnych, w zaleznosci od stezenia hormonu. Element E1 obejmuje
sekwencj¢ powyzej elementéw D1 i D4, ale jego funkcja wciaz nie jest ostatecznie
ustalona. Wystepujaca w tym obszarze kaseta TGA stanowi miejsce silnie wiazace
biatka z ekstraktow jadrowych oraz wptywa na intensywnos$¢ odpowiedzi promotora
GH3 na auksyne. Warto wspomnie¢, ze wykorzystujac szczegdtowo poznana strukture
ztozonego typu AuxRE z promotora genu GH3 skonstruowano proste syntetyczne
elementy AuxRE, takie jak: P3(4X), ER7 czy najbardziej popularny, DRS, ktore
zawierajg palindromowe powtorzenia sekwencji TGTCTC [18]. Sekwencje syntetyczne
powoduja 5—10-krotnie silniejsza aktywacje transkrypcji w odpowiedzi na hormon, w
poréwnaniu z naturalnymi AuxRE i jako konstrukty z genami reporterowymi znalazty
powszechne zastosowanie w badaniach ekspresji genow indukowanych auksyna w
réznych typach komorek, tkanek i calych organow roslin.

Biatka ARF — czynniki odpowiedzi auksynowej

Czynniki odpowiedzi auksynowej, ARF (ang. Auxin Response Factor) sa to
biatka jadrowe wiazace si¢ specyficznie do elementow AuxRE w promotorach
genow indukowanych auksyna. Pierwszym poznanym czynnikiem odpowiedzi
auksynowej byt ARF1 z Arabidopsis thaliana, ktory zidentyfikowano metoda
dwuhybrydowego systemu drozdzowego, stosujac jako ,,przynete” syntetyczny
AuxRE zawierajacy palindromowe powtdrzenie sekwencji TGTCTC [72,73]. ARF1
jest przedstawicielem rodziny czynnikoéw transkrypcyjnych kodowanych u A. thalia-
na przez 23 geny, z ktorych jeden, ARF23, jest pseudogenem i nie koduje funkcjo-
nalnego polipeptydu [14,15]. W genomie ryzu znaleziono 25 loci ARF, w wigkszosci
homologicznych do genow z rzodkiewnika [15]. Obecnos¢ genow ARF wydaje si¢
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RYCINA 2. Schemat budowy czynnikdw transkrypcyjnych ARF i ich represorow Aux/IAA (szczegdtowy
opis w tekscie, na podstawie [31], zmieniono)
FIGURE 2. ARF and Aux/IAA structures (based on [31], modified)

by¢ typowa dla krolestwa ro$lin, poniewaz nie stwierdzono, jak dotad, ich
wystepowania w komorkach zwierzgcych.

Biatka ARF z A. thaliana maja mase czasteczkowa w zakresie 67—129 kDa i
charakteryzuja sie, podobnie jak inne czynniki transkrypcyjne, struktura modutowa
(ryc. 2) [14,15]. Wigkszos¢ z nich zawiera cztery (I-1V) charakterystyczne domeny.
Konserwatywna N-koncowa domena DBD (ang. DNA-Binding Domain) zawiera
sekwencje aminokwaséw zasadowych i determinuje oddziatywania z DNA. Jest ona
unikalna dla roslin i umozliwia specyficzne wiazanie si¢ ARF do sekwencji TGTCTC
w elementach AuxRE. Centralny fragment tej domeny, zawierajacy okoto 100 reszt
aminokwasowych, wykazuje podobienstwo do wiazacej DNA domeny B3 w innych
czynnikach transkrypcyjnych, takich jak: VP1 z kukurydzy czy ABI3 i FUSCAS3 z
A. thaliana [14]. Domena II bialek ARF, okreslana takze jako region srodkowy
MR (ang. Middle Region), jest zroznicowana i decyduje o funkcji danego ARF
jako aktywatora lub represora transkrypcji [69,74]. U A. thaliana, pig¢ sposrod 22
funkcjonalnych polipeptydéw AREF, tj. ARF5-8 i ARF19 aktywuje transkrypcje genow
indukowanych auksyna. Regiony srodkowe tych bialek zawieraja motyw bogaty w
tripeptyd QSL. Z kolei biatka ARF hamujace transkrypcje genow auksynowych
cechuja si¢ obecnoscia w domenie Il jednego z trzech innych motywdw. Najczesciej
wystepuje sekwencja bogata w motyw SPL zidentyfikowany w ARF1, 2, 4, 9, 11,
12, 14, 15, 18, 20-22. Bialka ARF3 i ARF13 maja domene Il bogata w SL/G,
natomiast ARF17 ma w tym miejscu reszty seryny. W czesci C-koncowej biatek
ARF, z wyjatkiem ARF3, 13 i 17, wystepuje domena CTD (ang. Carboxy-Terminal
Domain), w ktérej wyrdznia si¢ dwa charakterystyczne motywy, Il i IV. Motywy
te sa homologiczne do domeny III I IV w biatkach Aux/IAA i umozliwiajag homo-
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i heterodimeryzacj¢ ARF, jak rowniez tworzenie heterodimerdw z bialkami Aux/IAA
[14]. Ekspresja gendw ARF zachodzi we wszystkich dojrzalych organach rosliny,
niezaleznie od stgzenia auksyny, ale ich aktywnos¢ transkrypcyjna jest regulowana
przez oddzialtywania z Aux/IAA dziatajacymi jako represory genow pierwotnych
odpowiedzi na auksyne.

Biologiczne funkcje biatek ARF w procesach rozwojowych zaleznych od auksyn
zostaty wykazane w genetycznych badaniach mutantéw A. thaliana, ktérych
charakterystyczne fenotypy byly nastgpstwem utraty funkcji genéw kodujacych ARF.
Na przyktad, biatka kodowane przez geny ARF3/ETTIN, ARF5/MONOPTEROS,
ARF7/NON PHOTOTROPIC HYPOCOTYL4, ARF8/FRUIT WITHOUT
FERTILIZATION, sa istotne, odpowiednio dla: prawidlowego rozwdj organow
kwiatowych, tworzenia osi apikalno-bazalnej i rozwoju tkanki naczyniowej podczas
wczesnej embriogenezy, zréznicowanego wzrostu pod wplywem swiatla oraz
powstawania owocdw [84]. Funkcje pozostatych biatek ARF sa, jak dotad, nieokres-
lone, ale izolacja mutantéw, ktorych fenotypy sa wywotane mutacjami w innych
genach ARF wskazuje, ze oprdécz bialek pelniacych specyficzne funkcje, w rodzinie
ARF sa tez biatka o funkcjach czgSciowo pokrywajacych sig, co oznacza, ze
wystepuje tu zjawisko redundancji funkcjonalnej [43,54].

Biatka Aux/IAA — represory czynnikéw odpowiedzi auksynowej i mechanizm
ekspresji genéw wezesnych

Aux/IAA (ang. Auxin/Indole-3- Acetic Acid) sa to hydrofilowe krotko zyjace
(10-60 min) biatka jadrowe [34]. Bardzo krotki okres trwania tych biatek in vivo,
od poczatku sugerowal ich rolg¢ jako czynnikéw hamujacych ekspresje gendow
odpowiadajacych na auksyne. Badania biochemiczne i genetyczne potwierdzily ich
role jako represordéw aktywnosci czynnikdw ARF [40]. W przeciwienstwie do ARF,
biatka Aux/IAA nie wiaza si¢ bezposrednio z DNA, lecz wplywaja na ekspresje
gendéw auksynowych poprzez czynniki odpowiedzi auksynowej.

Wigkszos¢ Aux/IAA, ktérych struktura pierwszorzgdowa zostata dobrze poznana,
ma cztery (I-IV) zachowane ewolucyjnie domeny rozdzielone obszarami zmiennymi
(ryc. 2) [18,34,47]. Domeny I i Il sa unikalne dla tych biatek, natomiast III i 1V,
znajdujace si¢ w czegsci C-koncowej, sa podobne do domeny CTD w biatkach ARF
i umozliwiaja tworzenie homodimerow Aux/IAA lub heterodimeréw z ARF. Domena
I Aux/IAA zawierajaca motyw EAR (ang. Ethylene response factor-Associated
amphiphilic Repression) z charakterystyczna sekwencja LxLxL, odpowiada za
wlasciwosci represorowe [68,70]. Domena II charakteryzuje si¢ obecnoscia
13-aminokwasowego konserwatywnego w ewolucji fragmentu, tzw. ,,degronu”, ktory
w sposob zalezny od stezenia auksyny decyduje o stabilnosci biatlek Aux/IAA. Z
domena Il wiaze si¢ receptor auksyn TIR1/AFB bedacy skladnikiem kompleksu
ligazy ubikwitynowej SCF'™®! przesadzajac tym samym o proteolitycznej degradacji
represorow Au-x/IAA w proteasomie [40]. Szczegdtowy opis mechanizmu percepcji
auksyny zainteresowany Czytelnik moze znalez¢é w naszym wczesniejszym artykule
opublikowanym na tamach ,,Postepow Biologii Komorki” [44]. W domenie III



456 M. OSTROWSKI, A. JAKUBOWSKA

- IAA
Aux/IAA
— AuxRE I
Aux/1AA
GH 3
J- SAUR
odpowiedzi fizjologiczne
+ |1AA

Aux/IAA ——>» degradacja

e

I
Aux/IAA
GH 3

l SAUR

odpowiedzi fizjologiczne

GH3 Aux/IAA SAUR
synteza IAA-aminokwasow embr_ioge_neza ? wzrost wydtuzeniowy siewki
wzrost wydiuzeniowy siewki grawitropizm rozwoj haczyka
fotomorfogeneza fototropizm wierzchotkowego pedu
stres biotyczny i abiotyczny wzrost korzeni bocznych

wydtuzanie hipokotyla

RYCINA 3. Regulacja ekspresji genow auksynowych poprzez zmiany st¢zenia hormonu. Przy braku
auksyny w komorce, czynniki transkrypcyjne ARF wystgpuja w postaci nieaktywnych heterodimerow
z biatkami Aux/IAA. Ekspresja genow Aux/IA4, GH3, SAUR jest zahamowana i brakuje odpowiedzi na
hormon. Wzrost st¢zenia auksyny promuje poliubikwitylacj¢ i degradacj¢ represorow Aux/IAA, co
umozliwia regulacj¢ ekspresji genow Aux/IA4, GH3, SAUR przez bialka ARF. Aktywacja tych genow
wywoluje specyficzne odpowiedzi biochemiczne i fizjologiczne na auksyng. W przypadku genow Aux/
144 auksyna dziata antagonistycznie aktywujac ich transkrypcj¢ réwnolegle z promowaniem degradacji
bialek Au-x/IAA. Moze to by¢ mechanizm utrzymania poziomu tych biatek na zasadzie sprzg¢zenia
zwrotnego w sytuacji, kiedy obniza si¢ poziom hormonu

FIGURE 3. Regulation of auxin response gene expression in a hormone-concentration-dependent manner.
When auxin level is low, ARF transcription factors form heterodimers with Aux/IAA and auxin response
genes Aux/IAA, GH3, SAUR are repressed. When auxin concentration is high, Aux/IAA repressors are
poliubiquitinated and degraded, allowing ARFs to regulate gene transcription. Specific auxin-inducible
biochemical and physiological responses are triggered. In the case of Aux/I4A4 genes, auxin acts antagonis-
tically by simultaneously promoting their activation and Aux/IAA protein degradation. This mechanism
could represent a negative feedback loop that keep Aux/IAA protein levels in a balance and allows for the
restoration of their abundance when auxin levels decrease
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zidentyfikowano sekwencje aminokwasowa podobna do sekwencji charakterystycznej
dla struktury Saa wystepujacej w domenie wiazacej DNA w niektorych represorach
prokariotycznych [72]. Motyw ten jest niezbedny dla dimeryzacji Aux/IAA i
oddzialywan typu biatko-biatko [28]. Domena IV, w ktorej wystepuje sekwencja
lokalizacji jadrowej, moze takze uczestniczy¢ w dimeryzacji biatek Aux/IAA.

Uzyskane do tej pory wyniki analiz biochemicznych i genetycznych bialek ARF
i Au-x/IAA, prowadzonych gldwnie u A. thaliana, ale takze u innych gatunkow
ro$lin, pozwolily na ustalenie modelu, wedtug ktorego obie grupy biatek posrednicza
w odpowiedziach na auksyne na poziomie ekspresji genow (ryc. 3) [57,63]. W
modelu tym, biatka ARF wiaza si¢ do elementéw AuxRE w promotorach genow
indukowanych auksyng i w zaleznosci od charakteru domeny Il moga aktywowac
badz hamowaé transkrypcj¢. Przy niskim stezeniu lub braku hormonu biatka
Aux/IAA tworza dimery z ARF hamujac ich aktywnos¢. Wzrost stezenia auksyny
w komorce jest odbierany przez biatko receptorowe TIR1/AFB, ktore jednoczesnie
wiaze si¢ z Aux/IAA wyznaczajac je do degradacji w szlaku zaleznym od ubikwityny.
W tych warunkach czynniki transkrypcyjne ARF uwolnione od represora rozpoznaja
sekwencje AuxRE i reguluja transkrypcje genéw docelowych. Tak wigc stabilnosé
bialek Aux/IAA ma kluczowe znaczenie w sygnalizacji szlaku auksynowego.
Powyzszy model obejmuje takze mechanizm regulacji aktywnosci genow w drodze
sprzgzenia zwrotnego, poniewaz auksyny indukuja wiele genéw kodujacych biatka
Aux/IAA. Mnogo$¢ i réznorodnos¢ procesow zaleznych od wrazliwosci komorek
na auksyne wynika z ogromnej liczby mozliwych kombinacji przy powstawaniu
homodimeréw, tak wsréd ARF jak i Aux/IAA, jak réwniez heterodimerycznych
potaczen pomigedzy ARF i Aux/IAA. Specyficznos¢ interakcji w takich potaczeniach
wydaje sie by¢ istotna dla zréznicowanych odpowiedzi na auksyng w réznych typach
komorek i tkanek [77]. Dodatkowo, forma, w jakiej wystepuja czynniki transkryp-
cyjne oddziatujace z elementami AuxReE determinuje intensywnos¢ aktywacji lub
represji gendw docelowych. Formy monomeryczne wywotuja najstabszy efekt,
natomiast homo- badz heterodimery znacznie wydajniej regulujg ich transkrypcje [15].

Na obecnym etapie badan niewiele jest wiadomo na temat molekularnych mechani-
zmoéw funkcjonujacych w aktywacji lub represji genow auksynowych przez biatka ARF
i Aux/IAA. Pojedyncze, jak dotad, dane eksperymentalne sugeruja, ze konieczne moga
by¢ dodatkowe biatka regulatorowe o aktywnosci aktywatoréow lub represorow
transkrypcji, ktore oddziatuja zarowno z biatkami ARF, jak i Aux/IAA. Kandydatami
na koregulatory wspodldziatajace z ARF sa obecnie trzy biatka. Pierwsze z nich to
biatko PICKLE (PKL) z Arabidopsis thaliana, ktore wykazuje aktywnos$¢ deacety-
lazy histonowej i posredniczy w zaleznym od ATP remodelowaniu chromatyny [11].
Moze ono funkcjonowaé w regulacji genow auksynowych aktywowanych przez ARF7
i ARF19. Geny ARF7 i ARF19 ulegaja koekspresji z I4A14/SLR podczas wczesnego
etapu rozwoju korzeni bocznych. Z kolei bialko SEUSS (SEU) funkcjo-nujace jako
koaktywator, oddziatuje z ARF3/ETTIN w ustalaniu wzorca i promowaniu wzrostu
organow kwiatowych [51]. Ostatnio zidentyfikowano biatko TOPLESS (TPL), ktore
pehi rolg korepresora 14412/BDL [61].
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Ciekawym aspektem regulacji aktywnosci genéw wczesnych odpowiedzi na
auksyne jest mozliwo$¢ udziatu w tym procesie kilku miRNA, ktore moga kontrolo-
wac ekspresje genow ARF. Najnowsze wyniki badan pokazuja, ze niektdre z nich,
np. ARF2-ARF4, ARF6, ARFS, ARF10, ARF16 czy ARF17, sa genami docelowymi
dla miR167 lub miR160 [38,78,80]. Szczegblnie interesujace sa wyniki [38], ktore
sugeruja udzial regulowanego przez miR160 ARF17 w modulacji ekspresji niektorych
genow GH3, uczestniczacych w regulacji poziomu endogennej auksyny przez
tworzenie nieaktywnych form zwiazanych fitohormonu.

GENY AUX/AA 1 BIOLOGICZNE FUNKCJE BIALEK AUX/TAA

Pierwsze geny nalezace do rodziny Aux/IAA zidentyfikowano w tkankach soi i
grochu na podstawie szybkiego (w ciagu kilku minut) i intensywnego pojawiania
si¢ ich transkryptow po podaniu egzogennej auksyny [cyt. za 47]. Poziom tych
transkryptow wzrastal w obecnosci cykloheksymidu, znanego inhibitora biosyntezy
biatka [1]. Fakt ten, w polaczeniu z bardzo krotkim okresem trwania biatek
Aux/IAA, od poczatku wskazywal na ich funkcje jako czynnikéw hamujacych
odpowiedzi auksynowe na poziomie transkrypcji genéw indukowanych tym hormo-
nem. Na podstawie wynikéw poréwnywania sekwencji nukleotydowych do znanych
Aux/IAA oraz badania biatek Aux/IAA w drozdzowym uktadzie dwuhybrydowym,
zidentyfikowano i wyizolowano podobne geny z wielu innych gatunkow roslin, takich
jak: rzodkiewnik, fasola mung, tyton, ogorek, ziemniak, pomidor, ryz, kukurydza,
pszenica, topola kalifornijska, sosna [10,24,26,53,56,66,67,75]. Wydaje si¢, ze geny
Aux/IAA sa unikalne dla roslin, poniewaz nie stwierdzono, jak dotad, ich obecnosci
w genomach bakterii, grzybdw i zwierzat. Ekspresja roznych Aux/IAA zachodzi
wedtug odrebnych wzorcow przestrzennych i czasowych, przyczyniajac si¢ do
réznorodnosci odpowiedzi na auksyng w réznych tkankach i organach roslin oraz
na réznych etapach rozwoju.

Podobnie jak w przypadku czynnikéw odpowiedzi auksynowej, geny Aux/IAA i
kodowane przez nie biatka sa najszerzej badane i najlepiej poznane u Arabidopsis
thaliana. W genomie tej rosliny stwierdzono obecnos¢ 29 genéw oznaczonych jako
14A41-20 1 IAA26-34, zlokalizowanych na kazdym z pieciu chromosoméw [34,47].
Bialka Aux/IAA roznia sie do$¢ znacznie masa czasteczkowa: od okolo 18 kDa
(IAA31) do okoto 36 kDa (IAA9), a takze punktami izoelektrycznymi: 4,51 (IAA30)
— 9,74 (IAA12). Podobienstwo sekwencji aminokwasowej Aux/IAA jest ogolnie
niskie, cho¢ mocno rézni si¢ w przypadku pojedynczych bialek, np. dla pary IAA20/
IAA30 wynosi ono 85%, natomiast dla pary IAA8/IAA33 tylko 10% [47].

Na podstawie uzyskanych do tej pory wynikéw badan wiadomo, ze ekspresja
gendéw indukowanych auksyna jest wrazliwa na poziom bialek Aux/IAA [9].
Kluczowa dla okresu trwania Aux/IAA jest konserwowana w ewolucji domena II,
ktora decyduje o stabilnosci tych biatek taczac bezposrednio ich stezenie z poziomem
hormonu. Rola poszczegdlnych biatek Aux/IAA w procesach fizjologicznych,
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realizowana wspolnie z biatkami ARF przez  TABELA 1. Substytucje aminokwasow
regulacje ekspresji gendw wezesnych odpo-  w obrebie motywu VVGWPPVR (DEGRON)
wiedzi na auksyne, jest stopniowo domeny II bialek Aux/IAA (na podstawie
poznawana dzigki izolacji mutantéw A. [13,53,83], zmieniono) o
thaliana ze zmienionymi odpowiedziami na TABLE 1. Amino acid substltutllons -

. . VVGWPPVR (DEGRON) motif of domain IT
auksyne. Zidentyfikowane do tej pory ; Au1AA proteins (based on [13,53,83],
dominujace mutacje typu gain-of function o dified
w 11 genach Awx/IA4 (IAAI/AXRS, IAA3/ Biatko Mutacja Zmutowana
SHY2, IAA6/SHY1, IAA7/AXR2, 1449, sekwencja
IAA12/BDL, IAAI4/SLRI, IAAI7/AXR3, |AXRS/IAAL |axr5-1 VVGWPSVR
14418, 14419/MSG2, 14428) wskazuja,
. . AXR2/TAAT |axr2-1 VVGWSPVR
ze geny te sa kluczowe dla takich pro-
cesow jak embriogeneza, wzrost korzeni |AXR3/IAAI17 jaxr3-1 VVGWPLVR
bocznych, wydtuzanie hipokotyla, grawi- axt3-3 VVGWPPGR
tropizm czy fotomorfogeneza [34,40,53,- SHY2/IAA3 shy2-2 VVGWSPVR
71,75,83]. Mutacje okreslonych genéw shy2-3 EVGWPPSVR
Aux/IAA prowadza do wyraznie [AA28 iaa28-1 VVGWLPVR
odmiennych jak i podobnych fenotypéw, co  |[SLR/IIAA14  [slrl-1 VVGWPSVR
sugeruje, ze bialka Aux/IAA pelnia w |BDL/IAA12 |bdll-1 VVGWSPIG
roslinach typu dzikiego zardwno odrgbne, ale  |MSG2/IAA19 msg2-1 VVGWPSVC
takze czgsciowo wspdlne funkcje. Na msg2-2 VVGRPPVC
przyklad, wzrost stabilnosci SHY2/IAA3 msg2-3 VVGWPLVC
ogranicza wzrost kietka, natomiast msg2-4 VVGWLPVC

stabilizacja bialek BDL/IAA12 i IAA13
hamuje powstawanie korzenia zarodkowego [77].

Szczegolowe analizy 11 mutantdw aux/iaa A. thaliana wykazaly, ze wszystkie mutacje
sq spowodowane zamiang pojedynczego aminokwasu w domenie Il odpowiedniego biatka
Aux/IAA (tab. 1). Uniemozliwia to oddzialywania pomiedzy Aux/IAA a receptorem
auksyny, TIR1/AFB, prowadzac do wzrostu stabilnosci, a tym samym akumulacji biatek
represorowych hamujacych transkrypcje genow odpowiadajacych na auksyne. Wzrost
stabilnosci biatlek Aux/IAA na skutek mutacji w domenie Il obserwowano np. u mutantow
iaa3/shy2 oraz iaal 7/axr3, przy czym bialko tego ostatniego ma az 7-krotnie dtuzszy czas
trwania w poréwnaniu z biatkiem typu dzikiego [6,46].

Biorac pod uwage opisany wczesniej model funkcjonowania biatek Aux/IAA w
regulacji ekspresji gendw auksynowych, nalezatoby oczekiwaé, ze u wspomnianych
mutantéw charakterystyczne odpowiedzi na auksyne powinny by¢ hamowane. Jednak
analizy fenotypowe wykazaly, ze mutacje typu gain-of-function w wymienionych
11 genach Aux/IAA wywoluja zrdéznicowana wrazliwos¢ na auksyne i powoduja
plejotropowe defekty we wzroscie i rozwoju roslin [34,79]. U wigkszosci mutantow,
miedzy innymi: iaa3/shy2, iaa7/axr2 czy bdl/iaal2, rzeczywiscie obserwowano
cechy obnizonej wrazliwosci na hormon, takie jak zahamowany wzrost i grawitropizm
korzenia, hipokotyla czy lodygi kwiatostanu oraz hamowanie tworzenia korzeni
bocznych i wlosnikow korzeniowych. Szczegdlnie dramatyczne zmiany wywotane
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uposledzeniem odpowiedzi na auksyne opisano w przypadku mutanta bdl/iaal?
(bodenlos). Wykazuje on glebokie defekty rozwojowe podczas wczesnej embrio-
genezy, w postaci braku korzenia, a czasem takze hipokotyla [19]. Z kolei fenotypy
innych mutantdéw, np. iaal7/axr3, charakteryzowaly sie wzmozona dominacja
wierzchotkowa i rozwojem korzeni przybyszowych, co jest przejawem zwigkszonej
wrazliwosci na auksyne. Poznanie funkcji okreslonych biatlek Aux/IAA na podstawie
analizy fenotypow dominujacych mutantéw aux/iaa nie jest tatwe. Wydaje sig, ze
mniej problematyczne byloby ich poznanie na podstawie efektow wywotanych
mutacjami typu loss-of-function w odpowiadajacych im genach. Jednak, jak do tej
pory, zidentyfikowano jedynie dwie takie mutacje i obie tylko w niewielkim stopniu
wplywaly na wzrost i rozwdj mutantow [34]. Sugeruje to mozliwos¢ zastapienia
jednego polipeptydu przez inny (ang. functional redundancy) lub jest wynikiem
ztozonej, zachodzacej na zasadzie sprzezenia zwrotnego, kontroli ekspresji genow
Aux/IAA4 [34,54,79]. Jednoczesnie, kolejne analizy wskazaly na zréznicowany profil
ekspresji pokrewnych Aux/IAA w poszczegolnych organach oraz na okreslonym
etapie rozwoju [47]. Specyficznos¢ ekspresji bialek Aux/IAA w polaczeniu z
roznorodnoscig odpowiedzi na auksyne potwierdzataby, ze biatka te, pomimo
pokrewienstwa filogenetycznego i czgsciowo pokrywajacych si¢ funkcji, moga takze
pehi¢ catkowicie odrebne funkcje fizjologiczne.

Funkcjonalne zréznicowanie biatek Aux/IAA moze by¢ efektem roznych
preferencji wobec partnerow z rodziny ARF, z ktorymi uczestnicza one w konwersji
sygnatu auksynowego, do specyficznych odpowiedzi poprzez tworzenie dimeréw
regulujacych ekspresj¢ genow docelowych. Z tego wzgledu badania procesow
rozwojowych na poziomie transkrypcji genéw indukowanych auksyna sa obecnie
skupione na identyfikacji funkcjonalnych par bialek Aux/IAA i ARF posredniczacych
w okreslonych procesach zaleznych od auksyny. Niezwykle przydatne w tych
badaniach sa mutanty arf z mutacjami typu loss-of-function oraz mutanty aux/
iaa z mutacjami stabilizujacymi domene II, poniewaz ich fenotypy sa niemal
identyczne [40]. Izolacja takich mutantow u A. thaliana oraz badania w drozdzowym
ukladzie dwuhybrydowym oddziatywan typu biatko-biatko miedzy okreslonymi biatkami
Aux/IAA i ARF umozliwily identyfikacje¢ funkcjonalnych dimerdw, istotnych dla
specyficznych odpowiedzi komérkowych indukowanych auksyna. W ten sposob
ustalono, ze wspdldziatanie dimeru BODENLOS/IAA12 i MONOPTEROS/ARF5
jest konieczne dla ustalenia osi apikalno-bazalnej zarodka, prawidtowej organizacji
merystemu korzeniowego i rozwoju tkanki naczyniowej podczas wczesnej embrio-
genezy [19,77]. Uzyskane ostatnio wyniki wskazuja, ze w tym przypadku wilasciwe
funkcjonowanie dimeru BDL/IAA12-MP/ARF5 wymaga obecnosci wspomnianego
wczesniej biatka TOPLESS (TPL), ktore oddzialujac z domena I IAA12 pelni rolg
korepresora [61]. Przy braku lub niedostatecznym stgzeniu auksyny czynnik trans-
krypcyjny MP/ARFS tworzy heterodimery z kompleksem IAA12/BDL-TPL i w
takiej formie jest niezdolny do regulacji transkrypcji.

Innym poznanym przyktadem funkcjonalnych dimeréw ARF-Aux/IAA, ktérych
oddzialywania prowadza do ekspresji gendw indukowanych auksyna jest para
MASSUGU2/TAA19 i NON-PHOTOTROPIC HYPOCOTYL4/ARF7, kluczowa
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dla wzrostu hipokotyla i korzeni bocznych [64,77]. Fenotyp mutanta massugu?2
(msg2), charakteryzujacy si¢ brakiem reakcji siewek etiolowanych na $wiatlo i
grawitacj¢ oraz niedorozwojem korzeni bocznych, wywotany jest mutacja w genie
Aux/IAA19 powodujaca substytucj¢ pojedynczego aminokwasu w obrebie domeny
II biatka MSG2/IAA19 [64]. Podobne cechy wykazuje inny niewrazliwy na auksyne
mutant, non-phototropic hypocotyl4 (nph4), ktéry charakteryzuje sie utrata funkcji
genu ARF7 [20]. Jak wykazaly badania z zastosowaniem dwuhybrydowego systemu
drozdzowego, IAA19 oddzialuje z C-konicem czynnika transkrypcyjnego ARF7 i
zgodnie z proponowanym przez autorow mechanizmem, dimer ten funkcjonuje w
zréznicowanych odpowiedziach wzrostowych hipokotyla i korzeni bocznych na
zasadzie negatywnego sprzgzenia zwrotnego [64]. Indukowana auksyna ekspresja
14A419 jest bowiem zalezna od aktywnosci czynnika transkrypcyjnego ARF7, ale ta
z kolei, jest hamowana przez biatko IAA19 tworzace z ARF7 nieaktywny hetero-
dimer. Taka petla regulacyjna umozliwia precyzyjna czasowo-przestrzenng kontrole
odpowiedzi tropicznych, ktore wynikaja z przejsciowych zmian w intensywnosci i
kierunku wzrostu zachodzacych podczas ekspansji komorek w odpowiedzi na bodzce
tropiczne.

Na obecnym etapie badan nieznane sa inne przyktady funkcjonalnych dimeréw
ARF-Aux/IAA istotnych dla okreslonej odpowiedzi komdrkowej indukowanej
auksyna. Wprawdzie zidentyfikowano dwie inne mutacje wywotane utratg funkcji
genow ARF, tj. mutacj¢ w genie ETTIN/ARF3 [51] oraz genie FRUIT WITHOUT
FERTILIZATION/ARFS [12], ale, jak dotad, nie zidentyfikowano biatek Aux/IAA,
ktére moga wspotdziata¢ z ETT/ARF3 w prawidlowym rozwoju kwiatu oraz z FWF/
ARF8 podczas powstawania owocow.

GENY GH3 1 BIOLOGICZNE FUNKCJE BIALEK GH3

mRNA genéw GH3 (ang. Glycine max Homology) zidentyfikowano po raz
pierwszy ponad dwadziescia lat temu w siewkach soi jako jeden z czterech trans-
kryptow pojawiajacych sie po podaniu auksyny [17]. GH3 sa zaliczane do genow
wczesnych odpowiedzi na auksyny, poniewaz pierwsze mRNA GH3 powstaja juz
w 5 minut po podaniu auksyny, a ich pojawianie si¢ jest niezalezne od cykloheksy-
midu, inhibitora biosyntezy biatka. Ekspresja genéw GH3 jest specyficznie induko-
wana aktywnymi, zarowno naturalnymi jak i syntetycznymi, auksynami, natomiast
prekursory auksyn, indol i tryptofan, a takze inne fitohormony, nie wptywaja na
ekspresje GH3.

W ciagu ostatnich 20 lat, geny homologiczne do GH3 z soi zidentyfikowano u
wielu innych gatunkéw roslin z réznych grup taksonomicznych, migdzy innymi u
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), ryzu (Oryza sativa), tytoniu (Nicotiana
tabacum), papryki (Capsicum chinese), pszenicy (Triticum aestivum), kukurydzy
(Zea mays), jeczmienia (Hordeum vulgare), sosny (Pinus pilaster), a takze u mchu
Physcomitrella patens [76]. Warto dodaé, ze analizy baz danych dostarczyly
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RYCINA 4. Trzy konserwatywne motywy adenylacji w biatku JAR1/GH3.11 (na podstawie [59],
zmieniono)
FIGURE 4. Three conserved motifs in JAR1/GH3.11 protein (based on [59], modified)

informacji o wystgpowaniu genow pokrewnych do GH3 takze u sinicy Synecho-
cystis sp. oraz u myszy, czlowieka i innych kregowcow, natomiast nie zidentyfiko-
wano ich w genomach drozdzy, nicienia Caenorhabditis elegans i muszki owocowej
Drosophila melanogaster [18].

Pod koniec XX wieku specyficzne funkcje gendéw GH3 wciaz byly nieustalone,
lecz doswiadczenia, w ktorych badano ekspresje reporterowego genu GUS znajduja-
cego si¢ pod kontrola promotora GH3 (GH3::GUS) dostarczyly przekonujacych
dowoddéw na to, ze geny te uczestnicza w odbieraniu subtelnych zmian poziomu
hormonu w procesach fizjologicznych kontrolowanych przez auksyny [33]. Wzrost
ekspresji GUS towarzyszyt dominacji wierzchotkowej pedu transgenicznego tytoniu
i byt skorelowany z obnizeniem stezenia auksyny pod wpltywem zmiany wektora sit
grawitacji w korzeniu.

Przetom w poszukiwaniach funkcji GH3 zwiazanych z dzialaniem auksyn nastapit
na poczatku obecnej dekady, kiedy zidentyfikowano mutanta A. thaliana jarl-1
(ang. jasmonate resistantl-1) niewrazliwego na jasmonian metylu (MeJA) [58].
Gen JARI koduje biatko podobne do lucyferazy ze swietlika, wykazujace aktywno$é
adenylujaca wzgledem kwasu jasmonowego. Lucyferazy maja aktywnos$¢ enzyma-
tyczng syntetaz (ligaz), ktére w pierwszym etapie katalizowanej reakcji aktywuja
grupe karboksylowa —COOH substratu przez adenylacj¢ z udziatem ATP i jonow
Mg** [4]. Wedlug tego mechanizmu funkcjonuja m.in. ligaza acylo~CoA, ligaza
4-kumarylo~CoA, syntetaza aminoacylo~tRNA, czy wspomniana lucyferaza
katalizujaca utlenienie adenylowanego biatka — lucyferyny. Struktura pierwszorzedowa
biatka JAR1 charakteryzuje si¢ obecnoscia trzech (I-III) konserwatywnych moty-
wow wigzacych ATP, typowych dla biatek z nadrodziny lucyferazy ze swietlika oraz
bakteryjnych ligaz syntetyzujacych potaczenia kwasdéw organicznych z koenzymem
A (ryc. 4) [4]. Motyw I (SSGTSQGRPKF) jest w wysokim stopniu podobny, a
motywy: Il (YGSSE) i Ill (YRLGD) sg identyczne z motywami wystepujacymi w
strukturze pierwszorzedowej biatka syntetazy IAA-e-lizyny z Pseudomonas
savastanoi [55].

Wykazano [58,59], ze rekombinowane bialko JAR1 przejawia aktywnos¢
enzymatyczna acyloadenylazy kwasu jasmonowego, a szes¢ innych bialek,
homologicznych do JARI, adenylowato IAA, w tym jedno z bialek, takze kwas
salicylowy (SA). Analizy kinetyczne JAR1 potwierdzily, iz enzym cechuje si¢
stereospecyficznoscia wyraznie preferujac izomer (—) JA [16]. Podobnie wysoka
specyficznos¢ stwierdzono wzgledem przytaczanych do JA aminokwasow, poniewaz
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uprzywilejowanym substratem JAR1 byla TABELA 2. Bialka z rodziny GH3
izoleucyna [60]. Wczesniejsze analizy [16] rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis

. nit . Kk ladci Sei thaliana) (na podstawie [18,76],zmieniono)
EJan, y tez dodat OWj AWHaSC JVXET TABLE 2. GH3 family from Arabidopsis
atalityczne syntetazy -le. > thaliana (based on [18,76], modified)

podobnie jak niektore inne syntetazy, [gina Synonim Substrat |Grupa
wobec braku aminokwasu i kwasu |GH3 adenylacji
bedacego akceptorem AMP, wykazuje |GH3.1 11
aktywnos¢ ATPazy. Reakcja zachodzaca |53, |ypk IAA I
w powyzszych warunkach jest wykorzys- GG 3 ™ T
tywana rowniez w biosyntezie polifo- GH3.4 AA I
sforanow adenozyny (p A) oraz dinukle- i

ozydopolifosforanéw. JARI nie tworzyt |GH3-3 WES] IAA/SA I
tych ostatnich, ale wykazywat zdolno$¢ do |GH3.6 ~ |DFL1 TAA 11
biosyntezy tetrafosforanu adenozyny (p,A), GH3.7 11
ktérego rola w metabolizmie i fizjologii |GH3.8 I
roslin jest obecnie nieznana. Uzyskane |53 IAA I
rezultaty sugerowaly potencjalng rolg tych  |51370 D2 I
enzymdw w regulacji metabolizmu auksyn GG 1L TARLUFINZIS TA i

i kwasu jasmonowego [58]. Jedna z ‘

mozliwosci byl udzial adenylowanego |GH3.12  |PBS3/GDGI 1
produktu posredniego w syntezie koniu- |GH3.13 1T
gatow 1AA, JA i SA. Rezultaty dalszych |GH3.14 11
badan wykazaly, iz adenylacja JA poprzedza |GH3.15 11
biosyntezg jasmonylo-L-izoleucyny (JA-Ile), |53 I
aktywnego biologicznie koniugatu |;1377 AA I
amidowego JA. Poziom JA-lIle byt TR i
dramatycznie niski u dwoch mutantow '

allelicznych, jar1-1 i jarl-8, a przywrocenie |GH3-19 1
aktywnosci biologicznej (odpowiedzi na atak 253&2(?” 1

patogena) byto mozliwe dopiero po podaniu
egzogennej JA-Ile. Poziom innych koniu-
gatéw amidowych, jasmonylo-L-leucyny (JA-Leu), jasmonylo-L-fenyloalaniny (JA-Phe)
i jasmonylo-L-waliny (JA-Val) pozostawal bez zmian, co potwierdzalo wysoka
specyficznos$¢ substratowa JAR1 i sugerowato obecno$¢ innych enzymow syn-
tetyzujacych potaczenia amidowe z jasmonianem.

W genomie A. thaliana zidentyfikowano 20 genéw GH3, ktore koduja cytoplaz-
matyczne biatka o masie czasteczkowej 65—70 kDa, pozbawione charakterystycznych
cech strukturalnych skorelowanych ze specyficznymi funkcjami, z wyjatkiem wystepujacej
w czesci C-koncowej niektdrych bialek potencjalnej domeny o strukturze superhelisy
(ang. coiled-coil) [18,21,35].

Rodzina GH3 z Arabidopsis thaliana obejmuje oprocz opisanego wyzej JARI,
19 innych biatek, z ktorych szes¢ (GH3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 i 3.17) wykazuje
aktywnos¢ acyloadenylaz wobec 1AA in vitro, a GH3.5, dodatkowo wobec SA.
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Na podstawie analiz przewidywanych sekwencji aminokwasowych oraz aktywnosci
enzymatycznej biatka te zostaly podzielone na trzy (I-I11) grupy (tab. 2) [58,59,76].
Do grupy I zaliczane sa dwa biatka z rzodkiewnika (GH3.10/DFL2, GH3.11/JAR1/
FIN219) oraz podobne biatka z mchu, pomidora i ryzu. Grupa II, ktora jest
najliczniejsza, obejmuje osiem bialek z rzodkiewnika (GH3.1-GH3.4, GH3.5/GH3a/
WESI1, GH3.6, GH3.9, GH3.17) oraz GH3 z papryki, pomidora, ryzu, soi i tytoniu.
Najstabiej poznane sg biatka GH3.7, 3.8, 3.12-16, 3.18, 3.19 z rzodkiewnika nalezace
do grupy III i niewykazujace aktywnosci acyloadenylaz. Ostatnio jednak, do grupy
tej zaliczono dwa biatka GH3 z mchu Physcomitrella patens wykazujace aktywnos¢
amidosyntetaz IAA [37].

Biatka GH3 wykazujace aktywnos$¢ amidosyntetaz uczestnicza w koniugacji
fitohormondéw w reakcji zachodzacej z wytworzeniem wysokoenergetycznego
intermediatu acyloadenylanowego, ktéra w przypadku auksyny przebiega wedtug
ponizszych rownan:

IAA + ATP <> IAA-AMP + PP,

IAA -AMP + aminokwas —> [AA-aminokwas + AMP

Difosforan (pirofosforan, PP) uwalniany w pierwszym etapie reakcji jest
hydrolizowany przez difosfatazg (pirofosfataze, PPaze), dzigki czemu drugi etap tej
reakcji jest nieodwracalny [58].

Na obecnym etapie badan scharakteryzowano szes¢ rekombinowanych amidosyntetaz
z A. thaliona (AtGH3.2 - 3. 6 1 3.17) i dwa, wspomniane wyzej, bialka z mchu P. patens
(PpGH3-1 i 3-2), przede wszystkim pod katem preferencji auksyn i aminokwasow jako
substratow do syntezy koniugatow amidowych [37,59]. Bialka te charakteryzuja sie niska
specyficznoscia zaréwno wzgledem auksyn, jak i aminokwaséw, cho¢ rdznia sig
aktywnos$cia wzgledem substratow do adenylacji oraz rodzajem koniugowanych
aminokwasow. W przypadku GH3 z rzodkiewnika, IAA oraz inne naturalne auksyny, takie
jak kwas indolilo-3-mastowy (IBA) i kwas indolilo-3-propionowy (IPA) byly dobrymi
akceptorami reszty adenylowej, jednak wszystkie z badanych enzymoéw z najwyzsza
wydajnoscig adenylowaly syntetyczna auksyne, kwas fenylooctowy (PAA) [59]. Wszystkie
tez syntetyzowaly podobny zestaw IA A-aminokwaséw.

Mimo stosunkowo wysokiej homologii z biatkami GH3 z rzodkiewnika, oba biatka
z mchu roznia si¢ od nich specyficznoscia w stosunku do aminokwasow [37].
PpGH3-1 wykazuje jedynie staba zdolnos¢ do syntezy IA A-alaniny i IAA-asparaginy,
co wyraznie odroznia je od dotychczas poznanych syntetaz IAA-amidow, poniewaz
zaden z rekombinowanych polipeptydéw GH3 nie tworzyt koniugatu z asparaging. Z
kolei biatko PpGH3-2 jest malo specyficzne i uczestniczy w powstawaniu koniugatow
z r6znymi aminokwasami przypominajac niektore GH3 z rzodkiewnika. Oba bialka z
mchu wykazuja zdecydowanie inng, w poréwnaniu z biatkami z rzodkiewnika,
specyficznos$¢ substratowa wzgledem akceptordéw reszt aminokwasowych, poniewaz
z duza wydajnoscia syntetyzuja potaczenia z IAA, IBA i JA.

Oprocz A. thaliana, geny GH3 szczegdlowo scharakteryzowano takze u ryzu
[23.65]. Genom Oryza sativa zawiera 13 gendéw kodujacych biatka GH3, z ktérych
cztery sq zaliczane do grupy I (OsGH3.3, 3.5, 3.6, 3.12), a pozostale osiem do grupy
II (OsGH3.1, 3.2, 3.4, 3.8-3.11, 3.13) [65]. W przeciwienstwie do dobrze poznanych
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mutantow A. thaliana pozwalajacych na identyfikacje mutacji w obrgbie genow
GH3, mutanty ryzu nie daja pewnosci, co do roli tych genow i kodowanych przez
nie bialek. Fenotypy o$Smiu mutantéw insercyjnych genow OsGH3-5 i OsGH 3-7,
ktére wykazuja karfowatosé, nieptodnos¢ i usychanie lisci, potwierdzaja znaczenie
biatek GH3 dla regulacji wzrostu i rozwoju roslin [23]. Obecnos¢ trzech zacho-
wanych ewolucyjnie motywéw w przewidywanej strukturze biatek OsGH3
uczestniczacych w wiazaniu ATP sugeruje, ze bialka te moga by¢ syntetazami IAA-
aminokwasow. Sugestia ta zostala potwierdzona [5] dzigki scharakteryzowaniu
rekombinowanego OsGH3-8 wykazujacego aktywnos¢ syntetazy 1AA-Asp.

Enzymatyczna synteze¢ koniugatow IAA z aminokwasami in vifro wykazano po raz
pierwszy w ekstrakcie z niedojrzatych nasion grochu [45]. Na podstawie analizy produktow
reakcji metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) stwierdzono, ze gldwnym koniugatem amidowym
syntetyzowanym w niedojrzalych nasionach grochu jest IAA-asparaginian (IAA-Asp).

Na obecnym etapie badan proponuje sie, ze indukowane auksyna geny GH3 i
kodowane przez nie bialka uczestnicza w procesach wzrostu i rozwoju regulujac
poziom endogennego [AA. Dotyczy to przede wszystkim bialek GH3 z I i II grupy,
ktéore wykazuja aktywnos$¢ amidosyntetaz koniugujacych IAA do aminokwasow.
Mutanty A. thaliana z nadekspresja gendw GH3, takie jak: dfll1-D, ydkI-D czy
wesI-D maja obnizony poziom wolnego IAA, a w niektérych przypadkach takze
podwyzszony poziom TAA-Asp [41,49,62]. Fenotypy tych mutantow, wywotane
wzmozong ekspresja GH3, sa podobne do siebie i charakteryzuja si¢ wyraznie za-
hamowanym wzrostem typowym dla niedoboru auksyn. Efekty te spowodowane sa
aktywnoscig adenylujaca biatek DFL1/AtGH3.6, YDK1/AtGH3.2 oraz WES1/
At.GH3.5 (tab. 2). Tak wigc szybka indukcja GH3 przez auksyny pomaga utrzymaé
homeostaze hormonalna przez zwiazanie nadmiaru hormonu do postaci nieaktywnej
biologicznie. Nalezy jednak podkresli¢, ze mechanizm funkcjonowania genow GH3
moze by¢ bardziej ztozony, poniewaz tylko czgs¢ z nich jest indukowana przez
auksyny. Jedna z mozliwosci pojawia si¢ np. w zwiagzku z tym, ze DFL1 i WESI
wykazujg aktywnos¢ adenylujaca, ale roznia si¢ specyficznoscia substratowa,
poniewaz DFL1 adenyluje IAA, natomiast WES1 zaréwno IAA, jak i SA [58].
Sugeruje to, ze biatko to moze by¢ wspdlnym elementem szlakdéw sygnatowych IAA
i SA. Dodatkowo, mozliwa jest zréznicowana regulacja gendw kodujacych te biatka.
W przypadku genu WESI obserwowano, ze jego ekspresja moze by¢ takze induko-
wana przez ABA oraz biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe [49]. Analizy
genetyczne wskazuja, ze czgs¢ genow GH3 jest indukowana swiatlem, co oznacza,
ze percepcja Swiatla jest mocno zwiazana z sygnalizacja auksynowa przez geny
wcezesnych odpowiedzi na auksyne¢ [3,50,76].

Z}ozona natur¢ mechanizmow kontrolujacych homeostaze hormonalna z udziatlem
gendw GH3 komplikuje fakt, ze ich aktywnos¢ moze takze ulega¢ zmianom pod
wplywem elicitorow wydzielanych zaréwno przez organizmy patogenne [8,22,42.49.50],
jak i symbiotyczne [52]. Wyznacza to nowy kierunek poszukiwan funkcji genéw GH3
jak réwniez mechanizméw regulujacych ich ekspresje.
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SAUR — MALE BIALKA JADROWE O NIEUSTALONEJ FUNKCJI

Geny SAUR (ang. Small Auxin-Up RNA) to trzecia, najmniej poznana klasa genow
wcezesnych odpowiedzi na auksyny. Zidentyfikowano je u soi, fasoli mung, grochu,
rzodkiewnika, ryzu, a takze w rzepie, tytoniu, jabloni i kukurydzy, co $wiadczy o
powszechnosci ich wystgpowania wsrod roslin [18,25,32,48,81.82]. Najliczniejsza
reprezentacja gendw SAUR wystepuje u rzodkiewnika (70 gendw) oraz u ryzu (58) [25].

SAUR koduja krétko zyjace, pozbawione introndw (oprocz SAURII) transkrypty,
ktorych produktami ekspresji sa mate bialka jadrowe o masie czasteczkowej od 9,88
do 26,62 kDa [25]. Obecnos¢ konserwatywnych elementow DST (ang. Down-
STream) ponizej regionu 3'UTR (ang. UnTranslated Region) w transkryptach SAUR
determinuje ich krotki czas zycia wskazujac, iz ekspresja bialek SAUR jest
regulowana potranskrypcyjnie. Region promotorowy genéw SAUR zawiera motywy
DUE/NDE (ang. Distal Upstream Element/NDe Irestriction site Element), na ktore
sktadaja sie sekwencje TGTCTC oraz GGTCCCAT [1,81].

SAUR sg stabo poznanymi biatkami, o nieustalonej dotychczas funkcji. Niewiele
tez wiadomo na temat regulacji ich ekspresji. Inhibitor translacji, cykloheksymid, nie
tylko nie hamuje ekspresji genéw SAUR, ale jest induktorem ich transkrypcji. Jest
to potwierdzenie, ze geny te funkcjonuja we wczesnej odpowiedzi na fitohormon, a
ich ekspresja nie wymaga syntezy czynnikow biatkowych de novo oraz sugestia,
ze cykloheksymid hamujac biosynteze enzymoéw degradujacych transkrypty lub biatka,
stabilizuje krétko zyjace SAUR. Jadrowa lokalizacja wewnatrzkomorkowa SAUR
sugeruje ich udzial w procesach zwiazanych z ekspresja informacji genetycznej, a
szybka degradacja nukleolityczna transkryptow, wskazuje na istotna funkcje w szlaku
sygnatowym auksyn.

Przypuszcza sig, ze biatka SAUR odgrywaja role w regulacji wzrostu wydtuzenio-
wego, poniewaz gldéwnym miejscem ich ekspresji sa komorki epidermy stref elon-
gacyjnych epikotyli i hipokotyli, a w przypadku roslin jednolisciennych, strefy
wydhluzeniowe koleoptyli i mezokotyle [29,32]. Nietypowym biatkiem z tej rodziny
jest biatkko AAMI1 (ang. Abolished Apical hook Maintenancel), ktore wystepuje
w jadrze komoérkowym i odpowiada za rozwdj haczyka wierzchotkowego pedu u
rzodkiewnika [48]. Ekspresja genu AAMI zawierajacego w swoim promotorze dwa
motywy AuxRE, jest indukowana auksyna w komorkach haczyka tylko podczas
wzrostu siewek w ciemnos$ci. Niewykluczone, ze AAM1, podobnie jak niektore
biatka GH3, uczestniczy w odpowiedziach zwiazanych z dziataniem $wiatla i auksyny.

Interesujacy aspekt badan biatek SAUR zwiazany jest z mozliwoscig oddziaty-
wania tych bialek z kalmoduling. Dowody takich interakcji uzyskano dla biatek
SAURI i SAUR? z kukurydzy [29,82]. 13-aminokwasowy konserwatywny fragment
N-konca ZmSAURI1 wykazuje duze podobienstwo do odcinka kinazy biatkowe;j
zaleznej od kalmoduliny, CCaMK (ang. Ca’ /calModulin-dependent protein Kina-
se). Motyw ten tworzy amfipatyczna a-helis¢ z wyeksponowanymi aminokwasami
hydrofobowymi i zasadowymi. Reszty alaniny, leucyny, tryptofanu i waliny uczestni-
cza w oddzialywaniach hydrofobowych z kalmoduling w obecnosci wapnia, co
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zostato potwierdzone w badaniach, w ktérych delecja fragmentu genu kodujacego
N-koncowy odcinek biatka znosita zdolnosé tworzenia kompleksu CaM/ZmSAURI.
Podobnego efektu nie obserwowano, gdy w rezultacie mutacji otrzymano SAURI
pozbawione C-konica. Innym konserwatywnym motywem w obrebie ZmSAUR jest
Ser”” bedaca substratem kinazy kazeinowej I [29]. Zachowanie tego aminokwasu
w toku ewolucji sugeruje, ze poza oddziatywaniami z kalmodulina, biatka SAUR moga
by¢ regulowane potranslacyjnie przez fosforylacje.
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