POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 41 2014 NR 1 (121-128)

SZLAKI BIOSYNTEZY AUKSYN

AUXIN BIOSYNTHESIS PATHWAY S

Agata KUCKO, Emilia WILMOWICZ, Kamil FRANKOWSKI,
Krzysztof PIOTROWSKI, Jacek KESY,
Katarzyna MARCINIAK, Jan KOPCEWICZ

Katedra Fizjologii Roslin i Biotechnologii,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie: Auksyny, reprezentowane gtownie przez kwas indolilo-3-octowy (IAA), sa grupa fito-
hormonéw odgrywajacych kluczowa role w regulacji licznych procesow wzrostu i rozwoju roslin.
Wyniki badan zaréwno biochemicznych, jak i genetycznych wskazuja, ze auksyny moga powsta-
waé na drodze przemian tryptofanu, badz niezaleznie od tego aminokwasu. U roslin funkcjonuja
cztery rownolegte szlaki biosyntezy IAA zalezne od tryptofanu, ktérych nazwy pochodza od zwigz-
kéw posrednich — indolilo-3-acetaldoksymu, indolilo-3-pirogrononianu, indolilo-3-acetamidu,
tryptaminy. Pomimo powszechno$ci wystepowania auksyn, identyfikacji i charakterystyki wielu
gendw oraz enzymow zaangazowanych w powstawanie tych fitohormonoéw, zaden ze szlakoéw ich
biosyntezy, jak dotad, nie zostal w pelni poznany. Do niedawna uwazano, ze geny 744 1/TAR (Tryp-
tophan Aminotransferase of Arabidopsis1/Tryptophan Aminotransferase-Related) i YUCCA s3 ele-
mentami odrebnych szlakow biosyntezy IAA, jednak wyniki ostatnio prowadzonych badan wska-
zuja, ze kodowane przez te geny biatka funkcjonuja w jednym szlaku metabolicznym. W niniejszej
pracy podsumowali$my najnowsze informacje dotyczace charakterystyki szlakow biosyntezy auk-
syn zaleznych od tryptofanu oraz usystematyzowali$my wiedz¢ na temat przebiegu tego procesu.

Stowa kluczowe: auksyny, biosynteza auksyn, kwas indolilo-3-octowy, fitohormony, TAA1/TAR,
YUCCA

Summary: Auxins, mainly represented by indole-3-acetic acid (IAA), are class of phytohormones
that play a key role in the regulation of many aspects of plant growth and development. The re-
sults of biochemical and genetic data indicate, that auxin could be synthesized from tryptophan, or
independently of this amino acid. In plants, four parallel tryptophan-dependent pathways of IAA
biosynthesis have been suggested, named from intermediates — indole-3-acetaldoxime, indole-3-py-
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ruvic acid, indole-3-acetamide, tryptamine. Despite of common presence of auxin, identification
and characterization of many genes and enzymes involved in their biosynthesis, their biosynthetic
pathways remain poorly understood. Until recently it was thought that genes 7A41/TAR (Trypto-
phan Aminotransferase of Arabidopsisl/Tryptophan Aminotransferase-Related) and YUCCA are
distinct elements of IAA biosynthetic pathway. However, the results of recent research suggests,
that proteins encoded by these genes are involved in the same metabolic pathway. In this paper, we
summarized the latest information about characteristic components of tryptophan-dependent auxin
biosynthesis and systematized knowledge of the process.

Key words: auxins, auxin biosynthesis, indole-3-acetic acid, phytohormones, TAA1/TAR, YUCCA

WSTEP

Auksyny reguluja wiele procesow wzrostu i rozwoju roslin, zardwno na po-
ziomie komoérkowym (stymulacja wzrostu wydtuzeniowego, podziaty, rdéznico-
wanie), jak ina poziomie catego organizmu (wydtuzanie korzenia, dominacja
wierzchotkowa, fototropizm, geotropizm, roznicowanie tkanki przewodzacej,
rozwdj owocow). Niemniej wazne jest zaangazowanie tych fitohormonow w po-
wstawanie odpowiedzi obronnych roslin na bodzce stresowe. Badania dotyczace
auksyn prowadzone sg w dwdch gtoéwnych nurtach badawczych. Pierwszy zwia-
zany jest z przebiegiem i regulacja biosyntezy auksyn, natomiast drugi charakte-
ryzuje poszczegodlne elementy szlaku transdukeji sygnatu, od receptora(éw) do
efektora(6w) oraz mechanizmy odpowiedzi roslin na ten hormon.

Biosynteza kwasu indolilo-3-octowego (ang. Indole-3-Acetic Acid, 1AA) za-
chodzi gléwnie w mtodych czes$ciach roslin oraz tkankach merystematycznych.
W zalezno$ci od typu organu i fazy rozwoju rosliny IAA moze by¢ syntetyzowa-
ny zaleznie badz niezaleznie od tryptofanu (Trp). Zastosowanie metod genetycz-
nych oraz biochemicznych umozliwilo zidentyfikowanie i charakterystyke wielu
genow, ktorych biatkowe produkty katalizuja przeksztatcanie Trp do TAA. Wyniki
badan eksperymentalnych wskazujg, ze funkcjonujg one gtownie we wczesnej
embriogenezie oraz podczas kietkowania nasion. Z kolei biosynteza auksyn nie-
zalezna od Trp zachodzi podczas pdznej embriogenezy i w czasie wzrostu we-
getatywnego ro$lin. Charakterystyka auksotroficznych mutantéw tryptofanowych
Zea mays i Arabidopsis thaliana wykazata, ze prekursorami [AA w szlaku nie-
zaleznym od Trp sg indol lub indolilo-3-glicerofosforan (ang. Indole-3-Glycerol
Phosphate, IPG). Zwiazki te powstaja dzigki aktywnosci syntazy tryptofanowej —
heterotetramerycznego kompleksu sktadajacego si¢ z dwoch homodimerycznych
podjednostek syntazy Trp a (TSA1) i syntazy Trp f (TSB) [4].

Z uwagi na wystepowanie kilku szlakoéw prowadzgcych do powstawania [AA,
trudne jest precyzyjne i jednoznaczne przypisanie roli kazdego z poznanych ge-
néw funkcjonujacych w regulacji tego procesu. W prezentowanej pracy podjeto
probe podsumowania najnowszych informacji dotyczacych biosyntezy IAA.
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BIOSYNTEZA AUKSYN ZALEZNA OD TRYPTOFANU

Tryptofan jest indolowym aminokwasem powstajacym w chloroplastach na dro-
dze przemian choryzmianu, a jego bezposrednim prekursorem jest IPG. Przeksztat-
cenie Trp do [AA zachodzi u roslin poprzez cztery szlaki, ktorych nazwy pochodza
od zwiagzkoéw posrednich: indolilo-3-acetaldoksymu (IAOx), indolilo-3-acetamidu
(IAM), indolilo-3-pirogrononianu (IPA) oraz tryptaminy (TAM) (ryc.1). Do nie-
dawna uwazano, ze szlaki te funkcjonuja niezaleznie, jednak wyniki najnowszych
badan, prowadzonych gtéwnie na A. thaliana wskazuja, ze geny TAA1/TAR (ang.
Tryptophan Aminotransferase of Arabidopsisl/Tryptophan Aminotransferase-Re-
lated) 1 YUC (ang. YUCCA) uznawane za elementy osobnych szlakow biosyntezy
IAA, dziataja jednak we wspolnym szlaku prowadzacym do powstania tego fito-
hormonu. Wykazano roéwniez, ze produkt genu YUC uwazany do tej pory za enzym
katalizujacy przeksztatcanie tryptaminy (TAM) do N-hydroksytryptaminy (HTAM)
w szlaku TAM nie petni przypisywanej mu funkcji [7].
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RYCINA 1. Schemat ilustrujacy szlaki biosyntezy auksyn zalezne od tryptofanu; 1 — indolilo-3-aceta-
midu (IAM), 2 — tryptaminy (TAM), 3 — indolilo-3-pirogrononianu (IPA), 4 — indolilo-3-acetaldoksy-
mu (IAOx); zwiagzki posrednie — prostokaty, enzymy — elipsy. Szczegdtowy opis w tekscie (wg [3,4],
zmodyfikowany)

FIGURE 1. Scheme illustrating the tryptophan-dependent auxin biosynthesis pathways; 1 — in-
dole-3-acetamide (IAM), 2 — tryptamine (TAM), 3 — indole-3-pyruvic acid (IPA), 4 — indole-3-ac-
etaldoxime (IAOx); intermediates — rectangles, enzymes — ellipses. A detailed description in the text
(according to [3,4], modified)
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CHARAKTERYSTYKA SZLAKU TAOX

Szlak TAOx funkcjonuje wytacznie u ro$lin z rodzaju Brassica, m.in. Arabi-
dopsis thaliana, Brassica napus 1 Sinapsis alba. Synteza IAA z Trp przez indolilo-
3-acetaldoksym (IAOx) jest ztozonym procesem metabolicznym, regulowanym
przez cytochrom P450 wykazujacy aktywno§¢ monooksygenazy. U A. thaliana
zidentyfikowano dwa zlokalizowane w chloroplastach enzymy CYP79B2 (ang.
Cytochrome P450 79/B2)1 CYP79B3 (ang. Cytochrome P450 79/B3), katalizujace
reakcje N-hydroksylacji Trp do [AOx. Mutanty cyp79b2 cyp79b3 charakteryzuja
si¢ obnizonym poziomem IAA w stosunku do roslin typu dzikiego oraz zaburzong
synteza IAOx, zwigzku zaangazowanego w powstawanie wtornych metabolitow.
Infekcja patogendw roslinnych sprawia, ze duza cz¢s$¢ puli wytworzonego IAOx
zostaje wykorzystana do syntezy alkaloidéw obronnych. Sa to najczesciej gluko-
zynolany indolowe (ang. Indole Glucosinolates, 1G), powstajace w reakcji kata-
lizowanej przez CYP83B1 lub kamaleksyna (fitoaleksyna), syntetyzowana dzigki
aktywnosci CYP71A13 i CYP71B15. Zwigzkiem posrednim mig¢dzy [AOX, a fi-
toaleksyna jest indolilo-3-acetonitryl (ang. /Indole-3-AcetoNitrile, IAN) [2].

W optymalnych dla rozwoju ros$lin warunkach IAOx przeksztalcany jest w in-
dolilo-3-acetamid (IAM) i/lub rzadziej w IAN. Obydwa zwiazki sa wykorzysty-
wane do biosyntezy IAA, w reakcji katalizowanej odpowiednio przez hydrolaze
indolilo-3-acetamidu (ang. Amidasel, AMI1) lub nitrylaze (ang. Nitrilase, NIT).
U A. thaliana zidentyfikowano cztery izoformy NIT1-4, z ktorych tylko jedna —
NIT4 nie jest bezposrednio zaangazowana w biosynteze IAA, a wylacznie w me-
chanizmy detoksykacji, polegajace na hydrolizie f-cyjanoalaniny do kwasu aspa-
raginowego oraz amoniaku. Transkrypty genow kodujacych NIT zidentyfikowano
rowniez u Brassica napus, Nicotiana tabacum i Oryza sativa [4].

Szlak TAOx zostal opisany dzigki badaniom prowadzonym na mutantach 4.
thaliana superrootl (surl) i superroot? (sur2) wykazujacych zaburzenia w pro-
dukcji enzymow odpowiedzialnych za przeksztatcanie IAOx do IG. Zablokowa-
nie syntezy 1G u sur/ i sur2, a w konsekwencji zwigkszenie puli IAOx, prowadzi
do powstania roslin o wydtuzonym hipokotylu, silnej dominacji wierzchotkowe;j,
nadmiernym wzroscie korzeni przybyszowych [5].

Pomimo wykrycia IAM rowniez u N. tabacum, O. sativa, Z. mays, dotychczas
nie zidentyfikowano u tych roslin zadnych gendéw kodujacych ortologi CYP79B2.
Dane te wskazuja, ze zwigzek ten moze powstawac¢ w alternatywnych szlakach
niezaleznych od TAOx.
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CHARAKTERYSTYKA SZLAKU IAM

Szlak biosyntezy IAA, w ktorym substratem jest IAM powstajacy bezpo-
srednio z Trp, poczatkowo uznawany byt za funkcjonujacy wytacznie u bakterii.
Jednak zidentyfikowanie hydrolaz IAM (AMI1) u N. tabacum, A. thaliana, Ly-
copersicon esculentum, Vitis vinifera, Zea mays i Oryza sativa potwierdzito wy-
stepowanie takiego szlaku rowniez u roslin.

Badania prowadzone na 4. thaliana wykazaty, ze Trp ulega przeksztatceniu do
IAA w dwustopniowej reakcji katalizowanej przez produkty genow aux! i aux?2,
kodujacych odpowiednio monooksygenaze tryptofanu oraz cytoplazmatyczny en-
zym AMI1.

Mechanizm powstawania [AM u innych gatunkow ro$lin nie zostat dotych-
czas poznany. Przypuszcza si¢, ze zwigzek ten jest syntetyzowany z fosforanu
indolilo-3-glicerolu niezaleznie od Trp lub, podobnie jak u bakterii, w reakcji
przeksztatcenia Trp do IAM. Jednak poszukiwania genéw homologicznych do
auxl z A. thaliana nie przyniosty dotad rezultatow [2].

BIOSYNTEZA IAA Z UDZIALEM ENZYMOW KODOWANYCH
PRZEZ TAAI/TAR ORAZ YUC

Dotychczas przypuszczano, ze transkrypt 744 1/TAR katalizuje przeksztalcenie
Trp do IPA, ktory dzigki aktywnos$ci dekarboksylazy IPA, a nastgpnie oksydazy al-
dehydu indolilo-3-octowego (ang. Aldehyde Oxidase, AO) miat ulega¢ konwersji
do TAAId (ang. Indole-3-acetaldehyde) i w konsekwencji do IAA. Zaktadano, ze
alternatywnym szlakiem biosyntezy IAA zaleznej od Trp jest szlak TAM, wymaga-
jacy aktywnosci monooksygenaz flawinowych kodowanych przez geny YUC. Uwa-
zano, ze Trp zostaje przeksztatcony w tryptaming (ang. Tryptamine, TAM), ktoéra
w reakcji katalizowanej przez YUC ulega hydroksylacji do N-hydroksytryptaminy
(ang. N-hydroxytryptamine, HTAM) — bezposredniego prekursora IAA.

Podzniejsze badania wykluczyly zaangazowanie YUC w przeksztatcenie TAM
do HTAM. W rozwijajacych si¢ nasionach grochu pomimo wysokiego poziomu
transkryptu PsYUC-like, poziom TAM nie zmienia si¢. Wprawdzie w korzeniach
tej rosliny nie wykryto HTAM, ale stwierdzono, Ze tryptamina moze zosta¢ prze-
ksztalcona do IAAld, a nastepnie IAA. Podobne wyniki uzyskano w badaniach pro-
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wadzonych u 4. thaliana. Mutanty yucl yuc2 yuc4 yuc6 nie akumulujg TAM, co
wskazuje, ze biatkowe produkty gendéw z tej rodziny nie biorg udziatu w prze-
ksztatceniu TAM do HTAM. Ponadto poziom IPA u tych mutantow jest wyzszy
niz uroslin typu dzikiego. Badania z zastosowaniem biatka fuzyjnego GST-Y-
UC?2 potwierdzaja mozliwo$¢ wykorzystywania [PA jako substratu dla YUC [4,7].

Najnowsze wyniki badan wskazuja jednak, ze enzymy kodowane przez geny
TAAI/TAR i YUC funkcjonujg w obrebie tego samego szlaku metabolicznego, be-
dacego zmodyfikowanym szlakiem IPA, ktory obecnie uwazany jest za podstawo-
we zrodlo IAA u A. thaliana. Zaproponowany model zaktada przeksztalcenie Trp
do IPA w reakcji katalizowanej przez TAAI, a nast¢pnie synteze IAA z IPA przy
udziale biatek YUC [6]. Funkcjonalne powiazanie genow TAAI/TAR oraz YUC
potwierdzono w badaniach z uzyciem kompetycyjnego inhibitora bialek TAA1/
TAR — L-kinureniny. W optymalnych warunkach uprawy wszystkie mutanty yuc
A. thaliana wykazywaty fenotyp charakterystyczny dla wysokiego stezenia au-
ksyn, natomiast zastosowanie L-kinureniny znosilo ten efekt.

Gen TAAI u A thaliana nalezy do rodziny TAAI oraz TARI-TAR4, a wyniki
analiz molekularnych dowodza, Ze jest on identyczny z TIR2 (ang. Transport Inhi-
bitor Response). Wykazano, ze TAA 1 koduje biatko o charakterze aminotransfera-
zy wymagajacej do swojej aktywnosci kofaktora w postaci fosforanu pirydoksalu.
Produkty biatkowe TAA1/TIR2 oraz TARI wystepuja w cytoplazmie, natomiast
transkrypty TAR2-TAR4 posiadaja peptyd tranzytowy na N-koncu skierowujacy je
do wakuoli. Mutanty z uszkodzonym genem 7AAI charakteryzuja si¢ deficytem
IPA, natomiast yuc akumuluja ten zwigzek posredni, co sugeruje, ze TAA odpo-
wiada za przeksztatcanie Trp do IPA. Dodatkowo stwierdzono, ze mutanty tir2
A. thaliana, oporne na kwas 1-N-naftyloftalamowy (NPA) — inhibitor transpor-
tu auksyn, charakteryzuja si¢ ostabionym grawitropizmem korzeni, zmniejszona
liczbg korzeni bocznych i zaburzeniami w funkcjonowaniu tkanki przewodzace;j
liscieni. Dodanie do pozywki auksyn lub IPA przywraca wlasciwy fenotyp roslin,
co wskazuje, ze biatko TIR2 jest zaangazowane w biosyntez¢ auksyn, natomiast
nie reguluje transportu tych fitohormonow [4].

U A. thaliana wystepuje 11 genéw YUC, ktérych biatkowe produkty sg od-
powiedzialne za przeksztalcenie IPA do IAA [3, 4]. Pojedyncze mutacje w ge-
nach YUC nie prowadza do zaburzen rozwojowych. Natomiast podwdjne (yucl
yuc4 1 yuc2 yuc6), potrojne (yucl yuc2 yuc6, yuc2 yuc4 yuc6) i poczworne (yucl
yuc2 yuc4 yuc6) mutanty wytwarzaja kwiaty o obnizonej lub catkowitym braku
ptodnosci oraz charakteryzujg si¢ zniesiong dominacjg wierzchotkowsg. Ortologi
genu YUC zidentyfikowano m.in. u petunii (FZY), ryzu (OsYUCAI-OsYUCCA?7),
kukurydzy (spil), grochu (PsYUC-like) i pomidora (ToFZY) [7].

Poziom endogennego IAA ijego metabolitow u mutantow yucl yuc2 yuc4
yuc6 jest wyraznie nizszy niz u ro$lin typu dzikiego, co jest kolejnym dowodem
na funkcjonowanie wspolnego szlaku dla TAA1/TAR oraz YUC. Wprowadzenie
transgenu 74A41:YUCI do ro$lin linii dzikiej powoduje niewielki wzrost pozio-
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mu wolnego IAA oraz znaczny przyrost ilo$ci koniugatow IAA: kwasu 2-oksyin-
dolilo-3-octowego (ang. 2-Oxindole-3-Acetic Acid, oxIAA), indolilo-3-acetylo
asparaginianu (ang. Indole-3-Acetyl Asp, IAAsp) i indolilo-3-acetylo glutaminia-
nu (ang. Indole-3-Acetyl Glu, IAGlu) [4].

Wyniki prowadzonych badan wykluczaja udziat YUC w regulacji pozostatych
szlakow biosyntezy [AA tj. IAM i IAOx. U poczwoérnych mutantdw yucl yuc2 yuc4
yuc6 poziom IAOx jest podobny, jak uroslin typu dzikiego. Nadekspresja YUCI
oraz mutacja w genach CYP79B2 i CYP79B3 prowadzi do powstania fenotypu cha-
rakterystycznego dla roslin z podwyzszonym poziomem auksyn, co oznacza, ze geny
CYP79B2/B3 oraz YUC funkcjonujg w odrgbnych szlakach biosyntezy IAA [4].

Zidentyfikowanie ortologow genow TAA41/TAR oraz YUC u kukurydzy (ang. Va-
nishing Tassel2, VT2, ang. Sparse Inflorescensel, SPI1), wskazuje, ze aktualny model
szlaku IPA utworzony na podstawie badan prowadzonych u A. thaliana ma uniwer-
salny charakter. Jednak w odroznieniu od A. thaliana, juz pojedyncza mutacja genu
VT2 badz SPII u kukurydzy prowadzi do obniZenia poziomu auksyn oraz wytwo-
rzenia podobnych fenotypowo roslin, charakteryzujacych si¢ zredukowang dtugoscia
pedow, mniejszg iloscig zawigzkow lisci i skroconymi kwiatostanami, natomiast po-
dwojne mutanty vt2 spil sa podobne do vz2. Wyniki powyzszych badan wskazuja, ze
geny VT2 i SPI1 uczestniczg w regulacji jednego szlaku biosyntezy IAA [4].

Auksyny moga powstawac réwniez w alternatywnym szlaku (TAM), w reak-
cji katalizowanej przez dekarboksylaze tryptofanu (ang. Tryptophan Decarbox-
vlase, TDC) oraz oksydaze¢ aldehydowg [1]. Dekarboksylazg tryptofanu zidenz
tyfikowano u wielu gatunkow roslin, m.in. Solanaceae, Rubiaceae, Cornaceae,
Apocynaceae, Oryza sativa, Triticum, Hordeum [4]. Enzymy te reguluja biosyn-
teze alkaloidow indolowych oraz serotoniny. Transgeniczne rosliny tytoniu z na-
dekspresja TDC charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem TAM.

Oksydazy aldehydowe katalizujace przeksztalcenie IAAld do IAA charakte-
ryzuja si¢ szeroka specyficzno$cig substratowg isa zaangazowane w regulacje
wielu procesoéw rozwojowych oraz odpowiedz roslin na stres. AO nalezg do pod-
rodziny cytozolowych biatek wymagajacych do swojej aktywnos$ci molibdenu
oraz dinukleotydu flawinoadeninowego (ang. Flavin Adenine Dinucleotide, FAD)
[7]. Geny kodujace AO zostaly zidentyfikowane u Arabidopsis, Pisum sativum,
Cucumis sativus i1 Zea mays. U Arabidpsis oraz P. sativum funkcjonuja po trzy
izoformy oksydaz (AO1-AO3, PsAO1-PsAO3).

PODSUMOWANIE

Roéznorodnosé procesow wzrostu i rozwoju roslin regulowanych przez au-
ksyny przyczynita si¢ do wytworzenia kilku odrebnych szlakow biosyntezy IAA
zaleznych od tryptofanu: IAOx (indolilo-3-acetaldoksymu), IPA (indolilo-3-pi-
rogrononianu), IAM (indolilo-3-acetamidu), TAM (tryptaminy). Wystepowanie
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licznych interakcji pomiedzy elementami tworzacymi poszczegdlne szlaki, utrud-
nia dokladng charakterystyke biosyntezy IAA. Znaczny postep w poznaniu re-
gulacji tego procesu przynioslty badania prowadzone z zastosowaniem mutantow
taal/tar oraz yuc A. thaliana, na podstawie ktorych wykluczono udziat TA41/TAR
i YUC w odrgbnych szlakach powstawania auksyn. Utworzono wéwczas nowy,
zmodyfikowany model, wedtug ktorego TAA1/TAR katalizuje reakcj¢ syntezy
IPA z Trp, a nastgpnie dzigki aktywnosci YUC dochodzi do powstania [AA.

Wiedza na temat biosyntezy auksyn nie jest jeszcze kompletna, jednak scha-
rakteryzowanie czterech szlakow powstawania IAA zaleznego od Trp, przybliza
nas do zrozumienia przebiegu tego procesu.
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