STRESZCZENIE

iatka ABC, do ktérych naleza transportery ABCG, tworza jedna z najliczniejszych rodzin

bialkowych, wystepujacych we wszystkich grupach systematycznych. Ich funkcja zwia-
zana jest z aktywnym transportem szeregu niepowiazanych ze soba strukturalnie i funkcjo-
nalnie zwiazkéw przez blony komérkowe. Posiadaja specyficzny domenowy typ budowy,
ktoérych ilos¢ oraz usytuowanie wzgledem siebie warunkuje ich podziat i klasyfikacje. Po-
stuluje sie, iz u roslin aktywnos$¢ biatek ABCG warunkuje ich prawidlowy wzrost i rozw6j,
odpowiedz na stres abiotyczny, odpornosé na patogeny oraz interakcje ze srodowiskiem. Po-
znanie roli jaka moga pelnié transportery ABCG w modulacji oddzialywan symbiotycznych,
szczegblnie w odniesieniu do roslin bobowatych oraz symbiozy z bakteriami wiazacymi
azot atmosferyczny, charakteryzujacej sie wysoka specyficznoscia gatunkowa, jest jednym z
interesujacych aspektow badan nad ta grupa biatek roslinnych.

BUDOWA I KLASYFIKACJA ROSLINNYCH BIAEEK ABC

Biatka ABC (ang. ATP-Binding Cassette) tworza jedna z najliczniejszych rodzin
wielogenowych, wystepujacych we wszystkich, dotychczas zbadanych, organi-
zmach zywych, zaréwno prokariotycznych jak i eukariotycznych. Szczegdlnie
bogaty rezerwuar genéw kodujacych transportery ABC stanowia genomy ro-
slinne. U Arabidopsis thaliana oraz Oryza sativa zidentyfikowano odpowiednio
130 oraz 133 geny kodujace transportery ABC. Dla poréwnania genom czlowie-
ka zawiera ich 49 [1].

Wiekszos¢ biatek ABC funkcjonuje jako transportery pierwotne (ang. primary
transporters), wykorzystujac energie pochodzaca z hydrolizy adenozyno-5’trifos-
foranu (ATP) do przemieszczania szeregu niepowiazanych ze soba strukturalnie
i funkcjonalnie molekut przez btony komérkowe [2]. Prokariotyczne biatka ABC
sg umiejscowione w btonie komérkowej. Podczas gdy u eukariotéw, zostaty zlo-
kalizowane réwniez w blonach organelli. Wigzanie i hydroliza ATP zachodzi
po stronie cytoplazmatycznej, z wyjatkiem transporteréw mitochondrialnych
i chloroplastowych, gdzie ma to miejsce po stronie macierzy mitochondrialnej
lub stromy chloroplastu. Strona, po ktérej dochodzi do hydrolizy wiazan fosfo-
ranowych nazywana jest strong cis, natomiast strona przeciwna - strong trans.
W zaleznosci od kierunku translokacji molekul, transportery ABC moga zostac
podzielone na eksportery (od cis do trans) oraz importery (od trans do cis) [3].

Cechg charakterystyczng bialek ABC jest obecnosé cytozolowej kasety wia-
zacej ATP, zwanej réwniez domena NBD (ang. Nucleotide-Binding Domain), za-
wierajacej silnie zachowawcze motywy aminokwasowe: Walker A (GXXGXG-
K(/T), Walker B (hhhhDE, h - aminokwas hydrofobowy), sygnature ABC
(LSGGQ), petle A (reszta aromatyczna), H (reszta histydyny), D (SALD) oraz Q
(ok. 8 reszt aminokwasowych z resztg glutaminowa na N-koncu) (Ryc. 1a) [3-5].
Btonowe biatka ABC posiadaja rowniez domene transblonowg TMD (ang. Trans-
membrane Domain), zbudowana z 5-6 hydrofobowych a-helis [2]. W poréwnaniu
do silnie konserwatywnych domen NBD, domeny TMD, nie wykazuja podobnej
zachowawczosci na poziomie sekwencji aminokwasowych. Ich zréznicowanie
jest jednym z czynnikéw determinujacym specyficznoséé substratowa transpor-
terow ABC [2,6,7]. Funkcjonalny transporter ABC sklada sie z czterech domen:
dwoch NBD oraz dwéch TMD (Rye. 1b). Oddziatywujace ze soba domeny NBD
sg zaangazowane w wiazanie i hydrolize ATP, zapewniajac tym samym energie
niezbedna do translokacji. Domeny TMD s3 odpowiedzialne za rozpoznanie,
wigzanie i translokacje molekul, stanowigc swoistg Sciezke ich transportu przez
dwuwarstwe lipidowa [6]. Wzajemne usytuowanie poszczegélnych domen
wzgledem siebie pozwala wyrézni¢ bialka o orientacji: (i) wprost (ang. forward)
z domena transblonowa na N-koncu biatka oraz (ii) odwrdconej (ang. reverse),
kiedy na N-konicu biatka znajduje sie domena wigzaca nukleotyd (Ryc. 1c) [2].
U prokariotéw poszczegdlne domeny kodowane sa przez odrebne geny, czesto
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie budowy biatek ABC. (a) przewidywana topologia funkcjonalnego transportera ABC o orientacji wprost; (b) schematyczne umiej-
scowienie konserwatywnych motywéw aminokwasowych w obrebie domeny NBD; (c) podzial bialek ABC ze wzgledu na liczbe oraz ulozenie wzgledem siebie domen

NBD oraz TMD.

bedace elementem wspélnego operonu. W przypadku or-
ganizméw eukariotycznych funkcjonalne biatka ABC moga
wystepowaé zaréwno w postaci: (i) pelnych transporteréw
(ang. full-size), kodowanych przez pojedynczy gen lub (ii)
polowicznych (ang. half-size), zawierajacych po jednej do-
menie NBD oraz TMD, wymagajacych homo lub heterodi-
meryzacji do osiagniecia funkcjonalnej aktywnosci (Ryc. 1c)
[6]. Wéréd transporteréw ABC wyrézni¢ mozna réwniez
rozpuszczalne biatka cytoplazmatyczne, zlozone wylacznie
z dwéch domen NBD, ktére pomimo, iz klasyfikowane sa
do rodziny transporteréw, nie posiadaja zdolnosci do trans-
lokacji molekut [5].

Obecnos¢ i usytuowanie domen transbfonowych, jak
réwniez pokrewienistwo filogenetyczne i podobieristwo
aminokwasowe transporteréw ABC warunkuje ich podziat
i klasyfikacje na podrodziny [6]. Pierwsza préobe systema-
tycznej klasyfikacji roslinnych biatek ABC podjeto dla Ara-
bidopsis thaliana, wyrdzniajac 12 podrodzin, ktérych nazwy
nawiazywaly do ludzkich lub drozdzowych ortologéw oraz
fenomenu tzw. wielorakiej opornosci (Tab. 1) [8]. Ujedno-
licony i obecnie najczeéciej stosowany system klasyfikacji
roslinnych transporteréw ABC zaklada zaadoptowanie
nazewnictwa przyjetego przez HUGO (ang. Human Geno-
me Organisation) dla ssaczych bialek ABC, przypisujac pod-
rodzinom kolejne litery alfabetu [6]. Roslinne biatka ABC
naleza do o$miu podrodzin od ABCA do ABCI [5]. Przed-
stawiciele dziewiatej podrodziny - ABCH, nie zostali ziden-
tyfikowani u roslin [6].
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ROSLINNE TRANSPORTERY ABCG

Najliczniejsza grupe roslinnych transporteréw ABC sta-
nowia biatka ABCG, z 43, 50 oraz 60 przedstawicielami zi-
dentyfikowanymi odpowiednio u Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa i Medicago truncatula [1,10]. Ekspansja transporteréw
ABCG w roélinach jest najprawdopodobniej skorelowana z
nabywaniem gatunkowo-specyficznych funkcji oraz ada-
ptacja rodlin do zmieniajacych sie warunkéw $rodowisko-
wych [10]. Podrodzina G obejmuje zar6wno potowiczne, jak
i pelne transportery ABC, o odwréconej orientacji domen.
Szczegblna grupe stanowia pelne biatka ABCG (dawniej
znane jako bialka plejotropowej opornosci - PDR, ang. Ple-
iotropic Drug Resistance), ze wzgledu na fakt, iz ich przed-
stawiciele wystepuja wytacznie u roélin, grzybéw oraz pro-
tistow [9]. Co wiecej, charakteryzuja sie wysokim, ponad
50%, stopniem podobieristwa sekwencji aminokwasowych
oraz obecnoscig powtarzalnych motywoéw, tzw. sygnatur
PDR [11].

Istnieje szereg przestanek, iz aktywnos¢ bialek ABCG
warunkuje prawidlowy wzrost i rozwdj roslin, odpowiedz
na stres abiotyczny, odpornos¢ na patogeny oraz interakcje
ze $rodowiskiem. Udziat w odmiennych procesach fizjolo-
gicznych mozliwy jest dzieki translokacji zréznicowanych
grup zwigzkéw, m.in. (i) fitohormonéw (np. kwasu abscy-
synowego oraz jasmonowego, auksyn, cytokinin), (ii) meta-
bolitéw wtérnych o charakterze obronnym (np. kumaryn,
sklareolu, prekursoréw medikarpiny), (iii) prekursoréw
kutyn, woskéw, suberyn oraz lignin, jak réwniez (iv) zwigz-
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Tabela 1. Zestawienie dwoch systeméw klasyfikacji roslinnych bialek ABC wraz z zaznaczeniem organizacji domen oraz grup systematycznych (wg. [6,9])

i Grupa
HUGO Sanchez-Fernandez Organizacja domen systemalzyczna
AOH eukariota
homologi ABC1 (rvp-NeD)2 N (o)
ABCA
ATH ,
homologi ABC2 THD-NBD "G~ eulenots
MDR
bialkd rokariota
oigauladaiaine (MD-NBD)22  NeTERCTEEC  Cariota
za zjawisko
opornosci
TAP
ABCB transportery biorgce . .D-. ;
udziat w odpowiedzi THD-NED N e ellkarot
immunologicznej
ATM
mitochondrialne TMD-NBD Na( il=cC eukariota
biatka ABC
MRP
biatka zwigzane ze .
ABCC iawiskiom opornosci  TMD-(TMD-NBD)2 N e ll=( Wll>C eukariota
wielolekowej
PMP bakterie
ABCD piaika peroksysomow TMD-NBD N@-C eukariota
RLI archea
ABCE inhibitor RNazyL NBD-NBD N“C eukariota
GCN.ZO. bakterie
ABCF  homologi biatka NBD-NBD Nali == Redcvistord
GCN20 drozdzy
WBC
homologi biatek ABC bakterie
u Drosophila, ktorych NBD-TMD N‘DC eukariota
aktywnos¢ wptywa
na kolor oczu .
ABCG rosliny
PDR vy
biatka plejotropowe NeD-TmD)2  Nelil =@ wc G0N
opornosci brunatnice
prokariota
$luzowce
P s — NBD-TMD Nafiiy{ mc szkartupnie
owady
ryby

D Negiec

YN =1 o] [ —— rosliny

NED Ne(ec
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kow sygnatowych, niezbednych w relacjach symbiotycz-
nych [9,12-16].

ROLA ROSLINNYCH TRANSPORTEROW ABCG W
MODULACJI ODDZIALYWAN SYMBIOTYCZNYCH

Niedoboér azotu jest jednym z istotnych czynnikéw limi-
tujacych wzrost i rozwéj rodlin. Pomimo, iz azot czasteczko-
wy jest gléwnym skladnikiem atmosfery, nie moze by¢ on
bezposrednio asymilowany przez rosliny [17]. Na drodze
ewolucji rosliny wyksztalcity mechanizmy, umozliwiajgce
przetrwanie w $rodowiskach o ograniczonej dostepnosci
azotu. Jednym z najlepiej poznanych mechanizméw ada-
ptacji jest symbioza roslin z bakteriami zdolnymi do tzw.
diazotrofii. Bakterie te, okreslane wspdélnym mianem rizo-
biéw, prowadza proces konwersji azotu czasteczkowego
do amonowej formy tego pierwiastka, ktéry moze by¢ da-
lej metabolizowany w komérkach roslinnych. Biologiczne
wigzanie azotu zachodzi w brodawkach - powstajacych na
korzeniach lub fodygach organach symbiotycznych [17].

Wiedza na temat roli aktywnych systeméw transportu w
modulacji oddziatywan symbiotycznych roslin bobowatych
z bakteriami wiazacymi azot jest w wysokim stopniu ogra-
niczona. Jak dotad nie zidentyfikowano zadnego roslinnego
transportera zaréwno pierwotnego jak i wtérnego, ktory
bylby zaangazowany w inicjacje oraz rozw¢j diazotrofii.
Jednakze, przeprowadzone analizy biochemiczne w mode-
lu rodlinnym jakim jest soja wykazaly, iz translokacja flawo-
noidéw, petnigcych role chemoatraktantéw bakterii sym-
biotycznych moze by¢ zalezna od blonowych biatek ABC.
Wykorzystujac pecherzyki blonowe, wyizolowane z korze-
ni soi, udowodniono, iz eksport genisteiny oraz daidzeiny
jest zalezny od ATP. Co wiecej, zastosowanie inhibitoréw
specyficznych dla podrodziny bialek ABCG, sugeruje, iz jej
przedstawiciele moga bra¢ udziat w poczatkowych etapach
nawiazywania symbiozy [18,19].

Biorac pod uwage fakt, iz powstanie brodawek korzenio-
wych, jak réwniez zachodzaca w nich redukcja azotu cza-
steczkowego, stanowia kosztowne energetycznie procesy,
liczba formowanych organéw symbiotycznych jest Sciéle
kontrolowana [20]. Co wiecej, proces morfogenezy brodaw-
ki jest powiazany z kondycja rosliny i jej odpowiedzia na
zmienne warunki srodowiskowe takie jak susza. Jednym z
kluczowych fitohormonéw, bioracych udziat w odpowiedzi
roéliny na niedobér wody jest kwas abscysynowy (ABA)
[21]. Bierze on udzial m.in. w zamykaniu aparatéw szpar-
kowych, prowadzac tym samym do ograniczenia transpi-
racji, jak réwniez wplywa na zmiane architektury korzeni
[21,22]. Jednoczesdnie, u roslin bobowatych, kwas abscysy-
nowy, stanowi negatywny regulator procesu infekcji korze-
ni przez mikrosymbionta oraz formowania zawigzka bro-
dawki korzeniowej [23]. W regulacji proceséw reorganizacji
architektury korzenia (powstawanie korzeni bocznych/
hamowanie morfogenezy brodawek), w warunkach nie-
doboru wody, bierze udzial przedstawiciel potowicznych
transporteréw ABCG, biatko MtABCG20 [12]. Wykazano, iz
ekspresja genu go kodujacego jest indukowana pod wply-
wem egzogennej aplikacji ABA oraz symulujacego stres
suszy glikolu polietylenowego (PEG). Analiza aktywnosci
promotora genu MtABCG20 ujawnila, iz jest on ekspry-

242

mowany gléwnie w obrebie wigzki przewodzacej korzeni,
miejscu biosyntezy kwasu abscysynowego. Co wiecej, udo-
wodniono, iz MtABCG20 jest biatkiem btony komoérkowej,
w ktorej tworzy homodimery i aktywnie uczestniczy w eks-
porcie ABA. W warunkach niedoboru wody, fenotypowym
przejawem braku transportera MtABCG20 jest zmniejszenie
liczby powstajacych korzeni bocznych przy jednoczesnym
zwigkszeniu liczby brodawek [12].

W przeciwienstwie do ukladéw diazotroficznych, w
przypadku symbiozy roélin z grzybami mikorytycznymi
aktywnosc¢ biatek ABCG w tym procesie zostala lepiej po-
znana. Zidentyfikowano kilku przedstawicieli transporte-
réw ABC biorgcych w niej udzial. Ponadto, okreslono mole-
kuly potencjalnie transportowane przez te biatka [14,15,24].
Arbuskularna mikoryza stanowi najbardziej powszechny
typ endosymbiozy, zachodzacej pomiedzy korzeniami 80%
roslin ladowych a grzybami z gromady Glomeromycota. W
zamian za dostep do zwiazkéw organicznych, wytwarza-
nych w procesie fotosyntezy, rosliny zaopatrywane sa przez
strzepki grzyba w zwiazki mineralne, gtéwnie azot i fosfor
oraz wode [25].

W nawigzaniu relacji symbiotycznych pomiedzy rosli-
na a grzybem mikorytycznym bierze udzial pelne biatko
ABCG. Transporter PDR1 z petunii (Petunia hybrida, P. axil-
laris) zostal opisany jako eksporter strigolaktonu, fitohor-
monu odpowiedzialnego za stymulacje rozgaleziania strze-
pek grzybowych oraz inhibicje rozwoju pedéw bocznych
[26,27]. Pokazano, iz pod wplywem egzogennej aplikacji
syntetycznego strigolaktonu oraz w warunkach niedoboru
fosforu, w ktérych strigolakton uwalniany jest do ryzosfe-
ry, dochodzi do indukgji ekspresji genu PhPDRI1. Analiza
aktywnosci jego promotora wykazala, iz ulega on ekspresji
w komorkach hypodermy (warstwy, lezacej bezposrednio
pod ryzoderma) korzenia, kolonizowanego przez grzyby
mikorytyczne oraz wiazkach przewodzacych pedu. Wzér
ekspresji genu PhPDRI ma szczegblne znaczenie, biorac
pod uwage fakt, iz eksport strigolaktonu do ryzosfery za-
chodzi przez komérki przepustowe (ang. hypodermal passage
cells), znajdujace si¢ w zsuberynizowanej hypodermie. Dys-
funkcja transportera PhPDR1 skutkowala ograniczonym
rozwojem mikoryzy oraz zwiekszonym rozgatezieniem
czesci nadziemnych. Dodatkowo, jego nadekspresja pro-
wadzita do zwiekszonej tolerancji Arabidopsis thaliana na
wysokie stezenie syntetycznego strigolaktonu, tlumaczonej
wydajniejszym jego uwalnianiem z korzeni [26].

Ostatnie badania prowadzone na modelu jakim jest M.
truncatula pozwolily na identyfikacje bliskiego homologa
biatka PhPDR1, korzeniowo-specyficznego transportera
MtABCG59 [14]. Podobnie jak w przypadku homologa z
petunii, mRNA genu MtABCG59 jest akumulowany pod
wplywem syntetycznego strigolaktonu oraz niedoboru fos-
foru [14,26]. Aktywnos¢ promotora analizowanego genu
zostala zaobserwowana w komoérkach kory pierwotnej
korzenia, jego wierzcholku oraz w strefie merystematycz-
nej brodawki. Jak przewidywano, dysrupcja transportera
MtABCG59 skutkowala obnizonym poziomem kolonizacji
korzeni przez grzyba mikorytycznego, co moze sugerowaé
zahamowanie eksportu strigolaktonu w przypadku braku
jego potencjalnego transportera. Potwierdzeniem uzyska-
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nego wyniku jest obserwacja, iz eksudaty korzeniowe ro-
§lin z mutacja w obrebie genu MtABCG59 charakteryzuja
zmniejszonym, w poréwnaniu do roslin typu dzikiego,
efektem stymulujacym kietkowanie nasion zarazy galezistej
(Phelipanche ramosa L.). Wiadomo bowiem, iz warunkiem
niezbednym do kielkowania nasion wspominanej rosliny
pasozytniczej jest wydzielanie strigolaktonéw przez ko-
rzenie rosliny zywicielskiej [28]. Uzyskane wyniki, pozwa-
lajace na identyfikacje nowego transportera strigolaktonu,
sq szczegoblnie interesujace ze wzgledu na fakt, iz w przeci-
wienstwie do petunii, nalezacej do rodziny psiankowatych
(Solanaceae Juss.), M. truncatula, podobnie jak wiekszos¢ ro-
slin bobowatych, nie posiada zsuberynizowanej hypoder-
my oraz zlokalizowanych w jej obrebie komérek przepusto-
wych [14].

Dwa potowiczne transportery ABCG odgrywaja wazna
role na pézniejszych etapach symbiozy. Biatka STR1 oraz
STR2 zostaly scharakteryzowane jako niezbedne podczas
formowania tzw. arbuskul u Medicago truncatula oraz Ory-
za sativa [29,30]. Arbuskule stanowia drzewiasto (ang. tre-
elike) rozgatezione struktury strzepek (fac. hyphae) grzyb-
ni, wnikajacej do wewnetrznych komoérek kory korzenia.
Wspomniane struktury otoczone sa blong pochodzenia ro-
slinnego, tj. blona peri-arbuskularna, przez ktéra nastepuje
wymiana sktadnikéw odzywczych i molekut sygnatowych
pomiedzy partnerami symbiotycznymi. Biatka STR1 oraz
STR2 sa blisko spokrewnione z eksporterami lipidowych
prekursoréw kutyn oraz suberyn. Postuluje sig, iz rola zlo-
kalizowanych w blonie peri-arbuskularnej potowicznych
biatlek ABCG moze polega¢ na sekrecji lipidéw (np. 2-mo-
noacylogliceroli), reprezentujacych Zrédto skladnikéw od-
zywczych dla grzyba mikorytycznego [24].

PODSUMOWANIE

W obliczu stale rosnacego zapotrzebowania na zywnosc,
jednym z gléwnych wyzwan jest zwiekszenie produkcji
rolnej, przy jednoczesnym zredukowaniu negatywnego
wplywu sztucznego nawozenia na srodowisko naturalne.
Dokladne poznanie molekularnych mechanizméw umoz-
liwiajacych roslinom efektywna adaptacje do warunkéw
srodowiskowych, w tym niedoboru skladnikéw pokar-
mowych, jest warunkiem niezbednym do ulepszenia cech
uzytkowych roélin. Okreslenie roli jaka pelnia aktywne
systemy transportu w oddzialywaniach symbiotycznych z
bakteriami wiazacymi azot atmosferyczny oraz grzybami
mikorytycznymi, moze przyczyni¢ sie do wskazania ge-
néw, o potencjalnie innowacyjnym zastosowaniu. Jednakze
glownym przestaniem ptynacym z badan podstawowych
jest to, iz wiele mechanizméw transportu, wplywajacych na
nawigzywanie oraz efektywnos¢ symbiozy, wcigz czeka na
odkrycie. Ich zrozumienie bedzie gléwnym wyzwaniem w
nadchodzacych latach.
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ABSTRACT

ABC proteins, which include ABCG transporters, form one of the largest and most evolutionarily conserved protein families found in all
systematic groups. Their function is associated with the active transport of several structurally and functionally unrelated compounds across
cell membranes. All members of this protein family have a characteristic domain organization, which quantity and orientation determine
their division and classification into subfamilies. ABCGs are recognized as being crucial for plant development as well as interactions with
the environment. However, researchers have only just begun to discover the role of ABCG transporters as important modulators of symbioses.
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