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Molecular basics of plant response to low temperature

Summary

Low temperature, drought and high salinity are common stress conditions
that lead to similar plant cell responses. Although, in this paper, we focus on
cold stress, it has to be underlined that most of the response mechanisms trig-
gered by cold are not restricted only to this abiotic factor. We describe molecu-
lar level of plant acclimation to low temperature, including up- and down regu-
lated genes as well as signal transduction pathway. The gene mutations that af-
fect the ability ofa plant to acclimate, as well as the methods allowing to iden-
tify genes involved in response to cold stress, are presented in this review.
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1. Wstep

Rosliny, jako niezdolne do przemieszczania sie, a zatem ska-
zane na ciggte zmiany srodowiska, zdotaty rozwing¢ ztozone me-
chanizmy, stuzgce utrzymaniu homeostazy. Abiotyczne czynniki
stresogenne: niedobdr wody, ekstremalne temperatury lub zbyt
wysokie zasolenie, wywolujg podobne efekty, takie jak uszko-
dzenie tkanki oraz ,stresy wtérne” - osmotyczny i oksydacyjny
.

Percepcja bodzca wyzwata kaskade reakcji, ktérej koncowym
etapem jest ekspresja gendéw odpowiedzi na stres. Produkty tych
gendw mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: 1) te, ktére
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bezposrednio chronig przed dehydratacja (np. enzymy zwigzane z biosyntezg osmo-
protektantdw i przeciwutleniaczy, biatka pdznej embriogenezy, biatka chronigce
przed zamarzaniem oraz biatka opiekunicze); 2) czynniki transkrypcyjne, kinazy
biatkowe i enzymy zwigzane z metabolizmem fosfatydytoinozytolu (2). Nalezy row-
niez pamietac, ze w odpowiedzi na czynnik stresowy moze dojs¢ nie tylko do wzro-
stu ekspresji gendw, ale rowniez do obnizenia ekspresji niektérych genéw (3). Ze
wzgledu na to, ze wymienione czynniki abiotyczne wywierajg podobny efekt w po-
staci stresu wtérnego, aktywujg podobne mechanizmy w komérce. Dlatego tez,
cho¢ praca ta po$wiecona jest zmianom wywotanym przez czynnik niskiej tempera-
tury, nalezy pamieta¢ o tym, ze niektdre mechanizmy, ktére zostang opisane nie sg
specyficzne dla tego czynnika stresowego.

2. Stres wywotany niska temperaturag

Opisujac wplyw obnizonej temperatury na rosliny uzywa sie czesto ogdélnego
terminu stres chtodu, nalezy jednak podkresli¢ istotne rozrdznienie na stres wy-
wotany chtodem i mrozem (4). Temperatury dodatnie nizsze niz 12°C, powodujg
stres chtodu, natomiast temperatury ujemne wywotujg stres zamarzania. Za wrazli-
we na chtéd uwaza sie te rosliny, ktére moga ulega¢ nieodwracalnym uszkodzeniom
juz w temperaturach nizszych niz 12°C (4). RoSliny tolerujace chtéd, ale wrazliwe na
zamarzanie ging dopiero, gdy temperatura spada ponizej zera. Istniejg wreszcie ro$-
liny odporne na zamarzanie mogace przetrwa¢ nawet mrozy siegajgce -30°C (5). Ne-
gatywne dziatanie obnizonej temperatury obejmuje zaréwno zmiany wtasciwosci
bton biologicznych, jak i oddziatywah pomiedzy makroczasteczkami, co prowadzi
do zaburzen reakcji enzymatycznych (5). Stres chlodu jest bezposrednim wynikiem
oddzialywania niskiej temperatury na komorki, natomiast zamarzanie moze wy-
wolywac uszkodzenia w sposéb posredni. Tworzenie sie lodu w przestrzeni poza-
komodrkowej prowadzi do odwodnienia komorek i rozrywania tkanek. W skrajnych
przypadkach 16d pojawia sie wewnatrz komérek powodujac ich $mier¢ (4). Zamarza-
nie wody uszkadza btony komérkowe, wywotuje denaturacje biatek i produkcje re-
aktywnych form tlenu (5). Roslina moze przygotowac sie do obrony przed stresem
w procesie aklimatyzacji do niskiej temperatury. Aklimatyzacja to nabywanie tole-
rancji na dziatanie obnizonej temperatury i zamarzanie w wyniku wczesniejszej eks-
pozycji na niskg, ale utrzymujgcq sie powyzej zera, temperature.

3. Geny uczestniczagce w aklimatyzaciji
Od niemal dwudziestu lat wiadomo, ze aklimatyzacja roslin do niskiej tempera-

tury jest nastepstwem zmian w transkrypcji genoéw (6). Od tego czasu zidentyfiko-
wano wiele genéw, ktére biorg udziat w odpowiedzi roslin na chtéd i zamarzanie
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wody. Ostatnio ich liczba rosnie szczegdlnie szybko dzieki zastosowaniu najnow-
szych metod pozwalajacych na analize transkryptoméw i proteomow roslinnych na
duzg skale (7-9). W wiekszosci prac eksperymentalnych, ktérych wyniki cytujemy,
zmiany w ekspresji genéw wywotane chtodem badano eksponujac rosliny na tempe-
rature 4°C. W badaniach nad aklimatyzacjg roslin wykorzystywano temperatury
2-6°C.

3.1. Geny, ktérych produkty bezposrednio chronig przed dehydratacja

Grupe czynnikéw bezposrednio zaangazowanych w ochrone przed skutkami ni-
skiej temperatury stanowig biatka modelujagce wiasciwosci bton, akumulacji osmo-
protektantéw oraz biatka opiekuricze.

3.1.1. Geny, ktérych produkty wptywajg na btony biologiczne

Rosliny moga osiagna¢ wiekszg tolerancje na niskg temperature przez zmiane
sktadu lipidéw btonowych zapobiegajaca zmniejszeniu ptynnosci blony cytoplazma-
tycznej. O tym, ze rosliny, wykorzystuja te strategie, Swiadczy indukowana niska
temperaturg akumulacja transkryptéw gendow desaturaz kwasoOw tluszczowych
FADS8 (10) i ADS2 u Arabidopsis thaliana (11). W zwiekszeniu tolerancji na temperatu-
re <0°C biorg udziat biatka nalezace do lektyn, wykazujgcych powinowactwo do cu-
krow. Ustalono, ze lektyny stabilizujg btony, wigzac sie do galaktolipidow btony ty-
lakoidéw. Wigzanie to jest stabilizowane przez dodatkowe hydrofobowe oddzia-
tywanie lektyn z btong. Lektyny zmniejszajg w ten sposéb ptynnos¢ btony i zapobie-
gaja wyptywowi substancji rozpuszczalnych. W konsekwencji nie dochodzi do peka-
nia chloroplastéw spowodowanego szokiem osmotycznym (12). Swoj udziat w sta-
bilizacji btony majg biatka nalezace do transporteréw lipidow, LTPs {lipid transfer
proteins). Wykazano zwiekszong indukcje gendéw tych biatek w odpowiedzi na ob-
nizenie temperatury i zwiekszenie zasofenia (12). Niektére z transporteréw LTPs in-
dukowanych pod wptywem obnizenia temperatury odznaczaja sie sekwencjg homo-
logiczng do 1,3-glukanazy. Ona takze zostata zakwalifikowana do grona krioprotek-
tantow, wykazujac sie podobnym wplywem na ci$nienie osmotyczne w tylakoidach,
co opisane lektyny (12).

3.1.2. Geny, ktérych produkty biorg udziat w syntezie osmoprotektantow
U wielu roslin zaobserwowano akumulacje cukrow w trakcie aklimatyzacji do ni-

skiej temperatury (5). Ich podwyzszony poziom moze zapobiegac utracie wody na-
stepujacej pod wpltywem tego stresu oraz przyczynia¢ sie do stabilizacji makro-
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czasteczek i bton biologicznych (1). Dziatanie niskiej temperatury powoduje wzrost
ekspresji niektérych genéw kodujacych enzymy zwigzane z metabolizmem cukrow
(5). U A. tha/iana zanotowano gwattowny wzrost poziomu transkryptéw genu ERD6
(ear\y-responsive to dehydratation), kodujgcego biatko, uznane na podstawie homoio-
gii sekwenciji, za transporter cukrow (13). Do grupy osmoprotektantdow nalezy takze
prolina (Pro). Poziom Pro wzrasta w odpowiedzi na obnizenie temperatury, a rosliny
wykazujgce nadekspresje genu dla syntazy delta-pyrrolino-5-karboksylanu (P5CS),
biorgcej udziat w syntezie tego aminokwasu, cechujg sie wieksza tolerancjg na stres
osmotyczny i mréz (1).

3.1.3. Geny COR; biatka z rodziny LEA i ich homologi

U A. thaliana zidentyfikowano duza rodzing gendw COR (cold-regulated), m.in.
COR6.6, COR15a, COR78, COR47 okreslanych takze jako LTI (low temperature induced),
KIN (cold inducible), RD (responsible to dessication) lub ERD (early dehydratation-inducible)
(14). Niektére geny COR koduja biatka LEA (late-embryogenesis abundant). Biatka klasy-
fikowane jako LEA i ich homologi charakteryzuje duza hydrofilnos¢, ktéra wynika
z wysokiej czestotliwosci wystepowania aminokwasow takich jak alanina i lizyna (3),
oraz fakt, ze nie ulegajg koagulacji w roztworach wodnych po ogrzaniu do tempera-
tury wrzenia (14). Powszechng ich cechg jest réwniez malo urozmaicony sklad ami-
nokwasowy (duze fragmenty zbudowane zaledwie z kilku aminokwas6w) i obecno$¢
sekwencji powtorzonych (14). Produkty biatkowe gendéw LEA pojawiajg sie w péznej
fazie embriogenezy, ale réwniez w odpowiedzi na dehydratacje i stymulacje hormo-
nalng (5). Geny COR47 kodujag polipeptydy nalezace do rodziny biatek LEA okreslanej
jako dehydryny (14). Stwierdzono, ze u zyta poziom ekspresji dehydryn jest pozy-
tywnie skorelowany ze zwiekszong tolerancjg na zimno (15). jednym z najlepiej po-
znanych gendéw z grupy COR jest CORI5A (16). Gen ten koduje polipeptyd o masie
15 kDa. Po imporcie do chloroplastow COR15A jest przeksztatcany w polipeptyd
0 masie 9,4 kDa, okreslany jako COR15am. Wykazano, ze konstytutywna ekspresja
CORI5A w transgenicznych roslinach A. thaliana zwieksza ich tolerancje na zamarza-
nie (16). Bialko COR15am stabilizuje wewnetrzna btone chloroplastéw chroniagc ja
przed przejsciem fazowym z fazy lamellarnej do heksagonalnej 11, co jest gtéwnym
powodem uszkodzen, jakie nastepujg w przedziale temperatur od -8°C do -4°C. Spo-
srod wszystkich bton w komadrce roslinnej to wlasnie wewnetrzna btona chloropla-
stowa wykazuje najwiekszg sktonnos¢ do tego przejscia. Uwaza sie, ze COR15am
powoduje obnizenie temperatury przejscia fazowego, poniewaz, dzieki obecnosci
licznych amfipatycznych regionow alfa-helikalnych, biatko to zmienia krzywizne we-
wnetrznej btony chloroplastow (17). Wiele biatek o nieznanej funkcji, akumulowa-
nych podczas aklimatyzacji do niskiej temperatury, rowniez posiada regiony zdolne
do tworzenia alfa-helis. Nie jest wykluczone, ze mechanizm ich dziatania jest po-
dobny jak w przypadku biatka COR15a (14).
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3.1.4. Biatka AFP

Kolejna grupa biatek, zwiekszajagcych odpornosc¢ roslin na mréz, s AFP (antifree-
ze proteins). Do tej grupy zaliczono m.in. biatka podobne do glukanaz (glucanase-like
proteins, GLPs), chitynaz (chitinase-like proteins, CLPs) i taumatyny (thaumatin-like prote-
ins, TLPs; 18). Zapobiegajg one przedostawaniu sie lodu do wnetrza komoérki. Zmie-
niajg réwniez dynamike krystalizacji wody, poprzez hamowanie powiekszania sie
krysztalow lodu, co skutkowatoby rozrywaniem struktur komérkowych. Hamuja
one réwniez zamarzanie wody po powtérnym obnizeniu temperatury. Aktywnos$c¢
wymienionych biatek jest wzmacniana pod wptywem jonéw Ca”+(19), ktore réwniez
biorg udziat w odpowiedzi na niskg temperature, co zostato opisane.

3.1.5. Geny biatek opiekunczych

Bialka opiekuncze biorg udziat w gtéwnych etapach biosyntezy biatek, takich jak
ich kierowanie do poszczeg6inych przedziatdw komérkowych, czy kontrola nad ich
prawidtowg strukturg. W reakcji na stres niskiej temperatury sg one zaangazowane
w utrzymywanie prawidiowej biogenezy biatek lub ich stabilizacje i zapobieganie
denaturacji (1). Wazng grupe biatek opiekunczych stanowig biatka szoku cieplnego
HSP (heat-shock proteins), ktérych geny mogg by¢ aktywowane nie tylko przez wy-
soka temperature, ale rOwniez przez inne stresy takie jak susza, zasolenie czy
dziatanie niskiej temperatury. Chtéd powoduje akumulacje transkryptow genéw
HSP90 (kodujacych biatka HSP o masie okoto 90 kD) u Brassica napus i u szpinaku
(20) oraz transkryptow genéw HSP70 u szpinaku (21). Podczas jednoczesnej analizy
gendéw kodujgcych biatka HSP70 zlokalizowanych w cytosolu, retikulum endopla-
zmatycznym, chloroplastach lub mitochondriach wykazano, ze, z wyjatkiem genu
kodujacego mitochondrialne HSP70, ekspresja wszystkich pozostatych genéw ulega
wzmocnieniu pod wpltywem niskiej temperatury (21).

Inna grupa biatek szoku cieplnego o masie 15-42 kD, tzw. sSmHSP lub sHSP (smali
HSP), jest zaangazowana w zjawisko ochrony owocow i warzyw przed uszkodzenia-
mi spowodowanymi chtodem przez poddanie ich wczesniejszemu stresowi wysokiej
temperatury. Te krzyzowag tolerancje zaobserwowano w przypadku awokado (22),
ogorka (23), pieprzu (24) i pomidora (25). Po krotkiej ekspozycji na temperature 38°C
owoce pomidora przechowywano w temperaturze 2°C i nawet po kilku tygodniach
nie ulegaty one uszkodzeniom (25). Wystapienie tej odpornosci na chtéd jest skore-
lowane z ekspresja dwoch gendéw kodujacych biatka smHSP - TOME66 i TOM1 /1 (26).

Znane sa przyktady enzymow taczacych aktywnos¢ proteolityczng z aktywnos$cia
biatek opiekunczych, co pozwala im precyzyjnie rozpoznawac¢ specyficzne substraty
i unika¢ przypadkowej degradacji innych biatek. Uwaza sie, ze dzieki tym enzymom
komadrka mogtaby zapobiega¢ akumulacji toksycznych polipeptydéw (27), ktére po-
wstajg w warunkach stresu. Nie bylo zatem zaskakujgce odkrycie udziatu proteaz
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Cip, posiadajgcych aktywnos¢ biatek opiekunczych, w odpowiedzi na wiele typéw
stresu u bakterii (28). Rowniez u A. thaliana dlugotrwaly stres niskiej temperatury
powoduje wzrost poziomu mRNA i biatka niektorych chloroplastowych proteaz Cip
(29). Sadzono, ze podobna, indukowana chlodem, regulacja moze mie¢ miejsce
w przypadku posiadajgcej aktywnos¢ biatka opiekuniczego proteazy PsFtsH (Pisum
sativum FtsH), ktora jest pierwszg scharakteryzowang roslinng mitochondrialng pro-
teazg tego typu (30). Zgodnie z przypuszczeniami okazato sie, ze niska temperatura
rzeczywiscie hamuje aktywnos$¢ PsFtsFl polegajaca na wbudowywaniu do btony mi-
tochondrialnej podjednostek syntazy ATP.

3.2. Geny biatek regulatorowych i przekazujacych sygnaty

Niska temperatura wptywa na ekspresje genéw kodujgcych biatka regulatorowe
i przekazujgce sygnaly: czynniki transkrypcyjne (31), biatka wiazace RNA (32), enzy-
my kaskady MAPK (5,33-35), fosfolipaze C (34), biatka 14-3-3 (37) i biatka spokrew-
nione z kalmoduling (38).

Wplyw niskiej temperatury na ekspresje biatek wigzacych kwasy nukleinowe opi-
sano dotychczas u kilku gatunkéw roslin, w tym u pszenicy (32). Do najlepiej scha-
rakteryzowanych w tej grupie nalezy zidentyfikowane u pszenicy biatko WCSPI
(32). Stres chtodu powoduje akumulacje transkryptow genu WCSPI i nastepujgcy po
niej wzrost poziomu biatka. WCSPI posiada zdolnos¢ do wigzania RNA oraz jedno-
i dwuniciowego DNA. Jest ono wysoce homologiczne do bakteryjnego biatka CspA
okreslanego jako biatko opiekuricze RNA (RNA chaperone). CspA jest syntetyzowane
przez bakterie Escherichia coli w fazie aklimatyzacji do chtodu, wigze sie do RNA de-
stabitizujgc jego struktury drugorzedowe, utatwiajgc w ten sposoéb translacje w ni-
skiej temperaturze (39). Biatko to dziata réwniez jako antyterminator transkrypciji
i jest odpowiedzialne za ekspresje zestawu gendéw zwigzanych z odpowiedzig na
stres chtodu (40). Na podstawie podobienstwa pszenicznego biatka do CspA uwaza
sie, ze rébwniez WCSPI jest odpowiedzialne za transkrypcyjna i translacyjng regula-
cje gendw zaangazowanych w aklimatyzacje pszenicy do zimna (32).

Stres wywotany niskg temperaturg powoduje takze wzrost poziomu transkryp-
tow gendw kodujacych enzymy kaskady kinaz MAP: MMK4 u lucerny (33), ATMEKK],
ATMPK3 i ATPK19 u A. thaliana (34) oraz OsMEKI i Os MAPI u ryzu (35). W tych wa-
runkach dochodzi takze do wzrostu poziomu mRNA genu kodujgcego specyficzng
dla fosfatydyloinozytolu fosfolipaze C (PI-PLC) (36). Regulacja tego genu przez niska
temperature, jak sie wydaje, ma szczegdlne znaczenie, poniewaz PI-PLC to bardzo
wazny element szlaku przewodzenia sygnatéw. PI-PLC hydrolizuje 4,5-difosforan
fosfatydyloinozytolu, prowadzac do powstania przekaznikéw drugorzedowych: tri-
fosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DC). IP3jest regulatorem poziomu wol-
nych jonéw Ca™*" w cytosolu. Rola jonéw Ca™" w przewodzeniu sygnatu inicjowane-
go przez niskg temperature zostanie opisana w dalszej czesci pracy.
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3.3. Odpowiedz komoérkowa na stres oksydaghjny

Wspomniano juz, ze w wyniku dziatania niskiej temperatury oraz innych czynni-
kéw abiotycznych stres oksydacyjny spowodowany jest wzrostem stezenia reaktyw-
nych form tlenu (ROS, reactive oxygen species). Czgsteczki, takie jak 02**, H202, *OH,
powodujg uszkodzenie bton biologicznych oraz makroczgsteczek (41). Obrong ros-
lin w walce z nimi sg zwigzki okreslane jako ,wymiatacze” reaktywnych form tlenu
(ROS scavengers), takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), a takze enzymy z grup
katalaz i peroksydaz (41) oraz czgsteczki o charakterze nieenzymatycznym: askorbi-
nian, a-tokoferol, glutation, karotenoidy i antocyjany (41). Nadekspresja genow,
ktérych produkty biorg udzial w syntezie wymienionych zwigzkéw wigze sie ze
zwiekszong tolerancja roslin na stres wywotany czynnikami abiotycznymi, réwniez
niska temperatura (41). Naptyw H202 powoduje uruchomienie kaskady kinaz biatko-
wych MAPK, reguluje on takze wewnatrzkomorkowe stezenie jonéw wapniowych
(42). Rola tych ostatnich w indukcji ekspresji genéw zostanie oméwiona. Dodatko-
wo, same reakcje utlenienia i redukcji z udziatlem przeciwutleniaczy, takich jak glu-
tation i askorbinian, majg wptyw na ekspresje gendéw (41).

3.4. Geny podlegajace regulacji negatywnej

Niska temperatura powoduje nie tylko ekspresje lub wzrost ekspresji okreslo-
nych genéw, ale réwniez moze skutkowac jego obnizeniem. Fowler i Thomashow
(3) wykazali, ze sposréd 306 gendw A. thaliana, ktorych profil ekspresji ulegat zmia-
nie, 88 (27%) podlegato regulacji negatywnej. Produkty tych ostatnich sg zaanga-
zowane w petnienie réznych funkcji, zwigzanych z transkrypcjg, biosynteza Sciany
komorkowej oraz fotosyntezg (3). Zahamowanie fotosyntezy i spadek poziomu tran-
skryptéw dla bialek w nig zaangazowanych zostat juz opisany u roslin poddanych
dziataniu obnizonej temperatury (3). Zmiany obserwowane przez Fowler i Thomas-
how mialy charakter zar6wno przejsciowy, jak réwniez dlugoterminowy i utrzymy-
waly sie przez siedem dni, lub dluzej. Reakcja roslin, skutkujgca obnizeniem pozio-
mu transkrypcji, cho¢ bardzo wyrazna, cechowata sie¢ pewnym opdznieniem w sto-
sunku do efektu zwiekszenia poziomu ekspresji gendw odpowiedzi na niskg tempe-
rature. Autorzy nie wyjasnili przyczyny tego zjawiska.

190 PRACE PRZEGLADOWE



Molekularne podstawy odpowiedzi roslin na niskg temperature

4. Szlak przekazywania sygnatu

4.1. Btona komérkowa jako pierwszorzedowy sensor stresu niskiej temperatury

Najczesciej wymienianym kandydatem do roli pierwszorzedowego sensora stre-
su chtodu jest btona komdérkowa. Przemawia za tym fakt, ze niska temperatura szyb-
ko i bezposrednio powoduje zmniejszenie ptynnosci blony, a ta zmiana jest nie-
zbedna dla uruchomienia komoérkowej odpowiedzi na stres. Postuluje sie, ze zmia-
ny te nie dotyczg calej btony, a raczej obejmujg przejscia fazowe w obrebie niewiel-
kich domen (43). Czynniki chemiczne zwiekszajace ptynnos¢ btony biologicznej
i stabilizujgce mikrofilamenty aktynowe hamujg akumulacje transkryptéw genéw
zwigzanych z aklimatyzacjg do zimna, za$ czynniki usztywniajace plazmaleme i de-
stabilizujgce mikrofilamenty, uniemozliwiajac ich reorganizacje, dziataja w sposéb
odwrotny (44,45). Zjawiskiem, ktére towarzyszy usztywnieniu btony i destabilizacji
elementéw cytoszkieletu jest wzrost stezenia Ca’+ w cytoplazmie (44,45). Wykaza-
no, ze reorganizacja mikrofilamentéw pod wplywem stresu zimna nastepuje juz po
usztywnieniu btony komdrkowej, ale jeszcze przed naptywem jondw wapnia do cy-
toplazmy (46). Pozwala to wnioskowag, ze to zmiany w reorganizacji elementéw cy-
toszkieletu sg odpowiedzialne za otwarcie kanatéw Ca*".

Kolejnymi, obok plazmalemy, strukturami komorki roslinnej biorgcymi udziat
w percepcji niskiej temperatury sg chloroplasty (47) i mitochondria (48). Sygnatem
do indukcji odpowiedzi na stres przez te organelle sg zmiany redoks wywotane
przez zaburzenie transportu elektronéw w tancuchu fotosyntetycznym i oksydacyj-
nym (47,48). W warunkach obnizonej temperatury dochodzi do zmian energetycz-
nych w obrebie fotosystemu Il (PSU). Odpowiedzig na te zaburzenia jest zwiekszenie
poziomu transkryptéw oraz samych biatek zaangazowanych w proces asymilacji CO2.
Dochodzi takze do ekspresji genu Wcs19, ktdry uczestniczy w aklimatyzacji roslin do
obnizonej temperatury (47). W przypadku zakiécerh w funkcjonowaniu faficucha od-
dechowego, wykazano zwiekszony poziom ekspresji gendéw dla enzymow neutrali-
zujacych wolne rodniki zaréwno w samych mitochondriach, jak réwniez w innych
kompartmentach komérkowych. Rosliny z mutacjg genu nad7, kodujacego jedno
z biatlek kompleksu |, cechowaly sie zwiekszong tolerancjg na stres oksydacyjny (48).

Obok udziatu chloroplastéw i mitochondriéw w odpowiedzi na stres niskiej tem-
peratury, blona komérkowa pozostaje gtéwnym sensorem chtodu u roslin.

4.2. Jony CaM” jako drugorzedowe przekazniki sygnatu zimna
Wozrost stezenia jonéw Ca™™* w komorce jest uniwersalng odpowiedzig na bodz-

ce Srodowiskowe. Nastepuje on w ciggu minut lub nawet sekund od chwili za-
dziatania stresu (49). Naptyw jondw wapnia do komorki jest dwufazowy i ma dwa
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Zrodia. Wiekszo$é przedostaje sie do cytoplazmy w pierwszej fazie z zewnatrz
komorki, mniejsza ich czes¢ jest w drugiej fazie uwalniana z wakuoli (50). W pierw-
szej fazie naptyw Ca™" jest szybki, ale trwa krotko, druga faza jest dluzsza, ale
wzrost poziomu jondw wapnia nie jest juz tak gwaltowny. Zaobserwowano, ze akli-
matyzacja roslin do niskiej temperatury jest zwiazana ze zmiang w profilu stezenia
Can". Rosliny posiadajace zdolnos¢ do aklimatyzacji i poddane raz stresowi chtodu,
na nastepny stres reagujg wolniejszym, ale przediuzonym naptywem Ca™+ do cyto-
plazmy (50). Zmiana dynamiki naptywu jondéw Ca™+ w wyniku wczesniejszego dzia-
tania niskiej temperatury uwazana jest za element tzw. ,pamieci zimna” {cold memory).

Na podstawie danych eksperymentalnych potwierdzono zasadniczg role Ca’+
jako drugorzedowego przekaznika, biorgcego udziat w regulacji transkrypcji genéw
odpowiedzi na niskg temperature: 1) wzrost stezenia Ca’+ w cytoplazmie jest nie-
zbedny dla ekspresji wspomnianych genéw KIN1 i CORS.6 u A. thaliana (50,51) oraz
genu BN 115 u 6. napus (45); 2) czynniki chelatujgce Ca™+ oraz blokujgce kanaty wap-
niowe uniemozliwiajg ekspresje specyficznych dla aklimatyzacji genéw CAS15
i CAS18 u lucerny (49) oraz genu KIN1 u A. thaliana (50); 3) Istniejg dane wskazujgce
na to, ze jony wapnia reguluja ekspresje genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne
DREBI kontrolujgce wiele gendéw zwigzanych z tolerancjg na obnizong temperature
(52).

4.3. Od wzrostu stezenia Ca™* w qtoplazmie do ekspresji genéw

Kiedy pada pytanie o czynniki posredniczace w przettumaczeniu sygnatu jakim
jest naptyw jonéw Ca™* do cytoplazmy na odpowiedz komdrkowa, bardzo czesto
wymienia sie kalmoduline i zalezne od wapnia kinazy CDPK {calcium dependent protein
kinase). Kalmodulina jest powszechnie znana jako biatko posredniczace w wielu pro-
cesach komérkowych zaleznych od wapnia. Sugeruje sie, ze jest ona negatywnym re-
gulatorem ekspresji gendw COR, ktore sg indukowane przez czynniki abiotyczne
(52). Moze dziata¢ antagonistycznie wobec CDPK uczestniczgcych w aktywacji genéw
i w odpowiednim momencie ostabia¢ odpowiedZz komorkowg na stres niskiej tempe-
ratury (52). O udziale kinaz zaleznych od wapnia w przewodzeniu sygnatu chtodu
Swiadczy zwiekszenie ekspresji jednej z CDPK lucerny pod wpltywem niskiej tempe-
ratury (49) oraz zwiekszenie aktywnosci CDPK u ryzu w stresie chiodu (53).

W przeprowadzonych przez Sangwan i wsp. (45) eksperymentach dowiedziono,
ze kinazy zalezne od wapnia nie sg jedynymi zaangazowanymi w zjawisko przewo-
dzenia sygnatu inicjowanego stresem chtodu. Zastosowanie inhibitoréw specyficz-
nych dla okreslonych typow enzymow wskazuje na udziat kinaz tyrozynowych, kina-
zy C i kinazy fosfatydyloinozytolu oraz fosfataz | i 2A w odpowiedzi na stres niskiej
temperatury (45).

W rozdziale 3 wspomniano, ze niska temperatura powoduje podwyzszong eks-
presje genéw kodujacych enzymy kaskady kinaz MAP oraz, w przypadku kinazy
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Niska temperatura, stres osmotyczny

N.,
Sensory t)
Drugorzedowe
przekazniki
sygnatu
Can2
MAPKKK
1 CDPK
MAPKK 1
Kaskada
kinaz 1
|
MAPK
1 1
Czynnik transkrypcyjny Czynnik transkrypcyjny
Efekt Przeciwutleniacze Biatka LEA i ich homologi
Funkcja Ochrona, naprawa uszkodzen, Ochrona, naprawa
zmiana regulacji cyklu uszkodzen
komérkowego
Mutanty eskimol hosl

Rys. 1. Gtéwne szlaki przekazywania sygnatu wywotane stresami niskiej temperatury i dehydratacyj-
nym. Schemat uwzglednia najwazniejsze elementy szlakéw: gtéwny sensor - btone komdrkowa, prze-
kazniki drugiego rzedu (2ndSM), kaskade kinaz biatkowych oraz aktywowane geny i ich funkcje. Na
schemacie uwzgledniono réwniez przyktady mutantéw, u ktérych doszto do zaburzenia funkcji odpo-
wiednich genéw. Rysunek zmodyfikowany (52).

p44MMK4 lucerny, zwiekszenie aktywnosci enzymu w wyniku jego fosforylacji. Na ka-
skade kinaz MAP skiadajg sie trzy enzymy: kinaza kinazy kinazy MAP (MAPKKK), ki-
naza kinazy MAP (MAPKK) i kinaza MAP (MAPK). Aktywowana MAPKKK fosforyluje
i aktywuje MAPKK, a ta z kolei aktywuje MAPK. MAPK dziata w jadrze komérkowym
i moze regulowaé czynniki transkrypcyjne. Dlatego udowodnienie udziatu tej grupy
kinaz w przewodzeniu sygnatu zimna moze utatwi¢ zrozumienie ostatniego etapu
tego procesu, czyli inicjacji transkrypcji gendw indukowanych zimnem.
Prawdopodobnie najbardziej kompletny obraz zdarzehn majacych miejsce w ko-
marce roslinnej eksponowanej na niska temperature prezentujg wyniki uzyskane
przez Sangwan i wsp. (46). Stosujgc czynniki modyfikujace ptynnos¢ btony komor-
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kowej, stan cytoszkieletu, poziom Ca”+ oraz aktywnos¢ CDPK, autorzy dowiedli, ze
percepcja sygnatu zimna przez btone, zmniejszenie jej ptynnosci, zmiany w cytosz-
kielecie, a nastepnie naptyw jonéw wapnia do cytoplazmy, powodujg aktywacje
CDPK, a ta pocigga za sobg aktywacje kinaz kaskady MAP (46),

5. Regulacja gendw biorgcych udziat w aklimatyzacji do zimna

5.1. Regulacja transkrypcji przez czynniki CBF/DREB

Niektére sposrdd gendw zaangazowanych w odpowiedz roslin na niska tempe-
rature sa rowniez indukowane przez stres dehydratacyjny (55). W promotorach
tych genéw zidentyfikowano regulatorowg sekwencje DNA okreslang jako
CRT/DRE (C-reapeat/dehydratation responsive element), ktéra posiada konserwowany
motyw rdzeniowy CCGAC (5,55). Czynniki transkrypcyjne, ktére indukujg ekspre-
sje gendéw z motywem CRT/DRE okre$la sie jako DREB {DRE binding protein) lub CBF
(CRT/DRE binding factor). U A. thaliana zidentyfikowano czynniki DREB 1A i DREB2A
nie wykazujgce znacznego podobienstwa sekwencji poza konserwowang domeng
wiazaca DNA (31). Geny kodujace czynnik DREBIA oraz jego dwa homologi
(DREBIB i C) ulegaja ekspresji pod wplywem niskiej temperatury, natomiast eks-
presja genu DREB2A i jego homologa (DREB2B) jest indukowana przez stres dehy-
dratacyjny (31). Ten wzér ekspresji czynnikéw DREB pozwolit wyciggng¢ wniosek,
ze DREBI i DREB2 to dwie niezalezne rodziny biatek, ktére funkcjonujg w oddziel-
nych szlakach przekazywania sygnatu aktywowanych odpowiednio przez stresy
zimna i dehydratacyjny. Biatka DREBIA, DREBIB i DREBIC (nazywane réwniez od-
powiednio CBF3, CBF1, CBF2) zawierajg domene wigzacg DNA, majg prawie iden-
tyczne sekwencje aminokwasowe i sg kodowane przez geny zlokalizowane w tan-
demowym szyku na chromosomie czwartym (31). Potwierdzeniem roli czynnikéw
DREBI w odpowiedzi na zimno sg wyniki badan wykorzystujacych rosliny transge-
niczne: 1) nadekspresja DREBIA w transgenicznych roslinach A. thaliana koreluje
ze wzrostem ekspresji genu COR78, ktoéry posiada w swoim promotorze sekwencje
CRT/DRE i jest indukowany przez niskg temperature i dehydratacje wywotang in-
nymi czynnikami srodowiskowymi (31); 2) nadekspresja gen6éw DREBI u B. napus
indukuje ekspresje regulowanych przez niskg temperature genéw BNI15 i BN28
i zwieksza tolerancje na zamarzanie (56); 3) nadekspresja DREBIA (42,57) i DREBIB
(41) w transgenicznych roslinach A. thaliana indukuje ekspresje wielu regulowa-
nych zimnem gendéw zawierajgcych motyw CRT/DRE, bez stymulacji niska tempe-
raturg, zwigzana jest takze ze wzrostem stezenia proliny i cukréw rozpuszczal-
nych; 4) nieaklimatyzowane transgeniczne rosliny A. thaliana z nadekspresjg DREBIA
(55) lub DREBIB (41) majg wiekszg tolerancje na zamarzanie niz nieaklimatyzowa-
ne rosliny kontrolne.
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Wspomniano juz, ze ekspresja gendéw DREB1 jest regulowana przez chtod.
W ciggu 15 minut od zadziatania niskiej temperatury rozpoczyna sie akumulacja
transkryptéw DREBI, a od | do 2 godzin pdzniej obserwuje sie akumulacje mRNA
wybranych genéw zawierajgcych motyw CRT/DRE w promotorach (31). Ekspresja ge-
néw DREBI nie podlega autoregulacji przez sekwencje CRT/DRE. W przeprowadzo-
nej analizie regionéw promotorowych DREB1A,B,C wykazano, ze w regionach tych
nie wystepuje sekwencja CRT, stanowigca konserwatywny rdzeri motywu DRE (58).

6. Przewodzenie sygnatu indukowanego chtodem droga zalezng
od kwasu abscysynowego

Kolejnym uniwersalnym mechanizmem odpowiedzi na abiotyczne czynniki stre-
sowe, obok podwyzszenia wewnagtrzkomoérkowego poziomu wolnych rodnikéw
i Ca*', jest przejsciowy wzrost stezenia kwasu abscysynowego. Stymuluje on odpo-
wiedz roslin na stres, dlatego nazywany jest takze hormonem stresu. Udziat ABA

Niska temperatura Dehydratacja
Zmiana temperatury Zmiana osmotyczna
Percepcja
i przekazanie
sygnatu y
- ABA - ABA + ABA
Biosynteza ABA
Transkrypcja

geny geny
DREB1/CBF DREB2

yy

Rys. 2. Indukcja ekspresji genéw droga zalezng (+ ABA) i niezalezna (- ABA) od ABA na przyktadzie
genu rd29A. Przerywane strzatki pokazuja droge indukowang niska temperaturg. Strzatki ciggte i po-
dwojne wskazuja odpowiednio drogi niezatezng i zatezng od ABA, indukowane stresem dehydratacyj-
nym; rysunek zmodyfikowany (60).
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w aklimatyzacji do zimna potwierdza obserwacja podwyzszonej tolerancji na zamar-
zanie, jakg wykazujg rosliny rosngce w normalnej temperaturze, ktére poddano
dziataniu kwasu abscysynowego (5). Przede wszystkim jednak za istotng rolg ABA
przemawia istnienie gendéw indukowanych przez chtéd, w promotorach ktérych wy-
stepujg sekwencje zwigzane z odpowiedzig na kwas abscysynowy tzw. ABRE (ABA re-
sponse elements). Sekwencje ABRE (PyACGTGGC) zidentyfikowano w promotorach ge-
noéw CORISa (59), RD29A (2) i COR6.6 (41). ABA stymuluje ekspresje genow akty-
wujac czynniki transkrypcyjne oddziatujgce z elementami ABRE (60). Scharakteryzo-
wane u A. thaliana AREB (ABA-responsive element binding protein) oraz ABFs (ABRE bin-
dingfactors) wigza sie do sekwencji ABRE w odpowiedzi na r6zne stresowe czynniki
srodowiskowe (5). W indukc;ji ekspresji genéw zaleznej od ABA biorg udziat te same
przekazniki drugiego rzedu, co w opisanej drodze niezaleznej od stymulacji hormo-
nalnej. ABA poprzez cADPR powoduje naptyw Ca™+ do cytoplazmy, co pocigga za
sobg kaskade reakcji z udziatem kinaz oraz fosfataz (5,61).

7. Mutacje zmieniajgce odpowiedZ roslin na stres chtodu

7.1. Mutacja w genie eskimo-1

U A. thaliana zidentyfikowano gen eskimol, ktérego mutacja zwiekszata u roslin
tolerancje na temperatury nizsze niz 0°C (63). Poszukujac przyczyn tej zwiekszonej
tolerancji oraz prébujgc wyjasni¢ funkcje eskimo-1 analizowano rosliny zmutowane
poréwnujac je do roslin typu dzikiego.

U mutantéw zaobserwowano trzydziestokrotny wzrost stezenia wolnej proliny
oraz cukréw rozpuszczalnych (55). Komorki mutantéw cechowat takze podwyzszo-
ny poziom ekspresji genu RAB18, ktéry jest indukowany niskg temperatura. Sugeru-
je to funkcje eskimol jako negatywnego regulatora w procesie aklimatyzacji (55).

7.2. Mutacja genu SFR6

Gen SFR6 koduje biatko, ktére prawdopodobnie wspoétdziata z czynnikami
CBF/DREBI w kontroli transkrypcji genéw. Proponuje sie, ze biatko to posredniczy
w interakcji DREBI z motywem CBF (52). U roslin z mutacjg SFR6, pomimo stresu ni-
skiej temperatury, nie dochodzi do ekspresji genéw regulowanych przez zimno:
LT138, CORISa i KINI, ktére posiadajg motyw CRT/DRE (52,64). Jednakze, mutacja
SFR6 nie zaburza transkrypcji gendw nie zawierajgcych tej sekwencji, wymagajacych
innych czynnikéw transkrypcyjnych.
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7.3. Mutacje genow HOSI i H0S2

Biatka HOSI i HOS2 sg uwazane za wazne negatywne regulatory przewodzenia
sygnalu indukowanego przez stres chtodu (65,66). Funkcje tych biatek okreslono
dzieki charakterystyce recesywnych mutantéw/l. thaliana hosl (65) i hos2 (66), kto-
re wykazuja zwiekszong ekspresje genoéw znanych jako indukowane przez niskag
temperature (RD29A, COR15A, KINI, COR47). Innymi stowy, mutacje w genach
kodujgcych negatywne regulatory HOSI lub HOS2, powodujg zwiekszong wrazli-
wos¢ roslin na stres niskiej temperatury. Zaréwno mutacja hosl jak i hos2 zmniej-
sza tolerancje roslin na zamarzanie. Na tym jednak koricza sie podobienstwa mie-
dzy mutantami. W przypadku roslin typu hosl aklimatyzacja do obnizonej tempe-
ratury sprawia, ze uzyskuja one takg samg tolerancje na zamarzanie jak rosliny nie
zmutowane. Mutacja hosl zwieksza zatem zdolnos¢ roslin do aklimatyzacji. Tym-
czasem po aklimatyzacji roslin z mutacjg hos2, ich tolerancja na zamarzanie rézni
sie jeszcze bardziej od tolerancji aklimatyzowanych roslin typu dzikiego. Mutacja
hos2, jak sie wydaje, pogarsza zdolnosci aklimatyzacyjne roslin. Charakterystyka
roslin hosl i hos2 sugeruje, ze obie mutacje wywotujg ten sam efekt zwiekszonej
ekspresji genéw indukowanych niskg temperatura, ale za posrednictwem odmien-
nych mechanizmoéw.

8. Najnowsze techniki badawcze w analizie transkryptoméw i proteomow
roslinnych w celu detekcji gendw regulowanych przez stres chitodu

Jednoczesna analiza ekspresji duzej liczby genéw jest mozliwa dzieki wykorzy-
staniu mikromacierzy (microarray) ~ szklanych ptytek, na ktérych osadza sie cDNA
z gestoscig >1000 genow/cm”. Znajdujgce sie na mikromacierzach sekwencje sg
poddawane hybrydyzacji z sondami cDNA otrzymanymi na matrycy mRNA roslin
kontrolnych oraz badanych (poddanych dziataniu stresu). Te dwa typy sond posia-
daja r6zne znaczniki fluorescencyjne, co umozliwia analize poréwnawczag ekspres;ji
genow w warunkach kontrolnych i stresowych.

Seki i wsp. wykorzystali mikromacierze do monitorowania zmian w ekspresji
1300 gendw A. thaliana nastepujacych pod wptywem stresOw suszy i chtodu (7). Ta
sama technika umozliwita takze identyfikacje genéw, ktdrych transkrypcja jest regu-
lowana przez opisany w rozdziale 3.1. czynnik DREBIla. Wykryto w ten sposéb 44
geny indukowane suszg i 19 gendw, ktorych ekspresja wzrastata pod wplywem ni-
skiej temperatury. Sposréd nich odpowiednio 30 i 10 genéw opisano po raz pierw-
szy jako stymulowane stresem. Okazato sie, ze czynnik DREBIla kontroluje ekspre-
sje 12 ze wszystkich zidentyfikowanych genow. Wiekszos¢ gendéw ulegata zwiek-
szonej ekspresji zaréwno pod wpltywem suszy jak i chtodu, ekspresja tylko dwoch
z 19 genéw indukowanych chtodem byta specyficzna wytacznie dla tego stresu. Jed-
nym z tych dwéch genéw okazat sie DREBIa (7).
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Inng strategie zastosowali Kollipara i wsp., aby zidentyfikowa¢ geny, ktorych
ekspresja zmienia sie pod wpltywem chiodu u linii kukurydzy wyr6zniajgcych sie
zwiekszong zdolnosciag do kietkowania w niskich temperaturach (8). W tym przypad-
ku autorzy postuzyli sie nie tylko zakrojong na szerokag skale analizg profili mRNA,
ale réwniez badali zmiany profili biatkowych. Profile transkrypcyjne linii kukurydzy
uzyskano za pomocg technologii GeneCalling. mRNA z analizowanych tkanek po-
stuzyt do otrzymania dwuniciowego cDNA, ktory trawiono enzymatycznie, otrzyma-
ne fragmenty amplifikowano i rozdzielono w elektroforezie kapilarnej. Zaobserwo-
wano az 336 fragmentoéw cDNA, ktore charakteryzowata przynajmniej pottorakrot-
na zmiana w ekspresji, korelujgca ze zdolnoscig nasion do kietkowania w niskich
temperaturach. Geny identyfikowano dzieki komputerowemu algorytmowi pozwa-
lajgcemu na poréwnanie wielkosci otrzymanych fragmentow z wartoSciami przewi-
dzianymi na podstawie ,wirtualnego trawienia” gendw, ktérych sekwencje zgroma-
dzono w bazach danych. W ten spos6b rozpoznano 23 geny.

Profile ekspresji biatek badano natomiast stosujac elektroforeze dwukierunko-
wa. Wykryto 117 biatek, ktérych ekspresja byla znaczgco zmieniona u tinii kukury-
dzy o podwyzszonej zdolnosci do kietkowania w warunkach chtodu. Sposrod nich
niemal potowe udato sie zidentyfikowaé po wycieciu z zelu i analizie za pomoca
spektroskopii masowej. Opisane badania pozwolity na rozpoznanie genéw, ktére
pod wzgledem funkcji petnionych przez ich produkty prezentujg bardzo szerokie
spektrum (8). Sg wsrdd nich geny kodujgce enzymy zwigzane z metabolizmem we-
glowodanow, lipidow i aminokwasow, enzymy glikolizy i glukoneogenezy, biatka
Sciany komorkowej i cytoszkieletu, biatka opiekuncze, biatka kanatéw jonowych, hi-
stony, czynniki transkrypcyjne oraz biatka zapasowe.

9. Podsumowanie

Rosliny, jako organizmy niezdolne do ruchu sa szczegélnie narazone na nieko-
rzystny wpltyw srodowiska. Badanie odpowiedzi ro$lin na stresy srodowiskowe jest
zadaniem szczegOlnie trudnym. Z jednej strony ten sam mechanizm obronny bywa
uruchamiany w odpowiedzi na r6zne czynniki stresowe, a z drugiej reakcja roslin na
stres obejmuje caly zesp6t proceséw. Dziatanie obnizonej temperatury pocigga za
sobg zaréwno zmiany fizyczne, jak i fizjologiczne w komérkach roslinnych. W na-
szej pracy skupiliSmy sie na wplywie niskiej temperatury na ekspresje genéw i zna-
czeniu tego etapu odpowiedzi dla aklimatyzacji roslin. W coraz wiekszej liczbie do-
niesien potwierdza sie, ze aklimatyzacja jest zwigzana ze wzrostem ekspres;ji jed-
nych gendéw i ze spadkiem ekspresji innych.

W wiekszosci publikacji, poswieconych temu problemowi, znajduje opis kolej-
nych genéw regulowanych przez niskg temperature. Mozna oczekiwaé, ze w naj-
blizszych latach najistotniejsze badania beda sie koncentrowaly na szczegétowym
poznaniu czynnikdw uczestniczacych w przewodzeniu tego sygnatu do jadra ko-
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Molekularne podstawy odpowiedzi roslin na niska temperature

moérkowego i stymulacji ekspresji genéw zwigzanych z aklimatyzacjg do niskiej

temperatury.
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