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NOWE PODEJSCIA W BADANIACH
NAD ROLA POLIAMIN W KOMORCE ROSLINNEJ

POLYAMINE RESEARCH IN PLANT CELL — NEW APPROCHES

Ewa SOBIESZCZUK-NOWICKA, Jolanta LEGOCKA

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Obecnie nasza wiedzg dotyczaca roli poliamin w wielu rozwojowych i morfogenetycznych
procesach zachodzacych w roslinach mozna poglebi¢ ingerujac w szlaki biosyntezy poliamin przez
stosowanie odpowiednich inhibitoréow, poliaminowych mutantéw oraz wykorzystywanie metod stoso-
wanych w biologii molekularnej. Prezentowana praca podsumowuje dotychczasowy stan wiedzy na
temat molekularnego mechanizmu kontroli genéw bioracych udziat w syntezie poliamin i roli, jaka dzisiaj
przypisuje si¢ poliaminom w komorce ro$linne;.

Stowa kluczowe: komorka roslinna, poliaminy, transglutaminazy, poliaminowe mutanty, rosliny transge-
niczne.

Summary: Our understanding of the precise role of polyamines in various plant developmental and
morphogenetic processes has advanced considerably by the ability to manipulate polyamines biosynthe-
tic pathways using polyamines biosynthesis inhibitors, polyamines-mutants and by adopting various
transgenic strategies. The cDNA for almost every biosynthesis polyamine pathway enzyme has been
isolated and cloned. This review summarizes our current understanding of the genetic control of polyami-
ne metabolism and their role in plant cell.

Key words: plant cell, polyamines, transglutaminases, polyamine mutants, transgenic plant.

WPROWADZENIE

Poliaminy (PA) sa niskoczasteczkowymi organicznymi kationami uczestniczacymi
w wielu fizjologicznych i rozwojowych procesach u bakterii, zwierzat i roslin.
Najczesciej wystepujacymi w roslinach wyzszych poliaminami sg putrescyna (Put)
- H,N-(CH,),-NH, spermidyna (Spd) — H)N-(CH,),-NH-(CH,),-NH, i spermina
(Spm) — H,N-(CH,),-NH-(CH,),-NH-(CH,),-NH, Na rycinie 1. przedstawiono
schemat syntezy poliamin z zaznaczeniem miejsc dzialania inhibitoréw ich biosyntezy.
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RYCINA 1. Schemat syntezy poliamin: ACC — kwas 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy; SAM —
S-adenozylometionina; ADC — dekarboksylaza argininy; ODC — dekarboksylaza ornityny; SAMDC —
dekarboksylaza S-adezozylometioniny; CHA — cykloheksylamina (inhibitor); DFMA — difluoro-
metylarginina (inhibitor); DFMO — diglutarometylornityna (inhibitor); MGBG — metylglioksal-bis-guanyl
hydrazyna (inhibitor) [na podstawie [5], zmienione]

Poliaminy naleza do specyficznej grupy regulatoréw wzrostu. W komorce roslinnej
wystepuja w stezeniach od mikro- do milimolarnych — sa to stezenia znacznie
wyzsze od stezen charakterystycznych dla fitohormonow [5]. Zwiazki te sa $cisle
zwigzane z przebiegiem wielu procesow fizjologicznych w roélinie, takich jak: dojrze-
wanie owocow, starzenie si¢ lisci, rozwoj organow reprodukcyjnych, ryzogeneza,
podziaty komoérkowe, przetamywanie spoczynku nasion, odpowiedz ro$liny na stresy
1 wiele innych [5, 7, 37, 38, 41, 65].

Poliaminom mozna przypisa¢ dzialanie funkcjonalne i strukturalne. Biologiczna
aktywno$¢ PA zwigzana jest z ich jonowa natura. Za posrednictwem kationowych
grup aminowych i iminowych w fizjologicznym pH wiaza si¢ elektrostatycznie z
ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi znajdujacymi si¢ w DNA i RNA,
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fosfoproteinach, fosfolipidach lub karboksylowymi zlokalizowanymi glownie w pepty-
dach, kwasnych biatkach i kwasnych polisacharydach [56]. Powoduje to zmiany w
konformacji makromolekut i struktur cytomembran, a takze w ich aktywnosci fizjologiczno-
biochemicznej. Oddzialywania poliamin z grupami fosforanowymi kwasow nukleinowych
stanowia molekularna podstawe stabilizacji podwojnej helisy DNA, a takze koncow petli
w czasteczkach rRNA, mRNA, tRNA [56, 67]. Wiadomo, Ze poliaminy wiaza si¢ do
rybosoméw 1 ulatwiaja asocjacj¢ rybosomalnych podjednostek w eukariotycznym systemie
translacji in vitro podnosza wydajno$¢ tego procesu [72].

Aktualnie wsrod badaczy panuje poglad, ze formy skoniugowane i zwigzane
poliamin oraz ich katabolizm odgrywaja wazna rol¢ w procesach rozwojowych roslin
[17,60]. Druga funkcja poliamin polegataby na bardziej specyficznej regulacji kluczo-
wych dla rosliny proceséw metabolicznych, takich jak np. fosforylacja biatek czy
przemiany fosfatydyloinozytoli [56].

Ostatnio badania przy zastosowaniu specyficznych inhibitoréw blokujacych posz-
czegolne etapy syntezy poliamin, wykorzystaniu poliaminowych mutantéw i technik
biologii molekularnej pozwolity na nowo spojrze¢ na role¢ PA w procesach rozwojo-
wych roslin.

Artykul zawiera podsumowanie dotychczasowego stanu wiedzy o molekularnych
podstawach kontroli metabolizmu i funkcji, jakie przypisuje si¢ poliaminom w
ro$linach. Nieliczna literatur¢ wyselekcjonowano tak, aby mozna byto zaobserwowac
zmieniajace si¢ kierunki w badaniach nad roslinnymi poliaminami. Prace, w ktorych
stosowano inhibitory syntezy PA w celu analizy ich funkcji w komdrce (druga potowa
lat dziewiecdziesiatych), zaczely by¢ zastgpowane przez prace, w ktdrych pojawiaty
si¢ badania funkcji poliamin przy zastosowaniu technik biologii molekularne;j.

2. WOLNE POLIAMINY

2.1. Analiza funkcji przy zastosowaniu inhibitorow syntezy

Wiele réznych inhibitorow biosyntezy PA stosowano i stosuje sig, aby przyblizy¢
fizjologiczng rol¢ PA w komorce. Dwufluorometyloornityna (DFMO — analog
ornityny) oraz a-dwufluorometyloarginina (DFMA — analog argininy) to dwa glowne
inhibitory syntezy putrescyny. Inhibitory te wiaza si¢ z miejscami aktywnymi
odpowiednio dekarboksylazy ornityny (ODC) i dekarboksylazy argininy (ADC) [5].

Kolejnym inhibitorem jest metylglioksal-bis-guanyl hydrazyna (MGBG) —
kompetytywny inhibitor dekarboksylazy S-adenozylometioniny (SAMDC), ale wyka-
zano rowniez jego wpltyw na hamowanie aktywnosci ADC i oksydazy poliaminowe;j
(PAO) [5]. Cykloheksylamina (CHA) jest natomiast kompetytywnym i odwracalnym
inhibitorem Spd/Spm syntazy [5].

Badania z uzyciem inhibitorow syntezy PA zwrocity uwage na potencjalny, ale
istotny udziat PA w procesach rozwojowych roslin, takich jak: dojrzewanie owocow,
starzenie sig lisci, rozwoj organow reprodukcyjnych, ryzogeneza, podzialy komorkowe
i wiele innych [48,49, 56]. Przez zastosowanie inhibitorow w kulturach tkankowych
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wykazano wptyw poliamin na szereg proceséw rozwojowych, takich jak: podziaty
komoérkowe [1], regeneracje roslin [6] oraz somatyczng embriogeneze [52]. DFMA,
ale nie DFMO, hamowalo formowanie si¢ somatycznych zarodkow w zawiesinie
komorkowej marchwi [62]. Wykazano, ze tworzenie si¢ zalazkéw moze by¢
kontrolowane poprzez dodawanie zaréwno Put i Spd, jak i Spm. Dodanie DFMO
blokowato proces tworzenia si¢ bulw ziemniaka, jednak zauwazalny byt brak reakcji
rosliny na DFMO po podaniu go wraz z Put [49]. Autorzy pracy sugeruja, ze Put
syntetyzowana via ODC jest niezbgdna w procesie tworzenia bulw. Zastosowanie
DFMO w hodowli eksplantow lisci tytoniu hamowalo ryzogeneze. Efekt ten byt
odwracalny, gdy podano Put [10]. DFMO rowniez silnie hamuje wzrost korzeni
grochu [22]. Efekt takiego zahamowania wzrostu korzeni byl odwracalny, jesli
inhibitor zastosowano razem z Put. Badania te pozwolity wnioskowa¢ o roli ODC
i samej Put w ryzogenezie.

Uzycie specyficznych inhibitoréw syntezy poliamin pozwolito na przyblizenie
poznania procesow przebiegajacych w roslinie, w ktore zaangazowane sa PA. Nie
zdefiniowano jednak ostatecznie roli PA w wymienianych procesach. Niewiele
wiadomo o zakresie dziatania samych inhibitoréw, o ich transporcie i metabolizmie.
Rozwaza sig ich niespecyficznosci i szkodliwy wptyw na btony biologiczne. Dlatego
nowym bodzcem do bardziej wnikliwego poznawania i zdefiniowania roli poliamin
w procesach rozwojowych roslin byt rozwdj biologii molekularnej. Genetyka mole-
kularna pozwolita na opisanie mutantéw charakteryzujacych si¢ zmodyfikowanym
poziomem PA. Sklonowano i scharakteryzowano geny kodujace enzymy szlaku
biosyntezy PA oraz wykorzystano rosliny transgeniczne do sprecyzowania roli
poliamin w procesach rozwojowych ro$lin.

2.2. Analiza funkcji PA przy zastosowaniu technik biologii molekularne;j

Genetyczna analiza mutantow stata si¢ obiecujacym narzedziem do poznawania
regulacji syntezy PA w procesach rozwojowych roslin. W roslinach wyodrgbniono kilka
poliaminowych mutantéw. W tabeli 1 ujgto ich fenotypowe i biochemiczne defekty.

Wykorzystujac insercyjna mutagenezg¢ oparta na transferowym DNA (T-DNA —
wektor T-DNA pozwala zapewni¢ stabilng ekspresj¢ obcego DNA w komorce
eukariotycznej) otrzymano tyton odporny na dziatanie MGBG [25]. Mutanty odporne
na MGBG charakteryzowal zmieniony fenotyp — liscie wykazywaly duzy stopien
zwijania sig, a ich kwiaty roznity si¢ morfologicznie od kwiatow odmiany dzikiej. Jeden
z mutantOw nazwany mgbgr 3 charakteryzowat si¢ podwyzszonym poziomem PA,
ktory nie byt skorelowany z poziomem transkryptow dla enzymow bioracych udziat
w syntezie PA. Autorzy thumacza, Ze obnizona wrazliwo$¢ rosliny na MGBG w tej
linii ma zwiazek z nieustannie zmieniajacym si¢ metabolizmem PA, albo jest wynikiem
zwigkszenia ekspresji genow dla enzymoéw PA. Niestety, u mutanta mgbgr 3 nie
identyfikowano genow odpowiedzialnych za t¢ mutacjg, tak wigc jej molekularne
podloze pozostaje nieznane.

Technikg¢ mapowania gendow wykorzystano do scharakteryzowania i sklonowania
genow bioracych udzial w kontroli szlaku biosyntezy PA. Wykaz sklonowanych i
scharakteryzowanych genow szlaku syntezy i rozpadu PA umieszczono w tabeli 2.
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TABELA 1. Poliaminowe mutanty roslinne i ich charakterystyka

Organizm Typ mutanta Morfologiczne/biochemiczne zmiany Litera-
tura
Rzodkiewnik | Brak ADC Mutanty charakteryzujq si¢ intensywnym rozga- [70]
(spel 1spe2) Iezianiem si¢ i wzrostem korzeni. Mutant spel i

mutant spe2 wykazuja obnizenie poziomu Put
jedynie 0 10-20%. Dopiero podwdjny mutant, u
ktorego aktywnos¢ ADC zostata znacznie
zahamowana, charakteryzowat si¢ lepkimi
siewkami o skrgconych korzeniach i mniejszych
organach, jednak zdolnymi do przezycia

Pomidor Brak ABA Podwyzszona aktywnos¢ ADC w poréwnaniu z [4]
— flacca ODC u ro$lin starszych. Ogdlnie obnizony
poziom PA sugerujacy funkcjonalne wspot-
zawodnictwo hormondéw w procesach
rozwojowych roslin

Rzodkiewnik | Linie odporne na Oba mutanty sa odporne na Spm, ale wykazuja [53]
Spm duza wrazliwos¢ na Spd, Put i ABA taka jak typ
(spri-1) i (spri-2) | dziki. Mutanty produkuja zétawozielone nasiona
z pokryta $luzem okrywa nasienna, gorzej
wychodza ze stanu spoczynku

Rzodkiewnik | CS3123 — pdzne Spd pobudza kwitnienie u mutanta CS123, ale [3]
kwitnienie; nie u 35S::APETALALI, co sugeruje, ze
35S:APETALA1 — | optymalny poziom PA wymagany jest do prawid-
wczesne kwitnienie | fowego kwitnienia i produkcji nasion

Rzodkiewnik | Brak syntazy Redukcja dlugosci migdzywezli i liczby kwiatow | [29]
Spd/Spm — wynikajaca z zahamowania podzialow w
acaulis (acly) merystemach: wegetatywnym i generatywnym.

Wazrasta rowniez ilo§¢ elementow naczyniowych
w liSciach. Egzogenne dodanie Spm redukuje
cechy charakterystyczne dla mutanta acl5

Rzodkiewnik | Podwojny mutant Nasiona pomarszczone, zawierajace [32]
insercyjny zredukowane zarodki — letalny fenotyp zarodkow
spdsl-1ispds2-1
(syntaza spd)

Rzodkiewnik | Brak SAMDC — Roslina karfowata i krzaczasta. Powigkszony [26]
bud? system naczyniowy w organach wegetatywnych i
korzeniach. Wyrazne zmiany w homeostazie PA.
Podwdjna delecja jest letalna dla rosliny

Hanzawa 1 wsp. [29] wyodrebnili i scharakteryzowali mutanty rzodkiewnika z
brakujacymi genami adc i Spd-syntazy. Geny: SAMDC u ziemniaka [46], ADC u
grochu [58] 1 ODC u bielunia [51] wydaja si¢ ulega¢ silnej ekspresji w komorkach
szybko dzielacych sig, co z kolei jest spdjne z przypisywana poliaminom rola w
podziatach komoérkowych.
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TABELA 2. Geny szlaku biosyntezy i rozpadu poliamin — sklonowane
i scharakteryzowane

Gen Organizm Literatura
ADC, EC 4.1.1.19 Groch [58]
Rzodkiewnik [69]
Soja [54]
Gozdzik [13]
ODC, EC 4.1.1.17 Bielun [51]
Pomidor [42]
SAMDC, EC 4.1.1.50 Jgczmien [21]
Rzodkiewnik, ryz, kukurydza [24]
Grzyb (Neurospora crassa) [31]
Jabton [30]
SAM syntaza EC 2.5.1.6. | Pomidor [23]
Petunia [33]
Len [43]
Spd syntaza EC 2.5.1.16 Rzodkiewnik [55]
Jabton [73]
Spm syntaza EC 2.5.1.22 | Rzodkiewnik [29]
Jablon [35]
DAO EC 2.5.1.16 Soczewica [2]
PAO EC 1.5.3.3 Lucerna siewna, owies siewny [36]
Gorczyca sarepska, rzodkiewnik | [45]

Mutanty nie sg idealnym materialem do badania roli poliamin w komorce roslinnej,
glownie dlatego, ze nie mozna manipulowa¢ pula endogennych poliamin w czasie
rozwoju roslin. Poza tym, brak genu lub grupy gendéw uczestniczacych w biosyntezie
poliamin moze interferowac z innymi szlakami metabolicznymi komorki 1 ujemnie
wplywac¢ na prawidlowe funkcjonowanie rosliny.

Kontrolowanie i monitorowanie biosyntezy poliamin stato si¢ mozliwe takze dzigki
pozyskaniu ro$lin transgenicznych. Badania z zastosowaniem inhibitoré6w nie dawaly
mozliwos$ci kontroli ekspresji pojedynczego genu szlaku biosyntezy PA. Rosliny
transgeniczne daja taka mozliwos¢. Rosliny transgeniczne zawierajace konstrukty z
genami biosyntezy PA w réznych uktadach wektorowych oraz powiazane z nimi
cechy fenotypowe i biochemiczne charakterystyczne dla tych roslin zebrano w tabeli
3. De Scenzo i Minocha [15] otrzymali transgeniczny tyton z wklonowanym mysim
cDNA dla ODC. Wysoka aktywnos¢ ODC w komdrce powodowata podwyzszenie
poziomu Put, co skutkowalo zaburzeniami w poczatkowym stadium rozwoju tej
ro§liny. Transgeniczny tyton charakteryzowat si¢ zwijajacymi si¢ lis¢mi, zahamo-
waniem wzrostu i kwiatami, w ktorych stupki wykazywaty duzy stopien niedorozwoju.
Po 7-8 miesiacach hodowli roslin w szklarni transgeniczna odmiana wizualnie nie
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roznita si¢ od dzikiej odmiany kontrolnej, byla jednak sterylna. Wprowadzenie
dodatkowej kopii ADC pochodzacej z owsa do tytoniu [50] pod kontrola indukowa-
nego chemicznie tetracykling promotora, w systemie Tet-repressor' powodowato:
podwyzszony poziom transkryptu dla ADC, wyzsza aktywno$¢ enzymu oraz wyzszy
poziom Put w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi. Ekspresja transkryptu ADC w
lisciach transgenicznego tytoniu byta analizowana technika mRNA blotting. Rosliny
transgeniczne traktowane tetracykling charakteryzowaty si¢ krotszymi migdzywezlami,
cienkimi todygami, postepujaca chloroza i nekroza lisci oraz zredukowanym systemem
korzeniowym w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi (nietraktowanymi tetracykling).
Wyniki tych badan wskazuja, ze wysoki poziom Put w komoérce moze by¢ dla rosliny
toksyczny. Jak wczesniej wykazano, Put wptywa na depolaryzacje bton komoérko-
wych i wzmozony wyciek jonéw potasu [48].

Sekwencj¢ cDNA kodujaca gen SAMDC ziemniaka bgdaca pod kontrola promo-
tora 35S (CAMV) wklonowano do plazmidéw w orientacji sens i antysens, ktérymi
za pomoca Agrobacterium transformowano rosling (ziemniak) [39]. Obserwowane
zmiany wptywaly nie tylko na zmiang¢ syntezy Spd, a takze na szlak syntezy etylenu.
Redukcja poziomu transkryptu dla SAMDC w roslinach transformowanych konstruk-
tem typu antysens, ktora wyrazata si¢ obnizonym poziomem Spd, wptywata na zmiany
w ich fenotypie. W poréwnaniu z roslinami kontrolnymi obserwowano silniejsze
rozgaltezianie si¢ todyg, skrocone miedzywezla, male, objete chloroza liscie, zahamo-
wane w rozwoju korzenie. Roslina nie kwitla, a jej bulwy byly znacznie mniejsze
od kontrolnych. Zmiany w fenotypie roslin transformowanych byly zwiazane ze
zredukowanym poziomem transkryptu SAMDC, obnizona aktywnoS$cia enzymu,
obnizonym poziomem Spd i wzrostem syntezy etylenu [39]. Proby otrzymania roslin
transgenicznych transformowanych konstruktem typu sens nie powiodty si¢. Prawdo-
podobnie konstytutywna nadekspresja enzymu byta dla rosliny letalna [39].

3. POLIAMINY SKONIUGOWANE I ZWIAZANE

3.1. Poliaminy skoniugowane (analiza funkcji przy uzyciu wybranych
inhibitoréw 1 technik biologii molekularnej)

Poliaminy w naturze pojawiaja si¢ czgsto jako wolne molekularne zasady, ale moga
takze by¢ zwiazane z malymi czasteczkami, takimi jak kwasy fenolowe (gtéwnie
kwas cynamonowy) — nazywane sa wtedy formami skoniugowanymi, badz z
makroczasteczkami, np. z biatkami — wystepujac wtedy jako formy zwiazane [62].

PA skoniugowane wplywaja na zywotno$¢ nasion. Koniugaty uwaza si¢ tez za
formg transportowa PA i1 preferowany substrat dla oksydaz poliaminowych. W

Do kontroli ekspresji gendw w ro$linach czgsto stosuje sig regulatorowe biatka prokario-
tyczne. Jako jedno z pierwszych zastosowano bakteryjne biatko represorowe — TetR, ktore
wigze si¢ do DNA fet operatora jedynie w nieobecnosci jego induktora tc. Zaopatrzenie
promotora w system TetR-fet operator-fc¢ stwarza mozliwos¢ regulacji genu roslinnego te-
tracykling [66].
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procesie kietkowania ryzu stanowig formg zapasowa, ktora w wyniku hydrolizy moze
by¢ zrodtem wolnych poliamin. Skoniugowane poliaminy reguluja takze oddziatywanie
poliamin z innymi kationami, np. z Ca?* (stabilizacja bton komodrkowych). Koniugaty
PA — kwas cynamonowy wydaja si¢ wazne w regulacji puli poliamin wolnych w
komorce i detoksyfikacji fenolowych komponentow bedacych inhibitorami wzrostu
[48]. Ponadto, kwas cynamonowy, ktory jest antyoksydantem z grupy fenylopro-
panoidow, akumulowany w komorce chroni rosling przed toksycznym dzialaniem glinu
[28]. Skoniugowane poliaminy sa tez waznym substratem dla peroksydazy w
komorkach tytoniu. Peroksydaza wykorzystuje koniugaty PA do usunigeia H,O, z
apoplastu [40]. Langebartels i wsp. [za 40] po raz pierwszy zasugerowali, ze
egzogenne podanie poliamin w celu ochrony komorki przed uszkodzeniami wywoty-
wanymi przez rodnik ponadtlenowy (O, ") w duzej mierze zalezatlo od zdolnosci
komorki do tworzenia koniugatow PA.

Martijn-Tanguy i wsp. [za 48], wykorzystujac inhibitory biosyntezy PA, zademon-
strowali odwracalng zalezno$¢ pomiedzy zmianami fenotypowymi u tytoniu a poziomem
poliamin i ich koniugatow. Zauwazalne zmiany w fentotypie tytoniu byty skorelowane
z obnizajacym sig¢ poziomem PA. Poza tym pojawiajace si¢ podczas kwitnienia
skoniugowane formy PA, ktore uwaza si¢ za marker kwitnienia, zostaly ilo§ciowo
zredukowane, a sam proces kwitnienia pojawiat si¢ zdecydowanie pozniej niz u roslin
kontrolnych. Badania te umocnity hipotezg, ze skoniugowane formy PA zaangazowane
sa w przeksztalcanie si¢ merystemow wegetatywnych w generatywne.

Takze Butrin 1 wsp. [9] zaobserwowali, ze podanie DFMO obniza aktywnos¢
ODC w tytoniu i opdznia lub hamuje kwitnienie. Efekt ten zostaje odwrocony przez
egzogennie zaaplikowang Put. Natomiast obnizenie aktywnosci ADC nie wyraza si¢
w jakichkolwiek zmianach fenotypowych. Podobnie zadne zmiany fenotypowe nie
towarzyszyly zahamowaniu syntezy Spd, jednak obnizenie poziomu Spd zaburzato
dymorfizm plciowy u rosliny [9]. Podobne rezultaty otrzymano transformujac
korzenie tytoniu konstruktem Agrobacterium rhizogenes zawierajacym Ri TL-DNA
[47]. Traktowanie roslin Put powodowato akumulacje wolnej Put i jej koniugatow,
ale znacznemu obnizeniu ulegat poziom wolnej Spd. Mozna zatem wnioskowac, ze
caty odcinek Ri TL-DNA jest odpowiedzialny za represje genu ODC. Obecnosé
samego konstruktu w komorce nie wplywa natomiast na aktywno$¢ ani transferaz,
ani metylotransferaz. Dwa geny znajdujace si¢ w obszarze R plazmidu Ri TL-DNA,
rol A 1 rol C reguluja poziom PA i indukuja kwitnienie u tytoniu [47]. Geny rol:
rolA, rolB, rolC, rolD na plazmidzie Ri wywotuja podwyzszony poziom syntezy
endogennych substancji wzrostowych w zainfekowanych komorkach. W ekspery-
mentach przeprowadzonych przez Martin-Tanguy i wsp. [47] otrzymane transgenicz-
ne ro$liny tytoniu wykazywaty ekspresje genow: rolA (synteza auksyn) i rolC
(cytokinin). Rosliny z wprowadzonym genem r0/C charakteryzowata meska i zenska
sterylnos¢. Konstytutywna nadekspresja genu ro/C wplywala na obnizenie poziomu
rozpuszczalnych w wodzie skoniugowanych PA w ziarnach pylku oraz obnizenie
aktywnos$ci wszystkich metylotransferaz zlokalizowanych w stupkach, czego konsek-
wencja byto obnizenie aktywnosci ODC. Wyniki te podkreslaja, ze meska sterylnosc
powiazana jest z poziomem poliamin skoniugowanych. Natomiast transformacja roslin
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TABELA 3. Morfologiczne i biochemiczne defekty w wybranych roslinach transgenicznych
zawierajacych konstrukty genéw biosyntezy poliamin
Organizm Wektor Morfologiczne/biochemiczne zmiany Lite-
ratu-
ra
Rzodkiewnik | Ekspresja ACLS ¢cDNA Inaktywacja niektorych genéw powodujaca [29]
pod kontrolg promotora zaburzenia w wydhluzaniu si¢ todyg
dla genow szoku cieplnego
Ryz Wprowadzenie w orien- Znaczace obnizenie poziomu Put, Spd i Spm w [11]
tacji antysens cDNA dla wigkszosci linii kalusowych. Linie, ktore charakte-
ADC pochodzacego ryzowal obnizony poziom Put, wykazywaly prawi-
Z jeczmienia dlowa odpowiedZ morfogenetyczna. Obnizony
poziom Put zaobserwowano rowniez w nasionach
Ryz Pochodzace z jeczmienia | Brak zauwazalnych zmian w poziomie PA w [8]
cDNA dla ADC ulegajace |organach wegetatywnych i nasionach w
w komoérce konstytutyw- | pordwnaniu z ro$linami kontrolnymi z wyjatkiem
nej ekspresji pod kontrolg |nasion wyprowadzonych z jednej infekowane;j linii,
ubikwitynowego promotora | w ktorej odnotowano 10-krotny, podlegajacy
dziedziczeniu wzrost poziomu Put
Ryz ADC z jeczmienia Rosliny transgeniczne wykazywaly 200% wzrost [59]
pod kontrola poziomu Put i prawie 400% wzrost aktywnosci
indukowanego ADC w pordéwnaniu z roslinami kontrolnymi. Ro-
ABA promotora sliny drugiego pokolenia charakteryzowat wyrazny
przyrost biomasy w warunkach stresu solnego w
pordéwnaniu z ro$linami nietransformowanymi
Ryz Nadekspresja ADC Odpowiedz rosliny dzikiej na stres suszy byla [12]
pochodzacego z bielunia i | wyrazona zwigkszonym poziomem Put. Wysoki
monitorowanie poziomu poziom Put nie powodowat zwigkszonego poziomu
poliamin podczas suszy Spd i Spm, ktoére uwazane sg za protektory
roslinne w stresach abiotycznych. Rosliny
transgeniczne z wprowadzonym dodatkowym
genem ADC produkowaly Put, ktora byta kolejno
wlaczana w szlak syntezy Spd i Spm. Rosliny
transgeniczne cechowala znaczna odporno$¢ na
stres w poréwnaniu z dzikim typem
Rzodkiewnik |cDNA dla syntazy Nadekspresja syntazy spermidyny zwigkszala [34]
spermidyny pochodzacej z |odpornos¢ rosliny na stresy srodowiskowe (chtod,
dyni figolistnej wprowa- zasolenie, hyperosmoza, susza, parakwat)
dzono pod kontrola CaMV
35S promotora
Tyton Konstrukt typu antysens Rosliny transgeniczne cechowato: obnizenie [68]
zawierajacy sekwencje aktywnosci enzymu, obnizenie potencjatu
cDNA dla SAMDC z ryzogenezy, podwyzszenie poziomu kwasu
bielunia pod kontrola jasmonowego w komorce, wzrost poziomu
CaMV 35S promotora skoniugowanych form PA
Tyton Konstrukt typu sens Transgeniczny tyton fenotypowo nie roznit si¢ od [71]
zawierajacy pelnag sek- typu dzikiego, ale charakteryzowal si¢ wyzsza
wencjg ¢cDNA SAMDC | wydajnos$cia fotosyntezy i lepiej przystosowywat
z gozdzika pod kontrola  |si¢ do warunkdéw stresowych, takich jak: zasolenie,
promotora 35S chiéd, zakwaszenie podloza, traktowanie ABA
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genem ro/A powodowala obnizenie poziomu skoniugowanej Spd, co bylo czynnikiem
ograniczajacym zaplodnienie u tytoniu.

3.2. Poliaminy zwiazane

Udziat poliamin zwigzanych w indukcji kwitnienia wykazano m.in. u winoro$li i
truskawki [49]. Dodatkowo przypisuje sig¢ im istotna rolg w odpowiedzi rosliny na stresy
srodowiskowe [41, 67]. W ostatnich latach opisano stabilizujace dziatanie zwiazanych
poliamin na struktury komorkowe m.in. na $ciang komorkowa oraz na btony, w tym
btong komoérkowa 1 btony chloroplastow [17, 60]. Wykrycie zwiazanych poliamin w
izolowanych chloroplastach eugleny, kapusty pekinskiej, stonecznika bulwiastego,
szpinaku, kukurydzy [44] i ostatnio ogorka [64] oraz enzymdw uczestniczacych w ich
biosyntezie [44] pozwolilo sugerowac, ze poliaminy moga odgrywac role w formowaniu
si¢ 1 funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego. W btonach chloroplastow zidentyfi-
kowano biatka, do ktorych wiazaly si¢ PA. W izolowanych chloroplastach stonecznika
znakowane ["“C]Put i [*C]Spd w warunkach aktywnosci transglutaminaz (TGazy)
wiazaty si¢ do biatek antenowych kompleksu chlorofil a/b-biatko zbierajacego energi¢
swietlna (LHCII) oraz do biatek komplekséw chlorofilowo-biatkowych przekazujacych
energi¢ wzbudzenia: CP24, CP26, CP29 [16, 19, 20].

Wiazania krzyzowe biatek, ktore pojawiaja si¢ jako modyfikacje potranslacyjne,
sa jednym z istotnych proceséw zaangazowanych w stabilizacje makromolekut.
Formowanie si¢ tych wigzan jest katalizowane przez zalezne od Ca*"-acylotrans-
ferazy znane jako transglutaminazy [EC 2.3.2.1.3] [17, 18, 63].

W przysztosci, klonowanie gendow kodujacych transglutaminazy u roslin umozliwi
poznanie mechanizmu kontrolujacego przylaczanie si¢ poliamin do bialek i sprecyzowanie
funkcji, jaka pehia te formy w komorce. Wykorzystanie TGaz z uwagi na ich udziat w
tworzeniu sieci pofaczen biatkowych via poliaminy, powstawanie tzw. supramolekut moze
mie¢ szerokie znaczenie aplikacyjne. Powszechnie stosuje si¢ TGazy w przemysle
spozywczym. Dodawane sa do migs, ryb, chleba i przetworow mlecznych w celu
ulepszenia ich jakos$ci poprzez uzyskanie odpowiedniej konsystencji produktu [27].

Claparos 1 inni [14] zaproponowali niedawno system produkcji TGazy (pozyskanej
z prostaty szczura) w roslinnym systemie ekspresji. W dojrzaty zarodek ryzu wpro-
wadzono konstrukt zawierajacy gen szczurzej TGazy dziatajacy pod konstytutywnym
promotorem genu ubikwityny. Wprowadzony gen ulegal transkrypcji i translacji.
Aktywnos$¢ TGaz w materiale potwierdzono in vitro.

4. WNIOSKI

Poznanie mechanizmu dzialania poliamin w komoérce roslinnej z uwagi na ich
powszechna obecnos¢, petnione funkcje — zalezne od lokalizacji w komorce, od
okresu rozwoju rosliny i w koncu od samego procesu — jest rownie skomplikowane
jak poznanie mechanizmu dziatania hormonow roslinnych. Molekularny mechanizm kontroli
biosyntezy poliamin w komorce roslinnej oraz sposob ich dziatania i udzial w procesach
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wzrostu i rozwoju ro$lin jest mato poznany. W ostatnich latach techniki biologii
molekularnej otworzyty nowy rozdziat w badaniach nad PA roslinnymi. Mozliwos¢
kontrolowania promotoréw pozwolila na czasowq i przestrzenna regulacj¢ ekspresji genow
kodujacych enzymy ich biosyntezy. Regulowanie aktywnos$ci enzymow kluczowych dla
syntezy PA przy uzyciu wspomnianych promotorow pozwolilo na zrozumienie, w jaki
sposob przebiega metabolizm PA i w jakich granicach moze by¢ regulowany tak, by
regulacja ta nie wplywala na inne procesy zachodzace w komorce.

Ponadto wzrost poziomu PA w komorce jest kojarzony z obronng reakcja rosliny
zar6wno na stresy abiotyczne, jak i biotyczne [41]. Mozliwos¢ konstruowania ro$lin
transgenicznych zostata wykorzystana do podwyzszenia poziomu PA w ryzu i w
ziemniaku [57, 59]. Manipulujac genami syntezy PA Shoeb i wsp. [61] zwigkszyli
zdolnosci regeneracyjne ryzu (badacze napotykaja ogromne trudnosci przy regeneracji
modyfikowanych ro$lin uprawnych).

W przysztosci badania z wykorzystaniem ros$lin transgenicznych, mutantow
roslinnych, zaawansowanych analiz chemicznych, mikromacierzy DNA, zjawiska RNAi
moga dostarczy¢ szczegdtowych informacji o poliaminach wolnych zwiazanych i
skoniugowanych, o ich biosyntetycznych prekursorach, o wtérnych produktach ich
metabolizmu, o oksydacji i powigzaniu metabolizmu PA z innymi szlakami w komorce.
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