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Streszczenie: Gibereliny (GA), jako jedne z podstawowych fitohormonéw, kontroluja tak wazne
procesy wzrostu i rozwoju roslin jak kietkowanie nasion, wydtuzanie todyg i indukcj¢ kwitnienia.
Z ponad stu trzydziestu roznych GA zidentyfikowanych u roslin, grzybow i bakterii tylko nieliczne —
GA;, GA;z GA,; GAs, GAg, GA; — wykazujg aktywno$é biologiczng, natomiast pozostate sg ich
prekursorami lub produktami katabolizmu. W ciagu ostatniej dekady, dzigki uzyciu biochemicznych,
genetycznych i molekularnych technik badawczych szczegbtowo poznano mechanizm percepcji
i transdukcji sygnatu giberelinowego u roélin (ryc. 11). W pierwszym etapie sygnat GA odbierany jest
przez wewnatrzkomorkowy receptor GID1 (ang. GA insensitive dwarf 1) zlokalizowany zardwno w
cytoplazmie, jak i w jadrze. W genomie ryzu (Oryza sativa) zidentyfikowano pojedynczy gen GID1,
natomiast w genomie rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) odkryto trzy jego ortologi GID1a, GID1b,
GID1c pehiace czgsciowo nakladajace si¢ funkcje. Wigzanie bioaktywnych GA do receptora GID1
promuje interakcje pomiedzy GID1 a domena DELLA obecng w biatkach DELLA bedacych
glownymi represorami szlaku giberelinowego. Wyniki badan potwierdzily, ze motyw DELLA jest
niezwykle istotny dla tego typu oddziatywan, poniewaz jego usuniecie skutkuje brakiem zdolno$ci do
tworzenia kompleksu GID1-DELLA pomimo obecno$ci GA. Podczas gdy u ryzu stwierdzono
obecnos¢ zaledwie jednego biatka DELLA — SLR1 (ang. slender rice 1), to u rzodkiewnika odkryto
piec¢ takich biatek — GAI (ang. GA insensitive), RGA (ang. repressor of GA1-3) RGL1, RGL2 i RGL3
(ang. rga like 1/2/3), ktore pod wzgledem struktury zalicza si¢ do rodziny roslinnych regulatorow
transkrypcji GRAS (ang. gai, rga, scarecrow). Zwiazanie biatek DELLA przez GA-GID1 zwigksza
ich powinowactwo do ligaz ubikwitynowo-biatkowych E3 typu SCF (ang. SKP1-cullin-F-box-RBX1)
zawierajacych biatka z domeng F (FBP, ang. F-box proteins) — AtSLY1 u rzodkiewnika i OsGID2
u ryzu. Wyznakowane tancuchem poliubiwitynowym biatka represorowe sa nastgpnie degradowane
w proteasomach 26S. Opisany cykl zdarzen prowadzi do odblokowania okre$lonych czynnikow
transkrypcyjnych, ktore oddziatujac z promotorami reguluja geny docelowe. Przedstawiony w pracy
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nowatorski mechanizm przekazywania sygnatu hormonalnego zostat jak dotad opisany jedynie
u ro$lin, jednak nie jest wykluczone, ze moze wystepowac rowniez u innych organizmow.

Stowa kluczowe: fitohormony, szlak giberelinowy, receptor GA — GID1, bialka DELLA, ligazy
ubikwityny

Summary: Gibberellins (GAs), as one of the most important phytohormones, control different aspect
of plant growth and development including seed germination, stem elongation and flower induction.
Among more than a hundred and thirty GAs identified from plants, fungi and bacteria only a small
number of them, such as GA;, GA;, GA,, GAs, GA; and GA-, are thought to function as bioactive
hormones. Therefore, many non-bioactive GAs exist in plants as precursors or deactivated
metabolites. Recent biochemical, genetic and molecular studies have elucidated in detail the
mechanism of GA perception and signal transduction in plants (fig. 11). In the first step the GA signal
is perceived by the GA receptor — GID1 (GA insensitive dwarf 1), which is a soluble protein that is
localized to both cytoplasm and nucleus. There is a single GID1 gene in rice (Oryza sativa), but three
ortholoques in Arabidopsis thaliana (GIDla, GID1b, GID1c) with overlapping functions. The
binding of bioactive GAs to GID1 promotes an interaction between GID1 and the DELLA-domain of
DELLA proteins, which are main repressors of gibberellin pathway. The DELLA motif is essential
for this interaction, because its deletion results in an inability to interact with GID1, despite the
presence of GAs. Whereas rice has only one DELLA protein — SLR1 (slender rice 1), the Arabidopsis
genome encodes five DELLAs — GAI (GA insensitive), RGA (repressor of GA1-3), RGL1, RGL2 and
RGL3 (rga like 1/2/3). Structurally, DELLAs are a subgroup of proteins that belong to the GRAS
(0ai, rga, scarecrow) family of transcriptional regulators. The binding of DELLA by GA-GID1
enhances the affinity between DELLA and a specific SCF E3 ubiquitin-ligase complex involving the
F-box proteins AtSLY1 and OsGID2 in Arabidopsis and rice, respectively. In turn, SCFS-Y/6IP2
promotes the ubiquitinylation and subsequent destruction of DELLAs by the 26S proteasome. This
situation is a key event in GA signaling and affect on transcription factors which regulate activity of
target genes. The mechanism of hormonal signal transduction, presented in this paper has been
described only in plants, however it can supposed, that this novel mechanism may also exist in other
organisms.

Key words: phytohormones, gibberellin pathway, GA receptor — GID1, DELLA proteins, ubiquitin
ligases

WSTEP

Rodzina zwigzkow nazywanych ogolnie giberelinami (GA) obejmuje duza
grupe metabolitbw posrednich szlaku biosyntezy badz dezaktywacji GA, oraz
zaledwie kilka biologicznie aktywnych fitohormonéw (GA;, GAs, GA4, GAs, GAg,
GA;). W chwili obecnej znanych jest 136 w petni scharakteryzowanych czasteczek
(GA1 — GAuz6). 128 z nich zostato zidentyfikowanych u réznych gatunkow roslin
naczyniowych, natomiast pozostatych osiem u bakterii i grzyboéw
(http://www.plant-hormones.info/galinfo.htm). Sposroéd siedmiu ,klasycznych”
hormonéw roslinnych, GA zajmuja kluczowa pozycje w regulacji wzrostu
i rozwoju roslin kontrolujac miedzy innymi takie procesy fizjologiczne jak
kietkowanie nasion, wzrost wydluzeniowy hypokotyli czy indukcje kwitnienia
[43].
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Przez wiele lat gtéwny nurt badan zwigzanych z GA dotyczyt identyfikacji
poszczegblnych zwiazkow oraz poznania Szlakow biosyntezy i mechanizmow
regulujgcych zawarto$¢ czasteczek hormonu w ro$linie. Obecny kierunek
poszukiwan koncentruje uwage przede wszystkim na tematyce zwigzanej
Z percepcja 1 transdukcja sygnatu giberelinowego. Pierwotne doswiadczenia nad
mechanizmami dziatania GA wykonywane byly na komodrkach warstwy
aleuronowej ziarniakow zb6z [13]. Komorki te nie zawierajg wykrywalnych ilosci
GA, za to reaguja na fitohormon wydzielaniem na zewnatrz enzymoéw
hydrolitycznych, koniecznych do degradacji skrobi zmagazynowanej w bielmie.
Oprécz najlepiej poznanych biatek MYB, HRT (ang. hordeum repressor of
transcription) i ABF1/2 regulujacych transkrypcje genow a-amylaz, w szlak
przekazywania  sygnalu  giberelinowego  zaangazowane sa  rowniez
heterotrimeryczne biatka G, 1,4,5-trifosforany inozytolu, jony wapnia,
kalmodulina, cykliczne nukleotydy oraz kinazy i fosfatazy biatkowe [7, 18]. Mimo
wielu lat badan do dzisiaj nie udato si¢ jednak wskaza¢ konkretnego receptora
blonowego, ktory mogiby wspotdziata¢ z tymi elementami w regulacji ekspresji
genow odpowiedzi na ten hormon. Przetomowym momentem w poznaniu szlaku
percepcji i transdukcji  sygnatlu  giberelinowego  bylo  odkrycie
wewnatrzkomoérkowego receptora giberelin GID1 (ang. gibberellin insensitive
dwarfl) [24, 38]. Mechanizm jego dziatania potaczono z innymi, znanymi juz
wczesniej biatkami DELLA oraz biatkami bedacymi sktadnikami ligaz ubikwityny
— OsGID2 / AtSLY1. Postgpy w biochemiczno-molekularnych badaniach,
skupiajacych sie na poznaniu sposobdéw oddziatywania pomiedzy tymi elementami,
rzucity wilasciwe Swiatto na sposéb funkcjonowania GA. Niniejsza praca jest
podsumowaniem aktualnego stanu wiedzy na temat percepcji i transdukcji sygnatu
giberelinowego u roslin.

WEWNATRZKOMORKOWY RECEPTOR GA

Receptor GA — GID1 po raz pierwszy zidentyfikowano u ryzu [38], nastgpnie
trzy jego ortologi — GID1a, GID1b i GID1c u rzodkiewnika [24] oraz kolejno
u paproci [45], bawelny [1], jeczmienia [4] i osiki [23].

Lokalizacja i budowa GID1

Biatko GID1 (345 aminokwasow, 38-40 kD) funkcjonuje jako rozpuszczalny,
nie zwigzany z blong receptor wyst¢pujacy na terenie cytoplazmy i jadra [38, 42].
Jego sekwencja aminokwasowa zawiera dwa silnie konserwowane motywy — HGG
i GXSXG (ryc. 1A) przez co wykazuje duze podobienstwo do lipaz wrazliwych na
hormony HSL (ang. hormone-sensitive lipases), ktorych gléwna funkcja jest
uczestnictwo ~w  metabolizmie tluszczy (przede wszystkim hydroliza
triacylglicerolu). Pomiedzy GID1 a rodzing bialek HSL wystepuje jednak istotna
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roznica polegajaca na braku u GID1 znajdujacej si¢ blisko C-konca silnie
konserwowanej reszty histydyny (H), ktéra zostata zamieniona na waling (V) lub
rzadziej na izoleucyne (I), w wyniku czego receptor GA nie wykazuje aktywnos$ci
enzymatycznej. Cecha charakterystyczng biatek GID1 jest obecnos$¢ katalitycznej
triady — S/D/V, ktora wraz z motywem HGG tworzy kieszen wigzaca ligand (GA).
Z kolei do cech wspdlnych GID1 i HSL zalicza si¢ sposob sfaldowania biatek,
ktory jest podobny u wszystkich o/f-hydrolaz (ryc. 1B). W strukturze
drugorzedowej mozna wyr6zni¢ osiem centralnie potozonych B-harmonijek (B1 -
B8) ulozonych po dwdch stronach a-helis. Cecha wspolna jest rowniez obecnosé¢
wieczka utworzonego przez dwie o-helisy (a8/09) znajdujace sie¢ w srodkowej
czesci biatka (pomiedzy 6 a 7 B-harmonijka) i tworzace prawg cze$é wieczka oraz
przez pierwsza a-helise znajdujaca si¢ na N-koncu polipeptydu i tworzaca lewa
czes¢ wieczka [35, 41].

wieczko

kieszen

1 Biatko GID1 345

N‘{ HGG cxSxc D vu }—C

A. B.

RYCINA 1. (A) Silnie konserwowane motywy charakterystyczne dla receptora GID1 oraz innych
biatek z rodziny HSL. Wigksza i wytluszczong czcionka zaznaczono trzy aminokwasy (triada
katalityczna S/D/H), ktorych obecno$¢ zapewnia biatkom z rodziny HSL aktywno$¢ enzymatyczna;
(B) Struktura drugorzgdowa biatka GID1. Zaznaczono wieczko oraz kieszen wiazaca ligand.
Szczegoty w tekscie. Na podstawie Ueguchi-Tanaka i in., 2007b i Sun, 2008, zmodyfikowane
FIGURE 1. (A) Highly conserved motifs characteristic for the GID1 receptor and other HSL family
proteins. Three amino acids (catalytic triad S/D/H) responsible for enzymatic activity of HSL family
proteins are enlarged and bolted; (B) The secondary structure of GID1 protein. The cap and ligand
binding pocket are marked. Details in the text. According to Ueguchi-Tanaka et al., 2007b and Sun,
2008, modified

Rola GID1

Mimo wielu dowodéw na istnienie receptora btonowego, obecne badania
wskazuja, ze gtdéwnym receptorem GA jest biatko GID1. Mutacja w genie GID1
u ryzu skutkuje fenotypem silnie kartowatym, a komorki warstwy aleuronowej nie
produkuja i nie wydzielaja a-amylazy [40]. W przypadku rzodkiewnika, nasiona
potrojnego mutanta gidla gidlb gidlc w ogdle nie kietkuja, a fenotyp tej rosliny
jest jeszcze bardziej kartowaty niz w przypadku mutanta szlaku biosyntezy GA
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gal-3. Z kolei fenotypy pojedynczych mutantow receptora GA sg bardzo zblizone
do fenotypu rosliny typu dzikiego, natomiast podwojne mutanty wykazujg juz
bardzo specyficzne cechy wskazujace na pelnione przez nie funkcje. Na przyktad
podwdjny mutant gidla gidlc charakteryzuje si¢ zredukowanym wzrostem todygi,
natomiast gidla gidlb obnizong meska plodnoscig [9, 15, 42]. Bardziej
szczegodtowa, filogenetyczno-funkcjonalna analiza wykazata, ze AtGID1b nalezy
do innej klasy biatek niz AtGID1a i AtGID1c, wykazuje wyzsze powinowactwo do
GA w poréwnaniu z pozostalymi receptorami oraz wchodzi w interakcje
Z biatkami DELLA zar6wno w obecnosci, jak i przy braku czasteczek hormonu.
Dane te wskazuja na petnienie przez receptor AtGID1b u rzodkiewnika wyjatkowej
roli [24].

Receptor GID1 oddziatuje z bioaktywnymi GA, natomiast nie oddziatuje z ich
prekursorami lub produktami katabolizmu. Wedlug modelu zaproponowanego
przez Shimada i wsp. [31, 32] u ryzu, giberelina A, wigzana jest bezposrednio do
receptora OsGID1 za pomoca wigzan wodorowych utworzonych pomiedzy grupa
hydroksylowa wystepujaca przy 198 serynie (Serl98) i grupa karboksylowa
zlokalizowang przy 296 asparaginie (Asp296) biatka GID1, a grupa karboksylowa
zlokalizowang przy 6 atomie wegla pierScienia B gibereliny A;. Moga to by¢
rowniez oddzialtywania za posrednictwem czasteczek wody potaczonych
z hydrofilowymi aminokwasami znajdujacymi si¢ na powierzchni kieszeni, ktora
wigze GA. Z kolei 326 reszta waliny (Val326) biatka GID1 zaangazowana jest
W niepolarne interakcje z y-laktonem utworzonym pomigdzy 4 i 10 atomem wegla
w czasteczce GA [31]. Oprocz opisanych powyzej oddziatywan hydrofilowych,
GID1 moze rowniez wchodzi¢ w interakcje z GA za pomoca oddziatywan
hydrofobowych. Do najwazniejszych mozna zaliczy¢ te, ktore tworzg si¢ pomigdzy
resztami aminokwasowymi znajdujgcymi si¢ W zlokalizowanym na N-koncu biatka
GID1 wieczku, a weglami: C1-C2 (pierscien A), C11-C12 i C14 (pierscien C) oraz
C17 w czasteczce GA. Mozna wigc stwierdzi¢, ze wieczko pomaga utrzymac
hormon w kieszeni, w ktorej zostat zwigzany [31, 39].

Powinowactwo GA do GID1

U rzodkiewnika powinowactwo GA do trzech receptorow AtGID1a, AtGID1b
i AtGID1c jest podobne, jak powinowactwo GA do receptora GID1 u ryzu [24].
Wskazuje to, ze bialka receptorowe zarowno u roslin jednolisciennych, jak
i dwuliSciennych, wiaza hormon 2z podobnym rezultatem. Nalezy jednak
zaznaczy¢é, ze te dwa gatunki posiadaja odmienne zestawy gléwnych,
bioaktywnych GA, a ich rodzaj zalezy od fazy rozwoju kazdej z roslin.
W przypadku ryzu, w fazie wegetatywnej jedyna biologicznie czynna gibereling
jest GA;, podczas gdy w fazie reprodukcyijnej jest to GA4. Z kolei u rzodkiewnika
aktywng GA w fazie wzrostu wegetatywnego i generatywnego jest GA4 [21, 35].
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BIALKA DELLA - REPRESORY ODPOWIEDZI
GIBERELINOWEJ

Celem dla kompleksu GA-GID1 sa biatka DELLA bedace gtownymi
represorami odpowiedzi giberelinowej. Interakcje pomigdzy nimi mozliwe sa
dzigki specjalnej budowie wieczka receptora GID1. Rezultaty badan wykonanych
na ryzu dowiodly, ze zamiana hydrofobowych aminokwasow wieczka na inne (np.
alaning) wyraznie zmniejsza mozliwo$¢ oddziatywan OsGID1-DELLA
w komorkach drozdzy. Stwierdzono réwniez, ze receptor ze zmienionymi
aminokwasami nie wigze aktywnych biologicznie czasteczek GA, co catkowicie
uniemozliwia powstanie kompleksu GA-GID-DELLA [31].

Lokalizacja i budowa bialek DELLA

Biatka DELLA wykazuja jadrowa lokalizacje, ktora potwierdzaja wyniki badan
wykonanych na transgenicznych roslinach rzodkiewnika z uzyciem biatka zielonej
fluorescencji (GFP — ang. green fluorescent protein) [5]. Biatka DELLA posiadaja
dwie podstawowe domeny — potozong na N-koncu, regulatorowa domen¢g DELLA
scisle zwigzang z odpowiedzig na GA, oraz potozong na C-koncu biatka domene
GRAS, ktora jest charakterystyczna dla calej rodziny roslinnych regulatorow
transkrypcji GRAS (ang. GAI, RGA and Scarecrow) (ryc. 2B) [47].

DELLA TVHYNP LHR1 NLS VHID LHR2 SH2 SAW
109 - 210 |
B. DELLA n— Poly SIT = pSITIV —=C
Domena DELLA Domena GRAS
. o —
TPR Domena katalityczna

RYCINA 2. Budowa réznych biatek zwigzanych ze szlakiem giberelinowym u rzodkiewnika. (A)
Biatko SLY1 (151 aa; 17,5 kDa); (B) Bialko DELLA (587 aa; 57-64 kD); (C) Biatko SPY (914 aa;
104 kDa). Szczegoty w tekscie. Na podstawie [35], zmodyfikowane

FIGURE 2. The structure of various proteins involved in the gibberellin pathway in Arabidopsis
thaliana. (A) SLY1 protein (151 aa; 17,5 kDa); (B) DELLA protein (587 aa; 57-64 kDa); (C) SPY
protein (914 aa; 104 kDa). Details in the text. According to [35], modified

Domena DELLA zawiera dwa silnie konserwowane motywy DELLA
i TVHYNP oraz zmienny region bogaty w seryng, treoning i niekiedy waling (Poly



30 K. MARCINIAK, B. SWIEZAWSKA, J. KESY, A. TRETYN, J. KOPCEWICZ

SIT = pSITIV). Zbudowany z 27 aminokwaséw motyw DELLA i motyw TVHYNP
sg istotne dla utrzymania stabilnosci biatek DELLA, w zwiazku z tym jakiekolwiek
mutacje w ich obrgbie (np. gai-1, rga-Al7, rgll-Al7) skutkuja fenotypem
kartowatym, brakiem wrazliwosci roslin na egzogenng aplikacj¢ GA oraz mniejsza
wrazliwosCig na proteolityczng degradacj¢, co prowadzi do nadmiernej akumulacji
biatek w komorkach [8, 35]. Motywy DELLA i TVHYNP uczestnicza rowniez
W rozpoznawaniu sygnatu giberelinowego W wyniku interakcji z wieczkiem
receptora GID1. W tym procesie istotne znaczenie ma dlugos¢ sekwencji
aminokwasowej pomig¢dzy motywem DELLA a TVHYNP, jednak odcinek ten nie
jest konserwowany. Z kolei nie wptywajacy na stabilno$¢ biatek DELLA motyw
Poly S/T posiada potencjalne miejsce fosforylacji i/lub glikozylacji i okreslany jest
jako region regulujacy sygnat giberelinowy [10, 42].

Druga domena GRAS zawiera powtorzenia leucyny LHR1/LHR2 (ang. leu
heptad repeats), przypuszczalny sygnat lokalizacji jadrowej NLS (ang. nuclear
localisation signal), rejon VHIID, oraz motywy SH2 i SAW. Zar6wno motywy
LHR1/LHR2, jak i znajdujacy si¢ pomiedzy nimi region VHIID odpowiadajg za
dimeryzacje bialek, ktéra jest wazna zaréwno dla percepcji GA, jak
i proteasomalnej degradacji biateck DELLA. Z kolei za pomocg motywoéw SH2
i SAW biatka DELLA oddziatuja z biatkami typu F-box (FBP) wchodzacymi
w sktad ligaz ubikwitynowo-biatkowych. Tworzenie kompleksu DELLA-FBP
u rzodkiewnika nastepuje w sposdb bezposredni, natomiast u ryzu potrzebny jest
do tego dodatkowy czynnik [41, 47].

U rzodkiewnika biatka DELLA kodowane sg przez si¢ pie¢ genow: RGA (ang.
repressor of GA1-3), GAIl (ang. GA-insensitive) i RGL1/RGL2/RGL3 (ang. RGA
like 1/2/3), natomiast w genomie ryzu przez pojedynczy gen — SLR1 (ang. slender
rice 1). Ortologi genéow DELLA zidentyfikowano réwniez u innych gatunkow
roslin, m. in. u pszenicy (Rht, ang reduced height proteinl), kukurydzy (D8, ang.
Dwarf 8), winoro$li (VVGAI1l) czy jeczmienia (SLN1, ang. slender 1) [35].
Rezultaty badan powinowactwa pigciu biatek DELLA do trzech biatek GIDI
u rzodkiewnika z wykorzystaniem trzyhybrydowego systemu drozdzowego (Y3H)
pozwolity podzieli¢ biatka DELLA na dwie grupy. Do pierwszej zaliczamy biatka
GAI 1 RGA, ktore wykazuja wyzsze powinowactwo do AtGID1b, niz do
pozostatych dwodch receptoréw (AtGID1a i AtGID1c), natomiast do drugiej grupy
nalezg RGL1/2/3, ktore wykazuja najwieksze powinowactwo do AtGID1a [36].

Funkcje bialek DELLA

Funkcje wspotdziatajagcych ze sobg biatek DELLA u rzodkiewnika zostaty
poznane na podstawie obserwacji pojedynczych i wielokrotnych mutantow
W poszczegolnych genach na réznych etapach rozwoju rosliny (ryc. 3). W procesie
kietkowania nasion na S$wietle gtowng funkcje pelnig biatka RGL2, cho¢
niewykluczone jest ich wspotdziatanie z biatkami RGL3, ktorych funkcja nie jest
jasna do chwili obecnej. Niektore rezultaty badan wskazuja, ze proces ten moze
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by¢  znacznie  szerzej regulowany w  wyniku interakcji  biatek
RGL2/RGL1/GAI/RGA. Z kolei biatka GAI i RGA hamujg rozwoj wegetatywny
wptywajac przede wszystkim na takie procesy jak wydtuzanie todygi czy rozwoj
lisci. Wspotdziatajac dodatkowo z biatkami RGL1 i RGL2, biatka GAI i RGA
moduluja réwniez proces kwitnienia, jak i rozw6j pytku kwiatowego, cho¢ gtoéwna
funkcje¢ w procesie kwitnienia przypisuje si¢ RGL1 [3, 35].

Modyfikacje bialek DELLA

U ro$lin biatka DELLA wystepuja zarobwno w formie fosforylowanej, jak
i niefosforylowanej, ale rola tych modyfikacji jest wcigz mato poznana
i kontrowersyjna. W ciggu ostatnich Kkilku lat ukazalo si¢ kilka prac
eksperymentalnych, jednak ich wyniki sa odmienne. Pierwotnie wskazywano, ze
fosforylacja kluczowych motywow tj. DELLA, TVHYNP, PolyS/T czy GRAS jest
niezbedna, aby biatka DELLA prawidlowo speinialty swoje funkcje. Pdzniej
okazato si¢, ze fosforylacja biatek DELLA u ryzu (SLR1) nie jest warunkiem
koniecznym do ich proteasomalnej degradacji, poniewaz zarowno w formie
fosforylowanej, jak i niefosforylowanej wykazuja one po aplikacji GA podobny
czas potowicznego rozpadu oraz takie samo powinowactwo do biatek typu F-box.
Dalsze badania doprowadzity do dyskusyjnego wniosku, ze do zmniejszenia
poziomu biatek DELLA u rzodkiewnika (RGL2) przyczynia sie proces ich
weczesniejszej defosforylacji [40].

Biatka DELLA moga by¢ réwniez modyfikowane przez wykazujace jadrowo-
cytoplazmatyczna lokalizacje biatka SPY (ang. spindly). Pod wzgledem budowy
wykazuja one wysokie podobienstwo do ssaczych transferaz O-N-
acetyloglukozaminy — OGT (ang. O-linked N-acetylglucosamine transferases). Na
N-koncu biatka SPY posiadajg 10 motywow TPR (ang. tetratricopeptide repeats)
odpowiedzialnych za oddziatywania biatko-biatko, natomiast na C-koficu domeng
katalityczng sktadajaca si¢ z dwoch poddomen — CDI i CDII (ryc. 2C). Tak jak
wystepujace u zwierzat polipeptydy OGT, biatka SPY modyfikujg biatka docelowe
poprzez dodanie do ich reszt serynowych lub treoninowych N-acetyloglukozaminy
(GIcNAC). U ros$lin z obnizonym poziomem biatek SPY zwicksza si¢ ilos¢
fosforylowanych biatek DELLA, ale do tej pory nie udalo si¢ wyjasni¢ przyczyn
tego zjawiska [32, 33]. Wiadomo natomiast, ze biatka DELLA mogg by¢
modyfikowane przez biatka SPY tylko w momencie, gdy nie sa one fosforylowane.
Modyfikacje typu O-GIcNAc (N-acetyloglukozaminacje) powoduja, ze biatka
DELLA hamujg wzrost rosliny, a wynika to najprawdopodobniej ze wzmocnienia
interakcji biatek DELLA z innymi biatkami, za pomocg ktérych oddziatujg z DNA.
Z drugiej jednak strony, modyfikacje typu O-GlcNAc powoduja, ze biatka DELLA
tacza si¢ z kompleksem GA-GIDI, a nastepnie z biatkami FBP i ulegajg degradacji
w proteasomach 26S. Ogdlnie przyjmuje si¢ jednak, ze bialka SPY pehnig rolg
negatywnych regulatoréw szlaku giberelinowego poprzez stabilizacje bialek
DELLA [10].
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Istniejg przypuszczenia, ze kluczowym procesem wplywajacym na aktywno$¢
biatek DELLA w szlaku giberelinowym moze by¢ ich dimeryzacja. Udowodniono,
ze nalezace do sktadajacej si¢ z 33 polipeptydéw rodziny GRAS, dwa biatka —
SHR (ang. short root) i SCR (ang. scarecrow) oddziatujg ze sobg poprzez motywy
LHR i1 VHIID, ktére sa rowniez obecne w biatkach DELLA. Nadal otwarte
pozostaja jednak pytania, czy potranslacyjne modyfikacje biatek DELLA
przyczyniajg si¢ do ich dimeryzacji i czy formowanie heterodimeréw pomiedzy
biatkami DELLA i/lub innymi biatkami z rodziny GRAS wplywa na szlak
transdukcji sygnatu giberelinowego [35].
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RYCINA 3. Rola biatek DELLA w ontogenezie rzodkiewnika. Szczegoty w tekscie. Na podstawie [3,
35], zmodyfikowane

FIGURE 3. The role of DELLA proteins in Arabidopsis thaliana ontogenesis. Details in the text.
According to [3, 35], modified

Do chwili obecnej rola potranslacyjnych modyfikacji biatek DELLA
(fosforylacji, defosforylacji, N-acetylglukozaminacji itp.) nie zostata jednoznacznie
okreslona, aczkolwiek zaproponowano hipotetyczny model ich funkcjonowania
(ryc. 5C), ktory z biegiem czasu na pewno bedzie systematycznie uzupetniany.
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LIGAZY UBIKWITYNOWO-BIALKOWE

Istota funkcjonowania szlaku giberelinowego jest aktywacja ligaz
ubikwitynowo-biatkowych. Konsekwencja tych dziatan jest uruchomienie procesu
proteolitycznej degradacji biatek represorowych uczestniczacych w regulacji
aktywnos$ci docelowych gendéw odpowiedzi na GA. W komdrkach eukariontow
wystepuja dwa podstawowe systemy degradacyjne biatek — lizosomalny oraz
ubikwitynowo-proteasomalny UPS (ang. ubiquitin-26S proteasome system).
W genomie rzodkiewnika wystepuje okoto 1400 genoéw kodujacych poszczegdlne
elementy UPS, z czego okoto 90% gendéw koduje monomeryczne lub polimeryczne
ligazy ubikwitynowo-biatkowe E3 [25]. Roslinne ligazy E3 tworza duza rodzing
biatek lub kompleksow biatkowych z charakterystycznymi domenami RING-finger
(ang. really interesting new gene), HECT (ang. homologous to the E6-AP C-
terminus) lub U-box. Najwazniejsze, z punktu widzenia regulacji szlaku
przekazywania sygnatu giberelinowego, sa jednak ligazy ubikwityny E3 typu SCF
(ang. SKP1-cullin-F-box-RBX1) [34].

Budowa ligaz ubikwityny E3 typu SCF

Ligazy ubikwityny E3 typu SCF zbudowane sa z co najmniej czterech
podjednostek (ryc. 4). Rdzen ligazy tworzy kulina (CULI, ang. cullin 1) i biatko
RBX1 (ang. ring box protein 1), natomiast biatka SKP1 (ang. S-phase kinase
associated protein 1) oraz FBP (ang. F-box protein) stanowig elementy wymienne
[34]. Biatka FBP, zawierajace charakterystyczng domeng¢ F, decydujg o swoistosci
wigzania substratow przeznaczonych do degradacji i sg najliczniejsza rodzing
biatek rzodkiewnika [12]. Wsréd biatek FBP zwigzanych ze szlakiem
giberelinowym mozemy wyrézni¢ jadrowe biatko SLY1 (ang. sleepy 1)
u rzodkiewnika (ryc. 2A) i biatko GID2 (ang. gibberellin insensitive dwarf 2)
uryzu. Na N-koncu tych biatek znajduje si¢ domena F (~ 44 aminokwasy), za
pomocg ktorej oddziatuja bezposrednio z SKPI1 oraz posrednio z pozostatymi
sktadnikami kompleksu ligazy. Z kolei na C-koncu wszystkich biatek bioracych
udzial w wigzaniu bialek DELLA =znajduje si¢ motyw LSL, uczestniczacy
w interakcjach miedzy tymi biatkami. Mutant slyl wykazuje fenotyp potkartowaty,
co sugeruje obecnos¢ w genomie rzodkiewnika innego aktywnego homologa,
ktorym z czasem okazato si¢ biatko SNE (ang. sneezy) posiadajace motyw F.
Roéznica pomigdzy SLY1 i SNE polega na tym, ze transkrypt SLY1 wykryto we
wszystkich badanych tkankach, natomiast transkrypt SNE tylko w kwiatach [46].
W aktywacji / inaktywacji kompleksu ligazy E3 typu SCF biorg dodatkowo udziat
takie bialka / kompleksy biatkowe jak: CAND1 (ang. cullin-associated and
neddylation-dissociated 1), wielopodjednostkowy kompleks COP9/CSN (ang.
constitutive photomorphogenetic 9/COP9 signalosome) oraz RUBL1 (ang. related to
ubiquitin 1). Biatko CAND1 wspotzawodniczy z podjednostka SKP1 o wigzanie
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zkuling, ale tylko wowczas, gdy nie jest ona potaczona z biatkiem RUBI.
Przylaczanie do kuliny biatkka RUBI (zwane rubinylacja) jest reakcja
trojstopniowa. Biora w niej udziat enzymy analogiczne do E1 i E2 uczestniczace
w aktywacji i koniugacji ubikwityny oraz ligaza, ktorg jest biatko RBX1, bedace
podjednostka kompleksu ligazy SCF. Z kolei zbudowany z o$miu polipeptydoéw
kompleks biatkowy COP9/CSN jest niezbedny w przebiegu procesu ubikwitylacji
substratu, wykazano jednak, Zze uczestniczy on réwniez w reakcji derubinylacji
kuliny, hamujac w ten sposob aktywnos¢ ligazy [14, 22].
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RYCINA 4. Budowa i regulacja aktywnosci ligazy E3 typu SCF. (A) Nieaktywna ligaza zbudowana
zkuliny (CUL1) i biatkka RBXI1, ktére razem tworza jej rdzen oraz biatka CANDI
wspotzawodniczacego z podjednostka SKP1 o wigzanie z kulina, ale tylko wowczas, gdy nie jest ona
potaczona z biatkiem RUBI; (B) Tworzenie funkcjonalnego kompleksu ligazy poprzez
oddysocjowanie biatka CAND1 w wyniku przytaczenia kompleksu CSN/COP9 oraz biatka RUBI,
SKPI1, FBP, jak i substratu, ktory w dalszej kolejnosci ulegnie proteolitycznej degradacji; (C)
Aktywna ligaza, ktorej gtowna funkcja jest przeniesienie biatka znacznikowego — ubikwityny (Ub) na
zwiazany substrat przeznaczony do degradacji w proteasomie 26S; (D) Inaktywacja ligazy polegajaca
na odlaczeniu biatka RUBI1, FBP, SKP1 i kompleksu CSN/COP9, oraz ponownym przylaczeniu
CANDL. Szczegoly w tekscie. Na podstawie [22], zmodyfikowane

FIGURE 4. The structure and activity regulation of SCF-type E3 ligase. (A) Inactive ligase is
composed of cullin (CUL1), RBX1 protein (together forming the core) and CAND1 protein which
compete with SKP1 subunit for binding to cullin, but only if it is not combined with RUB1 protein;
(B) The forming of functional ligase complex through the dissociation CAND1 protein as a result of
joining CSN/COP9 complex, RUB1, SKP1, FBP proteins and the substrate, which subsequently is
proteolytic degraded; (C) The active ligase with the main function of transferring the marker protein —
ubiquitin (Ub) to the bound substrate which is designed for degradation by the 26S proteasome; (D)
Inactivation of the ligase consisting in RUB1, FBP, SKP1 proteins and CSN/COP9 complex removal.
After this the CANDL protein is re-joined. Details in the text. According to [22], modified
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Funkcje ligaz ubikwityny E3 typu SCF

Glowna funkcjg ligaz jest rozpoznawanie i wigzanie biatkowego substratu oraz
przeniesienie na niego biatka znacznikowego — ubikwityny. Przylaczenie
ubikwityny do biatka substratowego poprzedzone jest reakcja aktywacji
ubikwityny katalizowana przez enzym aktywujacy El. W pierwszym etapie
dochodzi do utworzenia ubikwityloadenylanu, a nastgpnie powstaje
wysokoenergetyczne wigzanie tioestrowe pomiedzy ubikwityna a reszta cysteiny
w centrum katalitycznym enzymu E1. Tak zaktywowana ubikwityna zostaje
przeniesiona na reszt¢ cysteiny w enzymie koniugujacym E2, skad ligaza E3
przenosi ja na bialkowy substrat. Proces ten powtarzany jest kilkakrotnie, az
zostanie utworzony tancuch poliubikwitynowy. Badania prowadzone na
rzodkiewniku pokazaly, ze przy tworzeniu tancucha poliubikwitynowego
dotaczanego do biatek DELLA, gléwna funkcje petni lizyna 29 ubikwityny.
Wyznakowane polipeptydy sa nastgpnie degradowane w proteasomach 26S [17,
34].

REGULACJA TRANSKRYPCJI GENOW KODUJACYCH
BIALKA ZAANGAZOWANE W SZLAK GIBERELINOWY

Proteolityczna degradacja biatek DELLA ma rozne skutki. Najczesciej
dochodzi do odblokowania okreslonych czynnikow transkrypcyjnych
wplywajacych na ekspresje¢ genow docelowych, ktorych biatkowe produkty
pozytywnie regulujg szlak giberelinowy (ryc. 5A). Innym nast¢pstwem degradacji
represorow jest zahamowanie aktywnosci transkrypceyjnej gendw bezposrednio lub
posrednio regulowanych przez biatka DELLA (ryc. 5B). Istotny jest rowniez
przypuszczalny wptyw potranslacyjnych modyfikacji biatek DELLA na
transkrypcje genow, ktore kodujg biatka zwigzane gtéwnie ze wzrostem roslin (ryc.
5C)

Charakterystyka genow odpowiedzi na GA oraz czynnikéw transkrypcyjnych
regulujacych ich ekspresje

Przy braku lub bardzo matej ilosci GA, pierwotne geny odpowiedzi na GA nie
ulegajg ekspresji z powodu braku czynnikéw transkrypcyjnych, ktore w takich
warunkach tworza kompleks 2z biatkami DELLA. Wzrost stezenia GA
w komorkach aktywuje proteolityczng degradacje biatek DELLA, co prowadzi do
uwolnienia wspomnianych czynnikow transkrypcyjnych i aktywacji genow (ryc.
5A) [10].

Wsrod pierwotnych gendéw odpowiedzi na GA, najlepiej poznano te, ktore
koduja enzymy hydrolityczne (a-amylazy, proteazy, rybonukleazy, B-glukanazy)
niezbedne do degradacji skrobi w komodrkach warstwy aleuronowej ziarniakow
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RYCINA 5. Udziat biatek DELLA w regulacji odpowiedzi na GA. (A) Przy braku lub niskim
stezeniu GA, pierwotne geny odpowiedzi na hormon (np. admy / LFY) nie ulegaja ekspresji z powodu
braku czynnikéw transkrypcyjnych (np. GAMyb, PIF 1/3/4), ktére w takich warunkach tworza
kompleks z biatkami DELLA. Wzrost stezenia GA w komoérkach aktywuje proteolityczng degradacje
bialek DELLA w proteasomach 26S, co prowadzi do uwolnienia wspomnianych czynnikéw
transkrypcyjnych i aktywacji genéw (wsrdd ktorych znajduja si¢ rowniez geny kodujace czynniki
transkrypcyjne); (B) Przy braku lub niskim stezeniu GA dochodzi do wzmozonej aktywnosci
transkrypcyjnej gendéw bezposrednio (XERICO, GID1) 1lub posrednio (GA200x, GA30x)
regulowanych przez bialka DELLA. Wzrost stgzenia GA w komorkach aktywuje proteolityczna
degradacje bialek DELLA w proteasomach 26S, co prowadzi do zahamowania ekspres;ji
wymienionych genow; (C) Hipotetyczny model przedstawiajacy wptyw potranslacyjnych modyfikacji
biatek DELLA na transkrypcje genow kodujacych biatka zwiazane glownie ze wzrostem roslin.
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Biatka DELLA moga by¢ modyfikowane przez biatka SPY tylko w momencie, gdy nie sa one
fosforylowane. Modyfikacje typu O-GIcNAc sprawiaja, ze biatka DELLA hamujg wzrost roslin.
Z drugiej jednak strony, modyfikacje te powoduja, ze biatka DELLA 1acza si¢ z kompleksem GA-
GID1, a nastgpnie z biatkkami FBP i ulegaja degradacji w proteasomach 26S, co w dalszej
konsekwencji pozytywnie wptywa na wzrost ro$lin. Szczegéty w tek$cie. Na podstawie [10],
zmodyfikowane

FIGURE 5. Participation of DELLA proteins in GA response regulation. (A) During the absence or
low concentration of GA, the primary hormone response genes (eg aAmy / LFY) are not expressed
due to lack of transcription factors (eg GAMyb, PIF 1/3/4), which in these conditions form a complex
with DELLA proteins. Increase of GA concentration in the cells activates the proteolytic degradation
of DELLA proteins in the 26S proteasomes, which leads to the release of mentioned transcription
factors and activation of genes (among which are the genes encoding transcription factors); (B)
During the absence or low concentration of GA comes to increased transcriptional activity of genes
which are directly (XERICO, GID1) or indirectly (GA200x, GA30x) regulated by DELLA proteins.
Increase of GA concentration in the cells activates the proteolytic degradation of DELLA proteins in
the 26S proteasomes, which leads to inhibition of these gene expression; (C) A hypothetical model
showing the influence of post-translational modification of DELLA proteins on the transcription of
genes encoding proteins involved in plant growth. DELLA proteins can be modified by the SPY
proteins only if they are not phosphorylated. The O-GIcNAc type modifications make the DELLA
proteins inhibit plant growth. On the other hand, these modifications make the DELLA proteins bind
to the GA-GID1 complex and then to the F-box protein. This situation causes degradation of DELLA
proteins in the 26S proteasomes, which in consequence has a positive effect on growth. Details in the
text. According to [10], modified

zb6z. Postgpy w klonowaniu genow o-amylaz umozliwity podziat tej licznej
i mocno zréznicowanej rodziny na dwie klasy. Klasa A obejmuje podrodziny
gendow Amyl i Amy2 ulegajacych ekspresji w komorkach aleuronowych jeczmienia
i pszenicy oraz kodujacych biatka o wysokim (a-Amyl) i niskim (a-Amy2) punkcie
izoelektrycznym. Z kolei klasa B obejmuje podrodzing Amy3, a produkty tych
genow sg obecne w komorkach aleuronowych ryzu i rozwijajgcych si¢ ziarniakach
pszenicy. Analizy sekwencji promotorowych w/w gendéw wykazaty obecno$é
trzech specyficznych motywow tworzacych kompleks odpowiedzi giberelinowej
GARC (ang. gibberellin responsive complex) (ryc. 6) [18]. W przypadku genoéw a-
Amy1l fragment GARC, sktadajacy si¢ z kasety pirymidynowej — CTTTTG, kasety
TAACAAA i kasety TATCCA, jest wystarczajacy do hormonalnej regulacji
ekspresji tego genu, ktora jest silnie indukowana przez GA, a hamowana przez
ABA. Fragment obejmujacy 21 zasad, w obrgbie ktérego potozona jest wysoce
konserwowana sekwencja TAACAAA okreslany jest jako GARE (ang. gibberellin
responsive element). W przypadku genéw o-Amy2, element GARE warunkuje
transkrypcje genow tylko w obecnosci innego krotkiego fragmentu
ACTTGACCGTCATC nazywanego O2S (ang. opaque-2 similar). Kaseta O2S jest
jednym z dwoch lub kilku fragmentéw tworzacych tzw. elementy sprzegajace CE
(ang. coupling element), ktore odgrywaja istotng rol¢ w modyfikowaniu ekspresji
genow indukowanych przez GA [37].
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RYCINA 6. Sekwencje regulatorowe w promotorach gendw admyl i aAmy2 kodujacych a-amylaze
w komoérkach warstwy aleuronowej pszenicy. Na schematach zaznaczono réwniez potozenie kasety
TATA oraz sekwencje CATCA w motywie inicjujacym transkrypcje. Szczegdly w tekScie. Na
podstawie [18], zmodyfikowane

FIGURE 6. Regulatory sequences in the promoters of «Amy1l and aAmy2 genes encoding o-amylase
in the cells of the aleurone layer of wheat. On the schemes the TATA cassette and CATCA sequence
in initiating transcription motif are marked. Details in the text. According to [18], modified

Do pierwotnych genéw odpowiedzi na GA nalezg takze geny zwigzane
z kwitnieniem — SOC1 (ang. suppressor of overexpression of constans 1) i LFY
(ang. leafy). Analiza strukturalna genu LFY ujawnita w jego promotorze typowy
element odpowiedzi na GA — GARE o0 sekwencji TAACAGA, jak rowniez kasety
CTTTTG i TATCCA, ktore razem tworza kompleks odpowiedzi giberelinowej
GARC (ryc. 7). GA reguluja rowniez cze¢$ciowo aktywno$¢ transkrypcyjng genu
SOC1, jednak do tej pory nie wyjasniono molekularnego mechanizmu tego
procesu. Wiadomo jednak, ze biatkowy produkt genu SOCl wigze si¢
bezposrednio do promotora genu LFY, stad przyjmuje si¢, ze GA reguluja
aktywno$¢ transkrypcyjng genu LFY w szlaku zaleznym i niezaleznym od SOC1.
Biatkowe produkty zaréwno genu LFY, jak i SOCL indukujg ekspresje kolejnych
gendw zaangazowanych bezposrednio w rozwdéj kwiatu — AP1, AP2, AP3 (ang.
apetalal/2/3), Pl (ang. pistillata) i AG (ang. agamous) [20].
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RYCINA 7. Sekwencja regulatorowa w promotorze genu LFY kodujacego biatko LFY w merystemie
wierzchotkowym pedu. Na schemacie zaznaczono réwniez potozenie kasety TATA oraz sekwencje
CATCA w motywie inicjujacym transkrypcje. Szczegoly w tekscie. Na podstawie [18],
zmodyfikowane

FIGURE 7. Regulatory sequence in the promoter of the LFY gene encoding the LFY protein in the
shoot apical meristem. On the scheme the TATA cassette and CATCA sequence in initiating
transcription motif are marked. Details in the text. According to [18], modified
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Poznanie sekwencji promotorowych genéw odpowiedzi na GA ulatwilo
poszukiwanie biatek regulatorowych wigzacych sie¢ z kompleksem GARC.
Najlepiej scharakteryzowanymi biatkami aktywujacymi ekspresje zarowno gendéw
enzymow amylolitycznych w komoérkach warstwy aleuronowej ziarniakow zboz,
jak 1 gendw zwigzanych z powstawaniem 1 rozwojem kwiatow u zbdz
i rzodkiewnika sa czynniki transkrypcyjne GAMyb. Zostaly one po raz pierwszy
zidentyfikowane i opisane u ro$liny jednoli$ciennej — jeczmienia (Hordeum
vulgare), a ich wspolng cecha jest obecnos¢ charakterystycznej domeny DBD (ang.
DNA binding domain), ztozonej z dwoch fragmentéw R2 i R3. W obrebie kazdego
fragmentu zawarte sg trzy motywy tworzace helisy, z ktorych po dwie z kazdego
fragmentu uczestnicza w rozpoznawaniu sekwencji GARE. Biatka GAMyb
zawieraja rowniez trzy kasety o silnie zachowanych sekwencjach nazwane BOXI1,
BOX2 i BOX3. Przypuszczalnym sposobem regulacji mechanizméw
funkcjonowania bialek GAMyb jest ich fosforylacja, a badania z wykorzystaniem
Y2H pokazaty, ze odbywa si¢ to z udzialem kinaz serynowo-treoninowych —
KGM. Zwigkszona ilos¢ KGM blokuje aktywnos$¢ biatek HYGAMyb przez co nie
wigzg si¢ one do sekwencji promotorowej genu a-Amyl u jeczmienia. Biatka KGM
petnig wiec funkcje represorowe [7].

Wszystkie biatka typu Myb, kodowane sg u rzodkiewnika przez 198 genow
Myb, ale ekspresja tylko trzech z nich — Myb33, Myb65 i Myb101 — promowana
jest przez GA. Biatkowe produkty tych genow wplywajac na ekspresje genow
SOCL i LFY reguluja czas kwitnienia [44]. Oprocz szlaku giberelinowego istotny
wplyw na proces kwitnienia wywierajg rowniez takie szlaki jak: fotoperiodyczny,
zalezny od jakoSci $wiatla, wernalizacyjny 1 autonomiczny, a ich zintegrowanie
zapewnia pelny sukces rozrodczy ro$liny (ryc. 8) [20].

Oprocz GAMyb, z regulacja aktywno$ci transkrypcyjnej genow enzymow
hydrolitycznych zwigzane sa takze biatka HRT (ang. hordeum repressor of
transcription), ABF1, ABF2 oraz DOF. Zbudowane z 548 aminokwasow biatka
HRT, w odréznieniu od biatek GAMyb, pelnig funkcje represorowa w wyniku
wigzania si¢ do sekwencji GARE w warunkach braku lub bardzo niskiego st¢zenia
GA. Z kolei biatka ABF1 (389 aa) i ABF2 (349 aa) zawieraja pojedynczy lub
podwojny motyw palcow cynkowych, za pomoca ktérych wigzg sie do motywu
02S obecnego w promotorach genéow a-Amy2 komorek aleuronowych owsa [18,
28]. Do tej pory, mato jest jednak wiadomo na temat petnionych przez nie funkc;ji
i sposobow regulacji aktywnosci transkrypcyjnej gendéw. Wsrod biatek DOF
wyrdézniamy m. in. znajdujace si¢ w komorkach warstwy aleuronowe;j kietkujacych
nasion j¢czmienia biatka BPBF, ktéore wiazg si¢ z kaseta pirymidynowg
promotorow genow a-Amy2, co prowadzi do zahamowania transkrypcji tych
genow. W przeciwienstwie do bialek BPBF, blisko spokrewnione biatka SAD
funkcjonujag  jako aktywatory transkrypcji genéw kodujacych enzymy
hydrolityczne, co prowadzi z kolei do wzmozonej ich ekspresji [48]. Do chwili
obecnej nie zostalo zidentyfikowane biatko, ktore mogloby wigza¢ si¢ z motywem
zawierajacym  sekwencje =~ TATCCA,  dlatego  caloSciowe  poznanie
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ztozonego kompleksu regulujacego aktywno$¢ gendéw enzymdw hydrolitycznych
wymaga dalszych badan. Na podstawie zebranych powyzej informacji mozna
stworzy¢ ogdlny model transdukcji sygnatu giberelinowego w komoérkach warstwy
aleuronowej ziarniakéw zboz (ryc. 9).

Szlak zalezny od Szlak Szlak Szlak Szlak
jakosci swiatla fotoperiodyczny wernalizacyjny autonomiczny giberelinowy
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RYCINA 8. Pi¢¢ podstawowych szlakéw prowadzacych do indukcji kwitnienia u rzodkiewnika.
Szlaki te wspolnie modulujg ekspresje tzw. gendw integratorowych FT (ang. flowering locus T)
i SOC1 (ang. suppressor of overexpression of constans 1) determinujacych w dalszej kolejnosci
wzorzec roznicowania wierzchotka wzrostu pedu. Szlak wernalizacyjny i autonomiczny reguluja
aktywnos$¢ transkrypcyjnag genu FLC (ang. flowering locus C), ktorego biatkowy produkt uznawany
jest za glowny represor kwitnienia u tej rosliny. PHYB (ang. phytochrome B), PFT1 (ang.
phytochrome and flowering time 1), CRY (ang. cryptochrome), ZTL (ang. zeitlupe), CO (ang.
constans), AP1 (ang. apetala 1), SVP (ang. short vegetative phase), AGL24 (ang. agamous-like 24),
SEP3 (ang. sepetala 3). Na podstawie [20], zmodyfikowane

FIGURE 8. The five basic pathways leading to the induction of flowering in Arabidopsis thaliana.
These pathways modulate the expression of integrator genes like FT (flowering locus T) and SOC1
(suppressor of overexpression of constans 1), which subsequently determine the pattern of
differentiation of the shoot apex growth. The vernalization and autonomous pathway regulate the
transcriptional activity of the FLC (flowering locus C) gene, whose protein product is considered to
be the main repressor of flowering in this plant. PHYB (phytochrome B), PFT1 (phytochrome and
flowering time 1), CRY (cryptochrome), ZTL (zeitlupe), CO (constant), AP1 (apetala 1), SVP (short
vegetative phase), AGL24 (agamous-like 24), SEP3 (sepetala 3). According to [20], modified
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KOMORKI WARSTWY ALEURONOWE.J ZIARNIAKOW ZBOZ

-GA + GA
SCFGIb2 SCFGID2
SPY — DELLA proteasom SPY DELLA — proteasom
ABA —1 GAMyb FH— KGM ABA GAMyb KGM
SAD SAD l
BPBF — Geny hydrolaz —— HRT BPBF Geny hydrolaz HRT

Hydrolazy

RYCINA 9. Model transdukcji sygnatu giberelinowego w komorkach warstwy aleuronowe;j
ziarniakéw zbo6z. Brak lub niskie st¢zenie GA powoduje unieczynnienie czynnikow transkrypcyjnych
GAMyb, co skutkuje brakiem aktywno$ci transkrypcyjnej gendéw kodujacych hydrolazy
odpowiedzialne za degradacj¢ skrobi zmagazynowanej w bielmie. W sytuacji wysokiego st¢zenia GA
dochodzi do proteolitycznej degradacji biatek DELLA w proteasomach 26S, co prowadzi do
odblokowania wspomnianych czynnikow transkrypcyjnych i w rezultacie pozytywnej regulacji
genow hydrolaz. Szczegdty w tekscie. Na podstawie [18, 35, 43], zmodyfikowane

FIGURE 9. The model of gibberellin signal transduction in aleurone layer cells of the cereal grain.
The absence or low concentration of GA causes inactivation of GAMyb transcription factors,
resulting in a lack of transcriptional activity of genes encoding hydrolases responsible for degradation
of starch stored in the endosperm. In the case of high concentration of GA, proteolytic degradation of
DELLA proteins in the 26S proteasomes is done, which leads to unlocking mentioned transcription
factors and positive regulation of hydrolases genes. Details in the text. According to [18, 35, 43],
modified

Innymi biatkami aktywujacymi ekspresj¢ pierwotnych genow odpowiedzi na
GA sa biatka PIF (ang. phytochrome interacting factors) nalezagce do rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych negatywnie regulujacych rozne aspekty zaleznego od
$wiatta rozwoju siewek [6, 8]. Biatka PIF hamujg kietkowanie nasion [27],
stymuluja wydtuzanie hypokotyla [26] oraz kontrolujg biosynteze chlorofilu [10].
Posiadaja one trzy konserwowane domeny: domen¢ APB za pomoca ktorej moga
oddziatywac¢ z fitochromem, domeng DBD za pomocg ktorej mogg oddziatywaé
z DNA i domen¢ bHLH, ktoéra bierze udziat w interakcjach biatko-biatko. Po raz
pierwszy biatka PIF zostaly zidentyfikowane jako elementy szlaku sygnalowego
fitochromu B (ryc. 10). W ciemnosci wiaza si¢ one z sekwencja G (ang. G-box)
znajdujgca si¢ w promotorach genow kodujacych biatka zwigzane ze wzrostem
siewek. Przeksztalcenie na $wietle fitochromu do aktywnej formy Py powoduje
jego transport do jadra i polaczenie z biatkami PIF (m. in. PIF3 i PIF4) [2].
Wywotuje to szybka degradacje¢ tych biatek w proteasomach i w rezultacie
zahamowanie transkrypcji kontrolowanych przez nie genow [26, 30]. Pod
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nieobecno$¢ GA biatka DELLA wigzg si¢ z biatkami PIF (PIF3, 4, 5),
przeciwdzialajac wiazaniu do DNA. Przy braku $wiatla dochodzi do wzrostu
zawartosci GA w komorkach, co pocigga za soba aktywacje proteolitycznej
degradacji biatek DELLA, a tym samym uwolnienie bialek PIF i aktywowanie
procesow etiolowanego wzrostu siewek [6, 8, 29].

PROCES WYDLUZANIA KOMOREK
FOTOMORFOGENEZA SKOTOMORFOGENEZA
Szlak fitochromowy Szlak giberelinowy (-GA) Szlak fitochromowy Szlak giberelinowy (+GA)
PHY B (Pr = Pfr) PHY B (Pr)
SCF SCFOsGID/ASLY SCF SCFOsGIDZ/ASLY1
PIF 3/4 — proteasom DELLA proteasom PIF 3/4 proteasom DELLA — proteasom
PIF 3/4 PIF 3/4
i
Geny kodujace enzymy Geny kodujgce enzymy Geny kodujace enzymy Geny kodujace enzymy
odp. za wydiuzanie odp. za wydiuzanie odp. za wydiuzanie odp. za wydtuzanie
komorek komérek komoérek komérek
Wydluzanie komorek Wydluzanie komoérek

RYCINA 10. Transdukcja sygnatu fitochromowego i giberelinowego w procesach foto-
i skotomorfogenezy. SZLAK FITOCHROMOWY — w ciemnosci (skotomorfogeneza) biatka PIF 3/4
wiazg si¢ z promotorami genéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za wydhuizanie komoérek, co
wigze si¢ ze wzrostem siewek. Na §wietle (fotomorfogeneza) dochodzi do szybkiej degradacji biatek
PIF 3/4 w proteasomach 26S i w rezultacie ekspresja kontrolowanych przez nie genoéw zostaje
zahamowana. SZLAK GIBERELINOWY - w warunkach braku lub niskiego stezenia GA
(fotomorfogeneza) biatka DELLA wiaza si¢ z biatkami PIF 3/4 przeciwdzialajac wigzaniu do DNA.
Przy braku s$wiatlta (skotomorfogeneza) ilo$¢ aktywnych czasteczek GA w komorkach jest
zwigkszona, co pociaga za soba aktywacje proteolitycznej degradacji biatek DELLA, a tym samym
uwolnienie biatek PIF 3/4 i aktywowanie proceséw etiolowanego wzrostu siewek. Szczegoty
w tek$cie. Na podstawie [19], zmodyfikowane

FIGURE 10. Phytochrome and gibberellin signal transduction in photo- and skotomorphogenesis.
PHYTOCHROME PATHWAY - in the darkness (skotomorphogenesis) PIF 3/4 proteins are
associated with the promoters of genes encoding enzymes responsible for cell elongation connected
with an increase of seedlings. In light (photomorhogenesis) is investigated a rapid degradation of PIF
3/4 proteins in 26S proteasomes and consequently the expression of genes controlled by them is
inhibited. GIBBERELLIN PATHWAY - during the absence or low concentrations of GA
(photomorhogenesis) DELLA proteins bind to PIF 3/4 proteins preventing binding to DNA. In the
absence of light (skotomorphogenesis) the number of active GA in the cells is increased, which
involves the activation of proteolytic degradation of DELLA proteins, thereby releasing PIF 3/4
proteins and activation processes connected with etiolated growth of seedlings. Details in the text.
According to [19], modified
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Geny regulowane przez biatkka DELLA

Do tej pory nie zidentyfikowano w biatkach DELLA typowej domeny bogatej
w aminokwasy zasadowe (bZIP) za pomoca ktorej moglyby bezposrednio
oddzialywa¢ z DNA. Wydaje si¢ jednak, ze biatka te moga regulowaé transkrypcje
genow, tak jak inne biatka z rodziny GRAS, np. SHR Iub SCR. W przypadku braku
GA biatka DELLA sg stabilne i zachowuja si¢ jak aktywatory transkrypcji (ryc.
5B). Wsérod genow aktywowanych przez biatka DELLA mozna wyrézni¢ geny
XERICO, ktérych biatkowe produkty zwigzane sa z akumulacja kwasu
abscysynowego (ABA, ang. abscisic acid) [16, 47]. Do zahamowania ich
aktywnosci prowadzi aktywowana GA proteolityczna degradacja biatek DELLA.
Wsréd pierwotnych genéw bezposrednio regulowanych przez biatka DELLA
znajduja si¢ takze geny kodujace wewnatrzkomoérkowy receptor GA — GID1,
natomiast wérod wtormnych genow regulowanych posrednio mozna wymieni¢ geny
kodujace enzymy metabolizmu GA — GA200x, GA3ox i GA20x. Aktywacja
i inaktywacja tych genéw z udzialem biatek DELLA jest elementem mechanizmu
kontrolujagcego homeostazg GA [47].

PODSUMOWANIE

Wyniki badan prowadzonych na wielu gatunkach roslin pokazaty, ze szybka
degradacja biatek DELLA =z udzialem ligaz ubikwitynowo-biatkowych jest
uniwersalnym sposobem funkcjonowania GA. Na rycinie 11 przedstawiono ogdlny
mechanizm dzialania czasteczek hormonu. GA w formie niezdysocjowanej moga
wnika¢ do wnetrza komorki, bowiem btona komorkowa nie stanowi dla nich
powazniejszej bariery ograniczajacej dyfuzje. Doswiadczenia prowadzone przede
wszystkim na komoérkach warstwy aleuronowej ziarniakow zb6z w latach 90.
ubieglego stulecia potwierdzaja istnienie receptora GA zlokalizowanego na
powierzchni plazmolemmy [13, 18]. Mimo ze dotychczas nie udato si¢ go
zidentyfikowaé¢, to nie odrzuca si¢ udzialu w szlaku transdukcji sygnatu
giberelinowego takich przekaznikow jak: heterotrimeryczne biatka G, jony wapnia,
kalmodulina, cGMP czy kinazy i fosfatazy biatkowe. Przelomowym momentem
okazato si¢ jednak odkrycie w 2005 roku wewnatrzkomorkowego receptora GID1
[38]. Wzrost stgzenia bioaktywnych GA w komoérkach powoduje powstanie
kompleksu GA-GID1. Interakcje pomigdzy tymi biatkami majace miejsce
w specjalnej kieszeni receptora GID1 zachodzg w wyniku oddziatywan
hydrofilowych (bezposrednie wigzania wodorowe lub posrednie za pomoca
czasteczek wody), hydrofobowych i1 van der Waalsa. Skutkuje to swoistego rodzaju
zamknigciem wieczka, co z kolei umozliwia przytaczenie jednego z biatek DELLA
za pomocg N-koncowych, silnie konserwowanych motywéw DELLA i TVHYNP
[9, 42]. Utworzenie kompleksu GA-GID1-DELLA powoduje zmian¢ konformacji
ostatnio  wymienionych  bialek, co wufatwia oddziatywania z FBP
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(AtSLY 1/AtSNE/OsGID2) za pomoca C-koncowej domeny GRAS znajdujacej si¢
w biatku DELLA oraz C-koncowej domeny LSL znajdujacej si¢ w biatku FBP.
Ostatecznie do biatek DELLA zostaje dotgczony tancuch poliubikwitynowy, ktory
jest sygnatem do ich degradacji w proteasomach 26S. Caty cykl zdarzen prowadzi
do uwolnienia okre§lonych czynnikéw transkrypcyjnych, ktoére aktywuja badz
hamuja geny docelowe [10].

W ciagu ostatniego czasu dokonano znacznego postgpu W zrozumieniu
sposobu percepcji i transdukcji sygnatu giberelinowego w komorkach roslinnych,
do czego niewatpliwie przyczynil si¢ rozwdj technik biologii molekularnej. Mimo
tak spektakularnych osiggnie¢ wydaje sie, ze kolejne lata beda nadal przynosié
nowe informacje, nie tylko odnosnie gatunkéw modelowych, ale takze innych
roslin naczyniowych.
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RYCINA 11. Ogélny model funkcjonowania GA w komorkach roélinnych. Szczegoty w tekscie. Na
podstawie [11, 18, 41], zmodyfikowane

FIGURE 11. A general model of GA function in plant cells. Details in the text. According to [11, 18,
41], modified
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