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BIOSYNTEZY CHLOROFILU

TO BE GREEN, BUT NOT WITH ENVY — REGULATION
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Streszczenie: Mechanizmy regulacji biosyntezy chlorofilu w roslinach od lat fascynuja badaczy, jed-
nak ich pelne zrozumienie wcigz pozostaje odleglym celem badawczym. Tym niemniej regulacja
intensywnos$ci biosyntezy chlorofilu jest jednym ze sposoboéw optymalizacji fotosyntezy, procesu
ktory bezposrednio zalezy od warunkéw srodowiska. Dlatego rosliny wyksztatcity rozmaite mech-
anizmy percepcji i interpretacji bodzcéw $rodowiskowych, co pozwala im na precyzyjne dosto-
sowanie stanu fizjologicznego wzglgdem aktualnych warunkow. Wazna role odgrywaja zwlaszcza
sygnaty $wietlne, odbierane za pomocg rozbudowanego systemu komorkowych fotoreceptorow
(zwtaszcza fitochromow i kryptochromow), ktore oddziatywaja na aktywno$¢ licznych regulatorow
transkrypcyjnych, m.in. biatek HY 5, czy PIF. Moga one hamowac albo aktywowac¢ syntezg chlorofi-
lu. W wielu przypadkach ich wplyw jest jednak bardziej subtelny, gdyz reguluja selektywnie pewne
etapy biosyntezy, nasilajac powstawanie konkretnego produktu posredniego. Integracj¢ sygnalow
na poziomie catego organizmu zapewniaja natomiast hormony roslinne, przede wszystkim auks-
yny i cytokininy. Znakomitym przyktadem wspotdziatania szlakow sygnatowych jest zielenienie
siewek roslin okrytonasiennych, rozwijajacych si¢ poczatkowo w ciemnosci. Brak swiatta prowadzi
do zablokowania syntezy chlorofilu, ale juz krotki btysk $wiatta pozwala na szybkie wznowienie
produkcji zielonego barwnika poprzez zmiang aktywno$ci molekularnych przetacznikow, takich jak
biatko COP1, kontrolujacych cate zespoly gendw sterujacych réznymi programami rozwojowymi.
Niniejszy artykut krotko podsumowuje dotychczasowy stan wiedzy na temat molekularnych mecha-
nizmow zaangazowanych w regulacj¢ procesu biosyntezy chlorofilu w roslinach okrytonasiennych.

Stowa kluczowe: biosynteza chlorofilu, fitohormony, fotoreceptory, $wiatto, ekspresja genow, HYS,
COP1

Summary: The regulation of chlorophyll biosynthesis in plants fascinated researchers for years, but
still the full understanding of that processes remains a distant goal. In plants, the chlorophyll content
must be adequate to actual requirements of photosynthetic activity. Therefore, plants have devel-
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oped sophisticated mechanisms of perception and interpretation of environmental stimuli, which
allow to fine-tune the rate of chlorophyll biosynthesis in accordance with current environmental
conditions. Light plays an important role in that regulation, affecting the activity of a number of
transcription factors (like HY'S or PIF) through a complex system of cellular photoreceptors (partic-
ularly phytohromes and cryptochromes). In consequence, the genes encoding enzymes involved in
chlorophyll biosynthesis can be globally up- or downregulated. Additionally, plant hormones ensure
the integration of environmental signals at the level of the whole organism. Auxins and cytokinins
play a central role in that regulation. An excellent example of the cooperation between light- and
hormone-dependent signaling pathways can be observed during de-ctiolation (a switch to photoaut-
otrophy) of angiosperm seedlings. In darkness, chlorophyll biosynthesis is blocked, but even a flash
of light, through the activation of molecular switchers such as COP1 protein, restores the capacity
for production of the pigment in emerging plants. This article briefly summarizes the current state of
knowledge about the molecular mechanisms involved in the regulation of chlorophyll biosynthesis
in angiosperms.

Keywords: chlorophyll biosynthesis, light, phytohormones, photoreceptors, gene expression, HYS,
Corl

WSTEP

Chociaz chlorofil jest najbardziej powszechnym barwnikiem na Ziemi, a szlak
jego biosyntezy w roslinach zostat, w wyniku wieloletnich badan, stosunkowo
dobrze poznany [90], to procesy regulujace powstawanie i akumulacj¢ chlorofilu
na poziomie komérkowym wcigz skrywaja wiele tajemnic. Chlorofil — barwnik
niezbedny w procesie fotosyntezy — jest energetycznie kosztowny do wytworze-
nia (co najmniej 5 czasteczek ATP oraz 3 NADPH na 1 czasteczke barwnika) [90].
jednoczes$nie, ta niezwykta chemiczna ,,antena” moze by¢ takze niebezpieczna,
poniewaz czgsteczki chlorofilu akumulowane w nadmiarze i/lub znajdujace si¢
w niewlasciwym otoczeniu biatkowym moga przekazywac energi¢ wzbudzen
molekutom ze swojego bezposredniego otoczenia. Prowadzi to w konsekwencji
do wytworzenia reaktywnych form tlenu (RFT), zdolnych uszkadza¢ struktury
komorkowe oraz zaburza¢ procesy metaboliczne. W skrajnych przypadkach moze
to skutkowaé nawet $miercig organizmu [18, 90]. Zatem dla zapewnienia wtasci-
wej rownowagi, w roslinie musi istnie¢ szereg mechanizméw dostosowujacych
aktywnos$¢ szlaku biosyntezy chlorofilu do aktualnych potrzeb organizmu. Do-
stepne dane wskazuja, ze biosynteza chlorofilu moze by¢ kontrolowana zaréwno
przez czynniki srodowiskowe oraz czynniki wewnetrzne organizmu roslinnego,
za posrednictwem szeregu biatek regulatorowych [35]. Niniejszy artykut, bazujac
gltownie na wynikach badan przeprowadzonych na Arabidopsis thaliana — mode-
lowej roslinie okrytonasiennej, krétko podsumowuje dotychczasowy stan wiedzy
na temat roli $wiatla i fitohormonoéw w regulacji procesu biosyntezy chlorofilu.
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SKOMPLIKOWANE NARODZINY - BIOSYNTEZA CHLOROFILU

Substratem do syntezy chlorofilu jest glutamylo-tRNA, powstajacy z kwasu glu-
taminowego w reakcji katalizowanej przez reduktaze glutamylo-tRNA. W Arabi-
dopsis wystepuje kilka izoform tego enzymu, z ktorych najwazniejszym jest biatko
kodowane przez gen HEMA 1. Pozniejsza rearanzacja grup funkcyjnych przy udzia-
le aminotransferazy glutamylo-1-semialdehydowej prowadzi do powstania kwasu
S-aminolewulinowego (ALA). Dwie czasteczki ALA ulegajg nastepnie kondensacji
do porfobilinogenu, zawierajacego heterocykliczny pier§cien pirolowy. Potaczenie
czterech takich czasteczek prowadzi do otrzymania struktury tetrapirolowej, cha-
rakterystycznej dla wszystkich zwigzkéw porfirynowych. Poszczegoélne pierscienie
pirolowe oznaczane sg literami od A do D, zgodnie z numeracja atoméw wegla. Prze-
tomowym etapem biosyntezy jest jednak dopiero powstanie protoporfiryny IX, co po-
zwala na wprowadzenie jonu metalu do pierscienia tetrapirolowego. Jezeli bedzie to
Fe?* powstanie hem, wprowadzany przy udziale ferrochelatazy. Natomiast dziatanie
Mg-chelatazy doprowadzi do wprowadzenia jonu magnezu (I1I), co umozliwia osta-
tecznie powstanie protochlorofilidu, ktéry moze by¢ nastepnie przeksztatcony w chlo-
rofilid a. W przypadku sinic, roslin nizszych i nagonasiennych za powstanie chloro-
filidu odpowiedzialna jest oksydoreduktaza NADPH: protochlorofilid, dziatajaca
niezaleznie od $wiatta [90]. Natomiast u okrytonasiennych wystepuje znacznie r6znig-
ca si¢ budows, $wiatto-zalezna oksydoreduktaza, ktéra wykorzystuje energie §wietlng
pochtonigty przez swoj whasny substrat — protochlorofilid do przeprowadzenia reduk-
cji wigzania pomigdzy 17 i 18 atomem wegla w pierscieniu D protochlorofilidu i tym
samym powstania chlorofilidu [90, 57]. W Arabidopsis thaliana zidentyfikowano trzy
izoformy tego enzymu (LPOR A—C) [4, 53, 57, 72, 77]. Ostatecznie chlorofilid a ule-
ga estryfikacji fitolem, czego rezultatem jest powstanie niebieskozielonego chlorofilu
a [53, 76]. Czgs¢ powstalej puli barwnika moze stac si¢ substratem w reakcji katalizot
wanej przez oksygenazg chlorofilidu a, ktora utlenia grupe metylowa w pierscieniu B
chlorofilidu a. Powstata grupa formylowa znaczaco zmienia wtasciwosci absorpcyjne
powstatego produktu — chlorofilidu 4. Dlatego powstaty po etryfikacji chlorofil b wy-
kazuje barwe z6ttozielong [90].

ROLA SWIATEA W REGULACJI AKUMULACJI CHLOROFILU

Stosunkowo wczesnie zaobserwowano, iz wysokie natezenie $wiatta redukuje za-
warto$¢ chlorofilu w roslinach, natomiast niskie natezenie podwyzsza zawartos¢ tego
barwnika. Wazng role w tej regulacji odgrywa takze sktad spektralny, utozsamiany
z barwa $wiatla. Swiatlo niebieskie przyczynia si¢ do obnizenia wzglednej zawartosci
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chlorofilu w komérkach, czerwone wykazuje efekt przeciwny [23]. Percepcja Swiatla
moze zachodzi¢ w obrebie powierzchni catej rosliny i jest mozliwa dzigki obecno-
sci fotoreceptorow. Sg to wyspecjalizowane biatka, zawierajace chromofor — grupe
barwnikowg odpowiedzialng za pochlanianie promieniowania o okreslonej dlugosci
fali. Posrod zidentyfikowanych dotychczas fotoreceptoréw wyréznia si¢ kryptochro-
my (wrazliwe na niebieskie i UVA), fitochromy (wrazliwe na $wiatlo dugofalowe:
czerwone 1itzw. dalekg czerwien) oraz fototropiny (percepcja $§wiatla niebieskiego
1 UVA). Dodatkowo w roslinach wystepuje odkryty niedawno receptor promienio-
wania UVB — UVRS8 (UVB resistance 8) [15, 22, 33, 87]. Sposrod 5 fitochromow
zidentyfikowanych w Arabidopsis thaliana (PHYA — PHYE) [83], stosunkowo najle-
piej zbadane sa PHYA i PHYB. PHYB ulega aktywacji w $wietle czerwonym, jednak
naswietlanie dalekg czerwienig prowadzi do jego inaktywacji. Totez mozliwe jest od-
wrocenie poczatkowej stymulacji, jesli puls dalekiej czerwieni jest dostarczony szyb-
ciej niz czas potrzebny do wywotania pelnej odpowiedzi zaleznej od PHYB. W wa-
runkach fizjologicznych $wiatlo czerwone i daleka czerwien oddziatywaja na pule
PHYB rownoczesnie, a o nasileniu danego typu odpowiedzi organizmu ro$linnego
decyduje wzajemny stosunek obu sktadowych §wiatta. Natomiast odpowiedz zalez-
na od PHYA jest wywotywana jedynie przez dalekg czerwien, a fotoreceptor ulega
degradacji stosunkowo szybko po aktywacji. Znamiennym efektem ptynnej regulacji
procesow przy udziale fitochromdéw moze by¢ m.in. wysokie zréznicowanie stosunku
chlorofilu a/b w obrebie jednej rosliny [23]. Znaczenie poszczegdlnych receptorow
uwidacznia si¢ miedzy innymi podczas obserwacji zielenienia korzeni pod wpltywem
$wiatta. Swiatto niebieskie wywohuje w tym przypadku wielokrotnie silniejsza aku-
mulacje chlorofilu, niz czerwone. Efekt ten jest zalezny od kryptochroméw, w szcze-
gblnosci CRY 1. Jednakze brak najwazniejszych receptorow $§wiatta dtugofalowego —
PHYA i PHYB uniemozliwia zielenienie korzeni pod wptywem $wiatlta niebieskiego,
co $wiadczy o pewnym stopniu wspotdziatania $ciezek sygnatowych regulowanych
zaro6wno $wiattem niebieskim jak i czerwonym [96]. Skfad spektralny $wiatla wpty-
wa takze na zawartos¢ poszczegolnych typow chlorofili wystepujacych w roslinach,
tj. chlorofilu « i chlorofilu 5. W tym przypadku dziatanie fotoreceptoréw jest jednak
wzajemnie przeciwstawne. Niebieskie swiatto powoduje podwyzszenie stosunku
chlorofilu a/b, natomiast czerwone przyczynia si¢ do obnizenia jego wartosci na sku-
tek zwickszonej produkcji chlorofilu b [23].

MROCZNE OBLICZE ROSLIN — ROLA SWIATEA
W DEETIOLACJI

Jednym z najbardziej niezwyklych zjawisk w §wiecie ro$lin jest deetiolacja — pro-
ces fizjologicznych i metabolicznych przemian prowadzacych od heterotroficznosci
do samozywnosci, zachodzaca wyltacznie u okrytonasiennych [27]. Zwykle obserwu-
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je si¢ to zjawisko w mtodych siewkach, rozwijajacych si¢ w ciemnosci z zagrzeba-
nych w ziemi nasion. Wykazuja one szereg charakterystycznych adaptacji umozliwia-
jacych tatwiejsza penetracje gleby — m.in. szybki wzrost hypokotyla (embrionalnej
fodygi) czy skulone, tzw. ,,zamknigte” liScienie, oraz wygigcie szczytowego fragmen-
tutodygi w ,,haczyk”, chronigcy liscienie przed uszkodzeniem. t.aczne wystepowanie
tych cech okresla si¢ jako stan etiolacji. Przebicie si¢ na powierzchni¢ ziemi to najbar-
dziej krytyczny moment w zyciu rosliny, gdyz wymaga zapewnienia warunkow dla
sprawnego rozpoczecia fotosyntezy. W roslinach okrytonasiennych synteza chlorofilu
W ciemnosci jest zatrzymana na etapie protochlorofilidu. Ta przeszkoda jest wyni-
kiem specyficznej, zaleznej od $wiatta aktywnosci LPOR. Zgromadzony w ciemnosci
protochlorofilid moze by¢ jednak potencjalnie niebezpieczny, ze wzgledu na mozli-
wos¢ powstawania RFT podczas ekspozycji na swiatlo. Pewnym zabezpieczeniem
jest zwigzanie jak najwigkszej puli Pchlidu z LPOR, co zapewnia szybka konwersje
barwnika i ogranicza ryzyko powstania RFT. Dodatkowo rosliny okrytonasienne wy-
tworzyly szereg mechanizméw chronigcych je przed nadmierng akumulacja Pchli-
du. Wzrost stezenia Pchlidu aktywuje biatko FLU (ang. FLUorescent in blue light)
w Arabidopsis thaliana [56], (TIGRINA w Hordeum vulgare [25, 48]), ktore zwrot-
nie hamuje aktywnos¢ reduktazy glutamylo-tRNA, tym samym zatrzymujac pierwszy
etap biosyntezy chlorofilu [67]. Siewki mutanta pozbawionego tego biatka akumuluja
w ciemnosci nawet do szesnastu razy wigcej protochlorofilidu w poréwnaniu z siew-
kami typu dzikiego, a po oswietleniu bialym §wiattem szybko blakng i zamierajg [56].
Niezaleznie od biatka FLU aktywnos$¢ reduktazy glutamylo-tRNA moze by¢ hamo-
wana rowniez przez podwyzszone stezenie hemu w komorce [64]. Wyzsza zawarto$¢
Pchlidu obserwuje si¢ takze w rozwijajacych si¢ w ciemnosci siewkach mutanta cop/
(ang. COnstitutive Photomorphogenesis 1), charakteryzujacego si¢ brakiem zdolno-
sci do etiolacji przy braku $wiatta. Co wigcej, produkcja biatek LPORA i LPORB
jest w ciemnosci silnie zahamowana w mutantach copl [46]. COP1 jest ligaza E3,
zaangazowang w ubikwitynylacj¢ biatek przeznaczonych do degradacji przy udzia-
le proteasomu 26S. W ciemnosci homodimery COP1 gromadza si¢ na terenie jadra
komorkowego (prawdopodobnie wchodzac w sktad plamek jadrowych) [110], gdzie
ulegajg aktywacji przy udziale biatek SPA1-SPA4 (ang. Supressor of PHYA) [73].
W sktad powstatego kompleksu wchodza takze dimery fotoreceptorow CRY [73,
98]. COP1 selektywnie rozpoznaje i znakuje czynniki transkrypcyjne zaangazowane
w kontrolowanie rozwoju w obecno$ci $wiatla, a takze szereg innych regulatorow,
w tym np. PHYA, przyczyniajac si¢ do redukcji jego zawartosci w komorkach [78].

Swiatlo niebieskie, za posrednictwem kryptochroméw, hamuje aktywno$é COP1,
indukujac oddysocjowanie zwigzanych z COP1 bialek SPA, co skutkuje utratg ak-
tywnosci ligazy przez COP1. Dodatkowo, $wiatto czerwone stymuluje zalezny od
fitochromow eksport COP1 z jadra do cytoplazmy [8, 60], jednak ten proces trwa juz
znacznie dtuzej, nawet do kilkunastu godzin [5]. Natomiast aktywacja PHYA dezaka
tywuje COP1 przy udziale biatka FIN219 [29].



186 P. JEDYNAK, P. MALEC

Najwazniejszym poznanym dotychczas substratem ligazy COP1 jest czynnik
transkrypcyjny HYS (ang. elongated HYpocotyl 5) [27], uruchamia on bowiem
ekspresje genow kolejnych czynnikow transkrypcyjnych, w tym takze LZF1 (ang.
Light-regulated Zinc Finger 1). Zarowno LZF1 jak i HY 5 wydajg si¢ uczestniczy¢
w regulacji syntezy chlorofilu, poniewaz brak tych biatek prowadzi do znaczacego
spadku zawarto$ci chlorofilu w kilkutygodniowych mutantach. Natomiast nadeks-
presja LZF'1 znaczaco podwyzsza catkowitg zawarto$¢ chlorofilu w roslinie. Co cie-
kawe, podwyzszona ekspresja genu LZF [ w mutancie 4y nie jest wystarczajaca do
catkowitego przywrdcenia zawartosci chlorofilu do normalnego poziomu w dojrza-
tych roslinach, sugerujac nadrzgdna role HYS w biosyntezie chlorofilu [11]. Wydaje
si¢ to zrozumiate, biorac pod uwage pozniejsze odkrycia, Swiadczace, iz HYS na
réznych etapach rozwoju moze regulowa¢ ekspresje okoto 10 genéw zwigzanych
z biosynteza chlorofilu, w tym miedzy innymi CHLH, czy PORC [47]. Dodatkowo
HY5 bezposrednio aktywuje ekspresje genéw bialek wiazacych chlorofil, co umoz-
liwia sktadanie kompleksow aparatu fotosyntetycznego [47, 62].

Podczas deetiolacji nastepuje takze zalezna od fitochromow aktywacja biatka
NPDKZ2, ktore z kolei przyczynia si¢ do uruchomienia transkrypcji genu HEMA1
[54, 108]. Biosynteze chlorofilu cechuje specyficzny sposob podwojnej regulacji.
Nie wystarczy bowiem jedynie aktywowac czynniki konieczne do jej rozpoczgcia.
Konieczne jest takze wytaczenie wszelkich regulatorow, ktorych zadaniem jest po-
wstrzymywanie produkcji chlorofilu w ciemnoéci. Swiatto czerwone i daleka czer-
wien inicjujg niezalezng od COP1, proteasomalng degradacj¢ czynnikoéw transkryp-
cyjnych typu PIF1 i PIF3, ktorych dziatanie polega m.in. na obnizaniu ekspresji
genu HEMA1 [85], blokujacych zatem pierwszy i najwazniejszy etap biosyntezy.
Umozliwia to szybkie przelaczenie produkcji reduktazy glutamylo-tRNA ze sta-
nu inaktywacji w ciemnosci do petnej aktywnosci w obecnosci §wiatta, a zatem
wznowienie biosyntezy chlorofilu. Jednak sama aktywacja genéw nie wystarczy do
uruchomienia produkcji chlorofilu. Konieczna jest wydajna produkcja enzymow,
jednakze w ciemnosci translacja biatek jest silnie zahamowana. Swiatlo czerwone
znaczgco podnosi intensywnos¢ biosyntezy biatek. Jednak mechanizmy regulacji
tych procesow sg stabo zbadane. Dotychczas wykazano role zaledwie jednego czyn-
nika — biatka BPG2, wiazacego si¢ z rRNA w plastydach. Ekspresja genu BPG2
jest zalezna od fitochromow i ulega podwyzszeniu w obecno$ci $wiatta czerwone-
g0, a efekt ten moze by¢ odwrdocony przez daleka czerwien. Co wigcej, w mutancie
bpg2-2 zawarto$¢ chlorofilu jest silnie obnizona, czego rezultatem sa charaktery-
styczne zo6ttozielone liscie [39].

Zachodzaca w procesie deetiolacji aktywacja PHYA hamuje aktywnos$¢ biatek
FHY1 1 FHY3 (ang. Far-red elongated HYpocotyl) [6]. W obecnosci §wiatta FHY 1
ulega proteasomalnej degradacji. Do akumulacji biatek FHY'1 i FHY3 w ciemnosci
jest jednak konieczna obecno$¢ COP1 [80]. Co wigcej, promotor genu COPI za-
wiera kasete FBS, stanowigca miejsce wigzania biatek FHY 1/FHY3. Dotychczas
wykazano, ze do zaleznego od FHY1/FHY3 wzrostu ekspresji COPI dochodzi
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w etiolowanych siewkach poddanych dziataniu promieniowania UVB [30]. Waz-
ng rolg czynnikow FHY 1/FHY3 jest takze ochrona zakumulowanego w ciemnosci
PHYA przed zalezng od COP1 degradacja w obecnosci dalekiej czerwieni. COP1
wykazuje powinowactwo do nieufosforylowanej puli PHYA, z ktora preferencyjnie
wigzg si¢ czynniki FHY 1/FHY3. Powstaly kompleks charakteryzuje si¢ znacznie
wyzszg stabilnoscig w obecnosci COP1 [74]. Ponadto FHY3 oraz homologiczny
czynnik FAR1 (ang. FAR-red impaired response) aktywuja ekspresj¢ genu HEMBI,
kodujacego dehydrataze 5-ALA, a mutanty pozbawione tych czynnikow wyka-
zuja obnizong akumulacj¢ protochlorofilidu w etiolowanych siewkach i znacznie
lepiej niz dziki typ przezywaja zielenienie. Aktywnos¢ FHY3 jest bezposrednio
hamowana przez wigzanie z PIF3 [91]. WyzZsza przezywalnos¢ wykazuja takze zie-
leniejace siewki mutanta fhyl [13]. Ponadto mutanty fhy!l i fhy3 wykazuja w po-
rownaniu z dzikim typem bardzo silne obnizang ekspresje genu HEMAI podczas
zielenienia w $wietle czerwonym. Co interesujace, podobny efekt obserwuje sig
takze w siewkach mutanta phy4 naswietlanych $wiatlem niebieskim. Sugeruje to
powigzanie szlakow regulowanych przez PHYA i kryptochromy [54]. Biatka FHY 1
i FHY3 uruchamiaja takze ekspresje genu CHLH, kodujacego jedng z podjedno-
stek Mg-chelatazy oraz produkcje biatka GUN4 [86]. GUN4 stymuluje aktywno$¢
Mg-chelatazy oraz promuje powstawanie komplekso6w enzym-substrat, wigzac pro-
toporfiryne 1X, i zwiekszajac tym samym wydajnos$¢ produkcji Mg-protoporfiryny
IX. GUN4 wigze takze Mg-protoporfiryng IX. Obserwowano korelacje pomigdzy
zawarto$cig chlorofilu i stezeniem GUN4, ale brak bialka GUN4 nie zatrzymuje
biosyntezy chlorofilu catkowicie. Mutanty gun4 sa jednak wyraznie mniejsze, zwy-
kle o bladozielonych lub zéitych lisciach [44]. Akumulacja GUN4 pozytywnie koh
reluje takze z poziomem produkcji 5-ALA [21, 44, 63], a mutant gun4-1 wykazuje
obnizong akumulacj¢ ALA [17]. Taka regulacja wydaje si¢ gwarantowac produkcje
inicjalnej puli protochlorofilidu przy braku $wiatta, kosztem produkcji hemu. Gro-
madzenie si¢ biatek PIF1 i PIF3 w ciemnosci zapobiega jednak nadmiernej produk-
cji Mg-chelatazy, poprzez hamowanie ekspresji GUN4 i CHLH [83, 85]. W efekcie
dochodzi takze do nagromadzenia hemu oraz, po pewnym czasie, zahamowania
produkcji 5-ALA [26].

Mnogos¢ molekularnych $ciezek regulacyjnych zapewnia btyskawiczne roz-
poczecie biosyntezy chlorofilu juz w pierwszych chwilach po o$wietleniu. Mimo
to wyprodukowanie tego barwnika de novo zajmuje nawet do czterech godzin
[32]. To charakterystyczne opdznienie okresla si¢ mianem fazy lag. Dtugos¢ jej
trwania jest ro6zna w zaleznos$ci od gatunku ro$liny (od okoto 1,5 do 4 godzin) [2,
32]. Ponadto poddanie etiolowanych siewek naswietlaniu §wiattem czerwonym
lub daleka czerwienig tuz przed oswietleniem $wiattem bialym przyczynia si¢ do
skrocenia fazy lag, jak rowniez do zwigkszenia catkowitej zawartoséci chlorofilu
w de-etiolowanych roslinach [40, 59]. Efekt dziatania $wiatta czerwonego moze
by¢ przy tym odwrodcony, jesli odpowiednio szybko zastosuje si¢ naswietlanie
daleka czerwienig [19]. Wynika to bezposrednio ze specyficznego mechanizmu
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dziatania PHYB (zobacz powyzej). Wstepne naswietlanie §wiattem czerwonym
i daleka czerwienia dodatkowo podwyzsza $rednig zawarto$¢ chlorofilu zakumu-
lowanego podczas dalszego rozwoju rosliny [51].

ROLA FITOHORMONOW W REGULACJI
BIOSYNTEZY CHLOROFILU

Percepcja $wiatta na poziomie komorkowym zapewnia szybka i bardzo doktad-
ng adaptacje do aktualnych warunkow srodowiska. Szczeg6lnie wyrazne rdznice
w dostosowaniu poszczegolnych tkanek i organéw obserwuje si¢ w przypadku re-
akcji zaleznych od fitochromow, ktorych oddziatywanie na procesy fizjologiczne
jest silnie uwarunkowane sktadem spektralnym i dawka promieniowania. Jednak
integracje sygnatow srodowiskowych na poziomie calego organizmu zapewnia ro-
$linie rozbudowany system sygnalizacji hormonalnej. Warto podkresli¢, ze szlaki
sygnalizacji mediowane przez poszczegolne fitohormony krzyzuja si¢ wzajemnie
i uzupetiaja, tworzgc skomplikowang sie¢ powigzan. Jednak im wiecej wzajem-
nych potaczen, tym kontrola procesow fizjologicznych jest bardziej skorelowana
ze zmianami w $rodowisku i1 mniej narazona na przypadkowe, $miertelne w skut-
kach dla rosliny bledy, powstate np. w wyniku mutacji genu pojedynczego czynnika
regulatorowego.

Stosunkowo najwczesniej odkryta grupa fitohormonow byty auksyny. Negatyw-
nie wplywaja one na akumulacje chlorofilu w roslinach. Sa rowniez zaangazowane
w indukcje procesow starzenia, ktorych objawem jest m.in. utrata chlorofilu [19].
Auksyny hamujg takze zielenienie korzeni w Arabidopsis [41]. Jednak mechanizm
molekularny, stojacy za ich dzialaniem w tych procesach wciaz nie zostat do konca
poznany. Stwierdzono, ze w regulacj¢ biosyntezy chlorofilu za posrednictwem au-
ksyn zaangazowane sg biatka GNL (ang. GNC-like) i GNC (GATA, NITRATE-IN-
DUCIBLE, CARBON-METABOLISM INVOLVED). W obecnosci auksyn ekspresja
gendéw obu tych czynnikdéw transkrypcyjnych jest hamowana przez biatko ARF7
(ang. Auxin Response Factor 7). Natomiast spadek stezenia endogennych auksyn
prowadzi do aktywacji biatka SLR (ang. SoLitary Root), ktére hamuje aktywnos¢
ARF7 [69]. Auksyny wptywaja takze na poziom ekspresji genu FIN219, ale juz nie
na aktywno$¢ samego biatka. Mimo to uwaza sig¢, iz regulacja z udzialem biatka
FIN219 integruje odpowiedz zalezng od auksyn i PHYA [58].

Przeciwstawnie do auksyn dziatajg cytokininy. W obrebie chloroplastow roslin
okrytonasiennych zidentyfikowano kilka rodzajow tych fitohormondw [7]. Rezula
tatem ich dziatania jest m.in. takze stymulacja akumulacji chlorofilu [21, 37]. Log-
iczng konsekwencjg ich dzialania jest takze opoznianie degradacji chlorofilu w wy-
niku hamowania procesow starzenia przez cytokininy [84]. Wykazano, ze obecnos¢
cytokinin w podtozu podwyzsza zawartos¢ reduktazy glutamylo-tRNA oraz amino-
transferazy glutamylo-1-semialdehydowej w rozwijajacych si¢ w ciemnos$ci siew-
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kach [109]. Cytokininy stymulujg takze wzrost ekspresji genu reduktazy Glu-tRNA
[9, 52]. Mimo to nie obserwowano wptywu cytokinin na produkcje 5-ALA w ciem-
nosci [109]. Sytuacja zmienia si¢ jednak dramatycznie w obecno$ci §wiatta, gdy
wylaczone zostajg wszystkie regulatory blokujace funkcjonowanie reduktazy gluta-
mylo-tRNA. Dochodzi wtedy do szybkiego i wyraznego podwyzszenia zawarto$ci
5-ALA, znacznie wyzszego niz w przypadku etiolowanych siewek nie poddanych
traktowaniu fitohormonami. Ponadto egzogenne cytokininy podwyzszaja aktyw-
no$¢ Mg-chelatazy i Mg-metylotransferazy w ciagu pierwszych 5 godzin od roz-
poczecia naswietlania [109]. Cytokininy wywotujg takze bardzo silny wzrost eksk
presji LPOR [42, 43]. W siewkach Raphanus sativus rozwijajacych si¢ na podtozu
zwierajacym egzogenne cytokininy obserwowano podwyzszong zawarto$¢ karote-
noidéw oraz kompleksow LPOR-protochlorofilid [10]. Oznacza to, ze docelowym
miejscem dziatania tych fitohormondéw sg najbardziej krytyczne etapy biosyntezy,
co zapewnia wydajna i szybka produkcje nowych czasteczek barwnika. Dodatkowo
przy podwyzszonym stezeniu cytokinin dochodzi takze do zwigkszonej produkcji
Glu-tRNA, dzigki czemu nie brakuje substratu potrzebnego zaréwno do intensyw-
nej syntezy biatek podczas deetiolacji, jak roéwniez syntezy chlorofilu. Co wiecej,
dodatek egzogennych cytokinin indukuje konstytutywna fotomorfogenezg¢ w etiolo-
wanych siewkach [14]. Co interesujace, w konstytutywnie fotomorfogenetycznym
mutancie det! Arabidopsis, stezenie cytokinin nie odbiega znaczaco od wartos$ci
obserwowanych w ro$linach typu dzikiego, mimo zaburzenia funkcjonowania sys-
temu ubikwitynylacji zaleznego od COP1 [14]. Mozliwym wyjasnieniem wydaje
si¢ istnienie mechanizmu pozwalajacego na wytaczenie biatka COP1 w obecnosci
cytokinin, co bez watpienia wymaga kolejnych badan.

Wazna rolg w zielenieniu etiolowanych siewek odgrywa takze inny hormon
ro$linny — etylen. W obecnosci tego gazu dochodzi do akumulacji czynnikow
transkrypcyjnych EIN3 (ang. Ethylene INsensitive 3) 1 EIL1 (ang. EIN3-Likel) na
obszarze jadra. Dodatkowo zawartos$¢ tych biatek pozytywnie koreluje ze stezeniem
COP1 [114]. Co wigcej, etylen stymuluje import COP1 do jadra przy braku swiab
tla [111]. Natomiast przy braku etylenu EIN3 i EIL1 sa ubikwitynylowane przy
udziale biatek EBF1 i EBF2 (ang. EIN3-Binding F-box) i podlegaja proteasomalne;j
degradacji. Stabilizacje czynnikéw EIN3/EIL1 na terenie jadra zapewnia jedynie
obecnosc¢ biatka EIN2, ktore z kolei stymuluje degradacjg czynnikow EBF1 i EBF2
[3]. Biatka EIN3/EIL1 moga aktywowac¢ ekspresje gendw LPORA i LPORB [114].
Aktywacja EIN3/EIL1 prowadzi takze do wzrostu ekspresji genu P/F3. Trzeba jed-
nak zauwazy¢, ze pule genow aktywowanych przez EIN3 i EIL1 r6znig si¢ od siebie
znaczgco. Co wiecej, hamowanie syntezy protochlorofilidu w ciemnosci przez oba
te czynniki jest catkowicie niezalezne od Sciezek zaleznych od PIF1 i cze$ciowo
niezalezne od szlakow sygnatowych zwigzanych z PIF3 [113]. Etylen dziata zatem
hamujaco na wczesne etapy syntezy chlorofilu, niezaleznie od innych czynnikow
wzmacniajac wptyw biatek PIF. Posredniczy rowniez w zwigzaniu puli protochlo-
rofilidu przez LPOR, zabezpieczajac komorke przed uszkodzeniem przy nagtym
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oswietleniu [56]. Nasilenie produkcji etylenu zachodzi jednak w bardzo specyficz-
nych warunkach, ktéore moga ttumaczy¢ tak skomplikowany wplyw tego hormonu
na synteze chlorofilu. Zwykle etylen jest odpowiedzialny gtéwnie za wyginanie si¢
hypokotyla w haczyk podczas przebijania si¢ rosnacej siewki przez glebe. Jednak po
napotkaniu twardej przeszkody (czyli najczgéciej kamienia) nastgpuje tzw. reakcja
potrdjna, zalezna od podwyzszonego stgzenia etylenu — hypokotyl skreca sig, cofa
1 wygina usilujgc oming¢ kamien. Oznacza to jednak opdznienie w penetracji gleby,
co wymaga bardziej restrykcyjnego zarzadzania kurczacymi si¢ zasobami sktadnikow
odzywczych. Przypuszczalnie zadaniem etylenu w tych warunkach jest minimalizo-
wanie poziomu produkcji prekursorow chlorofilu i strat energii oraz surowcow z tym
zwigzanych. Z drugiej strony dziatanie etylenu zapobiega takze blaknieciu barwnikow
po o$wietleniu, dzigki zwigzaniu ich z LPOR, co chroni potencjalnie ostabiong rosling
przed stresem oksydacyjnym. Niczym mityczny bog Janus, etylen ma zatem dwa obli-
cza — hamuje synteze chlorofilu w ciemnosci i stymuluje jego produkcje w obecnosci
$wiatta. Taki mechanizm dziatania etylenu uwidacznia si¢ takze w innych reakcjach
zwigzanych z deetiolacja, w tym takze regulacja dtugosci hypokotyla. Wykazano ze,
dziatanie etylenu jest bardzo silne: nadekspresja genéw EIN3/EIL1 w mutancie copl
prowadzi do obnizenia zawartosci zakumulowanego w etiolowanych siewkach pro-
tochlorofilidu [114]. Z kolei etiolowane siewki mutanta flu rowniez wykazuja spadek
produkc;ji protochlorofilidu, jesli kietkujace nasiona zostang poddane dziataniu pod-
wyzszonego stezenia etylenu [113].

Wazng klasg fitohormondéw zaangazowang w regulacje biosyntezy chlorofilu sa
gibereliny, ktérych mechanizm dziatania opiera si¢ m.in. na stymulacji proteasomal-
nej degradacji specyficznych bialek DELLA. Represory DELLA wchodzg w inte-
rakcje z czynnikami transkrypcyjnymi, uniemozliwiajac ich dzialanie. W etiolowa-
nych siewkach regulacji z udziatem DELLA podlegaja czynniki PIF1 i PIF3 [12, 20].
W konsekwencji DELLA mogg przyczynia¢ si¢ do aktywacji biosyntezy chlorofilu
zablokowanej przez PIF, natomiast gibereliny wptywaja hamujaco na ten proces.
Etiolowane siewki mutantow Arabidopsis pozbawionych zdolnosci do syntezy gibe-
relin (gal-3) wykazuja réwniez podwyzszong zawarto$¢ protochlorofilidu [12]. Gi-
bereliny wywotuja takze spadek akumulacji mRNA gendéw GNC i GNL, co koreluje
z obnizeniem ekspresji genow LPOR w etiolowanych siewkach i tym samym nega-
tywnie wplywa na produkcj¢ chlorofilu w obecnosci $wiatta [68]. Nadekspresja GNL
1 GNC prowadzi natomiast do podwyzszenia zawarto$ci chlorofilu [69]. Takze mutant
slender Hordeum vulgare wykazuje cechy konstytutywnej odpowiedzi na gibereliny
(pomimo obnizonej produkcji endogennych giberelin), a takze obnizenie ekspresji
izoform LPOR w etiolowanych siewkach [61]. Moze to wynika¢ z oddzialywania
giberelin na DELLA, poniewaz czynniki te prawdopodobnie stymuluja ekspresje
LPOR w Arabidopsis. Co wigcej, w niektorych mutantach pif (pif3-1 i pif101/pif3-1)
obserwowano obnizong produkcje transkryptow LPORA i LPORB, ale podwyzszong
ekspresje PORC [12]. Sugeruje to pewna role czynnikow PIF w regulacji ekspresji
LPOR. Na akumulacje biatlek DELLA pozytywnie wptywa réwniez tlenek azotu. Mu-
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tanty pozbawione zdolno$ci do produkcji tego gazowego fitohormonu charakteryzuja
si¢ nizszg zawartoscia chlorofilu. Jednocze$nie sygnalizacja zalezna od PHYB jest
w tych mutantach zaburzona, a ekspresja P/F’3 po naswietlaniu swiatlem czerwonym
wyzsza niz w dzikim typie [50]. Dodatek egzogennych giberelin przyczynia si¢ do
spadku zawartos$ci chlorofilu w li$ciach ro$lin rozwijajacych si¢ w obecnosci §wiatta
[102]. Natomiast obnizenie stgzenia aktywnych giberelin prowadzi do podwyzszenia
stezenia chlorofilu w roslinie [36, 49, 66].

Intrygujacy efekt jest natomiast obserwowany po aplikacji giberelin roslinom ro-
snagcym w glebie o wysokim zasoleniu. Obecnos¢ NaCl utrudnia wchtanianie wody
przez korzenie i jak kazdy rodzaj stresu prowadzi do nasilenia degradacji chlorofilu na
skutek zwigkszonej aktywnosci chlorofilazy. Enzym ten odcina reszte fitolu, inicjujac
rozktad barwnika [81]. Dodatkowo stres solny prowadzi takze do podwyzszenia za-
wartosci etylenu, co rowniez negatywnie wplywa na synteze chlorofilu [38]. Podobny,
cho¢ stabszy efekt wykazuje dodatek innej soli — CaCl, [34]. W tych warunkach poda-
nie egzogennych giberelin przyczynia si¢ do zahamowania negatywnego wplywu stre-
su na wzrost roslin i prowadzi rowniez do podwyzszenia zawarto$ci chlorofilu [79].
Wydaje si¢ zatem, ze etylen i gibereliny majg antagonistyczny wptyw na biosynteze
chlorofilu. Tym bardziej, ze etylen moze takze spowalnia¢ degradacje biatek DELLA
[1]. Jednoczesnie, spowolnienie degradacji DELLA obserwowano przy braku stymuy
lacji auksynami [24]. Ten fakt pozwala wnioskowa¢ o synergistycznym wptywie gié€
berelin i auksyn na biosyntez¢ chlorofilu [69, 88]. Spowolniona degradacja DELLA
wystepuje takze przy jednoczesnej aplikacji giberelin i innego fitohormonu — kwasu
jasmonowego. Ponadto pod wplywem kwasu jasmonowego dochodzi do aktywacji
biatek JAZ, ktore uniemozliwiajg biatkom DELLA interakcje z PIF (w tym z PIF3)
[107]. Aplikacja kwasu jasmonowego (lub jasmonianu metylu) podczas kietkowania
nasion prowadzi do podwyzszenia zawartosci chlorofilu w roslinach, m.in. poprzez
zwigzang z podwyzszonym stezeniem cytokinin stymulacje syntezy 5-ALA [64].
Podobny efekt obserwuje si¢ takze podczas hormonalnej stymulacji bulw tulipana,
zwlaszcza przy jednoczesnym zaaplikowaniu etylenu [94]. Jest to o tyle interesujacy
wynik, iz aplikacja kwasu jasmonowego w petni rozwinigtym ro$linom podnosi po-
ziom produkcji etylenu i indukuje procesy starzenia, czego skutkiem jest m.in. obni-
zenie zawarto$ci chlorofilu [75]. Jasmonian metylu powoduje rowniez wzrost zawara
tosci biatek ELIP (ang. Early Light-Induced Proteins) [104]. Biatka ELIP1 i ELIP2
majg zdolno$¢ wigzania chlorofilu i sg akumulowane podczas deetiolacji. Ich brak
prowadzi natomiast do zwigkszonej produkcji RFT wraz ze wzrostem natezenia Swia-
tla. Dlatego wydaje si¢, ze stabilizuja one pule chlorofilu, zabezpieczajac ten barw-
nik przed zalezng od $wiatla degradacja [31]. Brak tych biatek ma jednak niewielki
wplyw na akumulacje chlorofilu w stosunkowo niskich natezeniach §wiatta [71]. Jed-
nakze hiperakumulacja biatka ELIP2 prowadzi do obnizenia zawartosci chlorofilu,
jak réwniez prekursoréw tego barwnika w dojrzatych roslinach. W etiolowanych
siewkach powoduje dodatkowo opdznienie akumulacji chlorofilu po wystawieniu na
dziatanie §wiatta. Wzrost stezenia ELIP2 koreluje bowiem bezposrednio ze spadkiem
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produkcji podjednostek CHLH i CHLI Mg-chelatazy, jak i obnizeniem zawartosci re-
duktazy glutamylo-tRNA. Jednocze$nie nie obserwuje si¢ wplywu ELIP2 na zawar-
tos¢ ferrochelatazy i poziom produkcji hemu [93]. Mechanizm regulacji z udziatem
biatek ELIP jest obecnie przedmiotem intensywnych badan. Wykazano dotychczas
pewna role tych czynnikow w mediowanym przez PHYB/PILS (ang. PIF-like Factor
5) kietkowaniu nasion [70]. Stanowi to potwierdzenie wspotdziatania regulacji fitoé
hormonalne;j i szlakow sygnalizacji komorkowej zaleznych od $wiatla.

Ostatni uwzgledniony w tym zestawieniu fitohormon — kwas abscysynowy,
rowniez moze podwyzsza¢ tempo degradacji chlorofilu, cho¢ intensywnos$¢ tego
procesu zalezy od stanu rosliny i obecnosci dodatkowych czynnikow stresowych
[105, 106]. Ponadto wywiera on hamujacy wplyw na ekspresj¢ genow LPOR,
dziatajgc przeciwstawnie do cytokinin. Tym samym kwas abscysynowy przy-
czynia si¢ do opoznienia zielenienia etiolowanych siewek [43]. Ponadto kwas
abscysynowy znaczaco obniza ekspresje wielu genéw chloroplastowych zaanga-
zowanych w skladanie aparatu fotosyntetycznego [106]. Wykazano natomiast, ze
zakazenie wirusami moze przyczyniac¢ si¢ do podwyzszenia zawarto$ci zarowno
chlorofilu, jak i kwasu abscysynowgo w roslinach [103].

Przytoczone obserwacje pokazuja, ze fitohormony moga pobudza¢ produkcje
chlorofilu (jak cytokininy), hamowac ja (jak auksyny i gibereliny) lub mie¢ dziatanie
modulujace lub zalezne od innych czynnikow (jak etylen, kwas jasmonowy i abscysy-
nowy). Integralnym elementem badan jest jednak nie tylko poznanie roli poszczeg6l-
nych fitohormonow w regulacji szlaku biosyntezy chlorofilu, lecz takze udokumen-
towanie molekularnego mechanizmu, ktory odpowiada za dziatanie tych zwigzkow.
Punktem, w ktérym przecina si¢ wigkszo$¢ molekularnych $ciezek, zwigzanych z sy-
gnalizacja $wietlng i fitohormonalng jest najprawdopodobniej czynnik transkrypcyjny
HYS5 [82]. Zarowno aktywacja CRY1 jak i podwyzszone stezenie cytokinin prowadza
do wzrostu zawarto$ci biatka HY5. Biatko HYS wydaje si¢ by¢ zatem czynnikiem
integrujagcym sygnalizacje zalezng od CRY1 i cytokinin [97]. Uwaza si¢, ze wynika
to z obnizenia intensywnosci degradacji HY'S przez COP1. Jest to mozliwe, gdyz po-
winowactwo HYS do COP1 moze zmienia¢ si¢ w wyniku fosforylacji. Biatko HY5
po ufosforylowaniu, jest znacznie rzadziej rozpoznawane i znakowane przez COP1,
tym samym ma wyzsza stabilno$¢ w ciemno$ci. Dzieki temu w etioplastach moze
istnie¢ inicjalna pula HY'S, co umozliwia szybsze rozpoczecie deetiolacji po o§wie-
tleniu [28]. HYS zaangazowane jest takze w regulacj¢ sygnalizacji auksyno-zalezk
nej. HYS wigze si¢ z promotorem genu AUXIN RESISTANT 2 (AUX2) / INDOLE
ACETIC ACID 7 (IAA7), jak rdwniez pozytywnie wptywa na ekspresje gendw SOLI-
TARY ROOT (SLR)/IAA14. Biatlkowe produkty obu tych genow sa negatywnymi re-
gulatorami sygnalizacji auksynowe;j [16]. Wykazano takze, iz homologi biatek COP1
1 HYS w Pisum sativum (odpowiednio LIP1 i LONG1) biorg takze udziat w regulacji
odpowiedzi zaleznej od giberelin w siewkach, w tym w kontrole syntezy chlorofilu
[101]. Wplyw HYS na syntezg chlorofilu czg$ciowo naktada si¢ z funkcja czynnika
transkrypcyjnego GLK?2 (ang. Golden Like 2). Ekspresja genu GLK2 w korzeniach
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jest pozytywnie regulowana przez cytokininy, negatywnie za$ przez auksyny [41].
Biatko GLK2 zwieksza ekspresje wielu genow zaangazowanych w biosyntezg chlo-
rofilu m.in. HEMAI i CHLH [100]. Obecny stan wiedzy pozwala wnioskowac, iz
podczas deetiolacji HYS jest zaangazowany w regulacj¢ szlakéw sygnalizacyjnych
zwigzanych rowniez z innymi fitohormonami [45, 112]. Jednak mnogos¢ odpowiedzi
zaleznych od podwyzszonej zawarto$ci HY'S utrudnia tym samym precyzyjne okre-
slenie, jakg role odgrywaja te procesy bezposrednio w regulacji biosyntezy chlorofilu.

PODSUMOWANIE

Wyjasdnienie wszystkich problemdw dotyczacych mechanizmow regulacji bio-
syntezy chlorofilu jest wciaz dalekie od zakonczenia. Wynika to m.in. z alterna-
tywnych sposobow regulacji ekspresji gendw zwigzanych z produkcja chlorofilu,
w tym np. przez cukry, a takze wystepowania izoform enzymow szlaku biosynte-
zy chlorofilu, ktorych dziatanie jest ograniczone wytacznie do okreslonych typow
tkanek 1 organow [55, 95]. Na zawarto$¢ chlorofilu ma réwniez wplyw stezenie
okreslonych jonow w podtozu, zwtaszcza potasu i wapnia [89]. Konieczna jest
obecnos¢ tlenu [99]. W petni zrozumiatym utrudnieniem jest réwniez naktadanie
si¢ 1 wzajemne przenikanie poszczegdlnych szlakow sygnatowych, w tym takze
tych nie zaangazowanych bezposrednio w kontrole biosyntezy chlorofilu. Zjawi-
sko to ilustruje to schemat przedstawiony na ryc. 1. Podsumowuje on obecny
stan wiedzy o molekularnych mechanizmach integrujacych sygnaty srodowisko-
we 1 biosynteze chlorofilu w Arabidopsis thaliana. Stopien skomplikowania moze
wydawac sie przytlaczajacy, lecz istota catej tej sieci powigzan jest regulacja ak-
tywnosci zaledwie trzech enzymow: reduktazy glutamylo-tRNA, Mg-chelatazy
i LPOR. Istniejg natomiast przestanki, ze takze inne etapy mogg podlega¢ kontro-
li, co zostato doktadniej omowione w [35]. Niestety, regulacja wielu etapoéw bio-
syntezy chlorofilu jest zbadana jedynie na poziomie ekspresji genow, nie zawsze
jednak na poziomie biatka. Dlatego tez interpretacja poszczegolnych obserwacii
jest nie jest tatwa. Jest jednakze konieczna, gdyz to wlasnie zalezna od chlorofilu
fotosynteza ksztattuje oblicze naszej planety i pozwala zy¢ nam wszystkim.
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RYCINA 1. Wybrane szlaki regulacji biosyntezy chlorofilu w roslinach okrytonasiennych.
Reakcja katalizowana przez reduktaze glutamylo-tRNA rozpoczyna syntez¢ chlorofilu w plastydach
ro$lin. Jednak dopiero wprowadzenie jonu Mg?" do pier$cienia protoporfiryny IX jest reakcja cha-
rakterystyczng wylacznie dla biosyntezy chlorofilu, ostatecznie rozdzielajac szlaki biosyntezy chlo-
rofilu i hemu. W toku kolejnych reakcji powstaje protochlorofilid, ktory moze ulega¢ przeksztalce-
niu do chlorofilidu przy udziale oksydoreduktazy NADPH-protochlorofilid (LPOR), ktéra wymaga
do swojej aktywnosci swiatta [57, 77]. Estryfikacja fitolem prowadzi do powstania chlorofilu [90].
W ciemnosci dochodzi do nagromadzenia protochlorofilidu, ktory aktywuje biatko FLU [56], zwrote
nie hamujac aktywno$¢ reduktazy glutamylo-tRNA [67]. Natomiast przy obnizonej aktywno$ci Mg-
chelatazy dochodzi do nagromadzenia hemu, ktory rowniez prowadzi do zahamowania reduktazy
glutamylo-tRNA [64]. Brak $wiatla prowadzi do akumulacji biatka COP1 [109] oraz jego aktywacji
przy udziale bialek SPA [73], co przyczynia si¢ do spadku zawartosci czynnika transkrypcyjnego
HY5 [28]. Przeklada si¢ to na brak transkrypcyjnej aktywacji gendw reduktazy glutamylo-tRNA
i Mg-chelatazy. Dodatkowo, ekspresja obu tych genow jest aktywnie hamowana przy udziale gro-
madzacych si¢ w ciemnos$ci czynnikow PIF1 i PIF3. Oba te czynniki hamuja takze ekspresje genu
GUN4 [85], ktorego biatkowy produkt pozytywnie koreluje ze stezeniem 5-ALA i jest konieczny do
aktywacji Mg-chelatazy [36]. Jednoczes$nie wzrost stgzenia COP1 koreluje z rosngcg zawartoscia
czynnikow EIN3 1 EIL1, ktore stymuluja ekspresje genow LPOR A i LPOR B [113]. Pewna role
w regulacji ekspresji LPOR odgrywaja prawdopodobnie takze czynniki PIF [12]. Biatka DELLA
moga taczy¢ si¢ z czynnikami PIF, blokujac ich dziatanie [12, 20]. Biatka JAZ, ktorych aktywnos¢
jest zalezna od kwasu jasmonowego blokuja dziatanie DELLA [106]. Akumulacj¢ DELLA nasila
NO [50], natomiast gibereliny inicjuja ich degradacjg, ktora moze zosta¢ spowolniona dzialaniem
etylenu [1] lub kwasu jasmonowego [107]. Swiatfo hamuje aktywnos¢ COP1, co prowadzi do wzroa
stu zawartosci HYS. Jednocze$nie fitochromy (PHY) inicjuja degradacj¢ czynnikéw PIF. Przyczy-
nia si¢ do wzrostu produkcji reduktazy glutamylo-tRNA i Mg-chelatazy [85]. W obecno$ci §wiatta
aktywnos$¢ LPOR zapobiega nagromadzeniu si¢ protochlorofilidu i zahamowaniu syntezy chlorofilu
przez FLU. Dodatkowo, st¢zenie HY 5, glutamylo-tRNA i reduktazy glutamylo-tRNA moze zosta¢
podwyzszone na skutek dzialania cytokinin [109]. Wykazano takze negatywny wptyw kwasu abscy®
synowego na ekspresje LPOR [44].
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FIGURE 1. Molecular control of chlorophyll biosynthesis pathway in angiosperms.

Chlorophyll biosynthesis in plants is initiated in plastids by glutamyl-tRNA reductase, producing
S-aminolevulinic acid. However, one of the most critical steps during chlorophyll biosynthesis is in-
corporation of magnesium ion into protoporphyrin IX. That reaction, catalyzed by magnesium che-
latase finally separate chlorophyll biosynthesis pathway from heme biosynthesis pathway. Further
reactions involve protochlorophyllide to chlorophyllide conversion, catalyzed by light-dependent
oxidoreductase NADPH:protochlorophyllide (LPOR) [55, 77]. Final step of chlorophyll biosynthesis
is esterification with phytol [90]. In darkness chlorpohyllide synthesis is blocked and protochlorophyl-
lide concentration is rising, thus activating FLU protein [56]. FLU in classic negative feedback loop
inhibits activity of glutamyl-tRNA reductase [67]. Reduced activity of Mg-chelatase increase concen-
tration of heme, which also leads to the inhibition of glutamyl-tRNA reductase [64]. In darkness COP1
protein is accumulated [109] and activated by SPA proteins [73], which contributes to rapid degradation
of HYS transcription factor [28]. Importantly, HY5 activates transcription of glutamyl-tRNA reductase
and Mg-chelatase genes. In addition, expression of both these genes is actively inhibited by PIF1 and PIF3
factors. Both of these factors may also inhibit GUN4 gene expression [85]. GUN4 protein concentration
positively correlates with the concentration of 5-ALA and additionally, is essential for Mg-chelatase acti-
vation [36]. At the same time increase of the COP1 protein concentration correlates with increasing con-
tent of EIN3 and EIL1 factors, which stimulate LPOR A and LPOR B genes expression [113]. Some data
suggests, that PIFs might also affect LPOR genes expression [12]. DELLA proteins can bind with PIFs,
blocking their activity [12, 20]. DELLA activity can be in turn blocked by JAZ proteins, accumulated in
the presence of jasmonic acid [106], whereas NO promotes accumulation of DELLA [50]. NO stimulate
degradation of gibberellins and thus, slows down the action of ethylene [1] or jasmonic acid [107]. In the
presence of light COP1 protein is rapidly inactivated and thus, HY'S concentration rises. At the same time
phytochromes (PHY) initiate degradation of PIFs, inducing glutamyl-tRNA reductase and Mg-chelatase
synthesis [85]. Light activates LPOR, allowing chlorophyllide synthesis and on the other hand preventing
protochlorophyllide accumulation. Thus, FLU is no longer activated, allowing 5-ALA synthesis, blocked
in darkness. In addition, the concentration of HY5, glutamyl-tRNA and glutamyl-tRNA reductase can
be increased even further by the cytokinins [109]. Contrastly, abscisic acid has a negative effect on the
expression of LPOR genes [44].
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