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Cytokinins in Plant Defense Mechanisms
Summary

Cytokinins are plant hormones that control not only the proliferation and
differentiation of plant, but they also play a role of signaling molecules in de-
fense mechanisms activated at different stress conditions. The role of cytokinins
in the regulation of plant pathogenesis-related proteins (PR) expression is dis-
cussed. The recent data on characterisation of cytokinin-specific binding pro-
teins (CSBP) are presented.
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1. Wprowadzenie

Rosliny sg niezdolne do zmiany lokalizacji, dlatego wytwo-
rzyty szereg mechanizmoéw umozliwiajgcych im szybkg reakcje
na rézne sygnaty zewnetrzne, jak swiatto, sktadniki pokarmowe,
ale takze susze, patogeny czy zranienie, a w rezultacie adaptacje
do nowych warunkéw. Pierwszg przeszkoda dla atakujgcych mi-
kroorganizmoéw sg wbudowane biologiczne lub fizyczne bariery,
mianowicie kutikula i $ciana komérkowa. W dalszych etapach in-
fekcji nastepuje indukcja odpowiedzi obronnych w roslinie, kto-
re moga by¢ lokalne lub systemiczne. Najszybciej pojawia sie
tzw. reakcja nadwrazliwosci (HR, hypersensitive response), ktOra
prowadzi do programowanej Smierci komérek gospodarza, co
uniemozliwia dalsze rozprzestrzenianie sie¢ patogena (1,2). W o-
bronie roslin bierze udziat takze szereg metabolitow wtdrnych.


mailto:mmsik@ibch.poznan.pl

Oliwia Pasternak, Michat M. Sikorski

tzw. fitoaleksyn, ktére majg toksyczne dziatanie wobec patogena. Ta odpowiedZ na-
zywana Jest systemiczng nabytg odpornoscig SAR (systemie acquired resistance). Na
przyktad, rosliny tytoniu zainfekowane na jednym lisciu przez wirus mozaiki tytonio-
wej wytwarzajg lokalne nekrozy, zapobiegajgc rozprzestrzenianiu sie wirusa, jedno-
czesnie cata roslina staje sie odporna nie tylko na kolejne ataki tego wirusa, ale takze
na inne patogeny (inne wirusy, grzyby, patogeniczne bakterie), jest to mozliwe dzieki
istnieniu innego typu reakcji obronnej roslin, tzw. systemicznej nabytej odpornosci
(SAR). Ten rodzaj odpornosci jest mozliwy dzieki produkcji biatek PR (pathogenesis-re-
lated). Zostatlo udowodnione, ze sygnatem dla tej odpowiedzi jest kwas salicylowy.
Obecnie wyrdznia sie czternascie klas roslinnych biatek obronnych PR (3). W wiekszo-
éci sg to biatka o znanej funkcji, jak glukanazy (PR-2), chitynazy (PR-3), osmotyny
(PR-5), inhibitory proteaz (PR-6), proteinazy (PR-7), lizozymy/chitynazy klasy Ill (PR-8),
peroksydazy (PR-9). Funkcja biatek PR-10, ktére sg przedmiotem badan w naszej pra-
cowni, nie zostata dotad ostatecznie ustalona, dlatego okreslenie to zaczeto stoso-
waé dla grupy biatek o istotnym podobienstwie sekwencji, wlaczajac biatka nie
Zwigzane z patogeneza czy stresem. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych biatek
tej klasy pozwala wyr6zni€ trzy grupy; 1) IPR (intracellular pathogenesis-related) ,wiasci-
we” biatka PR-10, do ktérych naleza m.in. biatka indukowane przez stres, alergeny
pytkowe drzew i krzewOw oraz gtéwne alergeny warzyw i owocow, 2) MLP (major la-
tex protein) wykryte w lateksie maku (Papaver somniferum) oraz 3) CSBP (cytokinin-speci-
fic binding protein) - biatka, dla ktérych wykazano zdolno$¢ wigzania cytokinin.

2. Cytokininy

Ze wzgledu na budowe chemiczng cytokininy dzielimy na pochodne purynowe
oraz pochodne mocznikowe, jednak wszystkie naturalnie wystepujgce cytokininy sg
N6 pochodnymi adeniny. Pierwszg wyizolowang i zidentyfikowang cytokining natu-
ralng byta zeatyna, ktéra moze wystepowac jako wolna zasada, a takze w potacze-
niu z ryboza (rybozyd) i reszta kwasu fosforowego (rybotyd). Znane sa takze po-
taczenia zeatyny z glukozag i innymi cukrami, np. ksylozg (4).

Sposréd zwigzkdw przedstawionych na rysunku ! tylko zeatyna i jej pochodna
2iP nalezg do cytokinin naturalnych.

Cytokininy sg hormonami ro$linnymi, ktére zostaly poczatkowo zidentyfikowa-
ne jako czynniki stymulujgce podziaty komoérkowe. Nastepnie okazalo sie, ze od-
dziatujg one na wiele innych proceséw zwigzanych z rozwojem roslin. Ich charakte-
rystycznym dziataniem jest opdznianie proceséw starzenia oraz znoszenie domina-
cji wierzchotkowej w pedach, powodujac wybijanie pgkéw bocznych. Wplywajag tak-
ze na inne procesy fizjologiczne, np. stymuluja kietkowanie nasion wymagajace
Swiatlta oraz skracajg spoczynek pakéw.

Mimo ze dziatanie fizjologiczne cytokinin zostato dobrze scharakteryzowane,
mechanizmy molekularne lezgce u podstaw dziatania tych hormondéw pozostajg nie-

154 PRACE PRZEGLADOWE



Cytokininy w mechanizmach obronnych roslin

Pochodne purynowe Pochodne mocznikowe
H 1 H
N C N
A. trans-zeatyna E. difenylomocznik (DPU)
- 0
= — CH,-CH=C: [T
R CH,-CH CX [ | l"-------N--»-»-C---»-»N
CH,
B. 6-(y, y, dimetyloalliloamino)-puryna F. tidiazuron (TDZ)
(2iP)
o
R = CH. N e
C. kinetyna G. N-fenylo-N(4-pirydylo)mocznik
(4PU)
D. benzyloaminopuryna (BA) H. N-(2-chloro-4-pirydylo)-N'-fenylomocznik

(4PU30, CPPU)

Rys. 1. Wazniejsze naturalne (A,B) i syntetyczne (C-H) cytokininy.

jasne. W ostatnich latach prowadzono badania majgce na celu znalezienie receptora
dla cytokinin. Znaleziono wiele biatek wigzgcych cytokininy, ale najbardziej przeko-
nujacych dowodéw dostarczono dla kinazy histydynowej CRE ! z Arabidopsis thaliana
(5-7). Znaleziono takze inne biatka nalezace do tej rodziny, spetniajace rowniez funk-
cje receptora. Dwusktadnikowy system przekazywania sygnatu sktada sie z dwéch ele-
mentéw: sensora, ktéry odbiera sygnat zewnetrzny oraz regulatora odpowiedzi. Dro-
ga przekazywania sygnalu rozpoczyna sie gdy sensor, bedacy kinazg histydynowa,
pod wptywem sygnatu zewnetrznego (cytokininy) fosforyluje wiasna reszte histydy-
nowa, a nastepnie przenosi fosforan na reszte kwasu asparaginowego regulatora od-

BIOTECHNOLOGIA 3 (58) 153-164 2002 155



Oliwia Pasternak, Michat M. Sikorski

btona
komaérkowa
aktywacja jadro
czynnikow komaorkowe

transkrypcyjnych

Rys. 2. Schemat dziatania receptora btonowego CREI w Arabidopsis thaliana aktywowanego przez cy-
tokining; wg (1 8), zmodyfikowany. CRElI - receptor cytokininy, H - kinaza histydynowa (sensor) z re-
sztg kwasu asparaginowego (D).

powiedzi, a nastepnie na cytozolowe biatko AHP. Zaktywowane biatko AHP przenosi
sygnat do jadra, gdzie poprzez aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych wplywa na
ekspresje genéw (rys. 2). Molekularne powigzanie pomiedzy opisanym mechani-
zmem a cyklem komorkowym pozostaje nadal nie wyjasnione. W badaniach wykaza-
no wplyw cytokinin na dtugos¢ réznych faz cyklu komdérkowego. Zaobserwowano, ze
potraktowanie kinetynag zalgzkéw korzeniowych nasion Vida faba powoduje skroce-
nie faz G1 i S, natomiast faza G2 ulegata wydtuzeniu. Podstawg molekularng tych
proceséw jest aktywacja kinaz zaleznych od cyklin, bioracych udziat w cyklu komor-
kowym, z ktérych dwa rodzaje sa przedstawione na rysunku 3. Aktywacja kinaz zalez-
nych od cyklin (cdk2, cdk4 i cdk6) zostaje osiggnieta przez asocjacje ze specyficzng
cykling i jej fosforylacje. W przypadku cdk4 i cdk6 kinaza aktywujgca cykline (CAK,
cydin activating kinase) katalizuje te reakcje, natomiast cdk2 wymaga dodatkowej fos-
forylacji przez kinaze biatkowg weel. Dodanie egzogennych cytokinin podnosi po-
ziom transkryptéw cdc2 i CycD3, a nadekspresja CycD3 w kulturach tkankowych Ara-
bidopsis powoduje, ze podziaty komérkowe zachodza bez cytokinin (8).
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Rys. 3. Udziat cytokinin w regulacji cyklu komérkowego; wg (21), zmodyfikowany. Opis w tekscie.
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Wykazano réwniez wptyw cytokinin na poziom specyficznych mRNA. Przykia-
dem mogg by¢ badania prowadzone nad biatkiem tworzacym z chlorofilem a/b kom-
pleks zbierajacy Swiatto (LHC 1, ligh harvesting complex). Wykazano dziesieciokrotny
wzrost ilosci mRNA tego biatka w kulturach zawiesinowych tytoniu po potraktowa-
niu kinetyng. Stwierdzono réwniez negatywna regulacje ekspresji niektérych genéw
przez cytokininy, m.in. w liScieniach ogdérka poziom mRNA dla fitochromu obnizat
sie po podaniu cytokinin (9). Wsréd genow wielu biatek, ktérych ekspresja jest regu-
lowana przez cytokininy sg tez biatka zwigzane z odpowiedzig obronng roslin.

3. Regulacja ekspresji genéw przez cytokininy

Cytokininy reguluja rozwéj, wzrost i metabolizm roslin. Fitohormony te wpty-
wajg na ekspresje r6znych mRNA i biatek w komérkach roslin, jednak odpowiedzi
na cytokininy sg bardzo ztozone. Po pierwsze, cytokininy reguluja aktywnos¢ enzy-
mow i ilos¢ mRNA zar6wno pozytywnie jak i negatywnie. Po drugie, regulacja eks-
presji genéw odbywa sie na etapie transkrypcji oraz potranskrypcyjnie, np. poprzez
stabilizacje transkryptéw. Wreszcie ekspresja gendéw regulowana przez cytokininy
jest takze regulowana przez inne fizykochemiczne czynniki, jak auksyny, kwas ab-
scysynowy, azotany czy Swiatto (10).

Charakterystyka genéw indukowanych przez stres i regulowanych rozwojowo
jest istotna dla zrozumienia wpltywu Srodowiska na rozwdj roslin. Koncepcja, ze
geny indukowane stresem mogg odgrywac role w rozwoju roslin nie jest nowa.
Stres osmotyczny indukuje ekspresje genéw RAB21 w lisciach ryzu i Em w kulturze
zarodkow pszenicy. RAB22 i Em sa rowniez indukowane podczas ostatnich stadiéw
dojrzewania zarodkéw, kiedy zostajg one poddane programowanemu wysuszeniu.
Geny te odgrywajg zatem bardzo wazng role w rozwoju roslin umozliwiajgc im prze-
trwanie w czasie suszy, ktére ma miejsce zaréwno podczas dojrzewania zarodkow
jak i stresu osmotycznego. Innym przykladem jest ekspresja genéw biorgcych udziat
w syntezie flawonoidow (np. syntetazy chalkonowej), co prowadzi do syntezy fito-
aleksyn, zwiazkéw bioracych udziat w obronie przed atakiem mikroorganizméw.
Geny biosyntezy flawonoidéw indukowane przez zranienie petnig takze wazna role
podczas rozwoju korzenia, zapobiegajgc infekcjom spowodowanym penetracjg ko-
rzeni bocznych w glebie (11).

jedno z najwczesniejszych doniesien na temat regulacji ekspresji genéw zwigza-
nych z obrong u roslin przez cytokininy dotyczy genéw kodujgcych glukanaze (PCLU )
i chitynaze (CHN I). Wiadomo, ze oba enzymy biorg udziat w odpowiedzi na stres,
zranienie i infekcje patogena, szczegolnie infekcje grzybowsg, poniewaz enzymy te
hydrolizujg p-1,3-glukany i chityne, ktére sg gléwnymi komponentami Scian komaor-
kowych grzybéw. Ponadto enzym pCLU moze by¢ zaangazowany w wiele r6znych
procesow fizjologicznych i rozwojowych, w tym podziaty komérkowe, mikrosporo-
geneze, kietkowanie pyiku i in. istniejg takze doniesienia, ze CHN moze odgryAvac
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role w embriogenezie. Dodatkowo ekspresja obu tych genéw jest regulowana przez
etylen (indukcja) i kwas abscysynowy (represja) (12).

Shinshi i wsp. (13) wykazali inhibicje ekspresji genu chitynazy w kulturach ko-
morkowych tytoniu (Nicotiana tabacum) po dodaniu cytokininy i auksyny. Hormony
te hamujg réwniez ekspresje genu 1,3-P-glukanazy w kulturach Nicotiana plumbagini-
folia (14). Odmienny schemat ekspresji tych genéw wykazano w doswiadczeniach in
vivo dla tytoniu (15) i ryzu (16). Z pedéw tytoniu poddanych dziataniu podwyzszone-
go poziomu endogennych lub egzogennych cytokinin wyizolowano cDNA odpowia-
dajgce pieciu ré6znym mRNA, ktorych stezenie w pedach rosnie wraz ze wzrostem
poziomu cytokinin. Cztery z tych cDNA odpowiadajg biatkom zwigzanym z obrong
u roslin - ekstensynie, chitynazie, biatku PR-1 i biatku podobnemu do PR-1 (17).
Ekspresja genéw kodujacych te biatka (akumulacja specyficznych mRNA) jest indu-
kowana przez infekcje patogena lub/i zranienie, co wskazuje na ich zaangazowanie
w mechanizmach obronnych roslin. W roslinach tytoniu mRNA kodujgce PR-1 wyste-
puje na niskim poziomie we wszystkich organach. Pozostale mRNA wystepujg na ni-
skim poziomie w pedach, szczegdlnie w lisciach, ale sg bardzo powszechne w ko-
rzeniach. Wczesniej (13) zaobserwowano negatywng regulacje poziomu mRNA chi-
tynazy przez cytokining, natomiast w badaniach in vivo wykazano jej stymulujgce
dziatanie. Potwierdza to fakt, ze mechanizm dziatania cytokinin jest bardzo zio-
zony, a otrzymane wyniki moga by¢ rezultatem wspoétdziatania wielu czynnikow
i z tego wzgledu sg trudne do zinterpretowania. W przypadku genu chitynazy brak
jest dowodow na jego bezposrednig regulacje przez cytokininy, natomiast istniejg
silne przestanki na indukcje mRNA chitynazy przez etylen. Przypuszcza sie zatem,
ze w regulacji gendw zwigzanych z patogeneza (np. chitynazy) przez cytokininy
moze posredniczy¢ etylen (16). W ryzu synteza 1,3-P-glukanazy jest konstytutywna
w korzeniach, ale indukowana przez cytokinine, etylen, zranienie, elicytory grzybo-
we i kwas salicylowy w todygach (15).

Poziom mRNA kodujgcego biatko SAM22 {starvation-associated message 22) soi
{Glycine max) wrasta 10-krotnie, kiedy kultury zawiesinowe soi wchodzg w faze sta-
cjonarng. Akumulacja tego mRNA w fazie stacjonarnej moze by¢ wywotana stresem
z powodu braku fitohormondéw. W dalszych badaniach wykazano, ze ilo§¢ SAM22
wzrasta takze w odpowiedzi na réze stresy srodowiskowe (kwas salicylowy, elicytor
grzybowy - chitosan, H202, zranienie) oraz tkankowospecyficznie w calych ro$li-
nach (w korzeniach, siewkach i starzejgcych sie organach). Na podstawie analizy se-
kwencji aminokwasowej biatko SAM22 zaliczono do grupy biatek PR-10. Akumulacja
mRNA SAM22 w korzeniach i starzejacych sie tkankach potwierdza role tego biatka
w fizjologii stresu, poniewaz korzenie ulegajg zranieniu podczas penetracji korzeni
bocznych przez kore i epiderme korzenia gtéwnego, a starzejgce sie tkanki podle-
gajg programowanej smierci komorki (11).

Potraktowanie kultury kalusowej barwinka {Catharantus roseus) cytokining zwiek-
szalo stezenie biatka nazwanego TIl. Sekwencja aminokwasowa otrzymana na pod-
stawie wyizolowanego mRNA posiadata 40% identycznosci z innymi biatkami PR-10,
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nalezacymi do podgrupy IPR {intracellularpathogenesis-related). Funkcja T1, podobnie
jak innych bialek PR-10, nie jest dotgd poznana, jednak znaczaca homologia se-
kwencji aminokwasowej z biatkami IPR (silnie indukowanymi w roslinach przez atak
patogena lub zranienie) wskazuje, ze Tl odgrywa role w odpowiedzi rosliny na stres
Srodowiskowy. Ekspresja wczesniej zidentyfikowanego genu kodujacego biatko SAM 22,
rowniez z podgrupy IPR, byla takze regulowana przez cytokininy, jednak w przeci-
wienstwie do biatka Tl zidentyfikowanego w komérkach barwinka, traktowanie ko-
morek soi cytokining prowadzito do znacznego obnizenia akumulacji transkryptéw
SAM22 (10). Mozna zatem przypuszczac, ze geny kodujace biatka Tl i SAM22 nie sg
bezposrednio regulowane przez cytokininy, lecz proces ten jest bardziej ztozony
i wymaga zaangazowania posrednich czynnikéw sygnatowych.

Synteza mRNA biatka nalezgcego do klasy PR-1, indukowanego w odpowiedzi na
zranienie jest catkowicie zablokowana poprzez egzogenne dodanie antagonisty cy-
tokinin, 2-chloro-4-cykloheksylamido-6-etylamino-s-triazyny. jednak w roslinach ty-
toniu inokulowanych wirusem TMV, egzogenne podanie cytokinin nie zatrzymy-
wato replikacji wirusa. Te rezultaty wskazujg, ze cytokininy sg niezbedne, ale nie
wystarczajgce do ekspresji biatka PR-1, a tym samym indukcji odpowiedzi obronnej
(18).

Zakazenie wrazliwego (podatnego na infekcje) jeczmienia (Hordeum vulgare) grzy-
bem Pyrenophora teres i kukurydzy {Zea mays) grzybem Dreschslera maydis powoduje
formowanie tzw. ,zielonych wysp” (zgrupowanie nie zainfekowanych zielonych ko-
morek liscia, otoczonych przez zétte komorki zainfekowane wirusem), zwiekszony
poziom cytokinin oraz akumulacje metabolitbw w miejscach zainfekowanych, sty-
mulujac rozmnazanie patogena. Cytokininy sg znane z ich mozliwosci skierowywa-
nia pozywienia w miejsce, w ktérym wystepuja w wyzszym stezeniu. Istnienie tych
miejsc zostato potwierdzone za pomocg badan autoradiograficznych; akumulacja
znakowanych metabolitow byta widoczna w miejscu infekcji we wrazliwych rosli-
nach. W dalszych badaniach wykazano, ze oba patogeny wydzielaty cytokininy, kto-
rych poziom zmierzono za pomoca chromatografii HPLC. W odréznieniu od roslin
wrazliwych na infekcje, w lisciach roslin odpornych zanotowano nizsza koncentra-
cje cytokinin i dodatkowo obnizenie ich poziomu po infekcji. Wzrost stezenia cyto-
kinin we wrazliwych roslinach moze pomagac¢ we wzroscie patogena, natomiast ob-
nizenie poziomu cytokinin w roslinach odpornych moze by¢ sygnatem, dla urucho-
mienia mechanizmoéw obronnych we wczesnych stadiach infekcji (19).

4. Biatka wigzace cytokininy

Dwa biatka wigzgce cytokininy CSBI {cytokinin binding protein) i CSB2 wyizolowa-
no z frakcji rozpuszczalnej kalusa tytoniu za pomoca chromatografii powinowactwa
na kolumnie z Sepharozg zwigzang z benzyloaminopuryng (BA). Masa czgsteczkowa
biatek CBPI i CBP2 wynosi odpowiednio 34 i 26 kDa, a kazde z nich posiada dwa
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miejsca wigzania cytokinin. Stata wigzania BA dla biatka CSBI wynosi 8,9 x 10" Ma*
natomiast dla CSB2 1,1 x 10" M", a wigzanie to jest kompetencyjne wzgledem ze-
atyny i kinetyny, ale nie adeniny, adenozyny czy IAA. W wyniku kolejnych badan wy-
kazano, ze biatko CSBI wykazuje 90" homologii z endochitynaza, natomiast CSB2
jest biatkiem stresu - OLP {osmotin-like protein). Ekspresja genéw tytoniu kodu-
jacych osmotyne i OLP jest indukowana przez ABA, NaCl, etylen, a takze zranienie
i infekcje wirusowa. Poréwnanie sekwencji wykazato, ze osmotyna i OLP sg wysoce
homologiczne do biatka antywirusowego (gp22) wyizolowanego z kultur komérko-
wych tytoniu (20).

Poszukiwania biatek wigzacych cytokininy doprowadzity do wyizolowania biatka
z fasoli mung (Vigna radiota) (21). Do izolacji uzyto 100 kg etiolowanych siewek fa-
soli, ktore ostatecznie oczyszczono za pomocg chromatografii powinowactwa na
kolumnie z Sepharoza, do ktérej kowalencyjnie zwigzano ligand - 4PU [N-feny-
lo-N’-(4-pirydylo)mocznik], syntetyczng pochodna mocznika wykazujacg wysoka ak-
tywnos¢ cytokininy. Ostatecznie otrzymano 20 pg biatka VrCSBP {cytokinin-specific
binding protein), wykazujgcego zdolno$¢ wigzania 4PU30 (N-(2-chloro-4-pirydylo)-N’-fe-
nylomocznik) ze statg Kg = 5 x 10" M'C Dodatkowo stwierdzono kompetencyjne
wzgledem 4PU30 wigzanie z cytokininami - pochodnymi purynowymi, m. in. ze-
atyng, ale nie z adening czy rybozydami cytokinin. Mase biatka ustalono na 17 kDa,
a na podstawie analizy hydrofobowosci stwierdzono, ze biatko to nie zawiera se-
kwencji sygnatowej ani domeny transbtonowej, co prowadzi do wniosku, ze VrCSBP
jest biatkiem cytoplazmatycznym. Przeszukanie baz danych i poréwnanie sekwencji
aminokwasowych biatek PR-10 i biatlek CSBP wskazuje na identyczno$¢ sekwenciji
wynoszaca ponizej 20%. jednak poréwnujac struktury drugorzedowe metoda PHD
(22) wykazano, ze obie grupy biatek posiadajg podobny uktad arkuszy p i helis a
(rys. 4). Ponadto w sekwencji CSBP wystepujg motywy charakterystyczne dla biatek
PR-10, szczegodlnie petla glicynowa, bedaca najbardziej zachowawczym motywem
w biatkach PR-10 (EGNGGPG) wystepuje w biatkach CSBP w bardzo zblizonej formie
(EGDGGIA/G). Na tej podstawie biatka CSBP wtgczono do klasy PR-10. Sekwencje ko-
dujace biatka CSBP znaleziono takze u innych motylkowatych - soi {Glicyne max)
i lucerny {Medicogo trunkatula). Sekwencje aminokwasowe biatek CSBP (uzyskane
przez translacje sekwencji kodujacych cDNA i EST) wykazujg identycznos¢ rzedu
70%, dlatego cDNA biatka VrCSBP wykorzystano jako sonde do przeszukania biblio-
teki ekspresyjnej, uzyskanej z korzeni tubinu zo6ttego (Lupinus luteus) infekowanych
Bradyrhizobium sp. {Lupinus). Rezultatem byto znalezienie dwdéch kolejnych homolo-
géw CSBP - LICSBPI i LICSBP2, rdznigcych sie sekwencjg i liczbg aminokwasow:
LICSBPI - 158 aa, LICSBP2 - 155 aa (Pasternak i Sikorski, dane nie publikowane).
Otrzymano réwniez homogenne preparaty rekombinowanych biatek VrCSBP oraz
LICSBPI. Przedmiotem badan w naszej pracowni bedzie organospecyficzna ekspre-
sja biatek CSBP w tubinie z6ttym oraz poznanie struktury biatek CSBP. Proby krysta-
lizacji biatka VrCSBP doprowadzity do uzyskania krysztatéw zdolnych do dyfrakcji
promieni X z rozdzielczoscig 1,6 A (Bujacz i in., dane nie publikowane). Krystalizacja
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Cytokininy w mechanizmach obronnych roslin

zostata przeprowadzona w obecnosci zeatyny i CPPU, co pozwala przypuszczac, ze
po okresleniu struktury krystalograficznej mozliwe bedzie wskazanie miejsca wigza-
nia liganda. Sadzimy, ze zlokalizowanie miejsca wigzania cytokininy w strukturze
biatka CSBP bedzie pomocne w badaniach nad funkcjg biatek IPR, ktére mimo ze po-
siadajg wspolny konserwatywny motyw glicynobogaty, nie wigza zadnej nukleoty-
dowej pochodnej oraz analogéw cytokinin. Poznanie struktury kompleksu CSBP-cy-
tokinina wskaze czy petla glicynobogata istotnie stanowi wazny element struktury
badanych bialek i centrum wigzania liganda.

5. Podsumowanie

Niektoére fitohormony, szczegodlnie cytokininy, auksyny, etylen i kwas abscysyno-
wy, sg zaangazowane w reakcje odpowiedzi na infekcje lub zranienie. Podwyzszony
poziom endogennych lub egzogennych cytokinin wptywa na ekspresje genéw zwigza-
nych z obrong roslin, w tym biatek PR (PR-1, glukanazy - PR-2, chitynazy - PR-3,
PR-10) i ekstensyny. Jednak regulacja ich ekspresji moze by¢ zarbwno pozytywna Jak
i negatywna. Nawet w przypadku tego samego genu, u tej samej rosliny w zalezno-
$ci od warunkéw hodowli {in vivo lub in vitro). Spowodowane Jest to ztozonoscig me-
chanizmoéw dziatania cytokinin i ich wspéldziatania z innymi regulatorami. Waznych
informaciji dostarczytoby poréwnanie promotoréw réznych gendéw regulowanych
przez cytokininy. Znane sg takze biatka zwigzane z odpowiedzig obronng roslin,
ktére maja zdolnos¢ wigzania cytokinin. Stad wniosek, ze istnieje silna zaleznosé
pomiedzy biatkami stresu i morfogeneza, a biatka te mogg by¢ biatkiem stresu, kto-
re odgrywa wazna role w transdukcji sygnatu hormonalnego w odniesieniu do mor-
fogenezy.

Publikacja w ramach projektu badawczego KBN nr 6 P04B 004 21.
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