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Streszczenie: Germiny i biatka podobne do germin (GLPs) stanowia duzg i bardzo zrdznicowana
rodzing wszechobecnych biatek roslinnych. Nalezg one do nadrodziny cupin, ktorej nazwa pochodzi
od domeny o budowie B-beczulki (z taciny cupa- mata beczutka). Jest to domena konserwatywna
ewolucyjnie i zlokalizowana w koncu C tych biatek. Sklada si¢ ona z dwoch motywow sekwencji
aminokwasowych: 1 i 2 opisywanych jako "germin box". Domena cupin warunkuje wysoka
termostabilno$¢ bialek, ktora uwarunkowana jest obecnoscia mostkow disiarczkowych i stopniem
glikozylacji. Obecno$¢ domeny cupin nadaje biatkom odpornos¢ na dziatanie proteaz. Germiny
wystepuja w dwoch izoformach, gf-2.8 i gf-3.8, kodowanych przez geny gf-2.8 i gf-3.8, ktore sa
aktywne w czasie kietkowania ziarniakow wszystkich waznych ekonomicznie zbdéz. W obu tych
genach wystepuja obszary bezintronowe kodujace 224 aminokwasy wykazujace 90% homologii.
Cieckawe jest to, ze w genie gf-2.8 w obszarze 5' wystepuja dwa motywy sekwencyjne
charakterystyczne dla genéw auksynowych. Wyr6zniono 6 podrodzin bialek germinowych o réznej
aktywnosci enzymatycznej. Poznano wiele biatek podobnych do germin zaangazowanych w reakcje
obronne roslin przed patogenami i szkodnikami. Stwierdzono dziatanie obronne GLPS w apoplascie,
gdzie ulegaja ekspresji 1 reaguja ze $ciang komodrkowa ulatwiajac wczesna odpowiedz na atak
patogena. Szczegdlne znaczenie maja GLPs z aktywno$cig oksydazy szczawianowej, gdyz obnizaja
poziom szczawianu, ktory jest czynnikiem wirulencji wytwarzanym przez kilka patogenéw
grzybowych. Transkrypcja genu kodujacego germing oraz aktywno$¢ oksydazy szczawianowej sa
stymulowane przez infekcje grzybicze oraz niektore jony metali. Pszeniczna germina ma réwniez
ogromny potencjat dla zastosowan komercyjnych ze wzgledu na wcze$niej wspomniana, niezwykla
odporno$¢ na proteazy, wysoka stabilnos¢ i odporno$é na ciepto.

Stowa kluczowe: cupiny, germiny, GLPs

Summary: Germins and germin-like proteins constitute a large and very diverse family of ubiquitous
plant proteins. They belong to the cupin superfamily of proteins which name comes from the domain
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of B-barrel structure (from the Latin Cupa - small barrel). It is evolutionary conserved domain
localized in C- terminal end. It consists of two amino acid sequence motifs: 1 and 2, described as the
‘germin box’. Cupin domain determines the high thermal stability, which is come out of the presence
of disulphide bridges and the glycosylation degree. The presence of domain cupin suitable these
proteins resistance to the protease protein. Germins occur in two isoforms gf-2.8 and gf-3.8 encoded
by the gf-2.8 and gf-3.8 genes, active during the embryos germination of all economically important
crops. In both genes there are regions without introns, which encode 224 amino acids, showing 90%
homology. It is interesting that in the 5’ region of gf-2.8 gene; there are two sequence motifs
characteristic of auxin genes. There has been distinguished six subfamilies of germin-like proteins
with different enzymatic activity. There has been recognized a lot of germin-like proteins involved in
plant defense responses against pathogens and pests. Defensive activity of GLP was found in apoplast
which are expressed and react with the cell wall by facilitating an early response to pathogen attack.
Particularly important are GLPs with oxalate oxidase activity, because they lower levels of oxalate,
which is a virulence factor produced by several fungal pathogens. Transcription of the genes encoding
germins and oxalate oxidase activity is stimulated by fungal infections and some metal ions. Wheat
germin also have enormous potential for commercial applications because of the previously
mentioned unusual resistance to proteases, high stability and resistance to heat.
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Biatka germiny i ich germino-podobne (GLPs - ang. germin-like proteins)
nalezg do nadrodziny cupin. Cupiny sg biatkami zr6znicowanymi funkcjonalnie, sa
termostabilne i odporne na proteazy. Wszystkie cupiny posiadaja domeng
B-beczutki, stad ich nazwa pochodzaca od tacinskiego stowa ,,cupa”, CO 0zhacza
beczutka. Do tej nadrodziny naleza enzymy, chaperony iinne nieenzymatyczne
biatka, ktore moga mie¢ jedna lub dwie domeny cupin. Moga one funkcjonowac
jako izomeraza i epimeraza, ktore s3a zaangazowane w modyfikowanie
weglowodandéw $ciany komodrkowej u bakterii. Do cupin nalezg tez bialka
zapasowe W nasionach roslin oraz czynniki transkrypcyjne sprz¢zone z wrodzonym
tysieniem u ssakow [17, 18, 19]. Cupiny zostaty zidentyfikowane i opisane po
odkryciu germin, niezwykle termostabilnych biatek wytwarzanych we
wczesnej fazie kietkowania zarodkow pszenicy (Triticum aestivum L.) [13].
U roslin dwuli$ciennych opisano takze wiele biatek podobnych do germin, wsrod
nich sa biatka zapasowe w nasionach oraz wicyliny i leguminy, biatka obecne
w nasionach i sporach o duzej tolerancji na wysychanie.

Germiny i GLPs sa zaangazowane przede wszystkim w rozwoj roslin oraz ich
odpowiedz obronng. Pelnig funkcj¢ zarowno Dbiatek enzymatycznych,
strukturalnych, jak i receptorowych [16, 17, 18].
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STRUKTURA I FUNKCJONALNA ROZNORODNOSC
NADRODZINY CUPIN

Jak wcze$niej wspomniano charakterystyczng cecha tych bialek jest obecnosé
specyficznej domeny ,,cupin”. Domena ta sktada si¢ z dwoch konserwatywnych
motywow — 1 i1 2, kazdy z nich odpowiada dwom B-niciom rozdzielonym przez
mniej konserwatywny obszar ztozony z dwoch innych B-nici z posrednig petla
0 zmiennej dlugosci, wahajacej si¢ w szerokim zakresie — od 15 aminokwasow
w niektorych enzymach bakteryjnych, np. w izomerazie fosfomannozowej do
ponad 50 w biatkach zapasowych i eukariotycznych czynnikach transkrypcyjnych
[18]. Zmiennag liczbe reszt w regionie polozonym pomiedzy motywami
wykorzystano do zdefiniowania przynajmniej 18 podklas cupin u Archea, Bacteria
i Eucariota. Pierwszy (G(X)5HXH-(X)3, 4E(X)6G) i drugi
(G(X)5PXG(X)2H(X)3N) motyw cupin opisywane sa jako ,,germin box” (ryc.l).
W pierwszym motywie dwie reszty histydynowe (His) i reszta kwasu
glutaminowego (Glu) tacznie z reszta His w motywie drugim, dziataja jak ligandy
wigzace jony magnezu w archetypowych miejscach aktywnych ,,cupin”.

QDFCVAD G(X)sHXH(X),G G(X)sP(X)H(X):N
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RYCINA. 1 Schemat przedstawiajacy typowa organizacj¢ germin i GLPs. (opracowanie wlasne
w oparciu o [5, 45]). Wszystkie polipeptydy germin i GLPs sktadajg si¢ z okoto 220 aminokwasdw,
wtym domniemanego peptydu sygnalowego. Dojrzale biatko sklada si¢ z trzech wysoce
konserwatywnych oligopeptydow (pola A, B i C). Jeden hyperzmienny region graniczy z dwoma
cysteinami i z wieloma pozostatymi, konserwatywnymi aminokwasami, ktoére sa umiarkowanie
rozproszone. Pola B i C zawieraja trzy histydyny i glutaminian, pozostatosci ktére byly
zaangazowane w wigzanie metali. Inng wazng cecha, rzekomo zaobserwowang u ponad potowy
z GLPs, ale nie w germinach, jest obecnos¢ tripeptydu RGD lub, czesciej, peptydow KGD (lub
czasem KGE). Jasno szarym kolorem oznaczono sekwencje konserwatywne natomiast ciemno
szarym wysoce konserwatywne. Literami A, B, C oznaczono "germin box", X oznacza kazdy
aminokwas, ps- peptyd sygnatowy

FIGURE 1. Schematic representation of the typical organization of germins and GLPs (own
description on the basis of [5, 45]). All germin and GLPs polipeptides consist of approximately 220
amino acids, including putative signal peptide. Mature protein consists of three highly conserved
oligopeptides (A, B and C boxes). One hypervariable region adjoin two cysteines and many others,
conserved amino acids, which are moderately dispersed. Boxes B and C contains three histidine and
a glumatate involved in metal binding. Another important feature that has been supposedly observed
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in more than half of the GLPs, but not in germins, is the presence of a RGD tripeptide or, more often,
KGD (or sometimes KGE) peptides. Light grey indicates sequence conservation while dark grey
indicates very high sequence conservation. Letters A,B,C indicates “germin box”, X, any amino acid,
ps, signal peptide

Dodatkowo podklasy cupin mogg by¢ podzielone na dwie grupy, monocupiny
i bicupiny. Monocupiny maja jedna domen¢ cupin. Do nich nalezy bakteryjna
izomeraza fosfomannozowa (PMIs), bakteryjne regulatory transkrypcyjne AraC,
roslinne oksydazy szczawianowe i ro$linne germiny. Natomiast bicupiny majg
dwie domeny cupin wsrdd ktorych znajdujg si¢ roslinne biatka zapasowe nasion
i roslinne dekarboksylazy szczawianowe [6, 24, 29, 35, 45]

Domena cupin warunkuje wysoka termostabilnos¢ biatek, co moze by¢
zwigzane z dziataniem zaréwno czynnikow wewnetrznych (m.in.: oddziatywania
hydrofobowe, wigzania wodorowe, efektywne upakowanie) jak i zewngtrznych
(m.in.: obecno$¢ jonoéw, kofaktorow). Istotnym czynnikiem warunkujacym
termostabilno$¢ cupin jest obecnos¢ mostkow disiarczkowych cysteina-cysteina,
a takze stopien ich glikozylacji. Funkcjonalng konsekwencjg termostabilno$ci jest
przewaga selekcyjna tych bialek w czasie i miejscu, w ktorych wystapi wysoka
temperatura. Przyktadami tego sa nastepujace cupiny: i) sferulina indukowana
w stadium cysty u Physarum polycephalum [29, 32], i) izomerazy
fosfomannozowe (PMIs) odpowiedzialne za produkcj¢ kwasu alginowego, obecne
u Pseudomonas rosngcych w warunkach wysychania oraz u Azotobacter vinelandii,
W czasie roznicowania cyst odpornych na wysychanie iii) syntaza ektoiny, ktéra
katalizuje synteze bakteryjnego osmoprotektanta - ektoiny (kwas karboksylowy
1,4,5,6-tetrahydro-2-metyl-4-pirymidyny). Najbardziej interesujacym przyktadem
eukariotycznych termostabilnych cupin sa biatka globuliny oraz biatka zapasowe
wicyliny i leguminy. Inng cecha cupin jest odporno$¢ na dziatanie proteaz,
szczegblnie wazna dla biatek aktywnych na powierzchni komorki lub w przestrzeni
pozakomodrkowej, gdzie tych enzymow jest najwigcej. U eukariontéw taka ceche
maja biatka germiny i germino-podobne (GLPs). Ze wzglgdu na t¢ wlasciwosc,
germiny moga by¢ izolowane poprzez traktowanie zhomogenizowanej tkanki
pepsyna. Ciekawy wydaje si¢ fakt, ze u globulin, biatek zapasowych nasion,
powierzchnia petli germin, ktéra musi by¢ degradowana w czasie kietkowania
nasion w celu dostarczenia aminokwasow dla rozwijajacego si¢ zarodka, jest
znacznie powickszona [17]. Najwazniejsza cecha trzeciorzedowej struktury
domeny cupin, bioragc pod uwage biochemiczny aspekt funkcjonalnosci, jest
prawdopodobnie elastyczno$¢ jej centrum aktywnego lezacego w obrebie
B-beczutki. Wynika to czg$ciowo z tego, ze rozne metale s wigzane przez ligandy
w motywach 1 i 2, w konsekwencji tego wewnatrz centrum aktywnego zachodzg
rézne reakcje i powstaja rézne typy wigzan chemicznych. Przyktadem jest
dwufunkcjonalna germina, ktéora ma aktywno§¢ dysmutazy nadtlenkowej
oraz oksydazy szczawianowej. Inng wazng dla rozwoju roslin funkcjg cupin jest ich
zaangazowanie w modyfikacje Sciany komorkowej. W tym procesie gtowna role



WIELOFUNKCYJNE BIALKA GERMINY I GERMINO-PODOBNE U ROSLIN 293

odgrywaja germiny, ktore dostarczaja nadtlenki dla krzyzowych polaczen
komponentow $ciany komorkowej i kontroluja jej rozcigganie si¢ [45].

GENETYCZNA DETERMINACJA STRUKTURY GERMIN

Termin ,,germina” okre§la biatka specyficzne dla kietkowania zarodkow
pszenicznych.  Pszeniczna germina jest homopentameryczng glikoproteing
rozpuszczalng w wodzie, o masie 125 kDa, zlokalizowana gtownie w $cianie
komoérkowej. Biatka germiny zidentyfikowano w wielu roslinach jednolisciennych
i dwulisciennych [16, 32, 39]. Inne nazwy tych bialek to ,,wtasciwe germiny” (ang.
true germins), ,,Oxox” (ang. germin-like oxalate oxidase), germiny o aktywnosci
oksydazy szczawianowej, biatka podobne do germin (ang. germins-like proteins)
lub biatka podobne do oksydazy szczawianowej (ang. oxalate oxidase-like
proteins). To nazewnictwo odzwierciedla réznorodne funkcje tych biatek.
Natomiast w wyniku analizy filogenetycznej wyodrebniono tzw. ,prawdziwe
germiny” (,,true germins”) i biatka germino — podobne (ang. germin-like proteins).
Biatka zaliczane do pierwszej grupy charakteryzuja si¢ stosunkowo wysokim
podobienstwem sekwencji aminokwasowych (ponad 90%), natomiast te zaliczane
do drugiej grupy (GLPs), duzo liczniejszej, wykazujg znaczng ich rozbieznos¢
[4,5, 8, 10, 13, 24, 32, 33].

Germiny wystepuja w dwoch spokrewnionych izoformach (gf-2.8 i gf-3.8)
kodowanych przez geny ¢f-2.8 i ¢f-3.8 w czasie kietkowania ziarniakow
wszystkich waznych ekonomicznie zbdz: pszenicy, jgczmienia, zyta, owsa,
kukurydzy i ryzu. Wykazuja one okresowa ekspresje i mozliwe, ze istotna czg$¢
zmian jaka wystepuje w czasie kietkowania nasion jest skierowana na ekspresje
genow kodujacych germiny. Uzyskano catkowita dtugo§¢ cDNA germin i na tej
podstawie okreslono ich sekwencj¢ polinukleotydowa [30]. W badaniach
z zastosowaniem tego cDNA jako sondy wykazano, ze germina jest kodowana
przez wielogenows rodzine, ktéra mapuje si¢ przede wszystkim na chromosomach:
4A~5 kopii, 4B~3 kopie i 4D~9 kopii w pszenicy heksaploidalnej. W genach gf-2.8
i gf-3.8 bezintronowe obszary kodujace 224 aminokwasy wykazuja 90%
homologi¢. W obszarze flankujacym 5’ obu gendw, za wyjatkiem niektorych
miejsc rozrzuconych dziatajacych jako cis-elementy regulacyjne, nie ma
podobienstwa w sekwencji nukleotydow. W obszarach kodujacych strukture
dojrzatych biatek (201 aminokwasow) wystepuje dos¢ state podobienstwo (92%),
acentralna cze$¢ biatka (rdzen) liczaca 91 aminokwasdéw jest w pelni
konserwatywna. Istnieje rowniez duze podobienstwo miedzy tymi genami
W obszarze 5’ i3’ UTR oraz migdzy bezintronowg sekwencja kodujaca peptyd
sygnalny i sekwencjami kodujgcymi dojrzate biatko. W poblizu ,,rdzenia” germin
znajduje sie rzadka dekapeptydowa sekwencja PH(I/T)HPRATEI, ktora jest
obecna takze w sferulinach. To podobienstwo germin do sferuliny sugeruje, ze ich
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aktywno$¢ biochemiczna jest zaangazowana W odpowiedz komoérkowa lub
odpowiedz $ciany komorkowej na desykacje, nawodnienie i stres osmotyczny.
Godne uwagi jest to, ze w genie gf-2.8 obecne sg dwie sekwencje w obszarze 5’
charakterystyczne dla genow auksynowych: 12 GCACATGCA™®
i *®GCTCCATGCA™™ [31]. Wyrdzniono 6 podrodzin biatek germinowych
(GER1-6), ktore wykazuja rozng aktywno$¢ enzymatyczng np. aktywnos¢ OXO
u prawdziwych germin - GER1, aktywnos¢ SOD u GER2, GER4 i GERS [2, 16].
Okazato si¢, ze GERL1 jest wazna w kietkowaniu nasion i we wczesnym rozwoju
roslin [23]. Analiza krystalograficzna germin jeczmiennych potwierdzita, ze szes¢
biatek germin, z ktorych kazde ma przylaczony jeden jon manganu, tworzy
ekstremalnie stabilng strukture heksameryczng [45]. Kazdy biatkowy monomer
germiny laczy si¢ z innym monomerem i powstaje dimer, nastgpnie trzy takie
dimery tacza si¢ ze soba i powstaje heksamer. Jony manganu w germinie sa
potaczone przez ligandy podobnie jak jony manganu w dysmutazie nadtlenkowej
(SOD), ktora to aktywno$¢ enzymatyczng maja germiny i biatka podobne do
germin [8]. Kazdy monomer germiny sktada si¢ z wydluzonego nieregularnego
konica N, domeny B-beczulki i domeny C z sekwencja tworzaca 3 a-helisy. Ten
nieregularny N koniec jest konserwatywny w wielu GLPs. Ogolnie heksamer
zbudowany jest z 1200 aminokwasow 0 masie okoto 130 kDa. Jednak nie
wszystkie GLPs maja taka budowe, bowiem z ryzu wyizolowano GLPs
0 aktywnosci SOD w formie dimerycznej [2]. Prawdziwe germiny — “true germins"
majg aktywnos¢ OXO i sa obecne prawie wylacznie w zbozowych gatunkach
ro$lin. Natomiast heterogeniczne biatka GLP majg znaczhie szerszy zasieg
wystepowania, wsrod nich sa biatka z motywem germin ale bez aktywnosci OXO,
nie posiadajace funkcji enzymatycznych [17]. Do tej pory najlepiej opisang
germing jest jeczmienna Oxox uzywana w handlu do oznaczania szczawianu
w probkach biologicznych [9]. Natomiast wiele prac badawczych ukazuje rolg
GLP w reakcjach obronnych roslin i w odpowiedzi na czynniki stresowe.

ROLA BIALEK PODOBNYCH DO GERMIN W REAKCJI
OBRONNEJ ROSLIN I CHARAKTERYSTYKA
KODUJACYCH JE GENOW

Analizy sekwencji genoméw wielu roslin uprawnych i gatunkéw modelowych
przyczynity si¢ do poznania organizacji genomowej oraz cech funkcjonalnych
specyficznych gendéw i rodzin genowych, kodujacych cechy wazne z punktu
widzenia rolniczego. Szczegdlnie waznymi genami, ktére poznano dzieki tym
badaniom, s3 geny zaangazowane w reakcje obronne ro$lin. Migdzy innymi
poznano geny kodujace biatka podobne do germin. Jakosciowa odporno$¢ na
patogeny jest warunkowana przez pojedynczy gen odpornosci R, ktorego produkt
rozpoznaje patogeny [6, 28, 48]. Geny kodujace receptory odpornosci na choroby,
takie jak geny R i geny receptoréw rozpoznajacych wzor gospodarza (HPRR-host
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pattern recognition receptor), produkuja takie biatka jak: kinazy receptorowe
(u ryzu Xa2l i jeczmienia Rpgl) i biatka bogate w powtdrki leucynowe z miejscem
wigzania nukleotydow (NBS-LRR). Biatka te maja wysoce zmienne domeny LRR,
ktore posiadajg zdolno§¢ rozpoznawania patogendw [6, 7, 12]. Oprocz aktywnosci
genow kodujacych receptory, na atak patogenu moga odpowiada¢ produkty innych
genow zwigzanych z obronnoscig poprzez potranslacyjne modyfikacje biatek
i zmiany w ich ekspresji [3, 22, 31]. Te ewolucyjnie konserwatywne geny wraz
z HPRR stanowia locus QTL odpornosci na choroby [28]. Dziatanie obronne GLPs
zostato stwierdzone w apoplascie, gdzie ulegaja one ekspresji i reaguja ze Sciang
komorkowg utatwiajac wezesng odpowiedz na atak patogenu [13]. Po infekcji ich
ekspresja w komorce wzrasta i dochodzi do produkcji ROS (ang. reactive oxygen
species) w formie H,O0, w sposob ,wybuchowy” [1]. H,O, jest takze
zaangazowany w sygnalizacj¢ komoérkowag w apoplascie. GLP z aktywnos$cia
oksydazy szczawianowej odgrywa znaczacg role w odpornosci na choroby, gdyz
obniza poziom szczawianu — czynnika wirulencji wytwarzanego przez kilka
patogendéw grzybowych [24]. Oprocz degradacji szczawianu, dzigki aktywnosci
oksydazy szczawianowej, generowany jest nadtlenek wodoru, ktéry zaangazowany
jest w reakcje obronne roslin. H,O, moze w tkankach roslin osiggnaé stezenie
toksyczne dla bakterii i zwierzat roslinozernych [40], moze takze przyczynic¢ si¢ do
wzmocnienia konstrukcji roslinnych s$cian komoérkowych, utlenienia lipidow,
kwasu salicylowego i syntezy etylenu [34, 43]. Generowany przez OXO nadtlenek
wodoru moze rowniez dziata¢ jako wtorny przekaznik w aktywacji szlaku
biosyntezy fitoaleksyn, odpowiedzi na stres (HR) w systemie nabytej odporno$ci
oraz ekspresji genéw PR (ang. pathogen resistance) w roslinach — w procesach
zwigzanych z odpornoscia na choroby [24]. Aktywnos¢ OXO zostata
zlokalizowana w epidermie i pochwie korzenia, nigdy nie byta ona zwigzana
z regionami merystematycznymi. Wynika to z tego, ze oprocz pierwotnie
proponowanej funkcji germin w inicjowaniu rozwoju komorek, oksydaza
szczawianowa stuzy réwniez do zapewnienia obecnosci nadtlenku wodoru, ktory
bierze udziat w kowalencyjnym sieciowaniu sktadnikow $ciany komodrkowe;.
Wykazano, ze ekspresja germin w zarodku pszennym byla zawsze zwigzana
Z otaczajaca go tkankg oraz z réznicowaniem tkanek naczyniowych, co sugeruje
role w programowanej $§mierci komorki. Transkrypcja genu kodujacego germing
i aktywno$¢ OXO sg stymulowane przez infekcje grzybicze oraz niektére jony
metali. Jest ona rowniez regulowana poprzez auksyny i putrescyng. W badaniach
nad transgenicznym burakiem cukrowym stwierdzono, ze ekspresja BvGLP-1
wplywa na ekspresje innych biatek zwiazanych z odpornoscig w dwojaki sposob,
aktywujac ekspresje jednych, a obnizajac innych [30]. W genomach zb6z geny
kodujace GLP wystepuja w zbiorach. Prowadzone byly badania aktywnosci genow
GLP u jeczmienia w odpowiedzi na atak takich patogenow jak Blumeria gramini f.
sp. hordei i Magnaporthe oryzae, jak rowniez Rhizoctonia solani u ryzu.
U jeczmienia wykazano szeroki zakres ekspresji GLPs. Wyciszono  geny
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z zastosowaniem RNAI i okazato si¢, ze przejsciowe wyciszenie GER3 i GER5
oraz przejsciowa nadekspresja GER4 i GERDS, zabezpieczaly komorki epidermy
przed atakiem magczniaka. Natomiast wyciszenie GER4 prowadzito do wysokiej
podatnos$ci na atak patogenu [6, 21, 48]. Podobne wyniki otrzymano u ryzu [37].
Inne badania nad ekspresja genéw W transgenicznej soi [15] oraz wyciszeniem
gendéw w komorkach epidermy z Nicotiana attenuata [34], wykazuja ekspresje¢
genow kodujacych GLP w regionach proksymalnych $ciany komorkowej
zwigzanych z atakiem patogenéw lub miejscem zranienia [6]. Dodatkowo,
PsGERI, u grochu wykazuje podobienistwo do sekwencji N-terminalnej receptora
roslin adhezyny wykrytej na powierzchni komorek u Rhizobium [25]. Takie
"rhicadhesin receptor-like GLPs" okazaty si¢ by¢ silnie indukowane w korzeniach
i kulturach korzeni Medicago truncatula skolonizowanych przez mikoryze
arbuskularng (AM). Innym przyktadem jest nektaryna I, biatko prekursorowe, ktore
znajduje si¢ w miodnikach kwiatéw tytoniu, gdzie wykazuje aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej generujacej wysoki poziom nadtlenku wodoru w nektarze, a zatem
mogacej wykazywac funkcje obronng. Inne GLPs odgrywaja rowniez rolg
W réznych interakcjach roslinnych na drobnoustroje. W przeciagu ostatnich kilku
lat pojawity si¢ doniesienia, ze GLPs (Cit s1) mandarynki jest odpowiedzialna za
reakcje alergiczne u niektorych pacjentow [20]. Dodatkowe funkcje GLPs to
aktywno$¢ inhibitora proteazy seryny [42], aktywnos$¢ pirofosfotazy nukleotydow
cukru (AGPPase) lub fosfodiesterazy oraz katalizowanie hydrolizy ADP-glukozy
do glukozo-1-fosforanu i AMP [41]. Badania genow kodujacych GLP wielu ro$lin
(Brachypodium distachyon, ryzu, kukurydzy, sorga i pszenicy) wykazaly, ze
wystepujg one w zbiorach, co definiowane jest jako grupa trzech lub wicksze;j
liczby genow w jednym chromosomie nieoddalonych powyzej 100 tysiecy par
zasad [37]. W czterech genomach (Brachypodium distachyon, Oryza sativa,
Sorghum bicolor i Zea mays ) zidentyfikowano sze$¢ zbioréw, zawierajacych 56
Z 65 genow nalezacych do rodziny GLP [6] i wykazano, ze pig¢ zbiorow jest
ulokowanych w ancestralnym segmencie genomu [37]. Wszystkie 65 badanych
genow GLP nalezato do podrodzin GER3 i GER4 [16, 48], a poszczegdlne geny
w zbiorze mogty ulega¢ wielokrotnej duplikacji. Duplikacja cztonkéw podrodziny
GER4 w chromosomie 8 ryzu w genach QTL (geny OsGLP8-1 do OsGLP8-12 ),
zostata potwierdzona badaniami Davidsona i in. (2010) w oparciu o bliskos¢ ich
potozenia, podobienstwo w sekwencjach nukleotydowych oraz domniemanych
sekwencjach regulatorowych. Ekspresja podrodzin GER3 i GER4 warunkowata
odporno$¢ na maczniaka u pszenicy, jeczmienia i ryzu [11, 37, 48]. Wystgpowanie
gendéw GLPs w zbiorach sugeruje nadmiar biatek GLPS. Jest to jedyne mozliwe
wytlumaczenie dla klasteréw genéw GLP w genomach zbdz. Uzyskiwanie nowych
funkcji poprzez duplikacje gendw zostato stwierdzone u ryzu, gdzie zbiér GLPs na
8 chromosomie przyczynial sie w wiekszym stopniu do odporno$ci, niz ich
mniejszy zbior na chromosomie 12, ktory liczyt tylko cztery geny [37].

W ostatnim czasie, na podstawie GLP u jeczmienia, przedstawiono
interesujacy scenariusz cyklu genu "narodziny i $mier¢”, bedacy alternatywa dla
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pseudogenizacji do ktorej dochodzi na skutek wielokrotnej duplikacji genu
w pojedynczych loci [26]. W mys$l tego nowego scenariusza, mutacje
w elementach regulatorowych zwigkszajg poziom transkryptu i wzmacniajg
funkcjonowanie genu na skutek aktywacji promotora przez czynnik patogeniczny.
Takze zakonserwowane elementy regulatorowe w obszarze sekwencji
promotorowych GLP reaguja na czynniki stresowe srodowiska i czynniki wzrostu
[36]. U kukurydzy w chromosomie 4 synteniczny zbiér genow GLPs zawiera rdzne
QTLs dla odpornosci na wiele choréb kukurydzy. Podobng sytuacje
zaobserwowano u ryzu [13, 44, 46].

PODSUMOWANIE

W tej krotkiej charakterystyce biatek z rodziny cupin — germin i germino-
-podobnych, dokonanej na podstawie danych literaturowych wynika, ze wspolnym
szkieletem tych biatek jest obecno$¢ domeny B-beczutki — cupiny, wewnatrz ktorej
mogg istnie¢ zrdéznicowania nadajace odpowiednie whasciwosci biatkom. Analizy
porownawcze doprowadzily do zidentyfikowania bialek majacych rozne
aktywnosci: enzymatyczne i nie enzymatyczne, nalezace do tej rodziny. Biatka te
odznaczajg si¢ niezwykla termostabilno$cig i odpornoscig na proteazy. Pierwsza
germina, odkryta w czasie procesu kietkowania zarodkéw pszenicy, zwigzana jest
z modyfikacjg $ciany komorkowej i uwazana jest za marker kietkowania.
Wystepuje ona w tej fazie rozwojowej u wszystkich waznych, z punktu
ekonomicznego, zb6z. Wiele badan poswiecono roli germin i GLPs w reakcjach
obronnych ros$lin na choroby i szkodniki, w ktérych wykazano ich znaczacy udzial.
GLPs sg glikoproteinami ECM utrzymywanymi w miejscu przez stabe sity jonowe.
Wigkszos¢ z nich wystepuje jako bardzo stabilne oligomery i roéwnie
prawdopodobne jest, ze wiekszo$¢, jesli nie wszystkie z nich wigza jony metali,
gtéwnie manganu. Ekspresja genow cztonkow kompleksu rodziny GLP jest $cisle
regulowana. Prawdopodobnie, co najmniej jeden z GLPs jest obecny na kazdym
etapie rozwojowym, we wszystkich organach rosliny. Niektére z GLPs sg réwniez
zaangazowane w reakcje na stres. Wydaje si¢, ze GLPs s3 zazwyczaj
zlokalizowane w tkankach powierzchni komorek epidermy i kory subepidermalnej.
Germiny i GLPs prawdopodobnie uczestnicza w waznych aspektach przebudowy
$ciany komorkowej, ktérym towarzyszy odpowiedz na rozwoj i stres. PSzeniczna
germina/Oxox ma réwniez ogromny potencjat dla zastosowan komercyjnych, ze
wzgledu na wczesniej wspomniang niezwykla odporno$¢ na proteazy, wysoka
stabilno$¢ i odporno$¢ na ciepto. Ekspresja germiny pszenicznej w transgenicznym
tytoniu [47] 1 Pichia pastoris [38] wykazata przydatnosci Oxox na duza skalg
produkcji do zastosowan biomedycznych [27].
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