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WPROWADZENIE

W ciągu ostatnich kilkudziesięciu lat nastąpił ogromny wzrost wydajności
produkcji w rolnictwie, osiągnięty głównie dzięki zastosowaniu mechanizacji,
nawozów sztucznych, środków ochrony roślin, wysoko wydajnych odmian roślin

uprawnych i ras zwierząt hodowlanych. Wydąje się jednak, że optymalizacja
procesu produkcyjnego, może najbardziej spektakularna w nowoczesnych, ste
rowanych przez programy komputerowe szklarniach i fermach hodowlanych,
dociera do granic efektywności — coraz większe nakłady środków nie przynoszą
proporcjonalnego wzrostu dochodu. Co gorsza, metody produkcji, które spowo
dowały „zieloną rewolucję”, przyniosły także groźny efekt uboczny — degradację
środowiska naturalnego, przejawiającą się między innymi zmniejszeniem powie
rzchni lasów i innych użytków ekologicznych, eutrofizacją wód, erozją i zanie
czyszczeniem gleb, wyselekcjonowaniem z naturalnych populacji chwastów,
owadów i patogenów odpornych na pestycydy. Wyjściem z rysującego się impasu
ekonomicznego i ekologicznego może być zastosowanie w rolnictwie metod
i środków produkcji rodem z laboratorium biotechnologicznego.

Biotechnologia to każda technika wykorzystująca żywe organizmy do wytwo
rzenia określonego produktu lub jego zmodyfikowania do poprawienia cech
roślin lub zwierząt lub do stworzenia mikroorganizmów o specyficznych cechach

użytkowych. Podstawą nowoczesnej biotechnologii są techniki rekombinacji
DNA określane ogólnie terminem „inżynieria genetyczna”, pozwalające przenieść
do dowolnego organizmu dowolny gen wyklonowany z każdego innego organizmu
z precyzją i szybkością nieporównanie większą niż umożliwiają konwencjonalne
metody hodowli.

Biotechnologia, w połączeniu z tradycyjnymi technikami stosowanymi w rol
nictwie, pozwoli na zwiększenie produkcyjności i utrzymywanie jej stale na

wysokim poziomie, na bardziej ekonomiczne przetwarzanie plonu, zwiększenie
różnorodności oferowanych produktów, przystosowanie ich do rosnących wy
magańjakościowych i funkcjonalnych, jak również na zmniejszenie uzależnienia

nowoczesnego rolnictwa od środków chemicznych i innych środków produkcji.
Biotechnologia spowoduje lepsze poznanie, ochronę i wykorzystanie zasobów

genetycznych, powinna wpłynąć także na bardziej przyjazne środowisku wyko
rzystywanie innych zasobów naturalnych.

Biotechnologia w praktyce gospodarstwa rolniczego czy hodowlanego to

sadzonki roślin ozdobnych produkowane in uitro, „sztuczne nasiona”, odmiany
pomidorów o przedłużonym okresie dojrzewania — tak rozumiana biotechnolo
gia to jednak tylko szczyt ogromnej góry lodowej badań podstawowych, obejmu
jących oprócz problematyki struktury genomu i regulacji jego funkcjonowania
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przez czynniki ustrojowe i zewnętrzne, także badania różnorodnych procesów
biochemicznych i biofizycznych związanych z metabolizmem żywej komórki.

W prezentowanym zeszycie Kosmosu proponujemy zestaw artykułów dobra
nych tak, aby choć w części odzwierciedlić złożoność owej góiy lodowej. Pierwsza
z prac przedstawia Arabidopsis thaliana L. czyli rzodkiewnik pospolity — orga
nizm, który dla biologii molekularnej roślin jest tym, czym Drosophila w bada
niach nad zwierzętami. Kolejne trzy prace dotyczą organizacji i ekspresji genomu
roślinnego. Następny artykuł — M. Krzymowskiej i J. Henninga — rozpoczyna
zestaw poświęcony Jednemu z bardziej istotnych kierunków w biotechnologii,
jakimjest poszukiwanie naturalnych mechanizmów odporności roślin na szkod
niki i patogeny i przenoszenie tych mechanizmów do roślin uprawnych. W tym
samym zestawie znalazły się artykuły poświęcone symbiozie motylkowatych
z bakteriami wiążącymi azot cząsteczkowy, a to z racji problemu „dialogu”
pomiędzy rośliną a mikroorganizmem, charakterystycznego zarówno dla pato
genezy, jak i symbiozy. Kolejne cztery prace dotyczą zagadnień regulacji proce
sów życiowych roślin przez fitohormony oraz wpływu na nie czynników abioty
cznych. Blisko wierzchołka góry lodowej — praktyki biotechnologicznej w rolnic
twie — sytuują się zagadnienia poruszane w końcowych sześciu artykułach.
Dyskutują one zagadnienia bezpośrednio związane z produkcją roślin transge-
nicznych w laboratorium i ich przeniesieniem do upraw polowych. Pierwsze dwa

artykuły w tej serii poświęcono różnym metodom transformacji roślin, następny
— kontrolowaniu morfogenezy roślin w kulturach in vitro ze szczególnym
naciskiem na somatyczną embriogenezę. Kolejna praca omawia możliwości

uzyskania i zastosowania w biotechnologii haploidów roślin. Artykuł E. M. Szew
czyk referuje możliwości przeniesienia do roślin bakteryjnych genów syntezy
biodegradowalnych poliestrów. Następna praca dotyka ważnego zagadnienia
uzyskania odmian roślin uprawnych, odpornych na zakażenie nicieniami. Arty
kuł S. Malepszego, ostatni w tym zeszycie, traktuje o przydatności roślin

transgenicznych w hodowli, testowaniu wartości odmian transgenicznych w wa
runkach polowych i — wreszcie — ich uprawie polowej.
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INTRODUCTION

The enormous increase in agricultural output achieved within the last
decades was due mainly to progress in mechanization, to increased application
of fertilizers and pesticides, as well as to introduction of highly productive plant
varieties and lines of breeding animals. However, it seems that optimization of
the production processes, which give most spectacular results in modern,
computer-controlled green houses and breeding farms, is reaching the limits of
its effectiveness: the increase in expenditure leads no morę to an adeąuate
increase of income. What is much worse, the production methods which led to

the “green revolution” have brought also dangerous side effects. Deep degrada-
tion of the natural environment is manifested by decreased area of forests and
other arabie lands of ecological importance, by water eutrophization, by erosion
and pollution of soil. Moreover, there appeared pesticide-resistant lines selected
from natural populations of common weeds, insects and pathogens.

It seems that the approaching economic and ecological dilemma could be
solved by applying in agriculture the methods and means of production created
in biotechnological laboratories.

Eveiy techniąue making use of a living organism to produce or modify a

defined product, to improve some properties of plants and animals, or to

construct microorganisms with the desired useful properties belongs to the field
of biotechnology. The techniąues of DNA recombination, commonly termed

“genetic engineering”, serve as the basis of modern biotechnology. They make

possible the transfer to any chosen organism of any gene cloned out of any other

organism, with a precision and speed incomparably higher than it is possible to

achieve by conventional breeding methods.

Biotechnology, applied together with traditional methods of agriculture, will

permit to raise the agricultural output and maintain it at a permanently high
level. It will lead to morę economical processing of crops and increased diversity
of products offered on the market, assuring at the same time their high ąuality
and performance. Moreover, biotechnology could lower the present-day depend-
ence of modern agriculture on Chemicals and other potentially noxious means

of production. It will give rise to better knowledge, protection and utilization of

genetic resources, and will also lead to morę environment friendly use of other
natural resources.

Biotechnology in the farm practice means the possibility oftaking advantage
ofthe ornamental plants seedlings produced in nitro, of “artificial seed” or tomato

varieties with a delayed ripening. These practical aspects of biotechnology
correspond, however, only to a peak of an enormous iceberg, the main body of
which consists ofbasie scientific research, encompassing not only the problems
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of genome structure and regulation of its function by endogenous or exogenous
factors, but also studies on a variety of biochemical and biophysical processes
related to the metabolism of a living celi.

The issue of Kosmos now presented to the reader contains a collection of

papers chosen in such a way as to reflect, at least partly, the complexity of the

biotechnological “iceberg”. The first paper concerns Arabidopsis thaliana, an

organism which serves in plant molecular biology the same purpose as does

Drosophila in studies on animals. Three successive papers concern organization
and expression ofplant genome. The next one, by M. Krzymowska and J. Hennig,
is the First of a series devoted to one of the most important trends in biotechno-

logy, i.e. the research into natural mechanisms of plant resistance to pests and

pathogens, and introducing those mechanisms into cultivated plants. In the
same series are included the papers dealing with symbiosis ofthe Papillionaceae
plants with the molecular-nitrogen fixing bacteria. This problem is of special
interest because of the plant-microorganism “dialogue” which is characteristic
of both pathogenesis and symbiosis. The following four papers discuss regula
tion of plant life processes by phytohormones, and the effect exerted by abiotic
factors. Near the summit of the “iceberg”, i.e. the implementation of biotechno
logical methods in agricultural practice, can be located the ąuestions discussed
in the six papers closing the issue. They are focused on the problems ralated to

production of transgęnic plants in the laboratory and their subseąuent transfer
to field cultures. The first two papers of this series are devoted to various plant
transformation methods, the next one — to control of plant morphogenesis in
irt vitro cultures, with special emphasis on somatic embryogenesis. The fourth

paper concerns the possibility of raising haploid plants and their utilization in

biotechnology. The paper by E.M. Szewczyk examines the perspectives of

transferring into plants of the bacterial genes encoding synthesis of biodegra-
datable polyeasters. The next paper approaches the important ąuestion of

obtaining varieties of cultivated plants that would be resistant to nematod
infection. The last paper, by S. Malepszy, considers the usefullness oftransgęnic
plants in agriculture, for assessment in field trials of the value of the varieties

obtained, as well as in large-scale cultivation.
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ARABIDOPSIS THALIANA — ORGANIZM MODELOWY W BIOLOGII
MOLEKULARNEJ ROŚLIN

DLACZEGO ARABIDOPSIS?

Każdy, kto zetknął się z biologią wie, jak wielkie znaczenie dla postępu tej
nauki miały wyniki badań nad genetyką małej muszki owocowej Drosophila
melanogaster. Analiza genetyczna mutantów, uzupełniona później o analizę na

poziomie molekularnym, umożliwiła poznanie wielu prawidłowości dotyczących
dziedziczenia cech, funkcjonowania aparatu genetycznego i regulacji różnych
procesów fizjologicznych w złożonych organizmach zwierzęcych.

Potrzeba znalezienia organizmu, który pełniłby rolę roślinnej muszki Droso
phila, istniała od dawna. Sprawa stała się pilna w połowie lat osiemdziesiątych,
kiedy rozpoczęto przygotowania do uruchomienia megaprojektów biologicznych
zmierzających do sekwencjonowania kompletnych genomów. Złożoność organi
zacji i ogromny koszt tych projektów wykluczają wciąż jeszcze (mimo znacznego
postępu w dziedzinie technologii) jednoczesne sekwencjonowanie więcej niż
kilku wybranych genomów. Tak więc przyjęte ostatecznie i rozpoczęte programy
sekwencjonowania kompletnych genomów, które dotyczą bakterii Escherichia

coli, drożdży, nicienia Caenorhabditis elegans, muszki Drosophila, myszy, czło
wieka i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) — rośliny z rodziny krzyżowych
podniosły wymienione organizmy (a właściwie gatunki, które reprezentują) do

rangi prawdziwych superobiektów doświadczalnych w biologii.
Dlaczego jako reprezentanta świata roślin wybrano Arabidopsis, niepozorny

chwast bez jakiejkolwiek wartości użytkowej? Nie ma co ukrywać, że dokonując
wyboru brano pod uwagę przede wszystkim cechy korzystne w badaniach

genetycznych.

GENETYKA KLASYCZNA

Arabidopsis jest rośliną małą (dojrzała osiąga zaledwie 20-25 cm), do Jej
uprawy potrzeba bardzo niewiele miejsca. Na powierzchni 100 cm2 można bez

trudu hodować kilkadziesiąt roślin. Krótki czas życia (od wysiania nasion
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pokolenia FI do zebrania nasion pokolenia F2 upływa zaledwie 5-6 tygodni)
umożliwia szybkie otrzymywanie i testowanie nowych linii genetycznych. Arabi
dopsis rośnie dobrze w warunkach laboratoryjnych, w ziemi bądź w sterylnych
pożywkach o zdefiniowanym składzie.

Proste wymagania dotyczące światła, temperatury i składu podłoża oraz

niewielka powierzchnia wystarczająca do hodowli znacznej nawet liczby roślin

pozwalają uznać Arabidopsis za wyjątkowo tani, a zatem nadający się do

powszechnego użycia obiekt doświadczalny.
Z punktu widzenia analizy genetycznej szczególne znaczenie ma możliwość

wywoływania mutacji w dużych liczbowo populacjach Arabidopsis oraz łatwość

identyfikowania osobników o zmienionych fenotypach.
W przypadku Arabidopsis mutagenizowaniu poddaje się nasiona. Każde

z nasion tej rośliny zawiera tylko kilka komórek, z których rozwijają się później
organy reproduktywne. Mutacja w DNA jednej z takich komórek jest zatem

powielona w komórkach potomnych tworzących określony fragment rośliny
dorosłej. Wszystkie komórki tego fragmentu są identycznymi heterozygotami
w odniesieniu do zmutowanego genu. Powstający w tym miejscu kwiat zawiera

gamety, z których połowa niesie chromosom z mutacją. Ponieważ w Arabidopsis
kwiaty ulegają w sposób naturalny samozapyleniu (cecha niezwykle ułatwiająca
badania genetyczne), jedna czwarta powstałych nasion pokolenia F2 będzie
homozygotyczna w stosunku do nowej mutacji. Heterozygoty stanowić będą dwie
trzecie pozostałych nasion.

Mutagenizacja nasion Arabidopsis umożliwia łatwe otrzymanie homozygot
oraz identyfikację recesywnych mutacji letalnych. Jeśli homozygotyczność
w zmutowanym genie wywiera efekt letalny, który zaznacza się już na poziomie
embriogenezy, jedna czwarta nasion w strąku nie będzie zdolna do kiełkowania.
W tym samym strąku znajdują sięjednak heterozygoty, które zachowują mutację
i mogą być wykorzystane do analizy genetycznej.

Nasiona Arabidopsis są bardzo małe. W plastikowej probówce typu Eppen-
dorfa, o pojemności 1,5 ml, mieści się ich 50000. Ponieważ do wysiania 10

tysięcy nasion i hodowli otrzymanych z nich roślinek aż do stadium, w którym
można zaobserwować zmiany fenotypowe, wystarczajedna duża szalka Petriego,
można poddawać mutagenizacji i testowaniu jednocześnie dziesiątki, a nawet

setki tysięcy nasion.
To właśnie możliwość prowadzenia doświadczeń genetycznych na taką skalę

czyni z Arabidopsis „botaniczną Drosophilę”.
Dzięki zastosowaniu opisanych wyżej metod scharakteryzowano do dziś

setki różnych mutacji Arabidopsis (Kończ i współred. 1992). Najliczniej repre
zentowane wśród nich są mutacje morfologiczne. Dotyczą one wszystkich
niemal części i organów rośliny. Wiele mutacji dotyczy enzymów różnych szlaków

metabolicznych. Obszerną klasę stanowią mutacje określane jako fizjologiczne
lub hormonalne. Wpływają one przede wszystkim na zdolność rośliny do syn
tetyzowania regulatorów wzrostu, a także na zdolność do reagowania na nie.
Bardzo interesujące są mutacje rozwojowe, szczególnie te dotyczące rozwoju
kwiatu (Meyerowitz 1989).

Komplementacja i mapowanie mutacji za pomocą krzyżówek genetycznych
umożliwiły sporządzenie mapy genetycznej Arabidopsis. Na pięciu chromoso-
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mach tworzących razem haploidalny genotyp Arabidopsis ustalono wząjmne
pozycje kilkuset różnych genów. Zlokalizowano także położenie centromerów.

BIOLOGIA MOLEKULARNA

W świecie botanicznym Arabidopsis reprezentuje grupę organizmów najbar
dziej zaawansowanych ewolucyjnie — rośliny kwiatowe. Genom Arabidopsis
okazał się jednak niezwykle mały. Zawiera tylko około 80000 kb (kilobase —

tysiąc par zasad), czyli około 80 milionów par zasad. Arabidopsis ma zatem

najmniejszy genom wśród badanych dotąd pod tym względem roślin kwiatowych.
Dla porównania, genom (w przeliczeniu na haploidalny garnitur chromosomów)
tytoniu zawiera 1600000 kb, grochu — 4500000 kb, pszenicy 5900000 kb,
a niektórych lilii — aż 30000000 kb. Genom skomplikowanego organizmu
wielokomórkowego, jakimjestArabidopsis, zawiera tylko nieco ponad pięciokrot
nie więcej DNA niż genom jednokomórkowych drożdży i zaledwie 15 razy tyle
DNA, co genom bakterii Escherichia coli. Genom muszki owocowej jest około
dwukrotnie większy. Podobnej wielkości genom co Arabidopsis ma natomiast

liczący zaledwie trzy tysiące komórek nicień Caenorhabditis elegans. Niewielki

genom Arabidopsis jest zapewne wynikiem długotrwałej presji selekcyjnej fawo
ryzującej swoistą „ekonomizację” zawartości jądra komórkowego. Znajduje to

odzwierciedlenie w organizacji sekwencji DNA. 80% całkowitego DNA stanowią
sekwencje występujące wjednej lub kilku kopiach. Są to w większości sekwencje
kodujące białka (geny strukturalne wraz z towarzyszącymi im sekwencjami
regulatorowymi). Tylko 20% genomu stanowią sekwencje powtarzające się,
z czego około połowa to sekwencje często powtarzające się. W genomie Arabido
psis niemal zupełnie nie występują rozproszone sekwencje powtarzające się, tak

częste w genomach innych roślin.
Do tej pory sklonowano już ponad 200 genów Arabidopsis. Pod względem

organizacji sekwencji nie różnią się one od typowych genów eukariotycznych.
Około połowa z nich wykazuje obecność intronów. Godny uwagi jest fakt, że

średnia liczba (2,3 na gen) i wielkość (około 1 kb) intronów w genomie Arabido
psis są mniejsze niż w genomach innych roślin.

Nie wiadomo jakie znaczenie dla funkcjonowania niewielkiej rośliny kwiato
wej, jakąjest Arabidopsis, ma tak daleko posunięta oszczędność w gromadzeniu
DNA. Z praktycznego punktu widzenia cecha tajest niezwykle korzystna, dzięki
niej bowiem znajdywanie i klonowanie genów Arabidopsis jest niepomiernie
łatwiejsze niż w przypadku innych roślin. Brak rozproszonych sekwencji powta
rzających się umożliwia, na przykład, znajdywanie genów za pomocą tak zwa
nego „spacerowania po chromosomie”, techniki polegającej na izolowaniu kolej
nych, nakładających się fragmentów genomowego DNA.

MUTAGENEZA ZA POMOCĄ INSERCJI T-DNA

Przeważającą większość opisanych dotąd mutantów Arabidopsis otrzymano
za pomocą wspomnianej już mutagenezy chemicznej nasion. Ten sposób muta-
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genizowaniajest bardzo skuteczny i wydajny, identyfikacja zmutowanego genu
wymaga jednak w każdym przypadku dość żmudnej analizy. W laboratoriach,
w których prowadzi się badania nad Arabidopsis, zastosowano z powodzeniem
inny sposób otrzymywania mutantów, pozwalający na szybką lokalizację genu,
w któiyrn zaszła zmiana (Feldman i współaut. 1989). Opiera się on na wykorzy
staniu przypadkowych insercji do genomu rośliny fragmentów DNA plazmidu Ti
z Agrobacterium tumefaciens (insercje następują w wyniku transformacji nasion
za pomocą Agrobacteriumzawierającej odpowiednio przekształcony plazmid Ti).
Umieszczenie pomiędzy włączonymi do genomu fragmentami DNA plazmidu Ti

(tzw. fragmentami T) sekwencji warunkującej oporność na antybiotyk umożli
wia, po uzyskaniu nasion pokolenia F2, selekcję roślin transformowanych,
wśród których poszukuje się następnie interesujących mutantów. Jeżeli znale
zione mutacje kosegregują z cechą oporności na antybiotyk, ich przyczynąjest
najprawdopodobniej insercja do odpowiedniego genu fragmentu T-DNA (stąd
nazwa: mutageneza insercyjna). Uszkodzony gen jest więc zaznaczony sekwen
cją T. Można go dzięki temu stosunkowo łatwo odnaleźć (np. za pomocą
hybiydyzacji próbnika stanowiącego sekwencję T-DNA do DNA klonów składa
jących się na bibliotekę genomową zmutowanej rośliny). W typowym doświad
czeniu polegającym na insercyjnej mutagenezie nasion Arabidopsis, około 15%

stanowią mutacje letalne. Mutacje wywołujące interesujące efekty fenotypowe
stanowią około 1%. Wiele laboratoriów dysponuje dużymi zbiorami nasion

pokolenia F2 uzyskanymi po mutagenezie insercyjnej. Zbiory te są na ogół
dostępne dla tych, którzy podejmują się szukać w nich interesujących mutan
tów.

FIZYCZNA MAPA CHROMOSOMÓW I SEKWENCJONOWANIE GENOMU

Dostępna obecnie fizyczna mapa chromosomów Arabidopsis składa się ze

zbioru wektorów (są nimi w tym przypadku tzw. kosmidy lub sztuczne chromo
somy drożdżowe zwane YAC) zawierających duże fragmenty genomowego DNA

pochodzące z poszczególnych chromosomów. Ułożenie fragmentów w stosunku
do siebie w chromosomie ustalono dzięki analizie ich nakładających się obsza
rów. Skonstruowanie fizycznej mapy genomu Arabidopsis (obok niej istnieje też

szczegółowa mapa gentyczna) umożliwiło rozpoczęcie międzynarodowego pro
gramu sekwencjonowania. Jest realizowany na podobnej zasadzie, jak wcześ
niej rozpoczęty program sekwencjonowania genomu drożdży. Ośrodki pełniące
funkcję koordynatorów lokalnych sprawują nadzór nad rozdziałem wektorów

zawierających fragmenty genomowego DNA pomiędzy poszczególne laboratoria,
w których wykonuje się sekwencjonowanie. Odczytane sekwencje poddawane są

weryfikacji, a po jej pomyślnym przejściu — gromadzone w centralnej bazie

danych. Gross sekwencjonowania wykonują laboratoria w krajach Europy Za
chodniej, USA i Japonii. Należy tu wspomnieć, że w projekcie sekwencjonowania
genomu Arabidopsis od 1995 roku biorą także udział laboratoria Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.
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SEKWENCJONOWANIE FRAGMENTÓW DNA, KTÓRY ULEGA EKSPRESJI —

BAZA DANYCH EST

Uzyskanie pełnego obrazu organizacji materiału genetycznego organizmu
wymaga sekwencjonowania całego genomu. Tylko znajomość pełnej sekwencji
genomowego DNA pozwoli w przyszłości na analizę skomplikowanych relacji
między sekwencjami kodującymi białko, a sekwencjami regulatorowymi oraz

między samymi sekwencjami regulatorowymi. Jednak dla wielu badaczy znacz
nie większe znacznie niż znajomość sekwencji przypadkowych obszarów w chro
mosomach ma znajomość sekwencji DNA kodującego białka. Z tego powodu,
niemal równocześnie z podjęciem sekwencjonowania genomów rozpoczęto gro
madzenie danych o sekwencjach fragmentów DNA przepisanych z mRNA (tzw.
cDNA). Z biegiem czasu sekwencjonowanie cDNA przybrało postać niezależnych
międzynarodowych projektów badawczych. Podejście do gromadzenia danych
o sekwencjach cDNA uległo w ostatnich latach ciekawej ewolucji. Zamiast

starannego sprawdzania każdej podanej sekwencji i dbałości o to, by przedsta
wiała ona DNA odpowiadający pełnemu mRNA (tj. zawierającemu kodon inicja
cyjny i terminacyjny, najlepiej wraz z obecnymi na 5’- i 3’-końcu sekwencjami
nie ulegającymi translacji) przyjęto strategię postępowania, którą w języku
angielskim określa się Jako „quick and dirty”. Polega ona na sekwencjonowaniu
przypadkowych zbiorów mRNA przekształconych w cDNA za pomocąjednokrot
nej reakcji odwrotnej trans kiyptazy. Produktami takiej reakcji są zwykle krótkie
odcinki cDNA kodujące polipeptydy, których średnia długość nie przekracza 100
aminokwasów. Odcinki takie nazywa się znacznikami sekwencji ulegających
ekspresji, po angielsku EST (expressed seąuence tags).

O ile zbiory EST mogą służyć jako zwyczajne narzędzia badawcze biologii
molekularnej, na przykład do charakterystyki profilu ekspresyjnego organizmu
lub tkanki bądź do identyfikacji eksonów, ich prawdziwe znaczenie polega na

czym innym. Ponieważ bazy danych EST rosną bardzo szybko i w przypadku
najważniejszych organizmów modelowych biologii osiągnęły już stan bliski

nasycenia (reprezentują większość produkowanych przez dany organizm mRNA)
uczeni zajmujący się biologią molekularną stanęli nagle w obliczu sytuacji, która

wymaga zasadniczej zmiany spojrzenia na strategię badawczą. W końcu wrześ
nia 1995 baza danych EST człowieka zawierała 270 tysięcy, a Arabidopsis blisko
25 tysięcy sekwencji. Przy tak licznych zbiorach szansa znalezienia sekwencji
homologicznej do dowolnego znanego już genujest bardzo wysoka. Można zatem

podchodzić do rozwiązywania problemów biologicznych w sposób stanowiący
swoiste odwrócenie strategii stosowanej do tej pory. Zamiast poszukiwać białek

odpowiedzialnych za przebieg badanych procesów, a następnie szukać kodują
cych Je genów, badać przebieg ich transkiypcji itp. można w bazach danych EST

zidentyfikować od razu odpowiednie sekwencje na podstawie ich homologii do

sekwencji już znanych, na przykład kodujących białka, biorące udział w analo
gicznych procesach u innych organizmów. Uczeni zajmujący się Arabidopsis
znajdują się tu w wyjątkowo korzystnej sytuacji, mogą bowiem otrzymać bez
płatnie klony zawierające sekwencje dowolnych EST. Klony mogą być zamawiane
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pocztą elektroniczną z centralnej depozytorni materiału genetycznego Arabido
psis znajdującej się w stanie Ohio w USA.

W naszym laboratorium, dzięki informacjom zawartych w bazie danych EST,
udało się zidentyfikować, a następnie zsekwencjonować geny Arabidopsis kodu
jące ważne regulatory transkrypcji. Wykrycie homologów znanych genów w zbio
rze EST Arabidopsis umożliwia nam także analizę mechanizmów molekularnych
związanych z odpowiedzią roślin na stres chłodowy.

Dzięki wysiłkom biologów molekularnych pracujących nad genomem Arabi
dopsis udało się w ciągu ostatnich kilku lat ujawnić nowe fakty dotyczące
sposobu działania substancji wzrostowych, odpowiedzi roślin na światło i inne

czynniki środowiskowe, a także podstaw molekularnych procesów morfogene-
tycznych (Meyerowitz i Somerville 1995). Z pewnością żaden inny organizm,
wykorzystywany w tym samym okresie jako materiał badawczy, nie przyczynił
się w porównywalnym stopniu do postępu wiedzy o biologii roślin.

ARABIDOPSIS, A MODEL ORGANISM OF PLANT MOLECULAR BIOLOGY

Summary

The advantages of using Arabidopsis in genetic, molecular, biochemlcal and physiologic studies
are discussed.
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ORGANIZACJA I BUDOWA GENOMU ROŚLINNEGO

Ewolucja wykształciła dwie odrębne strategie różnicowania i rozwoju orga
nizmów wielokomórkowych: dla organizmów zwierzęcych, które posiadają zdol
ność do przemieszczania się oraz dla organizmów roślinnych, które są w zasadzie

przypisane dojednego miejsca. Dla roślin stało się to podstawą do wykształcenia
ich genetycznej i metabolicznej plastyczności w odpowiedzi na bodźce zewnętrz
ne i zmienność środowiska.

Konsekwencje takiego stanu rzeczy są bardzo znamienne i wyrażają się
między innymi w przebiegu procesów różnicowania. Różnicowanie organizmów
zwierzęcych zachodzi w stadium zarodkowym. U roślin natomiast wykształcanie
nowych organów ma miejsce we wszystkich stadiach cyklu życiowego. Swoistymi
rezerwuarami nowych komórek, z których formują się nowe organy są meiyste-
my pędu i korzenia. W komórkach merystematycznych ma miejsce przetwarza
nie wewnętrznych i zewnętrznych sygnałów morfogenezy, co w konsekwencji
indukuje procesy różnicowania. U roślin ponadto, w przeciwieństwie do zwierząt,
gamety wykształcają się z komórek somatycznych, które przeszły wiele podziałów
mitotycznych i były eksponowane na różnorodne bodźce środowiska.

Komórka roślinna zawiera 3 typy genomów — największy umiejscowiony
w jądrze komórkowym oraz dwa mniejsze, organellowe — w mitochondriach
i plastydach. Przypuszcza się, że genomy organellowe, zawierające stosunkowo
niewielkie pule genów, są pochodzenia endosymbiotycznego. Ekspresja tych
genomów zachodzi pod kontrolą genomu jądrowego.

ORGANIZACJA GENOMU JĄDROWEGO

Genom jądrowy roślin ma budowę podobną do genomów innych wyższych
eukariotów. Jądrowy DNA jest upakowany w wysoce zorganizowane struktury
chromosomów. Uporządkowanie materiału genetycznego ma charakter wielopo
ziomowy — od ułożonych w podwójne helisy łańcuchów DNA, z którymi są

związane białka jądrowe, poprzez struktury chromatyny skupiające obszerne

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego
GP 204 056 06.
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fragmenty genomu, aż do skondensowanych chromosomów metafazowych (rys.
1). Chromosomy takie stają się aktywne transkrypcyjnie w interfazie cyklu
komórkowego, kiedy to rozluźnienie upakowania umożliwia cząsteczkom poli-
merazy RNA i czynnikom transkiypcyjnym dostęp do łańcuchów DNA i rozpo
częcie procesu transkrypcji. W ten sposób zostaje zainicjowany proces odczyty
wania informacji genetycznej, zawartej w chromosomowym DNA.

|2nm
Fragment helisy DNA

Pojedyncze rdzenie
nukleosomowe

30 nm włókna chroma-

tynowe z upakowanymi
nukleosomami

11 nm

30 nm

Fragment chromosomu
w postaci rozciągniętej

Fragment skondensowanego
chromosomu metafazowego

Chromosom metafazowy

300 nm

700 nm

1400 nm

Rys. 1. Schemat hierarchii i organizacji upakowania chromatyny odpowiadający skon
densowanym chromosomom metafazowym roślin (wg Watson i Murphy 1993).

Poziom zawartości jądrowego DNA w komórce jest wielkością stałą i chara
kterystyczną dla danego gatunku. Oznaczoną chemicznie zawartość DNA można

odnieść do pojedynczego jądra komórkowego i wyrazić jako wartość 1C lub 2C,
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przy czym wartość 1C odnosi się do zawartości DNA w niereplikującym haploi-
dzie. Zawartość jądrowego DNA waha się u różnych gatunków roślin od 0,5 do
200 pikogramów (Bennett i współaut. 1982) (tab. 1).

Tabela 1

Zawartość jądrowego DNA w roślinach wyższych (wybrane przykłady)

I pikogram (10 12 g) = 0.965 X 109par zasad lub 6,4 x 1011 daltonów. Dla porównania: zawartos'ć DNA (g/genom) wynosi:
CaMV - 0,84 x 10"17, chloroplast grochu - 1,3 X I0"16, Escherichia coli -4,0 x 10“15. człowiek - 6 x I0"12.

Zawartość DNA (g/genom) Ploidalność

Arabidopsis thaliana (rzodklewnik pospolity) 0,20 x 10'12 (2x = 10)

Raphanus satiuus (rzodkiew zwyczalna) 0,40 x 10'12 (2x = 18)

Lgcopersicon uulgare (pomidor) 0,75 x 10"12 (2x = 24)

Glgcine maó (soja) 0,90 x 10"12 (4x = 40)

Orgza satiua (ryż) 1,00 x 10"12 (2x = 24)

Beta uulgaris (burak zwyczajny) 1,20 x 10~12 (2x = 18)

Solarium, tuberosum (ziemniak) 2,10 x 10'12 (4x = 48)

Gossgpium hirsutum (bawełna) 3,00 x 10"12 (4x = 52)
Nicotiana tabacum (tytoń) 3,90 x 10’12 (4x = 48)

Zea mags (kukurydza) 3,90 x 10'12 (2x = 20)

Pisum satiuum (groch) 4,90 x 10"12 (2x = 14)

Lolium perenne (trawa życica trwała) 4,90 x lO-12 (2x = 14)
Hordeum uulgare (jęczmień) 5,60 x 10"12 (2x = 14)

Secale cereale (żyto) 9,50 x 10’12 (2x = 14)

Vicia faba (bób) 13,30 x 10"12 (2x = 12)

Auena satiua (owies) 13,70 x 10"12 (2x = 42)
Allium cepa (cebula) 16,80 x 10"12 (2x = 16)

Triticum aestiuum (pszenica heksaploidalna) 17,30 x 10"12 (6x = 42)

Haemanthus katharinae (krasnokwlat) 59,00 x 10“12 (2x = 16)

Pojemność kodująca genomu roślinnego, oszacowana na podstawie zawar
tości jądrowego DNA u różnych gatunków roślin znacznie przekracza liczbę
genów ulegających ekspresji. Zjawisko to jest związane z występowaniem w ge
nomie dużych ilości powtarzalnych sekwencji DNA, które nie posiadają zdolności

kodujących, a ich ilość jest skorelowana dodatnio z rozmiarami genomu. Przyj
muje się szacunkowo, że liczba genów strukturalnych kodujących białka wynosi
w genomie roślinnym 30-70 tysięcy, to jest 10-20 razy więcej niż u E. colt Przy
założeniu, że białko roślinne składa się średnio z 350 aminokwasów, można

przyjąć, że średnia długość genu roślinnego kodującego polipeptyd wynosi 2000

pz łącznie z intronami i regionami regulatorowymi. Oszacowana dla takiego
wyliczenia wielkość tej części genomu jądrowego, która koduje białka, wynosi
łaby 60-140 x 106 pz, co stanowi zaledwie małą część całkowitego genomu

roślinnego (np. dla genomu grochu nie więcej niż 4%).

2 — Kosmos
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GENOMY ORGANELLOWE

Genomy organellowe roślin wyższych mają charakter kolistych cząsteczek
DNA (mitochondria — mtDNA, chloroplasty — ctDNA). Wyjątek stanowią liniowe
mtDNA niektórych niższych eukariotów. W każdej pojedynczej organelli wystę
puje na ogół kilka kopii chloroplastowego lub mitochondrialnego DNA. Mimo iż
w genomach organellowych jest zakodowana stosunkowo ograniczona liczba

białek, są one zdolne do prowadzenia replikacji swego DNA, transkrypcji, a także

syntezy własnych białek. Procesy te zachodzą w stromie chloroplastów oraz

w mitochondrialnej matriks. Jakkolwiek odczytywanie informacji genetycznej
zdeponowanej w organellach zachodzi przy udziale białek chloroplastów lub

mitochondriów, to jednak większość wymaganych komponentów i czynników
białkowych potrzebnych dla tych procesów pochodzi z jądra.

Przebieg biosyntezy białka w organellach jest bardzo zbliżony do modelu

bakteryjnego. Odnosi się to zwłaszcza do chloroplastów, których rybosomy nie

tylko wykazują podobny do E. coli typ oporności antybiotykowej (chloramfenikol,
streptomycyna, tetracyklina), znaczną homologię strukturalną do prokariotycz-
nych rRNA, ale także funkcjonalne dopasowanie do bakteryjnych tRNA (synteza
chloroplastowych polipeptydów rozpoczyna się od N-formylometioniny i może

zachodzić z udziałem wszystkich tRNA z E. colt). Genom chloroplastowy, na który
składa się kolisty DNA o długości 120-160 tys. pz (genom bakteriofaga T4 — 165

kpz) należy dziś do najlepiej opisanych typów genomu roślinnego. Ten sam,

charakterystyczny dla danego gatunku, genom występuje u wszystkich plasty-
dów: chloroplastów, chromatoplastów, amyloplastów i elajoplastów.

Obecnie jest poznana całkowita sekwencja kilkunastu chloroplastowych
DNA. Dobrym przykładem jest genom chloroplastowy wątrobowca Marchanda

polymorpha o długości 121,024 pz, który zawiera dwa odwrócone powtórzenia,
10,058 pz każde, zawierające geny rRNA (16S, 23S, 4,5S, 5S) i kilka innych

zduplikowanych genów. Odcinki te są rozdzielone dwoma pojedynczymi sekwen
cjami — krótszą o długości 19,813 pz oraz dłuższą — w której są zlokalizowane

geny dla 37 rodzajów tRNA oraz geny strukturalne kodujące białka: 4 podjed-
nostki polimerazy RNA, białka rybosomalne (8 białek podjednostki 50S i 11
białek podjednostki 30S), 19 białek lub podjednostek białkowych aparatu
fotosyntetycznego (w tym podjednostkę iybulozo 1,5-bisfosforanu karboksylazy
i podjednostki F0FiATPazy), 10 białek zidentyfikowanych na podstawie homolo-

gii sekwencji DNA (homologicznych do podjednostek kompleksu NADH-CoQ redu-

ktazy i ferodoksyny) oraz 28 niezidentyfikowanych otwartych ramek odczytu.
Niektóre regiony genomu chloroplastowego wykazują wysoką homologię do

bakteryjnego DNA. Dotyczy to przede wszystkim 4 podjednostek polimerazy RNA
i białek rybosomalnych. Istnienie tych homologii wspiera hipotezę o endosym-
biotycznym pochodzeniu chloroplastów, która zakłada kolonizację bakterii foto-

syntetycznych w pradawnej komórce eukariotycznej. Z kolei homologia niektórych
genów kodujących podjednostki kompleksu NADH-CoQ do analogicznych genów
pochodzenia mitochondrialnego może sugerować możliwy w trakcie ewolucji prze
pływ informacji genetycznej pomiędzy plastydami i mitochondriami.
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Genomy mitochondrialne, na które składają się koliste cząsteczki mtDNA,
a w niektórych przypadkach także dodatkowe linie formy DNA, podlegają zna
cznemu ewolucyjnemu zróżnicowaniu. Pośród nich genomy roślinne należą do

najbardziej różnorodnych, zarówno pod względem organizacji, jak i wielkości —

od 200 do 2400 kpz. Ich zróżnicowanie genetyczne wynika głównie z częstych
rekombinacji zachodzących w obrębie dużych cząsteczek mtDNA zawierających
różnej długości elementy repetetywne (iys. 2). Niektóre mitochondria zawierają
oprócz chromosomowego DNA szereg małych kolistych cząsteczek plazmidowych
DNA, występujących w różnych formach topologicznych. Ponieważ plazmidy
mitochondrialne nie wykazują powinowactwa strukturalnego do chromosomo
wego DNA organelli, wątpliwości budzi ich funkcja biologiczna w mitochondrium
i w komórce.

135 kpz

Rys. 2 Rekombinacja w obrębie mtDNA Brassica campestris. Kolisty 218 kpz DNA za
wiera dwa elementy repetetywne 2 kpz. Rekombinacja pomiędzy tymi elementami pro
wadzi do utworzenia dwu mniejszych cząsteczek mtDNA: 135 kpz i 83 kpz (wg Palmer

i Shields 1984).

Genom mitochondrialny koduje wszystkie rodzaje rybosomalnego RNA obe
cne w organelli (26S, 18S, 5S), jak też około 30 rodzajów tRNA. Podobnie jak
genomy chloroplastowe, genom mitochondrialny zawiera geny kodujące wiele

różnych podjednostek i białek membranowych uczestniczących w transporcie
elektronów i syntezie ATP. Ponadto genom ten zawiera szereg sekwencji z niezi
dentyfikowanymi otwartymi ramkami odczytu oraz sekwencje transkrypcyjnie
nieczynne lub kodujące transkrypty, któiym nie można przypisać jakiejkolwiek
funkcji. Mimo, że organizacja genomu mitochondrialnego oraz przebieg trans
krypcji i translacji wykazują cechy typowe dla prokariotów, odnotować należy
niespodziewane odstępstwa, jak na przykład występowanie intronów w kilku

genach mitochondrialnych. Obecność w mtDNA kilku genów chloroplastowych
(np. u Zea mais 16S rRNA, tRNA i duża podjednostka Rubisco, u Oryza sativa
około 6% genomu mitochondrialnego pochodzi z chloroplastów) zdaje się po
twierdzać wspomnianą wcześniej wymianę materiału genetycznego pomiędzy
organellami w obrębie komórki roślinnej (Hirai i Nakazono 1993).

Z ekspresją mitochondrialnego genomu roślin wyższychjest związane zjawi
sko tak zwanej cytoplazmatycznej męskiej sterylności. Określenie determinan
tów genetycznych tego zjawiska, a także udział w nim genówjądrowych ma duże
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znaczenie dla hodowli i wyprowadzania hybrydów Fi takich roślin uprawnych,
jak: kukurydza, burak cukrowy, słonecznik i sorgo.

Z budową genomu mitochondrialnego wiąże się niezmiernie ciekawe zjawisko
odmienności kodu genetycznego wykorzystywanego w genach mitochondrial-

nych w porównaniu do wszystkich innych genów prokariotycznego i eukario
tycznego (jądrowego i chloroplastowego) pochodzenia.

ORGANIZACJA, BUDOWA I EKSPRESJA GENÓW ROŚLINNYCH

U roślin, podobnie jak u innych organizmów wyższych, organizacja genów
ma charakter rozproszony w odróżnieniu do genomu bakteryjnego, w którym
geny są skupione w funkcjonalne jednostki operonów. Nasza wiedza o archite
kturze genomu roślinnego jest wciąż fragmentaryczna. Trudno jednak przypu
szczać, aby umiejscowienie poszczególnych genów struktury było w genomie
całkowicie losowe. Wskazuje na to fakt, iż ekspresja genów ma charakter wysoce
skoordynowany, zaś procesy indukcji i represji są odniesione zawsze do poszcze
gólnych stadiów rozwoju i różnicowania, czy też określonych warunków środowiska.

Plastyczność genomu roślinnegojest wynikiem między innymi występowania
wielogenowych rodzin genów struktury, które ewolucyjnie wywodzą się z poje
dynczych pragenów i powstały zapewne poprzez ich duplikację i amplifikację.
W związku z tym, rośliny są w mniejszym stopniu podatne na negatywne skutki

akumulacji mutacji genowych. Występowanie wielogenowych rodzin genów
struktury umożliwia funkcjonowanie u roślin ważnych mechanizmów adapta
cyjnych. Dzięki temu bowiem, że każdy czynny gen tej samej rodziny jest
zaopatrzony w odrębny region regulatorowy (promotor) jest możliwe ich indywi
dualne wyrażanie w różnych sytuacjach rozwoju rośliny czy oddziaływania
stresowego. W ten więc sposób roślina przypisana w ciągu swego cyklu życiowego
dojednego miejsca może być mniej podatna na mutagenne działanie środowiska.

Pojawienie się bowiem mutacji w obrębie jednego genu i Jego wyłączenie może

być skompensowane przez uruchomienie innego komponentu wielogenowej
rodziny, kodującego ten sam produkt.

GENY KODUJĄCE BIAŁKA

Porównanie budowy genów roślinnych z innymi organizmami wyższymi
ukazało nie tylko ich podobną organizację, ale także powszechność występowa
nia krótkich sekwencji regulatorowych w obrębie odcinków niekodujących na

obu końcach regionów kodujących (elementy strukturalne cis). Region 5’końco-

wy — promotor — uczestniczy w inicjacji i regulacji transkrypcji ijest rozpozna
wany przez polimerazę RNAII i współdziałające czynniki transkrypcyjne, podczas
gdy region 3’końcowy odgrywa rolę w terminacji transkrypcji i poliadenylacji
mRNA (iys. 3). Zarówno w rejonach bliskich, Jak i w dystalnych w stosunku do

miejsca startu transkrypcji może występować szereg sekwencj sygnalnych
wzmacniających, jak i też osłabiających ekspresję. Porównanie tych sekwencji
w obrębie określonych klas genów rozwoju, czy genów odpowiedzialnych za
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określone szlaki metaboliczne doprowadziło do wyróżnienia tak zwanych se
kwencji regulatorowych najwyższej zgodności (consensus) np. CAAT czy TATA.

Sekwencje te ukazują nie tylko ewolucyjne powiązania pomiędzy gatunkami, ale
również świadczą o istnieniu w przyrodzie uniwersalnych mechanizmów kontroli

genetycznej u gatunków nawet bardzo odległych.

Rys. 3. Sekwencje regulatorowe w jądrowych genach roślinnych oraz roślinnych
mRNA. Dla porównania podano niektóre sekwencje wysokiej zgodności u zwierząt.

Oprócz regionów promotorowych, którym można przypisać cechę gatunkowej
specyficzności w szeregu przypadków wyróżniono organo- i tkankowo-Swoiste

sekwencje dla danego genu, które decydują o jego wyrażaniu w określonym
organie czy tkance. Swoiste regiony regulatorowe wykryto także w promotorach
genów uczestniczących w procesach rozwoju i odpowiedzi na stres. Wykrycie ich
ma nie tylko dużą wartość poznawczą ale także i aplikacyjną, ponieważ sekwen
cje takie mogą być wykorzystane w ukierunkowanych transformacjach roślin

przy wprowadzeniu obcych genów do genomu rośliny-biorcy. Tabela 2 podaje
kilka wybranych przykładów sekwencji wysokiej zgodności w obrębie promoto
rów roślinnych. Sekwencje te mają charakter rozpoznawczych regionów regula
torowych i wyróżniają się wysokim stopniem zachowawczości. Mogą one jednak
różnić się pomiędzy sobą zarówno budową, jak i lokalizacją w obrębie regionów
niekodujących. Dotyczy to zwłaszcza tych gatunków roślin, które różnią się
stopniem ewolucyjnego rozwoju, lub które ewoluowały w różnych warunkach
środowiska. Przykładem może być inne niż u większości gatunków umiejscowie
nie regulatorowych sekwencji sygnalnych w obrębie promotorów genów leghe-
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moglobin u łubinu — jednej z najstarszych roślin motylkowatych (Stróżycki
i Legocki 1995).

Tabela 2

Elementy promotorowe cis genów roślin wyższych

Element Sekwencja Literatura

Prolaminowy ACAtgTGTAAAGGTGAA^NAGATG-
A^aCATGTAT

Kreis i współaut. 1986

Legumlnowy TCCATAGCCATGCATGCTGAAGA-

ATGTC

BAumlein i współaut. 1986

Vicilinowy GCCACCTCaattt Gatehouse 1 współaut. 1986

Zeinowy CACATGTGTAAAGGT Maier i współaut. 1987

Leghemoglobinowy AAAGATNNNNNNCTCTT Ramlov i współaut. 1993

Szoku termicznego CTNGAANNTTCNAG Gurley i współaut. 1986

Zranienia rośliny TgtGTTGAAATAatA----- TAGrt- AA-

ATVtTATGA
Siebertz 1 współaut. 1989

Nieco mniej danych porównawczych zgromadzono na temat roli regionów
3’niekodujących. U większości organizmów zwierzęcych w odległości 10-30 pz
od kodonu terminującego translację występuje konserwatywna sekwencja syg
nalna AATAAA zwana heksamerem poliadenylacji. Przypisuje się jej rolę stabili
zowania mRNA oraz udział w jego transporcie z jądra do cytoplazmy. U roślin

sekwencję tę wykiyto zaledwie u mniej niż połowy przebadanych dotąd genów
jądrowych, co może sugerować istnienie alternatywnych mechanizmów obróbki

3’końcowych rejonów transkryptów genów strukturalnych (Wu i współaut.
1995).

W każdym genomie jądrowym oprócz genów funkcjonalnych jest obecna

pewna nieokreślona liczba sekwencji, które mają wysokie strukturalne powino
wactwo do genów, lecz które nie podlegają ekspresji do funkcjonalnych produ
któw. Takie pseudogeny uważa się za relikty ewolucji i jakkolwiek mogą one lub
ich fragmenty podlegać duplikacji, to można sądzić, że presja ewolucyjnej
selekcji prowadzić będzie w przyszłości do ich eliminacji.

GENY KODUJĄCE RNA

Geny kodujące rybosomalne RNA: 18S, 5.8S i 25S RNA są zlokalizowane
w genomie jądrowym roślin w obrębie jednej jednostki genowej, która poddana
jest transkrypcji do jednoniciowego, policistronowego produktu przez zlokalizo
waną w jąderku polimerazę I RNA (rys. 4). Pierwotny produkt transkrypcji
podlega kilkuetapowej obróbce łącznie z nukleolitycznym rozcinaniem i modyfi
kowaniem (głównie metylacją) zasad nukleozydowych. Istotną rolę w regulacji
procesu transkrypcji rDNA odgrywa region promotorowy całej jednostki genowej
— ESR (external spacer region). Analiza strukturalna tego regionu u kukurydzy
i pszenicy wykazała obecność szeregu prostych powtórzeń oraz regionów zacho
wawczych, które występują także w analogicznychjednostkach genowych u in
nych roślin.
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Cechą charakterystyczną roślinnych genów rybosomalnych Jest znaczna

zmienność liczby ich kopii w genomie często w obrębie Jednego gatunku,
a niekiedy nawet w różnych tkankach tej samej rośliny. Inną obserwowaną
formą zmiennościjest różna długość odcinków międzygenowych, co prowadzi do

pojawiania się subpowtórzeń sekwencji w pewnych regionach genomu (Rogers
i Bendich 1987).
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Rys. 4. Schemat organizacji i obróbki genów rRNA.

a) Organizacja Jednostki genowej rRNA z zaznaczonymi regionami kodującymi 18S, 5.8S i 25S

rRNA, regionem 5'niekodującym — ESR, w obrębie którego zaznaczono strzałkami powtórzenia
sekwencji oraz miejsca startu transkrypcji, b) Obróbka pierwotnego transkryptu pre-rRNA.

Geny kodujące niskocząsteczkowe RNA podlegają transkrypcji przez zlokali
zowane w nukleoplazmie polimerazę II oraz polimerazę III. Polimeraza II, która

przepisuje sekwencje unikalne genomu jądrowego kodujące pulę mRNA dla

białek, uczestniczy także w transkrypcji UsnRNA. Ta klasa niskocząsteczkowych
rodzajów RNA jest kodowana przez wielogenowe rodziny genów, na przykład
u Arabidopsis thaliana 10-15 cząsteczek U2snRNA i 8-9 U5snRNA, u kukurydzy
i ziemniaka 25-40 U2snRNA (Vankan i Filipowicz 1989).

Zróżnicowana i obszerna grupa genów jądrowych poddawana transkrypcji
przez polimerazę III koduje inne niskocząsteczkowe rodzaje RNA: tRNA,
U6snRNA, 4.5S RNA i 5S RNA. Porównanie zidentyfikowanych sekwencji tych
genów ujawniło wspólne, w obrębie tych klas właściwości RNA, sprowadzające
się do tworzenia jednolitych funkcjonalnie i przestrzennie struktur o zdefinio
wanej roli biologicznej (Barciszewska i współaut. 1994)

UWAGI KOŃCOWE

Ogólne reguły organizacji i budowy genomów roślin wyższych (tzn. roślin

mających zdolność do kwitnienia) są znane mniej więcej od 10 lat. Zostały one
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odniesione do kilkudziesięciu gatunków, z których większość stanowią rośliny
o znaczeniu gospodarczym. Zidentyfikowano dotąd kilka tysięcy genów, których
budowę nukleotydową poznano częściowo lub w całości. Zostały one wpisane do

międzynarodowego banku genów (GenBank), do którego możliwy jest dostęp
poprzez liczne programy i sieci komputerowe.

W ostatnich także latach wytyczono zasady klasyfikacji i nomenklatury
zsekwencjonowanych genów roślinnych (Commission on Plant Gene Nomencla-

ture) co w znacznym stopniu porządkuje i ułatwia przeprowadzenie analiz

porównawczych pomiędzy genami różnego pochodzenia i umożliwia wyszukanie
homologii ewolucyjnych. Zostały powołane także międzynarodowe zespoły i cen
tra specjalizujące się w zbieraniu dokumentacji dotyczącej zasobów genowych
roślin uprawnych i modelowych (Legume Research Center, International Rice

Center, Arabidopsis Resource Center i in.). Jednym z głównych, bardzo intere
sujących celów nowych kierunków badawczych jest uzyskanie zdefiniowanych
genotypowo mutantów roślin wyższych. Pozyskanie takich mutantów umożliwi
łoby zidentyflkowć genetyczne determinanty odpowiedzi rośliny na bodźce śro
dowiska, wyjaśnić zjawiska rozwoju i organogenezy, mechanizmy działania

fitohormonów, poznać naturę oddziaływania roślin z mikroorganizmami. Duży
nacisk jest położony w tych badaniach na rośliny, które z różnych względów
stanowić mogą ważne i użyteczne modele ogólnobiologiczne, na przykład Arabi
dopsis thaliana, Lotusjaponicus, Medicago truncatula.

Dzięki uruchomieniu kilkunastu dużych programów pełnego zsekwencjono-
wania wybranych genomów prokariotów i eukariotów nastąpił ogromny postęp
w pozyskaniu nowych, często zautomatyzowanych podejść metodycznych. Prze
łomu w tej dziedzinie, bez wątpienia, dokonało uruchomienie programu zse-

kwencjonowania genomu ludzkiego. Dużego znaczenia nabrały podjęte równo
legle projekty zmapowania i zsekwencjonowania genomów roślin wyższych (ryżu,
kukuiydzy, soi, Arabidopsis, Lotus, lucerny, tytoniu i in.). Od niedawna szcze
gólny nacisk w tych projektach jest położony na identyfikację sekwencji kodu
jących (EST — expressed seąuence tags). W połowie 1995 roku zasoby zgroma
dzone w GenBank wynosiły 425 211 sekwencji, o sumarycznej długości 318 624
586 pz, z czego 255 244 reprezentuje fragmentaiyczne sekwencje cDNA lub pełne
sekwencje EST (Boguski 1995).

Akumulacja danych sekwencyjnych, mapowanie genomów, przypisanie fun
kcji poszczególnym genom roślinnym, a także zlokalizowanie ich ekspresji na

poziomie tkanki i komórki skupiają dziś uwagę wielu pracowni, stanowiąc
solidną podstawę dla poznania i zrozumienia organizacji i funkcji zasobów

genowych roślin.

Autor dziękuje dr Z. Michalskiemu i mgr E. Adamczyk za pomoc techniczną
w przygotowaniu manuskryptu.
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STRUCTURE AND FUNCTION OF THE PLANT GENOME

Summary
AU plant cells contain three genomes localized, respectlvely in the nucleus, mltochondria and

plastids. The largest and the most signlficant is the nuclear genome. The two smaller genome
originated from endosymbiotic partnera which were engulfed by a primitlve eukariotic celi.

Plant nuclear genome ls simllar to that of other higher eukaryotes. The nuclear DNA content in
different plants ranges from 0.5 to over 200 plcograms. The DNA in nucie! and chromosomes is

highly organized on different structural levels and rangę from the DNA double helix up to metaphase
chromosome.

A number of relatively short nucleotide seąuences identified in plant genes (cis elements) are

important for transcription, mRNA Processing and translation. There are also additional DNA signals
involved in regulating gene expression during development, in response to plant hormones, and

cnanges in the environment.
The plastld genomes in higher plants show a number ofprokaryotic features. The major part of

the plastld genome encodes its own genetic apparatus or proteins which are involved in the

photosynthetic system in plant cells. In contrast to plastid genomes which are morę or less similar
to one another, the mitochondrial genome is exceptionally diverse in both size and organization. The
mitochondrial genetic codę differs in many respects from the universal codę.

Studies on nuclear genes coding for rRNA revealed that rRNA is First transcribed as a poly-
cistronic precursor RNA which contains seąuences for 18S and 25S RNA. This transcript is then
submitted to Processing which is essential to its functions. These include specific 5’ and 3' end

modiflcations, intron removal and base modifications which together lead to formation of distinct

secondary structures.
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IDENTYFIKACJA GENÓW ROŚLINNYCH I ICH EKSPRESJA

W BAKTERYJNYM UKŁADZIE EKSPRESYJNYM

ROLA BIAŁEK W FUNKCJONOWANIU ORGANIZMÓW ŻYWYCH

Białka są podstawowymi składnikami każdej żywej komórki pełniąc szereg
skomplikowanych funkcji biologicznych decydujących o prawidłowym rozwoju
organizmu: (1) jako enzymy kierują wszystkimi procesami chemicznymi niezbęd
nymi dla utrzymania funkcji życiowych, (2) uczestniczą w aktywnym transporcie
metabolitów przez błony komórkowe, (3) kontrolują wzrost i różnicowanie komó
rek, (4) są składnikami systemów obronnych, (5) kontrolują ekspresję genów,
(6) są odpowiedzialne za koordynację ruchów, (7) uczestniczą w przekazywaniu
impulsów nerwowych, (8) nadają sztywność strukturalną.

Poznanie struktury i funkcji biologicznej wielu białek stało się możliwe dzięki
zastosowaniu metod inżynierii genetycznej i technologii rekombinacji DNA

(wyodrębnienie pojedynczych genów lub ich fragmentów kodujących określone
białka i ich ekspresji w heterologicznych układach komórkowych).

Zastosowanie białek różnych organizmów w przemyśle produktów spożyw
czych i farmakologii spowodowało rozwój technologii opierających się na meto
dach rekombinacji genów wykorzystywanych do szybkiego i stosunkowo łatwego
uzyskiwania białek na dużą skalę. W ostatnim czasie obserwuje się duże
zainteresowanie białkami, które mogą mieć zastosowanie w diagnostyce i zwal
czaniu chorób. Znaczący postęp, jaki w ostatnich latach dokonał się w biologii
molekularnej, doprowadził do opanowania produkcji specyficznych białek, ta
kich jak: interferon, hormony, alergeny pyłkowe, składniki krwi, przeciwciała
monoklonalne czy wreszcie enzymy hydrolityczne mające duże znaczenie hand
lowe.

ZALETY KOMÓRKOWYCH UKŁADÓW STOSOWANYCH DO PRODUKCJI

REKOMBINOWANYCH BIAŁEK

UZYSKIWANIE BIAŁEK NA SKALĘ PREPARATYWNĄ

Uzyskanie jednorodnych preparatów białek z natywnej tkanki w ilościach

wystarczających do podjęcia badań strukturalnych (oznaczenie struktury kry-
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stalograficznej, analiza spektralna) i funkcjonalnych (aktywność biologiczna)
jest często utrudnione ze względu na występowanie małych ilości tych białek
w tkance. Należałoby wtedy przeprowadzić ekstrakcję z dużej ilości materiału

wyjściowego. Pomocna w tej działalności badawczej okazała się technika pozy
skiwania szczepów bakteryjnych, drożdży czy komórek zwierzęcych wykazują
cych nadprodukcję określonych białek po transformacji odpowiednimi wektora
mi plazmidowymi zawierającymi zintegrowany obcy gen danego białka. Nastę
pnie, w odpowiednio skonstruowanych układach komórkowych wywołuje się
nadprodukcję obcego białka, które stosunkowo prostymi metodami chromato
graficznymi oddziela się od pozostałych białek.

UKIERUNKOWANA MUTAGENEZA BIAŁEK

Technologia rekombinacji DNA stworzyła duże możliwości badania struktury
i funkcji białek poprzez łatwe przeprowadzanie ukierunkowanej mutagenezy
punktowej z zastosowaniem oligonukleotydów ze zmutowanym pojedynczym
nukleotydem. Polega to na wytwarzaniu mutantów na poziomie sekwencji
kodujących cDNA w reakcji PCR z użyciem zmutowanych oligonukleotydów
i matrycy DNA, w której mutację należy wprowadzić (Sikorski i Rożek 1994).

PRODUKCJA BIAŁEK W PROCESACH BIOTECHNOLOGICZNYCH

Szczególną rolę w procesach biotechnologicznych pełnią enzymy. Technolo
gia rekombinacji białek została wykorzystana nie tylko do produkcji dużych
ilości enzymów, ale także do uzyskiwania enzymów o zwiększonej aktywności
i trwałości. Ma to duże znaczenie dla wydajności procesów przemysłowych.

KIEROWANIE METABOLIZMEM KOMÓREK

Przykładem mogą być szczepy bakterii posiadające zdolność zwiększonej
produkcji antybiotyku lub szczepy drożdżowe produkujące ze zwiększoną wy
dajnością etanol. W medycynie spotyka się wiele przypadków patologicznych,
wymagających poprawienia metabolizmu pacjentów. Podobnie w przypadku
roślin uprawnych czy zwierząt hodowlanych istnieje wielkie zainteresowanie
w uzyskiwaniu odmian 1 gatunków o ulepszonych cechach (np. produkcja
warzyw i owoców odpornych na mróz). Wymienione wyżej przykłady wymagają
zastosowania technik rekombinacji DNA do produkcji białek o nowych, ulepszo
nych właściwościach. W tym przypadku rekombinowane białkojest produkowa
ne in situ i wykorzystywane bezpośrednio przez odpowiedni organizm.

STRATEGIA POZYSKIWANIA SEKWENCJI KODUJĄCYCH BIAŁKA ROŚLINNE

Produkcja białek roślinnych w układach heterologicznych polega na trans
formacji komórek bakteryjnych, drożdżowych lub zwierzęcych odpowiednimi
wektorami ekspresyjnymi z wprowadzoną do nich sekwencją kodującą obcy gen
pod kontrolą określonego promotora. Indukcję transkrypcji obcego genu wywo
łuje się w odpowiedniej fazie wzrostu komórek. Produkcja białek w układach

heterologicznych wymaga jednak posiadania klonów cDNA i znajomości ich
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sekwencji nukleotydowej obejmującej pełną sekwencję kodującą dane białko.

Przykładowa strategia izolacji pojedynczych sekwencji cDNA z roślin wyższych
jest przedstawiona na rycinie 1. Procedura ta jest oparta na przeszukiwaniu
bibliotek ekspresyjnych cDNA przygotowanych na bazie poli A+RNA wyodrębnio-

<------- L . luteus (L.) var. Ventus

Białka ulegające represji
<____ - korzeniowe: LIR18A, LIR18B

Białka indukowane
- brodawkowe: Lbl, Lbll

Preparaty białkowe
rozdzielone w żelu

*

poliakrylamidowym,
przeniesione na Immobilon P

«------- 17-20 deoksyoligomer

Biblioteka ekspresyjna
<------- cDNA łubinu żółtego

w wektorze UNI-ZAP XR

Pojedyncze sekwencje kodujące
(klony cDNA)

A. ANALIZA EKSPRESJI
W NATYWNEJ TKANCE
(hybrydyzacja Northern

i hybrydyzacja in situ)

IDENTYFIKACJA I ANALIZA
KLONÓW GENOMOWYCH

(biblioteka fagowa, EMBL-3)

B. EKSPRESJA GENÓW
W KOMÓRKACH E. coli,
wektor: pET-3a lub pET-15b

1. analiza aktywności promotorów
w roślinach transgenicznych

2. określenie sekwencji regulatorowych
promotora (c/s-acting)

1. analiza strukturalna
rekombinowanych białek

2. analiza funkcjonalna

Ryc. 1. Ogólny schemat wyodrębniania i analizy sekwencji kodujących białka łubinu

żółtego.
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nego z tkanek na określonym etapie rozwoju rośliny za pomocą homologicznych
sond molekularnych. Sondy projekuje się na podstawie oznaczonej N-końcowej
sekwencji aminokwasowej oczyszczonych białek roślinnych. Mikrosekwencjono-
wanie około 30 N-końcowych reszt aminokwasowych wykonuje się automatycz
nie wykorzystując preparat białkowy w ilości około 0,5 pmola przeniesiony
elektroforetycznie na odpowiednio modyfikowaną membranę (Matsudaira
1993). Na podstawie znajomości sekwencji aminokwasowej białka projektuje się
17-20 deoksyoligonukleotydową sondę molekularną, którą następnie stosuje się

do przeszukiwania biblioteki i izolacji pojedynczych klonów. Alternatywną me
todą uzyskiwania homologicznych sond molekularnych jest różnicowa hybrydy
zacja sekwencji cDNA z frakcjami mRNA z tkanek roślinnych i selekcja tą drogą
sekwecji specyficznych dla określonego etapu rozwoju rośliny (np. z korzeni

rośliny motylkowatej nieinfekowanej i infekowanej bakteriami symbiotycznymi
rodzaju Rhizobiurri).

EKSPRESJA REKOMBINOWANYCH BIAŁEK — WYBÓR UKŁADU

EKSPRESYJNEGO

Wydajość ekspresji białek w różnych układach ekspresyjnych Jest bardzo
zróżnicowana. Należy więc wybrać odpowiedni układ komórkowy drogą ekspery
mentalną. Najbardziej rozpowszechnionymi układami są: komórki bakteryjne
(Escherichia coli), drożdże (Saccharomyces cereuisiae) oraz komórki zwierzęce.
Wybór układu ekspresyjnego jest podyktowany rodzajem białka poddawanego
ekspresji. Ogólna charakterystyka wymienionych wyżej układów ekspresyjnych
podanajest w tabeli 1.

Tabela 1

Charakterystyka komórkowych układów ekspresyjnych

Bakterie

4

wygodne do hodowli w fermentorach, duża

wydajność ekspresji (0,1-5g/l), stosowane

przede wszystkim do białek bakteryjnych, białka

posiadają N-końcową metioninę, nie zachodzą
posttranslacyjne modyfikacje (np. glikozylacja),
białka eukariotyczne tworzą zwykle ciała

inkluzyjne, łatwe do oczyszczania, trudne do

renaturacji, najlepiej stosować bakteryjne
sygnały sekrecyjne nie wycinają intronów.

Drożdże wygodne do hodowli w fermentorach, dobra

wydajność ekspresji (0,1-lg/l), najlepiej
stosować do białek drożdżowych, ale także do

innych białek eukariotów, zachodzą
posttranslacyjne reakcje modyfikacji, nie

wycinają intronów organizmów wyższych,
z powodzeniem używają sygnałów sekrecyjnych
innych organizmów, proteoliza może stanowić

istotny problem.
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Komórki trudne i kosztowne w prowadzeniu hodowli

zwierzęcej na dużą skalę, stosunkowo mała

wydajność (0,001-0, lg/1), mogą być głównie
stosowane dla białek zwierzęcych, prawidłowo
zachodzą procesy modyfikacji, prawidłowo
wycinane lntrony, zwierzęce sygnały sekrecyjne
są rozpoznawane prawidłowo.

Białka uzyskane metodami inżynierii genetycznej wykorzystuje się do prze
prowadzenia następujących zadań badawczych: (1) ustalania struktury i funkcji
białek, (2) projektowania przemysłowo ważnych białek, (3) wprowadzania grup
reporterowych (spektroskopia, krystalografia), (4) projektowania nowych nośni
ków leków oraz (5) projektowania i produkcji białek o zastosowaniu klinicznym.

ZASTOSOWANIE BAKTERYJNEGO UKŁADU EKSPRESYJNEGO — T7 RNA

POLIMERAZA/T7 PROMOTOR — DO EKSPRESJI SEKWENCJI KODUJĄCYCH
GENÓW BIAŁEK ROŚLINNYCH

Bakteryjny układ ekspresyjny T7 RNA polimeraza/T7 promotor służy do

przeprowadzania ekspresji obcych sekwencji kodujących w komórkach E. coli.

Transformację bakterii przeprowadza się za pomocą wektora ekspresyjnego
(pET-3a, pET-15b) zawierającego wklonowany fragment kodujący genu. Oma
wiane wektory serii pET, opracowane i opisane po raz pierwszy przez STUDiERa
i współpracowników (1990) zawierają promotor fagowy <j)10 oraz asymetryczne
miejsce klonowania (Ndel/BamHI), co pozwala na wprowadzenie sekwencji
kodującej genu w odpowiednią ramkę odczytu (ryc. 2). Gen T7 RNA polimerazy,
zintegrowany z chromosomem bakterii lizogenicznych DE3, znajduje się pod
kontrolą promotora lacUV5 ijego ekspresja zachodzi po dodaniu induktora IPTG
do kultury rosnących komórek bakteryjnych (po osiągnięciu logarytmicznej fazy
wzrostu). Indukowana i syntetyzowana T7 RNA polimeraza rozpoznaje promotor
<J> 10 i przeprowadza z dużą wydajnością transkrypcję sekwencji kodującej wpro
wadzonej do wektora ekspresyjnego pod jego kontrolę. Końcowym produktem
ekspresji jest rekombinowane białko, syntetyzowane przez aparat translacyjny
bakterii, które izoluje się bezpośrednio z lizatu komórek bakteryjnych. Schemat

procedury przygotowania plazmidu zawierającego fragment kodujący genu i eks
presji rekombinowanego białka w komórkach E. coli przedsawiono na rycinach
3 i 4. Może się zdarzyć, że obce białko, syntetyzowane w komórkach E. coli, tworzy
nierozpuszczalne „ciała inkluzyjne”. Należy wtedy do buforu lizującego dodać

czynnik denaturujący (np. 6M mocznik, chlorowodorek guanidyny lub zastoso
wać sonikowanie).

Bakteryjny układ ekspresji rekombinowanych białek posiada szereg istot
nych zalet: (1) łatwość w przygotowaniu wektora ekspresyjnego zawierającego
część kodującą genu, (2) niski koszt pożywek stosowanych do hodowli bakterii,
(3) krótki czas hodowli (około 7 godz.).

Wektor ekspresyjny pET-3a przedstawiony schematycznie na rycinie 2 po
siada następujące właściwości: (1) zawiera marker selekcyjny (gen oporności na
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struktura miejsca startu

transkrypcji RNA

start RNA

asymetryczne miejsce
klonowania

......... 3’

t

Eco RVI
terminacja

transkrypcji

Ryc. 2. Struktura wektora ekspresyjnego pET-3a.

ampicilinę), (2) sekwencje odpowiedzialne za kontrolę translacji, (3) asymetrycz
ne miejsce klonowania, (4) promotor <j> 10 rozpoznawany przez T7 RNA polimerazę.

T7 RNA polimeraza odpowiedzialna za transkrypcję obcych genów będących
pod kontrolą promotora fagowego wprowadzonego do wektora ekspresyjnego
posiada szereg zalet: (1) enzym jest pojedynczym polipeptydem o masie cząste
czkowej około 90 kDa, (2) posiada 5-krotnie wyższą aktywność niż polimeraza
bakteryjna, (3) charakteryzuje się dużą wiernością transkrypcji.

Firma biotechnologiczna Novagen opracowała nowe wersje wektora ekspre
syjnego pET charakteryzujące się większą uniwersalnością, łatwiejsze w prakty
ce laboratoryjnej, pozwalające oczyszczać rekombinowane białka w jednym
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starter 5'

pełna kopia cDNA Lbl
w plazmidzie pK18

sekwencja kodująca
STOP 3’

I
PCR

I
PRODUKTY AMPUFIKACJI

\aATAATMWMGCG

Barn HI
starter 3'

Elektroforeza
(1% żel agarozowy)

<
z
Q

12

— 462 pz
(fragment kodujący genu Lbl)

1. Trawienie Ndel, BamHI
2. Ligacja do wektora pET-3a

▼

pET-3a/lbl
\/

Ryc. 3. Przygotowanie wektora ekspresyjnego pET-3a zawierającego sekwencję kodują
cą genu Lbl.

etapie chromatograficznym. Przykładem zmodyfikowanego i ulepszonego wekto
ra jest wektor ekspresyjny pET-15b, którego strukturę przedstawiono schema
tycznie na rycinie 5. Wektor pET- 15b zawiera sekwencję operatora lac po stronie
3’ promotora T7 (tzw. T7 lac promotor) oraz dodatkowo naturalny promotor
i sekwencję kodującą represora lac (lad) zorientowaną tak, że promotory T7lac
i lacl są skierowane w przeciwnych kierunkach. Jeżeli ten wektor jest użyty do

ekspresji obcego genu w lizogenicznych komórkach BL21(DE3), wtedy represor

3 — Kosmos
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z------------------------------ \

Komórki
E. coli

\___________________
/

pET-3a/lbl
>

1. Transformacja
V 2. Indukcja IPTG

z \
Komórki E. coli

po ekspresji Lbl
\/

i
Liza komórek bakteryjnych
(zamrożenie/rozmrożenie

T7 lizozym)
/---------------------------------------\

Lizat bakteryjny
(czerwony,

zawiera Lbl)

C9

123456

,

k
D
a

x

1
0

Analiza białek bakteryjnych
po ekspresji Lbl (15% PAGE/SDS)

1. Wzorce białkowe
2. Białka z lizatu nietransformowanych komórek E. coli (kontrola)
3. Białka z lizatu komórek transformowanych nieindukowanych IPTG
4. Białka z lizatu komórek transformowanych indukowanych IPTG
5. Lbl z Lupinus luteus
6. Białka z brodawek korzeniowych Lupinus luteus

20(1 -

Ryc. 4. Transformacja komórek bakteryjnych i ekspresja białka Lbl.

lac blokuje promotor lacUV5 (nie zachodzi transkiypcja genu T7 RNA polimera-
zy) oraz promotor T7lac (nie zachodzi transkrypcja obcego genu wprowadzonego
do wektora pET-15b będącego pod jego kontrolą). W ten sposób stabilizuje się
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promotor T7 operator lac

NdelNco I

ACTTTAAGAAGGAGATATACĆATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCĆAT
Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser His

~ trombina*

Esp IXhoI BamHI

ATGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCC

Met Leu Glu Asp Pro Ala Ala Asn Lys Ala Arg Lys Glu Ala Glu Leu Ala Ala Ala Thr Ala Glu Gin End

Region klonowania i ekspresji w wektorze pET-15b

Ryc. 5. Struktura wektora ekspresyjnego pET-15b.

obcy gen w komórkach DE3. Drugim sposobem stabilizacji obcego genujestjego
ekspresja w komórkach lizogenicznych, zawierających kompatybilny plazmid
pLysS, który dostarcza malej ilości lizozymu T7.

Lizozym T7 posiada dwie funkcje. Jako naturalny inhibitor T7 RNA polime-
razy stabilizuje plazmid z obcym genem przez obniżenie podstawowego poziomu
T7 RNA polimerazy, ale nie zapobiega indukcji i wysokiemu poziomowi ekspresji
obcego białka. Drugą funkcją lizozymu T7 jest liza ścian komórek bakterii (przez
zamrożenie i rozmrożenie).



510 Michał M. Sikorski

Połączenie dwóch modyfikacji w bakteryjnym układzie ekspresyjnym: wpro
wadzenia promotora T7lac do plazmidu pET-15b i plazmidu zawierającego gen
lizozymu T7 pLysS do komórek E. coli, pozwala na utrzymanie i ekspresję
w komórkach bakteryjnych BL21(DE3)pLysS białek o większej toksyczności dla

bakterii.

OCZYSZCZANIE REKOMBINOWANYCH BIAŁEK PRZY ZASTOSOWANIU

WEKTORA pET-15b

Wektor pET-15b zawiera sekwencję 6 lub 10 reszt histydynowych, które

mogą ulegać ekspresji na C- lub N-końcu rekombinowanego białka. Fragment
histydynowy pozwala na oczyszczanie białka wjednoetapowej chromatografii na

żywicy immobilizowanej jonami Ni++ (Novagen 1993). Metoda ta jest szybka
i możnają stosować na skalę preparatywną również z użyciem buforów denatu
rujących.

Białka otrzymane metodami rekombinacji DNA i inżynierii białek mogą być
wykorzystane do następujących celów: (1) jako antygeny do uzyskiwania mono-

specyflcznych przeciwciał, (2) do badań funkcjonalnych (aktywność enzymaty
czna, białka wiążące hormony, białka regulatorowe) i (3) do badań struktural
nych metodami fizykochemicznymi (kiystalografla i analiza rentgenostruktural-
na, spektroskopia).

Dodatkową zaletą opisywanego układu ekspresyjnego jest możliwość prze
prowadzania mutacji poprzez zmianę określonych liter kodu genetycznego zapi
sanego w sekwencji nukleotydowej fragmentu kodującego genu. Stwarza to

możliwość badania mechanizmu funkcjonowania białek poprzez wprowadzanie
mutacji w obrębie fragmentów sekwencji odpowiedzialnych za aktywność biolo
giczną białek.

EKSPRESJA GENÓW LEGHEMOGLOBIN I I II (LBI I LBII) ŁUBINU ŻÓŁTEGO W BAKTERYJNYM UKŁADZIE

EKSPRESYJNYM

Leghemoglobiny roślin motylkowatych są odpowiednikami zwierzęcej mio-

globiny pełniącej funkcję przenośnika tlenu (Stróżycki w tym zeszycie: Stróży-
cki i Legocki 1995). Występują one w brodawkach korzeniowych roślin motyl
kowatych jako produkty genów, których ekspresja Jest indukowana w trakcie

rozwoju symbiozy z bakteriami rodzaju Rhizobium.
Opisany układ ekspresyjny T7 RNA polimeraza/T7 promotor zastosowano

do ekspresji sekwencji kodujących genów Lbl i Lbll z brodawek korzeniowych
łubinu żółtego (Sikorski i współaut. 1994, 1995).

Fragmenty sekwencji cDNA o długości 462 pz kodujące leghemoglobinę I i II

uzyskane w reakcji amplifikacji metodą PCR z pełnej kopii cDNA, wklonowano
do wektora ekspresyjnego pET-3a (pET-3a/lbI, pET-3a/lbII). Następnie trans
formowano komórki E. coli, szczep BL21(DE3)pLysS, wywołując ekspresję przez
dodanie IPTG do hodowli bakterii. Produkty ekspresji oczyszczono i wykazano,
że rekombinowane białka otrzymane tą drogą posiadają identyczne właściwości,
jak Lbl i Lbll z brodawek korzeniowych łubinu żółtego. Wykazano również, że

surowica anty-Lbl dla leghemoglobiny I uzyskanej w wyniku ekspresji w E. coli
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daje krzyżową reakcję immunochemiczną zarówno z rekombinowanymi białka
mi jak i z natywnymi leghemoglobinami z brodawek korzeniowych łubinu (iyc.
6). W wyniku analizy spektralnej uzyskano charakteiystyczne widmo utlenowa-

nej leghemoglobiny I (Sikorski i współaut. 1995) . Syntetyzowana w komórkach

bakteryjnych apoleghemoglobina wykorzystuje hem do utworzenia funkcjonalnej
leghemoglobiny. Ponadto sekwencje aminokwasowe N-końca oczyszczonych białek

potwierdzają identyczność z białkami natywnymi z brodawek korzeniowych.

Ryc. 6. Analiza immunochemiczną rekombinowanych
białek. LbIN, LbIIN — oczyszczone preparaty leghemo-
globin I.i II z brodawek korzeniowych łubinu żółtego;
ApoLbIE — apoleghemoglobina pozbawiona hemu; LbIE
— leghemoglobina syntetyzowana w komórkach E. coli;
K — ekstrakt białkowy komórek E. coli nietransformo-

wanych; N — ekstrakt białkowy z brodawek korzenio
wych łubinu. Reakcję immunochemiczną przepro
wadzono z surowicą króliczą anty-LbIE. Detekcję prze
prowadzono autoradiograflcznie z użyciem białka A ze

Staphylococcus aureus znakowanego izotopem 125J.

Na rycinach 3 i 4 przedstawiono schematycznie procedurę przygotowania
wektora ekspresyjnego, transformacji komórek bakteryjnych i ekspresji sekwen
cji kodującej genu Lbl w komórkach bakteryjnych. Identycznie postępowano
w przypadku ekspresji Lbll.

EKSPRESJA SEKWENCJI KODUJĄCEJ BIAŁKO L1R18A ŁUBINU ŻÓŁTEGO
W KOMÓRKACH E. COLI Z ZASTOSOWANIEM WEKTORÓW EKSPRESYJNYCH

pET-3a I pET-15b

W celu porównania wydajności ekspresji rekombinowawanego białka w we
ktorach pET-3a i pET-15b przeprowadzonono ekspresję białka L1R18A łubinu

żółtego o masie cząsteczkowej 16,9 kDa. Zastosowano szczep E. coli

BL21(DE3)pLysS (iyc. 7). Wykazano, że oba wektory (pET-3a i pET-15b) mogą
być stosowane zjednakowym powodzeniem do ekspresji genu kodującego białko
L1R18A.

Jak wcześniej wspomniano, zaletą stosowania wektora pET- 15b jest łatwość

oczyszczania produktu ekspresji jako białka fuzyjnego zawierającego fragment
6-ciu histydyn na kolumnie z żywicą chelatującą Jony Ni++.

Powstające białko fuzyjne można hydrolizować specyficzną proteazą— trom-

biną, która odcina fragment znacznika histydynowego łatwy do oddzielenia od

właściwego produktu przez rechromatografię na żywicy Ni++.
Gen kodujący białko L1R18A łubinu żółtego należy do rodziny genów kodu

jących białka kwaśne o masie cząsteczkowej 17-19 kDa, stanowiących klasę
białek IPR (intracellular pathogenesis-related protelns). Białko L1R18A, podob
nie jak jego homolog L1R18B (90% podobieństwa do białka L1R18A) ulegają
w łubine żółtym represji w trakcie rozwoju efektywnej symbiozy L. litteus — B.
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lupini (Legocki i współaut. 1994). Rola i struktura tych białek, uczestniczących
prawdopodobnie w procesach obronnych rośliny, jak dotąd nie została poznana.
Stąd nasze zainteresowanie uzyskiwaniem białek L1R18A i L1R18B na skalę
preparatywną w celu ich wykorzystania do badań strukturalnych i funkcjonal
nych.

94,0 —

67,0 —

43(0 —

30,0 —

20,1 —

14(4 —

L. luteus
R18A

Ryc. 7. Porównanie ekspresji genu białka L1R18A łubinu żółtego w komórkach E. coli
w wektorach ekspresyjnych serii pET: pET-3a i pET-15b — elektroforeza białek po lizie
komórek E. coliw 15% żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących. Ekspresję
prowadzono w temp. 37°C przez 3 i 5 godz. Produkt ekspresji w wektorze pET- 15b jest
białkiem fuzyjnym, zawierającym fragment sekwencji „histydynowej”, służącej do chro

matografii na kolumnie z żywicą chelatującą.

Ze względu na dużą różnorodność zarówno komórkowych układów ekspre
syjnych, jak i odpowiednich wektorów dostępnych komercjalnie, ograniczyliśmy
się do opracowania najczęściej stosowanego układu bakteryjnego, któryjak nam

się wydaje, będzie użyteczny również dla produkcji innych białek roślinnych na

skalę preparatywną.

IDENTIFICATION OF PLANT GENES AND THEIR EXPRESSION IN AN
BACTERIAL EXPRESSION SYSTEM

Su mm ary

Identification of higher plant genes encoding indlvidual protelns is based on determlnation of

protein amino acid seąuence of N-termini. The seąuence of 10-20 amino acid residues ofprotein is
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sufflcient to design the deoxyoligonucleotide probe which can be used for screening of cDNA library
in order to distlnguish fuli cDNA copies ofIndMdual clones.

The coding part of a cDNA clone can be introduced into the expression vector of pET series to

overexpress protein in E. colicells. The overexpression ofyellow łupin leghemoglobins (Lbl and Lbll)
and PR-like protein (L1R18A) is described. These are examples of using the bacterial expression
system for productlon of recombinant proteins for structural and functional studies.

The pET system is the most powerful system yet developed for the cloning and expression of
recombinant proteins in E. coli cells.
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FUNKCJE I EWOLUCJA HEMOGLOBIN.
HEMOGLOBINY ROŚLINNE

HEMOGLOBINY

Określenie modelu budowy hemoglobiny było możliwe dzięki badaniom

porównawczym struktur różnych globin uzyskanych na podstawie analizy ich

kryształów. Cząsteczka polipeptydu globinyjest zbudowana z siedmiu odcinków

spiralnych oznaczonych: A, B, C, E, F, G i H. Odcinki te, obecne w strukturach

wszystkich znanych globin, są czasem uzupełnione o spiralny odcinek D, jak na

przykład w przypadku łańcucha P hemoglobiny ludzkiej. Przestrzennie tworzą
one rodzaj zagłębienia zawierającego grupę hemową (kompleks protoporfiryny
IX związanej sześcioma wiązaniami koordynacyjnymi z jonem żelaza). Cztery
miejsca koordynacyjne żelaza są obsadzone przez atomy azotu pierścienia
pirolowego grupy protoporfiiyny, piąte przez histydynę znajdującą się w spiral
nym odcinku F białka, a szóste wiąże ligandy tlenowe. Na stopniu utlenienia (II)
miejsce to ma zdolność odwracalnego wiązania tlenu (zasadnicza rola), dwutlen
ku węgla lub tlenku azotu. Na stopniu utlenienia (III) może ono wiązać cyjanki,
azydki, tlenek azotu lub wodę. Dodatkowo żelazo na obu stopniach utlenienia
może w niektórych przypadkach wiązać bardziej egzotyczne ligandy, jak na

przykład kwas nikotynowy. Znajdująca się zazwyczaj blisko szóstego miejsca
koordynacyjnego histydynajest częścią spirali E. Prawdopodobnie odgrywa ona

kluczową rolę w regulacji wiązania tlenu (Olson i współaut. 1988).
Wiele globin funkcjonuje Jako podjednostki większych kompleksów. I tak: a

i P łańcuchy hemoglobiny ludzkiej są częścią tetrameru CC2P2; hemoglobina
mięczakajest homodimerem. Inne natomiast, Jak hemoglobiny owadów, roślinne
oraz minogów są monomerami.

Porównanie sekwencji aminokwasowych hemoglobin z organizmów o różnym
stopniu pokrewieństwa wykazało, że w przeciwieństwie do wysokiego podobień
stwa struktur trzeciorzędowych, struktury pierwszorzędowe globin wykazują
niską zachowawczość. Identyczne okazały się tylko te aminokwasy (i ich pozycje
w łańcuchu polipeptydowym), które odgrywają kluczową rolę w strukturze

cząsteczki hemoglobiny. Aminokwasy te są zangażowane w „wyginanie” łańcu
cha peptydowego i tworzenie tak zwanej „kieszeni molekularnej”, w której jest
transportowany tlen.
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Rodzina białek globinowych była pierwszą, w której odkryto, iż struktura

trzeciorzędowa, będąc wysoce konserwatywną, może być tworzona na bazie
znacznie różniących się sekwencji aminokwasowych (struktur pierwszorzędo-
wych) (rys. 1 i rys. 2). Ta zasada strukturalnej bezwładności w ewolucji moleku
larnej jest obecnie oczywista dla wielu innych rodzin białek.

A B C

człowiek - a . . .. . . ... . .. . ... . .. . . V|SPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKT'

minóg PIVDTGSVAPLSAAEKTKIRSAWAPVYSTYETSGVDILVKFFTSTPAAQE

owad . . .. . . ... . .. . ... . .. . ... .ISADQISTVQASFDKy- - - - KGDPVGILYAVFKADPSIMAI

łubin . . .. . . ... . .. . ... . . GAtTESQAALVKSSWEEFNANIPKHTHRFFILVLEIAPAAKD

D E
PHF-DLS...........HGSAQVKG|GKKVADALTNAVAHVD

F

dmpnalsalsdlBa

PKFKGLTTADELKKSADVRWRAERIINAVDDAVASMD--DTEKMSMKLRNLSG iA

TQFAG-KDLESIKGTAPFETI .NRIYGFFSKIIGEL PNIEADVNTFVAl

S-FLK-GTSEVPQNNPELQ. |AGKVFKLVYEAADQLEVTGVVVTDATLKNLGS IV

K

G H
HKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR- - -

KSFQVDPEYFKVLAAVIADTVAAG..................... DAGFEKLMSMICILLRSAY----
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SKG-VADAHFPVVKEAILKTIKEVVGAKWSEELNSAWTIAYDELAIVIKKEMDDAA

Rys. 1. Porównanie sekwencji łańcuchów aminokwasowych globin wyizolowanych z róż
nych organizmów. Sekwencje zostały „nałożone” z uwzględnieniem informacji pochodzą
cych z analizy struktur trójwymiarowych (analiza kryształów — „superpozycje”). Cztery
niezmienne reszty aminokwasowe zostały zacieniowane. Odcinki spiralne są podkreślone

oraz oznaczone literami A-H (patrz tekst) (wg Aronson i współaut. 1994).

HEMOGLOBINY ZWIERZĘCE

Większość organizmów zwierzęcych wykazuje tak wysokie zapotrzebowanie
na tlen, że nie może być ono spełnione na drodze prostej dyfuzji tlenu ze

środowiska do „oddychających” tkanek. W sensie ewolucyjnym zostały zmuszo-
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Rys. 2. Modele stereoskopowe szkieletów węglowych (Ca) — czterech hemoglobin (wg
Aronson i współaut. 1994). Kolejność i oznaczeniajak na rys. 1.
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ne do rozwinięcia systemów transportu tlenu ze środowiska zewnętrznego do

tkanek, gdziejest wykorzystanyjako końcowy akceptor w katabolizmie komórki.

Systemy te są reprezentowane przez tak zwane białka oddechowe — hemoglobi
ny, erytrokruoiyny (np. olbrzymie hemoglobiny bezkręgowców), hemocjaniny
i hemerytiyny — znacznie różniące się naturą grup prostetycznych, jak i częścią
białkową (Brunori i współaut. 1980).

Najszerzej rozpowszechnionym wśród kręgowców białkiem stanowiącym che
miczną podstawę przenoszenia tlenu jest hemoglobina. Jest ona upakowana
w wyspecjalizowanych komórkach (erytrocytach) wystarczająco elastycznych,
aby wytrzymać tygodnie stresu mechanicznego podczas ich cyrkulacji w syste
mie krwionośnym organizmu. Poza podstawową funkcją, to jest przenoszeniem
tlenu, hemoglobina spełnia w organizmach zwierzęcych szereg innych funkcji.
Najszerzej opisane w literaturze dotyczą: funkcjonowania hemoglobiny jako
przekaźnika ciepła (w cyklu utlenowania-odtlenowania) czy modulatora meta
bolizmu erytrocytów, udziału hemoglobiny w zapoczątkowywaniu starzenia się
erytrocytów (poprzez utlenianie hemoglobiny), związku hemoglobiny z genetycz
ną opornością na malarię, enzymatycznych aktywności hemoglobiny, oddziały
wań z szeregiem związków chemicznych (m.in. lekami), a także hemoglobinyjako
źródła fizjologicznie aktywnych katabolitów (Giardina i współaut. 1995).

Problem hemoglobin i ich znaczenia dla funkcjonowania organizmów zwie
rzęcych zostałjuż szeroko opisany w literaturze. Prezentowane opracowanie ma

na celu przedstawienie roli hemoglobin w świecie roślin, a także zaprezentowanie
wiedzy dotyczącej ewolucji kodujących hemoglobiny genów.

FUNKCJA- HEMOGLOBIN ROŚLINNYCH

Przez dziesiątki lat uważano, iż występowanie hemoglobin w świecie roślin
nym jest fenomenem związanym wyłącznie z procesem wiązania azotu atmosfe
rycznego. Zdolność redukcji azotu atmosferycznego do form przyswajalnych —

biologicznie czynnych (np. amoniak) posiadają tylko nieliczne organizmy proka-
riotyczne. Poprzez wytworzenie symbiotycznych oddziaływań z takimi bakteria
mi, jak Rhizobium czy Frankia niewielka liczba zróżnicowanych grup roślin

nabyła zdolność wytwarzania własnego azotu (prace przeglądowe: Hirsch 1992,
Rolfe i Gresshoff 1988, Golinowski i Łotocka 1991). W systemach symbioty-
cznych (najefektywniejszych) część energii dla wiązania azotu, jak i zasadnicza
ochrona wrażliwych na tlen elementów są zapewniane przez partnera roślinnego.

Najlepiej, jak dotąd, są poznane naturalne układy symbiotyczne roślin

motylkowatych z bakteriami z rodziny Rhizobium. Kontakt między bakteriami
a rośliną rozpoczyna się od wymiany sygnałów, która prowadzi do wzajemnego
rozpoznania partnerów, a następnie zetknięcia się rizobiów z włośnikami korze
niowymi. Włośnik korzeniowy ulega deformacji, a bakterie (wewnątrz nowo

uformowanej tzw. nici infekcyjnej) wnikają do niego. Nić infekcyjna (wraz
z mnożącymi się wewnątrz niej bakteriami) „przerasta” włośnik korzeniowy
i wnika do sąsiadujących z nimi tkanek. Jednocześnie mitotycznej aktywacji
ulegają komórki koiy pierwotnej korzenia, dając początek tak zwanemu primor-
dium brodawki. Po „wrośnięciu” nici infekcyjnych do primordium, bakterie
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otoczone błoną pochodzenia roślinnego są uwalniane do cytoplazmy komórek

gospodarza. Tak zapoczątkowane podziały komórek roślinnych prowadzą do

wykształcenia dojrzałej brodawki. Znajdujące się w cytoplazmie komórek roślin
nych bakterie (bakteroidy) wraz z otaczającymi je błonami peribakteroidowymi
są zwane symbiosomami. Na tym etapie bakterie syntetyzują nitrogenazę —

enzym katalizujący redukcję azotu. Produkt wiązania azotu — amoniak jest
następnie eksportowany do rośliny. Wszystkie etapy rozwoju brodawki są zwią
zane z ekspresją brodawkowo-specyficznych genów roślinnych, tak zwanych
genów nodulinowych (van Kammen 1984). Geny nodulin wczesnych kodują
produkty, których ekspresja zachodzi przed rozpoczęciem wiązania azotu i są

zaangażowane w proces infekcji oraz rozwoju brodawki. Natomiast produkty
genów nodulin późnych stanowią elementy szeregu oddziaływań gospodarza
roślinnego z endosymbiontem, a także decydują o metabolicznej specjalizacji
nowo powstałego organu, jakim jest brodawka korzeniowa.

Kluczowym elementem układu wiązania azotu jest bakteryjny enzym —

nitrogenaza. Enzym ten funkcjonuje wewnątrz wyspecjalizowanej komórki ba
kteryjnej, jakąjest bakteroid i katalizuje reakcję redukcji azotu atmosferycznego
(rys. 3). Nitrogenazajest zbudowana z homodimerycznego białka żelazowego (Fe)
kodowanego przez gen nifił oraz tetrameru białka molibdeno-żelazowego (MoFe)
kodowanego przez geny niJD i niJK.. Tetramer MoFe zawiera tak zwany kofaktor

MoFe, któryjest nieodwracalnie denaturowany przez tlen. Już niewielkie stęże
nia tlenu powodują całkowitą inaktywację nitrogenazy. Fakt tak wysokiej toksy
czności tlenu dla funkcjonowania nitrogenazy stanowi pewnego rodzaju konflikt

interesów, gdyż reakcja katalizowana przez ten enzymjest bardzo energochłon
na, a konieczna energia musi pochodzić z procesów utleniania. Tak więc zachodzi

jednocześnie konieczność ochrony nitrogenazy, jak i aktywnego dostarczenia
tlenu dla procesów oddechowych rizobium. Podstawowym elementem umożli
wiającym osiągnięcie niskiego stężenia tlenu w centralnej strefie brodawki Jest
bardzo wysoka aktywność oddechowa mikrosymbionta bakteryjnego, zużywają
cego dużą część dostępnego tlenu. W parenchymie brodawki ulegają także

ekspresji geny, których produkty dzięki zmianie składu głównie ścian komórko
wych biorą udział w tworzeniu fizycznej bariery dyfuzyjnej. Bariera ta powoduje
obniżenie ilości tlenu docierającego do cytoplazmy komórek zawierających ba
kteroidy (przykładem takiego białkajest wczesna nodulina ENOD2 (van de Wiel
i współaut. 1990)). Białkiem łączącym funkcję ochrony przed nadmiarem tlenu
i nośnika tlenu Jest hemoglobina — w przypadku brodawek roślin motylkowa
tych zwana leghemoglobiną. Jest ona najobficiej występującym w brodawce

białkiem, może stanowić 15% do 25% wszystkich białek rozpuszczalnych. Dzięki
swojemu bardzo wysokiemu powinowactwu do tlenu wiąże większą jego część,
pozostającą w cytoplazmie komórki roślinnej, jeszcze bardziej obniżając ciśnie
nie parcjalne tlenu. Tworzy się w ten sposób rodzaj gradientu stężenia tlenu

obniżającego się w kierunku bakteroidu. Wyższe powinowactwo do tlenu (niż
leghemoglobin) tak zwanych terminalnych oksydaz bakteryjnych umożliwia im

przejęcie, a następnie przeniesienie tlenu z leghemoglobiny na elementy łańcu
cha oddechowego.
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Rys. 3. Udział leghemoglobiny w regulacji ekspresji genów bakteryjnych oraz funkcjo
nowania nitrogenazy.

(A) Schemat budowy brodawki korzeniowej (typu niezdeterminowanego) z wyróżnieniem powstają
cych podczas rozwoju brodawki stref: 1 — merystem brodawki, 2 — strefa Infekcji, 3 — strefa

pośrednia, 4 — strefa wiązania azotu, 5 — strefa starzenia się. Fizyczna bariera ograniczająca dostęp
tlenu do tkanek w centrum brodawki znajduje się w parenchymie brodawki otaczającej wiązkę
przewodzącą (bariera ta Jest przerwana tylko w rejonie merystemu brodawki). (B) Uproszczony model

regulacji niektórych genów bakteryjnych w wyniku obniżenia stężenia tlenu w strefie infekcji. Niskie

stężenie tlenu aktywuje bakteryjne białko „sensorowe" FixL, które fosforyluje, a przez to aktywuje
aktywator transkrypcji FixJ. Aktywowane białko FixJ (FlxJ*) indukuje transkrypcję JixK i nifA,
produkty białkowe tych genów indukują następnie transkrypcję genów kodujących białka bezpo
średnio zangażowane w wiązanie azotu, to jest terminalnej oksydazy oraz nitrogenazy. Geny
leghemoglobin ulegają ekspresji w strefach: infekcji, pośredniej i wiązania azotu. Leghemoglobina
przenosi tlen na oksydazy bakteryjne, a te z kolei na łańcuch oddechowy umożliwiając produkcję
ATP w warunkach niskiego stężenia tlenu. Duże ilości ATP są konieczne w procesie redukcji azotu

atmosferycznego prowadzonym przez nitrogenazę. (wg Mylona i współaut. 1995, BecanaiSprent
1987, Preisig i współaut. 1993).

EWOLUCJA HEMOGLOBIN — WSPÓLNY PRZODEK

Początkowo istniały dwie teorie tłumaczące pochodzenie hemoglobin roślin
nych. Pierwsza z nich —■„ewolucji równoległej” (zbieżnej) opisywała różnicowa
nie się hemoglobin zwierzęcych i roślinnychjako dwa niezależne procesy. Procesy
te, choć mające różne początki, doprowadzę miały do powstania podobnego fun
kcjonalnie białka, umożliwiającego efektywne korzystanie z podstawowego
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źródła energii — oddychania. Druga teoria — „poziomego przeniesienia genów”
zakładała, że hemoglobiny zostały przeniesione do tkanek roślin motylkowatych
dzięki ścisłym oddziaływaniom z bakteriami lub owadami. Geny te miały się
przedostać do organizmu roślinnego w sposób przypadkowy i dzięki przewadze,
jaką mu dawały, miały zostać utrwalone z pokolenia na pokolenie.

Roślinna hemoglobina została po raz pierwszy odkryta około 60 lat temu

w brodawkach roślin motylkowatych, największej grupy roślin wiążących azot.

Lata późniejsze przyniosły odkrycie hemoglobin także w brodawkach roślin

niemotylkowatych, takich jak drzewiaste Parasponia (Nowa Gwinea, Indonezja)
czy Casuarina (Australia). Informacje uzyskane dzięki analizie kryształów globin
pochodzących z różnych organizmów, a głównie struktur kodującychje genów,
doprowadziły do powstania trzeciej teorii — „pochodzenia liniowego” — pocho
dzenia genów globin w królestwach zwierząt i roślin od wspólnego przodka.

Dzięki poznaniu i analizie sekwencji genów szeregu globin można było
stwierdzić, iż ich struktura wykazuje zadziwiającą zachowawczość. Jedynymi
znanymi do 1981 roku genami kodującymi globiny były geny pochodzenia
zwierzęcego. We wszystkich przypadkach trzy odcinki kodujące białko (eksony)
są przedzielone dwiema sekwencjami interweniującymi (introny). Wielkości
intronów różnią się w zależności od organizmu, ale pozycje w jakich dzielą
sekwencję kodującą, są bardzo konserwatywne. Centralny ekson to odcinek

genu kodujący część globiny wchodzącą w bezpośredni kontakt z grupą hemową
(część tajest nazywana domeną wiązania hemu lub kieszenią hemową). Badania
struktur kryształów globin zwierzęcych i porównanie ich ze strukturą kodują
cych Je genów pozwoliły przewidzieć możliwość wystąpienia dodatkowego intro-
nu w genie hemoglobiny. Intron taki został odnaleziony w genie hemoglobiny
roślinnej — leghemoglobiny soi. Ten dodatkowy intron dzieli odcinek kodujący
domenę wiązania hemu na dwa mniejsze moduły. Okazuje się, że model taki

obowiązuje w przypadku wszystkich poznanych dotąd genów globin roślinnych.
Początkowo szeroko był rozpowszechniony pogląd, że struktura genu hemo

globiny roślinnej odzwierciedla strukturę genu pierwotnej globiny, a gen wspól
nego przodka wszystkich zwierząt utracił centralny intron krótko po ewolucyj
nym rozdziale królestw zwierząt i roślin, około miliarda lat temu (Lewin 1984).
Obecne odkrycia centralnego intronu także w niektórych genach globin zwierzę
cych mogą sugerować, iż model ten może być błędny. Prawdopodobna wydaje
się hipoteza, iż przodek obecnych roślin uzyskał centralny intron w genie
hemoglobiny już po rozdziale królestw roślin i zwierząt. Analiza sekwencji genów
hemoglobin niektórych nicieni (Caenorhabitis elegarts) wskazuje na możliwość

najpierw utraty intronów, a następnie wprowadzenia nowych w inne pozycje.
W innych przypadkach, poza utratą i uzyskaniem nowych intronów, nastąpiła
prawdopodobnie swoista duplikacja sekwencji genów. Duplikacje te, na przykład
w przypadku glisty Pseiidoterranoua decipiens, doprowadziły do powstania genu
kodującego polipeptyd o podwójnej w stosunku do innych globin długości oraz

dwóch „kieszeniach hemowych” (head-to-tail duplication). W przypadku owada
Chironomus thumini thumini powstała rodzina genów zawierająca wielokrotną
kopię genu hemoglobiny (rys. 4).

Należy także wspomnieć o nie omawianej powyżej grupie organizmów —

bakteriach. Pieiwszą poznaną hemoglobiną bakteryjną była hemoglobina Yitreo-
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KRĘGOWCE I NIEKTÓRE BEZKRĘGOWCE ROŚLINY
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Rys. 4. Model ewolucji genów globin zwierzęcych i roślinnych (wg Dlxon i Pohajdak
1992).

scilli (Wakabayashi i współaut. 1986). Funkcjonując w warunkach niedoboru
tlenu spełnia inną niż u roślin rolę — zwiększa stężenie tlenu w okolicy oksydaz
terminalnych. Odkrycie hemoglobin bakteryjnych Jest potwierdzeniem założe
nia, że podobieństwa I i III rzędowych struktur hemoglobin pochodzących
z różnych organizmów a także podobieństwa genów kodujących te białka wyni
kają ze wspólnego pochodzenia hemoglobin roślinnych i zwierzęcych. Możliwe

jest wtedy założenie, że hemoglobina była obecna w organizmach, które żyły
około 1,3 x 109-l,5 x 109 lat temu i z których wywodzą się królestwa roślin

i zwierząt. Obecność intronów w pierwotnym genie hemoglobiny — przodka
roślin i zwierząt (jak na rys. 4) nie musi być w tym przypadku wynikiem
„wprowadzenia” intronu; są znane przypadki występowania intronów w genach
archebakterii (Appleby i współaut. 1990).

EWOLUCJA HEMOGLOBIN W ŚW1ECIE ROŚLIN

Pogląd, iż występowanie hemoglobin w świecie roślin jest ograniczone tylko
do roślin motylkowatych czy układów symbiotycznych, został podważony dzięki
odkryciu hemoglobin u roślin niemotylkowatych, takich jak Parasportia andre-
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sonii czy wręcz roślin nie wiążących azotu, jak Trema tomentosa czy jęczmień.
Co więcej, sondy molekularne uzyskane na bazie sekwencji DNA hemoglobiny

jęczmienia wykazują wysoką homologię do DNA genomów szeregu innych traw

(Taylor i współaut. 1994). Badania lat ostatnich wykazują, że poza istnieniem

hemoglobin związanych ze symbiotycznym wiązaniem azotu istnieje także klasa
tak zwanych hemoglobin nie-symbiotycznych. Istnieją doniesienia o obecności

hemoglobin nie-symbiotycznych także w tkankach roślin wiążących azot, takich

jak Casuarina czy soja. Hemoglobiny te są wykrywane w tkankach poddanych
stresowi tlenowemu lub w tkankach, w których niedobór tlenu występuje
fizjologicznie, jak na przykład tkanki meiystematyczne lub tkanka aleuronowa.

Do chwili obecnej poznano sekwencje aminokwasowe kilkudziesięciu hemo
globin roślinnych pochodzących zarówno z tkanek roślin motylkowatych, jak
i niemotylkowatych. Porównawcza analiza komputerowa tych sekwencji pozwo
liła na stworzenie drzewa filogenetycznego hemoglobin roślinnych (rys. 5) (Stró-
życki i Legocki 1995). Wyraźnie zaznacza się tutaj oddzielenie grupy roślin

motylkowatych od reszty świata roślinnego. Potwierdzają się także sugestie
dotyczące miejsca łubinów wśród roślin motylkowatych. Są one prawdopodobnie

jednymi z najstarszych w tej grupie i mogą stanowić „ogniwo” pośrednie pomię
dzy roślinami motylkowatymi i niemotylkowatymi. Do rozstrzygnięcia pozostaje
wciąż kwestia funkcji klasy hemoglobin nie-symbiotycznych. Homologia ich

sekwencji aminókwasowych sięgająca 70% niezależnie od organizmu, z którego
pochodzą, wskazuje, iż kodujące je geny ewoluowały wolniej niż w przypadku
hemoglobin symbiotycznych. Istnieje uzasadnione prawdopodobieństwo, że tak
zwane hemoglobiny nie-symbiotyczne występują w tkankach wszystkich roślin
niezależnie od tego, czy wchodzą one w oddziaływania symbiotyczne. Jedną
z funkcji, jaką spełniają, może być podtrzymywanie podstawowych procesów
oddechowych, koniecznych do przeżycia komórki (organizmu) podczas stresu

tlenowego. Mogą one także stanowić element swoistego systemu reakcji na

niedobór tlenu. Interesującyjest także fakt, iż ewolucja hemoglobin roślinnych
jest powiązana prawdopodobnie ze skracaniem łańcucha polipeptydowego he
moglobiny. Jednakże, czy jest to wynik ewolucyjnego dążenia do zwiększania
powinowactwa hemoglobin roślinnych do tlenu czy przystosowania do zmienia
jących się warunków środowiska, pozostaje Jeszcze zagadką.

PODSUMOWANIE

Dane przedstawione w tym opracowaniu wydają się wskazywać, iż hemoglo
bina jest białkiem, które funkcjonuje we wszystkich organizmach żywych,
spełniając różnorodne zadania związane z udziałem tlenu w procesach życio
wych.

Ewolucja hemoglobin to jeden z przykładów udanej genetycznej i molekular
nej strategii konserwacji systemu transportu tlenu w organizmach żywych. Geny
kodujące to białko przetrwały miliardy lat i są odkrywane w najbardziej zróżni
cowanych formach życia na ziemi.

4 — Kosmos
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Rys. 5. Proponowany schemat zależ
ności filogenetycznych różnych ga
tunków roślin’ motylkowatych (na
szarym polu) i niemotylkowatych,
stworzony na podstawie komputero
wej analizy sekwencji aminokwaso-

wych znanych hemoglobin roślin
nych (wg Stróżycki i Legocki 1995).

FUNCTIONS AND EVOLUTION OF HEMOGLOBINS.
PLANT HEMOGLOBINS

Summary

Hemoglobins have been found to occur in almost all anlmal systems and in some bacterial

systems. Some data concerning plant hemoglobins are presented in this paper. Plant hemoglobin is
associated with the nitrogen Ibdng system and is the key protein protecting nitrogenase from oxygen
and, on the other hand, providing oxygen to the terminal oxidases.

It was the globin family for which it was first recognized that the tertlary structure could be

highly conserved even when primary seąuences diverged to an undetectably Iow level of similarity.
Data from tire analysio uf seguences and structures of different hemoglobin genes support the

theoiy of “linear descent" regarding the evolution of the hemoglobin gene in the plant and animal

kingdoms from a common ancestor.
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MOLEKULARNE PODSTAWY ODDZIAŁYWANIA PATOGENÓW
Z KOMÓRKAMI ROŚLINNYMI

WSTĘP

Rośliny nieustannie są narażone na szereg stresów w swoim środowisku.

Stąd też na drodze ewolucji wytworzyły się złożone mechanizmy dla zminimali
zowania ich negatywnych następstw. W odpowiedzi na atak patogena roślina
może podjąć ogólną strategię obronną. Obejmuje ona między innymi takie

procesy jak: wzmocnienie ściany komórkowej poprzezjej lignifikację; modyfika
cje białek tworzących tę ścianę, prowadzące do Jej poprzecznego usieciowania
oraz odkładanie kalozy w przestrzeniach międzykomórkowych; synteza różnych
związków o właściwościach bakterio- i grzybobójczych, jak fitoaleksyny czy
wolne rodniki; wreszcie synteza enzymów należących do grupy białek PR (ang.
pathogenesis related) o aktywności glukanaz czy chitynaz degradujących ściany
komórkowe bakterii lub grzybów (Klessig i Malamy 1994).

Jedną z bardziej skutecznych strategii obronnych stosowanych przez roślinę
jest wytworzenie lokalnych nekroz (HR ang. hypersensitive response) w miejscu
wniknięcia patogena. Jak się wydaje, ta samobójcza śmierć komórek ma na celu

pozbawienie intruza składników odżywczych oraz, co ważniejsze, postawienie
fizycznej bariery dlajego dalszego rozprzestrzeniania się w obrębie zaatakowanej
tkanki. Kiedy infekcja Jest zlokalizowana, a więc ograniczona do miejsca wnik
nięcia patogena, mówimy o odporności rośliny. Przeciwnie — nierozpoznanie
obecności patogena, podjęcie walki zbyt późno bądź przełamanie defensywy
przez patogena prowadzi do całkowitego porażenia rośliny. Mówimy wtedy
o wrażliwości rośliny. Co warunkuje, że roślina jest odporna lub wrażliwa,
stanowi fundamentalne pytanie fitopatologii. Po części wyjaśnia tę kwestię
hipoteza „gen do genu” (ryc. 1) stworzona na podstawie badań klasycznej genetyki
jeszcze w latach 70-ych (Flor 1971). Zakłada ona, że do reakcji odporności
dochodzi tylko wtedy, gdy patogen atakujący roślinę z genem odporności R

zawiera gen awirulencji Avr. Brak każdego z tych dwóch elementów implikuje
wrażliwość. Hipoteza ta nie wyjaśnia jednak, w jaki sposób roślina rozpoznaje
obecność patogena, anijak ta informacja rozprzestrzenia się w obrębie porażonej
i przylegającej tkanki.
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Pierwotna infekcja może rozpocząć powstanie nabytej odporności (SAR ang.
systemie acąuired resistance), to jest długotrwałej zwiększonej odporności na

kolejne infekcje. W odróżnieniu jednak od wtórnej odpowiedzi immunologicznej
występującej u zwierząt, SAR jest reakcją niespecyficzną wobec patogena,
przeciwnie — zapewnia odporność na wiele często niespokrewnionych patoge
nów. SAR może rozwinąć się w wyniku infekcji zarówno u rośliny wrażliwej, Jak
też w następstwie odpowiedzi typu HR. Stąd też kłopotliwym jest przy obecnym
stanie wiedzy przyporządkowanie obserwowanych, jednostkowych procesów do

reakcji SAR lub HR tym bardziej, że nie można wykluczyć, iż te dwa zjawiska
angażują wspólne elementy (Kuć 1982).

Odporność

Wrażliwość

Wrażliwość

Wrażliwość

Ryc. 1. Hipoteza „gen
do genu” opisuje od
działywania między
czynnikiem chorobo
twórczym a rośliną.
Do zjawiska odpo
rności dochodzi tylko
wtedy, gdy roślina

posiadająca gen R

rozpoznaje patoge
na, który ma specyfi
czny gen awirulencji
(Aur). Wszystkie po
zostałe kombinacje,
na skutek nierozpo-
znania obecności pa
togena, prowadzą do

wrażliwości.

Ostatnie lata wzbogaciły znacznie naszą wiedzę o molekularnym podłożu
patogenezy roślin. Artykuł ten ma na celu pokrótce przedstawić najnowsze
odkrycia z tej dziedziny.

GENY ODPORNOŚCI

O istnieniu genów odporności podlegających rozkładom mendlowskim wno
szono Już na przełomie XX wieku, jednak dopiero w ostatnich dwóch latach udało

się sklonować i poznać sekwencje kilku genów odporności R, pochodzących
z różnych gatunków roślin i warunkujących odporność na patogenne grzyby,
bakterie i wirusy (Staskawicz i współaut. 1995).

Kiedy patogen z genem awirulencji Aur atakuje roślinę z odpowiadającym mu

genem odporności R, roślina rozpoznaje intruza i uruchamia mechanizm obron
ny. Wczesne reakcje obejmują zmiany w przepuszczalności błony komórkowej
prowadzące do wycieku jonów potasowych i chlorkowych na zewnątrz komórki
a wnikaniajonów wodorowych i wapniowych do wnętrza komórki. Obserwowana

jest także zwiększona synteza nadtlenku wodoru (H2O2) nazywana „wyrzutem
wolnych rodników” (Levine i współaut. 1994). Sądzi się, że H2O2 uwalniany w tej
reakcjijest produkowany, podobnie Jak w fagocytach układu immunologicznego



Oddziaływanie patogenów z komórkami roślinnymi 529

ssaków, przez oksydazę NADPH. Zjawiskom tym towarzyszy produkcja fitoale-

ksyn — niskocząsteczkowych związków o charakterze antybiotyków.
Do późnych reakcji, zapoczątkowanych bezpośrednim oddziaływaniem pro

duktów genów Avri R, należy tworzenie przez roślinę nekroz lokalnych w miej scu

inwazji. Ta przebiegła taktyka, gdy kilka komórek wysyłanych jest na pewną
śmierć, ma na celu ocalenie całej rośliny. Strategia ta nasuwa analogie do
kamikaze —japońskich lotników samobójców z okresu II-giej wojny światowej.
Narzędzie to jest jednak bardzo destruktywne, stąd też jego używanie wymaga
precyzyjnego aparatu kontroli. Opisano szereg mutantów kukurydzy, jęczmienia
oraz rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) spontanicznie tworzących nekrozy
(Greenberg i współaut. 1994, Dietrich i współaut. 1994). Mutanty te zyskały
w literaturze miano „roślin paranoidalnych”, gdyż mimo nieobecności patogena
wykazują reakcje obronne typowe dla odpowiedzi HR (Jones 1994). Stąd można

wnosić, że śmierć komórki podczas HR jest genetycznie programowana i ulega
represji w roślinach zdrowych. Zjawisko to wydaje się podlegać mechanizmom

analogicznym do tych regulujących apoptozę — programowaną śmierć komórek

zwierzęcych, tym bardziej, że w obu procesach kluczową rolę pełnią wolne
rodniki. Jednak dopiero dokładna analiza mutantów, z izolacją i charakterystyką
poszczególnych zmutowanych genów, pozwoli na opisanie komórkowych mecha
nizmów zawiadujących tym procesem.

Opisana powyżej sekwencja zdarzeń, zainicjowana rozpoznaniem obecności

patogena, charakteryzuje reakcję obronną rośliny bez względu na typ czynnika
chorobotwórczego, któryją wywołał. Poszczególne odpowiedzi mogą się wpraw
dzie różnić czasem reakcji, czy nasileniem zmian. Sugerująjednak wspólne bądź
zbliżone mechanizmy rozpoznawania infekcji i transdukcji sygnału dla różnych
układów patogen — roślina.

Nie było więc dużym zaskoczeniem, gdy okazało się, że szereg wyizolowanych
genów odporności wykazuje znaczne podobieństwa sekwencji (Staskawicz
i współaut. 1995). I tak RPS-2 z Arabidopsis kodujący odporność na Pseudomo-
nas syringae zawierający gen awirulencji Aur Rpt2, gen N z tytoniu— odporność
na wirusa TMV, gen C/9 z pomidora — odporność na grzyba Cladosporumjuluum
z genem Avr9 oraz gen L6z lnu — wszystkie posiadają motyw powtórzeń bogatych
w leucyny (LRR — ang. leucine rich repeat) typowy dla oddziaływań białko —■
białko. Poza tym RPS-2, N oraz L6 zawierają konserwowaną sekwencję odpowie
dzialną za wiązanie nukleotydów (ATP, GTP). RPS-2 w swej N-końcowej części
zawiera motyw suwaka leucynowego, który mógłby odpowiadać za dimeryzację
białek. Natomiast N zawiera w swej N-końcowej części domenę homologiczną do

receptora dla interleukiny-1 (IL-1R). Fakt ten prowokuje do interesujących spe
kulacji. Związanie interleukiny z IL- IR doprowadza do degradacji IkB, a tym samym
uwolnienia aktywnego czynnika transkrypcyjnego NFkB, który zmienia swą loka
lizację z cytoplazmy do jądra, gdzie aktywuje geny związane z odpowiedzią immu
nologiczną. Co więcej, w procesie tym uczestniczyjako przekaźnik H2O2 — związek,
którego rola w odpowiedzi roślin na patogenajest niepodważalna.

Opierając się na analizie sekwencji, produkty genów RPS-2 oraz N umiejsca
wia się w cytoplazmie, gdzie rozpoznawałyby wewnątrzkomórkowy ligand, pod
czas gdy L6 i CJ9 kotwiczyłyby się w błonie stanowiąc receptor dla zewnątrzko-

mórkowego ligandu.



530 Magdalena Krzymowska, Jacek Hennig

Inny sklonowany gen odporności, PTO, pochodzi z pomidora i warunkuje
odporność na bakterię P. syringae. Na podstawie sekwencji przewiduje się, że

koduje on kinazę serynowo-treoninową, która mogłaby uczestniczyć w przeka
zywaniu sygnału (Martin i współaut. 1993).

Poznanie interakcji między genem odporności a genem awirulencji otwiera

perspektywę konstruowania roślin o zwiększonej odporności. Załóżmy, że do

rośliny z genem odporności R wprowadzimy gen awirulencji pod kontrolą
promotora indukowanego specyficznie przez patogena, wówczas w przypadku
infekcji dochodzi do uruchomienia mechanizmu obronnego opartego na oddzia
ływaniu Avr-R. Wstępne doświadczenia przeprowadzone z kombinacją genów
Avr9/CJ9 wydają się dość obiecujące (Hammond-Kosack i współaut. 1994).

Fakt, że to właśnie gen awirulencji pozwala roślinie rozpoznać obecność

intruza, generuje natychmiast pytanie — dlaczego patogeny posiadają owe geny?
Być może geny Aur kodują cechę, która daje zdolność przystosowawczą patoge
nom, tak jak to stwierdzono dla wielu bakteryjnych genów awirulencji nadają
cych bakteriom zwiększoną zjadliwość wobec wrażliwych roślin, to jest nie

posiadającyh genów R.

Oddziaływania czynnik chorobotwórczy — roślina mogą przybierać inne niż

opisywane przez teorię „gen do genu” właściwości. Rasy grzyba Cochliobolus
carbonum produkujące toksynę „Hc” mogą infekować jedynie kukuiydzę pozba
wioną aktywnego genu odporności Hml (Johal i Briggs 1992). Mutacje znoszące

produkcję toksyny są recesywne i korelują z utratą wirulencji. Tak więc,
z czterech możliwych kombinacji między zjadliwym i niezjadliwym grzybem
a odporną bądź wrażliwą rośliną, tylko jedna prowadzi do wrażliwości rośliny.
Po wyizolowaniu genu Hml, okazało się, że koduje on NADPH zależną reduktazę
toksyny Hc, która inaktywuje toksynę. Sekwencja genu Hml, naturalnie nie

wykazuje homologii do innych opisanych powyżej genów odporności R.

ROLA KWASU SALICYLOWEGO

Istnieje szereg różnorakich dowodów wskazujących na udział kwasu salicy
lowego (SA) w procesie patogenezy. Pierwszą przesłankę stanowiła obserwacja,
że podanie roślinom tytoniu aspiiyny (kwasu acetylosalicylowego) bądź kwasu

salicylowego indukuje odporność na wirusa mozaiki tytoniowej (TMV) oraz

aktywuje geny biorące udział w patogenezie (Antoniw i White 1980). Kiedy
natomiast rośliny tytoniu infekowane TMV inkubowano w podwyższonej tempe
raturze (32°C) nie reagowały one odpowiedzią typu HR, to znaczy nie tworzyły
nekroz, ani nie produkowały białek PR, a wirus mógł rozprzestrzeniać się bez

ograniczeń w całej roślinie. Okazało się, że synteza SA w tej temperaturze była
również zablokowana. Przeniesienie roślin do niższej temperatuiy (22°C) przy
wracało zarówno syntezę SA, jak również powstawanie nekroz (Malamy i współ
aut. 1992)

Ponadto w innych doświadczeniach pokazano, że hybrydy międzygatunkowe
Nicotiana glu.ti.nosa i N. debneyi akumulujące duże ilości SA, konstytutywnie
produkują białka PR (Yalpani i współaut. 1993). Po infekcji wirusem TMV rośliny
te wytwarzały nekrozy kilkakrotnie mniejsze niż w odpornej na TMV odmianie
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tytoniu Xanthi nc. wskazując, że lokalizacja infekcji była w nich wyjątkowo
szybka i skuteczna, W wielu gatunkach roślin: tytoniu, ogórku, ziemniaku
i A. thaliana podczas odpowiedzi na atak patogena endogenny poziom SA wzra
sta wielokrotnie zarówno w liściach infekowanych, jak i w nieinfekowanych (tzw.
górnych), W obu przypadkach synteza SA poprzedza indukcję białek PR (Klessig
i Malamy 1994). Zewnętrzne podanie SA indukuje w tytoniu te same geny
i z podobną kinetyką, jak podczas odpowiedzi SAR na skutek infekcji TMV (Ward
i współaut. 1991). Na tej podstawie oparto przypuszczenie, że SA może stanowić
element kaskady przekaźników wiodącej do syntezy białek PR. Bezpośrednie
dowody na funkcję kwasu salicylowego pochodzą z badań przeprowadzonych
na transgenicznym tytoniu zawierającym bakteryjny gen NahG z Pseudomonas

putida. Produkt genu NahG katalizuje przekształcenie SA do katecholu. Tym
samym po zakażeniu patogenem rośliny z aktywnym genem NahG były zdolne
do akumulowania tylko niewielkich ilości SA i w konsekwencji wykazywały
ostrzejsze symptomy chorobowe (więcej i większe nekrozy), w porównaniu
z roślinami nietransformowanymi (Gaffney i współaut. 1993). Rośliny te nie były
w stanie również wytworzyć nabytej odporności (SAR). Powyższe dane potwier
dzają udział SA, zarówno w powstawaniu odpowiedzi HR, jak i SAR (Vernooij
i współaut. 1994).

Zainfekowanie nawet niewielkiej części rośliny powoduje wytworzenie SAR
w obrębie całej rośliny. Tak więc zjawisko SAR zakłada istnienie cząsteczki
sygnałowej, która przenosiłaby informację o zakażeniu od miejsca infekcji do

wszystkich tkanek. Obserwowany wzrost poziomu SA w liściach nieinfekowa
nych (tzw. liściach górnych), poprzedzający indukcję białek PR sugerował, że być
może SA miałby stanowić ten ruchomy element kaskady przekaźników. Jednak
doświadczenie wykonane na ogórku zakażonym bakterią P. syringae pokazało,
że sygnał odpowiedzialny za gromadzenie się SA w całej roślinie był uwolniony
z zainfekowanego liścia zanim wzrost poziomu SA mógł być wykryty w tym liściu,
co poddało w wątpliwość fakt, że to właśnie SA stanowić by miał ten przemiesz
czający się sygnał (Rasmussen 1991). Przekonywających dowodów kwestionują
cych mobilność SA dostarczyły również eksperymenty ze wspomnianym wcześ
niej tytoniem z genem NahG. Zaszczepiając zrazy z NahG bądź nietransformo-

wanych (nt) roślin na podkładkach nt lub NahG sporządzono cztery typy roślin

(ryc. 2). Otrzymane rośliny testowano po infekcji liści podkładki na powstawanie
SAR i indukcję genów PR w liściach zrazu. Bez względu na pochodzenie podkład
ki, SAR obserwowano wyłącznie w roślinach ze zrazem nt. A więc, mimo że

podkładki z genem NahG niezdolne były do kumulowania wysokiego stężenia
SA, generowały sygnał, docierający do zrazu i indukujący powstawanie SAR

(Vernooij i współaut. 1994). Interesującym natomiast okazał się fakt, że rośliny
ze zrazami NahG nie wykazywały ani reakcji SAR ani indukcji białek PR.

Reasumując, SA prawdopodobnie nie przemieszcza się, by zainicjować SAR,
Jednak Jego obecność jest niezbędna lokalnie w miejscu tworzenia SAR.

Analiza SA gromadzącego się w zakażonej tkance wykazała, że powstający
wolny SA jest przekształcany następnie przez glukozylotransferazę UDPgluko
za: SA do P-glukozydu (SAG) (Yalpani i współaut. 1992). Tworzenie koniugatów
z cukrem jest powszechną u roślin formą magazynowania dużych ilości toksy
cznych bądź wysoce reaktywnych związków (Kleczkowski i Schell 1995).
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Dekoniugacja a więc reakcja odwrotna umożliwia, w razie potrzeby, szybką
mobilizację „uwięzionego” dotychczas aktywnego związku. Taki mechanizm
został opisany dla szeregu hormonów roślinnych. Sądzi się, że SAG stanowi taką
nieaktywną biologicznie formę SA, a obserwowaną indukcję białek PR po poda
niu glukozydu przypisuje się raczej działaniu SA uwolnionemu przez [3-glukozy-
dazy umiejscowione w ścianie komórkowej. Jako że w wyniku infekcji SAG jest
gromadzony w całej roślinie, stworzono interesującą hipotezę dotyczącą natury
SAR (Hennig i współaut. 1993). Mianowicie, cytoplazmatyczny zapas SAG po
wstały przy pierwotnej infekcji, uwalniany byłby do przestrzeni zewnątrzkomór-
kowej na skutek destrukcji komórek podczas ponownej infekcji. Tam [ł-gluko-
zydazy ściany komórkowej hydrolizowałyby natychmiast SAG do wolnego SA,
który indukowałby reakcję obronną (Malamy i współaut. 1993).

♦ 000

rośliny kontrolne rośliny hybrydowe

Ryc. 2. Schemat doświadcze
nia potwierdzającego udział
SA w indukcji odpowiedzi ty-

zraz pu SAR. Transgeniczne rośli
ny tytoniu NahG niezdolne do

gromadzenia SA i rośliny nie-
podkładka transformowane (ny posłuży

ły jako źródło zrazów bądź
podkładek dla sporządzenia
czterech typów roślin. Po in
fekcji liści podkładki wirusem
TMV badano powstawanie

SAR w liściach zrazu.

Identyfikacja cytoplazmatycznego kompleksu białkowego o ciężarze 240-280
kDa specyficznie wiążącego SA (SABP ang. salicylic acid binding protein),
wyizolowanego z liści tytoniu (Chen i współaut. 1993a), ułatwiła poznanie
molekularnych podstaw procesu indukowanej odporności. W skład tego kom
pleksu wchodzi co najmniej jedna podjednostka (o ciężarze 57 kDa) specyficznie
wiążąca SA a także te jego analogi (kwas acetylosalicylowy, kwas 2-6-dwuhy-
droksybenzoesowy), które indukują syntezę białek PR oraz efektywnie pobudzają
procesy towarzyszące indukowanej odporności. Analiza sekwencji c-DNA kodu
jącej peptyd 57 kDa wchodzący w skład SABP wykazała wysoki stopień zgodności
ze znanymi roślinnymi katalazami (Chen i współaut. 1993b). Bezpośrednim
dowodem potwierdzającym analizę sekwencyjną są wyniki wykazujące, że oczy
szczony preparat SABPjest zdolny do konwersji H2O2 do H2O i O2 w warunkach
tn vitro. Ponadto związanie SA poprzez SABP wpływa na hamowanie aktywności
katalazy in vitro. Wiele przesłanek, takich jak wysoka specyficzność wiązania,
czyjego odwracalna inhibicja wskazuje, że białko wiążące SA może pełnić rolę
receptora i być przekaźnikiem informacji o procesach infekcji komórek roślin
nych (Chen i współaut. 1993b).

Ten model jest zgodny z wcześniejszymi doniesieniami, które pokazały (ryc.
3), że H2O2 uczestniczy w szeregu procesach reakcji obronnej: 1) bezpośrednio
przyczynia się do destrukcji patogena; 2) fortyfikuje ścianę komórkową: 3)
reguluje ekspresję genów gospodarza. Te dwa ostatnie procesy są również
zależne od SA.
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Ryc. 3. Rozpoznanie przez roślinę obecności patogena zapoczątkowuje kaskadę reakcji.
Kluczową rolę pełni w nich nadtlenek wodoru (H2O2). ŚK — ściana komórkowa, BK —

błona komórkowa, KAT—katalaza, SA—kwas salicylowy, SOD — dysmutaza nadtlen
kowa, PR — białka PR (pathogenesis-related proteins).

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosły szereg ważkich odkiyć dotyczących patogenezy
roślin. Poznano sekwencje kilku genów odporności. Dowiedziono udziału SA
i H2O2 w przekazywaniu sygnału, to Jednak wciąż zbyt mało by stworzyć
kompletny model oddziaływań patogen — roślina. A przecież gruntowne pozna
nie tych mechanizmów może nie tylko wzbogacić naszą wiedzę, ale również

przyczynić się do wzmocnienia naturalnej odporności roślin, tym samym redu
kując ogromne straty uprawne bez konieczności używania chemicznych środ
ków ochrony roślin.

MOLECULAR BASIS OF PATHOGEN ACTION ON PLANT CELLS

Summary
In response to pathogen attack a plant can trigger complex defense strategies. According to the

“gene-for-gene" hypothesis perception of the pathogen's presence depends on matching of a speciflc
plant resistance (R) gene and a corresponding pathogen avirulence (Aur) gene. Several R genes from
varlous plant species have recently been cloned and characterized. Some of them share common

structural features though tliey encode resistance to pathogens having different lifestyles. Thls

suggests that plants have evolved a conserved mechanism of resistance. Considerable evidence

suggested that sallcylic acid (SA) serves as a signal molecule during pathogenesis. Transgenic plants
which do not accumulate SA show morę severe symptoms than nontransgenic plants and are unable
to mount systemie acąuired resistance.
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WIROID WRZECIONOWATOŚCI BULW ZIEMNIAKA —

STRUKTURA A PATOGENNOŚĆ

WSTĘP

W latach 1917-1923 w Maine w Stanach Zjednoczonych zaobserwowano

pojawienie się nowej choroby ziemniaka (Diener 1979). Porażone rośliny karło
waciały, ich liście były wydłużone i skręcone, a bulwy mniejsze i wrzecionowate.
Choroba rozprzestrzeniała się szybko, główną drogą zakażenia był bezpośredni
kontakt rośliny chorej ze zdrową. Stwierdzono też, że czynnik infekcyjny przenosi
się łatwo przez skażone sokiem chorej rośliny narzędzia rolnicze. Infekcja była
przenoszona także w wyniku szczepienia infekcyjnymi zrazami, przez pyłek
zakażonych roślin i wegetatywnie — przez bulwy. Dalsze badania wykazały, że

czynnik wywołujący wrzecionowatość bulw ziemniaka występuje wśród dziko

rosnących w Ameryce Południowej i Północnej gatunków z rodziny Solanaceae.

Jego rozprzestrzenianie się w naturalnych, bogatych ekosystemach jestjednak
ograniczone. Wprowadzenie monokultur ziemniaka i rozwój technik rolniczych
umożliwiły rozprzestrzenianie się choroby.

Przez ponad pięćdziesiąt lat usiłowano wyodrębnić czynnik zakaźny, przypu
szczając, że patogen tenjest wirusem roślinnym. Stwierdzono jednak, że nie ma

on właściwości immunogennych, jest niewrażliwy na działanie proteaz, DNaz
i fenolu, ulega natomiast inaktywacji pod wpływem działania RNaz. To sugero
wało, że czynnikiem infekcyjnym jest wolny kwas rybonukleinowy, w przeci
wieństwie do wirusów nieobiałczony. Własności badanego czynnika okazały sie

więc tak niekonwencjonalne, że dla tej grupy patogenów utworzono nowy termin
— wiroidy (Diener 1979), zaś patogen wywołujący tę chorobę ziemniaka nazwano

wiroidem wrzecionowatości bulw ziemniaka (ang. potato spindle tuber viroid,
PSTVd). Patogeny te różnią się od typowych wirusów, bowiem ich materiał

genetyczny to cząsteczka jednoniciowego RNA złożonego z około 250-375 nu-

kleotydów, nie kodująca żadnych białek a mimo to replikująca się w komórkach

gospodarza i wywołująca swoistą chorobę rośliny (Diener 1987, Semancik 1987).
Tak więc całość informacji genetycznej jest zawarta w strukturze pierwszo-
i drugorzędowej RNA. Patogeny te powodują infekcje o podobnych objawach
i sposobie przenoszenia w uprawach pomidorów, ogórków, awokado, palm
kokosowych, tytoniu, owoców cytrusowych i winorośli. Poniżej przedstawiono
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wybrane wiroidy należące do różnych grup, wyodrębnionych na podstawie
podobieństwa sekwencji RNA oraz występowaniu charakterystycznych regionów
w cząsteczkach wiroidów (Symons 1991).
Grupa ASBV

podgrupa ASBV
— ASBVd — wiroid skazy słonecznej awokado (ang. avocado sunblotch

viroid)
Grupa PSTV

podgrupa PSTV
— CSVd — wiroid karłowatości złocieni (ang. chrysanthemum stunt viroid)
— CEVd — wiroid łuszczycy kory cytrusów (ang. citrus exocortis wiroid)
— CCCVd — wiroid kadang-kadang kokosów (ang. coconut cadang-cadang

viroid)
— CTiVd — wiroid tinangaja kokosów (ang. coconut tinangaja viroid)
— CPFVd — wiroid bladości owoców ogórka (ang. cucumber pale fruit viroid)
— HLVd — utajony wiroid chmielu (ang. hop latent viroid)
— HSVd — wiroid karłowatości chmielu (hop stunt viroid)
— PSTVd — wiroid wrzecionowatości bulw ziemniaka (ang. potato spindle

tuber viroid)
— TASVd — wiroid wierzchołkowatej karłowatości pomidorów (ang. tomato

apical stunt viroid)
— TPMVd — wiroid planta-macho pomidorów (ang. tomato planta macho

viroid)
podgrupa ASSV
— ASSVd — wiroid bliznowacenia skórki jabłek (ang. apple scar skin viroid)
— GYSVd — wiroid żółtej plamistości winorośli (ang. grapevine yellow

speckle viroid)
Genom PSTVd stanowi jednoniciowy, koliście zamknięty RNA o długości

356-360 nukleotydów. Na podstawie struktury pierwszorzędowej po uwzględ
nieniu danych dotyczących trawień enzymatycznych i modyfikacji chemicznej
RNA wiroida zaproponowano model struktury drugorzędowej cząsteczki PSTVd

(Riesner i współaut. 1979). Cząsteczka wiroida ma pałeczkowatą formę o stru
kturze w przeważającej części dwuniciowej bowiem około 70% zasad tworzy pary

nukleotydowe, w tym najwięcej typu G:C (ryc. 1). Badania procesu denaturacji
termicznej PSTVd i innych wiroidów wykazały istnienie kilku struktur pośred
nich pomiędzy formą pałeczkowatą a kołową całkowicie zdenaturowaną (Henco
iwspółaut. 1979), (ryc. 1). Jedna z nich, zawierająca trzy dwuniciowe fragmenty
typu „szpilek” (z ang. zwane HPI, HPII, HPIII), ma duże znaczenie biologiczne.
Uważa się bowiem, że struktura taka jest tworzona w czasie replikacji RNA
PSTVd i ma kluczowe znaczenie dla tego procesu. Przypuszcza się, że w obrębie
sekwencji szpilki HPI znajduje się miejsce cięcia oligomerycznych replikacyjnych
form pośrednich i ligacji powstałych monomerycznych odcinków w ostateczne

formy kołowe (Diener 1986). Szpilka II może być miejscem wiązania niezidenty
fikowanego jeszcze czynnika kodowanego przez roślinę gospodarza, ułatwiają
cego transkrypcję macierzystego genomu PSTVd (Loss i współaut. 1991). Wiroidy
niosące sekwencje tworzące typowe struktury szpilki II infekują ten sam zasięg
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roślin — gospodarzy (ziemniak i pomidor), Szpilki II nie stwierdza się na przykład
w wiroidzie karłowatości chmielu. Tak więc istnienie sekwencji tworzących
szpilkę II może być adaptacją do namnaźania się wiroida w komórkach swoistego
gospodarza.

11

Ryc. 1. Etapy denaturacji RNA PTVd. HP I,
HP II, HP III — struktury typu „szpilek”
(ang. hairpins) stabilizujące pośrednią for
mę przestrzenną pomiędzy cząteczką pałe-
czkowatą a kolistą, całkowicie zdenaturo-

waną.

Replikacja RNA wiroidowego w komórce przebiega według mechanizmu tak

zwanego obracającego się kola (ang. rolling circle) (Branch i współaut. 1988),
najprawdopodobniej z udziałem enzymu gospodarza polimerazy II RNA zależnej
od DNA (Schindler i Muhlbach 1992). Schemat replikacji przedstawiono na

łacinie zj. i\cł hlclli_ywmr\.cxjc%cCj u o numuim xyoiiolvj ^-rj t\iwi wiiuiuct

zachodzi synteza oligomerycznych nici (-) RNA. Nici te są matrycami do syntezy
oligometycznych nici (+) RNA, które po fragmentacji do monomerycznych linio
wych cząsteczek ulegają cyrkulaiyzacji. Sam mechanizm cięcia oligometycznych
nici RNA PSTVd nie jest znany.

Porównanie sekwencji wiroidów należących do grupy PSTVd umożliwiło

wyróżnienie 5 regionów cząsteczki tak zwanych domen, którym przypisuje się
określone funkcje (Keese i Symons 1985), (ryc. 3 A). Domena C, to tak zwany
centralny region konserwatywny CCR (ang. central conserved region). W obrębie
tej domeny występuje wspomnianajuż struktura szpilki I — istotna w procesie
cięcia oligomerycznych form replikacyjnych. Domena P (patogenności) wpływa
na stopień zjadliwości wiroidów. Domena V, tak zwany region zmienności,
prawdopodobnie moduluje patogenność. Domeny terminalne TR (prawa) i TL
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Ryc. 2. Schemat replikacji RNA
PSTVd.

Wnikająca do komórki kolista,
monomeryczna cząsteczka (+)
RNA służyjako matryca do syn
tezy długich, oligomerycznych
nici (-) RNA (etap 1 i 2), na któ
rych powstają oligomeiyczne ni
ci (+) RNA (etap 3). Oligomery
RNA (+) po fragmentacji na od
cinki o długości genomu wiroida
— monomeiy (etap 4) ulegają

cyrkułaryzacji (etap 5).

Bam HI

C.

( PM-VS )| _

PS-VM )

f PL-VS j 1

PM-VL J (( PL’VM D

Ryc. 3. Budowa ana
lizowanych geno
mów PSTVd.

[A] Ogólny model bu
dowy cząsteczki wi
roida z zaznaczony
mi strukturalnymi
domenami: C, P, V,
TR, TL oraz miejsca
mi cięcia rozpozna
wanymi przez enzy
my restrykcyjne
BamHI, Alul.-Miejsca
te zostały wykorzy
stane do konstrukcji
hybrydowych cząste
czek PSTVd. [B] Ge
nomy wyjściowe (le-
talny, ostry, łagod
ny). [C] Genomy hy
brydowe (chimery).
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(lewa) prawdopodobnie uczestniczą w zdarzającej się międzycząsteczkowej re
kombinacji i rearanżacji RNA wiroidów. Strukturę tych domen wiąże się również
z przemieszczaniem się wiroida w roślinie (Semancik 1987).

RÓŻNORODNOŚĆ GENOMU PSTVd

W 1978 opublikowano pełną sekwencję genomu pierwszego wiroida. Był to

wiroid wrzecionowatości bulw ziemniaka PSTVd-DI, należący do szczepu pośred
niego (GROSS i współaut. 1978). Od tamtej pory poznano już sekwencję około 20

różnych izolatów PSTVd (Gross i współaut. 1981, Herold i współaut. 1992,
Lakshman i Tavantzis 1993, Góra i współaut. 1994). W porażonych roślinach

izolaty te wywołują objawy chorobowe, które możemy określić jako łagodne,
pośrednie, ostre i letalne. Najbardziej widocznym objawem porażeniajest zaha
mowanie wzrostu rośliny, skręcenie liści i ich zwieszanie się oraz nekrozy. Bulwy
porażonych ziemniaków są mniejsze i mają wrzecionowaty kształt. Natężenie
objawów chorobowych zależy od szczepu wiroida oraz od gatunku rośliny
(Pfannenstiel i Slack 1980, Kowalska-Noórdam 1986/1987). Rośliną silnie

reagującą na zakażenie PSTVd jest pomidor odm. Rutgers, będący rośliną
wskaźnikową do badania biologii zakażenia tego wiroida.

W 1991 roku w Zakładzie Biosyntezy Białka Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN rozpoczęto badania trzech różnych fenotypowo izolatów PSTVd pochodzą
cych z kolekcji Instytutu Ziemniaka w Młochowie (Góra i współaut. 1994). Izolat

ostiy PSTVd-S XIII w zainfekowanej roślinie wskaźnikowej powoduje wystąpienie
ostrych objawów zakażenia, takich jak: karłowatość rośliny, silne skręcenie liści
oraz rozległe nekrozy nerwów. Izolat typu pośredniego PSTVd-I 818 wywołuje
podobne objawy o niższej ostrości, natomiast izolat łagodny PSTVd-M, poza
nieznaczną epinastią (zwieszanie się liści) nie daje żadnych objawów porażenia.

RNA PSTVd tych trzech izolatów otrzymany z zakażonych roślin

wskaźnikowych posłużył do syntezy pełnej długości kopii DNA (cDNA) PSTVd.

Pierwszą nić cDNA otrzymano poprzez odwrotną transkrypcję RNA wiroidowego,
drugą nić — poprzez amplifikację cDNA metodą PCR (reakcja łańcuchowa

polimerazy). W obu reakcjach zastosowaliśmy specyficzne startery (ang. primers)
o sekwencji komplementarnej do regionu konserwatywnego CCR. Odpowiednie
dobranie starterów umożliwiło otrzymanie pełnej długości monomeiycznych
cząsteczek cDNA wiroida. Otrzymane cDNA sklonowano w bakteryjnym wektorze

plazmidowym pUC9 w sposób umożliwiający uzyskanie infekcyjnych plazmido
wych kopii cDNA PSTVd (Candresse i współaut. 1990, Tabler i SAnger 1984).
Tabela 1 przedstawia wyniki sekwencjonowania sklonowanego cDNA PSTVd.
Izolat łagodny PSTVd-M był molekularnie homogenny, bowiem tylko jeden
wariant sekwencyjny typu M został wykryty w trakcie sekwencjonowania.
Izolaty: pośredni PSTVd-I 818 oraz ostiy PSTVd-S XIII — były molekularnie

heterogenne. Trzy warianty sekwencyjne 12,13 oraz 14 zostały wykryte w PSTVd-I
818. Natomiast PSTVd-S XIII był złożony z wariantów sekwencyjnych S23, S27,
12, 14. Różnice w sekwencji nukleotydowej tych wariantów sekwencyjnych
dotyczą kilku podstawień nukleotydowych w obrębie domeny P i V. Przeprowa
dzono badania infekcyjności polegające na mechanicznym zakażeniu, poprzez

5 — Kosmos
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wcieranie preparatów plazmidowych (inokulum) w liście siewek pomidora od
miany Rutgers i obserwacji rozwijających się objawów porażenia. Badania te

wykazały, iż wszystkie warianty molekularne są infekcyjne i indukują symptomy
o określonej ostrości, są więc odrębnymi genomami zdolnymi do replikacji
w komórkach rośliny gospodarza. Na uwagę zasługuje fakt, że wyjściowy izolat

ostry w istocie jest złożony z czterech wariantów sekwencyjnych, wśród których
dwa (12,14) analizowane osobno są fenotypowo pośrednimi. Mimo występowania
różnych fenotypowo wariantów sekwencyjnych w izolacie ostrym PSTVd-SXIII

całkowity fenotyp tego izolatu, złożonego z kilku wariantów, pozostaje ostry.
Pośrednie objawy wywoływane zapewne przez warianty 12, 13, 14 są zagłuszane
przez ostre objawy wywoływane przez obecne w izolacie wersje „ostre”. Jest

oczywistym, że wyjściowy izolat Jest nie tylko heterogenny molekularnie, ale po
prostu zawiera różne wersje genotypu PSTVd. Cecha patogennościjest związana
z określoną sekwencją niesioną przez określony wariant i przekazywaną poto
mnym niciom danego wariantu. Zjawisko heterogenności genetycznej wirusów

RNA, a także wiroidów, Jest powszechne (Eigen 1993, Visvader i Symons 1985).
Wiąże się Je z wysoką zmiennością mutacyjną owych genomów, wynikającą
z braku mechanizmów reperujących swoistych dla genów zapisanych w podwój
nych niciach DNA.

Tabela 1

Wyniki analizy molekularnej izolatów RNA PSTVd

Wyjściowy
izolat PSTVd

Wykryty
wariant

sekwencyjny

Liczba

znalezionych
klonów

Objawy wywoływane
na porażonych rośli
nach przez dany wa
riant sekwencyjny

Ostry
PSTVd-SXIII S23 1 ostre

S27 1 ostre

12 8 pośrednie
14 1 pośrednie

Pośredni

PSTVd-1818 12 8 pośrednie
13 1 pośrednie
14 1 pośrednie

Łagodny
PSTVd-M M 7 łagodne

PATOGENNOŚĆ PSTVd

Wobec tego, że RNA wiroidów nie niesie informacji dotyczącej syntezy swois
tych białek przyjmuje się, że patogenny wpływ wiroidowego RNA na roślinę
wynika z bezpośredniego oddziaływania tegoż RNA na jakieś składniki komórki

gospodarza. Wysunięto kilka hipotez dotyczących mechanizmu patogenności
wiroidów, ale żadna z nich nie została, do tej poiy, potwierdzona w pełni
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doświadczalnie. Przypuszczalny udział komórkowej polimerazy II RNA w repli
kacji wiroidów stał się podstawą do stworzenia hipotezy, według której RNA
PSTVd może współzawodniczyć z DNA gospodarza o polimerazę II, zakłócając
funkcjonowanie komórek roślinnych (Rackwitz i współaut. 1981).

Inna hipoteza jest oparta na podobieństwie sekwencji genomu wiroida do

sekwencji niskocząsteczkowych jądrowych RNA komórki (snRNA). Proponuje
się, że RNA wiroidowy zakłóca proces wycinania intronów z RNA komórkowego.
Model zaproponowany przez Dickson (1981) jest oparty na podobieństwie se
kwencji pomiędzy RNA PSTVd w rejonie nukleotydów 306-314 i 112-123
a końcem 5’ niskocząsteczkowego jądrowego Ul RNA. W innych modelach

(Diener 1981, GROSS i wpółaut. 1982) również zwrócono uwagę na podobieństwo
sekwencji wiroidów do pierwszorzędowej struktury RNA Ul (snRNA). Tym auto
rom istotne wydaje się podobieństwo 5’ końca U1 RNA i genomu PSTVd pomiędzy
258 i 282 nukleotydem (Gross i współaut. 1982), lub pomiędzy 257 i 279

nukleotydem (Diener 1981). Podobnie, sugerowano wpływ wiroidowego RNA na

proces składania genów biorąc pod uwagę podobieństwo sekwencji RNA PSTVd
do U3 RNA (Schumacher i współaut. 1983, Kiss i współaut. 1983) oraz ASBVd
do U5 RNA (Kiss i Solymosy 1982). Słabą stroną powyższych modeli jest to, że

różnice sekwencji nukleotydowej pomiędzy różnymi fenotypowo szczepami
PSTVd nie występują w obrębie kluczowych dla modeli regionów cząsteczki
PSTVd, nie tłumaczą więc różnic w ostrości objawów wywoływanych przez różne

szczepy. Istotne wydaje się również to, iż modele te były oparte na porównaniu
sekwencji RNA wiroidowego z U-RNA z komórek zwierzęcych a nie roślinnych.

Najbardziej interesująca wydaje się hipoteza wysunięta przez Schnólzer
i współpracowników (1985). Podstawą tego modelu jest zauważona korelacja
pomiędzy ostrością objawów powodowanych przez różne izolaty PSTVd, a stabil
nością termodynamiczną regionu cząsteczki, w którym lokują się różnice w se
kwencji pomiędzy tymi izolatami. Region ten, zwany VM (ang. virulence modu-

lating), należy do domeny P i obejmuje fragment RNA pomiędzy 42 i 60 (górny
fragment nici struktury pałeczkowatej wiroida) oraz 300 i 319 nukleotydem
dolnego fragmentu nici. Porównując cztery różne szczepy PSTVd stwierdzono, że

ze wzrostem wirulentności (zjadliwości) maleje stabilność termodynamiczna
drugorzędowej struktury RNA regionu VM domeny P. Region ten prawdopodob
nie oddziaływuje z nieznanym jeszcze czynnikiem komórkowym stanowiącym
„tarczę” (ang. target) wiroida w zainfekowanej komórce. Czynnikiem tym może

być jeden z rodzajów niskocząsteczkowego RNA 7S RNA, któiy wchodzi w skład

cząsteczki SRP (ang. signal recognition particie), związanej z transportem pew
nych białek sekrecyjnych i błonowych przez błony reticulum endoplazmatyczne-
go (Hass i współaut. 1988).

Analiza stabilności termodynamicznej mutantów PSTVd ze zmianami nu-

kleotydowymi wprowadzonymi w obszar domeny P (Hammond 1992) oraz różnych
naturalnych izolatów PSTVd (Góra i współaut. 1994) wykazała, że choć wię
kszość z nich zachowuje się zgodnie z regułą Schnólzer, to istnieją też takie,
w przypadku których nie ma korelacji pomiędzy patogennością a stabilnością
termodynamiczną. Zależności takiej nie stwierdzono również dla łagodnego
i ostrego izolatu wiroida łuszczycy kory cytrusów CEVd (Visvader i Symóns
1985).
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Region VM jest częścią domeny P i eksperymentalnie wykazano, że właśnie

sekwencja tej domenyjest kluczowa dla ostrości objawów porażenia. Bezpośred
ni wpływ tej domeny na patogenność wykazały analizy infekcyjności hybrydo
wych cząsteczek wiroidów. Visvader i Symons (1986) skonstruowali chimeryczne
(rekombinacyjne) cząsteczki wiroida CEVd. Konstrukty z domeną P pochodzącą
z izolatu łagodnego wywoływały łagodne objawy chorobowe w porażonych rośli
nach wskaźnikowych. Natomiast rekombinanty z domeną P pochodzącą z izolatu

ostrego powodowały wystąpienie symptomów ostrych lub łagodnych w zależno
ści od stężenia inokulum używanego do zakażania roślin. Analiza międzygatun-
kowych rekombinantów (Sano i współaut. 1992) będących połączeniem różnych
regionów cząsteczki wiroida pochodzących od CEVd i TASVd (wiroid wierzchoł-

kowatej karłowatości pomidorów) potwierdziła wpływ domeny P na wirulentność
wiroidów. Wykazano też znaczący wpływ na ostrość symptomów porażenia
domeny TL i domen V+TR.

Określenie funkcji domen PSTVd zostało też przeprowadzone w naszym
laboratorium. Podstawą tych badań stała się analiza molekularna trzech róż
nych fenotypowo izolatów PSTVd (tab. 1). Opisane warianty sekwencyjne (tab.
1) wywołujące powstanie objawów porażenia określonego typu, różnią się pun
ktowymi mutacjami zarówno w domenie P oraz V. Biorąc pod uwagę tę obser
wację oraz wyniki analizy infekcyjności rekombinacyjnych międzygatunkowych
(Sano i współaut. 1992) i wewnątrzgatunkowych (Visvader i Symons 1986)
cząsteczek wiroida można sądzić, że wirulentność PSTVd jest określona przez
strukturę obu domen (P oraz V) lub przez analogię z innymi wiroidami tylko
domenę P. Gdyby drugie przypuszczenie było słuszne, to stwierdzone przez nas

mutacje w domenie V nie wpływałyby w znaczący sposób na patogenność.
Skonstruowaliśmy więc infekcyjne plazmidy zawierające wstawki hybrydowe
(chimery) będące połączeniem połówek cDNA z domenami P i V pochodzącymi
z wariantów sekwencyjnych PSTVd różniących się zjadliwością. Domeny P po
chodzące z wariantów letalnego (ang. lethal), ostrego (ang. severe) i łagodnego
(ang. mild) oznaczyliśmy PL, PS, PM, analogicznie oznaczyliśmy domeny V — VL,
VS, VM. Konstrukcje chimer prowadziliśmy posługując się trzema wyjściowymi
sekwencjami: molekularnym wariantem PSTVd-M (PM-VM) wywołującym łagod
ne objawy porażenia oraz wariantami sekwencyjnymi: KF440-2 (PL-VL) i S23

(PS-VS) dającymi objawy ostre. Izolat KF440-2 udostępniony nam przez dr Mina

Tsagris, określony przez autora jako letalny, w naszych warunkach laboratoryj
nych powoduje wystąpienie objawów chorobowych o takiej samej ostrości, jak
wariant S23, choć różni się zmianami nukleotydowymi w domenie P i V. Schemat

konstrukcji hybrydowych cząsteczek PSTVd jest przedstawiony na rycinie 3.
Różnice w strukturze pierwszorzędowej tych trzech wariantów są zlokalizowane
w domenie P oraz V, natomiast pozostałe domeny: C, TL i TR wykazują 100%

podobieństwa sekwencji. Łączenie więc ze sobą połówek wiroidowego cDNA

różnych wariantów prowadzi w rezultacie do wymiany domeny P lub V pomiędzy
tymi wariantami. W ten sposób rozporządzaliśmy pełnym kompletem genomów
reprezentującym permutacje obu domen. Przeprowadzone badania infekcyjno
ści otrzymanych wyjściowych i hybrydowych cząsteczek wiroida pozwoliły na

określenie bezpośredniego wpływu domeny P i V na patogenność i replikację
wiroida. Przykład wyników jednej analizy przedstawiono na rycinie 4. Nasze
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wyniki dowodzą, że to struktura domeny Pjest bezpośrednio odpowiedzialna za

ostrość symptomów porażenia. Sześć typów badanych cząsteczek PSTVd z do
meną P „typu ostrego” (PS-VS, PL-VL, PL-VM, PS-VM, PS-VL, PL-VS) indukowało

powstanie ostrych objawów porażenia, podczas gdy cząsteczki zawierające do
menę P „typu łagodnego” (PM-VM, PM-VL, PM-VS) prawie niezauważalną epina-
stię. Oznaczyliśmy stężenie wiroida w tkance roślinnej (liść) w różnych odstępach
czasowych po inokulacji rekombinacyjnymi plazmidami. Otrzymane wyniki
wskazują na brak zależności pomiędzy stężeniem wiroida w roślinie a ostrością
objawów porażenia. Nie zaobserwowaliśmy istotnego wpływu domeny V na

replikację i zjadliwość PSTVd.

kontrola PM-VS PS-VM

Ryc. 4. Symptomy porażenia wywoływane przez wybrane genomy PSTVd.

Przedstawione badania hybrydowych cząsteczek wiroida prowadzą do wnio
sku, że wyodrębnione krótkie obszary genomu RNA — domeny — niosą zapis
dotyczący konkretnego fenotypu. Domeny te wykazują ciągłość genetyczną
i przeniesione w inny kontekst nie zatracają swojej funkcji. Prowadzi to do dość

paradoksalnego spostrzeżenia. Wiemy, że PSTVd to genom, koduje on swoją
replikację, przemieszczanie się w roślinie i patogenność. Nie wiemy Jednak ile
ten mini-genom zawiera genów. Nie potrafimy tu bowiem zastosować standar
dowej definicji genu. Nie możemy w przypadku PSTVd mówić o genie jako
cistronie, bowiem PSTVd nie koduje białek. Nie możemy tu mówić o genie jako

jednostce komplementującej, ekspresja genetyczna wiroida wydaje się zachodzić
w cis, nie obserwuje się komplementacji w trans. Pozostaje nam spostrzeżenie,
że poszczególne krótkie domeny (P, C, V czy T) wiroidowego RNA określają swoiste

fenotypy. W sumie myśląc o tym mini-genomie RNA, pewnie trzeba używać
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pojęcia „mini-genów”, odpowiadających krótkim sekwencjom RNA (kilku- kilku
nastu nukleotydowych) określającym dane funkcje.

Mimo bardzo dokładnego poznania struktury RNA wiroidów, molekularny
mechanizm ich namnażania się, czy też patogenności pozostaje wciąż nie

rozwiązaną zagadką.

STRUCTURE-FUNCTION RELATIONSHIPS IN THE POTATO SPINDLE

TUBER VIROID

Summary
Potato splndle tuber viroid (PSTVd) was the first member of thls peculiar group of plant

pathogenic agents, the viroids, to be characterized. It was also the first pathogenic agent to be

completely seąuenced and for which infectlous cDNA molecules became available. This single
stranded, circular RNAmolecule (356-360 nucleotide long) is an autonomous replicon which induces

specific symptoms in its host plants while completely lacking, at the same tlme, the polypeptide
coding capacity. Therefore, any Information necessary for viroid replication and pathogenicity has
to be carried by the RNA seąuence itself and/or by the resultlng virold secondary structure.

Based on seąuence comparison analysis the generalized rod-llke virold structure has been
divided into five domains: the central conserved region (CCR, domain C), the pathogenicity domain

(P), the variable domain (V), the right terminal (TR), and the left (TL) terminal loops.
The various seąuenced PSTVd isolates which induced different symptoms (mild, intermedlate,

severe, and lethal) in infected plants differ mostly in the P domain seąuences, but mutations are

also detected in the V domain. The relative contributions of the V and P domains to PSTVd

pathogenicity have been investigated by analysing the disease’s phenotypes induced by PSTVd
chimeric recombinants. In PSTVd the P domain structure is directly responsible for the severity of

symptoms induced in tomato.
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WIRUS MOZAIKI KALAFIORA — CaMV — MODEL ŻYCIOWY WIRUSA

Z ODWROTNĄ TRANSKRYPCJĄ

WSTĘP

Procesy składające się na mechanizm powstawania chorób wywoływanych
przez patogeny, jak i badania tych procesów określa się terminem patogeneza.
Na patogenezę ma wpływ wiele czynników związanych z porażeniem organizmu
gospodarza oraz czynników kontrolujących zdolność patogena do infekcji poje
dynczej komórki i transportu międzykomórkowego (Hull 1991).

Jednym z patogenów są wirusy obligatoryjne pasożyty, które dysponują
ograniczoną informacją zakodowaną w genomie do przeprowadzenia swego
cyklu życiowego. Mają one zwykle 4 do 10 genów ściśle związanych z transkry
pcją, replikacją lub transportem wirusa. Stąd podczas infekcji wirusy muszą

jednocześnie modyfikować wiele właściwości w komórce rośliny — gospodarza,
aby zrealizować swój cykl życiowy. Naturalna infekcja rośliny obejmuje oddzia
ływania między 3 genomami: wirusa, rośliny i wektora. Wirusy roślin wymagają
mechanicznego uszkodzenia w czasie wnikania do komórki gospodarza i zazwy
czaj to uszkodzenie powodują wektory, na przykład mszyce, skoczki, nicienie.
Jeśli komórka rośliny jest podatna, wirus się w niej namnaża. Następnie
przemieszcza się do sąsiednich komórek opanowując całą roślinę. Wynikiem
namnażania i transportu są zmiany prowadzące do procesu chorobowego. Na

ogół plon upraw roślin porażonych znacznie się zmniejsza.
Dążeniem rolników, ekonomistów, a zwłaszcza patologów roślin jest możli

wość ograniczenia wielkości strat. Zadanie to wydaje się być coraz bardziej
rzeczywiste, od kiedy zaczęto wprowadzać nowe rozwiązania oparte na znajomo
ści molekularnego podłoża oddziaływań wirus-wektor (Pirone 1991) zamiast

chemicznego zwalczania wektorów.
Podobnie rozszerzono metody stosowane w praktyce rolniczej oparte na

selekcji form odpornych lub podatnych na patogena. Aby metody te były
skuteczne, muszą uwzględniać wyniki badań dotyczące interakcji genomów
wirusa i rośliny (Pfeiffer i Mesnard 1995). Molekularne mechanizmy odporno
ści zakładają, że wirus w rośliniejest transportowany bardzo szybko, ajego mały
genom może ewoluować. Równocześnie wiadomo, że rośliny podatne nie mogą
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bronić się ucieczką przed patogenem, ani że ich genom złożony z tysięcy genów
nie może ewoluować równie szybkojak genom wirusa po to, by roślina stała się
odporna lub przestała spełniać warunki właściwe dla gospodarza patogena.

Specyficzność gospodarza danego wirusa polega na interakcji produktówjego
genów z produktami genów patogena. Określenie białek gospodarza, z którymi
współdziała wirus i możliwość wprowadzania nowych genów stanowi główny cel
mechanizmów odporności roślin.

Ze względu na budowę genomu wirusa mozaiki kalafiora — CaMV i przebieg
jego cyklu życiowego jest on atrakcyjnym modelem do zaprezentowania poglą
dów wyjaśniających interakcje między rośliną gospodarzem lub nie gospodarzem
i wirusem, w oparciu o które powstają nowe strategie stosowane do ograniczania
skutków chorób wirusowych i wykorzystania genomu CaMV do wprowadzania
nowych genów.

BUDOWA GENOMU CaMV I JEGO CYKL ŻYCIOWY

Wirus mozaiki kalafiora — CaMV należy do wyjątkowej grupy wśród wirusów

roślin, którą charakteryzuje genom w formie dwuniciowego DNA (ds DNA),
podczas gdy większość wirusów porażających rośliny (20 grup spośród opisa
nych z 25) ma genom (+) ss RNA czyli jednoniciowe, pozytywne RNA (Cornuet
1987).

CaMVjest wirusem sferycznym (ikosahedrycznym) o średnicy około 50 nm,
o masie cząsteczkowej 22,8 x 106 d (Chauvin i współaut. 1979), w którym kwas

nukleinowyjest złożony z kolistej podwójnej nici DNA o długości 8031 par zasad
— 8kb, nić (-) DNA a ma Jedno pęknięcie, nić (+) DNA p ma dwa pęknięcia.
Genom DNA jest zorganizowany z 8 genów (Franck i współaut. 1980, Howarth
i współaut. 1981). Zidentyfikowano część produktów białkowych tych genów
i ich funkcje (Al Ani 1980) (ryc. 1).

Ryc. 1. Genetyczna
organizacja CaMV

(wg Pfeiffera i Ho-

hn 1987).

Nić a — kodowana,
ma 1 pęknięcie; nić P
— niekodowana, ma 2

pęknięcia; DNA kodu
je 8 genów — ORFs,
podane są masy czą
steczkowe białek;
transkrypty RNA, 19S
i 35S mają różne pro-
motory, ale ten sam

koniec 3'; 19S RNA
zawiera informację
genu VI; 35S RNA za
wiera informację całe

go genomu CaMV.
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Rycina 1 przedstawia genetyczną organizację CaMV.
Gen I— ORFI koduje białko (38kd) — PI związane z przemieszczaniem się

wirusa — (Linstead i współaut. 1988, Albrecht i współaut, 1988), białko to

cechuje zdolność do łączenia się z RNA (Citovsky i współaut. 1991).
Gen II— ORF IIkoduje białko związane z nabywaniem wirusa przez mszyce

(Woolstoni współaut. 1983, ARMOURi współaut. 1983), białko P2 zidentyfikowa
no w inkluzjach zwanych wiroplazmą elektronoprzezierną — II typ, a zawarte

w nich cząstki CaMV są źródłem infekcyjnego wirusa dla wektora, jakim są

mszyce (Espinosa i współaut. 1991).
Gen III — ORF III koduje białko P3 wykazujące niespecyficzną aktywność

łączenia się z DNA (Mesnard i współaut. 1990).
Gen IV— ORF IV koduje białko kapsydu P4 (coat protein) (Daubert i współ

aut. 1982).
Gen V — ORF V koduje enzym — odwrotną transkiyptazę — P5 (Toh

i współaut. 1983) oraz proteinazę aspartanową (Torruella i współaut. 1989).
Gen VI— ORF VI koduje białko (P6) tworzące wiroplazmę elektronogęstą typ

I — (Odell i Howell 1980, Covey i Hull 1981), białko służy do regulacji
translacji, to znaczy jest posttranskrypcyjnym transaktywatorem translacji
(Gowda i współaut. 1989, Bonneville i współaut. 1989). Gen VI odgrywa ważną
rolę w nasileniu symptomów i specyficzności gospodarza, ma wpływ na transport
w reakcji systemicznej rośliny (Takahashi i współaut. 1989, Daubert i Routh

1990).
Gen VII i VIII — nie kodują białek, ale być może są związane z ekspresją

35 S RNA — policistronowego mRNA.

SCHEMAT CYKLU ŻYCIOWEGO CaMV

Schemat cyklu życiowego CaMV przedstawiono na rycinie 2. 1 — infekcja
przez inokulację mechaniczną lub wprowadzenie wirusa przez mszyce; 2 — po
odpłaszczenu wiriona dwuniciowe cząsteczki DNA dostają się do Jądra — (nie
wiadomo, jak i gdzie zachodzi odbiałczenie wirusa); 3 — ds DNA są łączone
z histonami gospodarza w formę „minichromosomu”; 4 — „minichromosom” —

nić a jest transkiybowana z udziałem komórkowej RNA połimerazy II w dwie

formy przenośnikowego mRNA, 19S RNA i 35S RNA; 5 — transkrypty są

wysyłane do cytoplazmy; 6 — 19S RNA podlega translacji na P6 —jest to białko

stanowiące główny składnik wiroplazmy typu I; 7 — białko P6 uczestniczy także
w posttranskiypcyjnej transaktywacji jako niezbędny czynnik do translacji 35S
RNA w: PI — niestrukturalne białko (transport), P2 — białko związane z prze
noszeniem wirusa przez mszyce, P3 — białko mające niespecyficzną zdolność

łączenia się z DNA, P4 — białko kapsydu, P5 — odwrotna transkryptaza; 8 —

35SRNA+P5—- odwrotna transkrypcja, najpierw powstaje nić (-) DNA potem
(+) DNA; 9 — w „skróconym” cyklu DNA może migrować z powrotem do jądra
i wytwarzać dodatkowe transkrypty 35S RNA; 10 — produkty genów P3, P4 i P5

są syntetyzowane na 35S RNA; 11 — montaż i dojrzewanie wirionów wymagają
produktu P6, składnika wiroplazmy (typ I), w której cząstki CaMV mogą być
gromadzone; 12 — transport wirusa do sąsiednich komórek przez plazmodesmy
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wymaga białka kodowanego przez gen 1; 13 — wiriony zawarte w elektronoprze-
ziernej wiroplazmie (typu II) są formą CaMV transportowaną przez mszyce.

Ryc. 2. Schemat cyklu życiowego CaMV.

Wyjątkowość pararetrowirusów, do których należy CaMV, polega również na

tym, że w cyklu życiowym uczestniczy enzym odwrotna transkiyptaza, analogi
czniejak w grupie zwierzęcych wirusów — retrowirusów: onkogennych, lentiwi-
rusów typu HIV czy SIDA lub hepadnawirusów (wirus zapalenia wątroby typu
B — HBV) (ryc. 3).
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W przypadku retrowirusów, które mają genom ds RNA odwrotna transkryp-
taza katalizuje syntezę kopii wirusowego DNA na nici genomowego RNA. Nato
miast pararetrowirusy mają genom ds DNA i tutaj udział odwrotnej transkryp-
tazy następuje po utworzeniu transkryptów RNA, kiedy 35S RNA — staje się
matrycą do syntezy kopii genomowego DNA: najpierw (-) DNA, a następnie (+)
DNA.

RNA-----------

kapsyd --------

otoczka-------

odwrotna------

transkryptaza

RNA wirusa

odwrotna

transkrypcja

RNA/DNA TOOOOOCOoeą

trawienie RNA

DNA (-)

ds DNA RNA

▼
ĄA/WW

9C<W05CIOCO<

i1i

synteza (+) DNA

integracja
do chromosomu

gospodarza

transkrypcja

RNA Wwww

translacja białek

genomy potomne wirusa
••

Ryc. 3. Cykl życiowy retrowirusów.

Istotną różnicą między porównywanymi grupami wirusówjest również to, że

DNA retrowirusów powstałe w procesie odwrotnej transkrypcji ulega integracji
z chromosomowym DNA gospodarza, podczas gdy genom ds DNA CaMV nie
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podlega takiemu włączaniu, a tworzy tylko formę tak zwanego „minichromoso-
mu” (Olszewski i współaut. 1982).

W cyklu życiowym CaMV, którego model przedstawił Pfeiffer i współaut.
(1983, 1987) (ryc. 2) wyróżnia się etapy, z których część jest zlokalizowana:

— w jądrze komórkowym: łączenie wirusowego ds DNA z histonami gospo
darza w „minichromosom”; transkrypcja na „minichromosomie” przenośników
RNA: 19S RNA — gen VI; 35S RNA — pełna kopia genomu — 8031 par
nukleotydów i małe RNA „short-stop” — złożone ze 180 nukleotydów;

— w cytoplazmie: odwrotna transkrypcja: na 35S RNA synteza kopii nici (-)
DNA, a następnie (+) DNA; translacja białek: na 19S RNA— białko wiroplazmy;
na 35S RNA — wszystkie produkty białkowe genów; składanie i dojrzewanie
cząstek w wiroplazmach.

Następstwem przedstawionych procesów jest obraz cytologiczny, w którym
cząstki wirusa i wiroplazma dwóch typów są zlokalizowane w cytoplazmie
porażonych komórek (ryc. 4). Interesujące są bardzo nieliczne obserwacje, które

pokazują obecność cząstek CaMV w jądrze komórkowym: Nicotiana clevelan.d.ii

szczep W-260 (Gracia i Shepherd 1987); Brassicapekinensis (kapusta pekińska)
— cząstki szczepu PDL 1 (Garbaczewska i Kerlan 1992). Interpretacja tej
lokalizacji jądrowej jest trudna do wyjaśnienia za pomocą proponowanego
modelu, a obecność wirusa w jądrze może zakłócać metabolizm rośliny.

Innym zagadnieniem pozostającym dotychczas bez wyjaśnieniajest miejsce
i sposób odbiałczania cząstek wirusa mozaiki kalafiora. Wiadomo, że cząstki
CaMV mają ogromną stabilność i wymagają środowiska silnie zasadowego do

dysocjacji wirusowego DNA od białek kapsydu. Sugeruje to, że w procesie
potrzeba wiele energii, która prawdopodobnie pochodzi ze specyficznych stru
ktur błonowych.

W cyklu życiowym CaMV na powstałym w Jądrze komórkowym „minichro
mosomie” zachodzi transkrypcja przenośników RNA, które przemieszczają się
do cytoplazmy.

Główna rola w cyklu życiowym CaMV przypada 35S RNA, które w procesie
odwrotnej transkrypcji jest matrycą dla genomu ds DNA wirusa oraz służy do

translacji produktów białkowych całego polycistronowego genomu wirusa.

Był badany mechanizm kontroli transkrypcji 35S RNA (COVEY i współaut.
1990, Covey i Turner 1991). Sądzi się, że transkrypcja 35S RNAjest kontrolo

wana przezjeden z genów. Wyklucza się raczej gen VI (białka wiroplazmy), który
jest syntetyzowany konstytutywnie (Covey i Turner 1991). Natomiast rolę tę
może pełnić gen IV odpowiedzialny za białko kapsydu (Fuetterer i Hohn 1991).

Porównywano również poziom m RNA: 35S, 19S i „short stop” w roślinach

różniących się podatnością na infekcję CaMV. W roślinach o dużej podatności
(kalafior) stwierdzono niski poziom przenośników 19 i 35S RNA, natomiast

frakcja „short stop” RNA była wysoka. Wyniki były przeciwstawne dla roślin

odpornych, co wskazuje na rolę regulacyjną tego małego RNA złożonego ze 180

nukleotydów i zakończonego sygnałem polyadenylacji — poły (A). Wydaje się, że

odgrywa on podobną rolę w powstawaniu reakcji obronnych przez aktywowanie
kinaz, jak u retrowirusów (Sanfagon 1991).

Natomiast translacja policistronowego 35S RNA wymaga białka ORF (VI)
(Bonneville i współaut. 1989, Gowda i współaut. 1989). Wskazuje na to niska
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Ryc. 4. Fragment komórki miękiszowej liścia kapusty pekińskiej porażonej CaMV —

PDL 1. Wjądrze komórkowym (I) są widoczne liczne cząstki wirusa.

W cytoplazmie są dwa typy wiroplazmy, VI elektronogęsta z licznymi cząstkami wirusa; V2 ele-

ktronoprzezierna z niewielką liczbą cząstek wirusa.
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proporcja 19S:35S RNA w roślinach odpornych, gdzie ilość produktu ORF Wjest
niewystarczająca do regulacji translacji z 35S RNA (Hohn 1990).

KIERUNKI BADAŃ Z WYKORZYSTANIEM CaMV

Powodem licznych prac nad CaMV są: a) zastosowanie ich genomu o stru
kturze ds DNA do badania funkcji poszczególnych genów i oddziaływań z geno
mem gospodarza; b) analogia budowy genomu i cyklu życiowego z retrowirusami,
które są przyczyną groźnych chorób ludzi; c) wykorzystanie genomu w formie
mRNA Jako silnego wektora do wprowadzania genów do tkanek roślin, zwierząt
i drożdży.

Genomy kilku szczepów CaMV zostały sekwencjonowane, określono zakres
ich gospodarzy i wywołane przez nie symptomy. W odróżnieniu od wirusów roślin

genom (+) ss RNA, genom ds DNA CaMV może być stosowany do inokulacji,
a równocześnie może być dzielony na funkcjonalne fragmenty i testowany
w roślinach transgenicznych (Anderson i wspólaut. 1992, SANFAęON i współaut.
1991, SANFAęON i Wieczorek 1992, Saunders i współaut. 1990). Przeprowadzano

również zamianę fragmentów genomu CaMV tworząc tak zwane wirusy chime
ryczne, a właściwie genomy hybrydowe z zastosowaniem enzymów restrykcyj
nych. Następnie inokulowano rośliny o różnym stopniu odporności tymi geno
mami hybrydowymi, co umożliwiło określenie specyficznej roli genów CaMV.

Dla uzyskania roślin odpornych wprowadza się sekwencje kodujące białka,
zaburzające cykl rozwoju wirusa, na przykład dla CaMV gen VI (białko wiropla-
zmy) lub gen IV (białko kapsydu) w orientacji sensownej lub antysensownej.

BIAŁKA KODOWANE PRZEZ GENOM CaMV A INDUKCJA OBJAWÓW CHOROBOWYCH

Genom CaMV koduje 6 rożnych białek, które są możliwymi sprawcami
objawów chorobowych roślin. Wiadomo też, że nasilenie symptomów nie jest
uwarunkowane koncentracją wirusa w tkankach rośliny. Każde z 6 białek

wypełnia jedną z podstawowych funkcji cyklu życiowego CaMV, takich jak
replikacja, transport czy przenoszenie wirusa przez mszyce, a jednocześnie ma

wpływ na powstające symptomy w roślinie, jak na przykład karłowatość lub też

decyduje o spełnianiu przez roślinę funkcji gospodarza. Te zależności są rezul
tatem kompleksowej interakcji białek wirusa ze specyficznymi białkami gospo
darza.

PRODUKT BIAŁKOWY GENU VI

Szczególną cechą ultrastruktuiy komórek porażonych CaMV lub należących
do grupy pararetrowirusówjest występowanie w cytoplazmie dwóch form inklu
zji białkowych zwanych wiroplazmą (iyc. 4). Matriks wiroplazmy typu I jest
miejscem gromadzenia się cząstek CaMV, a także miejscem składania cząstek
i ich dojrzewania, ponieważ wykryto w niej aktywność odwrotnej transkiyptazy
(Mazzolini i współaut. 1989, Mesnard i współaut. 1990).

Głównym składnikiem wiroplazmy Jest białko P6 (62 kDa) kodowane przez
gen VI. Białko to daje efekty plejotropowe, ponieważ poza rolą strukturalną Jest
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zdolne aktywować ekspresję innych genów CaMV (Scholthof i współaut. 1992,
Bonneville i współaut. 1989) przez zwiększenie translacji genów z 35S RNA.

Ostatnio wykazano, że gen VI CaMV także uczestniczy w determinowaniu
zakresu roślin gospodarzy wirusa (Schoelz i współaut. 1986, Schoelz i Shep-
hard 1988) i ma znaczącą rolę w powstawaniu symptomów, na przykład ma

wpływ na wystąpienie chloroz rzepy (Daubert i współaut. 1984, Anderson
i współaut. 1992).

Większość szczepów CaMV poraża systemicznie tylko rośliny z rodziny
Brassicaceae. Jednak pewna grupa szczepów jest zdolna do porażania roślin
z rodziny Solanaceae, a przebieg replikacji i rozprzestrzenianie wirusa w tych
roślinach są różne, na przykład:

1. Szczep CabbS wywołuje reakcję lokalną na Datura stramonium (bieluń
dziędzierzawa), Nicotiana bigelouii, Nicotiana eduardsonii.

2. Szczep D4 indukuje systemiczną mozaikę na Datura stramonium, Nicotia
na bigelouii.

3. Szczep W 260 infekuje systemicznie N. bigelouii i D. stramonium, ale daje
nekrozy na D. stramonium, a mozaikę na N. bigelouii.

Poprzez zmianę segmentów genomu między klonowanymi szczepami CaMV

wykazano, że gen VI szczepu D4jest odpowiedzialny za wystąpienie systemicznej
mozaiki na Datura i N. bigelouii (Daubert i Routh 1990).

W przypadku innych szczepów także inne geny CaMV oddziaływują na

wystąpienie systemicznego rozprzestrzeniania szczepu W 260 w roślinach Datu
ra stramonium. Reakcja ta zależy nie tylko od produktu genu VI, ale również od

interakcji z genami Ii IV(Qiu i Schoelz 1992). Jednocześnie wyniki te wskazują,
że w pewnych roślinach wytworzenie białka P6 może powodować reakcję obron
ną, a w następstwie ograniczenie transportu wirusa w roślinie. Białko P6

szczepów D 4 i W 260 nie wywołuje reakcji obronnej.
W transgenicznych roślinach N. bigelouii (Schoelz i współaut. 1991) wyka

zali, że ekspresja produktu genu VIze szczepu o systemicznej reakcji gospodarza
powoduje zmianę w transporcie cząstek szczepu CaMV, który charakteryzował
się reakcją lokalną, a wprowadzony gen spowodował uzyskanie przez wirusa
zdolności do transportu na dalekie odległości.

Wykazano też, że gen VIjest włączony w indukcję chloroz i ma wpływ na

powstawanie fenotypu karłowatości poprzez regulację translacji innych genów
(Anderson i współaut. 1992).

Interesujące są wyniki badań odnoszące się do roślin nie gospodarzy CaMV.

Ekspresja genu VI w transgenicznych roślinach — nie gospodarzach, na przykład
N. tabacum może wywoływać objawy charakterystyczne dla szczepów CaMV

(Baughman i współaut. 1988, Goldberg i współaut. 1991, Ballazs 1990), jednak
może powodować powstanie bardzo silnych objawów. Białko P6 wywołuje wów
czas tak zwany „toksyczny efekt”, podczas gdy rośliny gospodarza są bardziej
tolerancyjne na białko P6 1 lepiej znoszą procesy namnażania wirusa.

PRODUKT BIAŁKOWY GENU IV

Gen IV koduje białko kapsydu CaMV, któremu przypisuje się indukcję
fenotypu karłowatości rzepy (Anderson i współaut. 1991). Białko kapsydu

6 — Kosmos
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wirusa mozaiki ogórka wpływa na wystąpienie chloroz na tytoniu (Nelson
i współaut. 1990), a białko kapsydu wirusa mozaiki lucerny A1MV wpływa na

zmianę fenotypu rośliny. Natura oddziaływań białek kapsydu z roślinami niejest
wyjaśniona. Natomiast w przypadku porażenia tytoniu wirusem mozaiki tytoniu
sądzi się, że nagromadzenie białek kapsydu TMV w tylakoidach gran chloropla
stów zakłóca procesy fotosystemu II i jest przyczyną wystąpienia chloroz (Da-
wson 1991).

PRODUKT BIAŁKOWY GENU I

Gen I koduje białko transportowe 38 kDa podobne do białka TMV — 30 kDa

(Tomenius i współaut. 1987) i mające zdolność do łączenia się z kwasem

nukleinowym (Citovsky i współaut. 1991), stąd białko to może uczestniczyć
w transporcie całych wirionów, jak i kwasów nukleinowych (Citovsky i Zambry-
SKI 1992). Ekspresja objawów porażonych roślin Jest uwarunkowana sposobem
transportu wirusa w roślinie — transport lokalny odbywa się przez plazmodesmy
z komórki do komórki lub transport w tkankach przewodzących na dalekie

odległości — reakcja systemiczna. Produkt genu I był lokalizowany w plazmo-
desmach (Linstead i współaut. 1988).

INNE PRODUKTY BIAŁKOWE GENÓW CaMV

Gen II koduje białko związane z nabywaniem wirusa przez mszyce i stano
wiące główny składnik wiroplazmy typu II. Białko to ma wpływ kontrolujący na

żerowanie i infekcyjność mszyc, a także pośrednio wpływa na fenotyp karłowa
tości, podobnie jak produkt genu V (Stratford i Covey 1989).

UWAGI KOŃCOWE

Badania z użyciem transgenicznych roślin do ekspresji wirusowych genów
wykazały, że właściwości kilku z nich umożliwiają antywirusową strategię.
W przypadku CaMV dotyczy to głównie genów VI i IV. Dla innych wirusów

zwiększenie odporności roślin na porażenie było uzyskane przez wprowadzenie
do ich genomu następujących transgenów (Nelson i współaut. 1990):

1. Kodujących białko płaszcza — otrzymano rośliny transgeniczne, każdą
z innym genomem wirusa: mozaiki tytoniu (TMV), potywirusa ziemniaka (PVY),
wirusa liściozwoju ziemniaka (PLRV), wirusa mozaiki ogórka (CMV), wirusa
mozaiki lucerny (ALMV) i CaMV — następuje wówczas zmiana dynamicznej
równowagi między procesami montażu cząstek wirusa a dysocjacją białek

kapsydu, bądź też inhibicja receptorów komórkowych, odpowiedzialnych za

uwalnianie kwasu nukleinowego genomu wirusa od białek kapsydu.
2. Replikaz — następuje obniżenie procesów namnażania się wirusa, nad

produkcja RNA lub antysense RNA chroni przed wirusową infekcją.
Jednocześnie wyniki z transfekcją roślin nie-gospodarzy wskazują na trud

ności w regeneracji roślin i powstawanie zmienionego fenotypu. Roślina gospo
darz poddana transfekcji w ten sam sposób z genem VI nie daje tak silnych
objawów. Może to świadczyć o koewolucji rośliny i wirusa (Zijlstra i Hohn 1992).
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Można też sądzić, że czynniki genetyczne gospodarza kontrolują zdarzenia

cyklu życiowego CaMV przebiegające w jądrze, podczas gdy zdarzenia cytopla-
zmatyczne cyklu są kontrolowane przez geny CaMV.

Jednym z najbardziej interesujących odkryć dotyczących CaMV było stwier
dzenie, żejego 35S RNA może być silnym promotorem o konstytutywnej ekspresji
przy wprowadzaniu genów do komórek roślin z klasy jedno- i dwuliściennych
(Sanders i wspólaut. 1987, BATTRAWi Hall 1990) komórek zwierzęcych (Ballazs
i wspólaut. 1989) i drożdży (Hirt i wspólaut. 1990), a być może znajdzie też

zastosowanie jako wektor transgenów do komórek grzybów.
Transkiypty RNA CaMV, w tym 35S mają sygnały polyadenylacji podobne do

tych, które występują w m RNA roślin, zwierząt, drożdży i retrowirusów (Sanfa-
ęON 1991).

Poznanie regulacji transkrypcji genomu CaMV, roli sygnałów transkrypcyj-
nych i oddziaływań produktów białkowych genów wirusa z genomem roślin

mogą wpłynąć na powstanie nowych metod inżynierii odporności, mających
zastosowanie dla różnych organizmów, nie tylko roślinnych.

THE CAULIFLOWER MOSAIC VIRUS, CaMV, AS A REVERSE TRANSCRIPTASE
DEPENDENT MODEL OF VIRAL LIFE CYCLE

Summary

CaMV, causes disease only in a narrow group ofplants but is ofspecial scientific interest because
it resembles animal retroviruses both In its genome structure and the lite cycle. CaMV genome
consists of double-stranded circular DNA composed of 8 genes. One of them encodes reverse

transcriptase, the enzyme catalysing DNA synthesis on RNA. CaMV genome is readily divided into

fragments which can be used in studies on the effect of the host plant properties on the expression
ofviral genes.
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INFEKCJA, ROZPOZNANIE, ODPOWIEDŹ W INTERAKCJACH GRZYBÓW
PATOGENICZNYCH Z ROŚLINAMI

Strategia grzybowej infekcji zależy między innymi od sposobu odżywiania się
patogena. Z tego względu grzyby dzielimy na: nekrotroflczne, biotroficzne oraz

czasowo biotroficzne. Pierwsze stanowią grupę mało wyspecjalizowanych pato
genów, które porażają rośliny wydzielając różnego rodzaju substancje (toksyny,
enzymy) i rozwijają się wewnątrz znekrotyzowanej tkanki. Drugie penetrują żywe
tkanki gospodarza wytwarzając strzępki międzykomórkowe lub wewnątrzkomór
kowe haustoria (rys. 1). Patogeny czasowo biotroficzne w pierwszej fazie wytwa-

I

Rys. 1. W zależności od sposobu odżywiania się grzyby biotroficzne wytwarzają grzybnię
międzykomórkową (I) lub grzybnię z haustoriami (II), natomiast grzyby nekrotroflczne

rozrastają się w obumarłej tkance gospodarza (III) (ep — epiderma; ma — miękisz asy-
milacyjny; zma— znekrotyzowany miękisz asymilacyjny (oznaczony czarnym kolorem).

rzają strzępki międzykomórkowe i haustoria, by w drugiej fazie wytworzyć silnie

rozwiniętą grzybnię wtórną już w znekrotyzowanych tkankach (Crute i współ-
aut. 1985, Mansfield 1984, Keen 1986). W czasie infekcji pomiędzy patogenem
a żywicielem jest wymienianych wiele sygnałów (Mendgen i współaut.1988).
Taka „dyskusja” może zapewnić sukces patogenowi lub roślinie. Sygnały wysy
łane od patogena nazwano induktorami (elicitors). Są to molekuły wywołujące
reakcje obronne (Woloshuk i Kolattukudy 1986). Mogą nimi być:
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— enzymy wytwarzane przez patogena;
— specyficzne węglowodany pochodzące ze ścian komórek patogena (Kogel

i współaut. 1985, Mansfield 1986);
— fragmenty ścian komórkowych żywiciela, które mogą indukować reakcje

obronne innych komórek żywiciela (Davis i Hahlbrock 1987).
Induktory mogą być odbierane przez receptory (sensory) — są to cząsteczki

zdolne do rozpoznania induktora. Stanowiąje białka i glikoproteiny zlokalizowane
na zewnętrznej powierzchni ściany komórkowej i w plazmolemie komórek żywiciela.

Patogen może znieść efekt działania induktora wytwarzając supresor (Oku
i współaut. 1987).

W procesie infekcyjnym można wyróżnić trzy etapy: kiełkowania, wnikania
i pasożytowania.

KIEŁKOWANIE

Zarodniki, które znalazły się na powierzchni rośliny są przytwierdzane do

niej za pomocą substancji klejących (Matthysse 1987). Kiełkowanie spor zacho
dzi w odpowiednich warunkach wilgotnościowych, temperaturowych i świetl
nych (Staples i Maćko 1984). Patogeny mogą wnikać do rośliny bezpośrednio
przez skórkę, aparaty szparkowe lub zranienie. Zarodniki na powierzchni rośliny
wytwarzają strzępki kiełkowe i przycistki (appresoria). Wzrost strzępki kiełkowej
może być ukierunkowany tigmo- i chemotropizmem a także kształtem komórek
skórki. Rozpoznanie aparatu szparkowego jest związane z innym kształtem
komórek przyszparkowych, z położeniem ich w stosunku do innych komórek
skórki a także z bodźcem chemicznym i termicznym (Staples i Maćko 1984,
Staples i współaut. 1985, Hoch i Staples 1987). Nad aparatem szparkowymjest
wytwarzane appresorium, z którego dolnej powierzchni wyrasta strzępka infe
kcyjna przekształcająca się w komorze podszparkowej w pęcherzyk podszparko-
wy. Z niego wyrastają pierwsze strzępki międzykomórkowe. Na powierzchni
rośliny kiełkuje większość zarodników bez względu na ich dalsze losy. Na tym
etapie może dojść pomiędzy patogenem a żywicielem do wymiany pierwszych
sygnałów opisywanychjako rozpoznawcze. Otóż patogeny wnikające bezpośred
nio przez skórkę mogą pod wpływem kutyny wydzielać enzym kutynazę rozkła
dający kutykulę. Rośliny natomiast mogą rozpoznać chitynę (składnik ściany
komórkowej grzyba) (Woloshuk i Kolattukudy 1986). Patogeny wnikające przez
aparaty szparkowe w obawie przed rozpoznaniem przez gospodarza potrafią
obudować appresorium szczelnie glukanami ukrywając w ten sposób chitynę
(Mendgen 1988).

WNIKANIE

Właściwa batalia między patogenem a żywicielem zachodzi wewnątrz rośliny
na powierzchni komórek mezofilu. Grzyby biotroficzne muszą pokonać ścianę
komórkową, wniknąć do komórki i wytworzyć ssawkę (iys. 2). Komórką odpo
wiedzialną za ten manewrjest komórka macierzysta ssawki. Mała, wierzchołkowa



Interakcje grzybów patogenicznych z roślinami 563

komórka strzępki, która mechanicznie i enzymatycznie (celulazami i pektynaza-
mi) rozluźnia zwartą strukturę ściany komórkowej. Kolejną barierą, na Jaką
napotyka intruz, jest błona komórkowa (plazmolema) — żywy element protopla
stu z licznymi receptorami zdolnymi do zidentyfikowania patogena. W tym
miejscu patogen zachowuje się szczególnie ostrożnie. Wnika w głąb protoplastu
nie naruszając ciągłości plazmolemy. Umieszczając ssawkę w komórce zapewnia
sobie dostęp do substancji odżywczych żywiciela. Kosztem pobieranych skład
ników pokarmowych gospodarza rozbudowuje grzybnię i tworzy właściwe sobie

struktury zarodnikowe (Brzezicka-Szymczyk i wspólaut. 1988). Tak zachowuje
się „idealny” żywiciel. Powszechnie rośliny wytwarzają szereg mechanizmów nie

tylko identyfikujących patogena, ale także zatrzymujących Jego wzrost i rozwój.

ks Ikmh)

Rys. 2. Powstawanie
haustorium (h) otoczo
nego ciągłą plazmolemą
(pl) jest wynikiem swo
bodnej penetracji ko
mórki macierzystej
haustorium (k m h)
przez ścianę komórko
wą (ś k). Wokół hausto
rium są widoczne

organella komórkowe,
ch — chloroplast, m —

mitochondrium, er —

retikulum endoplazma-
tyczne.

— odporność typu gospodarza (host resistance) — odporność rośliny na jej
patogeny:

— odporność typu niegospodarza (nonhost resistance) — odporność rośliny
na patogeny, które normalnie nie są w staniejej porazić (Ride 1985, Nicks

1987, 1988). Genetycznie uwarunkowane mechanizmy odpornościowe
mają charakter uniwersalny i są skierowane przeciwko całym grupom
potencjalnych patogenów. Ride (1985) podzielił te mechanizmy na: nega
tywne — wynikające z braku czynników koniecznych do wzrostu i rozwoju
grzyba i pozytywne — związane z obecnością lub wytworzeniem czynników
hamujących wzrost i rozwój patogena.

Należą do nich:

Fitoaleksyny — związki o niskim ciężarze cząsteczkowym. Występujące
bardzo często w roślinach flawonoidy, antocyjany, alkaloidy mają charakter

fungistatyczny. Mogą być produkowane de novo przy zranieniach i w czasie

infekcji na przykład: pisatyna, faseolina, avenoluminy (Avl I, II, III) (Mayama
i wspólaut. 1981, Boiley i Ingham 1971, Keen 1 littlefield 1979, Keen i współ-
aut. 1983).
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Lignina, kalloza, fenole i depozyty krzemowe — substancje związane z mo
dyfikacją ściany komórkowej. Obserwowane są u roślin bardzo wcześnie rozpo
znających patogena (już na powierzchni ściany komórkowej). Komórka reaguje
wówczas lokalnym pogrubieniem ściany komórkowej w miejscu kontaktu ze

strzępką grzyba, lub tworzy „papillę” (rys. 3), strukturę zamykającą ssawkę
wewnątrz ściany komórkowej (Crute i współaut. 1985, Aist i Gold 1987, Heath

1981, Tiburzy i Reisener 1990).

Rys. 3. Powstawanie papilli (p) jest wynikiem aktywnej odpowiedzi atakowanej komórki.
Komórka macierzysta haustorium (k m h) zostaje zamknięta w ścianie komórkowej (ś k)
poprzez odkładanie w tym miejscu złogów kallozy i ligniny. Wokół papilli plazmolema
ulega inwaginacji a w jej pobliżu są skupione diktiosomy (d), mitochondria (m), kanały
retikulum endoplazmatycznego (er). Chloroplasty (ch) zajmują położenie przyścienne.

MRGP (hydroxyproline-rich glicoproteins) — specyficzne glikoproteiny gro
madzone na powierzchni zainfekowanych komórek mogących pełnić funkcję
barier strukturalnych i powodować niespecyficzną aglutynację mikroorgani
zmów (Cassab i Varner 1988, Clarke i współaut. 1981).

PRP — (pathogenesis related proteins) — białka związane z patogenezą. Są
to najczęściej:

— enzymy kontrolujące szlak metaboliczny fenoli i lignin (Yamamoto
i współaut. 1977, 1986),

— oksydazy NADPH uwalniające H2O2 (Doke 1985, Tanaka i współaut. 1993)
— P-1,3 glukanazy i chitynazy (Legrand i Kauffman 1987, Kombrink

i współaut. 1988). Wzrost aktywności tych enzymów jest związany z dys
funkcją plazmolemy, uwolnieniem z niej endogennych czynników urucha
miających transkrypcję i translację m-RNA (Kogel i współaut. 1985,
Mansfield 1990).

Jedną z najdrastyczniejszych reakcji rośliny na obecność patogena jest
tworzenie nekroz. W miejscu infekcji gwałtownie obumierają zainfekowane
komórki a razem z nimi ginie patogen (Mansfield 1984, 1986).

Zgodnie z koncepcją „gen do genu” procesy odpornościowe zachodzą w rośli
nie tylko wówczas, gdy rośliny posiadają gen odporności R a patogen dysponuje
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genem awirulencji Avr (Flor 1971). Każdy inny układ genetyczny wywołuje
podatność (wrażliwość). Znane są geny odpowiedzialne za reakcje nadwrażliwo
ści HR — (hypersensitiv resistancej. Gen Sr5 pszenicy wywołuje HR na Puccinia

gramirtis f. sp. tritici (Tiburzy i Reisener 1990), gen L7, K u lnu wywołuje HR na

Melampsoralini(Keeni Littlefield 1979, Keen i współaut. 1983), geny Dm sałaty
— odporność na Bremia lactucae (Mansfield i współaut. 1988). Efekt działania

tych genów przejawia się produkcją fitoaleksyn i modyfikacją ścian komórko
wych. Infekcja, rozpoznanie, odpowiedź to główne etapy skomplikowanego me
chanizmu wzajemnych oddziaływań w układzie grzyb — roślina (rys. 4). Im

Infekcja

Rozpoznanie Brak rozpoznania

Zmiany w ścianie komórkowej

Brak penetracji

Penetracja

Ściana
komórkowa

Rozpoznanie supresja
rozpoznanie

Brak rozpoznania

Plazmolema

cj a błony

p-<-| Aktywna odpowiedź

dysfunk

Inhibicja wzrostu grzyba (HR)

O•
cgyfc Penetracja

Kolonizacja gospodarza
przez patogena

L >Przesłanie informacji do komórek otaczających

I

Wtórne rozpoznanie w komórkach otaczających miejsce infekcji

Rys. 4. Schemat oddziaływań grzyb — roślina (wg Mansfielda 1990 — zmienione).
Przerywane linie oznaczają możliwość istnienia takiego szlaku.
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wcześniejsze rozpoznanie patogena tym większa szansa na jego inaktywację.
Ważna Jest nie tylko reakcja komórki atakowanej ale także szybkość z jaką
informacja o infekcji dociera do komórek otaczających. Niezwykle trudnyjest do
ustalenia mechanizm współdziałania (oddziaływania) patogen-roślina prowa
dzący krok po kroku od rozpoznania do odporności lub kolonizacji rośliny.
Wyjaśnienie tych zależności należy już do biochemików i biologów molekular
nych.

INFECTION, RECOGNITION AND RESPONSE IN THE INTERACTION BETWEEN

FUNGAL PATHOGENS AND PLANTS

Summary

Durlng plant infection by fungi there Is an exchange of stimull coming from the pathogen
(inducers) and from the host (receptors). These slgnals enable the pathogen to recognize the target
and to invade the host plant. On the other hand, the plant becomes informed about the infection
and counteracts it, morę or less efficiently. The speed of the exchange and recognition of tliose
informations may be decisive for the plant becoming invaded or remaining resistant.
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POWSTAWANIE I ROZWÓJ BRODAWEK KORZENIOWYCH ROŚLIN
MOTYLKOWATYCH

Powstawanie brodawek korzeniowych u roślin motylkowatych jest przykła
dem organogenezy następującej wyłącznie pod wpływem specyficznego bodźca
ze środowiska zewnętrznego rośliny. Bodźcem tym jest, mówiąc w dużym skrócie

myślowym, obecność w iyzosferze odpowiedniej dla danego gatunku rośliny
bakterii symbiotycznej z rodzaju Azorhizobium, Rhizobium lub Bradyrhizobium.
O naturze sygnałów wymienianych przez obydwu uczestników symbiozy traktują
dwa inne artykuły zamieszczone w tym zeszycie Kosmosu, niniejsza zaś praca,
omawiająca morfogenezę brodawek korzeniowych, ma na celu ułatwienie zrozu
mienia ich treści.

PROCES INFEKCJI

Warunkiem wstępnym wejścia w symbiozę konkretnego osobnika rośliny
gospodarza i żyjącej w jej ryzosferze populacji rizobiówjest wzajemne rozpozna
nie. Polega ono na wymianie bodźców o charakterze chemicznym ijest omówione
w pracy J. Kopcińskiej i W. Golinowskiego w tym zeszycie. Efektem rozpoznania
gospodarza przez rizobia jest kolonizacja przez nie młodych, wyrastających
włośników korzeniowych (Hirsch 1992). Obecność mikrokolonii bakterii na

powierzchni młodego włośnika powoduje zmianę ukierunkowania jego wzrostu

i — co za tym idzie —jego deformację (rys. 1A). Zniekształcenie może polegać na

rozdęciu włośnika lub jego rozgałęzieniu, ale skuteczna infekcja może nastąpić
tylko, gdy dojdzie do skręcenia włośnika i obrośnięcia przezeń mikrokolonii
rizobiów. Kolejny etap rozwoju symbiozy polega na wytworzeniu przez roślinę
specyficznych wrót infekcji, umożliwiających wejście rizobiów do wnętrza ciała

rośliny w taki sposób, że nie „rozchodzą się” one w nim w sposób dowolny, ale

docierają najkrótszą drogą do specjalnie dla nich przygotowanej niszy ekologi
cznej — zawiązka brodawki korzeniowej, którego wytwarzanie następuje równo
legle z postępem infekcji. Owe specyficzne wrota infekcji to tak zwana nić

infekcyjna, którą można porównać do trans-komórkowego tunelu, mającego
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swój początek w bezpośrednim sąsiedztwie obrośniętej przez włośnik kolonii
rizobiów i rosnącego poprzez komórki kory pierwotnej korzenia ku zawiązkowi
brodawki. Ściana nici infekcyjnej jest podobna do ściany komórkowej, a matriks

Ją wypełniająca — do blaszki środkowej (Brewin i współaut. 1993), jest ona

podłożem dla rizobiów, wnikających do wnętrza nici. W jaki sposób bakterie

wnikają do nici nie jest rozstrzygnięte — może to następować albo poprzez
inwaginację ściany — swoisty wzrost ściany do wnętrza włośnika, albo wskutek

rozpuszczenia fragmentu ściany blokującego wejście do dobudowanej do ściany
nici, albo w wyniku kombinacji obu procesów. Kierunek wydłużania nici infe
kcyjnej jest, jak się wydaje, wyznaczany przez tak zwane struktury pre-infekcyj-
ne — grube cytoplazmatyczne mosty w komórkach kory, często zawierające Jądro
komórkowe (van Brussel i współaut. 1992). Ostatecznie nić infekcyjna wrasta

do niektórych komórek zawiązka brodawki i tam wreszcie są uwalniane z niej
bakterie.

TP PE KP S

Rys. 1. Powstawanie zawiązka brodawki korzeniowej: A — wymiana sygnałów między
rośliną i bakterią; B — obrastanie kolonii bakterii przez wydłużający się włośnik, podziały
komórek w głębi korzenia; C — penetracja zawiązka brodawki przez nić infekcyjną.
Skróty: S — skórka korzenia, KP — kora pierwotna korzenia, E — endoderma, P —

perycykl, TP — tkanka przewodząca walca osiowego korzenia, W — włośnik, R — komór
ki rizobiów, PK — podział komórki, N — nić infekcyjna.
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POWSTAWANIE ZAWIĄZKA BRODAWKI KORZENIOWEJ

Ciągle jeszcze brak jest danych o tym, w jaki sposób sygnał o obecności
rizobiów jest przez roślinę odbierany i w jaki sposób przekazywany w jej ciele.

Cząsteczki chemicznego bodźca wysyłane przez bakterie nie są wykrywane
wewnątrz tkanek gospodarza, muszą więc być rozpoznawane przez receptor na

jego powierzchni, uruchamiający system „przekaźników”, przez które sygnał
dociera do komórek kompetentnych do Jego odbioru i jednocześnie odpowiedzi.
Odpowiedź — to uruchomienie informacji genetycznej, w której jest zapisany
program wytworzenia brodawki korzeniowej. Przejawem rozpoczęcia realizacji
tego programu jest odzyskanie zdolności dzielenia się przez komórki kory
pierwotnej, endodermy i perycyklu korzenia sąsiadujące z protoksylemem wiązki
drewna pierwotnego, leżącej najbliżej miejsca infekcji (rys. IB) (Hirsch 1992,
Newcomb 1981). Najintensywniej dzielą się komórki kory pierwotnej i tylko w tej
strefie spośród trzech pobudzonych odróżnicowanie obejmuje stopniowo inne

komórki, coraz dalej położone od pierwotnego „centrum indukcji”. Równocześnie
z podziałami komórek tworzącego się zawiązka brodawki rośnie wjego kierunku
nić infekcyjna (rys. 1C). W obrębie zawiązka może się ona rozgałęzić i wniknąć
do kilku komórek. Komórki te, z chwilą uwolnienia w nich bakterii z nici

infekcyjnej, staną się pierwszymi komórkami tkanki bakteroidalnej brodawki

korzeniowej.

ORGANIZACJA BRODAWKI KORZENIOWEJ

W pełni wykształcona brodawka korzeniowajest organem o skomplikowanej
budowie (rys. 2). Komórki zewnętrznych warstw brodawki (kora brodawki) nie

są zainfekowane przez rizobia i pełnią funkcje ochronne (Hirsch 1992, Newcomb

1981). Zewnętrzna część kory brodawki jest zbudowana ze stosunkowo luźno

ułożonych komórek parenchymatycznych. Pod nimi znajduje się pojedyncza
warstwa szybko obumierających komórek o zdrewniałych ścianach, a jeszcze
głębiej — kilka warstw komórek miękiszowych, charakteryzujących się nieco

mniejszymi rozmiarami i brakiem lub niewielkimi przestrzeniami komórkowymi.
Warstwy korowe brodawki chronią ją nie tylko przed inwazją patogenów lub

wysychaniem, ale także stanowią barierę ograniczającą dyfuzję tlenu do wnętrza
brodawki, którego nadmiar powoduje nieodwracalną inaktywację nitrogenazy.
W wewnętrznych warstwach koiy brodawki przebiegają wiązki przewodzące.
Zawierają one elementy floemu i ksylemu oraz komórki perycyklu (w tym
komórki transferowe) i są otoczone jednowarstwową endodermą z pasemkami
Caspaiy‘ego. Wiązki brodawki łączą się z systemem przewodzącym korzenia,
a endodermą wiązek jest ciągła z endodermą korzenia (i identyczna z nią pod
względem budowy). W wierzchołkowej części brodawki, chroniony bardzo cienką
w tym miejscu i nie zawierającą zdrewniałych komórek korą, znajduje się
merystem brodawki. Ontogenetycznie jest on pochodną merystematycznego
zawiązka brodawki, powstałą z nie zainfekowanych komórek zawiązka. Mery-

7 — Kosmos
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stem brodawki odpowiada za przyrost wszystkich tkanek brodawki, jego pochod
ne odkładane na zewnątrz różnicują się w komórki wiązek przewodzących
i poszczególnych warstw kory, pochodne odkładane ku wnętrzu brodawki pod
legają infekcji i różnicują się w komórki tkanki bakteroidalnej. Infekcja następuje
w warstwie komórek leżących bezpośrednio pod merystemem (tzw. strefa pene
tracji nici infekcyjnych), polega na wrastaniu nici infekcyjnych do pochodnych
merystemu i uwalnianiu do nich bakterii.

Rys. 2. Budowa brodawki korzeniowej typu niezdeterminowanego: 1 — rejon meryste-
matyczny brodawki, 2 — rejon penetracji nici infekcyjnych, 3 — dojrzała tkanka

bakteroidalna, 4 — miękisz kory brodawki, 5 — zdrewniałe komórki w korze brodawki,
6 — wiązka przewodząca, 7 — strefa degradacji tkanki bakteroidalnej, 8 — drewno,
9— kambium, 10 — łyko, 11 — perycykl, 12 — endoderma, 13 — kora pierwotna

korzenia, 14 — egzoderma, 15 — skórka.

Zakończenie nici infekcyjnej, penetrującej komórkę, niejest otoczone ścianą,
zatem matriks nici, w której namnażają się rizobiajest w kontakcie z plazmolemą
komórki gospodarza (rys. 3). Komórki bakterii wychodzące z nici podlegają
endocytozie — plazmolema wpukla się wokół komórki rizobium i zamyka ją
w pęcherzyku, który oddziela się od plazmolemy i przemieszcza się do wnętrza
cytoplazmy komórki. W procesie endocytozy bakterii istotną rolę odgrywa endo-
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plazmatyczne retikulum i aparaty Golgiego komórki gospodarza, wnioskując
z licznych ich profili, obserwowanych zawsze w pobliżu końca nici. Można domyślać
się, że dostarczają one błon i ich składników do odbudowy kurczącej się plazmolemy
i powiększającej się powierzchni pęcherzyków zamykających bakterie.

Rys. 3. Uwalnianie bakterii z nici infekcyjnych. Skróty: Ni — nić infekcyjna, SNi — ściana
nici infekcyjnej, r — pałeczkowate rizobia, S — symbiosom, b — bakteroid, ER ■—
endoplazmatyczne retikulum, AG — aparat Golgiego, P — plazmolema, Pd —

plazmodesma, SK — ściana komórkowa.

Błona otaczająca bakterię (zwana błoną peribakteroidalną) podlega modyfi
kacji — między innymi zostają do niej włączone pewne białka konieczne do

prawidłowego funkcjonowania nowo powstałego tworu — niby-organellum, zwa
nego symbiosomem. Modyfikacji podlega także sama komórka bakteryjna —prze
kształca się w bakteroid. Zmienia się jej wielkość (rośnie) i kształt (z pałeczko-
watego w formy liter T, X, Y) oraz ulegają w niej ekspresji geny charakterystyczne
dla tego etapu symbiozy. Takie przekształcenie jest ślepą uliczką ontogenezy —

choć bakteroidy mogą jeszcze dzielić się, to nie stwierdzono, by były zdolne do

powrotu do stanu saprofitycznie żyjącej pałeczki. Wśród genów bakteryjnych
podlegających ekspresji po przekształceniu się bakterii w bakteroid są geny
kodujące podjednostki nitrogenazy — kompleksu enzymatycznego redukującego
azot cząsteczkowy do amoniaku. Jest on eksportowany do cytoplazmy komórki

gospodarza w postacijonu amonowego i tam włączany do związków organicznych,
po czym opuszcza brodawkę wraz z prądem ksylemowym.
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Nitrogenaza, Jakjuż wspomniano. Jest wrażliwa na tlen. Ważnym elementem

jej ochrony przed nieodwracalną inaktywacjąjest leghemoglobina — hemopro-
teid, którego ekspresjajest skorelowana z ekspresją genów nitrogenazy w rizo-
biach przekształcających się w bakteroidy. Leghemoglobina jest jedną z wielu
nodulin — roślinnych białek brodawkowo-specyficznych, to jest takich, które

pojawiają się tylko w brodawkach korzeniowych lub ich ekspresjajest w broda
wkach wzmożona (więcej informacji o nodulinach w artykule J. Kopcińskiej
i W. Golinowskiego w tym zeszycie). Obecność leghemoglobiny pozwala rozwią
zać sprzeczność „interesów” systemów oddychania komórkowego bakterii i ro
śliny gospodarza wymagających niezakłóconych dostaw tlenu oraz systemu
nitrogenazy, wymagającej ochrony przed wysokim stężeniem tlenu. Leghemoglo
bina, która ma wysokie powinowactwo do tlenu, wiążejego cząsteczki i utrzymuje
jego stężenie na poziomie pozwalającym na funkcjonowanie łańcucha oddecho
wego, a jednocześnie nie toksycznym dla nitrogenazy.

Dojrzała tkanka bakteroidalna zawiera dwa typy komórek — niezainfekowa-
ne i zainfekowane. Pierwsze układają się w rozgałęzione sznury przenikające
obszar tkanki bakteroidalnej, drugie są upakowane pomiędzy nimi. Komórki
niezainfekowane mają zwykle dużą wakuolę i niezbyt gęstą cytoplazmę, ich rola
nie jest dokładnie poznana. Komórki zainfekowane są duże, słabo zwakuolizo-
wane lub nawet pozbawione wakuol, cytoplazmajest wypełniona symbiosoma-
mi, pomiędzy którymi układają się cysterny szorstkiego endoplazmatycznego
retikulum i aparaty Golgiego (rys. 4). Większość mitochondriów i amyloplastów
jest zlokalizowana w przyściennej warstwie cytoplazmy, zwłaszcza w sąsiedztwie
niezbyt w tej tkance dużych przestrzeni międzykomórkowych. Ściana komórko
wa ma charakter pierwotny, Jest cienka i występują w niej liczne plazmodesmy.
Jądro komórkowe jest duże i zlokalizowane centralnie, a zawartość DNA jądro
wego często przewyższa poziom charakterystyczny dla diploidalnych komórek

danego gatunku (Mitchell 1965). Tkanka bakteroidalna jest miksoploidalna,
większość jej komórek przechodzi jeden lub więcej cykli endoreplikacyjnych
(takie zjawisko często dotyczy tkanek lub komórek roślinnych o szczególnej
intensywności określonych procesów metabolicznych (Nagl 1978).

W dojrzałych komórkach tkanki bakteroidalnej nadal są widoczne nici

infekcyjne, które wrosły do nich, gdy komórki te znajdowały sięjeszcze w strefie

merystematycznej brodawki (Newcomb 1981). W niciach nadal są widoczne
komórki rizobiów, z których większość nie wykazuje żadnych objawów sugeru
jących ich degradację. Utrzymywanie się wewnątrz brodawki takiej wewnątrzni-
ciowej populacji rizobiów w saprofitycznym stadium ich rozwoju jest zjawiskiem
o zasadniczym znaczeniu z punktu widzenia interesów bakteiyjnego partnera
symbiozy. Mikrokolonia bakterii, wchodząc w symbiotyczny układ z rośliną,
rozmnaża się w ciele rośliny (w brodawce korzeniowej), unikając konkurencji
pokarmowej z innymi mikroorganizmami glebowymi. Pamiętać jednak należy,
że ogromna większość osobników bakterii żyjących w brodawce to bakteroidy,
niezdolne do samodzielnego bytowania w glebie.

Najstarsze, najbardziej oddalone od szczytowo położonego merystemu ko
mórki tkanki bakteroidalnej po kilku-kilkunastu dniach od zainfekowania

zaczynają wykazywać objawy starzenia się (iys. 5). Objawy te mogą pojawiać się
najpierw w „strefie bakterii”, obserwuje się wtedy łączenie membran peribakte-
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roidalnych poszczególnych symbiosomów i lizę bakteroidów przy stosunkowo
nie zmienionej cytoplazmie gospodarza; może też być odwrotnie — elementy
„strefy rośliny” — protoplastu gospodarza — mogą podlegać lizie wcześniej niż

symbiosomy (Golinowski i współaut. 1987). Ostateczny obraz jest w obu przy
padkach podobny — komórkę zapełniają „membrany-duchy” — fragmentyjesz
cze nie zdegradowanych błon. Obumarłe komórki tkanki bakteroidalnej mogą
być zasiedlane przez pałeczkowate rizobia, prawdopodobnie dostające się do nich
z nici infekcyjnych już po zaniku protoplastu. Po rozpadzie brodawki, bakterie
te powracają do środowiska glebowego.

Rys. 4. Fragment dojrzałej tkanki bakteroidalnej. Skróty: S — symbiosom, b — bakte-

roid, SK — ściana komórkowa, M — mitochondrium, A — amyloplast, ER — endopla-
zmatyczne retikulum. AG — aparat Golgiego.

Pomimo stopniowego zamierania najstarszych komórek tkanki bakteroidal
nej, brodawka jako całość może funkcjonować długi, liczony w miesiącach
(przypuszczalnie i w latach w przypadku wieloletnich roślin drzewiastych), czas

dzięki działalności merystemu brodawki. Brodawki korzeniowe, w których długo
utrzymuje się aktywność merystematyczna, określa się terminem „brodawki
niezdeterminowane” (Newcomb 1981). Termin ten jest niezbyt szczęśliwym
tłumaczeniem angielskiego „indeterminate nodules” i w istocie odnosi się do

merystemu wzrostu nieograniczonego, istniejącego i funkcjonującego w tych
brodawkach. Brodawki niezdeterminowane są jednym z dwu istniejących typów
brodawek korzeniowych, wytwarzane przez bardzo liczne gatunki roślin motyl
kowatych (najpospolitsze z nich: koniczyna, lucerna, seradela, groch). Drugim,
równie częstym typem brodawek korzeniowych, są brodawki zdeterminowane,
któiych aktywność merystematyczna zanika całkowicie po określonym czasie —
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są więc one wytwarzane przez merystem wzrostu ograniczonego. Takie brodawki

rozwijają się na korzeniach roślin pochodzących głównie z gorącej strefy klima
tycznej, między innymi przez fasolę, soję, komonicę. Co ciekawe, brodawki

powstające pod wpływem tego samego szczepu bakterii na różnych gatunkach
roślin mogą należeć do odmiennych typów — na przykład Rhizobium lott, którego
gospodarzemjest komonica, ale które może infekować także seradelę, powoduje
powstawanie na komonicy brodawek zdeterminowanych, na seradeli zaś —

niezdeterminowanych (Hirsch 1992). Zjawisko to jest zrozumiałe, zważywszy,
że program morfogenezy brodawki jest kodowany przez roślinę, a bakteria ma

tylko ten program uruchomić. Raz uruchomiony, jest przez roślinę realizowany,
jednak pod warunkiem jego opłacalności energetycznej, to Jest utrzymującego
się niedoboru azotu mineralnego w podłożu, odpowiedniej intensywności foto
syntezy rośliny — ale także pod warunkiem, że szczep bakterii, który zasiedlił

brodawkę, jest zdolny do unikania rozpoznania przez system obronny rośliny
i do wydajnego wiązania azotu. Istnieją uzasadnione przypuszczenia, że także
w dalszych etapach symbiozy, już po zasiedleniu nici infekcyjnej we włośniku,
zachodzi wymiana sygnałów pomiędzy symbiontami — swoiste wzajemne
„sprawdzanie się” co do dalszej przydatności w rozwijającym się układzie (patrz
artykuł A. Skorupskiej i J. Króla w tym zeszycie).

Rys. 5. Degradacja tkanki bakteroidalnej. Skróty: FS — fuzja symbiosomów, M — mi-

tochondrium, A— amyloplast, ER— endoplazmatyczne retikulum, MD — „membrany-
-duchy”.

W literaturze dotyczącej brodawek korzeniowych funkcjonują także inne od

przytoczonego systemy ich klasyfikacji. Opierają się one na cechach morfologi
cznych lub kombinacji cech morfologicznych i dotyczących rozwoju brodawek,
stąd też są mniej jednoznaczne i nie będą tu omawiane (CORBY 1981).
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Etapy powstawania i rozwoju brodawek zdeterminowanych (rys. 6) są podo
bne, jak w przypadku brodawek niezdeterminowanych. Tutaj także morfogeneza
brodawki rozpoczyna się od rozpoznania symbiontów, kolonizacji młodych
włośników i ich skręcania się w odpowiedzi na osiedlenie się rizobiów na ich

powierzchni (Hirsch 1992, Newcomb 1981). Inna Jestjednak lokalizacja komó
rek kompetentnych do odpowiedzi na sygnał indukujący rozwój brodawki — są
to komórki koiy pierwotnej korzenia leżące bezpośrednio pod infekowanym
włośnikiem. Zatem odróżnicowanie komórek kory przebiega tu w kierunku

odwrotnym — dośrodkowo, w kierunku najbliższego pasma drewna pierwotnego.
Zawiązek brodawki jest penetrowany przez nić infekcyjną, wrasta ona do kilku
komórek i są z niej uwalniane bakterie. Zainfekowane komórki nie tracąjednak
jeszcze zdolności dzielenia się, a symbiosomy podczas mitozy są segregowane
pomiędzy komórki potomne w ten sam sposób, co organelle gospodarza. Po

podziale komórki liczba symbiosomów rośnie wskutek ich podziałów. W pełni
wykształcona brodawka zdeterminowana nie zawiera komórek dzielących się —

wszystkie komórki merystematycznego zawiązka brodawki różnicują się w ko-

Rys. 6. Budowa brodawki korzeniowej typu zdeterminowanego: 1 — tkanka bakteroidal-

na, 2 — miękisz kory brodawki, 3 — komórki zawierające kryształy szczawianu wapnia,
4 — wiązka przewodząca, 5 — przetchlinka; budowa korzenia — patrz rysunek 2.
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morki tkanek stałych. W centralnej częścijest zlokalizowanajednorodna wieko
wo tkanka bakteroidalna, zawierająca nieliczne komórki niezainfekowane (rys.
6). Komórki te uczestniczą w dalszych etapach przekształcania produktów
wiązania azotu cząsteczkowego w związki eksportowane tkanką przewodzącą
z brodawki. Tkanka bakteroidalnajest otoczona parenchymatyczną korą, której
wewnętrzne komórki są małe i ściśle ułożone, w warstwach zewnętrznych —

większe i z przestrzeniami międzykomórkowymi. Kora nie zawiera warstwy
zdrewniałych komórek, występuje w niej natomiast nieregularna warstwa ko
mórek z kryształami szczawianu wapnia (Sutherland i Sprent 1984). Na powie
rzchni kory są wytworzone obszary luźnej parenchymy — przetchlinki. Wiązki
przewodzące są zbudowane podobnie jak w brodawkach niezdeterminowanych,
jednak ich perycykl nie wykształca komórek transferowych. Oprócz różnic
o charakterze morfologicznym, pomiędzy brodawkami niezdeterminowanymi
i zdeterminowanymi występują istotne różnice w szlaku wiązania azotu, czego
konsekwencjąjest eksportowanie przez te brodawki odmiennych związków azotu

do pozostałej części rośliny — w przypadku brodawek niezdeterminowanych są
to amidy, zdeterminowanych — ureidy.

FORMATION AND DEVELOPMENT OF LEGUME ROOT NODULES

Summary
The paper summarizes briefly the processes of root hair infection, root nodule primordium

formation, infection thread penetration and bacteria release, as well as formation of symbiosomes.
The anatomical structure of indeterminate and determinate root nodule types is described.

LITERATURA

Brewin N. J., Perotto S., Kannenberg E. L., Rae A. L., RaTHBUN E. A., Lucas M. M., Kardailsky I.,
Gunder A., Bolanos L., Donovan N., DroBAKB. K., 1993. Mechanisms ofceli and tissue inuasion

by Rhizobium legumiriosarum: the role ofceli surface interactions. [W:] E. W. Nester i D. P. S.

Verma, (red.), Kluwer Academic Publishers, Aduances in Molecular Genetics ofPlant-Microbe
Interaction 369-380.

BRUSSELvan A. A. N., Bakhuizen R., Spronsen van P. C., Spaink H. P., TakT., Lugtenberg B. J. J., Kijne
J. W., 1992. Induction ofpre-infection thread structures in the leguminous hostplant by mitogenic
lipo-oligosaccharides ofRhizobium. Science 257, 70-72.

Corby H. D. L., 1981. The systematic ualue ofleguminous root nodule. [W:] R. M. PoLHiLLi P. H. Raven

(red.), Aduances in Legume Systematics 657-669.
Golinowski W., Kopcińska J., Borucki W., 1987. The morphogenesis of łupinę root nodules during

infection by Rhizobium lupini. Acta Soc. Bot. Pol. 56, 687-703.
Hirsch A. M., 1992. Deuelopmental biology oflegume nodulation. New Phytol. 122, 211-237.
MitchellJ. P., 1965. The DNA content ofnucleiin pea root nodules. Ann. Bot. 29, 371-377.

NaolW., 1978. Endopolyploidy and Polyteny in Differentiation and Euolution. Elsevier North-Holland
Biomedical Press, Amsterdam, New York, Oxford.

Newcomb W., 1981. Nodule morphogenesis and differentiation. Int. Rev. Cytol. Suppl. 13. Biology of
the Rhizobiaceae 13, 247-297,

Sutherland J. M., Sprent J. I., 1984. Calcium-oxalate crystals and crystal cells in determinate root

nodules oflegumes. Planta 161, 193-200.



KOSMOS
Polskie

Towarzystwo
Przyrodników

im. Kopernika

1995, 44 (3-4): 579-587

PL ISSN 0023-4249

Joanna Kopcińska, Władysław Golinowski

Katedra Botaniki, Wydział Rolniczy, SGGW
Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa

CZYNNIK Nod — CZĄSTECZKA SYGNAŁOWA W INTERAKCJI ROŚLINY
MOTYLKOWATE— RHIZOBIUM

Glebowe bakterie z rodzaju Rhizobium, Bradyrhizobium i Azorhizobium są
zdolne do indukcji brodawek na korzeniach, a niekiedy także na łodygach roślin

motylkowatych — unikalnych organów, w których zachodzi proces wiązania
i redukcji azotu atmosferycznego. Symbioza rizobiów z motylkowatymi jest
procesem specyficznym —jeden gatunek bakterii zakaża tylko określone gatunki
roślin, a rozwój brodawekjest kontrolowany zarówno przez geny bakteryjne, jak
i roślinne. Wzajemne rozpoznanie symbiontów i precyzyjny mechanizm kontroli

aktywacji i współdziałania bakteryjnych genów symbiotycznych i genów roślin
nych to podstawowe warunki powstania funkcjonalnego układu symbiotyczne-
go. Badania dotyczące molekularnych podstaw procesów infekcji i brodawkowa-
nia wykazały, że rośliny motylkowate i żyjące w ich ryzosferze rizobia wymieniają
chemiczne sygnały, które mają istotne znaczenie w rozpoznaniu partnerów
i inicjacji symbiozy (rys. 1).

BAKTERYJNE GENY SYMBIOTYCZNE

U bakterii z rodzaju Bradyrhizobium i Azorhizobium. geny związane z symbio
zą są położone na chromosomie, u Rhizobium znajdują się na pozachromoso-
malnej, kolistej cząsteczce DNA — plazmidzie symbiotycznym (pSym). Geny te

dzieli się na dwie podstawowe grupy: geny nod i nol — geny brodawkowania

(nodulation genes), indukujące inicjację i rozwój brodawki oraz genyfix i nif
(fixation i nitrogen fixation genes) odpowiedzialne za wiązanie azotu atmosfe
rycznego. W grupie genów brodawkowania wyróżnia się geny com nod (common
nodulation genes), występujące u wszystkich zbadanych dotąd rizobiów i geny
hsn nod (host-specific nodulation genes) różne dla gatunku lub szczepu bakterii.

Geny brodawkowania są oznaczone kolejnymi literami alfabetu, i tak geny com

nod to geny ABC IJ, geny hsn nod charakterystyczne na, przykład, dla Rhizobium
meliloti to geny G, P, Q, i H. Indukcja transkrypcji genów brodawkowania
zachodzi pod wpływem flawonoidów i przy udziale bakteryjnego białka NodD.

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego
5 S30100704.
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Rys. 1. Interakcja bakteryjnych i roślinnych cząsteczek sygnałowych (wg Spaink i

współaut. 1993, zmienione).

FLAWONOIDY

Są wtórnymi metabolitami wydzielanymi do podłoża przez korzenie roślin

motylkowatych. Ilość i rodzaj flawonoidów w wydzielinie korzeniowej zależy od

gatunku rośliny ijej stadium rozwoju. Flawonoidy wykazują różnorodną aktyw
ność biologiczną, między innymi związki z grupy flawonów, flawononów i izofla-
wonów są naturalnymi induktorami transkrypcji genów brodawkowania (Rolfe
1988). Różne gatunki motylkowatych wydzielają zwykle niejeden, a mieszaninę
flawonoidów zawierającą zarówno silne, jak i słabe aktywatory genów nod,
inhibitory procesu a także flawonoidy obojętne dla brodawkowania. Wzajemny
wpływ tych klas flawonoidów determinuje siłę i jakość ostatecznego efektu ich
działania jako aktywatorów transkrypcji genów brodawkowania (Hartwig
i współaut. 1989, Maxwell i współaut. 1989).

BIAŁKO NodD

Jest bakteryjnym białkiem regulatorowym, produktem genu nodD. Gen ten,
w przeciwieństwie do pozostałych genów nod, podlega ekspresji konstytutywnej,
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regulowanej przez jego własny produkt (Spaink i współaut. 1989). Białka NodD

różnych gatunków i szczepów rizobiów, mimo dość dużego podobieństwa (75%
homologii), różnią się między sobą „wrażliwością” na flawonoidy (Spaink i współ
aut. 1987). Oznacza to, że każdy gatunek rizobium syntetyzuje właściwe sobie
białko D, które współdziała w aktywacji transkrypcji genów brodawkowania

tylko z określonymi flawonoidami. Interakcja między chemicznym sygnałem
(flawonoidami) wysyłanym przez roślinę a bakteiyjnym białkiem NodD jest więc
pierwszym istotnym etapem determinującym swoistość symbiozy.

Mechanizm aktywacji genów brodawkowania jest podobny u wszystkich
rizobiów. Interakcja flawonoid — białko NodD, zachodzi w wewnętrznej mem
branie komórki bakteiyjnej. Cytoplazmatyczna część białka NodD wiąże się
z krótkimi (47 par zasad), konserwatywnymi sekwencjami (nod box) w regionach
promotorowych operonów genów nod, natomiast część wbudowana w membranę
współdziała z flawonoidem, który prawdopodobnie powoduje zmianę konforma
cji cząsteczki białka NodD, a to z kolei indukuje transkiypcję genów brodawko
wania (Hirsch 1992).

U gatunków rizobiów, które mają więcej niż jedną kopię genu nodD (np.
Bradyrhizobiumjaponicum 2 kopie, Rhizobium meliloti 3 kopie), a co za tym idzie

syntetyzują kilka rodzajów białka NodD, proces aktywacji transkrypcji genów
brodawkowania jest bardziej złożony. Wynika to z odmiennego mechanizmu

regulacji ekspresji każdej z kopii genu nodD, a także różnic w biologicznych
własnościach rodzajów białek NodD kodowanych przez te kopie (Schultze
i współaut. 1994). I tak na przykład, u Rhizobium meliloti luteolinaw kombinacji
z białkiem NodDl jest aktywatorem genów nod, ale w połączeniu z białkiem
NodD2 działa jako inhibitor transkrypcji (Hartwig i współaut. 1990, Honma
i współaut. 1990). U niektórych bakterii stwierdzono istnienie dodatkowych
mechanizmów związanych z regulacją transkrypcji genów nod. U Rhizobium
meliloti jest to represor NolR, u Bradyrhizobiumjaponicum— produkt genów
nodWV (Schultze i współaut. 1994).

CZYNNIK Nod

Wynikiem aktywacji genów brodawkowania jest synteza przez bakteryjnego
symbionta cząsteczki sygnałowej, tak zwanego czynnika Nod (nod factor). Po raz

pierwszy czynnik Nod został oczyszczony i scharakteryzowany dla Rhizobium
meliloti (Lerouge i współaut. 1990). Obecnie jest znana już struktura i aktyw
ność biologiczna czynników Nod kilku innych gatunków bakterii (Rhizobium
leguminosarum, Rhizobium sp. NGR234, Rhizobium tropicii, Bradyrhizobium

japonicum Azorhizobium caulinodanś).
Czynnik Nod jest lipo-oligosacharydem o szkielecie cząsteczki wspólnym dla

wszystkich przebadanych dotąd rizobiów (rys. 2). Szkielet ten jest zbudowany
z podjednostek N-acetyl-glukozaminowych, których liczba waha się od 3 do 5
w zależności od gatunku bakterii. Do nieredukcyjnego końca cząsteczki jest
przyłączony łańcuch szesnasto- lub osiemnastowęglowego kwasu tłuszczowego
ze zmienną liczbą podwójnych wiązań (2, 3, 4). W pozycjach R1-R5 występują
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różne podstawniki charakterystyczne dla gatunku i szczepu bakterii (Price
i współaut. 1992, Spaink 1992, Spaink i współaut. 1993).
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Rys. 2. Podstawowa struktura bakteryjnej cząsteczki sygnałowej.

Czynnik Nod jest syntetyzowany przy udziale białek kodowanych zarówno

przez geny com nod, jak i hsn nod. Geny com nodABC są związane z syntezą
podstawowego szkieletu cząsteczki czynnika Nod; mutanty nodABC’ nie synte
tyzują cząsteczki sygnałowej i tracą zdolność do zakażania gospodarza roślinne
go. Białka kodowane przez geny hsn nod odpowiadają za przyłączenie do

podstawowego szkieletu cząsteczki sygnałowej podstawników typowych dla

określonego gatunku bakterii (Hirsch 1992, Schultze i współaut. 1994).
Mutacje w genach gatunkowo specyficznych (hsn nod) powodują zmianę

struktury i aktywności biologicznej cznnika Nod, a to prowadzi do obniżenia
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zdolności bakterii do infekcji lub zmiany gospodarza roślinnego, na przykład
mutacje w genie nodH Rhizobium meliloti powodują, że nie infekuje on lucerny
— rośliny gospodarza, natomiast indukuje powstawanie brodawek na wyce —

roślinie spoza grupy infekcyjnej (Faucher i współaut. 1988).
Tak więc bakteryjne molekuły sygnałowe są kolejnym czynnikiem (obok

interakcji flawonoid—białko NodD) decydującym o gatunkowej specyficzności
układu symbiotycznego motylkowate—Rhizobium.

BIOLOGICZNA AKTYWNOŚĆ CZYNNIKA Nod

Pierwszą reakcją rośliny na inokulację homologicznym szczepem Rhizobium

jest skręcanie włośników, a lokalne zmiany struktury ściany włośnika umożli
wiają infekcję bakteryjną. We włośnikach inokulowanych roślin wspięgi i grochu
stwierdzono ekspresję roślinnych genów kodujących specyficzne symbiotyczne
białka włośnikowe, tak zwane haduliny (Gloudemans i współaut. 1989, Krause
i Broughton 1992).

Równocześnie z infekcją włośników, komórki kory pierwotnej korzenia dzielą
się tworząc primordium brodawki. W większości przypadków (85%) powstaje ono

naprzeciwko bieguna ksylemowego. W rozwijającej się brodawce podlegają akty
wacji geny kodujące specyficzne dla stanu symbiozy białka, tak zwane noduliny
(Legocki i Verma 1980). Ze względu na czas ekspresji wyróżnia się dwa typy
genów nodulinowych: wczesne i późne. Noduliny wczesne (Enod) pojawiają się
przed rozpoczęciem wiązania azotu atmosferycznego i biorą udział w najwcześ
niejszych etapach interakcji roślina — bakteria (skręcanie włośników, tworzenie
nici infekcyjnych) a także są zaangażowane w procesy morfogenetyczne (podział
komórek kory korzenia, tworzenie primordium brodawki). Geny nodulin

późnych podlegają ekspresji tuż przed lub jednocześnie z procesem wiązania N2.
Zastosowanie metod immunocytochemicznych daje możliwość dość precy

zyjnego określenia czasowej i tkankowej lokalizacji ekspresji genów nodulino
wych i pozwala wnioskować o roli nodulin w morfogenezie brodawki, na przykład
nodulina Ertod2 występuje w wewnętrznej warstwie komórek kory brodawki soji,
grochu, łubinu, lucerny, a przypisywana jej rola polega na tworzeniu barieiy
tlenowej, zapewniającej odpowiednie warunki dla funkcjonowania wrażliwej na

tlen nitrogenazy (Dickstein i współaut. 1988, van de Wiel i współaut. 1990).
Zlokalizowana w strefie infekcji w brodawkach grochu i lucerny Enodl2 bierze
udział w „przygotowaniu” komórek do infekcji (Hirsch i współaut. 1993, Scheres
i współaut. 1990). Z procesem wzrostu nici infekcyjnych i proliferacją bakterii

wiąże się działanie noduliny Enod.5, wykrywane tylko w komórkach zainfekowa
nych Enod3 i Enodl4 są odpowiedzialne prawdopodobnie za transport jonów
metali przez błonę bakteroidalną (Scheres i współaut. 1990).

Podany egzogennie czynnik Nod powoduje ze strony rośliny reakcje, które
w wielu przypadkach są identyczne z reakcjami po inokulacji homologicznym
szczepem bakterii. Deformacje włośników, w tym tworzenie typowych dla infekcji
rizobium lasek pasterskich, obserwowano na korzeniach lucerny, wspięgi i Mac-

roptilium atropurpureum (Relic i współaut. 1993, 1994, Spaink i współaut. 1991).
W komórkach miękiszowych koty korzenia wyki stwierdzono zmiany ultrastru-
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kturalne — powstawanie tak zwanych nici preinfekcyjnych, struktur identycz
nych do tych, jakie obserwowano po inokulacji Rhizobium leguminosarum bv.
ińciae (van Brussel i współaut. 1992). Stymulacja podziałów komórkowych
i tworzenie centrów merystematycznych w sektorach ksylemowych pod wpły
wem czynników Nod wskazuje na ich udział w aktywacji cyklu komórkowego.
Potwierdzają to doniesienia o indukowanej przez czynniki Nod ekspresji genów
markerowych cyklu komórkowego w zawiesinie komórkowej lucerny (Savoure
i współaut. 1994).

Na korzeniach lucerny, wspięgi i Macroptilium atropurpureum primordia
brodawek powstałe pod wpływem czynników Nod rozwijały się w puste brodawki

(pozbawione tkanki bakteroidalnej) o strukturze anatomicznej takiej, jak w bro
dawkach tworzących się po zakażeniu Rhizobium (Spaink i współaut. 1991, 1993,
Truchet i współaut. 1991). Stwierdzono również indukujący wpływ czynników
Nod na ekspresję niektórych genów nodulinowych (Bauer i współaut. 1994,
Horvath i współaut. 1993). Bakteryjna cząsteczka Nod działa zatem jak sygnał
spustowy, który w roślinnym gospodarzu wyzwala kaskadę zdarzeń prowadzą
cych ostatecznie do rozwoju brodawki.

JAK ODBYWA SIĘ PERCEPCJA I PRZEKAZYWANIE SYGNAŁU

BAKTERYJNEGO?

Wielkość i kompleksowość budowy cząsteczki czynnika Nod wskazuje, że nie

jest możliwa jego dyfuzja do wnętrza komórki. Prawdopodobnie w błonach
włośników są zlokalizowane receptory, które łącząc się z cząsteczką czynnika
Nod uruchamiają drugi sygnał dla morfogenezy brodawki (Hirsch 1992). Two
rzenie „pustych” brodawek bez udziału bakterii, a jedynie pod wpływem egzo
gennych cytokinin i inhibitorów polarnego transportu auksyn (Hirsch 1992,
Relic i współaut. 1993) i indukcja w tych brodawkach ekspresji niektórych
genów wczesnych nodulin sugerują, że sygnał ten może być natury hormonalnej
(Hirsch i współaut. 1989, van de WlEL i współaut. 1990). Jedynie określone
komórki korzenia są kompetentne do jego odbioru i odpowiedzi. Dlaczego tak

się dzieje? Według hipotezy zaproponowanej przez Libbengę (Libbenga i współ
aut. 1973) z naczyń protoksylemu do kory korzenia dyfunduje regulator roślin
ny, tak zwany czynnik stelarny (stela factor). Zmianyjego stężenia w komórkach

kory decydują o tym, czy komórki odpowiedzą na sygnał bakteryjny wznowie
niem podziałów i utworzą centrum merystematyczne brodawki, czy też nie.

Czynnik stelarny został oczyszczony i zidentyfikowany i dzisiaj wiemyjuż, żejest
to urydyna. Jedynie w obecności urydyny komórki kory są zdolne do zareago
wania podziałami na zakłócenie roślinnej wewnętrznej równowagi hormonalnej
spowodowane przez bakteryjny sygnał — czynnik Nod.

Graficzny model przedstawiony na rysunku 3 powstał w oparciu o zgroma
dzone do tej pory informacje dotyczące współdziałania rośliny i Rhizobium
w tworzeniu aktywnego układu symbiotycznego.

Interakcja flawonoidy — białka regulatorowe powoduje, poprzez transkrypcję
genów nod, syntezę bakteryjnych czynników Nod decydujących o rozpoznaniu
właściwego gospodarza roślinnego.
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Włączenie programu morfogenezy brodawki odbywa się za pomocą sygnału
bakteryjnego (czynnika Nod) i przy udziale hormonów roślinnych i uiydyny
(czynnika stelarnego). W procesy morfogenetyczne są zaangażowane geny cyklu
komórkowego, geny nodulinowe i geny szlaku biosyntezy flawonoidów, których
rola w symbiozie nie ogranicza się prawdopodobnie jedynie do indukcji bakte
ryjnych genów nod (Hirsch 1992).

i i

Rys. 3. Schemat współdziałania czynników kontrolujących wczesne etapy symbiozy
Rhizobtum— rośliny motylkowate (wg Schultze i współaut. 1994, zmienione).

Brodawkowanie roślin jest kontrolowane przez złożony mechanizm autore
gulacji obejmujący: inaktywację czynnika stelarnego przez cząsteczki sygnałowe
Nod, degradację tych cząsteczek przez roślinne chitynazy, działanie kolejnego
regulatora roślinnego, tak zwanego czynnika pędowego (Schultze i współaut.
1994).

Nod FACTOR — A MOLECULAR SIGNAL IN THE LEGUMINOUS PLANT — RHI-

ZOBIUM INTERACTION

Summary
The soil bacteria — rhizobia — are able to induce formation of a plant organ, the root nodule,

in which the bacteria after being transformed into bacteroids are able to reduce molecular nitrogen
to ammonia. This symbiosis is highly specific — host plants can only be nodulated by their

homologous rhizobia.
Chemical signals produced by both the plant and bacteria play a major role in the specificity of

this interaction. Plants secrete phenolic compounds which, by means of NodD protein, induce the

expression ofbacterial nodulation genes. As a conseąuence, the rhizobia produce signal molecules
— Nod-factors. which trigger the processes involved in the root nodule morphogenesis.
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ZEWNĄTRZKOMÓRKOWE POLISACHARYDY RHIZOBIUM: ICH ROLA
W SYMBIOZIE Z ROŚLINAMI MOTYLKOWATYMI

WPROWADZENIE

Bakterie glebowe z rodzajów Rhizobium, Bradyrhizobium i Azorhizobium są
zdolne do indukowania brodawek wiążących azot atmosferyczny na korzeniach
lub łodygach roślin z rodziny motylkowatych (Fabaceae}. Symbiozajest proce
sem swoistym, jeden gatunek bakterii zakaża tylko określone gatunki roślin
i tak: Rhizobium meliloti zakaża rośliny z rodzajów Medicago. Melilotus i Trigo-
nella, R. leguminosarum biovar uiciae — Pisum, Lens, Vicia i Lathyrus, a R. legu-
minosarumbv. trifolii zakaża Trifolium. Rozwój brodawkijest procesem wieloeta
powym, kontrolowanym zarówno przez geny bakteryjne, jak i roślinne. Od

najwcześniejszych etapów symbiozy następuje wymiana sygnałów między part
nerami, prowadząca do aktywacji kolejnych genów. Pierwszym sygnałem są

flawonoidy wydzielane przez korzenie roślin motylkowatych, które indukują
ekspresję bakteryjnych genów brodawkowania (geny nod i nol — nodulation

genes) poprzez aktywację regulatorowego białka NodD. Efektem działania genów
brodawkowania jest synteza czynników Nod, czyli oligosacharydów lipo-chity-
nowych z modyfikacjami strukturalnymi warunkującymi swoistość zakażenia.

Czynniki Nod wywołują różnorodne reakcje roślinne, takie jak: skręcenie włoś
ników korzeniowych, inicjację merystemów brodawek i uaktywnienie szeregu
genów roślinnych, co w efekcie prowadzi do wytworzenia brodawki. Kolejnym
etapem niezbędnym dla zaistnienia efektywnej symbiozy jest aktywacja bakte
ryjnych genów odpowiedzialnych za wiązanie azotu atmosferycznego (geny nif
ijlx— nitrogen fixation and fixation genes) (Fisher i Long 1992).

Kluczową rolę w ustaleniu symbiozy odgrywają między innymi powierzchnio
we polisacharydy Rhizobium. Tworzą one swoistą, wysokocząsteczkową interfazę
między komórką bakteryjną i środowiskiem oraz wchodzą w złożone oddziały
wania prowadzące do nawiązania efektywnej symbiozy Rhizobium—roślina
motylkowata. Do polisacharydów powierzchniowych odgrywających istotną rolę
w symbiozie należą kwaśne egzopolisacharydy (EPS), lipopolisacharydy (LPS)
oraz [3-1,2-glukany (Gray i Rolfe 1990, Reuber i współaut. 1991, Carlson
i współaut. 1992, Gray i współaut. 1992, Leigh i Coplin 1992, Noel 1992, Leigh
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i Walker 1994). Zależność między strukturą polisacharydów Rhizobium i efe
ktywnością symbiozy jest złożona, zarówno ze względu na plejotropowy chara
kter mutacji w genach kontrolujących syntezę polisacharydów, jak i różnorod
ność oddziaływań między bakteriami i roślinami.

OBOJĘTNE P-1,2 GLUKANY

Szczepy Rhizobium tworzą cykliczne homopolimery złożone z około 20 reszt

D-glukozy połączonej wiązaniami P~( 1 —>2). Te polisacharydy występują w prze
strzeni peryplazmatycznej lub są wydzielane na zewnątrz komórki bakteryjnej.
Mutacje w genach R. meliloti oznaczonychjako rtduA i nduB (nodule development
genes) powodują rozwój nieefektywnych brodawek na lucernie. Homologiczne
geny wykryte w Agrobactertum tumefaciens również wpływają na wirulencję
szczepów. Cykliczne [1-1,2-glukany prawdopobnie umożliwiają adaptację bakte
rii do ciśnienia osmotycznego w komórkach roślinnych, co może mieć znaczenie
w brodawkowaniu (Gray i współaut. 1992).

LIPOPOLISACHARYDY (LPS)

Lipopolisachatydy (LPS), w przeciwieństwie do egzopolisacharydów (EPS)
i obojętnych glukanów, są integralną częścią zewnętrznej membrany bakterii.

Cząsteczkę LPS można podzielić na trzy funkcjonalne regiony: lipid A, oligo-
sacharydowy rdzeń i antygen O-swoisty. Fragment rdzeniowy LPSjest połączony
wiązaniem ketozydowym z hydrofobowym lipidem A, który zakotwicza cząsteczkę
LPS w membranie zewnętrznej. Do rdzenia LPS jest przyłączony polimorficzny
region nazwany antygenem O (Noel 1992). Ogólnie, mutanty różnych gatunków
Rhizobium syntetyzujące zmieniony LPS są defektywne w procesie infekcji, to

znaczy nie tworzą brodawek albo tworzą brodawki niekompletnie rozwinięte.

STRUKTURA EGZOPOLISACHARYDU (EPS)

EPS jest produkowany w dużych ilościach przez wiele bakterii glebowych
i jest akumulowany na powierzchnfkomórek lub wydzielany do podłoża. Trady
cyjnie uważano, że pełni nieswoistą rolę w pobieraniu składników odżywczych,
przyczepianiu do podłoża, ochronie przed stresowymi czynnikami środowiska
lub w patogenezie. Ostatnio wykazano, głównie dzięki izolacji szeregu mutantów

Rhizobium defektywnych w produkcji EPS, że może również odgrywać swoistą
rolę w symbiozie. Rhizobium meliloti jest Jedynym gatunkiem Rhizobiaceae,
w którym dokładnie poznano syntezę, a częściowo regulację syntezy EPS (Tol-
masky i współaut. 1982, Reuber i Walker 1993, Arnold i współaut. 1993/1994).

R. meliloti produkuje bursztynyloglukan (EPSI), który jest polimerem złożo
nym z ośmiocukrowych podjednostek (rys. 1). Każda z tych podjednostek zawiera

po jednej reszcie bursztynianowej, pirogronianowej i octanowej, które stanowią
niecukrowe modyfikacje EPSI. W obecności białego barwnika Calcofluoru, EPSI
R. meliloti fluoryzuje w świetle UV, w odróżnieniu od EPS innych gatunków
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Rhizobium. Mutanty defektywne w syntezie EPSI, lub nie zawierające acylowych
modyfikacji, nie mają zdolności fluorescencji w UV (Arnold i współaut.
1993/1994). Biosynteza bursztynyloglukanu jest podobna do syntez innych

bakteiyjnych polimerów węglowodanowych, które zawierają powtarzającą się
podjednostkę (Tolmasky i współaut. 1982). Podjednostka EPSIjest syntetyzowa
na na nośniku lipidowym poprzez przyłączenie najpierw galaktozy, a następnie
kolejnych glukoz. Po spolimeiyzowaniu podjednostek EPS jest wydzielany na

zewnątrz komórki. Obok EPSI R. meliloti może syntetyzować w warunkach głodu
fosforanowego egzopolisacharyd oznaczony EPSII złożony z dwucukrowej powta
rzającej się podjednostki, w której acetylowana glukoza jest połączona wiąza
niem (h(l-3) z acylowaną pirogronianem galaktozą (rys. Ib) (Her i współaut.
1990). Funkcja EPSII w symbiozie niejest wyjaśniona, lecz wiadomo, że nie może

on zastępować funkcjonalnie EPSI.
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Rys. 1. Struktura egzopolisacharydów Rhizobium meliloti: a) EPSI; b) EPSII.

R. leguminosarum obejmuje trzy biowary, które brodawkują trzy różne

rośliny. R. leguminosarum bv. trifolii zakaża koniczynę, R. leguminosarum bv.
uiciae — wykę i groch a R. leguminosarum bv. phaseoli — fasolę. EPS R.

leguminosarum ma taką samą podstawową strukturę niezależnie od biowaru.

Powtarzająca się, ośmiocukrowa podjednostka zawiera pięć reszt glukozy, dwie

reszty kwasu glukuronowego i jedną resztę galaktozy. W rdzeniu i łańcuchu

bocznym podjednostek znajdują się podstawniki niecukrowe: grupy acetylowe,
pirogronianowe oraz 3-hydroksymaślanowe, rozmieszczone w sposób chara
kterystyczny dla biowaru. W R. leguminosarum bv. trifolii grupy acetylowe są

przyłączone do pierwszej i drugiej reszty kwasu glukuronowego rdzenia podjed
nostki, reszty pirogronianowe są połączone z końcową glukozą i galaktozą
łańcucha bocznego, natomiast grupy 3-hydroksymaślanowe acylują galaktozę
bocznego łańcucha (rys. 2) (Breedveld i współaut. 1993).
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Rys. 2. Struktura egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarumbv. trifoliL

FUNKCJA I ORGANIZACJA GENÓW KONTROLUJĄCYCH BIOSYNTEZĘ EPSI

Bakterie z rodziny Rhizobiaceae oprócz chromosomalnego DNA zawierają
również duże plazmidy. W genomie R. meliloti występują dwa duże plazmidy
symbiotyczne: pSyma o wielkości 1340 kpz i pSymb — 1700 kpz.

Geny exo, kontrolujące biosyntezę EPSI zmapowano na megaplazmidzie 2

(pSymb) R. meliloti. Analiza komplementacyjna wykazała, że plazmidowe geny
exo są zgrupowane w regionie obejmującym 24 kpz, w 13 grupach komplementa-
cyjnych. Poza tym regionem, na chromosomie zlokalizowano jeszcze 3 geny exo,

które biorą udział w syntezie lub regulacji EPSI. Cały region exo megaplazmidu
2 został zsekwencjonowany, co pozwoliło na identyfikację 19 genów exo (rys. 3).
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Rys. 3. Mapa genetyczna regionu 23,1 kpz plazmidu pSymb kontrolującego syntezę
EPS Rhizobium meliloti. Strzałki pokazują kierunki transkrypcji genów. Zaznaczono

miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne EcoRI i BamHI.
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Przypuszczalna sekwencja aminokwasowa niektórych genów wykazała homolo-

gie do białek o znanych funkcjach, co z kolei pozwoliło na wskazanie funkcji
produktów genów exo w biosyntezie EPSI (Reuber i Walker 1993, Leigh i Walker

1994) (tab. 1).
Tabela 1

Produkty genów exo zgrupowanych na drugim megaplazmidzie pSymb R. meliloti

Lokalizacja: C — cytoplazma, CM — włączone lub przyłączone do membrany cytoplazmatycznej, P — przestrzeń
peryplazmatyczna.

Gen LokalizacJ a

produktu genu
Homologia Funkcja produktu genu

exoZ CM NodX (Rhizobium leguminosarum) acetylotransferaza
exóB CM GalE (Escherichia coli) UDP-glukozo-4-epimeraza

exoQ CM brak eksport EPS I i / lub polimeryzacja
exóF P ExoF (Rhizobium sp. NGR234) nieznana

exoY CM CpsD (Streptococcus agalactiae)
RfbP (Salmonella typhimurium)

galaktozylotransferaza

exoX CM ExoX (Rhizobium sp. NGR234) negatywny regulator
exoU CM ExoA, ExoM, ExoO, ExoW, NodC

(Rhizobium meliloti)
glukozylotransferaza

exdV C brak transferaza pirogronlanowa
exdW c ExoA, ExoM, ExoO, ExoU, NodC

(Rhizobium meliloti)
glukozylotransferaza

exoT CM GumJ (Xanthomonas campestris)
NdvA (Rhizobium meliloti)

eksport EPS 11/ lub polimeryzacja

exoS P brak nieznana

e.roH CM brak transferaza bursztynianowa
exoK P BglA (Bacillus amyloliquejaciens)

LlcB (Clostridium therrnocellum)
endo-1,3 i 1,4-[}-glukanaza

exoL C brak glukozylotransferaza
exoA Cm ExoM, ExoO. ExoU, ExoW, NodC

(Rhizobium meliloti)
glukozylotransferaza

exoM C ExoA, ExoO, ExoU, ExoW, NodC

(Rhizobium meliloti)
glukozylotransferaza

exoO C ExoA, ExoM, ExoU, ExoW, NodC

(Rhizobium meliloti)
glukozylotransferaza

exoN C CelA (Acetobacter xylinum)
GtaB (Bacillus subtilis)

UDP-glukozylopirofosforylaza

exoP CM brak eksport EPSI lub/i polimeryzacja

Synteza EPSI, analogicznie do biosyntezy LPS, odbywa się na zakotwiczonym
w membranie wewnętrznej nośniku lipidowym (fosforan poliprenylu). Ośmio-

sacharydowe podjednostki EPS są syntetyzowane z ich urydynodwufosforano-
wych prekursorów (UDP-glukozy i UDP-galaktozy). W syntezie prekursora cu
krowego uczestniczy gen exoC, który koduje fosfoglukomutazę przekształcającą
glukozo-6-fosforan w glukozo-1-fosforan. Produktem genu exoN jest pirofosfo-
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rylaza UDP-glukozy, katalizująca tworzenie UDP-glukozy z glukozo- 1-fosforanu.
Gen exoB koduje epimerazę UDP-glukozy, która przekształca UDP-glukozę do

UDP-galaktozy. Mutanty w genach exoB i exoC są plejotropowe, ponieważ
obydwa enzymy uczestniczą w syntezie prekursorów wielocukrów komórko
wych: EPS, LPS i obojętnych glukanów. Galaktoza jest pierwszym cukrem

przyłączanym do nośnika lipidowego przez galaktozylotransferazę kodowaną
przez gen exoY. Swoiste glukozylotransferazy kodowane przez geny exoA, exoL,
exoM, exoO, exoU i exoW dołączają kolejne glukozy do rosnącej ośmiocukrowej
podjednostki. Podczas kompletowania podjednostki cukrowej, geny exoZ, exóH
i exóV modyfikują podjednostkę EPSI przez dołączanie kolejno reszty acetylowej,
bursztynianowej i pirogronianowej. Geny exoP, exoQ i exoT uczestniczą w

polimeryzacji i wydzielaniu EPSI, ponieważ mutanty w tych genach akumulują
wewnątrz bakterii całe podjednostki związane z nośnikiem lipidowym. Białko
ExoT wykazuje wysoką homologię do białka GumJ Xanthomonas campestris
wymaganego do transportu „gumy ksantanowej”, oraz częściową homologię do

NdvA, białka transportującego peryplazmatyczny p-l,2-glukan w Rhizobium
meliloti (Leigh i Walker 1994). Białko ExoP zawiera domenę odpowiedzialną za

wiązanie ATP, wykrywaną w prokariotycznych i eukariotycznych białkach prze
nośnikowych, co wskazuje na udział tego białka w zależnym od energii procesie
translokacji przez wewnętrzną membranę. Produkt genu exoK jako Jedyny
w szlaku biosyntezy EPSI wykazuje homologię do 1,3- i l,4-[3-glukanaz i przy
puszczalnie odpowiada za tworzenie niskocząsteczkowego bursztynyloglukanu
z pierwotnego polimeru. Mutanty w tym genie nie wykazują defektów symbioty-
cznych, a jedynie tworzą nieco mniej EPS.

Z przypuszczalnej sekwencji aminokwasów większości produktów białko
wych genów exo wynika, że są to białka zasocjowane z błoną cytoplazmatyczną.
Tak więc, lokalizacja nośnika prenylowego, jak i całego aparatu biosyntezy
podjednostki cukrowej EPS wskazuje na rolę membrany cytoplazmatycznej
w produkcji EPS. Ponieważ bursztynyloglukanjest dużą cząsteczką przypuszcza
się, że polimeryzuje podczas lub po przemieszczeniu podjednostek przez błonę
cytoplazmatyczną (Leigh i Walker 1994).

REGULACJA SYNTEZY EPSI

W regulacji syntezy EPSI bierze udział kilka genów exo. ExoR i ExoS nega
tywnie regulują syntezę wielu genów exo leżących na megaplazmidzie 2. Mutanty
w tych genach produkują zwiększone ilości EPSI, wpływając na transkrypcję
z promotora exoYF, lecz indukują na lucernie normalne brodawki wiążące azot
— Fix+ (Glazebrook i współaut. 1989). Mutanty exoX tworzą trzy razy więcej
EPSI niż szczep dziki. Regulacja poprzez gen exoX zachodzi potranslacyjnie,
ponieważ sama ekspresja genu exoX nie ulega zmianie w mutantach. Białko
ExoX hamuje syntezę bursztynyloglukanu poprzez interakcję z ExoY, pierwszą
galaktozylotransferazą w szlaku biosyntezy EPSI. ExoX opisano także w R.

leguminosarum oraz w Rhizobium NGR234 jako PsiA (Borthakur i współaut.
1988, Gray i współaut. 1990).
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Ilość EPS syntetyzowanego przez Rhizobium wzrasta w warunkach głodu
fosforowego lub azotowego, lecz nie wiadomo jaką w tych warunkach pełnią
funkcję produkty genów regulatorowych,

FUNKCJA EPS W SYMBIOZIE

EPS, ze względu na swoją lokalizację na zewnątrz komórki bakteryjnej, jak
również heterogenność struktury chemicznej, jest rozważany jako specyficzna
cząsteczka sygnalna w symbiozie. Pierwsze dobrze scharakteryzowane mutanty
R. meliloti defektywne w syntezie EPS indukowały nieefektywne brodawki na

lucernie (Leigh i Coplin 1992). Brodawki były poronne, bez nici infekcyjnych
1 bakteroidów, co wskazywało wyraźnie na defekt w zakażeniu komórek roślin
nych przez rizobia. W roślinach zakażonych mutantami Exo" występowały tylko
2 z 18 nodulin (białka roślinne powstające w odpowiedzi na zakażenie rizobiami).
Fenotyp mutantów Exo' R. meliloti (Nod+Fix' wskazywał, że EPS nie może być
pierwotnym sygnałem interakcji bakterii z rośliną ani też sygnałem determinu
jącym swoistość symbiozy, lecz cząsteczką istotną w fazie inwazji, kiedy bakterie

uwalniają się z nici infekcyjnych penetrujących komórki epidermy (Leigh i Wal
ker 1994). EPS jest również niezbędny dla rozwoju efektywnej symbiozy R. legu-
minosarum bv. trifolii z koniczyną (Chakravorty i współaut. 1982, Derylo
i współaut. 1986, Skorupska i współaut. 1991), R. leguminosarum bv. uiciae

z grochem (Borthakur i Johnston 1986) oraz Rhizobium NGR234 z Leucaena

leucocephala (Chen i współaut. 1985). EPS nie jest niezbędny w symbiozie
R. leguminosarum bv. phaseoli z fasolą, Bradyrhizobiumjaponicum lub R.fredii
z soją (Parniske i współaut. 1993).

EPS wydaje się oddziaływać na różnych etapach rozwoju brodawki w zależ
ności od układu symbiotycznego. Mutanty exo R. leguminosarum bv. trifolii
indukują dwojakiego typu nieefektywne brodawki na koniczynie (Skorupska
i współaut. 1995, Białek i współaut. 1995). Niektóre mutanty tworzyły „puste”,
niezakażone brodawki, bez nici infekcyjnych i bakteroidów, podobne do broda
wek tworzonych na lucernie przez nieinfekcyjne Exo~ mutanty R. meliloti. Druga
liczniejsza grupa Exo' mutantów R. leguminosarumbv. trifolii tworzyła brodawki

zakażone, w których można było obserwować powiększone nici infekcyjne
upakowane bakteroidami, oraz komórki roślinne również wypełnione szybko
degenerującymi bakteroidami. Ultramikroskopowe badania bakteroidów wyka
zują znaczne zmiany morfologiczne; bakteroidy są mniejsze, nieregularnego
kształtu i silnie wybarwione. W zakażonych i niezakażonych komórkach roślin
nych są widoczne duże ziarna skrobi, co świadczy o zwolnionym metabolizmie
komórek roślinnych zakażonych mutantami defektywnymi w syntezie EPS.
Podczas gdy nieinfekcyjne Exo" mutanty R. leguminosarum bv. trifolii są przypu
szczalnie zmutowane w genach exo wpływających na wczesne etapy infekcji
koniczyny, mutanty indukujące zakażone brodawki mają defekty w genach
uczestniczących w dalszych stadiach rozwoju symbiozy, co pozwala na częściowy
rozwój brodawki. Bez względu na stopień rozwoju brodawki, koniczyna zakażona
mutantami Exo’ wykazuje efekt głodu azotowego (Skorupska i współaut. 1995).
W brodawkach indukowanych przez mutanty Exo~, hybrydyzacja in situ nie
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wykazała obecności transkiyptów genu ni/H, co oznacza brak syntezy nitroge-
nazy, kluczowego enzymu odpowiedzialnego za redukcję N2 (Białek i współaut.
1995). Bakteroidy wykazują zmienioną morfologię od chwili uwolnienia z nici

infekcyjnej i nigdy nie osiągają stanu dojrzałości pozwalającego na ekspresję
genów odpowiedzialnych za redukcję azotu atmosferycznego. Mutacje transpo-
zonowe prowadzące do fenotypu Exo' zlokalizowano na niesymbiotycznych
megaplazmidach R. leguminosarum bv. trifolii oraz na chromosomie (Skorupska
i współaut. 1991, 1995).

W R. leguminosarum bv. phaseoli opisano regulatorowe geny exo, oznaczone

psi (polysaccharide inhibition), które wyklonowane na wielokopiowym plazmi
dzie i wprowadzone do odpowiedniego gospodarza hamowały produkcję EPS.

Geny psiA. (homologia do exoX R. meliloti) i psiB zlokalizowano wyjątkowo na

plazmidzie symbiotycznym jako geny sprzężone z genami nod i ruf(Borthakur
i Johnston 1987). Mutanty w tych genach syntetyzują normalną ilość EPS, lecz

indukują na fasoli brodawki nie wiążące azotu, co wskazuje, że ciągła synteza
EPS w brodawkach wpływa negatywnie na ich rozwój. Normalnie funkcjonujące
geny psi prawdopodobnie hamują syntezę EPS w trakcie rozwoju brodawki,
ponieważ bakteroidy wewnątrz brodawek mają niewiele lub wogóle nie mają EPS.

Fuzja promotora genu psiR. leguminosarum bv. phaseoli z genem dla [3-glukuro-
nidazy wykazała intensywną transkrypcję tego genu tylko w bakteroidach. Takie
same mutanty R. meliloti nie wpływają na symbiozę z lucerną. Około 13 kpz od

genów psi, na plazmidzie symbiotycznym zidentyfikowano gen oznaczony psr
(polysaccharide restoration), który hamował transkrypcję genu psi (Borthakur
i Johnston 1987, Latchford i współaut. 1991). Mutanty w genie psrindukowały
jednak normalne, Fix+, brodawki na fasoli. Sekwencja aminokwasowa PsrA

wskazuje, że jest to transkiypcyjny regulator wiążący się z DNA.
Obok genów regulatorowych w R. leguminosarum bv. phaseoli opisano geny

pssl (polysaccharide synthesis) i pss2 (homologiczny do exoY R. meliloti i exóY

Rhizobium sp. NGR234), leżące poza plazmidem symbiotycznym. Mutacje w ge
nach pss/exóY powodują zahamowanie syntezy EPS w R. meliloti, Rhizobium sp.
NGR234 oraz w obu biowarach R. leguminosarum bv. uiciae i phaseoli. Podczas

gdy mutanty pss R. leguminosarum bv. uiciae nie zakażają wyki i grochu, takie
same mutanty R. leguminosarum bv. phaseoli tworzą wiążące azot brodawki na

fasoli (Borthakur i Johnston 1986). Tak więc fenotyp symbiotyczny mutacji
zależał od rośliny, jaką zakażał szczep Rhizobium, a właściwie od typu brodawki

jaką tworzyła roślina. Brodawki okrągłe, o krótko funkcjonującym merystemie
(tzw. zdeterminowane), powstające z zawiązka w zewnętrznej strefie kory korze
nia są tworzone przez takie rośliny, jak fasola, soja i komonica. Brodawki tego
typu nie wydłużają się lecz zwiększają objętość, a bakterie w zakażonych
komórkach różnicują się do bakteroidów wiążących azot. Brodawki wydłużone,
o stale aktywnym merystemie powstające z zawiązka w wewnętrznej strefie kory
korzenia (tzw. niezdeterminowane) tworzą takie rośliny, jak lucerna, groch,
koniczyna, wyka czy tropikalna Leucaena. Obecność EPS w zakażającym Rhizo-
biumjest zasadniczo istotna tylko w roślinach tworzących brodawki niezdetermi
nowane. Mutanty Exo' tworzą defektywne brodawki na lucernie, koniczynie,
grochu, wyce, ale efektywnie brodawkują fasolę, soję i komonicę. Szczególnie
wyraźną zależność między mutacją exo i rośliną można obserwować na R. lott,
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który zakaża szereg roślin tworzących zarówno brodawki zdeterminowane (Lo
tus), jaki niezdeterminowane (Leucaena}. Te same mutanty Exo‘ R. lott indukują
poronne Fix’ brodawki na Leucaena i Fix+ na Lotus (Hótter i Scott 1991). Być
może różnice w wymaganiach co do EPS wynikają z różnic w funkcji EPS
w morfogenezie brodawek zdeterminowanych i niezdeternimowanych. Niezde
terminowane brodawki mają więcej nici infekcyjnych i bakterie rozprzestrzeniają
się do nowych komórek roślinnych poprzez rozgałęzienie i wzrost nici infekcyjnej.
EPS może tworzyć ważny komponent matriks wypełniającej nić infekcyjną.

Funkcja EPS w symbiozie wydaje się jednak daleka od wyjaśnienia, na co

wskazują wyjątki z opisanego powyżej uogólnienia. Hedysarum coronarium
zakażona mutantem exóB Rhizobium sp., tworzy niezdeterminowane brodawki
normalnie wiążące azot (Ollero i wspólaut. 1994). Mutacja exoB wprowadzona
do szczepu Bradyrhizobiumjaponicum wprawdzie nie hamuje procesu infekcji
soi (Glycine max), jak w roślinach o niezdeterminowanym typie brodawek, ale

powoduje opóźnienie brodawkowania, co wpływa na konkurencyjność szczepu
(Parniske i współaut. 1994).

Na funkcję EPS w symbiozie niewątpliwie ma również wpływ swoista niewę-
glowodanowa modyfikacja powtarzającej się podjednostki. Mutanty exo R. meli
loti, które syntetyzują EPSI pozbawiony reszt bursztynianowych (exoH) czy
pirogronianowych (exoV), tworzą nieefektywne brodawki na lucernie (Leigh
i Coplin 1992). Natomiast brak grup acetylowych w EPSI nie wpływa na efektyw
ność symbiozy (Reuber i Walker 1993a). W innych gatunkach Rhizobium. nie są
znane geny kontrolujące modyfikację EPS. W R. leguminosarum bv. trijblii i bv.
uiciae EPS pozbawiony grup acylowych, podany na roślinę przed zakażeniem
dzikim szczepem, nie hamował brodawkowania w odróżnieniu od normalnego
EPS. Wskazuje to, że modyfikacja EPS może mieć znaczenie również w symbiozie
rizobiów z koniczyną i wyką (Skorupska i współaut. 1985).

Czynniki Nod oraz EPS są syntetyzowane niezależnie, ale mogą współdziałać
w tworzeniu brodawki. Świadczą o tym doświadczenia, w których wspólne
zakażenie Leucaena, lucerny, grochu lub koniczyny mutantami Nod‘Exo+
i Nod+Exo‘ prowadziło do powstania normalnych, zakażonych bakteriami bro
dawek (Kapp i współaut. 1990, Gray i współaut. 1992, Skorupska i Król 1995).
O swoistości oddziaływania EPS na symbiozę świadczy też możliwość supresji
defektywnego fenotypu symbiotycznego mutantów exo R. meliloti, R. legumino-
sarumbv. trijblii, Rhizobium sp. NGR 234 przez dodanie mikromolowych stężeń
homologicznego EPS na korzenie roślin przed zakażeniem (Gray i współaut.
1992, Skorupska i Król 1995). W przypadku nieinwazyjnych mutantów exo

R. meliloti do utworzenia zakażonych brodawek lucerny niezbędna jest cztero-

cukrowa, w pełni zmodyfikowana podjednostka bursztynyloglukanu (Battisti
i współaut. 1992). Brak grup bursztynianowych jest skorelowany z występowa
niem EPS tylko w formie wysokocząsteczkowej co sugeruje, że ich występowanie
jest istotne dla cięcia polimeru EPS na czterocukrowę, sygnalne podjednostki.
Te doświadczenia uprawniają do wniosku, że EPS lub jego pochodne, działajako
swoisty sygnał w tworzeniu i rozwoju nici infekcyjnych (lucerna) lub w uwalnia
niu bakteroidów z nici infekcyjnych (koniczyna). Podsumowując, można stwier
dzić, że synteza swoiście zmodyfikowanego EPS, o odpowiednim stopniu polime
ryzacji jest niezbędna do rozwoju wiążącej azot brodawki, aczkolwiek rodzaj
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strukturalnej modyfikacji egzopolisachaiydu oraz jego ciężar cząsteczkowy wy
magany dla efektywnej symbiozy niejest znany dla większości gatunków Rhizo-
bium.

Obserwacje ultrastrukturalne brodawek lucerny wykazują obecność w obrę
bie nici infekcyjnych elektrono-gęstego materiału, który przypuszczalnie jest
egzopolisachaiydem. Matriks zanika w miarę dojrzewania bakteroidów. Fuzja
genów biosyntezy EPS (exoY i exoF) z genem dla fosfatazy alkalicznej wykazała
aktywność promotorów exo tylko w strefie inwazji, tuż za merystemem brodawki
i zupełny brak aktywności transkrypcyjnej w strefie wiązania azotu przez
bakteroidy (Gray i współaut. 1992). Obok genów regulatorowych exo (exoR
i exoS), również geny plazmidowe odpowiedzialne za brodawkowanie — syrA,
syrM i nodD3 R. melilotinegatywnie kontrolują syntezę EPS (FiSHERi Long 1992).

Jedna z hipotez dotycząca roli EPS w symbiozie rizobiów z roślinami tworzą
cymi brodawki niezdeterminowane, częściowo tylko udokumentowana, mówi
o działaniu EPS jako supresora systemu obronnego rośliny. Analiza elektrono-

mikroskopowa pseudobrodawek indukowanych przez mutanta Exo R. meliloti
0540 wykazała nienormalne zgrubienie ścian komórkowych, wysyconych sub
stancjami fenolowymi i ulegającymi lignifikacji, podobnie jak obserwowano
w infekcji roślin patogenami grzybowymi (Niehaus i współaut. 1993). Zgrubienia
ścian komórek merystemu, jak również występowanie osmofilnych struktur
w tkance peryferyjnej brodawek indukowanych przez Exo' mutanty R. legumirto-
sarum bv. trifolii na koniczynie przypisuje się również reakcji obronnej rośliny
na zakażenie (Skorupska i współaut. 1995). W systemie symbiotycznym Brady-
rhizobiumjaponicum — soja [Glycine max), mutanty exoB, aczkolwiek induko
wały wiążące azot brodawki (zdeterminowane), powodowały znaczny spadek
zdolności konkurencyjnych szczepu. Wkrótce po infekcji można było obserwo
wać akumulację fitoaleksyn oraz znaczne zgrubienie ścian komórkowych pro
wadzące do zlokalizowanego obumierania komórek charakterystycznego dla

reakcji nadwrażliwości roślin broniących się przed infekcją patogenów (Parniske
i współaut. 1993, 1994).

W terminologii fitopatologicznej mutanty Exo~ R. meliloti są awirulentne,
mutanty R. legwninosarumbv. trifolii są albo awirulentne albo wykazują zredu
kowaną wirulencję podobnie jak mutanty Exo fitopatogennych bakterii, takich

jak Erwinia stewartii, E. amylouora, Xathomonas campestris i Pseudomonas
solartacearum (Coplin i Cook 1990). Opierając się na analogii do fitopatogennych
interakcji można postawić hipotezę, że EPS w interakcji rizobiów z roślinami

tworzącymi niezdetermonowany typ brodawki (a także prawdopodobnie typ
zdeterminowany) działa jak supresor reakcji obronnych rośliny, co ułatwia

zajście zgodnych interakcji — wyróżnicowania bakteroidów i redukcji azotu

atmosferycznego. Nadal nie jest znana molekularna natura receptora dla czą
steczki supresora reakcji obronnych rośliny. Hipotetycznym receptorem mogły
by być lektyny roślinne, których funkcja w symbiozie Jest dotychczas mało

poznana (Niehaus i współaut. 1993). Istnienie takiego receptora wymagałoby
rozważenia mechanizmu przekazywania sygnału w roślinie umożliwiającego
inwazję brodawki i rozwój bakteroidów.
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RHIZOBIUM EXOPOLYSACCHARIDES: THEIR ROLE IN SYMBIOSIS

WITH LEGUME PLANTS

Summary

The symbiosls between bacteria of the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium and

speclflc plants of the family Fabaceae plays an important role in the ecologlcal nitrogen balance in

naturę. The symbiosis between microsymbiont and legume is very specific and complex both on the
Chemical and on the genetic level. The plant — microbe interactions result in formation of a highly
organized structure called nodule, in which nitrogen fixatlon takes place. It is evident that in the

genus Rhizobium surface polysaccharides are involved in the infection proces and nodule develop-
ment on legume plants. Here we summarize recent data on Identification and analysis of the surface

polysaccharide genes of Rhizobium and their role in symbiosis wlth legumes.
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DZIESIĘCIOLECIA

WSTĘP

Kilkanaście lat temu upłynęła setna rocznica odkrycia w roślinach substan
cji, których obecność warunkuje wzrost, polarność i reakcje roślin na bodziec

środowiskowy. W roku 1880 Karol Darwin, znany dziś głównie z powodu
pionierskich prac nad teorią ewolucji, opublikował dzieło Thepower ofmouement
in plants, w którym opisał doświadczenia wykazujące, że usunięcie wierzchołka
wzrostu koleoptyla owsa powoduje zahamowanie wzrostu pozostałej części
koleoptyla i utratę zdolności do wyginania się pod wpływem niesymetrycznego
(bocznego) oświetlenia. Kontynuowanie tego rodzaju doświadczeń przez kilka

pokoleń następców Darwina, połączone z ich wzbogaceniem o nowe techniki
i podejścia eksperymentalne, doprowadziło w latach 30-tych naszego stulecia do

wyodrębnienia i otrzymania w czystej postaci pierwszego hormonu roślinnego,
auksyny, a następnie — do ustalenia jego struktury chemicznej jako kwasu
indolilo-3 -octowego.

Szybki rozwój nauk fizjologicznych i doskonalenie technik analitycznych
doprowadziły w ciągu następnego półwiecza do poznania szeregu grup substan
cji pełniących podobną rolę w roślinach. Na szczególne podkreślenie zasługuje
tutaj wprowadzenie metod chromatograficznych i instrumentalnej analizy stru
kturalnej. Wyniki tych badań pozwoliły również na wyróżnienie spośród sub
stancji uczestniczących w regulacji procesów wzrostowych i rozwojowych roślin

(zwanych ogólnie regulatorami wzrostu i rozwoju lub po prostu substancjami
wzrostowymi roślin) klasy hormonów roślinnych. Substancje należące do tej
klasy, zwane również fitohormonami, wyróżniają się (1) powszechnością wystę
powania w organizmach roślin, (2) występowaniem i aktywnością biologiczną
w niesłychanie niskich stężeniach oraz (3) często występującym rozdziałem

między miejscem produkcji substancji czynnej w roślinie i miejscemjej działania.
W latach 80-tych stan wiedzy o hormonach roślinnych przedstawiał się

następująco: poznano i uznano za hormony substancje należące do pięciu grup
związków biologicznie czynnych, które wyliczamy w kolejności ich odkrywania
i uznawania za hormony. Są to: auksyny (które głównie uczestniczą w regulacji
wzrostu wydłużeniowego komórek, ruchów roślin, powstawaniu korzeni i doj-
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rzewania owoców), gibereliny (regulacja wzrostu, spoczynku, kiełkowania na
sion, kwitnienia i zawiązywania owoców), cytokininy (regulacja podziałów ko
mórkowych, różnicowania komórek, spoczynku, transportu substancji organi
cznych w roślinie, starzenia), kwas abscysynowy (regulacja wzrostu, kiełkowa
nia, morfogenezy, spoczynku, opadania liści i owoców, starzenia). Najpóźniej
uznano za hormon etylen — prosty, gazowy związek organiczny, którego aktyw
ność biologiczna (regulacja wzrostu objętościowego komórek, dojrzewania owo
ców, starzenia) i powszechne występowanie znane były od dawna. W każdej
z tych grup (za wyjątkiem etylenu) występuje przynajmniej kilka, spokrewnio
nych strukturalnie, substancji czynnych. Rekordy bije pod tym względem grupa
giberelin; znanychjest ponad 80 substancji należących do tej grupy. Wydaje się,
że hormony biorą udział w regulacji wszystkich etapów rozwojowych rośliny od
kiełkowania nasion, przez wzrost wegetatywny, różnicowanie i organogenezę,
indukcję i powstawanie kwiatu, embriogenezę, owocowanie, dojrzewanie do
starzenia i śmierci. Regulacyjną rolę hormonów wykazano nie tylko obserwując
ich efekt na powstawanie i przebieg poszczególnych faz rozwojowych rośliny, ale
stwierdzono również ich udział w powstawaniu i rozwoju (dojrzewaniu) organelli
komórkowych, aktywacji enzymów, regulacji poziomu niektórych metabolitów,
a także regulacji ekspresji szeregu genów. Toteż jest uzasadnioną opinia, że

regulacja hormonalna zajmuje jedno z centralnych miejsc w całokształcie pro
cesów determinujących rozwój rośliny i jej reakcje (często przystosowawcze) na

bodźce pochodzące ze środowiska. Opinia tajest źródłem wzmożonego zaintere
sowania w ostatnich latach problematyką związaną z hormonami roślinnymi.

Do końca lat 70-tych poznano w wielu szczegółach drogi biosyntezy wszy
stkich hormonów, łącznie z większością enzymów uczestniczących w tych
drogach, a także powiązania dróg syntezy hormonów z innymi szlakami meta
bolicznymi. Podobnie, poznano drogi degradacji i inaktywacj i większości hormo
nów w komórce roślinnej.

W tym samym czasie wykazano zależność między stężeniem hormonu, ajego
efektem biologicznym. W pewnym zakresie stężeń zależność tajest linearna lub

wykładnicza. Poza tym zakresem, ale ciągle przy stężeniach fizjologicznych,
zależność staje się bardziej złożona. Efekt przestaje być proporcjonalny do

stężenia, a często występuje jego odwrócenie (np. hamowanie wzrostu przez
wysokie stężenia auksyny zamiast stymulacji obserwowanej przy niższych stę
żeniach). Ponadto, wielokrotnie wykazano, że ten sam proces lub zjawisko
znajduje się pod kontrolą więcej niż jednego hormonu, przy czym poszczególne
hormony mogą wywoływać efekty przeciwstawne, addytywne lub synergistyczne.
Mówimy więc o równowadze hormonalnej uczestniczącej w regulacji poszczegól
nych procesów, lub o kompleksie hormonalnym. Z drugiej strony, ten sam

hormon zazwyczaj uczestniczy w regulacji więcej niż jednego zjawiska lub

procesu zachodzącego w roślinie (efekt plejotropowy). Te obserwacje, jak również

często występująca zbieżność miejsc produkcji i działania hormonów roślinnych
stanowią o zasadniczej różnicy między nimi a hormonami zwierzęcymi.

Na tym tle oczywistymi powinny stać się pytania, które stawia sobie współ
czesna nauka o hormonach roślinnych. Zasadnicze pytania, do odpowiedzi na

które zmierzają badania prowadzone od kilkunastu lat, można sformułować

następująco:
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— Czy lista dotąd poznanych hormonówjest kompletna?
— Czy aktualne stężenie hormonu w tkance jest jedynym parametrem

decydującym o jego efekcie regulacyjnym?
— Jak odbywa się regulacja stężenia hormonu w miejscu jego działania?
— Na czym polega działanie hormonu? Jaki jest mechanizm tego działania?

Wyniki badań ostatnich lat nie przyniosły ostatecznej odpowiedzi na żadne
z tych pytań. Jednak w każdym przypadku znacznie ją przybliżyły. Toteż i my
spróbujemy przybliżyć tę problematykę cierpliwemu Czytelnikowi w dalszej
części tego opracowania.

Oczywiście, równolegle do prac zmierzających do odpowiedzi na powyższe
pytania, są kontynuowane badania nad hormonalną regulacją wzrostu, rozwoju
i różnicowania u roślin. Omawianie tych badań nie mieści się w ramach

niniejszego opracowania. Wydaje się jednak, że na zasygnalizowanie zasługuje
postęp w jednym z kierunków tych badań. Prace nad udziałem hormonów
w morfogenezie roślin prowadzone w latach 70-tych (np. Zajączkowski i współ-
aut. 1984) uzyskały nowy wymiar z chwilą stwierdzenia hormonalnej regulacji
orientacji mikrotubul kortykalnych, która określa sposób odkładania się mikro-

fibryl celulozowych w ścianie komórkowej. Z kolei orientacja mikrofibiyl deter
minuje kierunek wzrostu komórek, a tym samym kształt rośliny. Stwierdzono
w ostatnich latach udział nie tylko auksyn, ale także giberelin, cytokinin
i etylenu, a ostatnio również kwasu jasmonowego, w określaniu pozycji mikro
tubul, ich stabilności i asocjacji z plazmolemą (Shibaoka 1994), co inspiruje
dalsze badania (np. na poziomie molekularnym) w tym kierunku.

POSZUKIWANIA NOWYCH HORMONÓW

Jakjuż wspomniano, rozwój technik analitycznych umożliwiających identy
fikację, ustalenie struktury i oznaczanie ilościowe składników roślin występują
cych w stężeniach rzędu mikrograma na kilogram świeżej masy, decyduje
o postępie badań nad hormonami roślinnymi. Nie w tym opracowaniu jest
miejsce na omawianie współczesnych metod badawczych stosowanych w tych
badaniach. Niemniej wymienić należy Jako te, którym dzisiejsza nauka o hor
monach najwięcej zawdzięcza, obok szeregu metod chromatograficznych (łącznie
z HPLC — wysokorozdzielczą chromatografią cieczową), takie metody jak spe
ktrografia masowa sprzężona z chromatografią gazową (GC-MS) i jej udoskona
lenia (np. GC-MS/SIM — ilościowe monitorowanie wybranego jonu), a także

metody immunologiczne (Hedden 1993). Techniki te w znacznym stopniu wy
parły powszechnie stosowane poprzednio biologiczne metody identyfikacji i ilo
ściowego oznaczania hormonów, które obecnie stanowią narzędzie pomocnicze
i uzupełniające.

Równolegle do kiyteriów definiujących pojęcie hormonu roślinnego, wymie
nionych na początku tego opracowania, przyjęto trzy „kryteria metodyczne”
precyzujące rodzaje prób doświadczalnych, którym musi zostać poddana sub
stancja wykazująca aktywność biologiczną, występująca powszechnie i w „kata
litycznych” stężeniach, aby mogła być uznana za hormon. Dopiero wykazanie,
że: (1) występuje zależność (korelacja) między zmianami stężenia tej substancji

9 — Kosmos
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w roślinie i intensywnością badanego procesu fizjologicznego, (2) potraktowanie
(egzogennie) rośliny (lub jej fragmentu) tą substancją inicjuje ten proces lub

modyfikuje jego przebieg, (3) wywołanie zmiany endogennego stężenia (w rośli
nie) badanej substancji modyfikuje przebieg analizowanego procesu. Badanym
procesem może być, na przykład, wzrost, liczba kiełkujących nasion lub poja
wiających się pąków, ale także zmiana aktywności enzymu lub poziomu meta
bolitu. Modyfikacji endogennego stężenia kandydata do pozycji hormonu (kry
terium metodyczne 3) można dokonać na przykład stosując inhibitory syntezy,
transportu lub degradacji tej substancji. W ostatnich latach coraz szersze

zastosowanie w tym celu znajdują rośliny, pozbawione zdolności syntezy bada
nego związku lub o zmodyfikowanej wrażliwości na tę substancję. Rośliny takie

otrzymuje się bądź w wyniku mutacji i selekcji odpowiednich mutantów, bądź
na drodze inżynierii genetycznej wprowadzając lub eliminując w roślinach

transgenicznych geny odpowiedzialne za syntezę lub degradację kandydatów na

hormony, syntezę białek wiążących potencjalne hormony lub białek uczestni
czących w ich transporcie.

KWAS JASMONOWY

Wydaje się, że spośród licznych substancji czynnych biologicznie, opisywa
nych w ostatnich latach, w największym stopniu omawiane kryteria (zarówno te

stanowiące definicję hormonu roślinnego, jak i kryteria metodyczne) spełnia
kwas jasmonowy. Związek ten wyodrębniono po raz pierwszy jako składnik

olejku aromatycznego kwiatów jaśminu w początkach lat 60-tych (Demole
i współaut. 1962), zidentyfikowano następnie jako aktywną substancję wydzie
laną do podłoża w kulturach grzyba Lasiodiplodia theobromae, odpowiedzialną
za hamowanie wzrostu roślin (Aldridge i współaut. 1971). W latach 80-tych
stwierdzono występowanie kwasu jasmonowego praktycznie we wszystkich
badanych roślinach, opracowano specyficzne metody analityczne oraz poznano
większość funkcji fizjologicznych tej substancji (Sembdner i Parthier 1993,
Koda 1992).

Kwas jasmonowy jest prostym, dwunastowęglowym związkiem, pochodną
cyklopentanonu. Jego biosynteza jest związana z przemianami nienasyconych
kwasów tłuszczowych i jej przebieg poznany został w wielu szczegółach (Vick
i Zimmerman 1984). Równolegle do kwasu jasmonowego w roślinach występuje
jego ester metylowy — substancja lotna o podobnej do wolnego kwasu aktywno
ści biologicznej. Do tej samej grupy hormonów, zwanej jasmonidami, należy
kwas kukurbitowy, związek zbliżony strukturalnie i wykazujący podobną do
kwasu jasmonowego aktywność, a także jego ester metylowy i szereg stereoizo-
merów obu kwasów o żadnej lub nieznacznej aktywności biologicznej.

Kwas jasmonowy i/lub jego ester metylowy wykazują efekt biologiczny
podobny do kwasu abscysynowego. Tytułem przykładu wymienić można hamo
wanie wzrostu wydłużeniowego nadziemnych części roślin, hamowanie wzrostu

kalusa, stymulację starzenia (hamowanie oddychania i stymulacja proteolizy),
hamowanie fotosyntezy i aktywności niektórych enzymów chloroplastowych,
a także stymulację opadania liści. Z drugiej strony, obserwowano specyficzne
dla jasmonidów efekty, takie jak indukcję syntezy specyficznych białek (np.
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Wilen i współaut. 1991), czy udział w regulacji tuberyzacji (KODAi Kikuta 1991).
Ponadto stwierdzono antagonistyczne w stosunku do kwasu abscysynowego
działanie kwasu jasmonowego na kiełkowanie spoczynkowych nasion i na

aktywność i biosyntezę niektórych enzymów (np. Ranjan i Lewak 1995).

HORMON PRZYRANNY

Badania nad hormonem powstającym w wyniku mechanicznych uszkodzeń
tkanki roślinnej nie są właściwie poszukiwaniem nowego hormonu, ale weryfi
kacją dawnych danych z użyciem nowoczesnych narzędzi badawczych. Już
w 1921 roku Haberlandt opisał hormon przyranny (traumatyna, kwas trauma-

tynowy), a następnie struktura traumatyny została ustalonajako kwas trans-2-

dodecenedionowy (English i współaut. 1939). Kwas traumatynowy nie spełniał
wszystkich kryteriów stawianych hormonom roślinnym; nie wykrywano go we

wszystkich zranionych tkankach i nie we wszystkich badanych roślinach poda
nie traumatyny wywoływało charakterystyczną reakcję (wzmożenie podziałów
komórkowych, stymulacja opadania liści). Reakcja ta była znacznie wyraźniejsza
po podaniu nieoczyszczonego ekstraktu ze zranionych owoców.

Wyniki badań prowadzonych przez ZiMMERMANa (np. Zimmerman i Coudron

1979) wykazały, że traumatyna Haberlandtajest produktem nieenzymatycznego
utlenienia właściwego hormonu przyrannego — kwasu 12-okso-trans-10-dode-

cenowego. Stwierdzono, że związek ten powstaje z kwasu linolenowego (produktu
hydrolizy lipidów roślinnych), że w starszych tkankach występuje w nieaktywnej
postaci zestryfikowanej oraz, że występuje i Jest aktywny we wszystkich bada
nych roślinach. Pomimo niewielu, jak dotąd, prac nad „nowym” hormonem

przyrannym wydaje się, żejest on poważnym kandydatem do rodziny hormonów

roślinnych. Pozostaje pytanie, czy przejmie on nazwę „kwas traumatynowy”, czy
też nazwa ta pozostanie przy „starym” związku Haberlandta.

TRIAKONTANOL

Ten jednowodorotlenowy alkohol alifatyczny, o długim (trzydziestowęglo-
wym), nierozkrzewionym łańcuchu występuje powszechnie w niewielkich ilo
ściach jako składnik wosków roślinnych. Triakontanol wykryto i zidentyfikowa
no po raz pierwszy w liściach lucerny w roku 1933 (Chibnal i współaut. 1933),
a badania nad jego aktywnością jako regulatora wzrostu rozpoczęto w końcu lat

70-tych (Ries i współaut. 1977). Najlepiej poznanym efektem działania triakon-
tanolu, który wykazuje aktywność w stężeniach rzędu 10-8 M, jest stymulacja
wzrostu i zwiększanie suchej masy roślin (np. RlES i Wert 1977). Stąd też znalazł
on szerokie zastosowanie w przypadku niektórych upraw w USA a także w Chi
nach (Ries 1984). Tym niemniej, jest znane jego działanie regulacyjne w takich

procesach, Jak synteza chlorofilu, fotosynteza i fotooddychanie (Haugstad
i współaut. 1983) i kiełkowanie nasion (np. Lewak i Skowrońska 1982).

Z pewnościąjest zbyt wcześnie, aby uznać triakontanol za hormon roślinny.
Autor niniejszego opracowania nie spotkał się z doniesieniami dotyczącymi
poziomu endogennego triakontanolu (wewnątrzkomórkowego a nie zawartego
w woskach kutykuli), a tym bardziej dotyczącymi korelacji zmian tego poziomu
ze zmianami badanych procesów fizjologicznych. Brak takich danych nie pozwą-
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la na wykluczenie możliwości, że obserwowane efekty są skutkiem niefizjologicz-
nego działania triakontanolu. Z drugiej strony, dane dotyczące mechanizmów
działania tej substancji, jak na przykład doniesienia o aktywacji przez triakon-
tanol błonowej ATP-azy (Leśniak i współaut. 1989), lub o powstawaniu po
podaniu triakontanoluspecyficznegoelicitora(Ries iwspólaut. 1990, RlES 1991),
przemawiają za udziałem endogennego triakontanolu w regulacji wzrostu roślin.

CYJANOWODÓR

Występowanie w roślinach wolnego cyjanowodoru, gazowego, niskocząstecz-
kowego związku nieorganicznego, a także substancji rozkładających się w rośli
nie z wydzieleniem wolnego cyjanowodoru (związki cyjanogenne), jest znane od
niemal 200 lat (pierwsze doniesienie na ten temat — Schrader 1803). Zaintere
sowanie tymi substancjami było związane głównie z silnie toksycznym działa
niem cyjanowodoru na organiznmy zwierzęce; HCN jest inhibitorem wielu

metaloenzymów, w tym kluczowego enzymu oddechowego — oksydazy cytochro-
mowej. Odkrycie tak zwanej niewrażliwej na cyjanki drogi oddechowej (oddycha
nie alternatywne), funkcjonującej u roślin w wielu sytuacjach fizjologicznych,
oraz stwierdzenie stymulacji przez cyjanowodór takich procesów, jak kiełkowa
nie nasion czy redukcja azotanów (Dziewanowska 1983 a, b) zwróciło uwagę na

cyjanowodór jako substancję regulującą procesy fizjologiczne u roślin. Po
wszechność występowania tej substancji w roślinach (aczkolwiek często w stę
żeniach na granicy wykrywalności) oraz fakt, że HCNjest aktywny w stężeniach
rzędu 10“6 M stwarzają podstawy, aby uważać go za kandydata na nowy hormon

roślinny.
Cyjanowodór powstaje w roślinach nie tylko w wyniku hydrolizy cyjanoge-

nów. Powstaje on na przykład z glioksalanu i hydroksyloaminy, metabolitów

odpowiednio fotooddychania i szlaku redukcji azotanów. Ponadto, powstanie
cząsteczki HCN towarzyszy ostatnim etapom syntezy etylenu, uznanego hormo
nu roślinnego. Poznano enzymy katalizujące te reakcje, jak również poznano
w szczegółach drogi asymilacji cyjanowodoru, to znaczy drogi inaktywacji sub
stancji czynnej jako trucizna albo jako endogenny regulator. Ciekawym jest, że

enzymy szlaku asymilacji cyjanowodoru wykryto we wszystkich badanych orga
nizmach z organizmem człowieka włącznie. Niestety, ich efektywność w większo
ści organizmów jest niewystarczająca aby uchronić nas przed toksycznym
działaniem HCN. Natomiast u roślin, zwłaszcza cyjanogennych (zawierających
natywne cyjanogeny) zdolność do asymilacji cyjanowodoru jest wystarczająca,
aby utrzymać jego stężenie na nietoksycznym, regulacyjnym poziomie.

Dlaczego więc cyjanowodór nie został dotąd uznany za hormon roślinny?
Podstawową przyczynąjest ograniczona liczba danych dotyczącychjego funkcji
fizjologicznej. Poza regulacją oddychania i asymilacji (redukcji) azotanów wszy
stkie doniesienia dotyczą regulacji kiełkowania nasion i procesów z tym związa
nych. Wykazano obecność cyjanowodoru we wszystkich badanych nasionach,
jak również stymulujący wpływ HCN na kiełkowanie (np. Esashi i współaut.

1991). Stwierdzono również korelacje między poziomem endogennego HCN
a zdolnością nasion do kiełkowania (Dziewanowska i współaut. 1983, Bogatek
i współaut. 1991) oraz udział cyjanowodoru w regulacji aktywności enzymów
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katabolizmu cukrowców w kiełkujących nasionach (np. Bogatek i Lewak 1991).
Natomiast brak jest podobnych danych dotyczących, na przykład, regulacji
wzrostu, kwitnienia, dojrzewania.

Inną prawdopodobną przyczyną nieuznawania cyjanowodoru za hormon

roślinny jest bariera psychologiczna, podobna do tej, jaka przez wiele lat nie

pozwalała uznać za hormon etylenu. W odróżnieniu od wszystkich innych
hormonów (za wyjątkiem etylenu) cyjanowodór niejest substancją stałą i niejest
związkiem o wystarczająco złożonej budowie, aby wykazywać specyficzność
strukturalną. Ponadto jest on znaną, groźną trucizną. Nie jest łatwo zaakcepto
wać obcego w dobranym gronie.

FENOLOAMIDY

Jakjuż wspominano wcześniej, hormony roślinne stanowią grupę substancji
wzrostowych, spełniających pewne umowne kiyteria. Do roślinnych regulato
rów, które są aktywne (i występują) w znacznie wyższych stężeniach niż to

przyjęto dla hormonów, należą poliaminy (aminy biogenne). Najpowszechniej
występującymi przedstawicielami tej grupy są putrescyna (diamina), spermidy-
na (triamina) i spermina (tetraamina). Ich stężenie w roślinie dochodzi do 1 mM.

Spektrum aktywności fizjologicznej poliamin w roślinach w znacznym stopniu
pokrywa się z zakresem działania hormonów. Obserwacje wskazujące, że ich

poziom znacznie się zmienia pod wpływem takich czynników środowiskowych,
jak światło, temperatura i czynniki stresowe wywołały znaczne zainteresowanie

tymi substancjami w latach 80-tych. Niemniej, pomimo tendencji aby traktować

je podobnie jak „klasyczne” hormony roślinne (Galston i Sawhney 1990) wydaje
się, że nie ma do tego wystarczających podstaw.

Do podobnej grupy regulatorów należą fenole roślinne. Substancje te chara
kteryzują się olbrzymim zróżnicowaniem strukturalnym i pełnią bardzo różne
role w roślinach (od roli regulacyjnej do strukturalnej). Ich stężenia znacznie

przekraczają zakres przyjęty dla hormonów co, łącznie z ograniczonym (niekiedy
do jednego gatunku) rozpowszechnieniem w roślinach fenoli wykazujących
działanie regulacyjne, zdecydowanie nie pozwala ich traktować jako hormonów

roślinnych (np. Kefeli i Dashek 1984).
Na tym tle na specjalną uwagę zasługują fenoloamidy, substancje zawiera

jące elementy strukturalne zarówno amin biogennych, jak i fenoli i powstające
z tych związków. Fenoloamidy występują powszechnie w roślinach w stężeniach
nanomolarnych (podobniejak hormony) i zmiany ich zawartości są skorelowane
z takimi zjawiskami, jak odpowiedź na infekcje wirusowe, powstawanie i rozwój
kwiatów, określanie płci i tubeiyzacja (np. Martin-Tanguy 1985). Zróżnicowanie
strukturalne poznanych dotąd fenoloamidów jest bardzo duże. Jest ono wyni
kiem zróżnicowania struktury fenoli oraz faktu, że obok „typowych” poliamin
mogą wchodzić w ich skład aminy — produkty dekarboksyiacji aminokwasów,
jak na przykład tyramina (Negrel i Martin 1984). To zróżnicowanie strukturalne
odróżnia fenoloamidy od hormonów roślinnych; nawet w najliczniejszej grupie
giberelin wszyscy przedstawiciele charakteryzują się tym samym szkieletem

węglowym. Przeciwko uznaniu już teraz fenoloamidów za hormony przemawia
jednak przede wszystkim brak danych dotyczących efektów biologicznych feno-
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loamidów egzogennych oraz brak doświadczeń polegających na modyfikacji ich

endogennego poziomu.

SUBSTANCJE UCZESTNICZĄCE W REAKCJACH ODPORNOŚCIOWYCH ROŚLIN

Infekcja roślin przez patogeny aktywuje mechanizmy obronne prowadzące
do powstania różnego typu odporności. W powstawaniu odporności biorą udział

mniej, lub bardziej specyficzne substancje chemiczne (elicytory). Wydaje się, że

przynajmniej niektóre fenoloamidy mogą pełnić tę rolę. W ostatnich latach
stwierdzano wielokrotnie wzrost poziomu kwasu salicylowego (związek fenolowy)
i polipeptydu systeminy skorelowany z powstawaniem tak zwanej odporności
systemicznej roślin. Traktowanie kwasem salicylowym roślin nie porażonych
patogenem powodowało indukcję syntezy specyficznych białek powstających
w wyniku infekcji i zwiększało odporność tych roślin. Pomimo niskich stężeń
aktywnych tych substancji i powszechnego ich występowania w zainfekowanych
roślinach, nie wydaje się, aby można je było traktować jako kandydatów na

hormony roślinne. Co prawda wykazano wpływ egzogennego kwasu salicylowego
na indukcję kwitnienia i opóźnianie starzenia niektórych kwiatów (róże), hamo
wanie kiełkowania nasion niektórych gatunków, indukcję alternatywnej (cyja-
noodpornej) drogi oddechowej i ograniczanie transpiracji. Niemniej, oznaczenia
zmian poziomu endogennego kwasu salicylowego nie wydają się potwierdzać
udziału tego związku w regulacji tych procesów. Przekonywająco udowodnione

spektrum działania kwasu salicylowego jest ograniczone do jednego rodzaju
reakcji rośliny — idukcji systemicznej odporności na patogeny (Raskin 1992).
Wyniki doświadczeń z roślinami transgenicznymi pozbawionymi zdolności gro
madzenia tego związku (VERNOOIJ i współaut. 1994) przemawiają przeciw uzna
niu kwasu salicylowego za hormon roślinny i zdają się wskazywać na jego rolę
w łańcuchu transdukcji sygnału na terenie komórki.

HORMONY ZWIERZĘCE I ICH ANALOGI

Pomimo stwierdzania wielu istotnych różnic między naturą, budową chemi
czną i sposobem działania hormonów roślinnych i zwierzęcych, nauka o hormo
nach roślinnych od lat idzie tropem szybciej rozwijącej się (znacznie lepiej
finansowanej) nauki o hormonach zwierzęcych (endokrynologii). Jednym z prze

jawów tej tendencji są poszukiwania w roślinach substancji o budowie podobnej
lub identycznej do znanych hormonów zwierzęcych i badanie funkcji tych
związków w organizmie roślinnym. Wykiyto w roślinach hormony steroidowe,
prostaglandyny (Saniewski 1989) i acetylocholinę (Tretyn i współaut. 1988) oraz

stwierdzono zdolność tych substancji do udziału w regulacji niektórych proce
sów fizjologicznych, takichjak na przykład wzrost i rozwój generatywny, a także
w odpowiedzi roślin na bodźce środowiskowe. Stosunkowo wiele uwagi poświęca
się steroidom występującym u krzyżowych — brassinosterolom, wśród któiych
występują związki aktywne w nanomolarnych stężeniach uczestniczące w regu
lacji wzrostu i reakcjach tropicznych roślin (np. Sasse 1985). W świetle dotych
czasowych danych nie wydaje się, aby substancje te spełniały podstawowe
kryterium przyjęte dla hormonów roślinnych, to znaczy powszechność występo
wania. Obszerny artykuł przeglądowy na ten temat ukazał się niedawno na
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łamach Kosmosu (Czerpak 1993) i tam zainteresowany Czytelnik może znaleźć
wiele informacji szczegółowych.

CO DECYDUJE O STĘŻENIU HORMONU W KOMÓRCE ROŚLINNEJ?

Jak już wspomniano, wielokrotnie stwierdzano zależność między stężeniem
hormonu, którym traktowano roślinę, a wielkością odpowiedzi fizjologicznej.
Podobnie, wielokrotnie wykazywano korelacje między stężeniem hormonu
w tkance i intensywnością procesu regulowanego przez ten hormon. Niemniej,
zarówno możliwości techniczne traktowania hormonami pojedynczych komórek
w tkance, jak i określania stężenia hormonu w konkretnych komórkach, czy
grupach komórek, są ograniczone. Stąd niewielka znajomość tego, jak wygląda
regulacja hormonalna na poziomie komórki. Badania prowadzone na kulturach

komórkowych (np. Bouzayen i współaut. 1990) lub na protoplastach izolowa
nych z tkanek wykazujących charakterystyczną odpowiedź na konkretny hor
mon (np. komórki warstwy aleuronowej zbóż odpowiadające na giberelinę indu
kcją syntezy a-amylazy, Jacobsen i Knox 1973) dostarczają danych wycinko
wych. Podobnie, stosowanie przeciwciał do oznaczania dystrybucji hormonu
w tkance (a nawet na terenie komórki) dostarcza danych obarczonych błędem
metodycznym: przeciwciała najczęściej nie rozróżniają wolnych hormonów od

związanych, nieaktywnych ich form. Utrudnia to, jeśli nie uniemożliwia, inter
pretację takich danych. Stąd też nieliczne dane dotyczące poziomu hormonów
w komórkach roślinnych należy traktować jako dane wstępne lub przybliżone.

Jest rzeczą oczywistą, że o aktualnym poziomie hormonu w tkance (a także
w komórce) decyduje w znacznym stopniu równowaga między intensywnością
jego syntezy i degradacji. Innym, równolegle działającym mechanizmem jest
odwracalna inaktywacja hormonów; powstawanie nieczynnych połączeń hormo
nów z cukrami, aminokwasami i peptydami oraz z innymi związkami niskoczą-
steczkowymi. Powstające połączenia, tak zwane koniugaty hormonów, stanowią
rezerwową pulę nieaktywnego związku, z którego czynny hormon może być
uwolniony niewielkim kosztem metabolicznym. Równowaga między powstawa
niem koniugatów i ich rozpadem (najczęściej hydrolitycznym) jest drugim ze

sposobów ustalania poziomu hormonu w komórce. Wreszcie trzecim sposobem
—jest równowaga między intensywnością dopływu hormonu do komórki (tkan
ki) z innych tkanek i szybkością jego odpływu do innych obszarów rośliny
(równowaga transportu).

Aczkolwiek procesy syntezy i degradacji hormonów poznano w znacznym
stopniu w ubiegłych latach, ich regulacja pozostaje ciągle przedmiotem licznych
dociekań. W znacznie mniejszym stopniu poznano dotąd enzymy uczestniczące
w powstawaniu koniugatów, a na przykład próby wykrycia specyficznych gluko-
zydaz hydrolizujących glikozydy i/Iub estry glikozylowe giberelin nie zostały
uwieńczone powodzeniem (np. Schliemann 1986). Wydaje się, że dominującymi
trendami badań nad regulacją poziomu hormonów w roślinie, prowadzonych
w ostatnich latach, są: (1) śledzenie mechanizmów powodujących zmiany pozio
mu hormonów w wyniku działania czynników środowiska takich jak światło,
stosunki wodne, zmiany temperatury, infekcje patogenów i inne warunki stre-



610 Stanisław Lewak

sowę, oraz (2) badanie regulacji biosyntezy i degradacji hormonów przez inne

hormony. Udział hormonów w reakcji roślin na stresowe czynniki środowiska

jest przedmiotem innego, interesującego opracowania w tym zeszycie Kosmosu

(Kacperska 1995). Regulacja biosyntezy etylenu przez auksynę należy do najle
piej poznanych przykładów oddziaływania jednego hormonu na powstawanie
innego (np. Kende 1993), niemniej mechanizm wielu z obserwowanych (i wcześ
niej wspomnianych) nieaddytywnych (synergistycznych) efektów kilku hormo
nów podanych łączniejest interpretowanyjako wynik regulacji poziomujednego
hormonu przez inny (np. Dermastsa i współaut. 1994).

Hormony przemieszczają się w roślinie zarówno w ksylemie, Jak i we floemie.
Z dróg tych korzystają zapewne w znacznie mniejszym stopniu etylen i ester

metylowy kwasujasmonowego (oraz cyjanowodór), którejako substancje gazowe
i niepolarne przemieszczają się na drodze dyfuzji przez błony komórkowe. Jedną
z osobliwości przemieszczania się hormonów w rośliniejest tak zwany transport
polarny, który wykazano w sposób nie budzący wątpliwościjedynie w przypadku
auksyn. Transport ten zachodzi w sposób ukierunkowany bazypetalnie (w kie
runku fizjologicznej podstawy rośliny), jest niezależny od przemieszczania się
hormonu w naczyniach i wymaga nakładu energii metabolicznej. Transport
polarny odgrywa zasadniczą rolę w determinacji polarności organizmu i Jego
skoordynowanego, harmonijnego rozwoju. Jego mechanizm polega na niesyme
trycznym występowaniu na błonie komórkowej białek nośnikowych, umożliwia
jących przenoszenie zjonizowanej auksyny z cytoplazmy do apoplastu (Hertel

1983). Wyizolowano białka wiążące auksynę, wykazano, że ich zdolność do

wiązania hormonu jest blokowana przez specyficzne inhibitory polarnego trans
portu auksyny, poznano stukturę tych białek, a także zlokalizowanoje (stosując
przeciwciała monoklonalne) w bazalnej części komórek (Jacobs i Short 1986).
Ta ostatnia obserwacja stanowi potwierdzenie udziału tych białek w polarnym
transporcie auksyny.

O kierunku translokacji decyduje miejsce produkcji hormonu, a w jeszcze
większym stopniu lokalizacja i właściwości komórek (tkanek) docelowych, w któ
rych hormony wykonują swoje zadanie. Gdy intensywność degradacji, koniuga
cji i eksportu hormonu z komórki jest niewielka następuje wzrostjego stężenia
(gromadzenie się hormonu). Mówimy wtedy o „sekwestracji” hormonu w komór
ce. Gdy komórka taka jest zdolna do fizjologicznej odpowiedzi na zwiększone
stężenie hormonu — mówimy o komórce „kompetentnej”. Wspomniano już
wcześniej, że ten sam hormon może wywoływać różne odpowiedzi zależnie od

tkanki, w której działa i zależnie od sytuacji fizjologiczhej. Stan fizjologiczny
komórki wyrażający się zdolnością do konkretnej odpowiedzi na dany hormon

nazywamy „kompetencją” tej komórki. Zdolność do sekwestracji hormonu w ko
mórkach o wysokiej kompetencji w stosunku do tego hormonu jest warunkiem

pełnienia przez tę komórkę roli „komórki docelowej” (ang. target celi), to znaczy
komórki odpowiadającej w sposób specyficzny na sygnał hormonalny. Jak dotąd
poznano i scharakteryzowano niewiele takich komórek docelowych w roślinach.
Do zbadanych najbardziej szczegółowo należą: komórki warstwy aleuronowej
ziarniaków zbóż syntetyzujące a-amylazę w odpowiedzi na giberelinę (np. Jacob-
SEN i Knox 1973), komórki strefy odcinającej liści, produkujące celulazę pod
wpływem etylenu (Del Campillo i współaut. 1990) i komórki szparkowe reagu-
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jące na kwas abscysynowy (MacRobie 1991). Wykazanie obecności kompeten
tnych komórek docelowych stanowi odpowiedź na jedno z pytań postawionych
we wstępie do niniejszego opracowania; aktualne stężenie hormonu nie jest
jedynym parametrem decydującym o jego efekcie. Innym, równie ważnym para
metrem, jest kompetencja komórek. Problemy zarówno teoretyczne, jak i meto
dyczne, związane z mechanizmami powstawania kompetencji komórek ze zmia
nami kompetencji w trakcie rozwoju rośliny i ich znaczeniem biologicznym
zajmują ciągle ważne miejsce we współczesnych badaniach nad hormonami (np.
Trewavas 1991, Bradford i Trewavas 1994).

RECEPTORY HORMONÓW

Kompetentne, docelowe komórki roślinne muszą być zdolne do odróżniania

cząsteczki hormonu od setek tysięcy docierających do nich innych związków
chemicznych. Rozpoznawanie naturalnych hormonów musi być na tyle precy
zyjne, aby odróżnićje od syntetycznych analogów o nieznacznie zmodyfikowanej
strukturze, a także od nieaktywnych, związanych form hormonów (koniugatów).
Do ta.k precyzyjnego molekularnego rozpoznawania substancji niskocząsteczko-
wych są zdolne białka i stąd koncepcja białkowych receptorów hormonów

roślinnych. Zgodnie z tą koncepcją, hormon docierający do kompetentnej ko
mórki natrafia na jej powierzchni na specyficzne białko, z którym wiąże się
w kompleks za pomocą odwracalnego wiązania niekowalencyjnego. Białko re
ceptorowe nabywa aktywność biologiczną w wyniku związania się z hormonem,
to znaczy inicjuje ciąg zdarzeń prowadzący do odpowiedzi fizjologicznej.

Koncepcja receptorów hormonów w sposób oczywisty wyjaśnia różnice we

wrażliwości różnych tkanek na hormon i zmiany wrażliwości tej tkanki w czasie

ontogenezy; komórki tych tkanek zawierają różne ilości białka receptorowego.
Koncepcja ta tłumaczy także kompetencję komórek; zależy ona od zdolności do

sekwestracji hormonu i od ilości specyficznego receptora. Zakładając, że ten sam

hormon może tworzyć aktywne kompleksy z różnymi receptorami i w ten sposób
inicjować ciąg zdarzeń prowadzących do różnych odpowiedzi, wyjaśnia plejotro-
pizm działania hormonów roślinnych. Wreszcie można przyjąć, że jedna cząste
czka białka receptorowego posiada dwa (lub więcej) miejsca aktywne, zdolne do

wiązania różnych hormonów, podobniejak ma to miejsce w przypadku enzymów
allosteiycznych. Tłumaczyłoby to często obserwowane współdziałanie różnych
hormonów w regulacji tego samego procesu.

Omawianą koncepcję potwierdzono w ostatnich latach w wyniku szeregu
doświadczeń opartych głównie na badaniu zdolności wiązania hormonów (zna
kowanych radioizotopami) przez tkanki roślinne, izolowane komórki, frakcje
komórkowe i indywidualne białka. Wiązanie takie powinno spełniać następujące
warunki, aby mogło być przypisane receptorowi w sensie omawianej koncepcji:
musi ono być: (1) odwracalne, (2) o wysokim powinowactwie do hormonu

występującego w bardzo niskim stężeniu, (3) wysycane przy podobnym stężeniu
hormonu jak odpowiedź fizjologiczna, (4) specyficzne w stosunku do hormonów

tej samej grupy i ich aktywnych analogów, (5) ograniczone do tkanek kompeten
tnych w stosunku do badanego hormonu i (6) związane ze specyficzną odpowie-
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dzią rośliny na hormon. W wyniku tych badań wyizolowano i scharakteryzowano
szereg białek spełniających większość powyższych kryteriów. Najtrudniej jest
spełnić kluczowe, ostatnie z wymienionych kryteriów, które jest właściwie

wykazaniem aktywności biologicznej kompleksu hormon — receptor.

RECEPTORY AUKSYN

Najlepiej poznanymi receptorami hormonów roślinnych są białka wiążące
auksynę (Jones 1994). Z pędów kukurydzy wyodrębniono szereg takich białek

(zwanych ABP — auxin binding proteins), które spełniały pierwszych pięć
wymienionych wyżej kryteriów. Jednym z tych białek okazał się nośnik auksyny
uczestniczący wjej polarnym transporcie, omówiony poprzednio. Natomiast dwa

następne, dobrze scharakteryzowane ABP wydają się pełnić rolę receptorów
odpowiedzialnych za odpowiedzi wzrostowe rośliny. Oba te białka wykazują
znaczne podobieństwo chemiczne i immunologiczne, różniąc się nieco specyfi
cznością wiązania auksyn. Na terenie komórki są one związane z retikulum

endoplazmatycznym oraz plazmolemą i, być może, z tonoplastem. Pewne wąt
pliwości budzi rola biologiczna ABP związanego z błonami retikulum endopla-
zmatycznego; od receptora hormonu oczekuje się bowiem lokalizacji na zewnę
trznej stronie błony komórkowej. Wydaj e się, że właściwą rolę receptora auksyny
pełni ABP plazmolemy, podczas gdy ABP związany z retikulum jestjego prekur
sorem nieaktywnym in situ. Występowanie podobnych ABP wykazano u innych
roślin (np. u tytoniu — Libbenga i Mennes 1987), aczkolwiek ich badania są
zaawansowane w mniejszym stopniu.

Receptor auksyny wyizolowany z kukurydzyjest dimerem o masie 40-45 KD,
zbudowanym z dwóch identycznych 20-22 KD podjednostek. Otrzymano mono-

klonalne przeciwciała w stosunku do tych podjednostek i posługując się nimi

wyselekcjonowano z biblioteki cDNA siewek kukurydzy cDNA dla ABP, który
następnie sklonowano i zsekwencjonowano. Homologiczne sekwencje DNA zna
leziono w genomie tytoniu, Arabidopsis thaliana i truskawki, co pozwoliło
następnie na zlokalizowanie genów kodujących ABP na poszczególnych chromo
somach tych roślin. Ustalono również w szczegółach strukturę polipeptydu ABP,
która wykazuje znaczne podobieństwo u wszystkich badanych roślin jedno-
i dwuliściennych (Jones 1994).

Wykazano znaczną zgodność rozmieszczenia receptora auksyny w tkankach
z ich wrażliwością na ten hormon. Stwierdzono na przykład, że wzrost apikal-
nych segmentów koleoptyli owsa jest silniej stymulowany przez auksynę niż
wzrost części bazalnych wykazującjednocześnie, że części wierzchołkowe zawie
rają znacznie więcej ABP (oznaczonego immunologicznie) niż części bazalne.

Wydaje się, że najbardziej przekonującą wskazówką, że ABP jest rzeczywiście
funkcjonalnym receptorem auksyny, jest obserwacja, że zablokowanie ABP
w koleoptylach kukurydzy przez podanie specyficznych przeciwciał hamuje
wzrost indukowany przez auksynę (Roberts i HOOLEY 1988). Również pośred
nich dowodów dostarczają wyniki szeroko zakrojonych badań nad udziałem ABP
w powstawaniu indukowanej przez auksynę polaryzacji błon (np. Barbier-Bo-

rygoo i współaut. 1991). Pomimo intensywnych badań ostatnich lat, prowadzo
nych również z użyciem mutantów (Reid 1993), brakuje bezpośrednich dowodów
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na pełnienie przez kompleks ABP-auksyna roli biologicznej (kryterium 6 z wy
mienionych na początku tej części artykułu).

RECEPTORY GIBERELIN

Receptory innych hormonów roślinnych poznano w niewielkim stopniu.
Wykazano obecność miejsc receptorowych giberelin w kilku tkankach wyróżnia
jących się jednoznaczną odpowiedzią na ten hormon (np. hypokotyle ogórka,
międzywężla grochu, komórki aleuronowe Jęczmienia, Stoddart 1986). Wobec

antagonistycznego działania giberelin i kwasu abscysynowego na indukcję
syntezy szeregu enzymów hydrolitycznych w tkance aleuronowej ziarniaków
zbóż na uwagę zasługuje obserwacja, że wiązanie gibereliny przez potencjalne
receptory zlokalizowane w plazmolemie ulega hamowaniu przez kwas abscysy-
nowy (Nolan i Ho 1988, atakże Skriver i współaut. 1991). Otrzymanie mutantów

niewrażliwych na giberelinę dostarczyło w ostatnich latach dodatkowych, acz
kolwiek pośrednich, dowodów na występowanie specyficznych receptorów tego
hormonu. Mutanty takie otrzymano dla szeregu roślin, w tym pszenicy, kuku
rydzy, grochu i Arabidopsis (Srivastawa i SECHLEy 1991). Są one zdolne do

syntezy gibereliny, ale nie zachdzą w nich typowe procesy regulowane przez ten

hormon, takie jak wzrost (rośliny karłowate) i synteza a-amylazy, nawet po
podaniu egzogennej gibereliny. W przypadkach, gdy mutacja dotyczy jednego
genu (np. mutant D8 kukurydzy lub mutant Rht3 pszenicy) sugeruje się, że

dotyczy ona genu kodującego białko receptorowe, nie wykluczając jednak na

razie innych możliwości (np. gen kodujący syntezę antagonisty giberelin, bloku
jącego właściwy receptor).

RECEPTORY CYTOKININ

Również badania nad receptorami cytokinin znajdują się w fazie początkowej.
Na początku lat 80-tych wyizolowano z zarodków pszenicy białko o wysokim
powinowactwie do cytokinin, dla którego określono strukturę i zidentyfikowano
kodujący je gen (Erion i Fox 1981). Okazało się jednak, że występowanie tego
białkajest ograniczone do tkanek zapasowych, a ponadto, że jest ono niesłycha
nie podobne do białek zapasowych nasion, co oczywiście uniemożliwiło trakto
wanie go jako potencjalnego, funkcjonalnego receptora cytokinin. Spośród
późniejszych badań zmierzających do identyfikacji receptorów cytokinin wymie
nić można izolację z liści tytoniu białka specyficznie wiążącego substancje
o aktywności cytokinin (Mamotani i Tsuji 1992). Kinetyka wiązania cytokinin
przez to białko, dla którego określono masę cząsteczkową na 31 KDa, jest
podobna do kinetyki wiązania hormonów przez receptory, niemniej brak jest
innych dowodów świadczących o jego roli fizjologicznej jako receptora cytokinin.
Nie uzyskano dotąd mutantów niewrażliwych na cytokininy, u których możnaby
się spodziewać zablokowania syntezy receptora.

RECEPTORY KWASU ABSCYSYNOWEGO

Podobnie jak w przypadku giberelin, badania nad mutantami dostarczyły
argumentów za występowaniem receptorów kwasu abscysynowego. Niewrażliwe
na ten hormon mutanty Arabidopsis thaliana są zdolne do wzrostu w obecności
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kwasu abscysynowego w stężeniach hamujących wzrost szczepu dzikiego, wy
kazują zaburzenia gospodarki wodnej, spoczynku nasion i innych typowych
odpowiedzi na ten hormon. Jest wysoce prawdopodobne, że mutacja dotyczy
genu specyficznego receptora kwasu abscysynowego (Reid 1993). Innych dowo
dów, wskazujących pośrednio na obecność specyficznych receptorów kwasu

abscysynowego dostarczyły wcześniejsze doświadczenia nad wiązaniem hormo
nu przez protoplasty komórek szparkowych, które są dla niego komórkami

docelowymi (Hornberg i Weiler 1984).

RECEPTORY ETYLENU

Również w przypadku etylenu dotychczasowe dane wskazująjedynie w spo
sób pośredni na obecność specyficznych receptorów tego hormonu. Pomimo, że

w wielu tkankach roślinnych wykazano zdolność do wiązania etylenu, to tylko
z liścieni Phaseolus uulgaris i P. aureus wyodrębniono i zidentyfikowano białko
o wysokim powinowactwie do tego hormonu (Hall 1986). Białko to, o masie
50-60 KD, wiązało etylen ze stosunkowo niewielką szybkością i kinetyka wiąza
nia odbiegała od typowej kinetyki oddziaływania hormonu z receptorem, co może

być wynikiem lotności etylenu. Ponadto wykazano, że na terenie komórki białko
to jest związane z retikulum endoplazmatycznym i ciałkami białkowymi. Nie

powinno to jednak utrudniać pełnienia przez nie roli receptora, gdyż etylen
dyfunduje swobodnie przez błony. Badania nad niewrażliwymi na etylen mutan
tami Arabidopsis doprowadziły do identyfikacji mutanta ETR1, który najpra
wdopodobniej utracił zdolność do syntezy receptora tego hormonu (Bowler
i Chua 1994). Zmutowane rośliny mają znacznie niższą zdolność do wiązania
etylenu niż szczep dziki i wykazują zaburzenia we wzroście i morfologii hypoko-
tyla. Zidentyfikowano, zsekwencjonowano i scharakteryzowano gen etrl,
a w wydedukowanej strukturze białka receptora wyróżniono domeny funkcjo
nalne, odpowiedzialne za wiązanie etylenu (domena N-terminalna) i za przeka
zywanie sygnału na system wtórnych przekaźników (domena C-terminalna).
Podobne badania nad niewrażliwymi na etylen mutantami są prowadzone także
na innych roślinach (np. na pomidorze, Lanahan i współaut. 1994).

Intensywność i zakres prac zmierzających do poznania funkcjonalnych
receptorów hormonów roślinnych, prowadzonych w ostatnich latach, pozwalają
sądzić, że niedługo przyjdzie czekać na ich jednoznaczne wyniki. Wydaje się, że

zastosowanie technik inżynierii genetycznej (uzyskanie roślin transgenicznych
zawierających poznane receptory lub ich pozbawione) pozwoli na precyzyjne
określenie ich funkcji fizjologicznych.

MECHANIZM DZIAŁANIA HORMONÓW ROŚLINNYCH

Powstanie kompleksu hormonu z jego specyficznym receptorem jest pier
wszym zdarzeniem warunkującym odpowiedź na ten hormon. Badanie kinetyki
tej odpowiedzi pozwoliło na wyróżnienie tak zwanych odpowiedzi szybkich,
rozpoczynających się po kilku lub kilkunastu minutach od podania hormonu
i odpowiedzi powolnych, których realizacja następuje po wyraźnie dłuższym
czasie, mierzonym w dziesiątkach minut lub w godzinach. W odpowiedziach
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szybkich kompleks hormon-receptor uczestniczy bezpośrednio, lub niemal bez
pośrednio, w realizacji regulowanego procesu. Natomiast w odpowiedziach
powolnych (długoterminowych) powstanie tego kompleksu inicjuje funkcjono
wanie łańcucha transdukcji sygnału, który prowadzi do modyfikacji selektywnej
ekspresji genów kodujących białka uczestniczące w realizacji procesu fizjologi
cznego.

HORMONALNA REGULACJA TRANSPORTU JONÓW

Szybkie odpowiedzi rozpoczynają się natychmiast, gdy hormon dotrze do
komórki docelowej i zwiąże się z receptorem. Ten tak krótki okres między
podaniem hormonu, a początkiem odpowiedzi wyklucza udział szeregu przemian
metabolicznych i skomplikowanego łańcucha transdukcji. Szybkie odpowiedzi
są wynikiem zmian konformacyjnych receptora, wywołanych przez hormon, lub
zmian w bezpośrednim otoczeniu cząsteczki receptora (najczęściej w plazmole-
mie). Do najlepiej poznanych odpowiedzi tego typu należy hormonalna regulacja
przemieszczania się Jonów przez błony, niemniej na przykład aktywacja (lub
dezaktywacja) białek enzymatycznych przez hormony również mieści się w tej
kategorii.

W ostatnim dwudziestoleciu ukazało sie kilkadziesiąt prac, często kontro
wersyjnych (np. Kutschera 1994), na temat tak zwanego wzrostu kwasowego.
Nowe dane doświadczalne potwierdziły jednoznacznie, że indukowany przez
auksynę wzrost objętościowy komórki polega na aktywowaniu przez ten hormon

pompy zlokalizowanej w plazmolemie, która wykorzystuje energię metaboliczną
(ATP) do przemieszczaniajonów wodorowych (protonów) z komórki do apoplastu,
powodując zakwaszenie ściany komórkowej (np. Rayle i Cleland 1992). Mecha
nizm ten jest wspomagany przez indukowaną (również przy udziale auksyny)
egzocytozę pęcherzyków o kwaśnej zawartości (Hager i współaut. 1991). Zakwa
szenie ściany komórkowej powoduje rozluźnienie Jej struktury (m.ln. rozerwanie

wiązań wodorowych), zmniejszenie ciśnienia turgorowego i wzrost komórki.

Innym, intensywnie badanym w ostatnich latach, rodzajem szybkich odpo
wiedzi na hormony jest indukowany przez kwas abscysynowy wypływ jonów
potasowych z komórek szparkowych w warunkach suszy. Proces ten stanowi
element mechanizmu ruchu szparek i został bardziej szczegółowo omówiony
w równoległym opracowaniu w tym samym zeszycie Kosmosu (Kacperska 1995).

HORMONALNA REGULACJA SELEKTYWNEJ EKSPRESJI GENÓW

Podstawową drogą, na której przebiegają powolne odpowiedzi na hormon,
jest modyfikacja poziomu specyficznych białek komórkowych. Może ona być
wynikiem indukcji lub zablokowania syntezy tych białek (na etapie transkiypcji,
translacji lub posttranslacyjnego przekształcania cząsteczki), lub też zmian

intensywności ich degradacji (całkowita lub ograniczona proteoliza). W ostatnich
latach najwięcej uwagi poświęcono mechanizmom regulacji hormonalnej proce
su transkrypcji. Jest to, bez wątpienia, wynikiem zarówno roli, jaką pełnią
specyficzne białka komórkowe we wzroście i różnicowaniu, jak i burzliwego
rozwoju w tym czasie metod biologii molekularnej. Skoncentrowanie badań
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w tym kierunku odsunąło w cień dawniejsze koncepcje tłumaczące mechanizm
działania hormonów Jako aktywność enzymatyczną kompleksu hormon-recep-
tor, lub jako modyfikację przez hormony struktury i właściwości błon i białek

enzymatycznych (np. aktywności zależnej od DNA polimerazy RNA). Niemniej,
wyniki tych badań nie zdeaktualizowały całkowicie tych dawniejszych koncepcji.

Porównanie składu białek roślin traktowanych hormonem i roślin kontrol
nych, a zwłaszcza porównanie włączania 14C aminokwasów do białek takich

roślin wskazuje, że regulacja hormonalna dotyczy ułamka procentu wszystkich
białek. Na przykład wśród około 40000 rozróżnionych elektroforetycznie białek,
występujących w hypokotylach soi, tylko kilkanaście pojawia się, lub zanika
w roślinach traktowanych auksyną (Zurfluh i Guilfoyle 1980). Podobne wyniki
uzyskano rozdzielając elektroforetycznie zdolny do translacji mRNA z roślin

traktowanych (lub nie) auksyną lub etylenem (Zurfluh i Guilfoyle 1982).
Świadczy to o bardzo precyzyjnym sposobie tej regulacji. Przypisanie poszcze
gólnym indukowanym lub reprymowanym przez hormon białkom konkretnych
funkcji fizjologicznych natrafia na poważne trudności. Stosunkowo łatwo jest
wnioskować o tej funkcji, jeśli uda się wykazać aktywność enzymatyczną białka,
jak ma to miejsce, na przykład, w przypadku indukowanej przez auksynę syntezy
celulazy w epikotylach grochu lub indukowanej przez giberelinę syntezy a-amy-
lazy w ziarniakach zbóż (np. Huang i współaut. 1993). Natomiast w innych
sytuacjach wnioskowanie jest oparte na korelacjach między lokalizacją białka
w tkance i jej wrażliwością na hormon: na przykład indukowane przez auksynę
białka występują głównie w intensywnie rosnących częściach hypokotyla soi, co

pozwala postulować ich udział w mechanizmach wzrostu. Innym rodzajem
korelacji Jest stwierdzenie, że zmiany w ekspresji konkretnych genów, zachodzą
ce pod wpływem bodźca środowiskowego, są identyczne ze zmianami powodo
wanymi przez hormon. Na przykład indukowane przez suszę niektóre białka
siewek są identyczne z białkami indukowanymi w nasionach przez kwas abscy-
synowy podczas późnej embriogenezy, co sugeruje ich udział w powstawaniu
tolerancji na dehydratację (np. Finchsavage i współaut. 1994). W przypadku
zidentyfikowania i zsekwencjonowania genu, którego ekspresjajest regulowana
przez hormon, informacji o roli biologicznej produktu tego genu może dostarczyć
porównanie Jego sekwencji ze znanymi sekwencjami funkcjonalnych genów
innych organizmów i stwierdzenie homologii (szereg przykładów znajdzie Czytel
nik w pracy przeglądowej Chandler i Robertson 1994). Potwierdzeniem tak

zdobytych informacji będzie jednak dopiero sklonowanie genu, otrzymanie jego
produktu w systemie in uitro i wykazanie funkcji fizjologicznej syntetycznego
białka.

Skutkiem powstania kompleksu hormonu z receptorem jest uruchomienie
łańcucha transdukcji sygnału, to znaczy przekazanie informacji z plazmolemy
(lokalizacja receptora) do jądra komórkowego (lokalizacja genu). Funkcjonowa
nie łańcucha transdukcji umożliwia równocześnie amplifikację (wzmocnienie)
tej informacji. Roślinne łańcuchy transdukcji sygnału (kaskady informacyjne)
są podobne do tych, Jakie funkcjonują w organizmach zwierzęcych. Uczestniczą
w nich tak zwane białka G, jony wapniowe, fosforany inozytolu, diacyloglicerole
i szereg innych tak zwanych wtórnych przekaźników sygnału. Są one urucha
miane nie tylko przez hormony ale także w wyniku działania innych nośników
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informacji (światło, infekcja patogenu, inne czynniki stresowe). Łańcuchy trans-

dukcji sygnału przedstawiano wielokrotnie w ostatnich latach w artykułach
przeglądowych, również na łamach Kosmosu (np. Barańska 1993, Bush 1993,
Cote i Crain 1993, Drobak 1993, Nowak 1988, Verhey i lomax 1993), toteż

pominiemy ich szczegółowe omawianie w tym opracowaniu.
Pierwszym ogniwem łańcucha transdukcji sygnału jest powstanie komple

ksu hormon-receptor białkowy. Ostatnim elementem łańcucha, bezpośrednio
uczestniczącym w aktywacji (lub dezaktywacji) genu, jest białkowy czynnik
regulujący proces trankrypcji konkretnego odcinka DNA (działający w sposób
trans). Aktywacja tego czynnikajest wynikiem fosforylacji, lub defosfoiylacji już
istniejących białek, na skutek aktywacji odpowiednich kinaz białkowych lub/i
fosfataz przez końcowe ogniwa łańcucha transdukcji sygnału, co przedstawiono
schematycznie na iysunku 1. Pojawienie się aktywnego czynnika transkiypcyj-
nego może także być wynikiem bardziej złożonych procesów, jak na przykład

Hormon Receptor

CAAT

P

Gen (DNA)
/ t

pre-mRNA ■—l ■-------

TATAA

mRNA

poliA

ł
białko H2N----------------COOH

/

/
Odpowiedź
szybka

fosfolipaza,
kinaza

białkowa,
fosfataza

System
wtórnych
przekaźników

I
I
i

Odpowiedź
długoterminowa

V

i

Rys. 1. Podstawowe drogi działania hormonów. Utworzenie kompleksu hormon-receptor
jest warunkiem uruchomienia różnych mechanizmów. Regulacja transkiypcji jest naj
częściej badanym mechanizmem kontroli selektywnej ekspresji genu. P — promotor,
w regionie którego znajduje się sekwencja nukleotydów, warunkująca odpowież na

efektor (czynnik transkrypcyjny), powstający w wyniku uruchomienia przez hormon
łańcucha transdukcji sygnału.
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agregacja już istniejących, nieczynnych białek, lub indukcja syntezy białka —

czynnika transkiypcyjnego.
Badanie czynników trans-działających na transkrypcję genów, uczestniczą

cych w fizjologicznej odpowiedzi na hormon roślinny, stało się możliwe dzięki
poznaniu w strukturze tych genów sekwencji nukleotydów odbierających infor
mację docierającą w postaci zależnych od hormonów czynników transkiypcyj-
nych. Sekwencje te, (elementy działające cis) najczęściej sąsiadują z regionem
promotorowym genu (rys. 1), lecz mogą także znajdować się w pobliżu krańca 3’

kodującego odcinka DNA. Ich aktywacja prowadzi do indukcji, wzmocnienia

(enhancer), lub wygaszenia (silencer) transkrypcji genu.
Sekwencje nukleotydów uczestniczące w hormonalnej regulacji ekspresji

szeregu genów (elementy działające cis) poznano między innymi u zbóż, tytoniu,
Brassica i Arabidopsis thaliana. Element warunkujący odpowiedź na kwas

abscysynowy (ABRE — abscisic acid response element) zawiera minimum 11

nukleotydów i towarzyszy promotorom kiku poznanych genów kodujących
białka indukowane przez ten hormon (Guiltinan i współaut. 1990, Skriver

iwspółaut. 1991, Baker i współaut. 1994). Podobnie, sekwencja odpowiedzialna
za reakcję na etylen (ERE — ethylene-responsive element) w genach P-l,3-glu-
kanazy i chitynazy tytoniu składa się z 11 par zasad (Ohme-Takagi i Shinshi

1995), różni się ona jednak od ERE genów innych białek w innych roślinach.
Natomiast element warunkujący odpowiedź na giberelinę (GARE — gibberellic
acid response element) wjednym z genów u-amylazy (Amy32b) zawiera zaledwie
6 nukleotydów (Sutliff i współaut. 1993, Rogers i współaut. 1994). Wydaje się
zaskakująca ta stosunkowo prosta struktura cis-elementów odpowiedzialnych
za hormonalną regulację ekspresji genów.

Obecność zależnych od hormonów czynników transkrypcyjnych można wy
kazać poddając elektroforezie fragmenty DNA zawierające elementy cis-działają-
ce, omówione powyżej, w obecności rozfrakcjonowanych ekstraktów białkowych
z jąder roślin traktowanych hormonem (lub roślin nietraktowanych). Wiązanie
się białka z elementem cis powoduje spowolnienie przemieszczania się DNA

podczas elektroforezy. Wykryto szereg takich trans- działających czynników
transkrypcyjnych, powstających w odpowiedzi na giberelinę (Sutliff i współaut.
1993), etylen (Ohme-Takagi i Shinshi 1995) i kwas abscysynowy (Guiltinan

i współaut. 1990). Niektóre z nich sklonowano i zsekwencjonowano, a wydedu-
kowaną sekwencję aminokwasów polipeptydu porównano z sekwencją znanych
czynników transkrypcyjnych. Tylko w przypadku jednego z peptydów powstają
cych w wyniku działania kwasu abscysynowego udało się znaleźć podobieństwo
strukturalne do tych czynników (Katagin i Chua 1992).

Wyniki prowadzonych w ostatnich latach badań nad mechanizmami działa
nia hormonów roślinnych pozwalają na wniosek, że równolegle funkcjonuje
więcej niż jeden mechanizm. Wyniki te upoważniają do przedstawienia dróg
działania hormonów w sposób jak na rysunku 1. Wydaje się, że dalsze badania

doprowadzą do pełniejszego potwierdzenia zależności przedstawionych w tym
schemacie i do jego uszczegółowienia, ale nie zmieniąjego zasadniczych założeń.
Poza pytaniami, postawionymi już w tym opracowaniu, jest jeszcze jedno, na

które odpowiedź powinny przynieść badania najbliższych lat. Pytanie to dotyczy
utrzymania specyficzności działania hormonów w trakcie przekazywania infor-
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macji do jądra komórkowego. Specyficzność ta jest zdefiniowana „na wejściu”
przez obecność specyficznego receptora. Odnajduje się ona „na wyjściu” w po
staci specyficznego białka. Natomiast poznane dotąd łańcuchy transdukcji
sygnału są w zasadzie takie same dla wszystkich hormonów i dla wszystkich
poznanych odpowiedzi. Być może o specyficzności odpowiedzi decyduje równo
waga między operującymi równolegle, nie do końcajeszcze poznanymi, szlakami

trandukcji sygnału.

PLANT HORMONES — TRENDS OF THE LAST DECADE RESEARCH

Summary

Plant hormones are a distinct group of substances that control growth, celi divislons and celi
differentiation. Accordlng to the criteria used for deflnition of a plant hormone, Jasmonides should
to be added to the phytohormone list. Wound hormone (traumatln), trlacontanol, hydrogen cyanide
and phenolamides are regarded as possible candidates for tire plant hormone group. Arguments are

given that polyamlnes, phenolics, salicyllc acid and animal hormones, despite their physiologlcal
actlvity and freąuent occurrence in plants, certainly can not be considered plant hormones.

Mechanims responsible for the establishment of a plant hormone level in a celi are reviewed.
The competence of a celi towards a defined hormone, as well as the ideas of target cells and tissues
are dicussed.

The concept of speciflc receptors for plant hormones in the competent cells is developed, and
the results of search for such receptors for the main plant hormones are reriewed. The basie modes
of hormone actlon are described. Special attention is paid to the mechanisms of hormonal control
of speciflc protein synthesis. Several examples of the recently studied hormone- resposive elements
in plant genes and of hormone-induced transcriptional factors are presented.
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UDZIAŁ HORMONÓW ROŚLINNYCH W ODPOWIEDZI ROŚLIN NA
STRESOWE CZYNNIKI ŚRODOWISKA

Rośliny rosnące w naturalnych warunkach środowiska a także te, których
uprawa przebiega w szklarniach lub pod folią, są stale narażone na działanie

czynników, które mogą wywołać niekorzystne dla ich organizmu skutki: mogą
być przyczyną zahamowania wzrostu, niepowodzeń w rozwoju generatywnym,
licznych zaburzeń metabolicznych, mogą spowodować trwałe uszkodzenia ko
mórek, tkanek i organów, a nawet — doprowadzić do śmierci osobnika. Działanie
takich czynników, określanych mianem „stresowych” lub „stresotwórczych”,
może spowodować eliminację całych populacji roślin, odmian i gatunków z ob
szarów, na których dany czynnik lub zespół czynników działają zbyt często, zbyt
długo lub zbyt intensywnie. Zestaw tych czynników, jak również ich wzajemne
relacje, przedstawia rysunek 1.

Działanie czynnika stresowego powoduje w organizmie roślinnym odpowiedź,
która z jednej strony może polegać na nieodwracalnych zaburzeniach struktury
i funkcji komórek, które przyjęto określać mianem uszkodzeń, a z drugiej —

może doprowadzić do zwiększenia odporności na stres, na przykład spowodować
reakcję „aklimatyzacyjną” w przypadku stresów abiotycznych. W tym drugim
przypadku początkowe zaburzenie funkcji struktur komórkowych (błon, orga
nelli, cytoplazmy) prowadzi do modyfikacji wielu dróg metabolicznych, w tym —

do zmian w ekspresji genów i syntezie białek. Taka wymuszona działaniem

czynnika stresowego odpowiedź komórek, tkanek i/lub organów pozwala na

lepsze dostosowanie się rośliny do aktualnych warunków środowiska, co spra
wia że mogą one przetrwać nie tylko działanie czynnika stresowego wymuszają
cego reakcję, ale i działanie zwiększonych „dawek” tego stresu: na przykład
zwiększa się odporność rośliny na stres spowodowany silniejszym odwodnieniem
lub dalszym spadkiem (lub wzrostem) temperatury, zwiększoną inwazją organi
zmów patogenicznych lub szkodników. Często obserwuje się zjawisko zwane

„cross protection” — wywołanejednym czynnikiem stresowym zmiany struktury
błon i białek, podwyższające stabilność protoplazmy, przyczyniają się do zwię
kszenia odporności rośliny na inne stresy. Na przykład poddanie rośliny umiar
kowanemu stresowi wodnemu zwiększajej odporność na zamarzanie i uice uersa,

stres spowodowany zasoleniem może przyczynić się do zwiększenia odporności
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Rys. 1. Stresowe czynniki środowiska i ich niektóre powiązania (za Larcherem 1995,
zmodyfikowne).
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roślin na zbyt niską lub zbyt wysoką temperaturę i na desykację (silne odwod
nienie). Znane są też przypadki, gdy stres mechaniczny lub inwazja patogena
zwiększały odporność tkanki na dehydratację. Powstaje przypuszczenie, że

odpowiedź rośliny na działanie różnych czynników stresowych znajduje się pod
kontroląjakiegoś jednego, podstawowego mechanizmu.

Reakcja rośliny na czynnik stresotwórczy może zachodzić w miejscu zadzia
łania czynnika lub też gdzieś indziej — wjakiejś innej tkance lub organie — ma

wówczas charakter systemiczny. W tym drugim przypadku, informacja o powsta
niu stanu stresowego w miejscu zadziałania czynnika zostaje przekazana do

innych organów: z liści do korzeni i odwrotnie lub z liści do innych części pędu.
W badaniach dotyczących odpowiedzi roślin na patogeny ten pierwszy typ reakcji
określa się mianem nadwrażliwości (ang. hypersensitive responses, HS) nato
miast reakcje systemiczne odpowiadają za tak zwaną odporność nabytą (ang.
systemie acąuired resistance, SAR). Informacja o powstaniu stanu zagrożenia
(stanu stresowego) może mieć różne podłoże fizyczne: może być nią szybko
przemieszczające się pobudzenie elektryczne (zmiany potencjału elektrycznego
błon), zaburzenia stosunków wodnych w komórkach, zaburzenia transportu
jonów i metabolitów, a także lub przede wszystkim — przemieszczania się w obrębie
tkanek i organów specyficznych substancji — przekaźników informacji.

Nie ulega wątpliwości, że w reakcjach dostosowawczych rośliny do środowi
ska uczestniczą hormony roślinne. Wiadomo obecnie, że regulatory te pośred
niczą nie tylko w odpowiedziach.roślin na działanie czynników zaangażowanych
w regulację ich „normalnego” wzrostu i rozwoju, takich jak długość dnia lub
określona długość fal świetlnych (na przykład promieniowanie w zakresie czer
wieni i dalekiej czerwieni, światło niebieskie), siła ciążenia czy odpowiednia dla

danego stadium rozwojowego temperatura, ale i w odpowiedziach, które wiążą
się z powstaniem „stanu stresowego” w organizmie roślinnym.

Jedną z pierwszych odpowiedzi rośliny na zadziałanie czynnika stresotwór-

czego jest zmiana równowagi hormonalnej, typowej dla okresu poprzedzającego
to działanie. Dochodzi do zwiększenia podaży jakiegoś hormonu i/lub do obni
żenia poziomu innych hormonów.

Najczęściej obserwowaną odpowiedzią roślin na działanie czynnika streso
wego jest obniżenie poziomu tych hormonów, które uważa się za stymulatory
wzrostu roślin (giberelin, cytokinin, czasem kwasu indolilooctowego), przy rów
noczesnym zwiększeniu poziomu hormonów zwykle hamujących wzrost elonga-
cyjny komórek lub przyspieszających dojrzewanie i/lub starzenie się tkanek,
a więc kwasu abscysynowego (ABA), etylenu, kwasuj asmonowego lub Jego estru

metylowego (odpowiednio JA i JA-Me). Czy jednak można mówić, że te trzy
ostatnie hormony to „hormony stresu”, inaczej hormony zaangażowane w regu
lację odpowiedzi roślin na stresowe czynniki środowiska? O tym, czy odpowiedź
na to pytanie będzie pozytywna, mogą przesądzić następujące kryteria, dotyczą
ce powiązań między czynnikiem a hormonem: 1) działanie czynnika śtresotwór-

czego indukuje lub przyspiesza syntezę hormonu, 2) zahamowanie syntezy
hormonu zapobiega wystąpieniu odpowiedzi na czynnik stresowy lub ją osłabia,
3) u mutantów genetycznych, charakteryzujących się niezdolnością do syntezy
danego hormonu lub niewrażliwością na hormon podany z zewnątrz, nie wystę
puje poszukiwana odpowiedź na czynnik stresowy, 4) zwiększenie podaży hor-
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monu powoduje zmiany metaboliczne i modyfikacje strukturalne w komórkach

podobne do tych, które wywołuje czynnik stresotwórczy, 5) reakcja na hormon

pozwala osobnikowi na takie modyfikacje wzrostu i rozwoju, które przyczynią
się do jego przetrwania, mimo że może to spowodować negatywne skutki dla

jakiegoś organu, tkanek lub grupy komórek, na przykład prowadzi do przyspie
szonego starzenia się i zrzucania liści, ligniflkacji ścian, powstawania plam
nekrotycznych (po ataku patogena) i innych.

Zastosowanie tych kryteriów pozwoliło na sklasyfikowanie ABA, etylenu i JA
i jego pochodnych (JA-Me) jako hormonów stresu, aczkolwiek nie zawsze wia
domo, czy dany hormon spełnia te wszystkie kryteria; w niektórych przypadkach
brakjeszcze konkretnych danych. W artykule niniejszym wykorzystano niektóre

tylko spośród dostępnych danych, w celu zilustrowania raczej, niż udokumen
towania zjawiska,

KWAS ABSCYSYNOWY (ABA)

Kwas abscysynowy należy do seskwiterpenów, ajego prekursorem jest kwas

mewalonowy. Biosynteza ABA w tkankach roślin wyższych może się odbywać na

drodze bezpośredniej — w wyniku specyficznej cyklizacji pirofosforanu farnezylu
lub pośredniej — w wyniku degradacji karotenoidu — wiolaksantyny, co ostatnio

wydaje się bardziej prawdopodobne (Parry i Horgan 1991). Poziom ABA w ko
mórkach zależy od szybkości syntezy tego hormonu, jego translokacji z innych
tkanek i organów, a także od szybkości jego katabolizmu lub wiązania w biolo
gicznie nieczynne koniugaty.

Porównanie zmian metabolicznych, wywołanych u roślin przez różne abioty
czne czynniki stresowe, wskazuje na podobieństwo reakcji wymuszonych suszą,
zasoleniem lub niską temperaturą. Zaproponowano, iż pierwotnym podłożem
tych zmian może być stres wodny (Bohnert i współaut. 1995). Nie ulega obecnie

wątpliwości, że poziom kwasu abscysynowego zwiększa się szybko wszędzie tam,
gdy dochodzi do zmiany stosunków wodnych w komórkach pod wpływem
czynników stresowych, na przykład pod wpływem suszy, chłodu, mrozu (rys. 2),
a także wysokiej temperatury i zasolenia. Wywołane tymi czynnikami niewielkie
nawet obniżenie potencjału wody w komórkach korzeni i/lub liści stymuluje
syntezę tego hormonu lub/i powoduje jego uwolnienie z formy związanej (nie
aktywnej biologicznie). Może on przemieszczać się w ksylemie z korzeni do liści
lub z chloroplastów w komórkach miękiszowych liścia do cytozolu i dalej —

poprzez ściany komórkowe do komórek szparkowych, gdzie powoduje zamykanie
się szparek (Cornish i Zeevaart 1985) lub do innych komórek i tkanek, gdzie
wywołuje różnorodne efekty. Odpowiedź na ABA może wystąpić w bardzo
krótkim czasie (na przykład zamykanie szparek w wyniku indukowanych przez
ABA zmian w transporcie niektórych jonów do komórek szparkowych) lub

wymaga dłuższego czasu do swojej realizacji (np. różnorodne odpowiedzi meta
boliczne, w tym zmiany w fotosyntetycznym metabolizmie węgla, Seemann
i Sharkey 1987). Wskazuje to, że mechanizm działania ABA w odpowiedzi roślin
na czynniki stresowe, jak i receptory tego hormonu mogą być bardzo różne.
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Istnieją liczne dowody wskazujące na udział ABA w reakcjach aklimatyzacyj
nych roślin. Jest to hormon polepszający gospodarkę wodną rośliny: z jednej
strony powoduje zamykanie szparek, co pozwala ograniczyć transpirację,
a z drugiej — może przyczyniać się do sprawniejszego pobierania i przewodzenia
wody. Na przykład wykazano, że zarówno stres osmotyczny (zwiększający poziom
endogennego ABA w pędach), jak i podanie ABA z zewnątrz powodowały zwię
kszenie eksudacji ze zdekapitowanych siewek słonecznika, co było wynikiem
zarówno zwiększonego wydzielaniaJonów do soku ksylemu, jak i sprawniejszego
pobierania wody w wyniku zwiększonego przewodnictwa hydraulicznego korzeni

(Ludewig i współaut. 1988).

Rys. 2. Zmiany zawartości kwasu abscysynowego w tkankach roślin poddanych: A —

odwodnieniu (za Larcherem 1995, zmodyfikowane) lub B — działaniu chłodu i C —

mrozu (Smoleńska i współaut. 1995).

Wiadomo, że zwiększenie ciśnienia osmotycznego w komórkach może być
ważnym elementem mechanizmu umożliwiającego wzrost komórek w warun
kach stresu wodnego (warunkiem tzw. dostosowania osmotycznego). W tym
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kontekście specjalnego znaczenia nabierają obserwacje, że ABA bierze udział
w regulacji syntezy takich substancji osmotycznie czynnych, jak prolina (Quar-
rie 1980) lub osmotyna (LaRosa i współaut. 1992).

Przetrwanie całego osobnika w warunkach stresowych może zależeć również
od innych, idukowanych przez ABA odpowiedzi, w tym odpowiedzi wzrostowo-

rozwojowych. Należy do nich ograniczanie intensywności transpiracji nie tylko
poprzez zamykanie szparek, ale i zmniejszenie powierzchni transpiracyjnej na

skutek zrzucania liści w okresach poprzedzających występowanie ostrych nie
doborów wody w środowisku: w naszym klimacie również na jesieni. W warun
kach klimatu umiarkowanego lub klimatu, w którym występują sezonowo

niedobory wody, duże znaczenie dla przetrwania roślin ma zapadanie pąków,
bulw, cebul i nasion w stan głębokiego spoczynku. Nie ulega dziś wątpliwości,
że hormonem, który indukuje i podtrzymuje stan spoczynku organów lub form

przetrwalnikowych jest właśnie kwas abscysynowy.
W innych badaniach udowodniono bezpośredni wpływ ABA na poziom

odporności komórek roślinnych na Jakiś czynnik stresowy. I tak wykazano, że

podanie ABA do zawiesiny komórkowej powodowało wzrost odporności tych
komórek na zamarzanie (Chen i Gusta 1983), a zablokowanie syntezy ABA przez
podanie fluridonu (inhibitora biosyntezy karotenoidów) spowodowałojej obniże
nie. Wykazano, że ABA, który zwiększał odporność zawiesiny komórkowej na

zamarzanie powodował takie zmiany w syntezie ściany komórkowej, jak niska

temperatura (Tanino i współaut. 1990). Mutanty Arabidopsis thaliana, chara
kteryzujące się zablokowaniem biosyntezy ABA, nie były zdolne do zwiększenia
odporności na mróz (Heino i współaut. 1990), lub odporności na desykację
(Meurs i współaut. 1992).

Udowodniono też rolę ABA w regulacji biosyntezy białek. Na przykład badanie

produktów translacji in vitro poli(A)RNA z siewek Jęczmienia, poddanych działa
niu umiarkowanego stresu wodnego lub ABA wykazało, że był syntetyzowany
bardzo podobny zestaw polipeptydów (Grossi i współaut. 1992). Indukcja jed
nego z mRNA (1,5 kb) zachodziła pod wpływem zarówno stresu wodnego, niskiej
temperatury, jak i ABA (Grossi i współaut. 1992).

W ostatnich latach ukazało się wiele prac wskazujących, że czynniki stresowe

mogą aktywować lub indukować geny rab, to znaczy geny, których ekspresja
jest regulowana przez ABA (ang. genes responsive to ABA). Można przypuszczać,
że produkty tych genów mogą być zaangażowane w procesy odpowiedzialne za

aklimatyzację roślin lub za tolerowanie stresu, albo też — mogą brać udział
w procesach regeneracji komórek i roślin po ustąpieniu stresu (ang. recovery).
Szczegółowe omówienie genów rab w odpowiedzi roślin na czynniki stresowe

znalazło się w artykule przeglądowym Chandler i Robertson (1994), którzy
zwracają uwagę, iż w chwili obecnej za mało jest jeszcze danych, aby mówić
o fizjologicznej roli produktów genów rab w odporności na stresy, gdyż dla

większości tych genów nie jest znana funkcja biochemiczna ich produktów.
Udział genów rab w reakcjach roślin na czynniki stresowe możnaby zbadać

wykorzystując rośliny transgeniczne, u których dochodziłoby albo do wzmożonej
ekspresji danego genu (ang. over expression) albo — ekspresja ta ulegałaby
zaburzeniom w wyniku wytworzenia antysensownego RNA. Tego typu podejścia
sprawdziły się w badaniach dotyczących roli na przykład acylotransferazy
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glicerolo-3 fosforanu w odpowiedzi roślin na chłód (Murata i współaut. 1992)
lub dehydrogenazy mannitolo-1-fosforanu w odporności roślin tytoniu na zaso
lenie (Tarczyński i współaut. 1993). Niestety, jak narazie brak tego typu danych
na temat udziału genów rab w odporności roślin na stresy. Tym nie mniej,
w badaniach, w których wykorzystano mutanty Arabidopsis thaliana, chara
kteryzujące się obniżoną zawartością ABA (mutacja aba) lub niewrażliwe na ABA

(mutacja abr) stwierdzono, że ekspresja tylko niektórych genów cor/ltt (ang.
cold-regulated albo Iow temperature-induced) zależała od ABA (Nordin i współ
aut. 1991). Okazało się też, że mutanty aba i abi3 nie były zdolne do syntezy
stabilnych w wysokiej temperaturze białek grupy LEA (ang. late embryogensis
abundant), które odgrywają prawdopodobnie ważną rolę w odporności komórek
na odwodnienie. Białka należące do grupy 2 LEA, znane również pod nazwą

dehydryn, często są synonimem białek RAB lub COR. Zaproponowano poten
cjalną rolę produktów niektórych genów cor, między innymi tych, które zależą
od ABA: wedługTHOMASHOw’a (1993) białka te mogą chronić błony chloroplastów
przed skutkami zamarzania (na przykład białko COR15), stabilizować struktury
komórkowe w warunkach desykacji (COR47, podobne do białek LEA), modyfi
kować proces zamarzania (białko COR6.6, homologiczne z KIN1).

Danych wskazujących na podobieństwo molekularnych odpowiedzi komórek

roślinnych na ABA i na różne czynniki stresowe przybywa coraz więcej. I tak

wykazano, że podanie ABA do siewek ziemniaka powodowało indukcję i akumu
lację mRNA pin2 (białkowego inhibitora proteaz) oraz dwóch innych białkowych
inhibitorów, których syntezę indukowało zranienie mechaniczne tkanek (HlLD-
mann i współaut. 1992). W innych badaniach wykazano, że synteza niektórych
białek, należących do grupy białek LEA, może zostać zaindukowana nie tylko
w wyniku desykacji lub podania ABA, ale także pod wpływem kwasu jasmono-
wego (Reinbothe i współaut. 1992).

Przedstawione wyżej dane wskazują, że kwas abscysynowy pełni regulującą
rolę w procesach aklimatyzacyjnych, umożliwiających roślinie ograniczenie
szkód, jakie może wyrządzić działanie różnych czynników stresowych. Wydaje
się, że podłożem reakcji, w których bierze udział ABA, nie jest naruszenie

struktury błon lecz modyfikacja ich funkcji takich, jak transport Jonów i meta
bolitów, przemieszczanie się wody. W wyniku tych reakcji następuje spadek
potencjału wody w komórkach, co Jest główną przyczyną zwiększenia poziomu
ABA. Nie ulega wątpliwości, że ostateczna odpowiedź rośliny na wymuszony
stresem wzrost poziomu ABA zależy od skomplikowanego układu współdziała

jących z ABA różnych innych czynników fizjologicznych, w tym i innych hormo
nów stresu (patrz na przykład kwas jasmonowy).

ETYLEN

Etylen, który stanowi najprostszą olefrnę (C2H4) i występuje w stanie gazo
wym, reguluje w organizmie roślinnym wiele procesów zaangażowanych we

wzrost, rozwój i starzenie się tkanek, dojrzewanie owoców, a także w odpowiedzi
roślin na różne stresowe czynniki środowiska. Stymulacja syntezy etylenu
w tkankach poddanych działaniu stresu jest tak „uniwersalną” reakcją, że
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etylen, powstający w wyniku działania czynnika stresowego określa się nazwą

„etylen stresowy” lub „wound ethylene” w języku angielskim. Indukcja etylenu
stresowego zachodzi w wyniku mechanicznego uszkodzenia komórek (cięcia,
nakłuwania, drapania, infekcji przez owady), pod wpływem promieniowania,
stresu termicznego (temperatury zbyt niskiej lub zbyt wysokiej), odwodnienia,
zatopienia, oddziaływań chemicznych (herbicydów, metali, ozonu, SO2 i innych
polutantów), a także w wyniku infekcji wirusowej i ataku patogena (Yang
i Hoffman 1984). Zachodzi tylko w żywych komórkach, które reagują na czynnik
stresowy przejściową, funkcjonalną destabilizację błony komórkowej, manife
stującą się niewielkim wyciekiem jonów z komórek (rys. 3). W komórkach

wykazujących duże, nieodwracalne uszkodzenia błon synteza etylenu spada,
a komórka zamiera.

Rys. 3. Synteza etylenu (A) i aktywność lipoksygenazy (B) w tkankach roślinnych,
wykazujących różny poziom uszkodzeń (I) spowodowanych mrozem. C — zależność

między powstawaniem stresowego etylenu i aktywnością lipoksygenazy w uszkodzonych
mrozem tkankach (Kacperska i Kubacka-Zębalska 1985, zmodyfikowane).

Etylen powstaje z metioniny w wyniku Jej kolejnych przemian w tak zwanym
cyklu metioninowym (Adams i Yang 1979, Yang i Hoffman 1984), w którym
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pośrednimi produktami przemian są S-adenosylometionina (SAM) i kwas

1-aminocyklopropano- 1 -karboksylowy (ACC). Wiadomo, że zwiększenie produ
kcji etylenu pod wpływem czynników stresowych lub elicitorów (na przykład
niskocząsteczkowych produktów rozpadu ściany komórkowej) zachodzi w wyni
ku zwiększonej podaży bezpośredniego prekursora etylenu, ACC (Yang i Hof
fman 1984), czego przyczyną jest aktywacja syntazy ACC. Aktywacja syntazy
ACC może też zachodzić pod wpływem kwasu abscysynowego (Riov i współaut.
1990), natomiast kwas salicylowy blokuje tę reakcję (Leslie i Romani 1986).

Wykazano też, że akumulacja indukowanego stresem mechanicznym transkryp-
tu genu syntazy ACC w owocach pomidora była blokowana przez poliaminy i
kwas salicylowy (Li i współaut. 1992). O poliaminach wiadomo, że zwiększają
stabilność struktur komórkowych w warunkach różnych stresów, natomiast
kwas salicylowy jest cząsteczką sygnałową w systemicznych odpowiedziach
rośliny na atak patogena (Chen i Klessig 1991).

Reakcję utlenienia ACC do etylenu katalizuje oksydaza ACC (dawniej EFE,
ang. ethylene forming enzyme), którajest białkiem konstytucyjnym o poznanej
już sekwencji aminokwasów (Yang i Dong 1993). Tym niemniej, w warunkach

stresowych, powodujących powstawanie aktywnych form tlenu (O2~, OH-) może

dochodzić do nieenzymatycznego utlenienia ACC do tlenu (Yang i Hoffman

1984), między innymi w reakcji utleniania wielonienasyconych kwasów tłusz
czowych, katalizowanej przez lipoksygenazę (Kacperska i Kubacka-Zębai^ka
1989, rys. 3).

Niewiele jest danych na temat skutków zablokowania syntezy etylenu stre
sowego, na przykład po podaniu inhibitorów jego syntezy (analogów winylogli-
cyny, hydroksylaminy, jonów Co2+ lub Ni2+, Yang i Hoffman 1984) lub w wyniku
zastosowania technik biologii molekularnej, takichjak na przykład wprowadze
nie do rośliny nonsensownego genu oksydazy ACC (Hamilton i współaut. 1990)
lub wywołanie mutacji, blokującej na przykład percepcję etylenu (Lanahan
i współaut. 1994). Zabiegi te wykonywano z powodzeniem na roślinach na

przykład pomidora, skutecznie zapobiegając dojrzewaniu owoców lub starzeniu

się i odpadaniu kwiatów, które to procesy przebiegały pod kontrolą etylenu.
Podobnie, wysoce specyficzne efekty morfogenetyczne etylenu (zahamowanie
elongacji hypokotyla, zgrubienie hypokotyla i „zaciskanie” wygięcia podwierz-
chołkowego hypokotyla) wykorzystano do pozyskania zarówno konstytucyjnych
(zdolnych do „nadprodukcji” etylenu), jak i niewrażliwych na etylen mutantów

Arabidopsis, które służą między innymi do badania miejsca działania etylenu
w systemie transdukcji sygnału (Bowler i Chua 1994). Jak dotąd, brak takich

prac w odniesieniu do roli etylenu w reakcjach roślin na czynniki stresowe.

Można jednak przypuszczać (Harber i Fuchigami 1989), że takie odpowiedzi
roślin na etylen, jak zahamowanie elongacyjnego wzrostu tkanek i stymulacja
przyrostu na grubość, przyspieszanie starzenia i odpadania liści, indukcja
powstawania korzeni przybyszowych, indukcja powstawania tkanki „przewie
trzającej" (aerenchymy) w korzeniach (Drew i współaut. 1981), zwiększenie
osmolalności soku komórkowego, stymulacja produkcji fitoaleksyn, stymulacja
syntezy bogatych w hydroksyprolinę glikoprotein, odgrywają rolę w aklimatyzacji
roślin do takich stresowych czynników środowiska, jak nadmiar lub niedobór

wody, zamarzanie wody, perturbacje mechaniczne (wywołane na przykład uci-
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skiem lub działaniem wiatru). Ważnym elementem odporności roślin na te stresy
jest modyfikacja własności ściany komórkowej pod wpływem etylenu. Wykazano
między innymi, że zahamowanie biosyntezy etylenu u roślin poddanych oddzia
ływaniu mechanicznego stresu zapobiegało nabywaniu przez te rośliny odporno
ści na suszę i mróz (Jaffe 1984). Poddanie roślin działaniu egzogennego etylenu
zwiększało odporność roślin pomidora na suszę, a także odporność niektórych
drzew owocowych na zamarzanie (Harber i Fuchigami 1989). Należy też dodać,
że przyspieszone pod wpływem etylenu odpadanie liści przyczynia się do obni
żenia transpiracji w warunkach stresu wodnego (poprzez ograniczenia transpi-
rującej powierzchni).

Badania, dotyczące odpowiedzi roślin na patogeny, takiejak grzyby, bakterie
i wirusy wykazały, że etylen odgrywa ważną rolę w patogenezie: w zależności od

badanego systemu może albo idukować reakcje obronne w roślinie gospodarzu,
albo może działać synergistycznie, przyspieszając rozwój symptomów chorobo
wych (Bell 1981, Boller 1982). Między innymi etylen uczestniczy w regulacji
szlaku syntezy fenylopropanoidów, aktywując kluczowy dla tego szlaku enzym
amoniakoliazę fenyloalaniny (PAL), stymuluje często produkcję fitoaleksyn,
przyczynia się do zabliźniania ran (Yang i Pratt 1978). Udział etylenu w indukcji
specyficznych genów (ang. plant defense genes) i białek (PR, ang. pathogen
related) jestjuż dobrze udokumentowany (np. Ecker i Davis 1987). Przyspieszo
ne pod wpływem etylenu powstawanie plam nekrotycznych (w wyniku degradacji
komórek w miejscu infekcji), wzmożona lignifikacja ścian komórkowych, przy
spieszone odpadanie liści powodują ograniczanie i hamowanie rozprzestrzenia
nia się patogena w obrębie rośliny (Dutta i Biggs 1991).

Tak więc udział etylenu w odpowiedziach roślin na różnorodne czynniki
stresowe nie ulega obecnie wątpliwości. Przedstawione wyżej dane wskazują, że

nie jest to dodatkowy produkt (ang. by-product) pewnych dróg metabolicznych,
indukowanych stresem, jak to do dziś sugerują niektórzy badacze. Można
obecnie proponować, żejest to substancja o działaniu sygnałowo-regulacyjnym.
Wydaje się, że hormon ten współdziała z innymi hormonami w regulacji morfo-

genetycznych i fizjologicznych odpowiedzi roślin na czynniki stresowe, co pro
wadzi do zwiększonej odporności organizmu na stres. Mechanizm działania tego
hormonu wymaga dalszych badań, wiążących się przede wszystkim z mechani
zmem jego percepcji (problem receptorów) i udziału w transdukcji sygnału
środowiskowego.

JASMONIANY

Kwas jasmonowy (JA) i jego ester metylowy (JA-Me) należą do powszechnie
występujących w świecie roślinnym biologicznie czynnych związków cyklopen-
tanonu (Meyer i współaut. 1984, Sembdner i Parthier 1993). Związki te mogą
hamować, stymulować lub indukować wiele reakcji wzrostowych i rozwojowych
w roślinach (Sembdner i Parthier 1993). Do niedawna uważane za „domniemane
fitohormony”, obecnie coraz powszechniej są zaliczane do tej właśnie klasy
regulatorów wzrostu i rozwoju roślin.
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Substratem do syntezy kwasujasmonowego Jest nienasycony kwas tłuszczo
wy: kwas linolenowy, któiy ulega peroksydacji w reakcji katalizowanej przez
lipoksygenazę. Dalsze przemiany produktów tej reakcji, 13-hydroksynadtlenku
kwasu linolenowego prowadzą do powstania kwasu (+)-7-izo-jasmonowego,
który ulega izomeryzacji do (-)-JA (Sembdner i Parthier 1993).

Istnieje kilka hipotez, dotyczących roli kwasu jasmonowego w życiu rośliny.
Między innymi bierze się pod uwagę rolę tego związku jako czynnika zaangażo
wanego w regulację starzenia się tkanek lub —jako czynnika zaangażowanego
w reakcję roślin na stres. Fakt, że można zablokować lub rozdzielić w czasie

rozwój symptomów starzenia i specyficzne efekty działania JA (na poziomie
syntezy białka) sprawia, że powiązanie syntezy JA z odpowiedziami na czynniki
stresowe stało się bardziej prawdopodobne (Sembdner i Parthier 1993).

Od dawna wiedziano, że w tkankach poddanych działaniu czynników stre
sowych, takich jak zranienie, dehydratacja, zbyt intensywne promieniowanie,
niska temperatura, zachodzi peroksydacja nienasyconych kwasów tłuszczo
wych. Wykazano, że produktem dalszych przemian powstających w tej reakcji
hydroksynadtlenków lipidów może być kwas „traumatynowy”, hipotetyczny
hormon zranienia Haberlandta (ang. wound hormone), zidentyfikowany jako
kwas 12-oxo-trans-10-dodecenowy (Zimmerman i Coudron 1979). Ostatnio udo
wodniono, że takie czynniki, jak zranienie (Creelman i współaut. 1992), elicyta-
cja (potraktowanie tkanki niskocząsteczkowymi produktami degradacji ściany
komórkowej, np. oligosacharynami) (Gundlach i współaut. 1992), stres osmoty-
czny i desykacja (Bell i Mullet 1991, Wasternack i współaut. 1995), a nawet

dotyk wrażliwej tkanki, na przykład wąsów czepnych (Weiler i współaut. 1993)
prowadzą do wzrostu zawartości endogennego kwasu Jasmonowego, co powodu
je zmiany w ekspresji wielu genów.

Stwierdzono, że egzogenny JA indukuje zmiany w syntezie wielu białek.
Obecnie znanych jest już stosunkowo wiele białek indukowanych przez JA,
określonychjako JIPs (ang. jasmonate-induced proteins). Ze względu na funkcję,
jaką pełnią te białka u roślin dwuliściennych można je podzielić na 5 różnych
klas (Wasternack i współaut. 1995). Do białek mających znaczenie w reakcjach
na stres należą na pewno inhibitory proteinaz, enzymy zaangażowane w syntezę
alkaloidów, lipoksygenazy, białka bogate w glicynę i hydroksyprolinę, zlokalizo
wane w ścianach komórkowych. Stwierdzono też indukcję białek, których
funkcja nie jest znana lub tylko domniemana (Sembdner i Parthier 1993).
Z zestawienia, przedstawionego w tabeli 1 wynika, że synteza wielu białek J1P
może być indukowana nie tylko czynnikiem stresowym (powodującym zawsze

zwiększenie poziomu endogennego JA), ale i przez inny fitohormon, kwas

abscysynowy. Synteza tego hormonu, jak wiadomo, ulega indukcji pod wpływem
czynników stresowych, które również indukują syntezę JA (patrz wyżej).

Z drugiej strony wiadomo, że pewne białka, których synteza zaczyna się
w wyniku podania JA lub zranienia tkanki, nie ulegają indukcji pod wpływem
egzogennego ABA (Sembdner i Parthier 1993). Powstaje więc pytanie, czy JA
i AB współdziałają, czy działają niezależnie na drodze transdukcji sygnału?
Poszukiwanie odpowiedzi na to pytanie jest przedmiotem dalszych badań, ale

już obecnie dostępne dane przemawiają za komplementarnym oddziaływaniem
ABA i JA na drodze przewodzenia sygnału (Sembdner i Parthier 1993), co się
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zgadza z poprzednio sformułowanym przypuszczeniem, że w odpowiedziach,
w których uczestniczy ABA, nie dochodzi do naruszenia struktury błony lecz do
zmian potencjału wody w komórce. Natomiast synteza JA jest uwarunkowana
uwolnienieniem nienasyconych kwasów tłuszczowych z lipidów błon, co zacho
dzi w wyniku aktywacji odpowiednich acylohydrolaz przez czynnik stresowy.

Tabela 1

Białka indukowane kwasem jasmonowym lub estrem kwasu Jasmonowego (wg Sembdnera i

Parthiera 1993).

PODSUMOWANIE

Białko Pochodzenie Ciężar cząste
czkowy (kDa)

Inne induktory

Inhibitory proteinazy I i II liście pomidora 8, 12 ABA, zranienie

Inhibitor proteinazy I liście ziemniaka ABA, sacharoza

Inhibitor trypsyny liście lucerny 6 zranienie

Lipoksygenaza siewki soi, grochu zranienie

Amoniakoliaza fenyloałaniny liście Jęczmienia
zranienie,
desykac|a

Syntaza chalkonowa
zawiesina komórkowa z

soi oligosacharyny

Białka zapasowe z tkanek

wegetatywnych (alfa 1 beta)
soja: liście, siewki,
kultury komórkowe

27 (28), 29 (31)
94

zranienie,
desykacja, cukry
rozpuszczalne

Napina, krucyferyna zarodki rzepaku zranienie

Białka o nieznanej funkcji
(wśród nich domniemane
białka osmoprotekcyine)

wycinki z liści Jęczmienia
10/12, 23, 30,
37, 52, 66/68,
88

ABA, sorbitol,
cukry, desykacja

Białka o nieznanej funkcji
(wśród nich podobne do

LEA?)
liścienie bawełny

18. 20. 23, 25,
30, 35, 40, 67 ABA

Nieznana funkcja liście pomidora 63, 5, 87 zranienie

Na podstawie przedstawionych wyżej danych można proponować, iż trzy
omówione fitohormony: kwas abscysynowy, etylen i kwas jasmonowy pełnią
regulacyjną rolę w odpowiedzi roślin na czynniki stresowe, a więc można je
określać jako hormony stresu. Należałoby się jednak zastanowić, czy termin ten

jest adekwatny w stosunku do roli, którą pełnią w komórkach roślinnych. Czy
nie należałoby ich wydzielić w odrębną grupę substancji, których rola wiązałaby
się przede wszystkim z przewodzeniem sygnału w organizmie roślinnym (ang.
plant-specific signal transmitter substances), do której należałoby zaliczyć też

oligosacharyny i pewne oligopeptydy tak, jak to zaproponowali Sembdner i Par-

thier (1993)? A jeśli tak, to do tej grupy substancji należałoby dodać jeszcze
(a może przede wszystkim ?) kwas salicylowy, któryjest produktem peroksydacji
flawonoli i który w roślinach pełni funkcję „endogennego” sygnału w reakcjach
roślin na patogena (Jones 1994). Związek ten może powstawać w miejscu
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zranienia, gdzie bierze udział w reakcjach nadwrażliwości (ang. hypersensitive
reaction) lub — może zostać przeniesiony we floemie lub w strumieniu transpi-
racyjnym w ksylemie do innych części rośliny, gdzie powoduje reakcję obronną
typu systemicznego (ang. systemie acąuired response, SAR) w wyniku szybkiej
indukcji ekspresji genów pr (ang. pathogen-related). Należy tu dodadać, że prace
Chena i współpracownikw z grupy Klessiga (Chen i Klessig 1991, Chen i współ-
aut. 1993) wykazały, iż działanie kwasu salicylowego może się wiązać z zahamo
waniem katalazy, enzymu usuwającego aktywne formy tlenu w komórkach

eukariotycznych. Rysuje się fascynująca możliwość, iż pierwotnym podłożem
różnych odpowiedzi roślin na czynniki stresowe, naruszające strukturę błon,
jest zwiększenie ilości aktywnych form tlenu, które powstają między innymi
w reakcji peroksydacji lipidów, katalizowanej przez lipoksygenazę. W tym kon
tekście etylen, kwas Jasmonowy i salicylowy mogłyby uczestniczyć w regulacji
odpowiedzi „alarmowych” na czynnik stresowy, w przeciwieństwie do odpowiedzi
„fizjologicznych”, w których regulacji zaangażowany byłby przede wszystkim
kwas abscysynowy. Zastanowienie się nad tym problemem mogłoby być tema
tem odrębnego opracowania.

THE PHYTOHORMONE INVOLVEMENT IN PLANT RESPONSES TO ENVIRON-

MENTAL STRESS FACTORS

Summary
On the basls of the current literaturę data tire following criterla of the hormone involvement In

plant responses to stress factors are discussed: 1) the relationship between the stress action and

synthesis of a hormone, 2) the effects of Inhibitlon of a hormone synthesis on plant responses to

different stressors, 3) the effects of an exogenous hormone on plant metabolism, with special
emphasis on the stress- or hormone-induced alterations in gene expression and protein synthesis,
4) the hormone-induced modifications in plant growth and development, which may be ofsignificance
in avoidance or tolerance of different eiwironmental constrains. It is shown that three phytohor-
mones: abscislc acid. ethylene and jasmonates comply with most of the proposed reąuirements for
the putatlve role of a hormone in plant stress responses. Therefore, they can be considered as "stress
hormones”. Abscisic acid-dependent responses seem to be related primarily to alterations in

plant/tissue water status. On the other hand, ethylene and Jasmonates seem to be involved in the
control of alarm reactions in plants, which are triggered by structural destabilization of a membranę
and lipid peroxldative breakdown.
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ODDZIAŁYWANIE METALI CIĘŻKICH NA ROŚLINY

WSTĘP

W pierwszych latach XVIII wieku Urban Werne wykrył w roślinach szereg
metali ciężkich. Od tego czasu datuje się rozwój naszej wiedzy nad mikroelemen
tami, takimi jak: Fe, Mn, Cu, Zn, Mo i inne. Dokładnie określano próg i zapo
trzebowanie oraz skutki jakie powodują ich niedobory. Rozwój tego kierunku
badań był związany z rozwojem rolnictwa i ewidentnym znaczeniem odpowied
nich ilości mikroelementów dla wielkości uzyskiwanych plonów (Mendel i Kirkby
1983). Natomiast sytuacja przeciwna — czyli badanie działania nadmiaru metali
na rośliny — zwróciła uwagę badaczy w ostatnim okresie, w związku z postępu
jącym skażeniem środowiska. Szczególnie niekorzystny jest fakt, iż poprzez
rośliny nadmierne ilości wielu metali są włączone do łańcucha pokarmowego
i przez to do obiegu biologicznego. Natomiast zmniejszenie ilości metali ciężkich
w skażonych glebach Jest niezwykle trudne, wskutek czego poważnie trzeba się
liczyć z faktem, iż metale ciężkie jeszcze przez wiele dziesiątków lat będą
powodować nadmierne skażenie roślin.

DZIAŁANIE METALI CIĘŻKICH NA ROŚLINY

CYNK

Spośród wszystkich mikroelementów, w glebach najczęściej występują nie
dobory cynku, co coraz częściej staje się przyczyną ograniczonej produkcji roślin.
Natomiast nadmiernie wysokie ilości cynku występują lokalnie w glebach zanie
czyszczonych przez przemysł. Są to głównie tereny bogate w rudy cynkowe
i tereny wokół hut metali nieżelaznych. Nadmierne ilości cynku w glebach
powodują zmniejszenie tempa wzrostu korzeni i liści oraz hamują pobieranie
przez rośliny fosforu i żelaza (Mengel i Kirkby 1983).

Niektóre gatunki roślin tolerują duże stężenie cynku w swoich tkankach i są
zdolne do wzrostu na glebach o nienormalnie dużej jego zawartości, na przykład
roślinność na glebach galmanowych zawiera od 600-7800 mg/kg suchej masy
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roślin, podczas gdy w rosnących na przeciętnych glebach roślinach poziom
zwykle nie przekracza 100 mg/kg suchej masy roślin (Godzik 1984).

MIEDŹ

Miedź Jest mikroelementem pobieranym przez rośliny w bardzo małych
ilościach (2-20 mg Cu/kg s.m.). Dlatego wysoki poziom miedzi w odpadach
przemysłowych może być toksyczny, ponieważ miedź wypiera (zastępuje) inne

jony potrzebne dla roślin — zwłaszcza żelazo. Powoduje to, że częstym objawem
zatrucia miedzią są niedobory żelaza w roślinach.

Skażenie miedzią występuje na terenach rudonośnych lub na glebach, na

których przez wiele lat stosowano opryskiwanie związkami miedzi (np. cieczą
bordowską, którą powszechnie używano do oprysku winnic).

KOBALT

Jest ważnym składnikiem żywienia zwierząt, gdyżjest składnikiem witaminy
Bi2. Bardzo jest również prawdopodobne, że Jest to pierwiastek niezbędny dla
roślin wyższych.

Toksyczne działanie kobaltu jest związane z wypieraniem przez ten pierwia
stek innych metali ciężkich z fizjologicznie ważnych centrów. Jego toksyczność
objawia się chlorozą, nekrozą i całkowitym więdnięciem liści.

Ciekawym zjawiskiem wśród roślinjest istnienie gatunków wyjątkowo mało

wrażliwych na wysokie stężenia kobaltu. Liście ich mogą zawierać 100 razy
więcej kobaltu niż liście normalnych roślin. Na przykład roślina Crotolaria
cobalticola, która rośnie wyłącznie na terenach zasobnych w kobalt (Zair), jest
traktowana przez geologów jako roślina wskaźnikowa złóż rud kobaltowych.
Zawiera 500-800 mg Co/kg s.m. (Mengel i Kirkby 1983).

KADM

Kadm jest pierwiastkiem bardzo podobnym do cynku. Podobnie jest pobie
rany przez rośliny i może go zastępować w funkcjach metabolicznych. Jednak

jest to pierwiastek toksyczny i to zarówno dla roślin, jak i dla zwierząt. Wynika
to z dużego powinowactwa kadmu do grup tiolowych enzymów i białek. Powoduje
on przez to zakłócenie czynności enzymów.

Głównymi źródłami skażenia kadmem są nawozy fosforowe, które często
zawierają dodatki związków kadmu, osady ściekowe (jeśli są stosowane jako
nawozy), huty metali nieżelaznych oraz ścieranie w czasie jazdy opon samocho
dowych na arteriach komunikacyjnych.

Zawartość kadmu w roślinach zwykle mieści się w granicach 0,1-1,0 mg
Cd/kg s.m., atoksyczne działanie kadmu u ludzi obserwowanojuż przy spożyciu
roślin o zawartości kadmu powyżej 3 mg Cd/kg s.m..

Chroniczne zatrucia ludności zanotowano w Japonii, w mieście Toyoma. Były
one skutkiem spożywania ryżu uprawianego na glebach zanieczyszczonych
kadmem pochodzącym z wód kopalnianych. Następowały wówczas zakłócenia
metabolizmu wapnia i fosforu, co powodowało bardzo bolesną demineralizację
kości (Mengel i kirkby 1983).
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OŁÓW

Ołówjestjednym z głównych zanieczyszczeń środowiska, o dużej toksyczno
ści dla człowieka. Żadne inne zanieczyszczenia chemiczne nie są kumulowane

przez ludzi w ilościach tak bliskich poziomowi toksycznemu klinicznie.

Głównym źródłem zanieczyszczeń ołowiem jest spalanie paliw płynnych
w silnikach samochodowych. Pochodzi stąd 80% ołowiu znajdującego się w at
mosferze. Po spaleniu benzyny samochodowej, z rury wydechowej wydostają się
głównie nieorganiczne związki ołowiu (chalogenki). Około połowa tych zanieczy
szczeń pada w odległości 100 m od drogi, a pozostała część bardzo rozprasza się
w biosferze. Właśnie stąd pochodzi zwiększenie ilości ołowiu w lodowcach północnej
Grenlandii — terenów tak bardzo oddalonych od wszelkiego przemysłu.

Można przyjąć, że w pyle ulicznym zawartość ołowiu dochodzi do 1000

mg/kg. Przemysłowe źródła skażenia ołowiem pochodzą z hutnictwa miedzi,
żelaza i stali, z wytopu rud cynku i produkcji cementu.

Toksyczne działanie ołowiu na organizmy żywe przede wszystkim jest zwią
zane z reakcjąjonów ołowiawych z grupami sulfhydrylowymi enzymów i białek
lub też jony ołowiawe wypierają inne metale z cząsteczek enzymów i białek.

Zanieczyszczenie roślin ołowiem zależy od odległości od drogi, zwarcia roślin,
czasu ekspozycji, natężenia ruchu samochodowego, kierunku wiatru. I tak

rośliny wzdłuż ruchliwych autostrad zawierają od 50-100 mg/kg s.m., podczas
gdy w odległości 150 m już tylko 2-3 mg/kg s.m. (dopuszczalna norma w żyw
ności wynosi 1,5 mg/kg s.m.).

Głównym miejscem, przez które ołów wnika do roślin, są podziemne części
roślin — korzenie. Przy wysokich dawkach ołowiu występują silne toksyczne
objawy zatrucia u roślin, przejawiające się hamowaniem procesów metabo
licznych, takich jak fotosynteza, oddychanie, transpiracja, pobieranie wody.
Hamowane są liczne reakcje enzymatyczne (Wierzbicka 1991, Woźny 1995).

TOKSYCZNE DZIAŁANIE METALI CIĘŻKICH

Zaburzenia w procesach fizjologicznych komórek pod wpływem metali cięż
kich mogą być wynikiem działania dwóch różnych mechanizmów.

1. Bezpośredniej interakcji kationów z grupami SH metabolitów lub enzy
mów. Metale ciężkie wiążące się z grupami SH blokują enzymy bogate w te grupy,
na przykład polimerazę DNA, RNA, ATP-azy.

2. Nasilenie procesów peroksydacji lipidów; oddziaływanie na poziomie błon

biologicznych; powstające rodniki lipidowe i wysoce toksyczne produkty ich

częściowej degradacji zaburzają układ redoksowy. Często wiąże się to bezpośred
nio z zaburzeniami homeostazy wewnątrzkomórkowego wapnia, przez hamowa
nie aktywności Ca (Tukendorf 1989).
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SKAŻENIE ŻYWNOŚCI METALAMI CIĘŻKIMI

Dochodzimy obecnie do ważnego pytania. Czy jest możliwe, aby warzywa
i rośliny użytkowe zawierały aż tak duże ilości metali ciężkich i stały się
niebezpieczne dla ludzi?

Przecież związki metali ciężkich są toksyczne zarówno dla organizmów
roślinnych, Jak i zwierzęcych, a więc w silnie skażonym środowisku, warzywa
i inne rośliny użytkowe nie powinny rosnąć i w związku z tym nie powinny
również wydawać plonów. Czy więc rośliny użytkowe mogą stanowić jakieś
istotne zagrożenie? Otóż okazuje się, że mogą stanowić poważne zagrożenie.
Rośliny mogą prawidłowo rosnąć i wydawać plon zawierając toksyczne dla ludzi
ilości metali. Opisano drastyczne przypadki zawartości dużych ilości ołowiu w

rzodkiewkach, toksycznych wskutek tego dla organizmów ludzkich.

Okazuje się, że występujące w obszarach silnie skażonego środowiska dobrze
widoczne uszkodzenia roślin, takie jak obniżenie plonów, hamowanie wzrostu

roślin, spowodowane są przez gazowe zanieczyszczenia atmosfery, na przykład:
dwutlenek siarki, tlenek azotu, fluor i ozon.

Bardzo silne zwiększanie ilości takich metali, jak ołów, kadm, cynk prowadzi
również do zahamowania wzrostu, obniżenie biomasy, zmniejszenie plonów,
większej podatności na choroby, a w skrajnych przypadkach do wyniszczenia
roślin. Toksyczne objawy u roślin występują przy odpowiednio dużej zawartości
w nich metali: Cu — ponad 30 mg/kg s.m; Zn — ponad 1500 mg/kg s.m; Mn
— ponad 1000-1500 mg/kg s.m; Cd — ponad 15 mg/kg s.m; Pb — ponad 500

mg/kg s.m. Natomiast poziomy dopuszczalnej ilości metali w żywności są dużo
niższe i na przykład dla ołowiu jest to 1,5 mg Pb/kg suchej masy, kadmu

0,15mg/kg s.m. — czyli ponad 100x mniej niż próg pierwszych uszkodzeń.
Oznacza to zatem, że rośliny bez żadnego wpływu na swój rozwój i plonowanie

mogą przekroczyć dopuszczalną dla nas normę zawartości metali w swoich
tkankach. Jest to zjawisko niebezpieczne, ponieważ prowadzi do włączenia
w obieg biologiczny nadmiernych ilości metali ciężkich.

I tak dochodzimy do pewnego paradoksu. Z faktu że rośliny dobrze rosną
w środowisku skażonym metalami ciężkimi wcale nie należy się cieszyć. Wręcz
przeciwnie. Dla nas jest niebezpieczna dorodna i dobrze wyglądająca żywność
skażona nadmiernymi ilościami metali ciężkich.

Należy się teraz zastanowić, czy nie jest to problem przesadzony. Czy
rzeczywiście dotyka on ludzi obecnie żyjących w Polsce. A może zakres tego
problemu jest tylko lokalny i dotyczy obszarów wokół hut metali nieżelaznych?

Ciekawej oceny narażenia ludności na kupno warzyw skażonych metalami

ciężkimi w okolicach Poznania, czyli terenu o przeciętnym skażeniu metalami

ciężkimi, dokonali badacze z Akademii Rolniczej w Poznaniu (Tyksiński i współ-
aut. 1989). Oznaczyli oni zawartość metali w warzywach kupowanych z przy
padkowych stoisk na czterech targowiskach Poznania poczynając od marca aż

do lipca. Po kupieniu warzywa myto —czyli traktowano je tak, jak się to zwykle
robi w codziennym życiu i oznaczono ilość metali ciężkich (ołowiu, kadmu,
cynku, żelaza) w jadalnych częściach roślin.
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Stwierdzono, że przekroczenie dopuszczalnej zawartości ołowiu wystąpiło
w 66,7% prób warzyw o Jadalnych owocach (pomidor, ogórek) i w 68,2% prób
warzyw korzeniowych (marchew, seler, rzodkiewka, pietruszka). Natomiast
w warzywach liściastych takich jak sałata, seler, kapusta, szpinak, pietruszka,
koper, szczypiorek w 15,4% prób wykazywało zawartość ołowiu powyżej normy.

Zawartość ołowiu nie zależała ani od miejsca ani daty zakupu warzyw.
Wyliczając średnią aiytmetyczną z bardzo dużej rozpiętości zawartości ołowiu w

pojedynczych próbach stwierdzono, że przeciętnie warzywa zawierały 5 mg/kg
s.m. co jest 3-krotnym przekroczeniem normy.

Gorsze wyniki uzyskano dla kadmu. Przekroczenie dopuszczalnej normy dla
kadmu stwierdzono dla warzyw liściowych w 94,9% prób, dla korzeniowych
w 72,7% prób, dla warzyw których częścią jadalną są owoce — 100% prób.
Średnia zawartość kadmu dla wszystkich analizowanych warzyw wynosiła 0,82
mg/kg s.m., była prawie 6-krotnie wyższa od dopuszczalnej normy.

Natomiast część z badanych warzyw zawierała nazbyt małą ilość cynku (57%
prób) i nazbyt małą ilość żelaza (82,4% prób). Stwierdzone niedobory są nieko
rzystne z punktu widzenia żywienia człowieka.

Wydaje się, że wyniki te dobrze ilustrują sytuację, jakiej może spodziewać się
przeciętny człowiek w Polsce. Oczywiście są to dane lokalne, które fragmentary
cznie ilustrujące sytuację. Jednak okolice Poznania nie są terenem szczególnie
skażonym metalami ciężkimi, a zastosowana w badaniach tak prosta metodyka
pobierania prób do badań przy dużej liczbie powtórzeń, dobrze ilustruje sytuację
z Jaką powinna się liczyć przeciętna osoba w Polsce.

STRATEGIE OBRONNE ROŚLIN PRZED METALAMI CIĘŻKIMI

Dalsza część tego artykułu będzie poświęcona rozważaniu problemu —

w wyniku Jakich procesów rośliny potrafią znosić w swoich tkankach wysokie
ilości metali ciężkich ze szczególnym uwzględnieniem ołowiu. Problem ten można

analizować na poziomie komórkowym, oraz na poziomie całego organizmu
roślinnego.

MECHANIZMY ODPORNOŚCI NA METALE CIĘŻKIE NA POZIOMIE KOMÓRKOWYM

Odporność roślin na metale ciężkie jest związana ze strategią wykluczającą
(Lewitt 1980). Polega ona na szybkim uruchamianiu procesów pozwalających
wyłączyć nadmiar wolnychjonów z ogólnego metabolizmu komórki.

Wiązanie ze związkami chemicznymi
Stosunkowo powszechnie, wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia metali

powoduje indukcję syntezy niskocząsteczkowych białek bogatych w grupy SH,
zwanych fitochelatynami. Białka te charakteryzują się wysoką zawartością
cysteiny i glutanionu. Wykryto je u kilkuset roślin, począwszy od purpurowych
glonów, paproci, a skończywszy na najbardziej ewolucyjnie zaawansowanych
roślinach z rodziny Orchidales (Tukendorf 1989, Woźny 1995).

Główną funkcją fitochelatynjest utrzymanie homeostazy metali w komórce.

Mogą one czasowo przyjmować takie metale, jak Zn, Cu, Cd, Pb, aby obniżyć
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stężnie wolnego metalu w komórce. Równocześnie związki te mogą być źródłem

potrzebnego komórce metalu, jako, na przykład, kofaktora dla enzymów, co

pozwala utrzymać niezakłócony metabolizm komórki. Jest bardzo prawdopodob
ne, że fitochelatyny pełnią również rolę systemu przenoszącego jony metali
z cytoplazmy do wakuoli, w której jony oddysocjowują i mogą być wiązane na

przykład przez szczawiany.
Poza fitochelatynami są znane jeszcze inne związki odpowiedzialne za wyłą

czanie nadmiaru wolnych jonów z ogólnego metabolizmu komórki. Wzrostowi

jonów cynku, niklu i chromu w środowisku zewnętrznym towarzyszy znaczna

akumulacja kwasu jabłkowego w cytoplazmie i kwasu szczawiowego w wakuoli.

Kwasy te są czynnikami chelatującymi jony metali ciężkich.
Ponadto stwierdzono wiązanie miedzi przez aminokwasy, takie jak cysteina

i histydyna, a glin był wiązany z kwasami nukleinowymi i odkładany w Jądrach
komórkowych w postaci agregatów (Tukendorf 1989, Shaw 1990).

Gromadzenie metali w obszarach bezpiecznych dla metabolizmu komórkowego na przykładzie
ołowiu

Korzenie roślin mają zdolność pobierania i gromadzenia dużych ilości metali
w swoich tkankach (tab. 1, fot. 1-5), ograniczając przy tym jego transport do

nadziemnych części roślin (Jones i współaut. 1973). A zatem właśnie w korze
niach znajdują się podstawowe mechanizmy rządzące gospodarką ołowiem
w roślinach.

Ołów po wejściu do korzenia szybko przenika przez poszczególne warstwy
komórek korzeni — w tempie 1 warstwa/5 minut (Wierzbicka 1987b). W komór
kach korzeni ołów jest unieszkodliwiany przez gromadzenie w wakuolach (tab.
2, fot. 1-5, tab. 3 fot. 1,6), ścianach komórkowych (tab. 3, fot. 2-6) przestworach
międzykomórkowych (tab. 2, fot. 2, tab. 3, fot. 4), pęcherzykach diktiosomalnych
i siateczce śródplazmatycznej. Z cystern siateczki śródplazmatycznej powstaje
rozbudowany system wakuolarny oraz następuje trawienie zatrutych obszarów

protoplastu połączone z powstawaniem wakuol autofagowych zawierających
złogi ołowiu (Wierzbicka 1995, Woźny 1995). Ciekawy proces unieczynniania
ołowiu połączony z wydalaniem opisali Malone i współautorzy (1974) w korze
niach kukurydzy (Zea mays). Stwierdzili oni, że ołów jest transportowany
w pęcherzykach diktiosomalnych z wnętrza komórek do ściany komórkowej
wraz z materiałem ściany komórkowej i w ten sposób wyrzucany poza obręb
komórki. W komórkach korzeni cebuli jadalnej (Allium cepa) obserwowano inny
proces wyrzucania ołowiu z wnętrza komórki. Następowało wydalanie ołowiu
z protoplastu do ściany komórkowej poprzez palczaste wypuklenie plazmolemy
(plazmotubule) (Wierzbicka 1984).

Powyższe dane wskazują na duże możliwości organizmów roślinnych w przy
stosowaniu się do zatrutego środowiska i detoksykacji groźnej dla komórki

trucizny. Wart podkreślenia jest fakt, że możliwości obronne roślin wydają się
być znacznie większe niż organizmów zwierzęcych chociażby dlatego, że komórki

zwierzęce nie posiadają ani ściany komórkowej, ani tak rozwiniętego systemu
wakuolarnego, jak komórki roślinne. A zatem odmienny system wydalniczy

Tablice fotograficzne pochodzą z pracy magisterskiej Baranowskiej A. (1995).
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"Tablica 1. Lokalizacja ołowiu w korzeniach cebuli jadalnej Allium cepa L. za pomocą
metody rodizonianowej. Rośliny hodowano przez 72 godziny w pożywce mineralnej
z dodatkiem soli ołowiu (4 mg/dm3 Pb2+ z PbCh), lub bez dodatku ołowiu (kontrola).
Ciemne wybarwienie korzeni wskazuje na obecność ołowiu. Fot. 1-4 pow. 5x, fot. 5 pow. 9x.

Fot. 1. Korzenie siewek — rośliny kontrolne, które nie były traktowane roztworem soli ołowiu.
Fot. 2. Korzenie siewek — rośliny doświadczalne traktowane PbClz. Fot. 3. Korzenie przybyszowe
— rośliny kontrolne, które nie były traktowane roztworem soli ołowiu. Fot. 4, 5. Korzenie przyby

szowe — rośliny doświadczalne, traktowane PbC12.
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Tablica 2. Ultrastrukturalna lokalizacja ołowiu w komórkach merystematycznych wierz
chołków korzeni siewek Allium cepa L. przeprowadzona w mikroskopie elektronowym.
Rośliny traktowano ołowiem (4mg Pb/dm3 Pb z PbCh) przez 54 godziny. Widoczne czarne

złogi ołowiu (Pb) głównie w wakuolach komórek (V).

CW — ściana komórkowa, N — jądro, P — proplastyd, R — rybosomy, V — wakuola, Pb — złogi
ołowiu, m — przestwór międzykomórkowy. Fot. 1 — pow. 14000x; fot. 2, 3— pow. 35000x;

fot. 4, 5 — pow. 60000x.
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Tablica 3. Ultrastrukturalna lokalizacja ołowiu w komórkach mcrystematycznych wierz
chołków korzeni siewek Allium cepa L. przeprowadzona w mikroskopie elektronowym.
Rośliny traktowano ołowiem (4mg Pb/dm3 Pb z PbCh) przez 54 godziny. Widoczne czarne

złogi ołowiu (Pb) głównie w ścianach komórkowych (CW).

CW — ściana komórkowa, V — wakuola, Pb — złogi ołowiu, C — cytoplazma, B — blaszka środko
wa ściany komórkowej, m — przestwór międzykomórkowy, ER— siateczka śródplazmatyczna.

Fot. 1 — pow. 15000x; fot. 2, 5 — pow. 20000x; fot. 3, 6 pow. — 45000x; fot. 4 — pow. 25000x.
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komórek roślinnych i zwierzęcych wydaj e się być podstawową różnicą w zdol
ności obrony przed tak silną trucizną, jakąjest ołów.

MECHANIZMY ODPORNOŚCI NA METALE CIĘŻKIE NA POZIOMIE CAŁEGO ORGANIZMU NA PRZYKŁADZIE

OŁOWIU

Miejsca szczególnie chronione w roślinach

W korzeniach ołów jest gromadzony początkowo z podobną intensywnością
na całej długości. Jednak już po kilku godzinach jest on przenoszony z wierz
chołków korzeni do wyższych części roślin. Powoduje to znaczne zmniejszenie
ilości ołowiu w wierzchołkach korzeni, a przez to ochronę komórek merystema-
tycznych korzenia, które są odpowiedzialne za jego wzrost.

Drugim obszarem szczególnie chronionym przed ołowiem jest wyspa komó
rek znajdujących się w samym szczycie korzenia — tak zwane komórki cichego
centrum. Obszar ten zawiera komórki inicjalne, które uaktywniają się głównie
w procesach regeneracji korzenia, co ma najistotniejsze znaczenie przy uszko
dzeniu korzenia. Okazało się, że ołów od początku nie przenika do tego obszaru

korzenia, a zatem istnieje mechanizm ochraniający te szczególnie ważne komórki

(Wierzbicka 1987a).
Trzecim obszarem, do którego nie przenikają toksyczne związki ołowiu, są

generatywne części kwiatu. Zalążki, a szczególnie woreczki zalążkowe, pozostają
wolne od ołowiu nawet przy znacznym skażeniu wegetatywnych części roślin

(pędu i korzenia). Dlatego też rozwijające się z tych części kwiatu nasiona roślin
z reguły nie zawierają ołowiu w swoich tkankach (Shaw 1990). Również okrywy
nasienne większości gatunków roślin szczelnie chronią nasiona przed związkami
ołowiu aż do momentu uszkodzenia ciągłości tych okryw (Wierzbicka i współaut.
1986).

Jako czwarty obszar można wymienić całe nadziemne części roślin. W korze
niach znajdują się bariery ograniczające transport ołowiu do części nadzie
mnych roślin. Rzeczywistą barierąjest najbardziej wewnętrzna warstwa komó
rek kory pierwotnej — endoderma. Komórki te znajdują się na pograniczu
pomiędzy centralną częścią korzenia — walcem osiowym, zawierającym komórki

przewodzące, a korą pierwotną, która ma położenie bardziej peryferyczne. To
właśnie w komórkach endodermy jest zatrzymywany ołów wędrujący wraz

z ruchem wody w głąb korzenia.-Chroni to walec osiowy przed wnikaniem ołowiu
a przez to mocno jest ograniczone przenoszenie ołowiu do nadziemnych części
roślin. Zwykle 70%-95% pobranego przez roślinę ołowiu jest zatrzymywane
w korzeniu. W wyniku tego procesu jest chroniony przed tą trucizną aparat
fotosyntetyczny roślin znajdujący się w zielonych częściach roślin (Wierzbicka
1995).

Jak się ostatnio okazało, miejscem, w którym ołów może być zatrzymywany,
jest również organ spichrzowy — cebula.

W korzeniu Allium cepa — cebuli jadalnej, jest zatrzymywane około 30%
ołowiu pobranego przez roślinę, a aż 70% przechodzi do nadziemnych części
roślin, z czego około 40% znajdowało się w spichrzowym organie — cebuli, a 30%
w zielonych liściach. Przemieszczanie tak znacznych ilości ołowiu do organu
spichrzowego wydaje się być korzystne dla rośliny, natomiast bardzo niekorzy-
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stne dla nas, ponieważ oznacza gromadzenie ołowiu w jadalnych częściach
Allium cepa (Baranowska 1995).

ŻYWIENIE MINERALNE ROŚLIN

Metale ciężkie w tym również ołów, znajdując się w podłożu, w którym rosną

rośliny, zwykle hamują pobieranie i transport wielu makro- i mikroelementów,
co często powoduje obniżenie właściwych stosunków składników mineralnych
w roślinach . Powoduje to, że u roślin obok odporności na dany metal rozwija
się również odporność na obniżony poziom składników mineralnych. Może
również pojawiać się możliwość zwiększonego ich pobierania (Antosiewicz 1992).
Oznacza to, że u roślin odpornych na działanie ołowiu mogą również wystąpić
obniżone wymagania pokarmowe. Szczególnie ważny pod tym względem okazał

się wapń. Stwierdzono, że rośliny odporne na deficyt wapnia osiągają wysoki
poziom odporności na ołów. Można więc powiedzieć, żejeśli roślina dobrze znosi

nazbyt małe ilości wapnia, to równocześnie dobrze znosi toksyczne działanie
ołowiu. Zależność ta została niedawno wykryta i mechanizm tego procesu nie

jestjeszcze znany, a wyjaśnienie wartejest dalszych badań (Antosiewicz 1995).

GOSPODARKA WODNA ROŚLIN

Wiele metali ciężkich, w tym również ołów, powoduje zakłócenia w gospodarce
wodnej roślin. Powoduje to, że u roślin odpornych na działanie metali ciężkich
może wytworzyć się również zwiększona odporność na deficyt wody. Wyraźne
anatomiczne przystosowanie do znoszenia deficytu wody stwierdzono u rośliny
Silene irtflatavar. angustifolia rosnącej na hałdzie galmanowej w okolicy Olkusza

(Panufnik i Wierzbicka 1993). Rośliny pochodzące z tych terenów mają mniejszą
powierzchnię asymilacyjną liści, a komórki liści są powiększone, przez co

uzyskują zdolność do gromadzenia wody w porównaniu z roślinami rosnącymi
w terenach nieskażonych. Okazało się, że oszczędna gospodarka wodna sprzyja
dobremu tolerowaniu nadmiernych ilości ołowiu.

Ołów jest mniej szkodliwy dla roślin, jeśli rosną one w warunkach wysokiej
wilgotności powietrza. Natomiast w warunkach niskiej wilgotności powietrza
(niewielkiej suszy) należy spodziewać się, że większa ilość ołowiu będzie pobie
rana i transportowana do nadziemnych części roślin. Może być to przyczyną
zwiększenia skażenia jadalnych części roślin, Jak również zwiększenia puli
ołowiu włączonej do obiegu biologicznego (Baranowska 1995).

POCHODZENIE MECHANIZMÓW ODPORNOŚCIOWYCH ROŚLIN NA METALE

CIĘŻKIE

Jakjest możliwe pojawienie się mechanizmów tak wysokiej odporności roślin
na metale ciężkie, takich jak ołów (co opisano powyżej), skoro pierwiastek ten

dopiero od 60 lat znajduje się w nadmiernych ilościach w glebie. Jest to nazbyt
krótki czas na wytworzenie w drodze ewolucji tak złożonych procesów dających
w efekcie dobre tolerowanie przez rośliny nadmiernych ilości metali ciężkich.
Jak więc doszło do ich wytworzenia.
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Z porównania działania nadmiernych ilości składników odżywczych, takich

jak cynk i miedź oraz metali balastowych (czyli całkowicie zbędnych dla meta
bolizmu roślin), takich jak ołów i kadm wynika, że rośliny mogą w obu wypad
kach wykorzystać te same mechanizmy odporności (Michalak i Wierzbicka

1995). Wydaje się więc, iż rośliny nie mając zdolności ruchu i nie mogąc ani
zmienić ani wybierać miejsca swojego bytowania, wykształciły w drodze ewolucji
duże możliwości bronienia się przed różnego typu związkami, które mogą
przypadkowo być dostarczone w różnych ilościach i w różnych momentach życia
roślin (np. zalewanie wodą o różnym składzie).

Sugerujemy więc, że rośliny broniąc się przed nadmiernymi ilościami metali

mogą wykorzystywać drogi wytworzone w toku ewolucji dla działania nadmier
nych ilości składników odżywczych. W ten sposób w chwili obecnej rośliny mogą
skutecznie bronić się przed presją skażonego metalami ciężkimi środowiska.

INFLUENCE OF HEAVY METALS ON PLANTS

Summary
Due do increased pollution of the environment, plant pollution by heavy metals becomes a

serious problem. The most noxious are excesslve amounts of such elements as zink. copper and

cobalt, which simultaneously (in minutę amounts) are necessary for plant metabolism, or ofbalast

elements, such as cadmlum and lead, which being superflous in the plant and animal metabolism,
at the same time are toxic. Their effect consists most often in blocklng of enzymes by binding to their
-SH groups. The uptake by plants of heavy metals leads to their incorporation into the biological
circulation.

Plants possess efflcient strategles which protect them against the toxic action of metals and

simultaneously accumulate them in large amounts in some tlssues. On the cellular level, these

protection mechanlsms consist in binding metals wlth various types of Chemical compounds (e.g.
phytochelatins), and In accumulating the metals in those plant celi areas (mainly the walls and

vacuoles) where they remain inert. On the level of the whole organism. the protection concems flrst
of all the areas that are especially sensitive, e.g. the meristematic cells. The resistance of plants
against heavy metals is enhanced by resistance towards calcium shortage and water deficit.

It seems that plants, to counteract the toxic effects of heavy metals, take advantage of the
defensive strategies formed in the course of evolution for protection against excessive amounts of
some components present in natural nutrients.
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W czterdziestolecie odkryciafotooddychania

CZY FOTOODDYCHANIE JEST „MARNOTRAWNYM” PROCESEM
BIOLOGICZNYM?

WSTĘP

W bieżącym roku upływa 40 lat od opublikowania pracy (Decker 1955),
której wyniki były podstawą do sformułowania hipotezy, że w fotosyntetyzują-
cych komórkach przebiega proces związany z pobieraniem O2 i wydzielaniem
CO2, lecz różny od mitochondrialnego oddychania ciemniowego, i tak jak foto
synteza bezpośrednio zależny od napromienienia1. Proces ten obecnie jest
określany angielskim terminem „photorespiration” (Decker i Tio 1959), nato
miast w piśmiennictwie polskimjest stosowana nazwa fotooddychanie (Poskuta
1970). Przebieg, powiązanie z innymi procesami komórkowymi, regulacja i fizjo
logiczne funkcje fotooddychania należą nadal do aktualnych problemów badaw
czych.

Już na początku lat sześćdziesiątych, dzięki kontaktom z kanadyjskimi
biologami, profesorami G. Krotkovem i C. D. Nelsonem, kilku polskich pracow
ników naukowych miało szanse włączenia się do badań nad fotooddychaniem
i przeniesienia tego problemu do własnych pracowni. W polskim języku opubli
kowano szereg artykułów omawiających przebieg fotooddychania, zależność tego
procesu od czynników wewnętrznych i środowiskowych, jego fizjologiczne zna
czenie oraz metody pomiaru (Poskuta 1970, 1992, Maleszewski 1974, 1988,
Kaniuga 1977, Maleszewski i Bystrzejewska 1981, Maleszewski i Kamińska

1984, Kleczkowski i współaut. 1988). Ukazał się też przekład obszernej mono
grafii I. Zelitcha (1971) dotyczącej współzależności pomiędzy fotosyntezą, foto
oddychaniem i produktywnością roślin.

PRZEBIEG I POWIĄZANIE FOTOODDYCHANIA Z FOTOSYNTEZĄ

Integracja fotosyntezy i fotooddychania wynika z udziału w reakcjach rozpo
czynających te procesy dwufunkcyjnego enzymu — karboksylazy/oksygenazy

'Poprawny termin radiometryczny stosowany w miejsce tradycyjnego terminu „światło”.
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rybulozo-1,5-bifosforanu (rubisco, E.C. 4.1.1.39), wspólnego dla obu aktywności
tego enzymu endogennego substratu — rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP), oraz

występowania w atmosferze Ziemi CO2 i O2. Ponadto, w fotosyntezie są zużywane
produkty fotooddychania: dwutlenek węgla i glicerynian. Przemiany węgla zwią
zane bezpośrednio z fotosyntetyczną asymilacją CO2 są nazywane fotosyntety-
cznym redukcyjnym cyklem węgla (PCRC), cyklem Cabana lub cyklem C3.

Reakcje towarzyszące fotooddechowemu wytwarzaniu CO2 noszą nazwę foto-

syntetycznego oksydacyjnego cyklu węgla (PCOC), szlaku kwasu glikolowego lub

cyklu C2. Znaczenie terminu fotooddychaniejest często zawężane do wytwarza
nia CO2 w PCOC. Przebieg obu cykli przemian węgla, ich powiązania, lokalizację
komórkową oraz enzymy w nich uczestniczące przedstawia rysunek 1.

Reakcjami inicjującymi fotosyntetyczne (PCRC) i fotooddechowe (PCOC)
przemiany związków węgla są karboksylacja i oksygenacja RuBP, obie katalizo
wane przez rubisco:

RuBP + CO2 2 PGA,
RuBP + O2 -» PGA + P-glikolan.

(1)
(2)

Powstający w stromie chloroplastów P-glikolan jest hydrolizowany do orto-

fosforanu (PJ i glikolanu, który jest uznawany za bezpośredni substrat fotood
dychania.

Chloroplasty roślin wyższych wydzielają glikolan do cytoplazmy, skąd jest
pobierany przez peroksysomy i utleniany do glioksylanu przy udziale oksydazy
glikolanowej (E.C. 1.1.3.1). Jednokomórkowe glony znaczną ilość glikolanu
(l%-10%) wydzielają do podłoża (Tolbert 1979), a specyficzną cechą ich PCOC

jest udział w reakcji utleniania glikolanu reduktazy glioksylanowej (E.C.
1.1.1.26), zlokalizowanej w mitochondriach i współdziałającej z NAD.

Glioksylan jest bardzo aktywnym metabolitem i mógłby hamować szereg
procesów, na przykład aktywację rubisco oraz reakcje katalizowane przez ten

enzym (Campbell i Ogren 1990, Cook i współaut. 1985). W PCOC ulega
przekształceniu w nietoksyczną glicynę, a z dwu cząsteczek glicyny powstaje
cząsteczka seryny i fotooddechowy CO2:

2 glicyna + NAD seryna + CO2 + NH3 + NADH (3).

Zgodnie z podstawowym schematem fotooddychania (rys. 1) stosunek liczby
atomów węgla uwalnianych Jako CO2 do uczestniczących w przemianach PCOC

wynosi 1:4, to jest 25%. Pozostała ilość węgla poprzez serynę, hydroksypirogro-
nian i glicerynian powraca do PCRC.

W badaniach in uitro z użyciem izolowanych enzymów, chloroplastów oraz

peroksysomów uzyskano dane sugerujące, że w CO2 może być przekształcona
większa, od podanej wyżej, względna liczba atomów węgla glikolanu, wytwarza
nego w PCOC. Nadtlenek wodoru, produkowany w reakcji utleniania glikolanu
lub podczas fotosyntetycznego transportu elektronów (reakcja Mehlera), powo
duje bowiem nieenzymatyczną dekarboksylację u-aldehydo- i a-ketokwasów.
Produktami peroksydacji glioksylanu jest CÓ2 i mrówczan, który może być
również utleniany do CO2:
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Rys. 1. Fotosyntetyczne (linie przerywane) 1 fotooddechowe (linie ciągłe) przemiany asy-
milowanego węgla (Tolbert 1979, Canvin 1990, Zelitch 1992, zmienione).

Uwzględniono wymianę CO2 i O2 oraz uwalnianie Pi i krążenie NH3. Enzymy: (a) karboksylaza/oksy-
genaza RuBP, (b) fosfataza fosfogllkolanowa, (c) oksydaza glikolanowa, (d) katalaza, (e) seryna:
glioksylan aminotransferaza, (f) glutaminian: glioksylan amlnotransferaza, (g) dekarboksylaza glicy-
nowa, (h) hydroksymetylotransferaza serynowa, (i) reduktaza hydroksypirogronianowa, (J) kinaza

glicerynianowa. (k) syntetaza glutaminowa, (1) glutamina: 2-oksyglutaran aminotransferaza.Meta-

bolity: GLU —glutaminian, 2-OG — oksoglutaran.
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glikolan + O2 -> glio ksylan + H2O2-» mrówczan + CO2 + 2H2O (4).

Ponadto, może przebiegać peroksydacja wytwarzanego z seryny hydroksypi-
rogronianu, prowadząca do CO2 i glikolanu:

hydroksypirogronian + H2O2 -» glikolan + CO2 + 2H2O (5).

Przy małej aktywności katalazy w peroksysomach glikolan może być w całości

utleniony, a stechiometria wytwarzania CO2 w fotooddychaniu wynosiłaby wów
czas 100%. Wydaje się jednak, że przy normalnym przebiegu fotosyntezy aktyw
ność katalazy w peroksysomach wystarcza do całkowitego rozkładu produkowa
nego tam H2O2(HAnson i Peterson 1985, Zelitch 1992).

Należy zwrócić uwagę na to, że fotooddychanie pod względem substratów
i produktów, jak też wymiany gazowej jest procesem odwrotnym do fotosyntezy.
W procesie tym są bowiem zużywane związki organiczne powstające w fotosyn
tezie oraz O2, a CO2 jest produktem końcowym.

POMIARY FOTOODDYCHANIA

Bezpośredni pomiar wytwarzania CO2 w fotooddychaniu nie jest możliwy
głównie z powodu przebiegu w tych samych komórkach, zwykle znacznie szyb
szej, fotosyntezy i oddychania ciemniowego.

Najprostszym sposobem ilościowej oceny fotooddychania (PR) jest przepro
wadzenie pomiarów asymilacji CO2 w powietrzu lub w innej atmosferze zawiera
jącej znaczne stężenie O2 oraz przy stężeniu O2 obniżonym do l%-3%. W pier
wszym pomiarze uzyskuje się fotosyntezę netto (PN), odpowiadającą fotosyntezie
rzeczywistej (Pt) pomniejszonej o fotooddychanie (PR) i oddychanie ciemniowe

(Rd):

Pn= Pt-(PR +Rd) (6).

Drugi pomiar daje wartość zbliżoną do PT, gdyż przy niskim stężeniu O2 jest
zahamowane PR. Różnica pomiędzy uzyskanymi wynikami, tak zwany efekt

Warburga, stanowi podstawę do oszacowania PR w warunkach tlenowych
pierwszego pomiaru.

Była stosowana również często metoda oznaczania PR polegająca na prze
prowadzaniu pomiarów PN przy różnych stężeniach CO2i ekstrapolacji wyników
do stężenia zerowego. Uzyskana przez ekstrapolację ujemna wartość wymiany
CO2 charakteryzuje PR. Wskaźnikiem aktywności fotooddychania może być
także wysokość stężenia kompensacyjnego CO2 (T), które ustala się w zamknię
tym układzie pomiarowym zawierającym fotosyntetyzujące tkanki. Są stosowane

również metody, w których jest oznaczane wydzielanie CO2 w warunkach

eliminujących fotosyntezę: w krótkim czasie po zaciemnieniu liści (tak zwany
pooświetleniowy wyrzut CO2, PIB) lub w atmosferze bez CO2.

Podstawą do oceny fotooddychania może być też różnica pomiędzy szybko
ścią asymilacji 14CO2zmierzoną w krótkim odstępie czasu, po jego wprowadzeniu
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do zamkniętego układu pomiarowego (pomiar PT), i po dłuższym czasie, potrzeb
nym do wysycenia węgłem 14C substratów fotooddychania (pomiar PN). Analiza

włączania ł4C podczas asymilacji 14CO2 do produktów pośrednich PCOC, głównie
do glicyny i seiyny, pozwala też na oszacowanie aktywności przemian metabo
licznych związanych z fotooddychaniem. Są stosowane również metody izotopo
we, w których miarą fotooddychania jest włączanie 18O do metabolitów PCOC.

Bardziej szczegółowy opis metod pomiarów fotooddychania zawiera artykuł
Kleczkowskiego i współautorów (1988).

Fotooddychanie jest procesem cyklicznym, w którym nie ma ubytku lub

akumulacji metabolitów, a uwalniany CO? może być częściowo lub w całości

ponownie wiązany w fotosyntezie. Z tego powodu uważa się wyniki pomiarów
fotooddychania, uzyskane za pomocą wymienionych metod, za zaniżone. Dodat
kowe zastrzeżenia nasuwają metody, w których są stosowane warunki w dużym
stopniu odbiegające od normalnych, na przykład atmosfera bez CO2 lub cie
mność (Zelitch 1992). Rezultaty uzyskane każdą z tych metod są obarczone

błędem spowodowanym brakiem możliwości uwzględnienia rzeczywistej warto
ści Rq fotosyntetyzujących komórek.

Hanson i Peterson (1985) opracowali metodę polegającą na wykonywaniu
równolegle gazometrycznych pomiarów wymiany CO2 i biochemicznej analizy
przemian wprowadzonego do fotosyntetyzujących tkanek glicerynianu specyfi
cznie znaczonego izotopami 3H i 14C. Metoda ta nie nasuwa poważniejszych
wątpliwości, jednak jej złożoność nie sprzyja szerszemu stosowaniu w bada
niach.

KINETYKA REAKCJI KATALIZOWANYCH PRZEZ RUBISCO

Stosunek obu aktywności rubisco, karboksylacyjnej i oksygenacyjnej, można

wyrazić jako funkcję kinetycznych parametrów enzymu oraz stężeń CO2 i O2
w miejscu jego działania (Laing i współaut. 1974):

vc/v0=VcKo/VoKcC/O (7)

gdzie: vc, v0 — szybkość karboksylacji, oksygenacji; Vc, Vo — maksymalna
szybkość karboksylacji, oksygenacji; Kc, Ko— powinowactwo rubisco w stosun
ku do CO2, O2; C, O — stężenie CO2, O2 w miejscu działania rubisco.

Liczbowa wartość wyrażenia VcKo/VoKc, współczynnika powinowactwa sub
stratowego CO2/O2 rubisco, jest podobna u różnych fotosyntetycznych typów
roślin wyższych (C3, C4, pośredniego typu C3-C4) i wynosi około 80. Niższa jest
u glonów (około 60), sinic (około 50), a zwłaszcza u fotosyntetyzujących bakterii

(około 10), co jest prawdopodobnie spowodowane odmienną czwartorzędową
strukturą ich rubisco. Przy podanej wartości współczynnika powinowactwa
substratowego i stężeniach CO2 i O2 występujących podczas zrównoważonej
fotosyntezy w miejscu działania rubisco (ocenianych odpowiednio na około 10,5
|1M i 258 pM) stosunek vc/vo u roślin wyższych ma wartość około 3, zaś u innych
fotoautotrofów jest odpowiednio mniejszy (Jordan i Ogren 1983, Ogren 1984,
Chen i Spreitzer 1992). Względna szybkość karboksylacji i oksygenacji RuBP
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zależy więc od właściwej, dla danej grupy fotoautotrofów, wartości współczynni
ka powinowactwa substratowego rubisco oraz od stężeń CO2 i O2 w miejscu
działania tego enzymu.

MODELE MATEMATYCZNE FOTOSYNTEZY I FOTOODDYCHANIA

Przy uwzględnieniu stechiometrii przemian zamieszczonych na rysunku 1
oraz zależności wyrażonych równaniem 7 opracowano matematyczne modele,
przedstawiające relacje pomiędzy wymianą CO2, O2 oraz innymi elementami

fotosyntetycznego i fotooddechowego metabolizmu węgla (Laing i współaut.
1974, Farquhar i współaut. 1980, Farquhar i von Caemmerer 1982, Harley

i współaut. 1985, Hahn 1987, 1991). Niektóre zostały przytoczone niżej, gdyż
bardzo ułatwiają zrozumienie interakcji pomiędzy fotosyntezą i fotooddycha-
niem.

Stosunek ilości CO2 wiązanego w fotosyntezie (Pt) do uwalnianego w fotood-

dychaniu (PR) określa równanie:

Pt/PR = vc /0,5 v0 (8)

gdzie: 0,5 — stechiometiyczny stosunek węgla uczestniczącego w fotooddycha-
niu do uwalnianego Jako CO2. Przyjmując wartości vc i v0 podane w poprzednim
rozdziale uzyskuje się modelowy stosunek P/PR około 6.

Rozwiązując równanie (8) dla PT= PR można określić wysokość kompensa
cyjnego stężenia (punktu) CO2 fotosyntezy, P-, nie uwzględniającą wytwarzania
CO2 w oddychaniu ciemniowym:

r. = O(0,5VoKc/VcKo) (9).

Zgodnie z równaniem (9), pomiędzy wysokością T- a stężeniem O2 w miejscu
działania rubisco, występuje prosta zależność stwierdzana doświadczalnie

(Ogren 1984). Przyjmując podaną uprzednio wielkość tego stężenia O2 otrzymuje
się modelową wartość T- 1,6 gM, tojest około 36 ppm, która mieści się w zakresie
wielkości uzyskiwanych w pomiarach.

Szybkość asymilacji CO2, odpowiadająca fotosyntezie netto (Pn), zależy bez
pośrednio od natężenia przebiegających równocześnie reakcji wiązania i uwal
niania CO2. Wyraża to wzór:

Pn=vc-0,5vo-Rd (10)

gdzie: RD — wytwarzanie CO2 w oddychaniu ciemniowym.
Wyprowadzanie bardziej złożonych modeli matematycznych (Farquhar

i współaut. 1980, Farquhar i von Caemmerer 1982) przekracza ramy tego
artykułu. Przytoczone zostaną niżej tylko ich końcowe postacie.

Fotosyntezę netto przy napromienieniu niższym od wysycającego, gdy bez
pośrednim czynnikiem ograniczającym zarówno karboksylację, jak i oksygenację
jest odtwarzanie Ru BP, wyraża wzór:
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pN=j(c-r. /4,5C+10,5r.) - rd ud

gdzie: J określa potencjalną szybkość transportu elektronów zależną od natęże
nia napromienienia; współczynniki liczbowe uwzględniają stechiometrię reakcji
PCRC i PCOC.

Fotosyntezę wysyconą fotonami przedstawia natomiast równanie:

PN = Vc[C-r./C + Kc(l+ O/Ko)]-Rd. (12)

Przytoczone wyżej wzory zakładają, że natężenie funkcjonowania PCRC
i PCOC przy napromienieniu niższym od wysycającego fotosyntezę zależy od

gęstości strumienia fotosyntetycznych fotonów, a przy wyższych — od aktywno
ści karboksylacyjnej rubisco. Natomiast stosunek ilości węgla metabolizowanego
na obu drogach, tak jak relacja fotosyntezy do fotooddychania, zależy od

kinetycznych parametrów rubisco oraz stężeń CO2 i O2 w miejscu funkcjonowa
nia tego enzymu.

Na podstawie tych samych danych wyjściowych można określić inne para
metry charakteryzujące funkcjonowanie obu sprzężonych cykli przemian węgla
(Berry i Farquhar 1978, Farquhar i współaut. 1980). Przykłady zamieszczono
w tabeli 1.

Tabela 1

Wytwarzanie PGA oraz zużywanie NADPH i ATP w

fotosyntetycznych i fotooddechowych przemianach węgla

Szybkość produkc|l PGA 2vc+ 1,5v0=(2+1,5$)vc=(2+41'- /C)vc

Szybkość zużycia NADPH 2vc + 2vo = (2 + 2<J>) vc = (2 + 4r. /C)vc

Szybkość zużycia ATP 3vc+3,5vo=(3+3,5<f>)vc=(3+7T«/C)vc

gdzie = V(Ac

FOTOODDYCHANIE A PRODUKTYWNOŚĆ ROŚLIN

Około 90% suchej masy roślin powstaje z fotosyntetycznie asymilowanego
CO2 (Zelitch 1992). Z tego powodu fotooddychanie, jako proces przeciwny do

fotosyntetycznego wiązania CO2, należy do podstawowych czynników produ
ktywności roślin. Nadrzędnym czynnikiem wydajności fotosyntetycznej i produ
ktywność roślin jest fotosynteza netto (Pn), którą definiuje wzór 6.

W szeregu prac donoszono o paradoksie wyrażającym się brakiem prostej
ilościowej zależności pomiędzy PN, wyrażoną na jednostkę powierzchni liścia,
a wytwarzaniem masy roślinnej (plonowaniem). Wydaje sięjednak, że stwierdze
nia te zostały sformułowane na podstawie wyników wyrywkowych pomiarów PN,
nie reprezentujących rzeczywistej asymilacji netto CO2 całej rośliny (Zelitch
1982). Badania, w których zapewniono odpowiednią dokładność oznaczeń wy
miany CO2, wykazywały bowiem prostą zależność pomiędzy PN całej rośliny a jej
wzrostem (Bugbee i Monje 1992, Grodzinski 1992). Również autorzy tego
artykułu w badaniach prowadzonych z pszenicą, żytem i pszenżytem, rosnącymi
w warunkach kontrolowanych przy małym napromienieniu, stwierdzali ścisłą
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korelację pomiędzy suchą masą roślin i ich całkowitą fotosyntezą netto (Male
szewski i współaut. 1993).

Rośliny C3 w normalnych warunkach atmosferycznych tracą w wyniku
fotooddychania około 40% fotosyntetycznie już związanego CO2. Powoduje to

zmniejszenie produktywności i dodatkowe zużywanie wytwarzanych w świetlnej
fazie fotosyntezy ATP i NADPH. Z tego względu Jest uzasadnione uznawanie

fotooddychania za niekorzystny, marnotrawny (ang. wasteful) proces (Zelitch
1992).

REGULACJA FOTOODDYCHANIA

Niekorzystne znaczenie fotooddychania dla szybkości fotosyntezy i wytwa
rzania masy roślinnej stanowiło dodatkowy bodziec do podejmowania badań,
których celem było poznanie mechanizmów regulacji fotooddychania oraz zna
lezienie sposobów wpływania najego ilościowy stosunek do fotosyntezy. Równa
nie 7 wskazuje, że korzystna dla fotosyntezy zmiana relacji szybkości obu

procesów może być następstwem zwiększenia współczynnika powinowactwa
substratowego rubisco (VcKo /VoKc) oraz stosunku stężeń CO2/O2 w miejscu
działania tego enzymu. Uwzględniano także możliwość zmniejszenia fotooddy
chania przez ograniczenie aktywności aparatu enzymatycznego PCOC.

Współczynnik powinowactwa substratowego CO2/O2 rubisco nie zależy od

napromienienia ani od stężenia RuBP Jako trzeciego substratu wspólnego dla
obu aktywności enzymu (Jordan i Ogren 1983, 1984, Ogren 1984). W bada
niach mających na celu poznanie możliwości oddziaływania na względne szyb
kości fotooddychania i fotosyntezy poprzez zmianę właściwości rubisco znalezio
no zaledwie kilka czynników wpływających na kinetyczne parametry tego enzy
mu.

Dla osiągnięcia maksymalnej szybkości katalitycznej rubisco musi ulec
aktywacji, polegającej na przyłączeniu kolejno CO2 i Mg 2+. W procesie aktywacji

jon magnezowy wiąże się z karbaminianem e-aminowej reszty lizyny 201 poli-
peptydu dużej podjednostki rubisco (Maleszewski 1988, Portis 1990). Stwier
dzono, że po zastąpieniu magnezu jonem innego metalu następuje znaczne

zmniejszenie współczynnika powinowactwa substratowego enzymu i odpowied
nie zwiększenie jego względnej aktywności oksygenacyjnej. Na przykład, współ
czynnik powinowactwa substratowego rubisco zaktywowanej jonami Mn2* obni
ża się z około 70 do zaledwie około 4, co prawdopodobnie wynika z tego, że
w reakcji oksygenacji RuBP, Mn2* jest lepszym katalizatorem niż Mg2* (Jordan i

Ogren 1981, Chen i Spreitzer 1992).
Już w początkowym okresie badań nad fotooddychaniem (Bjorkman i współ

aut. 1968, Jolliffe i Tregunna 1968, 1973, Laing i współaut. 1974) uzyskano
pośrednie dane prowadzące do wniosku, że wzrost temperatury powoduje
zwiększenie stosunku szybkości fotooddychania do szybkości fotosyntezy. Obe
cnie są podstawy do przyjęcia, że zjawisko to rzeczywiście występuje i ma co

najmniej dwie przyczyny. Jedną z nichjest większy spadek rozpuszczalności CO2
niż O2 i spowodowane tym obniżenie stosunku stężeń CO2/O2 w miejscu
działania rubisco, które zwiększa dodatkowo temperaturową stymulację aktyw-
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ności oksygenacyjnej enzymu (Kui Edwards 1977, Jordan i Ogren 1984). Druga
przyczynajest bezpośrednio związana ze zmianą wartości współczynnika powi
nowactwa substratowego CO2/O2 rubisco, spowodowaną odmienną energią
aktywacji w reakcjach karboksylacji i oksygenacji RuBP (CHOLLETi Ogren 1975,
Chen i Spreitzer 1992).

Stosunek stężeń CO2/O2 w miejscu działania rubisco podczas fotosyntezy
przebiegającej w atmosferze powietrza zależy od szybkości karboksylacji RuBP
oraz dopływu CO2 do chloroplastów spoza komórki oraz ze źródeł wewnętrznych.
Przedstawiony na rysunku 1 schemt fotosyntetycznego i fotooddechowego me
tabolizmu węgla dotyczy w zasadzie wszystkich fotoautotrofów. W typowej
postaci występuje jednak tylko u lądowych roślin C3. U sinic, mikroglonów,
wodnych makrofitów oraz lądowych roślin C4 i CAM funkcjonują dodatkowe

mechanizmy, zwiększające stosunek stężeń CO2/O2 w miejscu działania rubisco,
które istotnie modyfikują względne ilości metabolizowanego węgla w PCRC i
PCOC (Badger i Price 1994).

U sinic i glonów, których rubisco charakteryzuje się szczególnie niskim

powinowactwem do CO2 działa złożony, słabo Jeszcze poznany, mechanizm

aktywnego transportu przez błony komórkowe nieorganicznych form węgla
i zwiększania stężenia ich w fotosyntetyzujących komórkach. Poznanymi skład
nikami tego mechanizmu są transbłonowe przenośniki nieorganicznych form

węgla oraz anhydraza węglanowa (E.C. 4.2.1.1). W wyniku działania mechani
zmu zatężającego, wewnątrzkomórkowe stężenie CO2 może być nawet 103 razy

wyższe niż w otoczeniu, przez co aktywność oksygenacyjna rubisco może być
istotnie ograniczona. Analogiczny mechanizm funkcjonuje u wyższych roślin

wodnych.
U roślin fotosyntetycznego typu C4, do których należy między innymi trzcina

cukrowa, kukuiydza, szarłat, portulaka, wnikający do liści CO2 jest pierwotnie
wiązany w komórkach mezofilu przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogro-
nianowej (E.C. 4.1.1.31). Czterowęglowy produkt karboksylacji, kwas szczawio-

octowy, ulega redukcji do kwasu jabłkowego lub aminacji do kwasu asparagi
nowego. Metabolity te są transportowane do komórek pochwy wokółwiązkowej,
otaczających wieńcowo wiązki przewodzące liścia, gdzie są przekształcane w CO2
i pirogronian. Ten ostatni powraca do komórek mezofilu i jest substratem dla
odtwarzania pierwotnego akceptora CO2 w fotosyntezie roślin C4, kwasu fosfo-

enolopirogronowego. Uwalniany w komórkach pochwy wokółwiązkowej CO2jest
wtórnie wiązany przez rubisco i przekształcany w cyklu Calvina, działającym
tylko w tych komórkach. Jedną z funkcji tego dodatkowego mechanizmu foto
syntetycznego u roślin C4jest wydajne dostarczanie CO2 dla rubisco i ogranicza
nie aktywności oksygenacyjnej enzymu i fotooddychania. Dzięki niemu fotosyn
teza u roślin C4 przy optymalnym napromienieniu i temperaturze charakteryzuje
się większą szybkością od fotosyntezy u roślin C3, punktem kompensacyjnym
zbliżonym do zerowego i niewrażliwością na O2 w stężeniu atmosferycznym.

Podobny rozdział przestrzenny reakcji fotosyntezy, umożliwiający ogranicze
nie fotooddychania, występuje u roślin fotosyntetycznego typu pośredniego
C3-C4. Należą do niego niektóre gatunki z rodzajów Panicum, Mollugo, Morican-

dia, Neurachne i Flaueńa. W liściach tych roślin występują szczątkowe pochwy
wokółwiązkowe, a fotosynteza ma szereg pośrednich właściwości fotosyntezy C3
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i C4: mniejszą niż u roślin C3 wrażliwość na O2 w stężeniu atmosferycznym,
obniżony punkt kompensacyjny, donoszono też o podwyższonej Pn (Zelitch
1992).

U roślin fotosyntetycznego typu CAM, obejmującego sukulenty należące do

rodziny gruboszowatych (Crassulaceae), występują elementy fotosyntezy C3 i C4
w tych samych komórkach, lecz działanie ichjest rozdzielone czasowo (Badger
i Price 1994). Pierwotna karboksylacja kwasu fosfoenolopirogronowego i synteza
kwasów czterowęglowych odbywa się w nocy, przy otwartych aparatach szpar
kowych, a dekarboksylacja tych kwasów i wtórne wiązanie uwolnionego CO2

przez rubisco następuje podczas dnia, gdy aparaty szparkowe są zamknięte.
Główną fizjologiczną korzyścią z CAM jest ograniczenie transpiracji. Nagroma
dzenie w fotosyntetyzujących komórkach dużej puli prekursorów CO2 podczas
nocy i zamknięcie aparatów szparkowych podczas dnia niewątpliwie minimali
zuje także straty węgla powodowane fotooddychaniem.

INHIBITORY FOTOODDYCHANIA

W badaniach mających na celu zwiększenie szybkości fotosyntezy netto

i produktywności roślin brano pod uwagę możliwość stosowania inhibitorów

fotooddychania, działających na reakcje poprzedzające uwalnianianie w tym
procesie CO2. Znaleziono szereg związków hamujących przemiany PCOC (Kle
czkowski 1994). Najczęściej były stosowane: kwas glicydowy, inhibitor wytwa
rzania glikolanu (Zelitch 1974); kwas a-hydroksy-2-pirydynometanosulfonowy
(a-HPMS) hamujący oksydazę glikolanową (Zelitch 1966); kwas oksyaminooc-
towy (AOA) hamujący działanie aminotransferazy glioksalanowej (Yokota i Kl-
taoka 1987) oraz hydrazyd kwasu izonikotynowego (INH), który hamuje zlokali
zowaną w mitochondriach reakcję przekształcania glicyny w serynę (Pritchard
i współaut. 1963). W zasadzie, żaden z tych związków nie spełnił oczekiwań, to

jest nie powodował zwiększenia fotosyntezy netto przez specyficzne hamowanie

fotooddychania. Co prawda, w kilku pracach doniesiono o uzyskaniu przejścio
wego wzrostu fotosyntezy netto w liściach pobierających małe dozy a-HPMS

(Zelitch 1966, bOBODa i współaut. 1988), lecz inne badania nie potwierdzały
takiego efektu, co sugeruje, że może on wystąpić tylko w szczególnych warun
kach doświadczalnych. Inhibitory fotooddychania, zwłaszcza INH, a-HPMS
i AOA, powodujące gromadzenie się pośrednich metabolitów cyklu PCOC w foto
syntetyzujących komórkach, są natomiast przydatne w badaniach mających na

celu określenie udziału tego cyklu w przemianach asymilowanego węgla (Male
szewski i Kamińska 1984).

GENETYCZNE MODYFIKACJE FOTOODDYCHANIA

Podwyższenie fotosyntezy netto i produktywności roślin, zwłaszcza gatunków
roślin o fotosyntezie typu C3, teoretycznie może być osiągnięte przez uzyskanie
mutantów o obniżonej aktywności fotooddechowej (równanie 6).
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Jedną z dróg prowadzących do takiego celu może być genetyczna modyfikacja
powinowactwa substratowego rubisco: względne zwiększenie aktywności karbo-

ksylacyjnej i obniżenie aktywności oksygenacyjnej tego kluczowego dla fotosyn
tezy i fotooddychania enzymu. Analizując poddaną mutacjom rubisco z różnych
szczepów glonu Chlamydomonas reinhardtii stwierdzono, że zmianajednego lub
dwu aminokwasów w dużej podjednostce enzymu powoduje zmianę współczyn
nika powinowactwa substratowego CO2/O2 w zakresie od 62 u typu dzikiego do
36 u mutanta. Chociaż uzyskana zmiana bezpośrednio powodowała efekt prze
ciwny do pożądanego, to jednak potwierdza możliwość genetycznej modyfikacji
funkcji rubisco (Chen i współaut. 1990, Chen i Spreitzer 1992, Zelitch 1992).

Dążąc do zwiększenia fotosyntetycznej wydajności poszukiwano też mutan
tów roślin z defektami genetycznymi, wyrażającymi się fenotypowo brakiem lub

obniżoną aktywnością niektórych enzymów PCOC. Okazało się jednak, że mu
tanty takie nie są zdolne do wegetacji w normalnej atmosferze. Przeżywają
jedynie w warunkach nie sprzyjających fotooddychaniu, to jest przy wysokim
stężeniu CO2 lub niskim stężeniu O2. Na przykład u mutanta rośliny typu C3 —

Arabidopsis thaliana z niską aktywnością fosfatazy fosfoglikolanowej (E.C.
3.1.3.18), podczas fotosyntezy przebiegającej w warunkach umożliwiających
fotooddychanie, gromadził się w tkankach fosfoglikolan, bezpośredni produkt
oksygenacji RuBP, który hamował fotosyntetyczny metabolizm węgla i wzrost

roślin (McCouRTi Somerville 1987, Pierce 1988).
Drogą prowadzącą do zmniejszenia fotooddychania może być także uzyski

wanie mutantów fotoautotrofów z wysoką aktywnością katalazową. Są bowiem

podstawy, aby sądzić, że w ich tkankach fotooddechowe wytwarzanie CO2
w innych przemianach (równanie 4 i 5) niż należąca do PCOC reakcja przekształ
cania glicyny w serynę będzie znacznie ograniczone lub wyeliminowane. Wynik
badań prowadzonych w tym kierunku wykazał, że mutanty (na przykład tytoniu)
z dużą aktywnością katalazową mają wyższą niż typy dzikie fotosyntezę netto

w warunkach sprzyjających intensywnemu fotooddychaniu. to jest przy podwy
ższonej temperaturze, wysokim stężeniu O2, niskim stężeniu CO2. Rezultaty
uzyskane w laboratorium zostały potwierdzone w doświadczeniach polowych.
Są więc poważne podstawy do stwierdzenia, że wysoka aktywność katalazowa
w fotosyntetycznych tkankach może zmniejszać fotooddechowe straty węgla
(Zelitch 1992).

WPŁYW WYSOKIEGO STĘŻENIA CO2 W ATMOSFERZE NA FOTOODDYCHANIE

Rośliny C3 rozwijające się w atmosferze powietrza, zawierającego objętościo
wo około 21% O2 i 0,035% CO2, tracą w wyniku fotooddychania około 40%

asymilowanego netto węgla (Zelitch 1992). Metodą zwiększania produktywności
roślin, stosowaną często w uprawach szklarniowych, jest utrzymywanie w ota
czającej je atmosferze stężenia CO2 w zakresie 0,06%-0,2%. Skutki nawożenia
roślin zwiększonymi dawkami CO2 były też przedmiotem wielokierunkowych
badań (Grodzinski 1992). Warto nadmienić, że zagadnienie to jest także uwzglę
dnione w realizowanym w USA od 1988 roku przez NASA programie badań

kosmicznych CELSS (Controlled Ecological Life Support System), którego celem
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jest skonstruowanie samoodtwarzalnego, sztucznego środowiska, umożliwia
jącego długotrwałe przebywanie człowieka w prawie pełnej izolacji, jedynie przy
dopływie energii słonecznej lub ze sztucznych źródeł jądrowych (Galston 1992).

Dotychczasowe badania wykazały, że utrzymywanie w atmosferze stężenia
CO2 znacznie wyższego od występującego obecnie w powietrzu powoduje ogra
niczenie fotooddychania, zwiększenie fotosyntezy i szybkości wzrostu u większo
ści roślin typu C3. Problem stałego oddziaływania podwyższonego stężenia CO2

jest jednak bardzo złożony, gdyż modyfikuje ono równocześnie liczne inne

procesy i właściwości roślin: zagęszczenie i stan aparatów szparkowych, działa
nie naturalnych mechanizmów pobierania i transportu CO2, wytwarzanie i ro
dzaj końcowych produktów fotosyntezy, ich przemieszczanie i dalsze przemiany,
działanie hormonów i rozwój. Powoduje to liczne wtórne, nieprzewidziane i nie
zawsze korzystne konsekwencje (Grodzinski 1992).

FIZJOLOGICZNE FUNKCJE FOTOODDYCHANIA

Podejmując próby minimalizacji fotooddychania, jako procesu niekorzystne
go dla produktywności roślin, należałoby znać jego fizjologiczne funkcje i wie
dzieć wjakich warunkach mogą być one ograniczone lub zbędne. Niestety, mimo
40 lat wielokierunkowych badań poglądy dotyczące tego problemu opierają się
jeszcze w dużym stopniu na hipotezach.

Fotooddychanie jest niewątpliwie wewnętrznym źródłem CO2, które przy
utrudnionym dopływie CO2 z atmosfery zewnętrznej, na przykład przy zamknię
tych szparkach podczas stresu wodnego, zapewnia funkcjonowanie fotosyntezy
kosztem nagromadzonychjuż w komórkach asymilatów. Umożliwia to odprowa
dzanie energii pochłoniętej przez barwniki fotosyntetyczne i chroni aparat
fotosyntetyczny przed uszkodzeniami (Maleszewski i Kamińska 1984, Heber
i współaut. 1989, Peterson 1991). Podstawową funkcją cyklu C2jest natomiast

odzyskiwanie dla fotosyntezy, przez ponowne włączenie do cyklu C3, do 75%

węgla uczestniczącego w przemianach fotooddechowych, nie przekształconego
w CO2 (Canvin 1990).

Zintegrowane procesy fotosyntezy i fotooddychania przebiegają w trzech

organellach: chloroplastach, peroksysomach i mitochondriach (rys. 1). Uaktyw
nia to wewnątrzkomórkową wymianę metabolitów i ich transport. Nie jest
wyjaśniony w zadawalającym stopniu problem wpływu tych procesów na oddy
chanie ciemniowe fotosyntetyzujących komórek (Poskuta 1970, 1992). W na
promienionych liściach stwierdzano wielokrotnie ograniczenie funkcjonowania
oddechowych przemian związków węgla. Ostatnio wysunięto hipotezę, że może

to następować w wyniku, zależnego od reakcji PCOC, hamowania dehydrogenazy
pirogronianowej, regulującej dopływ węgla do cyklu Krebsa. Przy czym NADH

wytwarzany w fotooddechowej reakcji przekształcania glicyny w seiynę (równa
nie 3) może podtrzymywać mitochondrialny transport elektronów i wytwarzanie
ATP (Gemel i Randall 1992).

Przedmiotem licznych badań jest fotooddechowy cykl azotu. Wiadomo, że

przebiegająca w mitochondriach reakcja przekształcania glicyny w seiynę (rów
nanie 3) jest głównym źródłem NH3 w fotooddychających tkankach, który
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powstaje w takich samych ilościach Jak CO2. Przy udziale układu enzymatycz
nego GS/GOGAT (rys. 1) azot amonowy jest reasymilowany przez włączenie do

2-oksyglutaranu z wytworzeniem glutaminianu. Ten ostatni stanowi donor

grupy aminowej w reakcji PCOC glioksylan glicyna, przebiegającej w peroksy-
somach. Ostatnio, gromadzą się dowody wskazujące, że fotooddechowy cykl
azotu nie jest zamknięty lecz powiązany z ogólnym metabolizmem azotowym
rośliny i może pełnić funkcje syntetyczne, na przykład wytwarzanie netto glicyny
i seiyny w rosnących liściach (Givan i współaut, 1988, Canvin 1990).

Podobną rolę spełnia PCOC i fotooddychanie w gospodarce fosforowej komór
ki. Odpowiedni poziom ortofosforanu nieorganicznego (Pi) jest niezbędny dla

prawidłowego przebiegu fotosyntezy i innych procesów metabolicznych. Pi jest
bowiem substratem w licznych reakcjach oraz pełni funkcje regulacyjne, na

przykład w aktywacji enzymów. W fotosynteziejest przekształcany w organiczne
fosforany i odtwarzany podczas wytwarzania produktów końcowych: skrobi
i sacharozy. Dodatkowym źródłem P, jest przebiegająca w chloroplastach, nale
żąca do PCOC, reakcja: fosfoglikolan —> glikolan + Pt. Funkcja fotooddychania
w gospodarce fosforowej sprowadza się więc do utrzymywania właściwej równo
wagi pomiędzy fosforanami organicznymi i ortofosforanem nieorganicznym
w stromie chloroplastów (Jacob i Lawlor 1993, Kozłowska i Maleszewski 1994).

Hahn (1991) po dokonaniu metodami matematycznymi analizy funkcjono
wania aparatu fotosyntetycznego i fotooddechowego w następujący sposób
sformułował końcową konkluzję swoich badań. Najważniejszym wynikiem tej
pracy jest stwierdzenie, że fotooddychanie, proces przeciwny do fotosyntezy
i dlatego uważany za marnotrawny (ang. wasteful), ma stabilizujące znaczenie
dla fotosyntetycznego cyklu Calvina. Przy braku fotooddychania równowaga
cyklu Calvina nie jest możliwa. Zostało to ustalone z całą pewnością.

ZAKOŃCZENIE

Fotooddychanie zmniejsza fotosyntezę, którajest podstawowym czynnikiem
w produktywności roślin. Z tego względu przyjęte powszechnie w piśmiennictwie
określanie tego procesu przymiotnikiem marnotrawny (ang. wasteful) można

uznać za uzasadnione, chociaż lepiej wyrażającym ten jego aspekt byłby termin

energetycznie kosztowny. Zrozumiałe też są próby znalezienia metod specyficz
nego oddziaływania na fotooddychanie.

W ostatnich latach nagromadziły się jednak fakty wskazujące, że przemiany
fotooddechowe są biologicznie ważnym elementem, rozszerzającym zakres zdol
ności przystosowawczych roślin do zróżnicowanych i zmiennych warunków
środowiska. Tezę tę mocno potwierdzajuż sam fakt ewolucyjnego ukształtowania

się i utrwalenia fotooddychania. Potwierdzeniem jej jest także zawężony zakres

przystosowawczy, na przykład do warunków świetlnych i temperaturowych
roślin typu C4, u których fotooddychanie jest w sposób naturalny ograniczone.

Wyeliminowanie lub ograniczenie fotooddychania u niektórych roślin użyt
kowych mogłoby przynieść pozytywne efekty. Trzeba się jednak liczyć z tym, że

byłoby to związane ze zmianami wielu ich właściwości biochemicznych, anato
micznych i fizjologicznych oraz wymagań odnośnie warunków środowiskowych.
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Uzyskanie praktycznych korzyści z takiej modyfikacji wydaje się też bardziej
realne przy uprawie roślin w warunkach częściowo lub całkowicie kontrolowa
nych.

IS PHOTORESPIRATION A WASTEFUL BIOLOGICAL PROCESS?

Summary

Photorespiration decreases the photosynthetic ratę and plant productivity. Therefore, the
deflnition of photorespiration as a wasteful process and search for the methods of its reduction in
usable plants is reasonable. There are, hovever, some data indicating that photorespiration has also
a number of positlve effects which are necessary for normal function of photosynthesis under

different and variable environmental conditions.
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TRANSFORMOWANIE ROŚLIN DWULIŚCIENNYCH PRZY UŻYCIU
AGROBACTERIUM

AGROBACTERIUM JEST PATOGENEM WYWOŁUJĄCYM CHOROBĘ W WYNIKU
KOLONIZACJI GENETYCZNEJ ROŚLINY GOSPODARZA

W roku 1907 ukazał się w Science artykuł Smitha i Townesenda, w którym
autorzy wykazali, że przyczyną powstawania tumorowatych narośli na szyjce
korzeniowej niektórych gatunków roślin są bakterie. Stąd wywodzi się angielska
nazwa choroby crown gali disease co po polsku tłumaczy się jako choroba szyjki
korzeniowej lub rak szyjki korzeniowej. Wiadomo obecnie, że czynnikiem spraw
czym choroby Jest wolno żyjąca bakteria glebowa Agrobacterium tumefaciens.
Ponieważ rozwój choroby następuje w wyniku infekcji tkanki uprzednio zranio
nej, stąd u roślin uprawnych, które są poddawane mechanicznym zabiegom
pielęgnacyjnym, guzowate narośla tworzą się najczęściej właśnie na szyjce
korzeniowej. Inne bakterie o nazwie gatunkowej Agrobacterium rhizogenes wy
wołują schorzenie objawiające się powstawaniem w miejscu infekcji obfitej masy
korzeni włosowatych. Zarówno A. tumefaciens jak i A. rhizogenes należą do

rodziny Rhizobiaceae. Do tej samej rodziny należy także A. riadiobacter, gatunek
niewirulentny, niezdolny do infekcji oraz bardzo liczne gatunki rizobiów, które

cechuje zdolność wchodzenia w związki symbiotyczne z roślinami motylkowaty
mi. Wiadomo obecnie, że agrobakteria poza nielicznymi wyjątkami infekują
efektywnie jedynie rośliny dwuliścienne

Badania prowadzone w Polsce na początku lat pięćdziesiątych przez Czos-

nowskiego po raz pierwszy wykazały, że sterylne tkanki tumorowe powstałe
w wyniku infekcji bakterii charakteryzują się w warunkach in nitro zdolnością
do wzrostu bez dodatku hormonów (Czosnowski 1952).

Kluczowym odkryciem dla zrozumienia mechanizmu powstawania tumorów

roślinnych było stwierdzenie obecności u wirulentnych szczepów A. tumefaciens
dużego pozachromosomalnego DNA w formie kowalentnie zamkniętego plazmi
du, który zawiera geny uczestniczące w rozwoju tumoru (Zaenen i współaut.
1974). Plazmid ten wielkości około 200 tys. par zasad (pz), mobilizowany do

szczepu A. tumefaciens niezdolnego do infekcji powodował nabycie przezeń

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego
6 PO4B 010 09.
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właściwości tumorogennych, stąd nadano mu nazwę plazmidu indukującego
tumoiy Ti (ang. tumor inducing plasmid) (Van Larebeke i współaut. 1975).
Analogicznie plazmid, który w szczepach A. rhizogenes determinuje rozwój
korzeni włosowatych, oznaczono Ri (ang. roots inducing plasmid). W wyniku
badań nad biologią indukowania tumorów roślinnych prowadzonych w latach

siedemdziesiątych w wielu laboratoriach na świecie wykazano, że skutkiem

infekcji powodowanej przez Agrobacterium Jest przeniesienie fragmentu plazmi
du Ti do komórki roślinnej, a powstała w wyniku podziałów tej komórki narośl

posiada właściwości tumorowe. Przenoszony do komórki roślinnej w następstwie
infekcji przez Agrobacterium fragment DNA został oznaczony jako T-DNA (ang.
transfer DNA). Fragment ten o wielkości około 20 tys. pz zostaje następnie
włączony do genomu jądrowego komórki. Konsekwencją fizjologiczną wprowa
dzenia bakteryjnego DNA do komórki roślinnej jest przestawienie metabolizmu

komórkowego na potrzeby patogena. Transformowane w ten sposób komórki
roślinne rozpoczynają nieograniczoną biosyntezę znacznych ilości hormonów

(auksyn i cytokinin), która stymuluje ich niekontrolowaną proliferację co pro
wadzi do powstania narośli o właściwościach tumoru. Ponadto są wytwarzane
metabolity, pochodne aminokwasów, głównie argininy, jak na przykład oktopina
lub nopalina oraz inne tak zwane opiny, które przez Agrobacterium są wykorzy
stywane jako źródło węgla i azotu.

Przedstawiony na iysunku 1 schemat interakcji Agrobacterium z komórką
roślinną stanowi unikalny w przyrodzie przykład naturalnego przenoszenia
genów pomiędzy światem bakterii i roślin. Dla określenia tego zjawiska przyjął
się termin „kolonizacja genetyczna”.

Odkrycie zasady przenoszenia informacji genetycznej z bakterii do komórek

roślinnych spowodowało daleko idące praktyczne i teoretyczne konsekwencje
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dla dalszego rozwoju biologii molekularnej i szeroko rozumianej biotechnologii
roślin.

MOLEKULARNY MECHANIZM PRZENOSZENIA MATERIAŁU GENETYCZNEGO
Z AGROBACTERIUM DO KOMÓRKI ROŚLINNEJ

Plazmidy stanowią bardzo ważny dla życia bakterii, dodatkowy, pozachro-
mosomalny nośnik informacji genetycznej, który decyduje o dużej ich zmienno
ści i potencjale adaptacyjnym. Charakterystyczną właściwością plazmidów jest
zdolność do autonomicznej replikacji, w wyniku której często powstają dodat
kowe kopie plazmidu. Plazmid Ti występuje w komórkach Agrobacterium w nie
wielkiej liczbie kopii (1-2), głównie z racji swej wielkości. Plazmid Ti o wielkości
około 180-220 tys. pz znacznie przewyższa rozmiarami inne plazmidy bakteryj
ne. Podobniejak większość plazmidów, plazmid Ti może być przenoszony zjednej
komórki Agrobacterium do drugiej na drodze koniugacji.

Plazmidy Agrobacterium zawierają geny biosyntezy i katabolizmu opin, któ
rych występowanie u poszczególnych szczepów bakterii stało sie podstawą dla
ich klasyfikacji. Znaczny fragment plazmidu Ti stanowią geny odpowiedzialne
za następujące funkcje: replikację, katabolizm opin i zdolność koniugacji. Na

pozostałą część plazmidu składają się geny regionu wirulencji vir oraz region
T-DNA, którego geny są przenoszone do komórki roślinnej (rys. 2). Na ogół

Rys. 2. Ogólny schemat organizacyjny plazmidu Ti szczepu oktopinowego (A) i nopali-
nowego (B) Agrobacterium tumefaciens (wg Draper i współaut. 1988).

Oznaczenia: Tl — lewy T-DNA, Tr — prawy T-DNA, CON — region kodujący funkcje koniugacji, ORI
— region kodujący funkcje replikacji, VIR— region kodujący funkcje wirulencji.

Rys. 1. Przenoszenie materiału genetycznego z Agrobacterium tumefaciens lub A. rhizo-
genes do komórki roślinnej. Wirulentny szczep Agrobacterium infekuje roślinę w miejscu
zranienia (1). Agrobacterium oprócz DNA chromosomalnego zawiera plazmid Ti lub Ri (2).
Region plazmidu Ti/Rl zwany T-DNA zostaje przeniesiony do komórki roślinnej, gdzie
integruje z DNA na chromosomie roślinnym (3). Przeniesiony T-DNA koduje geny

odpowiedzialne za produkcję hormonów wzrostu i opin. Podwyższony poziom hormonów

(auksyn i cytokinin) stymuluje podziały i tworzenie tumoru z komórki stransformowanej
przez A. tumefaciens (4). W przypadku A. rhizogenes przeniesione do komórki roślinnej
geny dla auksyn oraz zmieniające wrażliwość na hormony geny roi powodują wyrastanie

korzeni włosowatych (5). (wg Bond i Gresshoff 1993 — zmodyfikowane).



672 Józef Kapusta

plazmidy Ti zawierająjeden region T-DNA, jedynie szczepy oktopinowe A. tume-

faciens posiadają na plazmidzie Ti dwa odrębne odcinki T-DNA, lewy czyli
Tl-DNA i prawy Tr-DNA, Każdy z tych regionów może być niezależnie przeno
szony do komórki roślinnej. Znamienną właściwością genów znajdujących się
w regionie T-DNAjest fakt, że ulegają one ekspresji w roślinie, ponieważ odcinki

kodujące tych genów są otoczone sekwencjami regulacyjnymi — zarówno TATA
od strony 5’ odpowiadającą za start transkrypcji, jak i AATAAA na 3’ końcu,
która reguluje terminację transkrypcji, i stanowi sygnał poliadenylacji. Geny
z regionu T-DNA posiadają również sekwencje, które są rozpoznawane przez
eukariotyczne czynniki transkrypcji i podlegają częściowo roślinnym mechani
zmom regulacyjnym. Jakkolwiek geny regionu T-DNA posiadają własne sygnały
transkrypcyjne, to jednak poziom ich ekspresjijest kontrolowany przez sekwen
cje chromosomowe, w sąsiedztwie których nastąpiła integracja T-DNA. Uzależ
niony Jest również od tkanki, do której przynależy transformowana komórka.

Szczegółowe badania struktury T-DNA wykazały, że u różnych szczepów
A. tumefaciens występują identyczne onkogeny: ipt — gen izopentynylotrans-
ferazy katalizującej biosyntezę cytokininy oraz geny biosyntezy auksyn: iaaM—

gen monooksygenazy tryptofanu, iaaH — gen hydrolazy indoliloacetoamidu.
W obrębie T-DNA są zlokalizowane ponadto geny katabolizmu odpowiednich,
specyficznych dla danego szczepu, opin. Region T-DNA plazmidu Tijest ograni
czony z prawej i lewej strony tak zwanymi sekwencjami granicznymi, które

tworzą odwrócone powtórzenia 25 par zasad. Sekwencje te, oznaczone jako LB
— lewa sekwencja graniczna, RB — prawa sekwencja graniczna, oddzielają
T-DNA od reszty plazmidu i wraz z zawartymi tam genami są przenoszone do

jądra komórki roślinnej. Za proces przenoszeniaT-DNA są odpowiedzialne geny
zlokalizowane w regionie wirulencji vir plazmidu Ti oraz geny chv na chromoso
mie bakteryjnym. Przebadano dotychczas dość precyzyjnie większość genów
z regionu uir. Są one zgrupowane w siedem operonów oznaczonych literami od
A do G, z których każdy koduje jeden do kilku genów. Białka VirA i VirG
w odróżnieniu od pozostałych produktów regionu uir ulegają ekspresji konsty
tutywnej. Białka te tworzą dwuczłonowy kompleks, który uruchamia ekspresję
pozostałych genów wirulencji. Pod wpływem substancji fenolowych pochodzenia
roślinnego, takichjak acetosyringon, alkohol koniferolowy, kwas ferulowy bądź
innych prekursorów lignin, kompleks ulega indukcji. Białko VirA zlokalizowane
w błonie Agrobacterium działaJako receptor substancji fenolowych. Jego domena
zwrócona na zewnątrz ściany komórkowej bakterii działa jako sensor wrażliwy
na pH i temperaturę. Recepcja sygnału fenolowego jest możliwa jedynie w prze
dziale pH 5,0-5,8. Domena białka VirA zwrócona do wnętrza komórki aktywuje
białko VirG, które działa jak aktywator transkrypcji. Składający się z 12 pz
odcinek DNA nazywany vir-box znajduje się na 5’ nie kodującym końcu każdego
operonu uir. Postuluje się, że prawdopodobny mechanizm działania białka VirG

polega na jego zdolności do wiązania się do tego regionu i stymulacji tą drogą
transkrypcji mRNA dla odpowiednich białek. Nie Jest bliżej poznany mechanizm

regulacji, w którym uczestniczy białko VirG. Przypuszczalnie powinowactwo
białka VirG do vir-box Jest regulowane na drodze cyklicznej fosforylacji i defo-

sforylacji.



Transformowanie roślin dwuliściennych 673

Kluczowym etapem infekcjijest przeniesienie T-DNA do jądra zainfekowanej
komórki roślinnej. Jest rzeczą charakterystyczną, że we wstępnej fazie tego
procesu geny vir plazmidu Ti kooperują ściśle z genami, które są kodowane przez
chromosom Agrobacterium Geny te, chvA, chuB, pscA i att uczestniczą w nawią
zywaniu przez Agrobacterium i komórkę roślinną fizycznego kontaktu oraz są

odpowiedzialne za biosyntezę odpowiednich składników błony komórkowej.
Opisano szereg mutantów dla genów zlokalizowanych na chromosomie Agrobac
terium, które utraciły zdolność do biosyntezy niektórych z tych składników.

Mutanty te wykazując różnego rodzaju zaburzenia w procesie agregacji z komór
kami roślinnymi nie są zdolne do infekcji. Etap asocjacji komórki roślinnej
i bakteryjnej obejmuje na wstępie wymianę sygnałów molekularnych, która

inicjuje wytworzenie struktur niezbędnych do przeniesienia materiału genetycz
nego do komórki roślinnej. Postuluje się, że pewną rolę w agregacji bakterii
i komórek roślinnych odgrywa białko vitronectyna. Białko to, po raz pierwszy
opisane w ludzkich hodowlach komórkowych, dodane do kultuiy Agrobacterium
tuż przed inokulacją tkanki roślinnej uniemożliwiało asocjację bakterii z komór
kami marchwi. Białka o własnościach vitronectyny opisano w oddziaływaniach
jakie zachodzą po zapyleniu pomiędzy łagiewką pyłkową i znamieniem słupka
oraz w przypadku niektórych interakcji patogennych bakterii z komórkami

roślinnymi.
Właściwy proces przeniesienia T-DNA rozpoczyna się od wycięcia z plazmidu

Tijednoniciowego odcinka DNA, czyli ssDNA (rys. 3). W procesie tym uczestniczą
Aktywność
topoizomerazy

Wiązanie ssDNA
w kompleks-T

Vir D1
Vir D2

VirC1

Vir E2

lipidy błony

Kowalentne
wiązanie DNA

Aktywność
endonukleazy

«ll 1

\»•
1

w JgJP 1

1

Rys. 3. Model syntezy nici T w Agrobac
terium. Białko VirDl i VirD2 rozpoznają
prawą sekwencję granicznąT-DNA (RB).
Czynnik VirDl posiada aktywność to
poizomerazy DNA. Białko VirD2 o ak
tywności endonukleazy wiąże się kowa-
lentnie z wyseparowaną nicią DNA, co

zabezpiecza ją przed degradacją ekso-

nukleolityczną. Białko VirCl wiąże się
do regionu enhanserowego E przylega
jącego do prawej sekwencji granicznej
T-DNA, cojest niezbędne do optymalne
go formowania nici T. Produkt genu
virE2 tworzy kompleks z wyseparowa-
nym jednoniciowym DNA (ssDNA)
w sposób niezależny od jego sekwencji.
Białka VirB zlokalizowane w porach
błon komórkowych pośredniczą
w transporcie kompleksu nici T i białek
VirE2 przez błony (wg Hooykaas i Bei-

jersbergen 1994 — zmienione).
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dwa białka: VirDl i VirD2. Białko VirDl o aktywności topoizomerazy zapewnia
rozplecenie helisy DNA, VirD2 zaś jest endonukleazą, która po przecięciu dolnej
nici T-DNA wiąże się kowalentnie do jej 5’ końca. Wytworzenie jedno ni ciowego
T-DNA zapoczątkowane przecięciem dolnej nici DNA przy prawej sekwencji
granicznej, zachodzi prawdopodobnie równolegle z syntezą nowej nici. Inne
białko VirCl charakteryzuje się powinowactwem do specyficznej sekwencji
wzmacniającej E o nazwie overdrive. Odcinek overdrive znajduje się w kierunku
3’ od prawej sekwencji granicznej, w jej bezpośrednim sąsiedztwie. Uważa się,
że sekwencja overdrive warunkuje optymalne wytworzenie ssDNA, jak również

zwiększa częstotliwość transformacji. Przypuszczalnie kompleks białka VirCl
z sekwencją overdrive umożliwia rozpoznanie przez endonukleazę VirD2 prawej
sekwencji granicznej. Bliższa analiza struktuiy białka VirD2 wykazała ponadto,
że N terminalny koniec tej cząsteczki posiada tak zwany sygnał lokalizacji
jądrowej NLS, któiy odgiywa istotną rolę w transporcie nici T do jądra komórki

roślinnej. Wytworzony jednoniciowy DNA jest opłaszczony przez cząsteczki
białka VirE2, które wiążą się kooperatywnie z ssDNA. Uważa się, że tworzenie

kompleksu ssDNA z nicią T nie zależy odjego sekwencji. Stwierdzono, że również
białko VirE2 posiada domenę NLS odpowiedzialną za transport w kierunku

jądra. Kompleks nici ssDNA oraz białek VirD2 i VirE2 jest odporny na działanie

enzymów nukleolitycznych: DNA-azy, nukleazy SI i egzonukleazy VII. W trans
porcie nici T uczestniczą ponadto inne białka — produkty operonu B. Szereg
białek tego operonu: VirB4, VirB8, VirB9, VirB10 i VirBl 1 jest zlokalizowanych
w błonie bakteryjnej i pośredniczy, jak się sądzi, w transporcie kompleksu nici
T przez błony. Najmniej poznanym etapem w procesie przenoszenia kompleksu
nici T do komórki roślinnej jest etap, który odbywa się na terenie gospodarza
roślinnego. Wiadomo jedynie, że w proces ten oprócz białek VirD2 i VirE2 jest
zaangażowane również białko VirF. Jakkolwiek nie jest obecnie Jasna funkcja
białka VirF, to nie ulega wątpliwości, że docelowym miejscemjego działaniajest
komórka roślinna. Jeśli bowiem do transformowania rośliny, u której uprzednio
uzyskano ekspresję białka VirF, używano szczepu Agrobacterium defektywnego
w operonie F, to cały proces przebiegał bez zakłóceń. Jeśli jednak defektywny
szczep Agrobacterium użyto do transformowania rośliny dzikiej (niezdolnej do

biosyntezy białka VirF) to transformacja nie była możliwa. Jest zadziwiające, że

wymienione wyżej białka Vir funkcjonują w naturalny sposób na terenie komórki

roślinnej. Fakt ten sprawia, że w konsekwencji proces transformowania przy
użyciu wektora jakim jest Agrobacterium zachodzi bardziej efektywnie niż przy
zastosowaniu innych metod transformowania komórek roślinnych.

Mechanizm przenoszenia informacji genetycznej u A. rhizogenes przebiega
zasadniczo podobniejak w przypadku A. tumefaciens. Główna różnica pomiędzy
tymi obydwoma patogenami tkwi w budowie plazmidów. Różnice w rodzaju
kodowanych na plazmidach Ri genów do biosyntezy odpowiednich opin, stano
wią podstawę klasyfikacji A. rhizogenes. Wyróżnia się na tej podstawie szczepy

agropinowe, mannopinowe, kukumopinowe i mikimopinowe. Podobnie jak
w przypadku oktopinowych A. tumefaciens, w szczepach agropinowych A. rhizo
genes wyróżnia się dwa regiony T-DNA, Tl-DNA — lewy T-DNA i Tr-DNA —

prawy T-DNA. Każdy wielkości około 15-20 tys. pz. Zarówno lewy Jak i prawy
segment T-DNA są przenoszone niezależnie do komórki roślinnej. Na prawym
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T-DNA znajdują się oprócz sekwencji odpowiedzialnej za kodowanie syntezy
agropiny, inaczej niż w oktopinowych A. tumefaciens jedynie geny do syntezy
auksyn iaaM i iaaH. Na Tl-DNA zaś są zlokalizowne cztery loci: rolA, rolB, rolC
i rolD odpowiedzialne za formowanie korzeni włosowatych. Geny roi decydują
o specyficznych właściwościach tumoru korzeniowego, który różni się pod wie
loma względami od typowych korzeni danej rośliny. Nie są obecnie znane funkcje
tych genów. Przypuszcza się jedynie, że zmieniają one między innymi wrażliwość
korzeni włosowatych na hormony, w szczególności auksyny. Molekularny me
chanizm przenoszenia T-DNA z Agrobacterium do komórki roślinnej został

omówiony wyczerpująco w opublikowanych w ostatnich latach pracach przeglą
dowych (Hooykaas i Beijersbergen 1994, Zupan i Zambryski 1995).

ROZBROJONE SZCZEPY AGROBACTERIUM STANOWIĄ PODSTAWOWE

NARZĘDZIE INŻYNIERII GENETYCZNEJ ROŚLIN DWULIŚCIENNYCH

Wykazano wcześniej, że transgeniczne komórki uzyskane z pomocą dzikich

szczepów A. tumefaciens zawierają dodatkowe geny syntezy regulatorów wzro
stu. Cecha ta uniemożliwia regenerowanie z nich roślin. Z tkanek tumorowych
korzeni włosowatych, powstałych w następstwie transformowania za pośredni
ctwem A. rhizogenes u wielu gatunków istnieją możliwości regenerowania roślin,
jednak regeneranty wyraźnie różnią się pod wieloma względami od roślin macie
rzystych i wykazują szereg cech tkanki tumorowej. Regeneranty otrzymane
z korzeni włosowatych mają zmienione cechy morfologiczne i fizjologiczne, po
marszczone liście, zaburzoną dominację wierzchołkową pędu, nietypową skłon
ność do wytwarzania masy korzeni włosowatych nawet na liściach. Fakty te

skłoniły wielu badaczy do zainteresowania się możliwościami rozbrojenia pla
zmidu A. tumefaciens. Obecnie nie ulega wątpliwości, że poza T-DNA żadna inna

część plazmidu Ti nie jest przenoszona do komórki roślinnej. Długo jednak
trwała debata wokół tego zagadnienia (Bevan i Chilton 1982). W roku 1983

wykazano, że jest możliwe fizyczne rozdzielenie plazmidu Ti na dwa oddzielne

plazmidy (replikony), z których jeden zawierał region wirulencji a drugi odcinek
T-DNA bez utraty funkcji przenoszenia genów do komórki roślinnej (Hoekema
i współaut. 1983). Badania genetyczne nad mechanizmem wirulencji udowod
niły, że żaden z genów regionu T-DNA nie uczestniczy w tym procesie i nie jest
niezbędny do efektywnej transformacji. Konstatacje powyższe utorowały drogę
nowym rozwiązaniom. Polegały one na skonstruowaniu tak zwanych szczepów
rozbrojonych, które zawierają plazmidy z całkowicie wydeletowanym T-DNA,
a zachowują jednak wszystkie niezbędne funkcje do przeniesienia T-DNA, to

znaczy region vir i zespół genów chu na chromosomie. Zmodyfikowane w ten

sposób Agrobacterium może przenosić do komórki roślinnej dowolne geny do
starczone na odrębnych plazmidach, pod warunkiem że plazmidy te zawierają
sekwencje graniczne, a w szczególności prawą sekwencję, która jest miejscem
inicjacji całego procesu. Konstrukcję taką nazwano układem binarnym a roz
brojony plazmid Ti (bez T-DNA) przyjęto nazywać plazmidem pomocniczym (rys.
4). Wyprowadzanie roślin z komórek transformowanych tą drogą nie różni się
zasadniczo od typowej procedury regeneracji. Wyłączając przypadki tak zwanej
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zmienności somaklonalnej, rośliny transgeniczne zregenerowane tą drogą, poza
nową cechą związaną z wprowadzonym genem, niczym nie różnią się od mate
riału matecznego. Od czasu kiedy po raz pierwszy zaproponowano metodę opartą
na wykorzystaniu plazmidów binarnych, transformowanie roślin z wykorzysta
niem tej metody zyskało dużą popularność, przede wszystkim dlatego, że

manipulacje genetyczne na małych plazmidach binarnych są bardzo ułatwione.

Rys. 4. Schemat organizacyjny plazmidów Agrobacterium do transformowania w syste
mie kointegracyjnym (A) i binarnym (B).

A Region homologiczny (HOM) plazmidu biorcy i plazmidu pośredniczącego umożliwia w wyniku
integracji obu plazmidów wprowadzenie roślinnego markera selekcji (PTM) w obręb sekwencji
granicznych (LB 1 RB). Geny regionu wirulencji vir po integracji plazmidu biorcy 1 plazmidu
pośredniczącego funkcjonują w układzie cis w obrębie tego samego repllkonu. B. Plazmid binarny
mobilizowany do szczepu Agrobacterium zawierającego rozbrojony plazmid pomocniczy nie ulega
integracji z plazmidem gospodarza. Geny vir z plazmidu pomocniczego działają w systemie trans.

Oznaczenia: HOM —• miejsce homologii, w obrębie której zachodzić może kointegracja plazmidów,
LB, RB — odpowiednio lewa i prawa sekwencja graniczna, PTM — roślinny marker selekcyjny (np.
nptll), RES — gen dla antybiotyku markera selekcji plazmidu w komórce biorcy, Col El — sekwencja
początku replikacji z plazmidu Col El, orlT — sekwencja inicjacji transferu plazmidu w trakcie

koniugacji Agrobacterium, RK2 — sekwencja zapewniająca szeroki zakres gospodarza, MCS —

uniwersalne miejsce klonowania dodatkowych genów.

Inna strategia rozbrojenia plazmidu Ti, którajednakżejak dotychczas zyska
ła wyraźnie mniejsze zastosowanie, polega na wprowadzeniu w miejsce wyde-
letowanego T-DNA sekwencji, które zapewniają miejsca homologiczne z innym
plazmidem, do którego wklonowuje się geny do transformowania (Zambryski
i współaut. 1983). Zabieg ten umożliwia integrację plazmidu zawierającego
wklonowany gen z rozbrojonym plazmidem Ti. Układ do transformowania w tym
systemie nazwano kointegracyjnym (iys. 4).

GENY MARKEROWE I REPORTEROWE UMOŻLIWIAJĄ SELEKCJĘ
I MONITOROWANIE EFEKTYWNOŚCI TRANSFORMOWANIA

Ogólnie, metoda transformowania roślin przy użyciu Agrobacterium. polega
na zainfekowaniu odpowiednich eksplantatów roślinnych określonym szczepem
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Agrobacterium. Po upływie 1-3 dni kokultuiy, w warunkach in nitro bakterie

obrastają eksplantaty. Procedura przewiduje na tym etapie odmycie bakterii,
a następnie zastosowanie odpowiednich pożywek regeneracyjnych oraz zestawu

właściwych czynników selekcyjnych, dzięki którym wzrost transgenicznych
komórek będzie stymulowany, nie transformowanych zaś hamowany (Draper
i współaut. 1988, Kapusta i współaut. 1990). Selekcja ma na celu wyelimino
wanie także Agrobacterium, co uzyskuje się dzięki użyciu antybiotyków carbeni-

ciliny lub cefotaximu. Antybiotyki te nie są toksyczne dla większości gatunków
roślin. Geny markerowe zawarte w obrębie sekwencji granicznych na plazmidach
binarnych lub kointegracyjnych kodują białka enzymatyczne, warunkujące
oporność na określone czynniki selekcyjne, na które komórki dzikie, nie trans
formowane są wrażliwe. Dzięki temu komórki stransformowane zyskują w wa
runkach selekcji in nitro przewagę i mogą się namnażać. Zależnie od rodzaju
stosowanego czynnika selekcji, nie transformowane komórki nie namnażają się
bądź zamierają.

Oprócz genów markerowych, konstruowane do transformowania plazmidy
Agrobacterium zawierają także tak zwane geny reporterowe. Geny te są odpowie
dzialne za kodowanie produktów, które łatwo wykrywa się prostymi testami

enzymatycznymi lub histochemicznymi. Zarówno produkty genów markerów

selekcji, jak i tak zwanych genów reporterowych nie występują w roślinach
w sposób naturalny. Fakt ten pozwala z jednej strony na selekcjonowanie
komórek transgenicznych, z drugiej zaś równolegle umożliwia potwierdzenie
efektywności selekcji dzięki wykrywaniu ekspresji genów reporterowych. Eks
presja niektórych genów następujęjuż po 24 h od zainfekowania Agrobacterium
a dotyczy to zwłaszcza genów zawierających sekwencje regulatorowe warunku

jące ekspresję konstytutywną. Podział na markery selekcji i geny reporterowe
ma znaczenie głównie systematyczne. O ile bowiem ze swej natury tylko niektóre

geny pozwalają na selekcjonowanie komórek transformowanych, to opracowane
metody umożliwiają wykrywanie produktów większości genów zarówno na etapie
pierwotnego transkryptu (hybrydyzacja typu northern), jak i białka enzymaty
cznego (western bloting).

GENY MARKEROWE UŻYWANE DO SELEKCJONOWANIA TRANSGENICZNYCH TKANEK ROŚLINNYCH

Do selekcji stransformowanych komórek wykorzystuje się geny, które kodują
oporność na wybrane antybiotyki lub herbicydy. W zależności od potrzeb stosuje
się dodatkowe systemy pozwalające selekcjonować transformowane komórki.

Najbardziej rozpowszechnionym markerem selekcji jest gen dla enzymu
fosfotransferazy neomycynowej nptll, pochodzący z transpozonu Tn 5 (Fraley
i współaut. 1983). Enzym ten warunkuje oporność na szereg antybiotyków
aminoglikozydowych, takichjak: neomycyna, kanamycynai genetycyna (G418).
Nptll inaktywuje wymienione antybiotyki na drodze fosforylacji. Podobny gen
bakteryjny, kodujący enzym N-acetylotransferazę-3-gentamycyny AAC(3), cha
rakteryzuje się zdolnością detoksyfikacji wzmiankowanych wyżej antybiotyków
aminoglikozydowych a także gentamycyny i paromomycyny.
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Inny dość szeroko stosowany gen hpt koduje fosfotransferazę hygromycyny.
Działanie hpt podobnie jak nptll polega na inaktywacji antybiotyku na drodze

jego fosforylacji.
Do efektywnych markerów pozwalających selekcjonować transformowane

komórki roślinne należą geny, które warunkują cechę oporności na herbicydy.
Spośród tych genów wymienić mależy gen aro, który koduje zmutowaną izoformę
syntazy EPSP (syntaza enolopirogronowo-fosfoszikimowa) (Comai i współaut.
1985). Syntaza EPSP jest miejscem działania herbicydu Roundup, którego
substacja aktywna N-fosfonometylo-glicyna w sposób nieodwracalny inaktywuje
enzym przerywając tym samym biosyntezę aminokwasów aromatycznych. Nie
dobór aminokwasów aromatycznych, a w szczególności nagromadzanie się
w toksycznym stężeniu kwasu szikimowego w tkankach poddanych działaniu

herbicydu, w krótkim czasie prowadzi do ich zamierania. Obecność w transge-
nicznych komórkach genu aro, który koduje niewrażliwą na herbicyd syntazę
EPSP, umożliwia przeżywanie transformowanych komórek i regenerowanych
z nich roślin. Podobny co do zasady system selekcji oparty na tolerancji na

herbicyd opracowano dla herbicydu Glean. Miejscem działania tego herbicydu
Jest syntaza acetylomleczanowa (ALS) (Sathasivan i współaut. 1991). Niewrażli
wy na działanie herbicydu enzym ALS chroni przed zaburzeniami szlak biosyn
tezy aminokwasów z rozgałęzionym łańcuchem bocznym w sposób analogiczny,
jak w przypadku Roundupu odporny EPSPS zabezpiecza normalny metabolizm
w szlaku przemian kwasu szikimowego. Gen bar warunkuje oporność na

herbicyd Basta lub Bialofos. Fosfinotrycyna — czynnik aktywny tych herbicydów
w sposób nieodwracalny hamuje syntazę glutaminową (GS). W wyniku przerwa
nia łańcucha przyswajania azotu nagromadza się w komórkach toksyczny dla
nich amoniak. Gen bar koduje enzym acetylotransferazę fosfinotrycyny, który
detoksyflkuje herbicyd.

Dobierając warunki selekcji uwzględnia się na ogół fakt, że rośliny cechuje
zróżnicowana wrażliwość na każdy z czynników selekcyjnych z osobna. Zdolność
tolerowania antybiotyku czy herbicydu zależy także od typu eksplantatu, wieku

rośliny, statusu fizjologicznego, a również genotypu i właściwości odmianowych.
Ustalenie zatem optymalnej dawki czynnika selekcyjnego w pożywce, obok

wyboru odpowiedniego eksplantatu i sposobu regeneracji, stanowi klucz do

powodzenia transformowania niezależnie od stosowanego wektora.

GENY REPORTEROWE POZWALAJĄ NA SZYBKĄ IDENTYFIKACJĘ STRANSFORMOWANYCH TKANEK

Spośród genów reporterowych powszechne zastosowanie znalazła P-glukuro-
nidaza (GUS), którą koduje gen pochodzenia bakteryjnego uid. Enzym P-glukuro-
nidaza odznacza się zdolnością rozkładu wiązania glukuronidowego. Wiązanie
takie występuje w syntetycznym substracie x-glukuronidzie (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl glukuronid). W wyniku rozpadu substratu powstaje glukuronid i in-

doksyl, który pod wpływem tlenu natychmiast dimeryzuje do niebieskiego
barwnika indygo (rys. 5) (Stomp 1992). Dzięki tym właściwościom można śledzić
tkankowo specyficzną ekspresję GUS w komórkach roślin transgenicznych
nawet przyżyciowo, względnie w materiale utrwalonym po uprzednim wyekstra
howaniu chlorofilu. Do oznaczania ekspresji tego enzymu opracowano również
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bardzo czuły pomiar fluorymetryczny. Szerokie zastosowanie znalazła metoda

analizy odcinków promotorowych genów, które sfuzjonowane z sekwencją ko
dującą genu uid umożliwiają prześledzenie in situ ekspresji GUS pod wpływem
określonego promotora. Skonstruowano dla tych celów szereg plazmidów binar
nych zawierających miejsca restrykcyjne umożliwiające wklonowanie odcinka

promotorowego dowolnego genu.

5-bromo-4-chloro-3-indolilo glukuronid
(X-GLUC)

wiązanie ------ ------

glukuronid fglukuronidowe \ indolyl )

\
glukuronid + ( indoksyl

Enzym
p-glukuronidazy

tlen

atmosferyczny

indygo

mRNA dla 3-glukuronidazy
I 1.1.1 1.1 l.J l.l.l 1.1.1.1.1.1.1.1.

transkrypcja

promotor CaMV 35S sekwencja kodująca uid terminator NOS

Rys. 5. Gen dla fł-glukuronidazy uid ulega ekspresji w transformowanych komórkach.

Enzym rozkłada syntetyczny substrat x-glukuronid (5-bromo-4-chloro-3 -indolylo glu
kuronid) do glukuronidu i indoksylu. Pod wpływem tlenu indoksyl tworzy na drodze

dimeryzacji niebieski barwnik indygo.

Do genów reporterowych, których również używa się jako markerów trans
formowania zalicza się także lucyferazę (LUC], actylotransferazę chloramfenikolu

(CAT), enzymy uczestniczące w syntezie antocyjanów (R i Cl) i inne.

ROŚLINY TRANSGENICZNE POWINNY BYĆ REGENEROWANE
Z POJEDYNCZYCH, TRANSFORMOWANYCH KOMÓREK

Konieczność regenerowania roślin z pojedynczych transformowanych komó
rek wynika z samej natury transformowania przez Agrobacterium, która polega
na przeniesieniu z bakterii do jądra komórki roślinnej jednoniciowego T-DNA.
Do otrzymywania roślin transgenicznych na drodze regenerowania z pojedyn
czych komórek skłaniają również względy genetyczno-hodowlane. Hodowcy
oczekują bowiem jednorodnego pod względem genetycznym materiału roślinne
go. Postulat, żeby rośliny transgeniczne cechowała genetyczna jednorodność
narzuca konieczność skrócenia fazy in nitro, ponieważ dotychczasowe doświad
czenia nad regeneracją roślin wskazują, że im krótszyjest okres hodowli in nitro
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tym większe prawdopodobieństwo, że regenerowany materiał zachowa cechy
rośliny macierzystej. Wiadomo obecnie, żejedynie niektóre spośród stosowanych
obecnie technik regeneracji pozwalają na otrzymanie materiału roślinnego ge
netycznie jednorodnego. Zalicza się do nich przede wszystkim procedury pole
gające na stymulacji wzrostu meiystemów istniejących w pierwotnym eksplan-
tacie. Inne metody regeneracji, polegające na odróżnicowaniu, proliferacji a na
stępnie ponownym różnicowaniu tkanek, są obciążone możliwością występowa
nia zmienności wśród regenerantów. Część zmienności, uwarunkowana genety
cznie, jest określana jako zmienność somaklonalna. Pozostała zmienność nie
stanowi problemu, ponieważ nie jest dziedziczona przez potomstwo. Ten rodzaj
zmienności nazwano zmiennością epigenetyczną.

Konkludując stwierdzić należy, że możliwość transformowania za pomocą
Agrobacterium w zdecydowanej większości przypadków zależy od tego, czy dany
gatunek rośliny można regenerować in vitro. Jakkolwiek generalnie przebieg
regeneracji nie ulega zasadniczym modyfikacjom ze względu na konieczność

równoczesnej selekcji, to jednak warto nadmienić, iż właśnie fakt selekcji,
odmiennie niż w systemie regeneracji bez selekcji, pozwala częściej zregenerować
rośliny z pojedynczych (transgenicznych) komórek.

PODSUMOWANIE

Transformowanie roślin dwuliściennych za pomocą Agrobacterium stanowi

najbardziej powszechną metodę otrzymywania genotypów transgenicznych w tej
grupie roślin. U wielu gatunków roślin, ze względu na naturalny mechanizm

biologicznego transferu materiału genetycznego, dużą wydajność oraz precyzję
z jaką obcy DNA zostaje wprowadzony do genomu biorcy, transformowanie
z użyciem Agrobacterium Jako wektora nie posiada alternatywy. Istnieje Jednak
liczna grupa roślin, głównie z rodziny motylkowatych oraz roślin drzewiastych,
u których poza nielicznymi wyjątkami, transformowanie niezależnie od stoso
wanej metody nastręcza w dalszym ciągu znaczne problemy. Wydaje się, że
również w przypadku tych gatunków roślin, wykorzystanie Agrobacterium ode
grać powinno istotną rolę, Jakkolwiek nie należy rezygnować z poszukiwania
innych podejść na przykład techniki mikrowstrzeliwania lub równoległego za
stosowania Agrobacterium i mikrowstrzeliwania..

TRANSFORMATION OF DICOTYLEDONOUS PLANTS USING AGROBACTERIUM

Su mm ary

Agrobacterium tumefaciens transfers a part of Its Ti plasmid, named the transferred DNA

(T-DNA), to plant cells during tumor Induction. Expression of Agrobacterium genes in plant cells
results In their transformation into tumor cells. Expression ofA. rhizogenes T-DNA segment of Rl

plasmid in a plant celi causes hairy roots tumor formation. A comprehensive history of using
Agrobacterium as a plant vector transformation system is presented. Recent advances in the
molecular mechanism ofT-DNA transfer, as well as plasmid vector transformation vehicles and plant
transformation gene markers are reviewed.
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GENETYCZNA TRANSFORMACJA ROŚLIN

WSTĘP

Genetyczna transformacja roślin polega na wprowadzeniu do komórek rośli
ny egzogennego DNA a następnie jego integrację z genomem roślinnym.

W przyrodzie istnieje unikalny, naturalny system transformacji roślin bakte
ryjnym DNA. Proces ten zachodzi podczas tumorogenezy, C2yli tworzenia tumo-

rowatych narośli na korzeniach roślin — choroby wywołanej przez bakterie

glebowe Agrobacterium tumefaciens.
Wykorzystanie tego naturalnego systemu przenoszenia genów do prac nad

sztuczną transformacją roślin było możliwe dzięki rozwojowi dwóch bardzo

ważnych dziedzin biotechnologii. Pierwsza z nich to inżynieria genetyczna
zapoczątkowana odkryciem i poznaniem mechanizmu działania enzymów restry
kcyjnych. Jest to zespół technik biochemicznych pozwalających na izolowane
i dowolne łączenie fragmentów DNA różnych organizmów. Druga to kultury in
nitro tkanek, organów i komórek, która umożliwia selekcję i namnożenie poje
dynczych komórk zawierających wprowadzone geny a następnie regenerację
z nich roślin.

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA KONSTRUKTÓW WPROWADZANYCH DO ROŚLIN

Geny, które w procesie transformacji wprowadza się do komórek roślinnych,
muszą być w odpowiedni sposób przygotowane, to znaczy zawierać promotor,
terminator oraz inne specjalne sekwencje nukleotydów umożliwiające sprawną
transkiypcję w nowym środowisku. Nie muszą to być fragmenty DNA naturalnie

występujące w genomie roślinnym, dlatego też nazywa się je genami chimeral-

nymi. Dość często używanym promotorem przy konstruowaniu genów chimery
cznych jest promotor 35S z wirusa mozaiki kalafiora (CaMV), który zapewnia
wydajną transkrypcję wprowadzanych genów u wielu gatunków, głównie roślin

dwuliściennych. Powszechnie stosowanym terminatorem jest nos z genu kodu
jącego syntazę nopalinową u A. tumefaciens. Najczęściej wprowadza się jedno
cześnie dwa lub trzy geny, odpowiednio zorganizowane jako tak zwane konstru-

kty, które przygotowuje się i namnaża w komórkach bakterii. Konstrukty takie
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na ogół zawierają oprócz (lub zamiast) genu „głównego" także geny selekcyjne
i geny reporterowe (w doświadczeniach optymalizacyjnych używa się raczej
konstruktów zawierających tylko geny selekcyjne i reporterowe). Produkty pier
wszej grupy genów pozwalają na rozdzielenie tkanek, które uległy transformacji
od nietransformowanych. Mogą to być, na przykład, geny warunkujące odpo
rność na antybiotyki. Jeżeli do pożywki selekcyjnej doda się odpowiedni anty
biotyk i umieści na niej tkankę po transformacji, to w takich warunkach przeżyją
tylko te, które posiadają „geny odporności” na dany antybiotyk. Coraz częściej
jako markerów selekcyjnych używa się genów warunkujących odporność na

herbicydy. W ten sposób jednocześnie można wprowadzać cechę użytkową.
Natomiast geny reporterowe umożliwiają szybkie stwierdzenie, czy w ogóle doszło
do wprowadzenia całego konstruktu do komórki oraz wstępną ocenę wydajności
procedury, ponieważ produkty tych genów są łatwe do wykrycia w bardzo
krótkim czasie (we wprowadzanym odcinku DNA mogą znajdować się geny,
których efekt działania nie zawsze jest od razu widoczny). Bardzo popularnym
genem reporterowym jest uid A. Gen ten koduje enzym p-glukuronidazę, dla

którego substratemjest 5-bromo-4-chloro-3 -indolyl-p-D-moczan (X-gluc). Wyni
kiem reakcji enzymatycznej jest produkt o barwie niebieskiej. Jeżeli transformo
waną tkankę umieści się w roztworze X-gluc to pojawienie się w niej sektorów

zabarwionych na niebiesko świadczy o obecności aktywnego genu uid. A. Oczy
wiście stwierdzenie ekspresji genów reporterowych nie świadczy o ich integracji
z genomem biorcy. W licznych badaniach wykazano jednak, że istnieje pozytyw
na korelacja między ekspresją przejściową a stabilną (co oznacza ich integracje
z genomem biorcy) genów reporterowych i innych, znajdujących się w tym
samym konstrukcie.

W trakcie wieloletnich badań nad transformacją roślin opracowano kilka
metod wprowadzania genów, z których najczęściej są stosowane trzy: (1) trans
formacja z użyciem Agrobacterium tumefaciens lub (rzadziej) A. rhizogenesjako
wektorów, (2) bezpośrednia transformacja protoplastów i (rzadziej) komórek
z pomocą elektroporacji lub glikolu polietylenowego — PEG, (3) mikrowstrzeli-
wanie cząsteczek metali pokrytych DNA lub (rzadziej) RNA. Metody te zostaną
poniżej omówione szczegółowo.

METODY WPROWADZANIA GENÓW

TRANSFORMACJA ZA POŚREDNICTWEM AGROBACTERIUM

Ta metoda transformacji wykorzystuje naturalną zdolność Agrobacterium do

przekazywania swojego materiału genetycznego komórkom roślinnym w trakcie

tumorogenezy. Po raz pierwszy zjawisko to zaobserwowali Zaenen i współautorzy
w 1974 roku (Hooykaas i Schilperoort 1992 za Zaenen i współaut. 1974).
Początkowo sądzono, że jest przekazywany DNA faga bakteryjnego, ale wyniki
dalszych prac wykazały, że jest to fragment dużego (ponad 200 kb) kolistego
plazmidu egzystującego niezależnie od chromosomu bakteryjnego. Plazmid ten

nazwano Ti (ang. tumor inducing) a przekazywany odcinek — T (ang. transfer-

red). W odcinku T plazmidu Ti znajdują się onkogeny, geny odpowiedzialne za

syntezę auksyn i cytokinin — regulatorów wzrostu wpływających na morfogene-
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zę tumorów oraz geny warunkujące syntezę opin — charakterystycznych związ
ków będących produktem kondensacji pewnych aminokwasów z cukrami, indu
kowanych podczas tumorogenezy. Jest on z obu stron otoczony sekwencjami
granicznymi, które biorą udział w procesie wycinania i integracji odcinka T. Poza
odcinkiem T w plazmidzie Ti są obecne geny odpowiedzialne za katabolizm opin,
wycinanie odcinka T (zlokalizowane w regionie wirulencji) oraz miejsce startu

replikacji (ryc. 1). Dla bakterii sygnałem do infekcji są związki fenolowe uwal
niane ze zranionej tkanki. W trakcie infekcji następuje wycięcie odcinka T,
włączenie go do genomu roślinnego i rozpoczęcie transkrypcji genów bakteryj
nych. Efektem ich ekspresji Jest wytworzenie tumorów. Podobne właściwości
stwierdzono w przypadku A. rhizogenes, bakterii powodującej powstawanie
u zainfekowanych roślin nadmiernej liczby korzeni.

produkcja cytokininprodukcja

lewy odcinek graniczny

region wirulencji

odcinek T

katabolizm opin

replikator

synteza opin

prawy odcinek graniczny

dd Ti

Ryc. 1. Schemat

plazmidu Ti (wg Ho-

OYKMS i SCHILPERO-

ort 1992)

Poznanie natury tych procesów otworzyło drogę transformacji roślin. Już
w trzy lata po odkryciu plazmidu Ti doniesiono o udanym, sztucznym wprowa
dzeniu odcinka T oraz integracji z genomem roślinnym (Chilton i współaut.
1977). W pierwszej połowie lat osiemdziesiątych opracowano sposoby wprowa
dzania w obszar odcinka T pomiędzy sekwencje graniczne sztucznych konstru-

któw, co było możliwe dzięki odkryciu, że poza tymi sekwencjami żaden z genów
odcinka T nie jest potrzebny w procesie zakażania. Drugą bardzo ważną prze
słanką adaptacji systemu Agrobacterium do genetycznej transformacji roślin był
fakt, że odcinek T jest w naturalny sposób zabezpieczony otoczką białkową
uniemożliwiającą jego uszkodzenia i degradację przez system obronny komórki

roślinnej.
Opracowano dwa systemy transformacji za pośrednictwem Agrobacterium:

(1) kointegracyjny, w którym geny wprowadza się do odcinkaT plazmidu Ti drogą
homologicznej rekombinacji i (2) binarny, w którym geny zostają najpierw
wklonowane do odcinkaT dowolnego plazmidu zdolnego do replikacji w komórce
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Agrobacterium która zawiera plazmid Ti bez odcinka T, ale posiadający inne

geny potrzebne w procesie transformacji (Szczygłowski i Boroń 1990)
Metodyka transformacji za pośrednictwem Agrobacterium składa się z nastę

pujących etapów: (1) kokultywacja — umieszczenie eksplantatów, na przykład
fragmentów liści, liścieni, korzeni w roztworze bakterii, (2) odpłukanie bakterii,
(3) umieszczenie eksplantatów na pożywce z antybiotykiem w celu zabicia

bakterii, (4) umieszczenie eksplantatów na podłożu z odpowiednim czynnikiem
selekcyjnym, na przykład antybiotykiem o ile Agrobacterium użyte do transfor
macji zawierało w odcinku T gen kodujący odporność na ten antybiotyk,
(5) regeneracja roślin (najczęściej w warunkach selekcyjnych). Często eksplan-
taty po okresie kokultywacji z bakteriami są przenoszone na pożywkę, do której
jednocześnie dodano antybiotyk zabijającyje oraz czynnik selekcyjny.

Transformacja za pośrednictwem Agrobacteriumjest historycznie najstarszą
metodą transformacji roślin. Otrzymano dzięki niej szereg roślin transgenicz-
nych u wielu gatunków, między innymi tak ważnych gospodarczo jak bawełna,
len, rzepak, ziemniak i pomidor, w tym wszystkie obecnie zarejestrowane lub

będące w badaniach transgeniczne odmiany. Atrakcyjność tej metody polega
głównie na jej wysokiej wydajności wynikającej z wysokiej częstości integracji
odcinka T z genomem roślinnym. Jej wysoka skuteczność ogranicza się Jednak

głównie do roślin dwuliściennych. W odniesieniu do roślin Jednoliściennych
okazała się mało skuteczna, ponieważ rośliny te nie są naturalnymi gospodarza
mi Agrobacterium Ukazały się wprawdzie nieliczne doniesienia o udanej trans
formacji roślinjednoliściennych za pomocąAgrobacterium ale nie została w nich

potwierdzona integracja wprowadzanych genów w następnych pokoleniach
płciowych. Wykazana ekspresja przejściowa i stabilna w pierwszym pokoleniu
przypuszczalnych transformantów mogła być jedynie artefaktem bakteryjnym.

W tej sytuacji zaczęto poszukiwać innych metod transformacji tej grupy
roślin. Jedną z takich metod Jest bezpośrednia transformacja protoplastów
plazmidowym DNA.

TRANSFORMACJA BEZPOŚREDNIA

Metoda ta polega na umieszczeniu płynnej kultury protoplastów w roztworze

plazmidowego DNA a następnie spowodowanie jego przeniknięcia do wnętrza
komórki. Błona komórkowa stanowi jednak barierę dla egzogennego DNA i dla
tego też konieczne Jest zastosowanie specjalnych warunków pozwalających na

jego penetrację do wnętrza komórki. Znane są dwa sposoby umożliwiające
bezpośrednią transformację protoplastów: (1) użycie polietylenu glikolu (PEG),
(2) elektroporacja. Dodanie PEG-u do zawiesiny protoplastów powoduje zmianę
właściwości fizyko-chemicznych błony komórkowej — zostaje zwiększona jej
półprzepuszczalność. Umieszczenie natomiast protoplastów w zmiennym polu
elektrycznym o określonej długości trwania i częstości mikroimpulsów powoduje
powstanie w błonie komórkowej mikroporów. Oba te czynniki ułatwiają pene
trację DNA znajdującego się w roztworze do wnętrza komórek.

Stosując metodę bezpośredniej transformacji protoplastów uzyskano doty
chczas szereg stabilnych transformantów u wielu gatunków, między innymi
u kukurydzy, pszenicy, jęczmienia i iyżu. Poważnym ograniczeniem tej metody
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okazała się trudność w uzyskiwaniu totipotentnych protoplastów, których
źródłem u roślin jednoliściennych jest głównie zawiesina komórkowa złożona
z kalusa typu II — rzadkiej i trudnej do uzyskania postaci kalusa występującego
tylko u niektórych gatunków i ponadto zależnego od genotypu. Nadal też

efektywność regeneracji z protoplastów jest u roślin jednoliściennych niska
z wyjątkiem iyżu z grupy japontca, u którego otrzymywanie totipotentnych
protoplastów i regeneracja z nich roślin nie stanowi obecnie większego problemu
(Vasil 1994).

MIKROWSTRZELIWANIE

Mikrowstrzeliwanie (ang. particie bombardment) jest metodą transformacji
materiału biologicznego polegającą na wprowadzeniu z bardzo dużą prędkością
rzędu kilkuset metrów na sekundę do komórek cząsteczek metali pokrytych DNA

(rzadziej RNA). Prędkość tę uzyskuje się w specjalnie skonstruowanych akcele
ratorach zwanych aparatami do mikrowstrzeliwania (ang. particie bombardment
device lub particie bombardment apparatus). Czynnikiem przyśpieszającym
cząsteczki metalijest proch strzelniczy lub. w urządzeniach nowszego typu, hel.
O zastosowaniu tej metody w transformacji cebuli po raz pierwszy doniesiono
w 1987 roku (Klein i współaut. 1987, Sanford i współaut. 1987). W krótkim
czasie stała się ona bardzo popularna, szczególnie w odniesieniu do roślinjednoli
ściennych, ponieważ tą metodą można transformować praktycznie wszystkie ro
dzaje tkanek, co u tej grupy roślinjest faktem o pierwszorzędnym znaczeniu,

W ciągu ostatnich sześciu lat otrzymano rośliny transgeniczne w obrębie
wielu gatunkówjednoliściennych, w tym we wszystkich gatunkach zbóż oraz tak

ważnych gospodarczo gatunków, jak trzcina cukrowa i tulipan. Potwierdzona
została także jej wysoka skuteczność w odniesieniu do roślin nagonasiennych
i niektórych gatunków roślin dwuliściennych, na przykład soi i fasoli, u których
zawiodły inne metody transformacji. Najczęściej poddawano transformacji trzy
rodzaje tkanek: niedojrzałe zarodki, kalus embriogeniczny powstały z niedojrza
łych zarodków lub niedojrzałych kwiatostanów i zawiesinę komórkową.

Obecnie coraz więcej autorów wybiera do transformacji niedojrzale zarodki
ze względu na krótki (w porównaniu z innymi rodzajami tkanek) czas, który
upływa od wyizolowania zarodków do otrzymania dojrzałych roślin. Kwitnące
rośliny transgeniczne pszenicy otrzymano już po 7-9 miesiącach od wyizolowa
nia niedojrzałych zarodków, podczas gdy w przypadku zawiesiny komórkowej
trwało to ponad dwa lata (Vasil i współaut. 1994).

Mimo, że transformacja za pomocą mikrowstrzeliwania jest coraz częściej
stosowaną metodą transformacji roślin, wciąż jeszcze jest to metoda niedosko
nała wymagająca wielu udoskonaleń. Niska wydajność transformacji wynika
głównie z niskiej przeżywalności komórek spowodowanej uszkodzeniami mecha
nicznymi oraz szokiem akustycznym. Dlatego większość prac jest poświęcona
optymalizacji różnych czynników zwiększających skuteczność mikrowstrzeliwa
nia. Dobrym sposobem dla pszenicy okazało się podniesienie ciśnienia osmoty-
cznego pożywki indukcyjnej (poprzez zwiększenie zawartości sacharozy) powo
dującego podwyższenie turgoru komórek. Wprowadzenie przez firmę Du Pont

nowego typu aparatu do transformacji — PDS 1000/He (ryc. 2), w którym
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cząsteczki metali są przyspieszane za pomocą helu, znacznie ograniczyło szok

akustyczny i tym samym poprawiło wydajność transformacji. Wpływ rodzaju
użytych cząsteczek metali oraz sposób ich opłaszczania przez DNA (przez
sonifikację lub precypitację) na efektywność transformacji roślin jednoliścien-
nych nie został dotychczas potwierdzony. Kolejnymi poważnymi problemami
związanymi z mikrowstrzeliwaniem są możliwość degradacji podczas opłaszcza
nia cząsteczek metalu lub jego oderwanie w czasie rozpędzania w aparacie oraz

wprowadzanie do genomu roślinnego zbyt dużej liczby kopii genówjednocześnie.

Ryc. 2. Aparat do transformacji roślin — PDS 1000/He.

1 — Wskaźnik ciśnienia helu, 2 — rura przyspieszająca gaz, 3 — przełączniki kontrolne, 4 —

wskaźnik poziomu próżni, 5 — uchwyt przepony, 6 — pokrywa makropocisku, 7 — układ wyrzutni
makropocisków, 8 — komora strzelania, 9 — regulacje prędkości odpowietrzania i napowietrzania,
10 — tkanka poddawana transformacji, 11 — półka na naczynie z tkanką, 12 — zawór dozujący.

W połowie 1994 roku ukazała się bardzo obiecująca praca, w której po raz

pierwszy doniesiono o użyciu komórek bakterii — Escherichia coli i A. tumefa-
ciens jako biologicznych „pocisków” do transformacji kukurydzy i tytoniu (Ras-
musen i współaut. 1994). Autorzy uważają, że opracowana przez nich metoda
może rozwiązać oba te problemy. Wykorzystanie bakterii umożliwi także wpro
wadzanie DNA o dużej masie molekularnej, na przykład w postaci sztucznych
chromosomów drożdżowych — YAC-ów (ang. yeast artificial chromosoms). Me-
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toda ta wydaje się być szczególnie przydatna w transformacji roślin jednoliścien-
nych, które mają duże komórki a wielkość komórekjest głównym ograniczeniem

jej stosowania.
Każda z przedstawionych metod transformacji ma zarówno wadyjak i zalety

oraz ograniczony zakres zastosowania.

PERSPEKTYWY

Trwające od prawie piętnastu lat prace nad transformacją roślin przyniosły
niekwestionowany wkład zarówno w poznanie molekularnych podstaw dziedzi
czenia, jak i w rozszerzenie zmienności genetycznej w świecie roślin. Następuje
ciągłe udoskonalanie metod transformacji a dotychczasowe wyniki potwierdziły
jej użyteczność i celowość szczególnie w odniesieniu do gatunków ważnych dla

gospodarki. Z praktycznego punktu widzenia transformacja roślin stwarza

bowiem możliwość wprowadzania do materiałów hodowlanych nowych cech
i w perspektywie szybkiego tworzenia nowych, atrakcyjnych odmian, które spro
stają wymogom nowoczesnego rynku. Pierwsze odmiany transgenicznych pomi
dorów, ziemniaków i papryki już zostały zarejestrowane a wiele znajduje się
w badaniach rejestrowych. Kilka transgenicznych odmianjuż zostało zarejestro
wanych. Tworzone są specjalne programy rządowe wspierające uzyskiwanie
transgenicznych roślin. Przykładem może być powstały w 1992 roku w USA

program hodowli pszenicy, który zakłada wyhodowanie, przy wykorzystaniu
metod biotechnologicznych nowych odmian między innymi odpornych na her
bicydy, o poprawionym składzie skrobi ze zredukowaną zawartością amylope-
ktyny i o wysokiej masie cząsteczkowej gluteiny (Kureczka 1992).

GENETIC TRANSFORMATION OF PLANTS

Sum mary

Plant transformation can be achieved by introduction of exogenous DNA in the form of specially
constructed fragments into the plant genome. Several transformation methods were elaborated

during the last fifteen years. The methods which are in the most freąuent use are: (1) transformation

using bacterial vectors — Agrobacterium. tumefaciens or A. rhizogenes, (2) direct transformation of

protoplasts by means of electroporatlon or polyethylene glycol, (3) particie bombardment. The
usefulness of the first method was proved in the case of dicot species whereas the second can be

applied only for those genotypes which are capable of efficient plant regeneration from protoplasts.
The third one seems to be the only effective transformation method for most of the monocots.
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STEROWANIE MORFOGENEZĄ ROŚLIN W KULTURACH IN VHRO

WSTĘP

Rośliny, podobnie jak i inne wyższe organizmy, przechodzą w trakcie cyklu
życiowego przez fazę rozwoju wegetatywnego i generatywnego. Rozwój zygoty
w procesie embriogenezy u roślin różni się jednak znacznie od analogicznego
procesu u zwierząt. Nie występuje w nim etap gastrulacji, a docelowe prze
strzenne zorganizowanie zarodkajest wyłącznie wynikiem ciągu specyficznych
podziałów zapłodnionej komórki Jajowej. Ponadto u roślin proces organogenezy
nie obejmuje całego zarodka, ale jest ograniczony do bazalnego i apikalnego
bieguna, gdzie znajduje się stożek wzrostu korzenia oraz pędu. Wegetatywny
wzrost roślin w fazie sporofitycznej jest realizowany poprzez rozwój organów,
których primordia są widoczne już w zarodku. Proces organogenezy z wyłącze
niem powstawania liścieni przebiegający w trakcie całego cyklu życiowego wydaje
się być głównie pod kontrolą obydwu typów merystemów. W określonych wa
runkach merystem stożka wzrostu pędu przechodzi z fazy wegetatywnej w ge-
neratywną. Następnie powstają primordia kwiatowe, z których rozwijają się
poszczególne elementy kwiatów.

Od kilku dziesięcioleci próbuje się dla celów badawczych oraz praktycznych
sterować cyklem życiowym roślin lub modyfikować Jego elementy w warunkach

kultury in nitro. Doprowadziło to do opracowania technologii rozmnażania

klonalnego na dużą skalę. Różnorodność technikjakimi dysponuje się obecnie
w roślinnych kulturach tkankowych ilustruje rycina 1.

W warunkach kultury in nitro możemy wyróżnić trzy zasadnicze procesy
morfogenetyczne dotyczące wczesnego rozwoju roślin: a) embriogenezę somaty
czną (SE), b) organogenezę pędową oraz c) organogenezę korzeniową.

SOMATYCZNA EMBRIOGENEZA

SE in nitro może zachodzić bezpośrednio z komórek eksplantatu lub pośred
nio przez fazę kalusa. Zwyklejest opisywanajako proces prowadzący do wytwo
rzenia, na drodze zbliżonej do zygotycznej embriogenezy, bipolarnych struktur
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Ryc. 1. Różnorodne techniki namnażania powszechnie stosowane w kulturach tkanko
wych wykorzystujące totipotencjalne właściwości komórek roślinnych (za Smith

i Drew 1990 zmodyf.J.
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z tkanki somatycznej, które w odpowiednich warunkach mogą wytworzyć fun
kcjonalny system pędowy i korzeniowy. SE jest uważana za odmienną ścieżkę
rozwojową od organogenezy (Haccius 1978). Bipolarna struktura powstająca
z pojedynczej komórki lub ich niewielkiej grupy, zawierająca obydwa typy
meiystemów, nigdy nie jest połączona systemem wiązek przewodzących z eks-

plantatem wyjściowym. Co więcej zależność między SE a organogenezą ma

charakter hierarchiczny. Formowanie organów pędu i korzenia jest wynikiem
realizacji dwóch odrębnych programów genetycznych, które przebiegają podczas
tworzenia się zarodków i są regulowane przez inne geny. Geny te mogą kontro
lować między innymi położenie merystemu pędu i korzenia, wielkość zarodka,
prawidłowy przebieg morfogenezy (Kitano i współaut. 1993).

INDUKCJA „EMBRIOGENICZNOŚCI” W KOMÓRKACH SOMATYCZNYCH

Wszystkie komórki somatyczne rośliny zawierają pełny zestaw informacji
genetycznej konieczny do wytworzenia kompletnej i funkcjonalnej rośliny oraz

zapewnienia prawidłowego przebiegu całego cyklu życiowego. W przeciwieństwie
do zwierząt, u których proces różnicowania uważa się w zasadzie jako nieod
wracalny, u roślin wykazano możliwość zainicjowania SE praktycznie z każdej
części rośliny. Indukcja SE z tkanek danego eksplantatu musi się zatem wiązać
ze zmianą pierwotnego wzoru ekspresji genów na „embriogeniczną” ekspresję
genów. Jednym z mechanizmów regulacji tej ekspresji może być metylacja DNA

(Loschiavo i współaut. 1989). Dowiedziono również, że embrio-specyficzne wzoiy
metylacji DNA są związane także z dalszym przebiegiem SE (Vergara i współaut.
1990). Komórki, które będąc nieembriogennymi nabrały embriogenicznej kom
petencji, zostały określone przez Evansa i współautorów (1981) oraz Sharpa
i współautorów (1983) jako „zaindukowane embriogenicznie zdeterminowane
komórki” IEDC (ang. induced embryogenic determined celi) dla odróżnienia od

tych, które już pierwotnie taką kompetencję posiadały „preembriogenicznie
zdeterminowane komórki” PEDCs (ang. preembriogenic determined cells).
Wpływ rodzaju explantatu z punktu widzenia pierwotnej embriogenicznej kom
petencji komórek go tworzących na indukcję SE ilustruje rycina 2. Oczywiście
schemat przedstawiony na tycinie 2 jest może nazbyt uproszczony i nie opisuje
wszystkich istotnych rodzajów reakcji morfogenetycznych, które zaobserwowa
no in uitro. Założenie, że tkanki siewek i roślin są pozbawione pierwotnej
embriogenicznej kompetencji nie w pełni odpowiada rzeczywistości. Przykładem
może być opisana regeneracja bezpośrednia z mikroeksplantatów liściowych
ogórka (Burza i Malepszy 1995) pokazana na lycinie 5d, bezpośrednia embrio-

geneza z korzeni Cameliajaponica (Vieitez i współaut. 1991), czy też bezpośred
nia embriogeneza z protoplastów izolowanych z mezofilu liściowego Brassica

juncea (Eapen i współaut. 1989).
Oprócz regulatorów wzrostu, w tym szczególnie auksyn, udało się w wielu

przypadkach zaindukować SE działając na eksplantaty warunkami stresowymi,
takimi jak: szok cieplny, warunki beztlenowe, niska temperatua, Jony metali

ciężkich (przegl. Merkle i współaut. 1995). Przypuszcza się, że mechanizm

wyzwalany w tkance pod wpływem stresu lub auksyny jest zbliżony do tego,
który pojawia się w czasie sporogenezy (Herberle-Bors 1985).
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Ryc. 2. Wpływ pierwotnej kompetencji komórek eksplantatu na indukcję SE. Komórki

eksplantatu pierwotnego mogą być w stanie kompetencji pomiędzy PEDC (preembrio-
genicznie zdeterminowane komórki) a non-EC (ang. non-embryogenic cells — komórki

nieembriogeniczne). (A) Bardzo młode zarodki zygotyczne mają status najbardziej zbliżo
ny do PEDC i ich odpowiedzią na działanie cytokininy będzie formowanie zarodków

somatycznych. (B) Bardziej dojrzale zarodki zygotyczne osiągają stan, w którym nie

wystarczyjuż sama cytokinina. Wymagają auksyny do indukcji zarodków somatycznych.
(C) W tkankach roślin zbudowanych z komórek nieembriogenicznych ale embriogenicznie
indukowalnych działanie auksyny i cytokininy prowadzi do uformowania się kalusa

zdolnego do wytworzenia zarodków somatycznych (Merkle i współaut. 1995).

MODELOWE SYSTEMY WCZESNYCH STADIÓW SE NA PRZYKŁADZIE MARCHWI

Rośliną modelową we wcześniejszych i obecnych badaniach dotyczących SE

jest Daucus carota. Już w 1959 r. Reinert opublikował pracę, w której dowodził,
że rośliny marchwi pojawiające się w kulturze kalusa powstały z bipolarnych
zarodków rozwijających się z pojedynczych komórek. Dokładny przebieg SE

przedstawił Halperin (1966, 1970). Wkrótce po zaindukowaniu powstawania
z eksplantatu pierwotnego kalusa powstają także wielokomórkowe agregaty
o charakterze embriogenicznym nazwane masą proembriogeniczną PEM (ang.
proembriogenic mass) .Określenie to Halperin utworzył w oparciu o nazewnictwo
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Jeffreya (1895) „embryogenic mass” i Guerina (1937) „corps embiyogene”, jakim
posłużyli się, aby opisać zjawisko poliembrionii u kilku gatunków Erythronium,
gdzie zygota przekształca się w embriogeniczny wielokomórkowy agregat, z któ
rego formułuje się ostatecznie kilka zarodków. PEM cyklicznie rośnie oraz

podlega fragmentacji aż do momentu, w którym usunięcie auksyny lub odpo
wiednie obniżenie jej poziomu nie zapoczątkuje procesu jego zorganizowanego
wzrostu prowadzącego do powstania zarodków z komórek powierzchniowych
bogatych w skrobię. Te alternatywne ścieżki rozwojowe zależne od obecności

bądź braku syntetycznej auksyny w pożywce zostały schematycznie zilustrowa
ne przez Wetherella (1979) (tyc. 3) (za Malepszy i Wróblewski 1994). Jak

dotychczas opublikowano jedną alternatywną do „auksynowej” metodę dotyczą
cą inicjacji i ustabilizowania u marchwi preglobularnych stadiów proembrionów
PGSP (ang. preglobular stage proembiyo), na zbuforowanej pożywce wolnej od

regulatorów wzrostu o niskim pH przedstawioną na rycinie 4 (Smith i Krikorian
1990 za Wróblewski 1994).

Ryc. 3. Wzrost i różnicowanie
w kulturach komórkowych
marchwi; tkanka jest namna-

żana przy ciągłej presji auksy
ny, powstają w niej primordia
— pierwsze stadia rozwojowe
zarodków, usunięcie auksyny
powoduje ich dalszy rozwój:
PEM — masa proembriogenicz-
na, G — stadium globularne
zarodka, I-I — stadium serco-

wate zarodka, T — stadium tor
pedy, P zarodek dojrzały
(Wetherell 1979 za Malepszy

i Wróblewski 1994).

ROLA AUKSYN W POWSTAWANIU I ROZWOJU ZARODKÓW SOMATYCZNYCH

Duża liczba prac dotyczących biosyntezy auksyn, ich metabolizmu oraz

transportu w zarodkach somatycznych pokazuje, jak ważna jest ich rola w in
dukcji SE oraz kontroli prawidłowego przebiegu procesów morfogenetycznych.
Mechanizm indukcji powstawania zarodków z komórek somatycznych nie jest
wyjaśniony. Nie mniej powszechnie przyjmuje się, że przy ciągłej obecności
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Ryc. 4. Inicjacja i ustabilizowa
nie u marchwi kultur preglobu-
larnych stadiów proembrionów
(PGSP) nazbuforowanej, wolnej
od hormonów, półpłynnej po
żywce uzupełnionej 1 mM NH4+

jako jedynym źródle azotu.

Dwie tkanki (pochodzące z doj
rzałych nasion) [1] były używa
ne jako eksplantaty. Uszko
dzone [lc] lub pokrojone [ld]
dojrzałe zarodki zygotyczne,
a także cała owocnia [ lb] po wy
ki ełkowaniu zarodka [la] mogła
być używana do inicjacji globu-
larnych stadiów zarodków so
matycznych [2a, 2b] po 4 do 8

tygodni na tej samej pożywce.
Zainicjowane, globularne sta
dia zarodków często rozwijały
się dalej [3], ale jeżeli w czasie

proliferacji tkanki pH spadło
(jako skutek obecności jonów
amonowych jako jedynego
źródła azotu), to starsze stadia
nie rozwijały się i powstawała
mieszanina zarodków PGSP [5].
Kolejne pasaże (co 2 tygodnie)
na świeżą pożywkę o pH = 4,5,
doprowadzały do ustabilizowa
nia kultury złożonej całkowicie
z PGSP (Smith i Krikorian

1990 za Wróblewski 1994).

auksyny agregaty PEM syntetyzują wszystkie produkty genów niezbędne do

osiągnięcia przez powstający zarodek stadium globularnego. Jednocześnie jed
nak obecność auksyny blokuje dalszy przebieg embriogenezy. Halperin i Wethe-
rell (1964) oraz Borkid i współautorzy (1986) sugerują, że do osiągnięcia
kolejnych stadiów są niezbędne nowe produkty, które mogą być syntetyzowane
dopiero po usunięciu auksyny z pożywki. Ponadto po zaindukowaniu procesu
embriogenezy oddziaływanie auksyny egzogennej zmienia się o tyle, że zaczyna
ona być syntetyzowana także endogennie (Michalczuk i współaut. 1992a,
1992b). Wydaje się prawdopodobnym, że oddziaływanie obydwu morfogenetycz-
nie aktywnych substancji może prowadzić do rozregulowania prawidłowo prze
biegającego procesu. Kilka prac wykazuje, że niezakłócony transport polarny
auksyn w zarodku jest niezbędny do prawidłowego przebiegu morfogenezy
(Schiavone i Cooke 1987, LlU i współaut. 1993). Znamiennyjest fakt, że zarodki

zygotyczne po potraktowaniu inhibitorami transportu auksyn wykazują znacz
nie mniejszą dezorganizację morfogenezy niż zarodki somatyczne. U pierwszych
efektem ich działania na stadium globularne było powstawanie połączonych
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liścieni, u drugich natomiast brak wykształcenia osi podłóżnej i zupełny brak
liścieni. Jedną z interesujących hipotez tłumaczących to zaskakujące zróżnico
wanie przedstawił T. Cooke (za Zimmerman 1993). Twierdzi on, że w zarodku

zygotycznym w odróżnieniu od somatycznego regulacja morfogenezy odbywa się
poprzez dwa mechanizmy: wewnętrzny oraz zewnętrzny związany z oddziaływa
niem organizmu matecznego.

MIKROPROPAGACJA

Mikropropagacja jest definiowana jako proces namnażania in uitro pąków
bocznych na skutek zniesienia dominacji wierzchołkowej oraz regeneracji z nich

genetycznie jednorodnych roślin. Pionierskie prace w tej dziedzinie wykonali
między innymi Georges Morel, który pracował nad wyprowadzaniem wolnych od
wirusów roślin z kultur merystemów pędu; Folke Skoog i Carlos Miller, którzy
wyjaśnili rolę odgrywaną przez cytokininy w morfogenezie pędu; zespół Kenn
etha Timonna, który zajmował się zagadnieniami dominacji wierzchołkowej (za
Vasil 1994). W przeciągu ostatnich czterdziestu lat dzięki tym obserwacjom
z powodzeniem opracowano wiele wysoce wydajnych i niezawodnych metod

szybkiej masowej klonalnej propagacji głównie roślin dwuliściennych. Jako

jeden z podstawowych w kulturach in uitro proces mikropropagacji jest przed
stawiony schematycznie na rycinie 1.

W porównaniu z SE organogeneza pędowa jest znacznie lepiej poznana
i kontrolowana w warunkach kultur in uitro. Na pewno jeszcze wiele czasu

upłynie zanim SE będzie tak powszechnie i skutecznie stosowana, jak mikro
propagacja.

Trzebajednak bezstronnie przyznać, że proces tenjest bez porównania mniej
skomplikowany i dlatego nie będzie tak szczegółowo omówiony jak SE. Zasady
klonowania in uitro i in uiuo są podobne. Łatwość operowania tą techniką wynika
z faktu, że tkanki w żadnym momencie kultury nie przechodzą przez fazę
odróżnicowania i wykorzystuje się tutaj naturalną funkcję merystemu wierzchoł
kowego pędu, którego morfogenetyczna aktywność jest ściśle genetycznie zdefi
niowana oraz podlega samoregulacji. Zmienność somaklonalna, która częstojest
opisywana w kulturach embriogenicznych, w kulturach merystemówjest zjawi
skiem bardzo rzadkim.

KULTURA PRIMORDIÓW PĘDOWYCH

Najbardziej zaawansowaną z biotechnologicznego punktu widzeniajest me
toda mikropropagacji nazwana kulturą primordiów pędowych (Tanaka i Ikeda

1983). Ze względu na małą popularność tej cennej metody w naszym kraju warto

Ją krótko scharakteryzować. Kulturę taką zakłada się izolując z pąków wierz
chołkowych merystemy z 2-3 primordiami liściowymi. Precyzyjnie pobrane
eksplantaty umieszcza się w różnych pożywkach płynnych zawierających auksy-
nę i cytokininę (najczęściej NAA i BAP). Najtrudniejszą fazą kultury jest jej
stabilizacja. Prawidłowe dopracowanie wszystkich parametrów, do których na
leży zaliczyć skład pożywki, objętość płynu i tkanki w probówce, prędkość z Jaką
obraca się tarcza rotora, czas i intensywność oświetlenia, temperatura, często-
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tliwość pasażowania decyduje o powodzeniu. Nieprawidłowo dobrane warunki

prowadzą do wytworzenia kalusa bądź zdeformowanych struktur pędowych,
prawidłowe zaś stabilizują kulturę w zamkniętym cyklu namnażania się primor-
diów pędowych. Często, jak na przykład w przypadku ogórka (iyc. 5a, c) (Burza,
dane nieopublikowane), tworzą duże agregaty przypominające strukturą skupi
ska zarodków globularnych, z tym że posiadają zielone zabarwienie chlorofilu

powstającego w tkankach pod wpływem oświetlenia. W trakcie trwania kultury
agregaty te podlegają fragmentacji. W takim stanie tkanka może być namnażana

latami. Po wyłożeniu na zestalone pożywki szybko dochodzi do powstawania
pędów, które są następnie ukorzeniane. Powyżej przedstawiony sposób masowej
propagacji został zastosowany z powodzeniem u wielu gatunków roślin dwuli
ściennych, jednoliściennych i drzewiastych. Podstawowymi jego walorami jest
możliwość mechanizacji na poziomie zbliżonym, jak dla SE, oraz wysoki poten
cjał regeneracyjny niezbędny, na przykład, w procedurze uzyskiwania roślin

transgenicznych.

Ryc. 5. a — kalus embriogeniczny C. sattuus odm. Borszczagowski; b — zarodki

somatyczne powstające z kalusa embriogenicznego; c — tkanka meiystematyczna po
wstająca w kulturze primordiów pędowych; d — zarodki somatyczne bezpośrednio

powstające z mikroeksplantatów liściowych.
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WSPÓŁCZESNE TECHNOLOGIE NAMNAŻANIA ROŚLIN W KULTURACH

TKANKOWYCH

Metody kultur tkankowych są obecnie stosowane przez ponad sześćset firm

biotechnologicznych na całym świecie, które produkują rocznie ponad pięćset
milionów roślin prawie pięćdziesięciu tysięcy odmian (Vasil 1994). Prawie całość

produkcji powstaje przy wykorzystaniu technologii mikropropagacji. Nadal po
ważną barierę rozwojową stanowią wysokie koszty jednostkowe. Szczególnie
intensywne prace nad automatyzacją mikropropagacji przy wykorzystaniu pre
cyzyjnych robotów wyposażonych w możliwość komputerowej analizy obrazu są

prowadzone w Japonii (KuRATAi Kozai 1992). Całkowicie zintegrowany, automa
tyczny proces mikropropagacji kończący się nawet automatycznym wysadza
niem roślin do ziemi (vitromatic process) został opracowany w Izraelu (Levin
i współaut. 1988, Levin i Vasil 1989).

Przy dużej skali produkcji konieczne jest zastosowanie biofermentorów
o znacznych objętościach, co wiąże się z dodatkowymi problemami natury
technicznej i biologicznej. Akita i Takayama (1994) opracowali technologię pro
dukcji mikrobulw ziemniaka w dziesięciolitrowych fermentorach. Powodzeniem

zakończyła się także próba wykorzystania pięćsetlitrowych bioreaktorów do
namnażania pędów Stevia rebaudiana (Akita i współaut. 1994). Uzyskano
wysoki stopień namnażania wynoszący sto czterdzieści.

PODSUMOWANIE

Proces sterowania morfogenezą roślin in vitro nadal pozostaje w sferze badań
i eksperymentów w skali laboratoryjnej. W szczególności stwierdzenie to odnosi

się do SE. Z drugiej jednak strony dotychczas uzyskane wyniki badańjednozna
cznie wskazują, że przed tego typu technologiami jest duża przyszłość i należy
rozwijać je także w naszym krajujako integralny element nowoczesnego rolnictwa.

CONTROL OF PLANT MORPHOGENESIS IN CULTURE IN V1TRO

Summary

Many attempts were madę during the last decades to control and modify the life cycle of the

plants cultured in nitro, both for research and practical purposes. The two essential morphogenetic
processes in early plant development which are most important from the biotechnological point of
view. are somatic embryogenesis (SE) and shoot organogenesis.

In contrast to animals in which the process of celi differentiation is considered irreversible, it
has been demonstrated that SE can be initiated from practlcally any part of a plant. Auxin plays a

fundamental role in formation and development of somatic germs. Disturbances in tire course of SE
are caused to a large extent by łąck of cooperation in this proces of the parental organism, which is
known to be essential in zygotlc embryogenesis.

In comparison with SE, shoot organogenesis is much better understood and controlled under
the culture in nitro conditions. From the biotechnological point of view, the most advanced
propagatlon method is that called shoot primordia culture. Its main advantages are: the posslbility
of mechanisation on a level similar to that with SE, and high regeneratlon potential of plant cells

indlspensable, e.g., in the procedurę of obtaining transgenlc plants.

15 — Kosmos
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HAPLOIDY ROŚLIN W BIOTECHNOLOGII

W naszym otoczeniu, w ogrodzie, w polu, w lesie, nawet w kolekcjach ogrodów
botanicznych nie napotykamy roślin haploidalnych. Rośliny haploidalne są

dostępne Jedynie w specjalistycznych laboratoriach. Zwykle są rozmnażane

wegetatywnie in uiuo lub in uitro. Rośliny haploidalne są trudne do otrzymania,
najczęściej niepłodne i słabsze pod względem siły wzrostu i odporności od roślin,
z których powstały.

Rośliny haploidalne zawierają gametyczną liczbę chromosomów w sporoficie.
Innymi słowy są to takie rośliny, które mają połowę liczby chromosomów rośliny
rodzicielskiej. Wyróżniamy monoploidy (monohaploidy), które powstały z diploi-
dów i polihaploidy, które powstały z poliploidów. Dla przykładu roślinę haploi-
dalną, która powstała z diploidalnego jęczmienia (Hordeum uulgare 2n=2x=14)
nazwiemy monohaploidem (n=x=7) a roślinę, która powstała z tetraploidalnego
ziemniaka (Solanum tuberosum 2n=4=48) nazwiemy dihaploidem (n=2x=24).
Monohaploid jęczmienia ma tylko jeden, podstawowy genom a dihaploid zie
mniaka ma ich Jeszcze dwa. Z dihaploidów ziemniaka można otrzymać monoha
ploidy. Po raz pierwszy rośliny haploidalne zostały opisane w latach dwudzies
tych obecnego stulecia u bielunia dziędzierzawy (Datura stramonium) i u tytoniu
szlachetnego (Nicotiana tabacurri}. Tytoń stał się rośliną modelową w badaniach
nad haploidami.

OTRZYMYWANIE HAPLOIDÓW

Rośliny haploidalne można otrzymywać rożnymi metodami. Prawie zawsze

elementem tych metod jest kultura in nitro organów generatywnych (pylniki.
zalążnie, zalążki), zarodków a także mikrospor na pożywkach stałych lub

płynnych. Technika kultur tkanek roślinnych in uitro przyczyniła się do otrzy
mania haploidów u setek gatunków roślin. Jedna z najstarszych metod uzyski
wania haploidów polega na wykorzystaniu procesu apomiksji stymulowanej
zapyleniem. Proces apomiksji, czyli mówiąc najprościej, powstawanie nasion
z pominięciem procesu zapłodnienia i/lub procesu mejozy, dosyć często wystę
puje w świecie roślin. Dla reprodukcji gatunkujest to zwykle proces marginalny.

Stymulację rozwoju zarodka haploidalnego można wywołać przez zapylenie
pyłkiem obcego gatunku, pyłkiem specyficznego klonu lub zapylenie pyłkiem
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napromieniowanym. Pod wpływem nietypowego zapylenia następuje rozwój
haploidalnego zarodka z niezapłodnionej komórki jajowej lub innej komórki
woreczka zalążkowego. Zwykle zarodek haploidalny jest odżywiany przez mniej
lub bardziej rozwinięte bielmo. Bielmo rozwija się z zapłodnionej lub tylko
pobudzonej do podziałów komórki centralnej.

Zarodki haploidalne zwykle zamierają, jeśli się je pozostawi w nasieniu.
Trzeba je izolować i przenosić na sztuczne pożywki, tak by mogły rozwinąć się
w rośliny. Dla przykładu około 50% żeńskich kwiatów ogórka zapylonych
pyłkiem napromieniowanym (promieniowanie gamma, 0,3 kGy) rozwija się
w owoce. W owocach, wśród licznych nasion tylko pojedyncze zawierają słabo

rozwinięte zarodki. Zarodki trzeba wyjąć z nasion i przenieść na odpowiednią
pożywkę. Tylko część zarodków rozwinie się w rośliny (Przyborowski i Niemiro
wicz-Szczytt 1994).

Roślina monoploidalna, jakąjest haploid ogórka, jest niepłodna i nie wydaje
nasion. W kulturze in vitro możnają rozmnożyć wegetatywnie i utrzymywać przy
życiu przez dłuższy czas. Polihaploidy, otrzymywane opisywaną wyżej metodą,
są zwykle bardziej żywotne i częściowo płodne. Dla przykładu dihaploidy zie
mniaka (2n=2x=24), powstałe po zapyleniu tetraploidalnego ziemniaka (Solarium
tuberosum 2n=4x=48) pyłkiem Solanum phureja, nie wymagają do wzrostu

sztucznej pożywki (Houghas i współaut. 1958) i są częściowo płodne, chociaż

zwykle samoniezgodne.
Następna metoda otrzymywania haploidów polega na wykorzystaniu procesu

eliminacji chromosomów formy ojcowskiej z zarodków mieszańcowych. Proces
ten zaobserwowano i wykorzystano u jęczmienia (Hordeum uulgare) zapylonego
pyłkiem Hordeum bulbosum. Po kilku dniach z komórek zarodka mieszańcowego
są eliminowane chromosomy Hordeum bulbosum. Powstaje w ten sposób zarodek

haploidalny, który dla pełnego rozwoju wymaga kultury na sztucznej pożywce.
W latach sześćdziesiątych została opisana i nabrała rozgłosu trzecia metoda

polegająca na indukowaniu sztucznej androgenezy In nitro. W wyniku kultuiy in
nitro pylników Datura stramonium Guha i Maheshwari (1964) otrzymali rośliny
haploidalne. Zastosowanie tej metody pozwoliło na otrzymanie w ciągu 35 lat

haploidalnych roślin, zarodków bądź kalusa u ponad 200 gatunków. W procesie
androgenezy rozwój struktur haploidalnych następuje wyłącznie in nitro na

pożywkach stałych lub płynnych.. Kulturze poddaje się całe pylniki lub uwolnio
ne (izolowane) mikrospoiy. Rośliną modelową w kulturach pylnikowych jest
tytoń a w kulturach wolnych mikrospor rzepak i inne gatunki roślin kapustnych.
Gatunkiem uniwersalnym pod względem możliwości zastosowania różnych me
tod indukowania haploidów jestjęczmień.

Proces gynogenezy, wykorzystywany w czwartej metodzie orzymywania ha
ploidów, wymaga również kultury in nitro na sztucznej pożywce. Haploidalne
komórki gametofitu żeńskiego są indukowane do rozwoju w zarodki lub kalus

pod wpływem substancji zajdujących się w pożywce. Na pożywkę wykłada się
zalążnie lub zalążki, w których ukiytyjest żeński gametofit.

Metoda jest trudniejsza od tej, w której wykorzystuje się androgenezę, gdyż
kilka komórek woreczka zalążkowgojest otoczonych przez wiele warstw komórek

zalążka i jeszcze więcej w przypadku zalążni. Najlepsze wyniki uzyskano tą
metodą dla buraka cukrowego (Beta uulgaris), u którego nie można było uzyskać
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haploidów inną metodą (Potyondi i Heszky 1992). Dość dobre wyniki uzyskuje
się też dla jęczminia (Castillo i CiSTUe 1993).

Wszystkie omówione wyżej metody wymagają zastosowania kultuiy na sztu
cznej pożywce in uitro. Może to być kultura niedojrzałych zarodków, pylników,
mikrospor, zalążni lub zalążków. Ważne jest by rośliny, z których zostanie

pobrany materiał do kultur, rosły w odpowiednich warunkach uprawy. Otrzy
manie haploidalnych roślin wymaga wysoko kwalifikowanego personelu i dobrze

wyposażonego laboratorium (Wenzel i współaut. 1992).
Dobrze opracowana metoda dla danego gatunku pozwala na otrzymanie

setek a nawet tysięcy roślin haploidalnych. Przykładem może być metoda

„bulbosowa” dlajęczmienia, kultura pylników lub izolowanych mikrospor tyto
niu i rzepaku a także zapylanie pyłkiem napromieniowanym roślin dyniowatych
i kultura in uitro zarodków haploidalnych.

CHARAKTERYSTYKA I SELEKCJA HAPLOIDÓW

Rośliny haploidalne różnią się od roślin diploidalnych, ale różnice morfolo
giczne nie są wystarczające do udowodnienia poziomu ploidalności. Uważa się,
że oszacowanie liczby chromosomów w metafazie podziału mitotycznego lub

mejotycznegojest najdokładniejszą metodą sprawdzenia, czy roślinajest haploi-
dem czy też nie. Dla wielu gatunków roślin, szczególnie tych o małych i licznych
chromosomach, nie jest to zadanie łatwe.

Z pomocą przychodzi tu cytometria przepływowa, która pozwala na ocenę
setek roślin w ciągu jednego dnia. Do badania w cytometrze jest wymagany

jedynie niewielki wycinek tkanki, co jest bardzo ważne w przypadku badania

regenerujących roślin lub kalusa. Z pomocą coraz lepszych cytometrów można

selekcjonować nie tylko rośliny, ale także komórki a nawet pojedyncze chromo
somy. Wyodrębnienie haploidów z uzyskanej populacji może być również uła
twione przez zastosowanie genów markerowych (Hamza i współaut. 1993, Mo-
RIGNEUX i współaut. 1993).

PODWAJANIE LICZBY CHROMOSOMÓW (DOUBLING)

Rośliny haploidalne rozmnażane wegetatywnie in uiuo lub in uitro mogą
stanowić obiekt badań same w sobie. Jednak dla otrzymania potomstwa gene-
ratywnego, szczególnie u monohaploidów, jest niezbędne podwojenie liczby
chromosomów. Otrzymane w ten sposób podwojone haploidy powinny być
osobnikami homogametycznymi. Dalej rozmnażane dają wyrównane, homo-

gametyczne linie, bardzo poszukiwane przez hodowców.
W ostatnich latach pojawiły się doniesienia, że DNA haploidów ulega mety-

lacji i mutacjom, szczególnie w kulturze pylników (Devaux i współaut. 1993,
Reed i współaut. 1994).

W pewnych przypadkach, na przykład w kulturze pylników rzepaku, podwo
jone haploidy powstają częściowo spontanicznie. Jeśli haploidy są stabilne,
wtedy najczęściej wykorzystuje się kolchicynę do podwojenia liczby chromoso-
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mów. W wyniku traktowania tkanki merystematycznej kolchicyną otrzymuje się
diploidy, poliploidy i chimery (Nikolova i Niemirowicz-Szczytt 1995). Przeżywal-
ność roślin traktowanych kolchicyną można zwiększyć stosując kultury pędów
lub merystemów (mikropropagacja) in vitro. Można też, licząc na spontaniczne
podwojenie liczby chromosomów, indukować powstanie kalusa z organów rośli
ny haploidalnej, na przykład z eksplantatów liści, a następnie doprowadzić do
różnicowania roślin (Niemirowicz-Szczytt i współaut. 1995).

W przypadku polihaploidów dość często dochodzi do wytwarzania tak zwa
nych gamet niezredukowanych (Niemirowicz-Szczytt 1990). Jeśli nastąpi połą
czenie gamet o niezredukowanej liczbie chromosomów, to otrzymamy potomstwo
płodne, najczęściej o parzystej liczbie genomów. Oznacza to, że roślin, które
nawet w niewielkim procencie wytwarzają gamety niezredukowane, nie trzeba

kolchicynować i można je rozmnożyć przez nasiona.

HAPLOIDY I CO DALEJ

Rośliny z pojedynczym genomem stanowią bardzo wartościowy materiał

badawczy. Można je wykorzystać do badań porównawczych i określić, Jak

działają poszczególne geny, pozbawione homologicznych partnerów. Można też

komórki lub protoplasty roślin haploidalnych wykorzystać do indukowania

mutacji lub transformacji. Fuzja dwóch osobników haploidalnych daje najczę
ściej organizm diploidalny. W ten sposób można połączyć cechy wybranych
osobników a także doprowadzić do utworzenia osobników o różnym udziale
składników cytoplazmy i Jąder łączonych form, tak zwane mieszańce niesyme
tryczne. Indukowanie mutacji u osobników haploidalnych ma swoje uzasadnie
nie, gdyż można u nich obserwować ekspresję pojedynczego genu. Przykładem
mogą być prace z mutantem haploidalnego tytoniu, w wyniku których chara
kteryzowano transpozony (Grandbastien i współaut. 1991). Podobnie po wpro
wadzeniu genu do komórek organizmu haploidalnego (transformacja) można

łatwiej ocenić jego ekspresję niż w roślinie diploidalnej. Przykładem może być
transformacja protoplastów pochodzących z mikrospor kukurydzy i regeneracja
transgenicznych, haploidalnych roślin (SUKHAPINDA i współaut. 1993). Transfor
macji poddaje się także zarodki haploidalne, na przykład zarodki Datura i Nico-

tiana (Sangwan i współaut. 1993)".
Haploidy okazały się bardzo przydatne w pracach nad mapowaniem geno

mów. Podwojone haploidy ryżu (Tanksley i współaut. 1991), jak i jęczmienia
(Chalmers i współaut. 1993, Graner i Bauer 1993, Heun 1992) są wykorzysty
wane do mapowania przy użyciu techniki RFLP. Także dihaploidy ziemniaka są

wykorzystywane do analizy cechy odporności, na przykład na Phytophtora
infestans (Kharbotly i współaut. 1994). Z kolei podwojone haploidy pszenicy
stanowiły materiał do identyfikacji alleli lokus Pm3, warunkującego odporność
na mączniaka (Hartl i współaut. 1993).

Podwojone haploidy i ich generatywne potomstwo są również wykorzystywa
ne w hodowli nowych odmian (Niemirowicz-Szczytt 1989). Otrzymano szereg
odmian rzepaku, pszenicy, ryżu, jęczmienia, ziemniaków, bawełny a nawet

szparagów z linii wyprowadzonych z podwojonych haploidów. Dla celów hodow-



Haploidy roślin, w biotechnologii 707

lanych zaleca się wykorzystywanie najlepszych mieszańców FI Jako materiału

wyjściowego do indukcji haploidów. Prawdopodobieństwo zaindukowania do

rozwoju mikrospory lub komórki woreczka zalążkowego o szczególnie korzy
stnym układzie cech jest wtedy znacznie większe.

Nowe czy poprawione technologie produkcji haploidów byłyby przydatne
z punktu widzenia otrzymywania dużych populacji haploidów. Bardzo obiecu
jąca wydaje się produkcja zarodków somatycznych w bioreaktorze a dalej
sztucznych nasion (Malepszy 1988).

PODSUMOWANIE

Otrzymywanie i wykorzystanie haploidów wymaga zastosowania całego sze
regu metod o charakterze biotechnologicznym. Kultuiy tkanek i komórek na

stałych lub płynnych podłożach są niezbędnym elementem otrzymywania ha
ploidów. Kultury zawiesinowe w bioreaktorach mogą mieć znaczenie dla rozmno
żenia haploidów na większą skalę. Nowe techniki molekularne umożliwiają
w coraz większym stopniu precyzyjną charakterystykę haploidów a także sele
kcję osobników o określonych cechach użytkowych. Manipulowanie protopla
stami, wywoływanie mutacji a także transformowanie komórek zmieniają zakres

wykorzystania haploidów i sprawiają, że stają się poszukiwanym materiałem do
badań. Obok tradycyjnego już wykorzystywania podwojonych haploidów Jako
materiału wyjściowego do hodowli podkreśla się obecnie ich znaczenie dla
konstruowania map genomowych szeregu gatunków roślin.

HAPLOIDS IN BIOTECHNOLOGY

Su mm ary

Biotechnology is widely aplied in haploid production uia anther or ovule culture or embryo
rescue, clonal propagation, doubling, protoplast fuslon, mutant inductfon and transformation.

In several species, new varieties and lines were used in field trials. Genomie maps are based on

the RFLP techniąue, and doubled haploids are under construction. New molecular (RFLP, RAPD)
and immunological markers are used for diagnostic assays.
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PERSPEKTYWY SYNTEZY BAKTERYJNYCH BIODEGRADOWALNYCH
POLIESTRÓW PRZEZ ROŚLINY

Polihydroksykwasy alkanowe (polyhydroxyalkanoates — PHA) są poliestrami
wytwarzanymi i rozkładanymi przez drobnoustroje. Stanowią one rozpowszech
niony wśród bakterii materiał zapasowy, umiejscowiony w cytoplazmie w formie

otoczonych białkowo-lipidową błoną ciał wtrętowych, nazywanych granulami.
Pod względem budowy chemicznej polimery te są karboksykwasami, zawierają
cymi jako grupę funkcyjną przynajmniej jedno ugrupowanie hydroksylowe,
połączonymi między sobą wiązaniami estrowymi. Różnorodność reszt kwaso
wych, dodatkowych podstawników, umiejscowienie grup hydroksylowych, sto
pień spolimeryzowania, a wreszcie udział różnych monomerów tworzących
kopoliestry sprawia, że PHA. są grupą związków o różnorodnej budowie i właści
wościach (Steinbuchel 1991). Najważniejsze cechy tych polimerów, dzięki któ
rym mogą one znaleźć powszechne zastosowanie jako ulegające biodegradacji
w środowisku tworzywa sztuczne, to ich termoplastyczność, hydrofobowość
i nietoksyczność. PHA są biokompatybilne, optycznie aktywne i wykazują włas
ności piezoelektryczne.

Zdolność gromadzenia przez bakterie polihydroksykwasów alkanowych,
a w szczególności poli-3 -hydroksymaślanu (PHB) jest cechą szeroko rozpo
wszechnioną. Steinbljchel w 1991 przedstawił obejmującą kilkaset gatunków
listę drobnoustrojów, w których wykryto PHA lub badano jego metabolizm. Od

tego czasu lista ta znacznie się wydłużyła. Obejmuje ona prawie wszystkie grupy
bakterii właściwych, a także Archaebacteria (Altekar i Rajagopalan 1990).
Zdolność gromadzenia PHA Jest niezależna od głównych cech metabolizmu,
dotyczy zarówno bakterii tlenowych, jak i beztlenowych, chemotrofów i fototro-

fów, litotrofów i heterotrofów.

Historycznie najwcześniej zidentyfikowano polimer 3-hydroksymaślanu
(PHB) w ziarnach zapasowych zawartych w Bacillus subtilis (Lemoigne 1923),
chociaż jak się okazało, pierwszy opisał je, nie znając jednak ich składu,
Beijerincku RhizobiumJ 1888). Nazwiska obu tych badaczy zostały uwiecznione
w nazwach gatunkowych gromadzących PHB bakterii: Azotobacter betjerinkii
i Pseudomonas lemoignei.

Najlepiej poznanymi bakteriami kumulującymi znaczne ilości PHA są fakul
tatywnie chemolitoautotroficzne, tlenowe pałeczki z rodzaju Alcaligenes. Zostały
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opisane po raz pierwszy jako „Knallgasbakterien” przez Schlegela w 1962,
a później przez pewien czas klasyfikowane jako Hydrogenomonas. Szczep Alca-

ligenes eutrophus H16 jest zdolny, na przykład, do gromadzenia polimeru aż do
90% suchej masy komórkowej. Fakt ten spowodował, że stał się on obiektem

wielostronnych badań, drobnoustrojem modelowym w dziedzinie syntezy PHA.
PHA są syntetyzowane także przez tlenowe, fotosyntetyzujące cyjanobakte-

rie. Obecność tego związku w komórkach wykazano u wielu gatunków, między
innymi u Chlorogleajritschii, Gloeothece sp. czy Microcystis aeruginosa. Wystę
puje on obok szeregu innych substancji zapasowych przez nie gromadzonych.
Dla przykładu, w komórkach Oscillatora limosa można znaleźć ziarna glikogenu,
cyjanoficynę — materiał zapasowy, charakteiystyczny tylko dla tej grupy drob
noustrojów, polifosforany i polimer kwasu hydroksywalerianowego (PHV). Ten
ostatni jest zawarty w granulach sięgających 2,5 pm, a zatem pięciokrotnie
większych niż u innych bakterii. Ilość polimeru gromadzonego w hodowlach nie

jest jednak zbyt wielka — sięga kilku procent suchej masy komórek. Przepro
wadzane próby zwiększenia kumulacji wskazują, na wpływ składu pożywki
hodowlanej, co szczególnie jest widoczne w przypadku niektórych gatunków
z rodzaju Spirulina (Vincenzicini i współaut. 1990), czy też Gloeothece ( Stal

1992).
Przyczyna, dla której cyjanobakterie gromadzą PHA, właściwie nie jest

znana. Trudno bowiem znaleźć miejsce dla tego związku i produktów jego
rozkładu w ich szlakach metabolicznych. Źródłem energii dla cyjanobakterii jest
światło, węgiel pochodzący z CO2, a dla wielu gatunków źródłem azotu jest azot

atmosferyczny. Pożywkę hodowlaną stanowią więc odpowiednio dobrane skład
niki mineralne. Wiązanie CO2 odbywa się poprzez cykl CaMna-Bensona, zaś
w ciemności zgromadzony wcześniej glikogen jest utleniany w cyklu pentozo
wym. Udział PHA w metabolizmie cyjanobakterii wydaje się być bardzo ograni
czony. U aktywnie kumulującychje bakterii głównym elementem ich przemian
jest acetylo-CoA włączany z dużym zyskiem energetycznym w cykl Krebsa.

Cyjanobakterie nie posiadają cyklu kwasów trój karboksylowych. Sugestia, iż
PHA są wykorzystywane w przebiegu syntezy aminokwasów, chlorofilu czy
karotenoidów (Stal 1992) nie jestjednak w żaden sposób udokumentowana.

Na marginesie rozważań o kumulacji PHA przez organizmy fotosyntetyzujące
należy wspomnieć o ciekawym znaczeniu, jakie polimer ten ma dla rozwoju
niektórych roślin wyższych poprzez swoją funkcję w komórkach żyjących z nimi
w symbiozie bakterii wiążących azot z powietrza. Otóż synteza PHB jest inicjo
wana w warunkach mikroaerofilowych w tym samym czasie, gdy nitrogenaza,
ogromnie wrażliwy na tlen enzym odpowiedzialny za wiązanie azotu, wykazuje
wzrost swej aktywności. Zachodzące równolegle utlenianie PHB chroni nitroge-
nazę przed szkodliwym wpływem tlenu w brodawkach korzeniowych. Polimer
ten jest zatem niezwykle ważnym czynnikiem regulującym aktywność nitroge-
nazy. Dla komórek Rhizobium. i innych bakterii korzeniowych poli-3-hydroksy-
maślan stanowi materiał zapasowy w okresach, gdy wolno bytują w glebie
(Senior i Dawes 1971, Karr i współaut. 1984, Stam i współaut. 1986).

Wytwarzanie PHAjest powszechne także wśród bakterii fotosyntetyzujących
i chemolitotroficznych. W swojej pracy Liebergesell i współpracownicy (1991)
zbadali 11 szczepów bakterii chemolitotroficznych (należały one do rodzajów:
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Alcaligen.es , Paracoccus, Azotobacter i Thiobacillus), 15 szczepów bakterii pur
purowych nie będących bakteriami siarkowymi (Rhodobacter, Rhodocyclus,
Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas i RhodospiriUum) oraz 15 szczepów bakte
rii siarkowych (Chromatium, Lamprocystis, Thiocapsa, Amoebobacter, Thiocystis
i Ectothiorhodospira}.

Bakterie chemolitotroficzne hodowano w warunkach tlenowych na podłożu
zawierającym ograniczoną ilość azotu w postaci nieorganicznej oraz, jako źródło

węgla, różne alifatyczne kwasy organiczne. Bakterie fototroficzne najpierw na-

mnażano w świetle, w warunkach tlenowych, w bogatym w azot podłożu,
a następnie przenoszono do pożywki bez azotu, ale ze związkami węgla w postaci
soli kwasów organicznych — octanu, propionianu, walerianianu czy też kwasów
o cząsteczce siedmio lub ośmiowęglowej, Wszystkie z badanych szczepów kumu
lowały w tych warunkach PHA. Z wyjątkiem bakterii siarkowych, które groma
dziły homopolimer złożony z 3-hydroksymaślanu, pozostałe były zdolne synte
tyzować polimer złożony z dwojakiego rodzaju podjednostek — 3-hydroksyma-
ślanu i 3-hydroksywalerianianu.

Wszystkie badania nad kumulacją PHA przez bakterie wskazują na niezwy
kle istotną rolę, jaką w syntezie tych związków odgrywają warunki hodowli.

Synteza przebiega najaktywniej, gdy komórki są zaopatrzone obficie w związki
węgla, ale ich mnożenie jest ograniczone niedoborami innego rodzaju, na

przykład azotu, tlenu, fosforu, czy też niektórych kationów. Procesy regulacji
syntezy polimeru są złożone i skupione na wczesnych etapach szlaku: wydajnej
syntezie acetylo-CoA i wysokiej aktywności enzymu katalizującego reakcję jego
kondensacji — biosyntetycznej 3-ketotiolazy. Produkty syntezy są w zasadni
czym stopniu determinowane rodzajem źródła węgla, a o rodzaju tworzonego
polimeru w równym stopniu decyduje budowa wytworzonego w komórkach
tioestru hydroksykwasu, jak i specyficzność syntazy, dla której jest on substra-
tem. Wiadomo na przykład, że dodanie do podłoża prekursorów o dłuższych
łańcuchach węglowych, na przykład walerianianu, sprzyja syntezie polimerów
o dłuższych łańcuchach ich podjednostek (Haywood i współaut. 1990).

Synteza PHA może przebiegać według kilku dróg, z których najczęściej
u bakterii spotyka się złożony z trzech etapów szlak syntezy PHB, dokładnie

opisany u Alcaligenes eutrophus. Poszczególne etapy są katalizowane kolejno
przez trzy enzymy (ryc.l). Pierwszy z nich — biosyntetyczna 3-ketotiolaza (EC
2.3.1.9.) — zwany tak dla odróżnienia od biorącej udział w reakcjach rozkładu

degradacyjnej 3-ketotiolazy (EC 2.3.1.16), katalizuje odwracalną reakcję kon
densacji Claisena dwóch reszt acetylo-CoA, w wyniku której powstaje acetoace-

tylo-CoA. Kolejny enzym szlaku, NADPH-zależna reduktaza acetoacetylo-CoA
(E.C 1.1.1.36) doprowadza do stereospecyficznego przekształcenia tego związku
w tioester D(-) -3 -hydroksybutyrylo-CoA. Oba enzymy są białkami rozpuszczal
nymi, syntetyzowanymi i akiywnymi w cytoplazmie komórek. Kolejny enzym
szlaku — syntaza PHB jest znajdowana w cytoplazmie tylko wtedy, gdy nie

obserwuje się syntezy PHB, natomiast w czasie jej trwaniajest związany ściśle
z białkowo-lipidową osłonką na powierzchni granul. Enzym katalizuje łączenie
różnych tioestrów-CoA, przy czym preferuje substrat czterowęglowy, którego
polimeryzacja prowadzi do powstania poli-3 -hydroksymaślanu. Własności tej
syntazy nie są jeszcze dokładnie poznane i dlatego nie nadano Jej numeru EC.
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Oprócz opisanej drogi syntezy PHB znaleziono jeszcze drogę syntezy chara
kterystyczną tylko dla jednego gatunku: Rhodospirillum rubrum. Jest to pięcio-
etapowy szlak, w którym acetoacetylo-CoA z udziałem reduktazy NADH-zależnej
ulega przemianie w L(+)-3 -hydroksybutyrylo-CoA, a ten dopiero pod działaniem
dwóch hydrataz enolo-CoA jest przekształcany w substrat dla syntazy PHB

(Moskowitz i Merrick 1969).

Alćaligenes eutrophus transgeniczna Arabidopsis thaliana

acetylo-CoA acetylo-CoA

3-ketolloJaza
(gen phaA)

acetoacetylo-CoA

| 3-ketotiolaza

acetoacetylo-CoA---- ►

flawonoidy
malonvlo-CoA

lipidy

mawalonian

'K reduktaza acetoacetylo-CoA
(genpfrafl)

3-hydroksybutyrylo-CoA

fitohormony

karotenoidy

sterole

chinony

syntaza PHB

(genpAaC)

poli-3 -hydroksymaślan (PHB)

Ryc. 1. Włączenie w szlak syntezy PHB Alćaligenes eutrophus elementów metabolizmu

roślinnego wykorzystane w pierwszych próbach uzyskania syntezy PHB przez transge-
niczną Arabidopsis thaliana.

Duże zainteresowanie budzą drogi syntezy innych niż PHB polihydroksy-
kwasów alkanowych. Drogi takie znaleziono u bakterii z rodzaju Pseudomonas.

Sąjeszcze słabo poznane, wiadomo Jednakże, że prowadzą do syntezy polimerów
złożonych z podjednostek MCL (medium chain lenght) — o średniej długości
łańcucha, to jest 6 dol4 węglowych. Dotąd opisano jako odrębne dwa takie

szlaki, które, choć nadano im nazwy pojedynczych gatunków, znaleziono w ko
mórkach znacznej grupy bakterii z rodzaju Pseudomortas należących do I grupy
homologii rRNA. Są to: szlak Pseudomortas oleouorans i szlak Pseudomortas

aerugirtosa. PHA są tworzone w wyniku przekształceń zawartych w podłożu
alkanów, alkoholi i kwasów karboksylowych, a same przemiany przypominają
cykl P-oksydacji kwasów tłuszczowych (Timm i Steinbuchel 1990, Steinbuchel

1991). Otrzymane w ten sposób polimery charakteryzują się, z powodu swej
odmiennej budowy, nowymi, interesującymi z punktu widzenia ewentualnych
zastosowań, właściwościami.

Wzrost zainteresowania biotechnologów polimerami hydroksykwasów spo
wodował stosunkowo szybkie poznanie molekularnych podstaw syntezy PHA

przez bakterie. Z początku badania były skoncentrowane na szczepie Alćaligenes
eutrophus H16. Geny kodujące wszystkie trzy białka enzymatyczne, odpowie
dzialne za syntezę polimeru 3-hydroksymaślanu, są u niego zlokalizowane we

fragmencie DNA chromosomalnego, długości 5.2 kbp, który można uzyskać
przez trawienie Smal/EcoRI. W sekwencji nukleotydowej fragmentu znaleziono
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trzy ramki odczytu tworzące sekwencje poszczególnych genów syntezy PHB. Są
ustawione w następującej kolejności: phaC (gen syntazy PHB) długości 1767 bp,
phaA (gen biosyntetycznej 3-ketotioIazy) długości 1179 bp i phaB długości
738 bp kodujący NADPH-zależną reduktazę acetoacetylo-CoA. Geny te są zor
ganizowane we wspólny operon phaCAB. W swoich badaniach Schubert
i Kruger (1991) zidentyfikowali metodą Northen biot transkiypt tego fragmentu
i znaleźli w odległości około 320 bp powyżej phaC, poprzedzający start dla

transkrypcji, promotor o sekwencji uderzająco podobnej do konsensusu se
kwencji promotora Escherichia colio70. Takich sekwencji nie znaleziono powyżej
phaA ani phaB, a dane doświadczalne wskazują, że nie mają one odrębnych
promotorów. Zatem promotor znaleziony powyżej phaC jest promotorem dla

całego operonu.
Bliskie usytuowanie genów syntezy PHB w genomie Alcaligenes eutrophus

H16 umożliwiło szybkie ich wykrycie, klonowanie i przeniesienie do innego
organizmu — E. coli. Dokonano tego w jednym czasie, zupełnie niezależnie,
z zastosowaniem czterech różnych strategii, w trzech laboratoriach: James
Madison University i Massachusetts Institute ofTechnology w Stanach Zjedno
czonych oraz w Niemczech w Institut fur Mikrobiologie der Georg-August-
Universitat Góttingen. Pierwszeństwo przypisuje się Dennisowi z uniwersytetu
w Wirginii (Slater i współaut. 1988), który znalazł i zidentyfikował operon
phaCAB w Alcaligenes eutrophus poprzez przeszukiwanie jego biblioteki geno
wej, uzyskanej przez częściowe trawienie DNA za pomocą enzymu Sali, w kie
runku aktywności biosyntetycznej 3-ketotiolazy. Te klony, które zawierały do
datkowo aktywność NADPH-zależnej reduktazy acetoacetylo-CoA i syntazy PHB

zawierały cały operon. Klony te zyskały, nieobecną z natury u E. coli, zdolność

gromadzenia PHB. Operon phaCAB może być z łatwością przenoszony do innych
bakterii.

Klonowano Już geny syntazy PHA z osiemnastu różnych drobnoustrojów,
a sekwencje nukleotydowe poznano dla 10 genów pochodzących z ośmiu róż
nych drobnoustrojów. Analiza porównawcza pozwala podzielić je na trzy typy
grupujące phaC o dużym podobieństwie struktury pierwszorzędowej kodowa
nych przez nie białek (SteinbOchel i współaut. 1992). Heterologiczna ekspresja
pojedynczych genów syntazy nastręcza duże trudności. Za przyczynę niemożno
ści uzyskania ekspresji polimerów, których podjednostki są średniej długości
(MCL), uważa się fakt, że geny syntazy są usytuowane z dala od genów kodują
cych inne enzymy potrzebne do ich tworzenia z acetylo-CoA. Często położenie
w genomie pozostałych genów syntezy PHA nie jest wręcz znane. Tymczasem
możliwość klonowania i dowolnego przenoszenia do komórek dogodnych gospo
darzy genów odpowiedzialnych za syntezę polimerów o innych lub lepszych niż
PHB właściwościach, wydaje się bardzo pożądana. Szczególnie kusząca Jest

perspektywa ulokowania tych genów w organizmach samożywnych.
Wykorzystywanie bakterii jako organizmów wytwarzających PHA na skalę

przemysłową ma szereg zalet. Wiele laboratoriów poświęciło ostatnie lata na

dobranie odpowiednich szczepów, substratów i warunków hodowli potrzebnych
do tej produkcji. Korzystne byłoby, być może, użycie bakterii autotroficznych lub

zdolnych wykorzystywać substancje odpadowe, zyskując niski koszt hodowli
a zachowując poprzez jej monitorowanie w biofermentorze możność ingerencji
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w przebieg procesu i rodzaj otrzymywanego produktu. Jednak dotychczas, gdy
obliczano koszty zawsze okazywało się, że w stosunku do kosztów produkcji
tworzyw powstających z ropy naftowej są one bardzo duże. Przekraczają bowiem
5 $ za kilogram. Nawet wysoka świadomość ekologiczna społeczeństw nie jest
w stanie pokonać tej barieiy. Innym sposobem na obniżenie kosztów produkcji
PHA Jest wykorzystanie do tego celu roślin wyższych. Jeszcze w 1989 roku takie

plany wydawały się odległe. W swoim artykule opublikowanym w Science, Robert
Pool (1989) przedstawiał trochę humorystycznie perspektywę „złocistych łanów

plastiku”, ale jednocześnie sugerował, że koszty takiej produkcji mogłyby być
tak niskie, jak koszty otrzymywania mąki — około 10 centów za funt. W tym
czasie zespół Chrisa Sommervilla z Michigan State University Plant Research

Laboratory intensywnie pracował nad klonowaniem do roślin genów bakterii

produkujących PHB. Po pięciu latach literatura naukowa przyniosła informację
o pełnym sukcesie tej grupy (Nawrath i współaut. 1994).

Zespół Sommervilla już wcześniej dokonał udanego klonowania genów
kodujących reduktazę acetoacetylo-CoA (phaB) i syntazę PHB (phaC), pochodzą
cych z Alcaligenes eutrophus, do komórek Arabidopsis thaliana (Poirier i współ
aut. 1992b). Te dwa geny były potrzebne dla uzyskania przez roślinę kompletu
genów szlaku syntezy PHB. Okazało się bowiem, że 3-ketotiolaza występuje
w cytoplazmie roślin wyższych i Jest zaangażowana między innymi w syntezę
mewalonianu — prekursora pochodnych izoprenu (ryc. 1). Wprowadzenie bra
kujących genów do komórek odbyło się za pośrednictwem Agrobacterium tume-

faciens, które zawierały plazmid Ti. Kodujące phaB i phaC sekwencje klonowano,
każdy oddzielnie do pTi pBI121, gdzie znajdowały się pod kontrolą transkiypcyj-
ną promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV35S). Promotor ten, jak
wiadomo, zapewnia wysoką aktywność transkrypcyjną w rozmaitych tkankach

roślinnych znajdujących się na różnym stopniu rozwoju (Benfey i Chua 1990).
Otrzymane w wyniku transformacji z phaB i phbC homozygotyczne, transgeni-
czne linie wykazywały prawidłową integrację i transkrypcję tych genów. W wy
ciągach z liści wykrywano aktywność reduktazy acetoacetylo-CoA rzędu 1.6-
16.2 IU/mg białka. Nie uzyskiwano jednak aktywności syntazy PHB, która
zdaniem autorów, pozostawała nieaktywna w sytuacji braku w komórkach

produktów genów phbA i phbB. Trudności z otrzymaniem ekspresji tego genu
opisywano jednak także wtedy, gdy był przenoszony do E. coli (Steinbuchel
i Schlegel 1990).

Transgeniczne rośliny, w których otrzymano ekspresję phbC wyglądem były
zbliżone do formy dzikiej, ale te, w których doszło do ekspresji phbB i aktywność
enzymu była wysoka, wykazywały znaczny stopień upośledzenia wzrostu (ryc. 2

A, C). W kolejnym etapie doświadczeń otrzymano rośliny zawierające jednocześ
nie oba klonowane geny. W tym celu dokonano krzyżowego zapylenia pomiędzy
homozygotycznym i transgenicznymi liniami zawierającymiphbB i phbC. Powsta
ła hybryda zyskała zdolność syntezy PHB. Oczekiwano, że tak jak enzymy, tak
i produkty ich aktywności zostaną zlokalizowane w cytoplazmie, gdyż nie

dołączono sekwencji kierującychje do docelowych organelli. Tymczasem granule
PHB znaleziono także w wakuolach i jądrze. Ich obecność w znacznym stopniu
zaburzała wzrost roślin (ryc. 2 D).
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Niewątpliwy sukces przeniesienia genów bakterii Alcaligenes eutrophus do

rośliny — Arabidopsis thaliana i ich wysokiej ekspresji został osiągnięty, mimo

znacznej różnicy stosunku G:C obu organizmów. Trudno jednakże było mówić
o pełnym powodzeniu eksperymentów z powodu znacznego zmniejszenia wzro
stu i produkcji nasion (około 19% formy dzikiej). Mogło to być spowodowane
niedostatkiem acetylo-CoA dla zwykłych przemian metabolicznych bądź szkodliwo
ścią nowych metabolitów oraz destrukcją spowodowaną powstaniem granul.

Ryc. 2. Wpływ ekspresji bakteryjnych genów w komórkach Arabidopsis thaliana najej
wzrost.

A—Postać dzika; B — roślina z włączonym genem syntazy PHB (phaC); C — roślina, w której do
szło do ekspresji genu reduktazy acetoacetylo-CoA (phaB); D — syntetyzująca PHB hybryda po

wstała w wyniku skrzyżowania postaci B i C. Według Poirier i współaut. 1992.

Drogi pokonania tych trudności — to określenie tkanek, w których należy
ulokować geny, oraz skorelowanie czasu ich ekspresji z rozwojem rośliny, a także

precyzyjna lokalizacja miejsca syntezy polimeru w komórce. Somerville uznał,
że optymalne dla produkcji byłyby plastydy komórek z tkanek o wysokim
przepływie acetylo-CoA. Warunki takie spełniałyby kumulujące duże ilości tłu
szczu nasiona słonecznika, rzepaku lub też, lepiej, bo bez ograniczenia produkcji
zdolnych do kiełkowania nasion, mezokarp owoców awokado lub palmy olejowej
(Poirier i współaut. 1992a). Zanim dojdzie do takich eksperymentów Sommer-
ville z powodzeniem ulokował geny syntezy PHB w plastydach Arabidopsis
thaliana (Nawrath i współaut. 1994). W tym celu zostały skonstruowane trzy
plazmidy pBI, z których każdy zawierał jeden z genów szlaku syntezy PHB:

3-ketotiolazy, reduktazy acetoacetylo-CoA lub syntazy, połączone z fragmentem
DNA kodującym peptyd przenoszący z małej podjednostki karboksylazy rybulo-
zodwufosforanu grochu oraz promotor CaMV35S. Poprzez transformację usta
lono linie transgenicznych heterozygotycznych roślin, a w wyniku ich skrzyżo
wania skonstruowano linie potrójnych hybrydów zdolnych do kumulowania

znacznych ilości PHB. Rośliny te nie wykazywały żadnych objawów upośledzenia
wzrostu czy rozwoju (ryc. 3). Co więcej, starzejące się rośliny zawierały w liściach
około 10-cio krotnie więcej PHB niż rozwijające się, przeciętnie 7 mg na gram
świeżej masy. W konkluzji swojej pracy autorzy oświadczyli, że nie istnieje już

16 — Kosmos
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żadna biologiczna bariera zdolna przeszkodzić efektywnemu gromadzeniu PHB

przez rośliny wyższe.

A B

Ryc. 3. Wpływ ekspresji bakteryjnych genów syntezy PHB w plastydach Arabidopsis
thaliana.

A — Postać dzika; B — hybryda powstała w wyniku skrzyżowania trzech linii roślin transgenicz-
nych: zawierających phaA, phaB i phaC. Wydajność tworzonego PHB — 1.2 mg/g świeżej masy.

Według Nawrath i współaut. 1994.

Należy wspomnieć, że zespół Somervilla nie był jedynym, któiy próbował
urzeczywistnić wizję „plastikowych ziemniaków”. Intensywnie, także z sukcesa
mi, pracuje nad tym problemem zespół Brighta z „Zeneca Seeds” z Wielkiej
Brytanii. Jego badacze prowadzili podobne eksperymenty jak Somerville w tym
samym czasie (Smith i współaut. 1992, Smith i współaut. 1995). Modelowymi
roślinami w ich badaniach były rzepak i tytoń.

Właściwości PHB otrzymanego w komórkach Arabidopsis thaliana, wyjąwszy
większy rozrzut masy cząsteczkowej polimeru, są identyczne jak polimeru
otrzymywanego z bakterii (Poirier i współaut. 1995). Mimo wszystko, to dopiero
początek. Otrzymywanie PHA na skalę przemysłową z bakterii daje większą
różnorodność otrzymywanych produktów. Największy obecnie producent PHA
Zeneca Bio Products z Wielkiej Brytanii (dawny ICI — Imperial Chemical

Industries) prowadzi proces biotechnologiczny z udziałem mutanta Alcaligenes
eutrophus H16 przynoszący około 10000 ton rocznie polimeru nazwanego
„Biopol” — kopolimeru zbudowanego z dwóch rodzajów podjednostek: 3-hydro-
ksymaślanu i 3-hydroksywalerianianu (3HB-co-3HV). Aby bakterie syntetyzo
wały ten polimer, muszą być hodowane w podłożu z glukozą i propionianem.
Właściwości otrzymywanego polimeru, jego elastyczność, trwałość i termopla-
styczność są znacznie korzystniejsze, niż w przypadku PHB i upodobniają to
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tworzywo do polipropylenu. Znalazło ono praktyczne zastosowanie przy produ
kcji różnego rodzaju opakowań.

Otrzymywanie tego i innych polimerów o możliwie najbardziej korzystnych
właściwościach jako produktu przeniesienia odpowiednich genów bakteryjnych
do roślin stanowi ciągle aktualne wyzwanie dla biotechnologów roślin. Niewąt
pliwe korzyści płynące z powszechnego zastosowania tanich, biodegradowalnych
tworzyw sztucznych w krótkim czasie byłyby wyraźnie odczuwalne w środowisku

naturalnym. Należy także pamiętać, że produkcja roślinna nie będąca żywnością
— to w regionach świata o wysokiej kulturze rolnej, na przykład w USA, kusząca
alternatywa dla farmerów.

PERSPECTIVES OF SYNTHESIS OF BACTERIAL BIODEGRADATABLE

POLYESTERS BY PLANTS

Summary

The properties ofalkane polyhydroxyacids (PHA). a storage materiał commonly found in bacteria,
are closely similar to those ofwidely used plastics. However, the bacterial polymers are characterized

by complete non-toxicity and the capacity to become biodegraded in the natural environment.

Although industrial production of PHA taking advantage of their biosynthesis in bacteria was

introduced only a few years ago and on a smali scalę, the materiał obtałned in this way has found,
and or is likely to find, multiple applications. The studies performed in several laboratories on the
mechanisms ofregulation and the way ofPHAsynthesis take into accountspecificmetabolic features
of various microorganisms. The productive strains are purposefully modelled by means of genetic
engineerlng. The modelłing is aimed both at improvement of the strains used and of the blotechno-

logical processes. A turning point came when also higher plants became included in those studies.
The attempts at transfer of the PHA synthesis genes from bacteria into plants undertaken at the

begtnning ofthe 90-ties resulted. after four years ofexperimentation, in transfer ofthe complete set

ofenzymes encoding poly-3 -hydroxybutyrate synthesis from Alcaligenes eutrophus and Arabidopsis
thaliana. The genes were introduced into płastids and there their fuli expression was achleved. This

opened the way to production by plants of natural biodegradatable plastics of common application.
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BIOTECHNOLOGICZNE METODY WPROWADZANIA ODPORNOŚCI
U ROŚLIN NA NICIENIE

Pasożytnicze nicienie są szeroko rozpowszechnionymi szkodnikami powodu
jącymi znaczące straty w uprawach roślin — zwłaszcza w krajach klimatu

tropikalnego i subtropikalnego. Nieco mniejsze zagrożenie stanowią dla upraw
roślin klimatu umiarkowanego. Biorąc pod uwagę dużą wartość strat w plonach
(w skali świata szacowaną na około 100 mld dolarów rocznie) (Sasser i Freckman

1987), intensywnie poszukuje się skutecznych metod zwalczania tych szkodni
ków. Poza wprowadzeniem prawidłowego zmianowania, stosowaniem środków

chemicznych (nematocydów) i metod biologicznych (grzybów z rodzaju Verticil-
lium i Nemathophtora), najskuteczniejszą ochronę przed nicieniami zapewnia
wprowadzanie do uprawy odpornych odmian roślin, co powoduje zmniejszenie
już istniejącej populacji nicieni. Rośliny uprawne najczęściej nie posiadają
jednak genów warunkujących odporność na nicienie. Trzeba Je do nich wpro
wadzać z genomów dzikich krewnych lub z genomów obcych gatunków. Badania

prowadzone w tym zakresie koncentrują się przede wszystkim na powodujących
największe straty w rolnictwie nicieniach z rodzaju Globodera i Heterodera

(mątwiki) oraz Meloidogyne (guzaki).
W tej pracy przedstawiono najpierw to, co jest konieczne dla zrozumienia

mechanizmów odporności roślin na nicienie, tojest cykl życiowy tych pasożytów
oraz budowę i funkcjonowanie indukowanych przez nie w korzeniach organów
(struktur) odżywiających: syncytiów i komórek olbrzymich (ang. giant cells). Na

tym tle omówiono następnie dotychczasowe osiągnięcia biotechnologii w poszu
kiwaniu odporności na te nicienie.

CYKL ŻYCIOWY NICIENI

MĄTWIKI

W cyklu życiowym mątwików występują cztery pokolenia larw i pokolenie
osobników dojrzałych (lyc. 1). Larwy pierwszego stadium (J1) rozwijają się

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego
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Ryc. 1. Cykl rozwojowy mątwików (Heterodera ssp.).

A) larwa drugiego stadium w osłonce jajowej. B) wędrujące larwy drugiego stadium. C) osiadłe,
niezróżnlcowane płciowo larwy drugiego stadium po zaindukowaniu syncytium. D) zróżnicowane

płciowo larwy trzeciego stadium. E) zróżnicowane płciowo larwy czwartego stadium (syncytium
samca degeneruje). F) dojrzałe płciowo osobniki: samiec opuszcza kutykulę trzeciego stadium lar

walnego i wędruje do samicy, która po zapłodnieniu zaczyna składać jaja.
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wjajach zawartych we wnętrzu cyst i w nich przechodzą pierwszą wylinkę. Larwy
drugiego stadium (J2) są larwami infekcyjnymi. Przebijają osłonkę jaja, wycho
dzą z cyst i rozpoczynają poszukiwanie rośliny gospodarza. W korzeniach roślin

żywlcielskich indukują rozwój syncytium i przechodzą na osiadły tryb życia.
Larwy infekcyjne mątwików nie są zróżnicowane płciowo. Różnice w budowie

primordiów genitalnych samic i samców stają się widoczne przed rozpoczęciem
wylinki do stadium J3 (Grundler 1989). Po zakończeniu fazy J3 larwy samców,
bez przerw na pobieranie pokarmu, przechodzą dwie bezpośrednio po sobie

następujące wylinki i po osiągnięciu dojrzałości płciowej opuszczają korzenie.
W rozwoju samic kolejne wylinki są zawsze przedzielone krótszymi lub dłuższymi
okresami pobierania pokarmu. Dojrzałe samice odżywiają się cały czas kosztem

rośliny gospodarza. Po zapłodnieniu, w jajach będących jeszcze w ciele samic,
rozwijają się larwy pierwszego stadium (Jl), a z oskórka osłaniającego jaja
powstaje ochronna cysta. Pomimo że większość gatunków mątwików jest obli
gatoryjnie amfimiktyczna (Triantaphyllou i HiRSCHMANn 1980), wyniki doświad
czeń z różnymi wariantami warunków rozwoju nicieni i porażonych przez nie
roślin wskazują, że płeć mątwików jest determinowana epigenetycznie (Raski
1950, Mugniery i Fayet 1981, Wyss i Grundler 1992).

GUZAKI

W rozwoju guzaków, podobnie jak w rozwoju mątwików, występują cztery
stadia larwalne i pokolenie składające się z osobników dojrzałych. Infekcyjne
larwy tych nicieni (J2) inicjują w korzeniach rozwój komórek olbrzymich, które

są funkcjonalnymi odpowiednikami syncytiów. Po zainicjowaniu komórek ol
brzymich, larwy przez około 14 dni pobierają z nich pokarm, po czym szybko
przechodzą trzy wylinki. W obrębie oskórka larwy drugiego stadium przekształ
cają się w osobniki dojrzałe, które wznawiają pobieranie pokarmu i rozpoczynają
składanie jaj. Większość guzaków to gatunki partenogenetyczne. Teoretycznie
ich populacje powinny składać się wyłącznie z samic. Jednak w niekorzystnych
warunkach nawet 60% populacji mogą stanowić samce lub formy interseksualne

(Triantaphyllou i Hirschmann 1980). Potwierdza to teorię epigenetycznej regu
lacji płci nicieni.

STRATEGIA NICIENI W POCZĄTKOWYM STADIUM INFEKCJI

MĄTWIKI

Infekcyjne larwy mątwików wchodzą do korzeni w strefie wierzchołkowej
(strefa elongacyjna i włośnikowa). Początkowo poprzez tkanki kory pierwotnej
przemieszczają sie w kierunku walca osiowego, a następnie migrują wzdłuż osi
korzenia. Ich aparat gębowy jest zaopatrzony w stosunkowo masywny sztylet.
Posługując się nim niszczą one mechanicznie leżące na trasie ich wędrówki
komórki głębszych warstw miękiszu korowego i endodermę. Czasem penetrują
również wnętrze walca osiowego. Blisko brzegu walca osiowego nakłuwają
delikatnie kilka komórek, próbując zainicjować w nich zmiany prowadzące do

powstania syncytium. Po znalezieniu właściwie reagującej komórki przez około
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7 godzin trwają nieruchomo ze sztyletem wbitym do wyselekcjonowanej komórki.
W tym czasie tracą zdolność lokomocji i przechodzą na osiadły tiyb życia,
rozpoczynając pobieranie pokarmu (Wyss 1992), o czym świadczą pulsacyjne
ruchy mięśni przełyku. Pobieranie pokarmu odbywa się w trzech kolejno po sobie

następujących fazach. Faza pierwszajest fazą właściwego pobierania pokarmu
i trwa około 1,5 h. Po niej następuje faza druga, podczas której larwy wyciągają,
a następnie ponownie wprowadzają sztylet do syncytium. W trzeciej fazie przez
kanał sztyletu larwy wprowadzają do syncytium swoją wydzielinę. Z wydzieliny
tej powstaje tak zwana rurka pokarmowa, (ang. feeding tubę), która umożliwia
nicieniom pobieranie pokarmu z cytoplazmy syncytium. Po utworzeniu rurki

pokarmowej cały proces rozpoczyna się od początku i trwa z przerwami (kolejne
wylinki) przez cały okres życia nicieni (WYSS 1992).

GUZAKI

Larwy guzaków wchodzą do korzeni w strefie elongacji. Stąd, przeciskając
się między komórkami miękiszu korowego, migrują ku wierzchołkowi korzenia,
a następnie wykonują zwrot o 180°, wchodzą w obszar różnicującego się walca

osiowego i zmierzają ku nasadzie korzenia. W strefie różnicowania tkanek

przechodzą na osiadły tryb życia i indukują rozwój komórek olbrzymich. Okrężną
trasę wędrówki larw zmierzających do walca osiowego poprzez wierzchołek
korzenia można wytłumaczyć istnieniem mechanicznej bariery, jaką stanowi dla
nich położona na granicy kory pierwotnej i walca osiowego endoderma. Z kolei

wybór międzykomórkowej drogi migracji przez larwy guzaków tłumaczy budowa

sztyletu tych nicieni. Ma on mniejsze rozmiary niż sztylet mątwików i z tego
powodu nie nadaje się do wykonania dużych otworów w ścianach komórek.
W związku z tym przemieszczające się w korzeniach larwy, wydzielanymi przez
siebie enzymami rozpuszczają blaszki środkowe, a sztyletu używają do rozsu
wania tarasujących im drogę komórek (Wyss i współaut. 1992).

MORFOGENEZA SYNCYTIÓW I KOMÓREK OLBRZYMICH

SYNCYTIA

Skład komórkowy i ultrastrukturę syncytiów formujących się pod wpływem
mątwików badano u wielu gatunków roślin (Jones i Northcote 1972, Wyss
i współaut. 1984, Bleve-Zacheo i Zacheo 1987, Golinowski i Magnusson 1991,
Magnusson i Golinowski 1991, Grymaszewska i Golinowski 1991). W tej pracy
przedstawiono wyniki obserwacji przeprowadzonych na porażonej mątwikiem
burakowym modelowej roślinie, jaką w badaniach nematologicznych jest rzod-
kiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana), ryc. 2a, (Sijmons i współaut. 1991).
W korzeniach tej rośliny inicjalną komórką syncytiów powstających pod wpły
wem larw samic jest zazwyczaj komórka prokambialna przyległa do już zróżni
cowanych naczyń pro to- lub metaksylemu. Komórka ta pod wpływem nicienia

intensywnie powiększa się. Wzrasta w niej ilość organelli, takich jak mitochon-

dria, plastydy i diktiosomy. Następuje też proliferacja endoplazmatycznego
retikulum (ER) i zwiększa się gęstość optyczna cytoplazmy. Centralna wakuola
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rozpada się na liczne, mniejsze. Po kilku godzinach w ścianach komórki inicjal
nej pojawiają się otwarcia łączące ją z sąsiednimi komórkami prokambialnymi,
mającymijuż podobnie zmieniony protoplast. Syncytium powiększa się stopnio
wo poprzez rozpuszczanie odcinków ścian i fuzję protoplastów kolejnych komó
rek walca osiowego. Rozprzestrzenia się w walcu osiowym wzdłuż wiązek prze
wodzących akro- i bazypetalnie (ryc. 2b). W tym czasie sąsiednie komórki

prokambium i komórki peiycyklu dzielą się na całej długości syncytium i tworzą
układ tkanek podobny do budowy wtórnej korzenia. Komórki endodermy zamie
rają, a tkanki koiy pierwotnej i epiblema są rozrywane przez rozrastający się
walec osiowy. Poza rejonem głowy nicienia syncytium zostaje otoczone warstwa
mi komórek perydermalnych. Przy syncytiach następuje zahamowanie różnico
wania drewna pierwotnego. Wiązki floemowe są przesunięte ku brzegowi walca

osiowego. Wzrasta w nich ilość elementów przewodzących. W zaawansowanym
stadium rozwoju obecne w syncytiach ameboidalne jądra znacznie się powię
kszają, co w połączeniu z silną kondensacją nukleoplazmy świadczy o ich

wysokiej aktywności metabolicznej. Retikulum endoplazmatyczne tworzy w syn
cytiach chrakterystyczne koliste układy a w pewnych miejscach — zwarte

obszary tubularnych cystern. W cytoplazmie pojawiają się liczne ciała lipidowe.
Ściany syncytiów są zwykle grube i nie ma w nich czynnych plazmodesm. Przy
naczyniach formują się na nich wyrostki transferowe, które powiększają powie
rzchnię pobierania wody i substancji pokarmowych.

Syncytia, z których pobierają pokarm larwy samców, są usytuowane na

brzegu walca osiowego i są inicjowane w peiycyklu (ryc. 2c). Rozprzestrzeniają
się w tej tkance i w prokambium. Ze względu na słabszy przyrost objętości
komórek mają znacznie mniejsze rozmiary niż syncytia samic (Grundler i współ-
aut. 1994). Inne cechy, które różniąje od syncytiów samic, to prawie całkowity
brak przerw w ciągłości ścian komórkowych w rejonach oddalonych od głowy
nicienia i słabszy rozwój wyrostków transferowych, które wkrótce po powstaniu
zlewają się ze sobą tworząc struktury przypominające raczej zgrubienia ściany
komórkowej niż typowe wyrostki.

KOMÓRKI OLBRZYMIE

Larwy guzaków inicjują powstawanie zespołu komórek olbrzymich złożonego
z 2 do 12 komórek w strefie różnicowania tkanek korzenia, w sąsiedztwie naczyń
protoksylemu. Komórki poddane działaniu nicieni znacznie się powiększają (ryc.
2d). Zachodzą w nich synchronicznie liczne mitozy bez cytokinez. Wzrasta też

ploidalnośćjąder — nawet do 64 n (Jones 1981). Tworzące zespół komórki łączą
się ze sobą za pośrednictwem zmodyfikowanych plazmodesm. Następuje też

proliferacja komórek w korze pierwotnej, co prowadzi do powstania wyrośli
otaczającej zarówno nicienia, Jak i komórki, z których pobiera pokarm (Endo
1975).

Ciągłość tkanek przewodzących jest zachowana dzięki różnicowaniu się
dodatkowych elementów drewna i łyka. W czasie rozwoju komórek olbrzymich
wzrasta w nich proporcjonalny udział cytoplazmy w stosunku do wakuoli, a na

ścianach sąsiadujących z naczyniami tworzą się rozbudowane systemy wyro
stków ściany komórkowej. Cytoplazma ma strukturę podobną do cytoplazmy
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komórek merystematycznych. Jądro komórkowejest powiększone i ameboidal-

ne, a ilość diktiosomów i mitochondriów wzrasta. Membrany ER są stosunkowo

nieliczne, a rybosomy (wolne lub w polisomach) są rozproszone w całej cytopla-
zmie. Otwarcia w ścianie komórkowej nigdy się nie tworzą (Jones 1981).

Ryc. 2. Zmiany w tkankach korzenia rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) porażonych
mątwikiem burakowym (Heterodera schachtiĄ i guzakiem północnym (Meloidogyne in

cognito).

A) przekrój poprzeczny przez korzeń rośliny nie zainfekowanej; B) syncytium (*) samicy mątwika w

stadium J3; C) syncytium (*) samca mątwika w stadium J3; D) przekrój przez wyrosi i komórki

olbrzymie (*) zalndukowane przez guzaka; widoczne ciało nicienia (N). Powiększenie A, B, C — 500x,
D — 250x.
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ZMIANY AKTYWNOŚCI GENÓW W ORGANACH INDUKOWANYCH

PRZEZ NICIENIE

Nie są znane do tej pory nawet podstawowe mechanizmy regulujące tworzenie
i funkcjonowanie organów odżywiających nicienie. Zdolność jednego gatunku
nicienia do ich indukowania w setkach gatunków roślin (Meloidogyne incognito.
ma ponad dwa tysiące gatunków roślin gospodarzy) nie może być wytłumaczona
tylko poprzez bezpośrednie oddziaływanie wydzielin nicienia na kluczowe enzy
my w metabolizmie roślin. Podobnie też wszystkich obserwowanych zmian nie
da się wytłumaczyć jako prostego działania lokalnego układu dawca-biorca

stworzonego przez nicienia. Aktywny udział genów gospodarza w tworzeniu
i funkcjonowaniu organów odżywiających wydaje się być oczywisty. Niestety
brak jest niepodważalnych, bezpośrednich dowodów na poparcie tej teorii

(Sijmons 1993). Powszechnie wiadomo jest jednak, że rozwijające się organy
odżywiające mają silnie zagęszczoną cytoplazmę z dużą ilością organelli, szcze
gólnie mitochondriów, rybosomów i endoplazmatycznego retikulum, dlatego za

pewnik należy uznać, że przynajmniej te geny gospodarza, które biorą udział
w regulowaniu aktywności i funkcji tych organelli, są w pewien sposób kontro
lowane przez nicienie. Dodatkowo silnie powiększone, ameboidalnejądro komór
kowe wskazuje na dużą aktywność genów roślinnych (Burrows 1992). Pewne
światło na mechanizm oddziaływania nicieni na roślinę może rzucić fakt, że

specyficzne dla wydzielin włośnia spiralnego (Trichinella spiralis) przeciwciała
wykazują obecność jego wydzielin w jądrze komórek gospodarza (Despommier
1990, Lee i współaut. 1991). Co więcej, okazuje się, że w wydzielinie tego nicienia

jest substancja bardzo podobna do czynnika transkrypcji (Pozio i BRUSCHi 1994).
Sugerowałoby to, że pasożyt oddziaływuje bezpośrednio na specyficzną ekspresję
genów komórek mięśnia. Włosień spiralny jest, co prawda, pasożytem zwierząt
i człowieka, ale indukuje w ich komórkach mięśniowych także powstawanie
syncytiów. Poprzez możliwe analogie można przyjąć założenie, że nicienie roślin
ne mogą bezpośrednio oddziaływać na genetyczne mechanizmy regulacji aktyw
ności metabolicznej komórki.

Do tej pory podjęto tylko kilka prób zanalizowania składu białek w syncytiach
i komórkach olbrzymich oraz porównania ich ze składem białek w roślinach nie

porażonych przez nicienie. Nie wykazano Jednak istnienia żadnych istotnych
różnic. Co więcej, niespodziewanie, większe i istotniejsze różnice w ich składzie
zaobserwowano w liściach porażonych roślin, gdzie pojawiło się nowe białko, niż
w ich korzeniach (Hammond-Kosack i współaut. 1990).

Poszukiwanie genów aktywowanych (prawie) specyficznie w komórkach ro
ślinnych — organach odżywiających nicienie przebiega zasadniczo dwoma dro
gami. Pierwsza z nich to zastosowanie metody odczytu różnicującego (ang.
differential display) bibliotek cDNA. Jednym ze zidentyfikowanych genów,
aktywnym w organach pokarmowych nicieni, jest gen Nem2 kodujący katalazę.
Pojawia się on w organach zaindukowanych przez G. pallida i M. incognito
w korzeniach ziemniaka (NlEBEL i współaut. 1995). Katalaza steruje rozpadem
nadtlenku wodoru do wody i tlenu. Nadtlenek wodoru jest uznawany za sub-
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stancję sygnałową, stymulującą reakcje obronne w komórkach roślinnych.
Zwiększona produkcja katalazy w zainfekowanych korzeniach może sugerować,
że nicienie wytworzyły mechanizm wiodący do obejścia lub osłabienia systemu
obronnego roślin poprzez zlikwidowanie lub ograniczenie ilości czynnika je
indukującego, czyli nadtlenku wodoru (Gheysen i Van Montagu 1995).

Z kolei w korzeniach Arabidopsis porażonych przez H. schachtii zaobserwo
wano akumulację glikoproteidu (thioglikozydazy). Jest onjednak produkowany
tylko w komórkach peiydermalnych otaczających syncytium, a samo syncytium
jest go całkowicie pozbawione (Grundler i współaut. 1994, Schmidt 1995). Nieco

bardziej specyficzną ekspresję dwóch ekstensyn (białek strukturalnych ściany
komórkowej, pojawiających siępod koniec rozwoju ściany i stabilizujących po
łączenia pomiędzyjej składnikami) zaobserwowano w komórkach otaczających
komórki olbrzymie zainicjowane przez M. incognita (Van der Eycken i współaut.
1992, 1994). Z drugiej strony, nie znaleziono istotnych ilości ekstensyny w ścia
nach komórek olbrzymich. Wysunięto więc hipotezę, że dla zachowania opty
malnych możliwości pobierania pokarmu z systemu waskularnego do komórek

olbrzymich niezbędne jest zachowanie ścian komórek olbrzymich w stanie Jak

najbardziej pierwotnym. Natomiast ściany komórek tworzących wyrośl stanowią
w tym układzie mechaniczny system zabezpieczający komórki olbrzymie przed
nadmierną ekspansją. W przypadku infekcji mątwikami synteza ekstensyn
miała miejsce tylko w komórkach zniszczonych przez nicienia w czasie jego
migracji.

Rolę ochronną można też przypisywać produktowi genu Lemmi9, kt.óiy
wykazuje wysoką aktywność w komórkach olbrzymich zaindukowanych przez
M. incognita w korzeniach pomidora. Gen ten wykazuje bardzo duże podobień
stwo do genu leal4A (ang. late — ernbryogenesis abundant) z genomu bawełny.
Jest on szczególnie aktywny w późnych stadiach embriogenezy, a jego produkt
jest prawdopodobnie odpowiedzialny za ochronę zarodka przed wysychaniem
w czasie dojrzewania nasion. Przypuszczalną rolą genu Lemmt9 może więc być
ochrona cytoplazmy komórek olbrzymich przed wysychaniem (Van der Eycken
i współaut. 1994).

Drugą drogą badania zmian w ekspresji genów w syncytium lub komórkach

olbrzymich jest analiza aktywności regionów regulatorowych genów, to jest
promotorów. Są one często aktywne (tzn. umożliwiają syntezę danego białka)
tylko na określonym etapie rozwoju rośliny lub w określonym organie. Bardzo

efektywnym narzędziem monitorowania aktywności promotorów na poziomie
komórkowym Jest gen markerowy GUS (uidA) kodujący enzym P-glukuronidazę.
Gen ten jest przyłączany do promotora, którego funkcja i sekwencjajest znana.

Zestaw taki, na drodze transformacji, jest wprowadzany do genomu rośliny i po
jej regeneracji obecność produktu genu GUS może być wykryta poprzez reakcję
z odpowiednim substratem na poziomie komórkowym, wskazując na aktywność
testowanego promotora (Jefferson i współaut. 1987).

Metodą tą znaleziono, jak dotąd, tylko parę promotorów wykazujących
podwyższoną aktywność w strukturach odżywiających nicienie. Jednym z nich

jest promotor genu TobRB7, kodującego membranowe białko kanałowe. Normal
nie gen ten ulega krótkotrwałej ekspresji we wczesnych etapach rozwoju walca

osiowego. W korzeniach porażonych przez nicienia promotor tego genu jest
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aktywny w całym zespole komórek olbrzymich (Opperman i współaut. 1994,
Taylor i współaut. 1992). Poprzez stopniowe skracanie długości oryginalnego
promotora (długości około 1,8 kb) uzyskano ostatecznie odcinek DNA o długości
około 0,3 kb, który jest specyficznie i wyłącznie aktywny w komórkach olbrzy
mich organu odżywiającego zaindukowanego przez nicienia.

Drugim przykładem jest promotor genu kodującego kinazę cdc2a. Białko to

jest znane jako jeden z kluczowych regulatorów cyklu komórkowego. W nieza-

infekowanych roślinach jest ono aktywne tylko w dzielących się komórkach
tkanek meiystematycznych. W organach odżywiających nicienie największa
aktywność promotora cdc2a została zaobserwowana trzy dni po wniknięciu
patogena do korzenia, a następnie stopniowo malała (Niebel i współaut. 1994).
Rolę tego genu można stosunkowo prosto wyjaśnić w komórkach olbrzymich,
gdyż powszechniejest znany zachodzący w nich proces wielokrotnych mitoz nie

zakończonych cyto kinezą (Jones 1981). Znacznie trudniejszejest wytłumaczenie
aktywności tego genu w syncytiach, którychjądra nie przechodzą mitozy. Jedną
z ewentualnych możliwości Jest indukowanie w nich początkowych faz mitozy,
po których zostaje ona przerwana i zablokowana, co prowadzi Jednak do

ewentualnej endoreduplikacji materiału genetycznego (Gheysen i Van Montagu
1995).

Kolejnym przykładem promotora aktywnego w organach pokarmowych ni
cienia jest promotor genu kodującego reduktazę hydroksymetyloglutary-
lokoenzymu A (HMGR). Enzym ten pełni kluczową rolę w mechanizmach syntezy
terpenoidów i steroli (Cramer 1992). Promotor tego genu jest aktywowany
wkrótce po wyselekcjonowaniu komórki inicjalnej i Jest aktywny przez cały okres

rozwoju zespołu komórek olbrzymich (Weissenborn i współaut. 1994). Jest to

szczególnie interesujący promotor, gdyż nicienie są całkowicie zależne od swój ego
gospodarza pod względem dopływu i składu steroli, których nie są w stanie
samodzielnie syntetyzować (Chitwood i Lusby 1991).

Wydaje się, że dalsze badania wykażą, że geny gospodarza, aktywne w orga
nach odżywiających nicienie, są także aktywne w innych tkankach lub specyfi
cznych stadiach rozwojowych rośliny. Jednakże, pomimo że geny i mechanizmy
gospodarza nie są uruchamiane specyficznie przez infekcję nicienia, to posiada
on zdolność wywołania całościowych zmian korzystnych dla siebie (Burrows
1992).

Z kolei inne badania prowadzone przy użyciu zestawu: promotor-gen GUS

wykazały, że wiele powszechnie stosowanych w biologii molekularnej promoto
rów o wysokiej aktywności w korzeniach, jak CaMV 35S, roi A-D, nos, (gamma)-
TIP czy T-cytbyło całkowicie wyłączanych w wyniku infekcji nicieniowej (Goddijn
i współaut. 1993). Wydaje się, że w ten sposób pasożyt może zmuszać komórki

gospodarza do wyłączenia pewnych szlaków metabolicznych i do przestawienia
całej maszynerii biosyntezy białka na potrzeby budowania organu odżywiającego
i dostarczanie pożywienia nicieniowi.

Dysponowanie promotorem o (prawie) specyficznej ekspresji w organie odży
wiającym nicienie jest bardzo ważne dla konstruowania metodami inżynierii
genetycznej linii roślin odpornych na te patogeny. Dlatego niewielka liczba

znanych promotorów, aktywnych w syncytiach i komórkach olbrzymich, spowo
dowała podjęcie poszukiwań nowych, aktywnych promotorów. Wykorzystano
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w tym celu także gen GUS, tym razem Jednak pozbawiony promotora. W wyniku
transformacji i regeneracji gen ten włącza się losowo do genomu rośliny i w wielu

przypadkach podłącza się do jakiegoś promotora, tworząc funkcjonalną całość.
Taki hybrydowy gen (promotor z rośliny stransformowanej + gen GUS) przejawia
swoją organowo- i/lub rozwojowo specyficzną ekspresję, która może być śledzo
na w laboratorium po podaniu substratu odpowiedniego dla GUS (Kertbundit
i współaut. 1991). Ta metoda znakowania i „wyławiania” promotorówjest stoso
wana od paru lat w kilku europejskich laboratoriach. Analiza ponad 1000

transgenicznych linii modelowej rośliny Arabidopsis thalianawykazuje, że tylko
około 5% „wyłowionych” w ten sposób promotorów wykazuje wzmożoną aktyw
ność w miejscu infekcji nicieniowej, przy czym nie jest to indukcja ściśle

specyficzna. Zwykle ekspresję GUS obserwuje się też w innych miejscach w ro
ślinie.

ZASTOSOWANIE BIOTECHNOLOGII WE WPROWADZANIU ODPORNOŚCI
NA NICIENIE

Nematocydy są obecnie najbardziej toksycznymi pestycydami stosowanymi
w rolnictwie, a co gorsza—jednocześnie najmniej skutecznymi i najtrudniejszy
mi w stosowaniu. Z tego powodu w wielu krajach rozwiniętych odchodzi się
powoli od ich stosowania i szuka nowych, praktyczniejszych i bezpieczniejszych
dla środowiska rozwiązań (Atkinson i współaut. 1994).

Nadmiernego wzrostu populacji pasożytniczych nicieni można uniknąć po
przez stosowanie prawidłowego zmianowania i zachowanie odpowiednio długich
przerw pomiędzy kolejnymi uprawami podatnymi na tego samego nicienia. Jest
to jednak najczęściej warunek niemożliwy do spełnienia, gdyż większość nicieni
ma bardzo szerokie spektrum gospodarzy, a niektóre ich gatunki potrafią
przetrwać w stanie anabiozy nawet do ośmiu lat.

Inną możliwością jest zastosowanie w sposób masowy naturalnych wrogów
nicieni, takich jak grzyby z gatunków Nemathophtora gynophila czy Verticillium

chlamydosporium. W badaniach laboratoryjnych były one w stanie zniszczyć
nawet 95% populacji nicieni, ale w praktyce okazało się, że działają bardzo wolno
i są niezwykle trudne do zastosowania, chociaż zapewniają skuteczną i trwałą
ochronę (Burrows i współaut. 1994).

Ostatnią możliwością uniknięcia strat powodowanych przez nicienie Jest

wprowadzenie odporności do odmian uprawnych. Należy tu wyjaśnić, że w przy
padku nicieni za roślinę odporną uznaje się taką, która uniemożliwia powiększa
nie się obecnej już populacji nicieni. Oznacza to, że za rośliny odporne uważa

się takie, na których rozwijają się masowo tylko samce i sporadycznie pojedyncze
samice (Muller 1989). Problem polega jednak na tym, iż najczęściej gatunki
uprawne nie posiadają odpowiednich genów odporności na nicienie i trzeba je
przenosić z genomów ich dzikich krewnych, lub całkowicie obcych gatunków.
Stosowane do tego tradycyjne metody hodowlane są bardzo czasochłonne i nie
zawsze skuteczne.

Kilka znanych genów warunkujących odporność na nicieniejest obecnie już
w części lub w całości sklonowana. Ich biochemiczna funkcja nie jest jednak
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znana, podobnie zresztą Jak większości innych genów odporności. Efekty ich
działania są zazwyczaj podobne do nadwrażliwości i prowadzą do szybkiego
obumierania protoplastu zaindukowanego organu odżywiającego nicienie.

Tak zwany gen Mi pochodzący z Lycopersicon perunianum wprowadzono do

genomu pomidora (L. esculentum). Jest to pojedynczy, dominujący gen o długości
około 1,5 Mb i w najbliższej przyszłości powinien zostać całkowicie zsekwen-

cjonowany i sklonowany. Zapewnia on odporność na nicienie z rodzaju Meloido-

gyne (stąd nazwa) i jest, jak na razie, jedynym komercyjnie dostępnym genem
odporności na te nicienie w uprawie pomidorów (Roberts 1992). Okazuje się

jednak, że klasyczne lub nawet bardziej udoskonalone techniki hodowlane nie

umożliwiają przeniesienia tego genu do innych roślin uprawnych niż pomidor.
Różne geny zapewniające odporność na H. schachtii występują w trzech

dzikich gatunkach rodzaju burak (Beta), lecz do tej pory nie udało się wyhodować
odmiany uprawnej odpornej na mątwika burakowego i posiadającej jednocześnie
zdolność do produkcji cukru w stopniu umożliwiającym jego opłacalną produ
kcję. Obecnie podjęto kolejne próby osiągnięcia tego celu poprzez hodowle linii

translokacyjnych buraka cukrowego (trisomicznych krzyżówek buraka cukro
wego z jego dzikim odpornym krewnym, które po Crossing-over w mejozie mogą
dać płodne diploidalne potomstwo posiadające już gen odporności w wymienio
nym odcinku genomowego DNA) noszących gen odporności przeniesiony
z B. procumbens. Dla tych linii trwająjuż zaawansowane prace nad identyfika
cją, mapowaniem i klonowaniem tego genu (Jung i współaut. 1992).

Kilka dzikich podgatunków ziemniaka (Solanum tuberosum) posiada geny
odporności na niektóre patotypy Globodera rostochiensis i G. pallida, podczas
gdy inne patotypy nie wywołują reakcji obronnych rośliny. Skomplikowany skład

genomu ziemniaka bardzo utrudnia mapowanie i klonowanie interesujących
genów (Pineda i współaut. 1993).

Trwają oczywiście poszukiwania innych genów warunkujących odporność
na nicienie. Przykłademjest wyselekcjonowanie 12 różnych mutantów rzodkiew-
nika (Arabidopsiś) oznaczonychjako AMi i posiadających częściową, lub całko
witą odporność na nicienie guzakowe lecz tylko częściową na mątwiki (Niebel
i współaut. 1994). Z wyselekcjonowanych 12 mutantów większość wykazuje
zaburzenia wzrostu i rozwoju, a co więcej, tylko jeden z nich okazał się być
rzeczywiście odpornym w testach przeprowadzonych in nitro.

Żmudność metod klasycznych ilustruje fakt, że nad wprowadzeniem odpo
rności na mątwika burakowego do buraka cukrowego pracuje sięjuż od przeszło
80 lat i dopiero ostatnio osiągnięto to dzięki metodom biotechnologicznym.
Wydaje się, że trudności związane z wprowadzeniem genów odporności do
odmian uprawnych zostaną ostatecznie pokonane dopiero metodami inżynierii
genetycznej w połączeniu z transformacją roślin. Aktualnie, przekazywanie
obcego DNA za pośrednictwem Agrobacterium tumejdciens (por. przegląd Ghey-

■sen i współaut. 1992) jest techniką tak zaawansowaną, że tylko nieliczne rośliny
nie dają się stransformować w ten sposób. Wtedy pozostająjeszcze do wykorzy
stania inne możliwości, jak na przykład mikrowstrzeliwanie DNA (porównaj
artykuł Genetyczna transformacja roślin w tym zeszycie). Ponadto metody biote
chnologiczne mogą być w przyszłości wykorzystane do modyfikowania i ulepsza
nia naturalnych genów odporności używając technik rekombinacji DNA.
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Niezależnie od zastosowania genów odporności, rozwój pasożytniczego nicie
nia można przerwać w wielu miejscach jego cyklu rozwojowego, poczynając od
uniemożliwienia mu opuszczenia osłonki jajowej, a na późnych, zaawansowa
nych stadiach rozwojowych kończąc. W dalszej części artykułu przedstawimy
możliwe biotechnologiczne metody uzyskania odporności roślin, prowadzącej do

przerwania rozwoju nicieni, w kolejności chronologicznej, w jakiej interferują
one z ich cyklem życiowym.

OPUSZCZANIE OSŁONKI JAJOWEJ

Larwy niektóiych gatunków mątwików wymagają przed opuszczeniem osłon
ki jajowej pobudzenia pewnymi substancjami, pochodzącymi z wydzielin korze
niowych. Poprzez wprowadzenie zmian w metabolizmie korzenia, prowadzących
do zmniejszenia ilości tych związków można, teoretycznie, uzyskać rośliny nie

stymulujące larw nicieni do opuszczaniajaj. Strategia ta majednak parę słabych
punktów. W ogólnej populacji jaj pewna ich część rozwija się zawsze do sta
dium wędrownych larw infekcyjnych, opuszczających osłonkę jajową bez

uprzedniej stymulacji wydzielinami korzeniowymi. Prowadzi to do szybkiego
wyselekcjonowania nowej wirulentnej populacji nicieni i obejścia uzyskanej tą
drogą odporności. Dodatkowo okazało się, że niezwykle trudno jest wyizolować
czynnik aktywny, a nawet po dokonaniu tego może okazać się, że metabolizmu
korzenia nie da się zmienić w takim stopniu, aby związek stymulujący był
produkowany w ilościach nie powodujących pobudzeniajaj (Sijmons i współaut.
1994b).

ROZPOZNANIE GOSPODARZA

Po opuszczeniujaja wędrowna larwa drugiego stadium poszukuje potencjal
nego gospodarza, kierując się do źródła substancji stymulujących (innych niż

substancje indukujące opuszczenie jaja) czyli korzenia (Clemens 1994). Po
dotarciu do niego larwa początkowo wędruje bardzo destrukcyjnie przez miękisz
korowy aby, po dotarciu do walca osiowego, zmienić swoje zachowanie na

znacznie bardziej subtelne. Świadczy to niewątpliwie o zdolności nicienia do

rozpoznawania potrzebnych mu tkanek i komórek. Molekularny mechanizm

tego procesu musi być podobny u wielu gatunków nicieni, gdyż potrafią one

indukować organy odżywiające w korzeniach wielu gatunków roślin. Wprowa
dzenie zmian w metabolizmie korzenia może prowadzić do ograniczenia infekcji.
Metoda ta posiada jednak takie same ograniczenia jak opisana poprzednio
(Sijmons i współaut. 1994b).

BIAŁKA TOKSYCZNE DLA NICIENI

Idea tej metody polega na wprowadzeniu do genomu rośliny genów kodują
cych białko toksyczne dla nicienia. Pobranie przez nicienia toksycznego białka

produkowanego specyficznie tylko w organie odżywiającym, lub też konstytu
tywnie w całej roślinie, powinno prowadzić do jego śmierci lub przynajmniej
zahamować i osłabićjego rozwój. Oczywiście białko to nie powinno być toksyczne
dla rośliny. Kluczowym problemem było znalezienie substancji działającej wy
starczająco silnie na nicienia. Pod uwagę brano egzotoksynę (substancję produ-
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kowaną przez różne szczepy Bacillus thuringensis), kolagenazę i inhibitor protei-
nazy (Sijmons i współaut. 1994a).

Do tej pory udało sięjuż praktycznie stworzyć system funkcjonujący w opar
ciu o inhibitor trypsyny sklonowany z genomu wspięgi chińskiej (Vigna sinensiś)
(CPTI) i soi (Atkinson i współaut. 1994). Obecność CPTI nie ma znaczącego
wpływu na natężenie infekcji i wczesne stadia rozwoju syncytium, jak też nie

powoduje przerwania lub opóźnienia rozwoju samców. Powodujejednak zmniej
szenie wielkości osobników obu płci i ponad dwukrotne zmniejszenie względnej
liczby samic w stosunku do samców.

PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE PRZECIW WYDZIELINOM NICIENI

Fragmenty DNA kodujące sekwencje łańcuchów immunoglobulin specyficz
nie aktywnych wobec wydzielin nicienia można wprowadzić do genomu rośliny
i wywołać ich ekspresję. Wydzieliny larw nicieni wstrzyknięte do wyselekcjo
nowanych przez nie komórek zostaną zneutralizowane przez obecne w ich

cytoplazmie przeciwciała. Przeciwciała wiążą się z reguły z centrami aktywnymi
enzymów, przeciw któiym zostały wyprodukowane. Enzymy czy też inne związki
stymulujące, zawarte w wydzielinach nicieni, po połączeniu z przeciwciałami nie

będą już w stanie aktywnie oddziaływać na metabolizm komórek gospodarza
i nie będzie możliwe tym samym zaindukowanie przez nicienia organu odżywia
jącego (Schots i współaut. 1992). To podejście znalazło już praktyczną realizację
w fitopatologii: w ten sposób wprowadzono gen odporności do roślin tytoniu
warunkujący ich odporność na porażenie wirusami (Tavladoraki i współaut.
1993).

BIAŁKA TOKSYCZNE WOBEC STRUKTURY ODŻYWIAJĄCEJ NICIENIA

Po zaindukowaniu organu odżywiającego dalszy rozwój larw nicieni osiadłych
odbywa się kosztem asymilatów gospodarza pobieranych za pośrednictwem tego
wysoce wyspecjalizowanego organu. Larwy nie mogą już nigdy więcej zmienić

swego położenia, a nawet nie są w stanie zaindukować ponownie powstania
nowego organu odżywiającego, jeżeli staiy zostanie uszkodzony. Co więcej, od

efektywności tego organu zależy przyszła płeć nicienia. Wszelkie zaburzenia lub

ograniczenia w dopływie związków pokarmowych powodują tworzenie się mniej
szej liczby samic. Tę zależność można wykorzystać do konstruowania roślin

transgenicznych odpornych na nicienie. Jeśli taka roślina będzie syntetyzować
jakąkolwiek toksynę niszcząca syncytium, spowoduje to zatrzymanie dopływu
pokarmu i tym samym śmierć nicienia. Ważną zaletą takiego podejściajest fakt,
że ma ono charakter ogólny, redukuje niebezpieczeństwo specyficzności gatun
kowej i pojawienia się mutantów odpornych. Głównym problemem jest jednak
stworzenie mechanizmu specyficznie uruchamiającego produkcję toksyny w or
ganie odżywiającym. Cała gama toksycznych genówjest znana i może być łatwo

wykorzystana. Pod uwagę mogą być brane substancje, takie jak nukleazy,
proteinazy, glukanazy, lipazy, czynniki transkrypcji, przeciwciała i toksyny.
Najważniejszym problemem jest jednak takie zmodyfikowanie genomu rośliny,
aby gen kodujący toksynę był aktywny tylko i wyłącznie w zaindukowanej
komórce lub też aby był aktywny we wszystkich komórkach, ale jego produkt

17 — Kosmos
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był neutralizowany w komórkach nie porażonych przez patogena. W oparciu o tę
koncepcję zaproponowano model dwukomponentowego systemu składającego
się z dwóch różnych promotorów i dwóch genów (Sijmons 1993).

Praktyczną realizację tego systemu można oprzeć, na przykład, na parze
związków: barnaza-barstar. Barnazajest rybonukleazą toksyczną dla komórek.

Enzym ten pochodzi z bakterii Bacillus amyloliąuefaciens i posiada swój we
wnątrzkomórkowy inhibitor zwany barstar. Oba związki są małymi jednołańcu-
chowymi białkami, które reagują ze sobą w proporcji 1:1, przez co barnaza ulega
rozcięciu i dezaktywacji (Hartley 1988, 1989). Gen kodujący barnazę jest
przyłączony do promotora o słabej ekspresji w normalnych tkankach rośliny, ale
silnie aktywnego w organie odżywiającym nicienia. Natomiast gen kodujący
sekwencję barstarjest pod kontolą promotora konstytutywnie aktywnego w całej
roślinie, ale blokowanego w organie odżywiającym nicienia (np. CaMV 35S). Po

wprowadzeniu całego systemu do genomu rośliny w normalnych warunkach

mamy więc następującą sytuację: barnazajest produkowana w małych ilościach,
gdyżjej promotorjest mało aktywny, ijest natychmiast blokowana przez barstar

produkowany obficie, gdyż jego gen jest połączony z wysoce aktywnym promo
torem. Sytuacja zmienia się, gdy dojdzie do zaindukowania przez nicienia organu
odżywiającego. Jak wcześniej wspomniano, promotor białka barstar jest bloko
wany w organach odżywiających nicienie, dlatego też inhibitor ten niejest dłużej
produkowany w tych komórkach. Jako białko wewnątrzkomórkowe nie jest też

wydzielany przez komórki sąsiednie i eksportowany do komórek wyselekcjo
nowanych przez nicienie. Natomiast barnaza, której genjest połączony z promo
torem nie ulegającym zablokowaniu przez nicienie, lub nawet przez nie aktywo
wanym, jest produkowana dalej. Po wyczerpaniu się zapasów inhibitora, w ciągu
krótkiego czasu nagromadzają się duże ilości barnazy, co doprowadza do śmierci
komórki inicjalnej organu odżywiającego. Dodatkową zaletą tego systemu jest
brak konieczności użycia specyficznego promotora. Każdy przypadkowy wzrost

ekspresji genu toksycznego poza strukturą odżywiającą będzie natychmiast
neutralizowany przez barstar. Tylko tam, gdzie nastąpi zahamowanie aktywności
genu neutralizującego, czyli w zaindukowanym organie odżywiającym nicienia,
dojdzie do ujawnienia się efektu genu toksycznego (Sijmons 1993).

FEROMONY

Samce poszukując i wędrując do samic są przywabiane feromonami płcio
wymi wytwarzanymi przez samice. Ich skład nie jest niestety do tej pory znany.

Istnieje kilka możliwości zakłócenia tego procesu. Można wprowadzić do

genomu rośliny geny produkujące feromony nicieni w dużych ilościach i poprzez
to swego rodzaju zagłuszanie uniemożliwić samcom określenie kierunku, z któ
rego dochodzi sygnał chemiczny, lub też wprowadzić geny substancji szybko
dezaktywizujących feromony nicieni. Inną metodą może być wprowadzenie
zmian w metabolizmie roślin, uniemożliwiających im produkcję endogennych
prekursorów ewentualnie potrzebnych nicieniowi do produkcji feromonów. Te

metody są jednak całkowicie hipotetyczne i prawdopodobnie nigdy nie wyjdą
poza stadium możliwości teoretycznych.
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BIOTECHNOLOGICAL METHODS OF INTRODUCING RESISTANCE TO NEMATO-

DA IN PLANTS

Summary
The parasites nematoda cause large losses In plant crops, therefore search is contlnued for new,

morę efficient and less toxic for the environment methods ofcrop protection agalnst those parasites.
To understand the mechanism ofreslstance to nematoda lt is indispensable to know their life cycle,
as well as structure and function ofthe induced by nematoda in plant tissues, i.e. syncytia and giant
cells. Their description is followed by discussion of changes in gene expression of the host plant,
occurring in response to the pathogen attack. This forms the background for presentatlon of recent

achievements of biotechnology in search for nematoda resistance.
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ROŚLINY TRANSGENICZNE W UPRAWIE POLOWEJ I HODOWLI ROŚLIN

WSTĘP

Roślina transgeniczna jest organizmem powstałym z takiej komórki, która

włączyła do swego genomu fragment DNA skonstruowany za pomocą inżynierii
genetycznej. Fragment ten może zawierać dowolną informację i może zostać

włączony w prawie każdym miejscu genomu. W przenoszonych fragmentach
mogą się znajdować różne geny i zazwyczaj są to jeden lub dwa geny markerowe
oraz „właściwy gen”, od którego oczekuje się, że spowoduje zmianę określonej
właściwości organizmu transgenicznego. „Właściwy gen” jest nazywany trans-

genem i zwykle nie ma w genomie swojego odpowiednika w postaci allelu.
W takiej sytuacji roślina transgeniczna zawiera w genomie unikalny (nie wystę
pujący w innym miejscu) fragment i jest heterozygotą. Oznacza to, że w jej
potomstwie, powstałym po samozapyleniu, będą segregowały rośliny z nową

cechą uwarunkowaną transgenem oraz rośliny o fenotypie dzikim (nie zmienio
ne). Wśród roślin z nową cechą będą homo- i heterozygoty. Sposób przekazywa
nia i stosunki rozszczepień powinny być zgodne z prawami Mendla. Tak więc
każda roślina transgeniczna powstała z transformowanej komórki daje niejed
nolite potomstwo i dopiero w wyniku samozapylania można uzyskać nierozszcze-

piające się pokolenie zwane ustaloną linią transgeniczną (rys. 1).
Do powstania rośliny z transgenicznej komórki są potrzebne specyficzne

warunki nazywane kulturą in uitro i umożliwiające regenerację. Rośliny powstałe
w wyniku regeneracji mogą wykazywać różne zmienione właściwości (w pokole
niu Ro i Ri) co nazwano zmiennością somaklonalną (Larkin i Scowcroft 1981).
Właściwości te są zazwyczaj trwale dziedziczone w kolejnych pokoleniach.
Oznacza to, że w stosowanej metodyce uzyskiwania roślin transgenicznych obok

nowych cech spowodowanych działaniem transgenu mogą występować inne
zmienione cechy będące efektem somaklonalnej zmienności.

Rośliny transgeniczne są wytwarzane głównie z myślą o ulepszeniu roślin

uprawnych lub powstaniu nowego sposobu ich użytkowania. Właściwości tych
roślin należy więc ostatecznie sprawdzić w typowych warunkach uprawy, czyli
w polu. Sprawdzenie odbywa się stopniowo, najpierw w szklarniach z odpowied-
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nimi zabezpieczeniami, ostatecznie w otwartym polu. Na te ostatnie są wymaga
ne specjalne zezwolenia, wydawane przez odpowiedni urząd.

transgen

VVw

VVV

Rys. 1. Schemat uzyskiwania linii transgenicznych.

1. Komórka włączyła do swojego genomu transgen. 2. Z transgenicznej komórki powstała transge-
nlczna roślina pokolenia To. 3. Powstałe pokolenie Ti segreguje mendlowsko na typ dziki i wywołany
transgenem nowy fenotyp. 4. Samozapylone rośliny Ti o nowym fenotypie dają potomstwa rozszcze
piające się lub jednolite — te ostatnie pochodzą z homozygoty i są ustaloną linią

transgeniczną.

Wraz z pojawieniem się organizmów transgenicznych powstały również wąt
pliwości co do ich wprowadzenia do środowiska naturalnego i pojawił się termin

bezpieczeństwo biologiczne (biosafety). W prawodawstwie większości państw
wysokorozwiniętych wprowadzono szczegółowe przepisy ustalające warunki,
jakie należy spełnić w pracy z organizmami transgenicznymi, w tym również

podczas sprawdzania ich właściwości w warunkach uprawy polowej (Chmiel
1993, UNIDO 1995). W niektóiych państwach, na przykład RFN, przepisy te były

początkowo bardzo restrykcyjne. Wszystko to spowodowało, że doświadczenia
nad zachowaniem się roślin transgenicznych w uprawie polowej zostały podjęte
z pewnym opóźnieniem, a i ich intensywość była i jest ograniczona.

DOŚWIADCZENIA POLOWE Z ROŚLINAMI TRANSGENICZNYMI

PRZEPROWADZONE W EUROPIE

W Europie pierwsze zezwolenia na doświadczenia wydano w 1988 roku. Od

tego czasu wydano ich prawie 550 (tab. 1 i 2), największą liczbę we Francji,
Wielkiej Brytanii, Belgii, Włoszech i Holandii. Zezwolenia dotyczyły 21 gatunków
roślin, ale największą ich liczbę wydano dla czterech gatunków o dużym znacze
niu gospodarczym: dla rzepaku, kukurydzy, buraka cukrowego i ziemniaka

(tab. 2). Nowe właściwości, któiymi charakteiyzowały się transgeniczne rośliny,
dotyczyły przede wszystkim tolerancji na herbicydy (około 90% przypadków),
odporności na choroby wirusowe, zwiększonej zawartości skrobi oraz zmienionej
barwy kwiatów. W nomenklaturze dotyczącej transgenicznych roślin występują
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oznaczenia pokoleń literą T z dodatkiem określonej cyfry. Ta ostatnia mówi
o tym, że mamy do czynienia z pokoleniem zregenerowanym z transformowa
nych komórek (To) lub pokoleniem powstałym z samozapylenia tych roślin (Ti).
Kolejne cyfry oznaczają kolejne samozapylenia.

Tabela 1

Liczba zezwoleń wydanych w Unii Europejskiej na prowadzenie
doświadczeń polowych z transgenicznymi roślinami różnych

gatunków (wg Neuroth i współaut. 1995)

Gatunek Liczba zezwoleń

Brassica napus 134

Zea matjs 109

Beta vulqaris 66

Solarium tuberosum 60

Cichorium intybus 35

Lycopersicon esculentum 35

Nicotiana tabacum 26

Triticum aestiuum 4

Populus 4

Helianthus annuus 4

Glycine max 4

Brassica oleracea 4

Eucalyptus grandis 3

Cucumis melo 3

Medicago satiua 2

Vitis ssp. 1

Fragaria ssp. 1

Dianthus caryophyllus var. napobrassica 1

Dendranthema grandiflora 1

Daucus carota 1

Brassica napus var. napobrassica 1

W Polsce doświadczenia połowę z roślinami transgenicznymi rozpoczną się
najprawdopodobniej w bieżącym roku i będą dotyczyły ziemniaków i pszenżyta.
Dotychczas w szklarniach badano rośliny transgeniczne tych dwóch gatunków
oraz tytoniu, rzepaku, ziemniaka, kukurydzy i ogórka. Zaawansowane są prace
nad śliwą. Oto instytucje, w których prace te są realizowane: Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin w Radziko
wie, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, Instytut Genetyki Roślin
PAN w Poznaniu, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu, Szkoła Główna

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
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Tabela 2
Liczba zezwoleń wydanych w państwach Unii Europejskiej na

doświadczenia połowę z roślinami transgenicznymi (wg Neuroth
i współaut. 1995)

Państwo Liczba zezwoleń

Portugalia 5

Szwecja 10

Dania 14

Hiszpania 24

Niemcy 24

Holandia 62

Włochy 65

Belgia 76

Wielka Brytania 91

Francja 162

TRANSGENICZNE PETUNIE W UPRAWIE POLOWEJ (Hanisch 1992)

Polowe doświadczenia z petuniami zostały przeprowadzone w 1990 i 1991
roku w Max-Planck-Institut fur Zuchtungsforschung w Kolonii. Jest to jeden
z najbardziej zaawansowanych ośrodków w pracach nad genetyką molekularną
roślin. Dzięki doświadczeniom nad transgenicznymi petuniami niezamierzenie

uzyskano dane o regulacji ekspresji genów, czyli mechanizmach kierujących
aktywacją genu. Poniżej zostanie przedstawione, jak do tego doszło.

Zamierzeniem autorów była identyfikacja i izolacja elementów transpozycyj-
nych u petunii. Chcieli to osiągnąć przez wprowadzenie genu Al o znanej
sekwencji i funkcji z kukurydzy i obserwację barwy kwiatów u petunii. Gen Al

odpowiada za syntezę reduktazy dihydroflawonowej (DFR). Ze specyficznego
substratu wytwarza ona leukopelargonidynę przekształcaną, przez kolejne en
zymy znajdujące się w komórkach petunii, w łososiowy barwnik zwany pelar-
gonidyną. Gen Al wprowadzony do petunii o kwiatach białych spowodował
zmianę barwy na łososiowo-czerwoną. Z roślin To uzyskano w szklarni linie
ustalone a następnie skrzyżowano z linią o białych kwiatach — uzyskując
jednolite łososiowoczerwone, heterozygotyczne pokolenie. Postępowanie takie

było niezbędne ze względu na chęć zajęcia się transpozonami. Doświadczenie

przeprowadzono w 1990 roku na 30 800 roślinach. Uczeni zakładali, że istniejący
u petunii transpozon przeniesie się w niektórych przypadkach do genu Al

powodując Jego inaktywację. Powinno się to ujawnić zmianą barwy kwiatów
z łososiowoczerwonej na białą lub plamkowaną.

W pierwszym okresie wzrostu roślin w polu stwierdzono, że 8% roślin

wykazywało zmniejszoną ekspresję genu barwy (słaba intensywność barwy),
0,2% miało oczekiwane kwiaty plamkowane lub białe a 91,8% było barwy
intensywnie łososiowoczerwonej. Później zadziałały bardzo wysokie temperatury
(do 36°C) i silne światło (o intensywności ponad 500 W/m2), co spowodowało
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wyblaknięcie wszystkich kwiatów. W drugim okresie, kiedy powstały świeże

kwiaty, tylko 37% roślin (zamiast poprzednich 91,8%) wykazywało łososiowo-

czerwoną barwę kwiatów. Nie byłojuż kwiatów białych i plamkowanych, a naj
więcej było o słabej barwie łososiowoczerwonej. Z grupy roślin o kwiatach silnie

łososiowoczerwonych w pierwszym i słabo łososiowoczerwonych w drugim okre
sie wysiano nasiona. Okazało się, że rośliny z nasion pochodzących z I okresu

miały kwiaty o intensywnej barwie łososiowoczerwonej, a z drugiego o słabej.
Sugerowało to, że istnieje coś w rodzaju pamięci o warunkach wzrostu, wjakich
gen działał i odpowiedniej modyfikacji jego ekspresji. Dokładniejsze badania
molekularne wykazały, że przyczyną redukcji w ekspresji genu Al była metylacja
promotora. Ekstremalne warunki wzrostu zwiększyłyją, co utrudniało odczyty
wanie genu Al iw ten sposób zmniejszało ilość barwnika.

Dalej analizowano grupę roślin powstałych z nasion wytworzonych na rośli
nach o kwiatach białych i plamkowanych w I okresie. Okazało się, że przyczyną
takich kwiatów nie była transpozycja, tylko pełna metylacja promotora genu Al.

Wydaje się, że system metylacjijest instrumentem, którym roślina posługuje się
w tym celu, aby stosownie do warunków wzrostu nadać transgenowi odpowied
nią aktywność. Wyniki tych badań postawiły wiele nowych pytań dotyczących
organizmów transgenicznych, które nauka podjęła.

DOŚWIADCZENIA POLOWE Z ZIEMNIAKAMI ODPORNYMI NA WIRUSY

Kaniewski i współpracownicy (1990) przeprowadzili analizę wzrostu roślin,
plonu bulw i odporności na wirus PVX i PVY u kilku klonów ziemniaka (pokolenie
To) powstałych w wyniku wprowadzenia genów białka płaszcza obu wirusów.

Ekspresja wprowadzonych genów, mierzona średnią zawartością białka ogólne
go, była bardzo zróżnicowana (tab. 3). Podobne zróżnicowanie dotyczyło procen
towego udziału roślin zawierających wirusa po inokulacji (tab. 4). Tylko jeden

Tabela 3

Analiza testem ELISA poziomu PVX CP w transgenicznych
roślinach ziemniaka zawierających chimeralny gen kodujący CP

z PVX i PVY (Kaniewski i współaut. 1990)

Klon Średnia (ng/mg białka ogólnego)
362 10,0+ 6,6 a

108 10,1±8,5a
204 1,3±0,9b
303 0,5±0,6c

z klonów (303), który wykazywał najsłabszą ekspresję genów białek płaszcza (na
poziomie białka) był praktycznie całkowicie wolny od wirusów. U pozostałych
klonów wartości te kształtowały się bardzo różnie. Powyższe obserwacje znala
zły pełne potwierdzenie w wysokości plonu bulw. Tylko klon 303 nie reagował
obniżeniem plonu (tab. 5). Doświadczenie to zwróciło uwagę na dwie ważne

sprawy. Po pierwsze, że poszczególne klony różnią się ekspresją na poszczegól-
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nych etapach wyrażania się transgenu i po drugie, że nie ma prostej relacji
pomiędzy intensywnością ekspresji transgenu a odpornością i będącej jej wyni
kiem wysokości plonu.

Tabela 4
Obecność infekcji PVX 1/lub PVY określana testem ELISA po 16 tygodniach od inokulacji (wg

Kaniewski i współaut. 1990).

Wartości oznaczone tymi samymi literami nie różnią się istotnie w obrębie tej samej kolumny. Analizowano około 100 roślin.

Klon
Procent zainfekowanych roślin

PVX PVY PVH I PVY PVX I/LUB PVY

RB1D 54,3 a 61,6 a 36,7 a 79,3 a

303 6,0 c 2,0 b 0,0 b 8,0 b

204 31,0 ab 80,8 a 27,8 a 84,0 a

362 10,0 bc 87,0 a 10,0 ab 87,0 a

108 29,2 ab 88,5 a 26,9 a 91,Oa

Tabela 5
Porównanie plonu bulw z inokulowanych i nieinokulowanych roślin ziemniaka (wg Kaniewski i

współaut. 1990).

Klon Nieinokulowane (kg) Inokulowane (kg) Spadek plonu (%)
RBiD 14,6 + 3,9 10,5 ± 1,8 28

362 17,1 ±3,6 9,0 ± 1,4 47,4
108 14,6 + 0,9 4,3 ±5,3 63,7

204 14,2 ±2,1 7,8 ±3,3 45,1
303 14,8 ±4,0 14,5 ± 1,3 -

♦Plon z tych samych poletek różnił się istotnie od nieinokulowanych poletek tego samego klonu (P < 0,05). Wszystkie klony
(poza RB i D) — ekspresja CP z PVX i PVY.

Kolejnym zagadnieniemjest pytanie, czy rośliny transgeniczne z wprowadzo
nym jednym lub kilkoma nowymi genami mają nową(e) cechę(y) będącą efektem
działania tychże genów, czy też pojawiają się zmiany również innych właściwości
oraz jak wygląda plonowanie na tle najlepszych odmian. Odpowiednie wyniki
uzyskali między innymi uczeni holenderscy (Jongendijk i współaut. 1992).
W tabeli 6 przedstawiono odporności roślin transgenicznych dwóch odmian
ziemniaka na tle odmian wyjściowych i innych odpornych na ten sam czynnik
(wirus PVX). Z analizy danych wynika, że: (1) klony transgeniczne odmiany
Eskort są odporniejsze niż odmiany Bintje, (2) odmiany, których odporność nie

jest wynikiem obecności transgenu tylko naturalnych genów odporności, mogą
być nawet bardziej odporne od transgenicznych. W tabeli 7 przedstawiono dane

dotyczące trwałości cech odmianowych u 61 transgenicznych klonów dwóch
odmian — Bintje i Eskort. Okazuje się, że: (1) istnieje wpływ odmiany na trwałość

określonej grupy cech (np. Eskort — brak zmian kiełków i dwukrotnie mniej
klonów o niższym plonie), (2) liczba klonów z dodatkowymi zmianami może być
znaczna i dochodzić do 41%, zwykle wynosi jednak około kilkanaście procent.
Jongendijk i współpracownicy (1992) podają również, że u odmiany Eskort 80%



Rośliny transgeniczne 743

klonów nie miało zmienionych cech odmianowych, a u Bintje niecałe 20%.
Jednocześnie u tej ostatniej prawie 50% klonów miało zmienione 1-5 cech
a u Eskort takich roślin w ogóle nie było. Maksymalna liczba cech zmienionych
w jednym klonie wynosiła ponad 15 i było to około 10% klonów u każdej
z odmian.

Tabela 6
Udział roślin zainfekowanych PVX w potomstwach klonalnych transgenicznych klonów odmiany
Bintje (MGB) i Eskort (MGE) oraz nietransformowanych odmian standardowych (wg Joncendijk

i wspólaut. 1992)

a — różne litery oznaczają różnice (a = 0.05 Duncarfs mulliple rangę test)
b — PVX (szczep X3), wynik odporności stosownie do listy odmian holenderskich: 5-9 bardzo wrażliwe — bardzo odporne,
R — odporne w polu (immunia).
c — % ogólnego białka rozpuszczalnego, dane z doświadczeń w komorach, stosownie do Hoekema i wspólaut. 1989.

Odmiana
Procent

zainfekowanego
potomstwa średnia a

Wg listy
odmian b

Ekspresja CP PVX

0,0-0,1 0,1-0,2 0,2-0,3

MGB 26 41,7 a 5 +

Bintje 38,5 ab 5

Eskort 36,5 abc 5

Estina 27,1 abcd 6

MGE-04 22,9 abcde 6-7 + +

MGB-66 16,7 cdef 7-8

MGE-08 12,5 def 8-9 +

B-44 10,4 def 8-9 +

B-18 8,3 def 8-9 +

B-28 6,3 def 8-9 +

B-13 6,3 def 8-9 +

E-21 4,2 ef 8-9 +

E-13 2,1 ef 9 +

Elles 2,1 ef 9

MGE-44 0,0 f R +

E-32 0,0 f R +

Bildstar 0,0 f R

San te 0,0 f R

Przedstawione powyżej przykłady nie wyczerpują wszystkich zagadnień wy
nikłych z przeprowadzonych doświadczeń polowych oraz wprowadzania na

rynek produktów będących wynikiem stosowania inżynierii genetycznej. Kolej
nąjest akceptacja społeczna. Nawet w społeczeństwie amerykańskim powstała
silna presja na specjalne oznakowanie produktów spożywczych będących efe
ktem inżynierii genetycznej. Na przykład, firma Colgene z USA wprowadziła do

sprzedaży genetycznie zmienioną odmianę pomidora Flavr-Savr, zawierającą
w transgenie oprócz genu użytecznego, także gen oporności na antybiotyk
i promotor wirusa CaMV. Genem użytecznym była antysensowa kopia genu
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poligalakturynazy, którego aktywność katalityczna polega na trawieniu pektyny
odpowiedzialnej za twardość owoców. Zablokowanie aktywności tego genu przez
antysensowy oligomer powoduje zmniejszenie produkcji enzymu, a w konse
kwencji istotne spowolnienie mięknięcia owocu, co przedłuża dojrzewanie i uła
twia transport oraz przechowywanie. Dojrzały pomidor pozostaje twardy przez

Tabela 7
Przetrwanie niektórych cech odmianowych w wyniku zmian pod wpływem inżynierii genetycznej

(wg Jongendijk i współaut. 1992, nieco zmodyfikowane). 61 niezależnych klonów MGB i MGE.

Cecha odmiany
Transgeniczne
klony z Bintje

Różniące się (%)

Transgeniczne
klony z Eskort

Różniące się (%)

Różniące się

(ogółem %)
Kiełki

Ogólny kształt 10,3 0,0 6,6

Intensywność podstawowego zabarwienia 20,5 0,0 13,1

Długość bocznych pędów 25,6 0,0 16,4
Roślina

Wysokość 30,8 9,1 23,0

Typ rośliny 17,9 0,0 11,5

Typ wzrostu 12,8 18,2 14,8
Grubość pędu 12,8 13,6 13,1
Kolor pędu 12,8 18,2 14,8

Ogólna wielkość liści 25,6 18,2 32,0

Złączenie listków 15,4 0,0 9,8

Intensywność barwy zielonej 10,3 18,2 13,1
Falowanie brzegu liścia 15,4 4,5 11,5

Kwiat

Wielkość kwiatostanu 5,1 9.1 6,6
Wielkość korony 2,6 9,1 4,9
Zabarwienie pąka 5,1 0,0 5,1

Kłęby
Kształt 17,9 4,5 13,1

Głębokość oczka 0,0 9,1 3,3
Gładkość skórki 0,0 4,5 1,6

Ogólny plon 41,0 18,2 32,8

około 10 dni dłużej niż normalny. Ekonomiści amerykańscy oszacowali, że na

rynku Ameryki Północnej powinno to dawać kilkanaście miliardów dolarów
zysku rocznie. Amerykańska Agencja ds Żywności i Leków (FDA) w sierpniu 1994

roku zezwoliła na komercję pomidorów Flave-Savr mimo znacznych oporów
konsumenckich. Jednym z głównych zastrzeżeń tych ostatnich było: czy gen
oporności na neomycynę (NPT II) występujący w takim pomidorze nie zrekom-

binuje z bakteriami przewodu pokarmowego oraz czy promotor CaMV 35S nie



Rośliny transgeniczne 745

uaktywni się w innej odmianie (w wyniku przypadkowego przekrzyżowania)
powodując obniżenie odporności na wirusy. W tym przypadku wątpliwości nie

dotyczyły więc genu użytecznego, ale towarzyszących mu genów markerowych.
Abstrahując od dogłębności i stopnia realizmu niektórych wątpliwości, zadaniem
naukijest udzielenie wyczerpujących odpowiedzi. Mamy tutaj jednak do czynie
nia z jednej strony z typową sytuacją polegającą na tym, że każda nowa

technologia rodzi nowe problemy i rzecz w tym, aby ich wagę jak najlepiej
rozpoznać. Z drugiej natomiast wiele problemów jest wynikiem walki o rynek
ijego profity, w sytuacji kiedy niektóre firmy uzyskały wielką przewagę technolo
giczną nad innymi.

ROŚLINY TRANSGENICZNE W HODOWLI ROŚLIN I PRODUKCJI

Hodowla roślinjest dziedziną zajmującą się wytwarzaniem i wprowadzaniem
do rolnictwa odmian o nowych potrzebnych właściwościach. Nowe odmiany
wprowadzone do praktyki rolniczej dają lepszy, wyższy i/lub bardziej atrakcyjny
plon, który przynosi większe dochody producentom. Podstawą do osiągnięcia
sukcesu w hodowli jest dysponowanie odpowiednią zmiennością genetyczną,
w najgorszym przypadku przynajmniej jedną rośliną o potrzebnej cesze. Dlatego
też uzyskanie pierwszych roślin transgenicznych wzbudziło entuzjazm, szcze
gólnie jeżeli chodzi o szybkość postępu w hodowli. Powstała bowiem możliwość

szybkiego uzyskiwania wielu w jednakowy sposób zmienionych osobników.

Niewątpliwie rośliny transgeniczne dają szansę szybkiego uzupełnienia dobrej
odmiany o nową (nieczęsto unikalną) właściwość. Nie każda jednak z roślin,
które posiadają nowy gen, ma we właściwy sposób wykształconą daną cechę,
ajeżelijuż, to często ma zmienione inne właściwości, cojest niekorzystne. Trzeba

więc dysponować odpowiednio liczną grupą roślin transgenicznych (20-100),
aby można być pewnym wystąpienia przypadków będących rzeczywistym ule
pszeniem danej odmiany o nową cechę. Aby ustalić, które to są rośliny, należy
dokonać dokładnej ich oceny w polowych doświadczeniach, odpowiednio roz
mnożyć i ewentualnie skorygować właściwości w wyniku krzyżowania.

Najbardziej doniosły wpływ inżynierii genetycznej (rozumianej jako uzyski
wanie transgenicznych roślin) na hodowlę polega na tym, że możliwe jest
wprowadzenie genów z każdego organizmu niezależnie od systematycznego
oddalenia w tym — genów syntetycznych — o zaprogramowanej sekwencji, nie

występujących w naturze. Daje to szansę sprostania wielkim wyzwaniom cywiliza
cyjnym, związanym z wyżywieniem ludności i ochroną naturalnego środowiska.

BREEDING AND PROPERTIES OF TRANSGENIC PLANTS IN FIELD CONDITIONS

Sum mary

Testing of the properties of transgenic plants in field conditions is an indispensable step in
evaluation of the effect of the gene introduced on the value of the variety tested. Field trials reąuire
special licences from an appropriate organ. In the European Union, so far about 500 such licences
were issued. They concerned 21 plant species, mainly potato, maize, sugar beet, rape, chicory and
tobacco plant, and such traits as tolerance to herbicides, virus resistance, altered colour of flowers
and starch content.
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Transgenic plants differ in expresslon of the lntroduced gene, that Is why, among others, the
value ofa new property introduced is also differentlated. Moreover, In a part ofthe transgenic plants,
also some other properties, not related directly to the actlon of the gene Introduced, were altered.
Also ln this case large differences between varlous varietles were observed. It should be added that
some unexpected properties of the transgenic lines were found to be due to variable atmospheric
conditlons.
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