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Streszczenie: Odkrycie wielu waznych punktow szlakow sygnatowych w badaniach odpowiedzi roslin
na stres biotyczny byto mozliwe dzigki wykorzystaniu mutantdéw modelowej rosliny Arabidopsis tha-
liana. Dostgpnos¢ mutantow typu knock-out, uzyskanych w drodze mutagenezy chemicznej lub linii
mutantow insercyjnych pozwala skupi¢ si¢ na okreslonym zagadnieniu badawczym bez koniecznosci
czasochtonnego tworzenia wlasnych mutantéw. Odpornos¢ roslin na grzyby nekrotroficzne jest zalezna
przede wszystkim od biosyntezy i szlaku sygnatowego kwasu jasmonowego oraz biosyntezy i akumu-
lacji niskoczasteczkowych metabolitow wtornych, takich jak: fitoaleksyny, ktore skutecznie hamuja
rozwdj grzyba i kolonizacj¢ tkanek roslinnych. W artykule przedstawiono wybrane aspekty odpowiedzi
obronnej A. thaliana na atak grzybdw nekrotroficznych zaleznych od szlaku kwasu jasmonowego oraz
warunkowane produkcja kamaleksyny, a ktore zostaty rozszyfrowanie dzigki wykorzystaniu mutantow.

Stowa kluczowe: kamaleksyna, odpowiedz obronna zalezna od JA, stres biotyczny, transdukcja sygnatu.

Summary: The discovery of many critical points in signal transduction pathways in the research into
plant response to biotic stress was possible owing to the use of mutants of the model plant — Arabidopsis
thaliana. Accessibility of knock-out mutants obtained through chemical mutagenesis and lines of insertion
mutants make it possible to focus on a specific problem without necessarily using time-consuming
production of own mutants. Plant resistance to necrotrophic fungi is mostly dependent on biosynthesis
and the signaling pathway of jasmonic acid as well as biosynthesis and accumulation of phytoalexins, low
molecular weight secondary metabolites. Phytoalexins effectively suppress fungal growth and coloniza-
tion of plant tissues. In this paper, we present current knowledge on selected aspects of 4. thaliana
defense response to necrotrophic fungi dependent on jasmonic acid signaling pathway and conditioned by
camalexin production, which were deciphered as a result of using the mutants.
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WSTEP

Rosliny sa narazone na infekcje wywolywane m.in. przez grzyby nekrotroficzne,
takie jak: Botrytis cinerea, Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum, charakteryzujace si¢ szerokim spektrum gospodarzy. Szlaki
sygnatowe zaangazowane w odpornosé¢/wrazliwosé roslin na te patogeny sa zalezne
od czasteczek sygnatowych, przede wszystkim takich jak: kwas jasmonowy (JA),
etylen (ET) oraz kwas abscysynowy (ABA). Odpowiedz roslin na atak patogennych
grzybow zalezna od kwasu salicylowego (SA) jest uwazana za istotna w przypadku
biotrofow, natomiast w przypadku infekcji przez nekrotrofy, mutanty Arabidopsis
thaliana eds5 (ang. Enhanced Disease Susceptibility5), sid2 (ang. SA-Induction-
Deficient), pad4 (ang. Phytoalexin Deficient4) nie wykazuja zwigkszonej
wrazliwosei [13, 22]. Wiekszos¢ komponentéow szlakdéw sygnalowych jest deter-
minowana genetycznie, a ich odkrycie a takze ukazanie ich wzajemnych powigzan
bylo mozliwe zarowno dzigki rozwojowi inzynierii genetycznej, jak i zsekwen-
cjonowaniu genomu A. thaliana. Wiele danych, w tym kompletna sekwencja
genomu, mapy genomowe, informacje o ekspresji genéw i metabolizmie A4. thaliana
sq ogolnie dostepne w internetowej bazie danych — TAIR (The Arabidopsis
Information Resource) przy Carnegie Institution for Science Department of
Plant Biology finansowanej przez amerykanska Narodowa Fundacje Naukowa —
NSF (ang. National Science Foundation). Obecnie A. thaliana jest jedna z
najbardziej popularnych roslin modelowych uzywanych w laboratoriach na catym
sSwiecie. Krotki cykl zyciowy, tatwos¢ hodowli w warunkach laboratoryjnych,
opracowane efektywne metody transformacji, a przede wszystkim dostepnosé
ekotypoéw i mutantdw poprzez trzy centra zasobow A. thaliana zajmujace sie ich
kolekcjonowaniem, reprodukcja i dystrybucja — Arabidopsis Biological Resource
Center przy Uniwersytecie Stanowym w Ohio, The Nottingham Arabidopsis Stock
Centre w Uniwersytecie Nottingham oraz Sendai Arabidopsis Seed Stock Center
(SASSC) Uniwersytetu Edukacji w Miyagi, umozliwiaja badanie molekularnych
aspektow odpornosci i wrazliwosci roslin na patogeny [19, 35]. Mozliwos¢ zakupu
nasion mutantdw A. thaliana typu knock-out, uzyskanych w drodze mutagenezy
chemicznej oraz calych linii mutantow insercyjnych bez koniecznosci czasochtonnego
tworzenia wlasnych mutantow przyspiesza badania i pozwala skupi¢ si¢ na
okreslonym zagadnieniu badawczym. Mutanty A. thaliana sa intensywnie wykorzys-
tywane w badaniach mechanizmow lezacych u podstaw odpowiedzi obronnych roslin,
m.in. szlakéw sygnatowych, zmian metabolicznych, funkcji okreslonych genow, co
przyczynia si¢ do rozwoju strategii ochrony roslin uprawnych rowniez przed grzybami
nekrotroficznymi. Testy przesiewowe z wykorzystaniem metod klasycznej genetyki
(ang. Forward Genetics), odwrotnej genetyki (ang. Reverse Genetics) oraz
podejscia TILING pozwolily na uzyskanie wielu mutantéw A. thaliana, ktore
umozliwity m.in. odkrycie istotnych aspektéw dziatania jasmonianéw zaréwno w
odpowiedzi na stres, jak i w procesach rozwojowych, a takze biosyntezy kamaleksyny.
Zarowno biosynteza fitoaleksyn, jak i aktywacja szlaku sygnalowego kwasu
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jasmonowego sa uznawane za najwazniejsze linie obrony roslin przeciwko grzybom
nekrotroficznym [4, 13].

MUTANTY SZLAKU KWASU JASMONOWEGO

Biosynteza i szlak sygnatowy kwasu jasmonowego sa uznawane za zasadnicze
w takich procesach jak: rozwdj kwiatow, produkcja pytku, dojrzewanie owocow,
wzrost korzeni, ruchy roslin np. zwijanie si¢ wasOw pnaczy, starzenie si¢ roslin,
magazynowanie wegla i azotu, stres abiotyczny m.in. susza, promieniowanie UV,
ozon oraz odpowiedz obronna ros$lin przeciw szkodnikom i nekrotroficznym patoge-
nom [1, 25]. W odkryciu istotnych genow, kodujacych enzymy zaangazowane w te
procesy istotng rolg odegraty mutanty A. thaliana. Obecnie wiadomo, ze podstawa
transdukcji sygnatu, ktdra taczy biosyntezg¢ kwasu jasmonowego ze zmianami ekspresji
genow indukowanych przez ten hormon sa: aktywacja kwasu jasmonowego, kompleks
SCF®°!", bialka represorowe z domeng ZIM (JAZ) oraz czynniki transkrypcyjne (TF),
ktore pozytywnie reguluja ekspresje genow w sposob zalezny od kwasu jasmonowego
(ang. JA-Responsive Genes) [15].

Kwas jasmonowy oraz jasmoniany to czasteczki sygnatowe o istotnym wplywie
na reakcje obronne roslin przeciw patogenom. Zostalo to zaobserwowane w wyniku
ich czestej akumulacji w odpowiedzi na atak patogendw, zmieniong podatnos$¢ lub
odpornos¢ mutantow defektywnych w biosyntezie lub szlaku sygnatowym kwasu
jasmonowego oraz efekty podania egzogennego jasmonianu. Odpowiedz zalezna od
kwasu jasmonowego jest zwiazana z akumulacja inhibitoréow proteinaz serynowych,
inhibitoréw papain, deaminaz treoninowych, aminopeptydaz leucynowych, biatek
dezaktywujacych rybosomy, liazy amonowej fenyloalaniny czy arylowanych homo-
terpenow. Aktywnos¢ jasmoniandw prowadzi rowniez do silnej ekspresji genow
defensyny PDF1.2 oraz tioniny THI2.1 [32].

Mutantem, ktory pozwolit na identyfikacje jednej z aktywnych form kwasu
jasmonowego, jest mutant jarl. Gen JARI koduje syntaze, ktora warunkuje
powstanie koniugatow kwasu jasmonowego z aminokwasami, a szczegdlnie z
izoleucyng JA-Ile [11, 14]. Nalezy zaznaczy¢, ze nawet niewielkie zmiany w
strukturze aktywnych form JA powoduja dezaktywacje tego fitohormonu [15]. JARI
jest zaangazowany w obrong roslin przed réznymi czynnikami stresowymi, np.
dziataniem ozonu, ale przede wszystkim w odpornos¢ roslin na szkodniki. Mutant
jarl nie jest sterylny, co dowodzi, ze JARI nie jest niezbedny we wszystkich
odpowiedziach zwigzanych z dziataniem JA, ale moze mie¢ przywrocone funkcje
poprzez podanie JA-Ile [21, 43].

Testy przesiewowe z uzyciem JA oraz koronatyny (toksyny bakteryjnej, ktora
jest strukturalnym analogiem MeJA i wykazuje jego niektore efekty biologiczne)
pozwolity na wyizolowanie kilku mutantow niewrazliwych na kwas jasmonowy m.in.
coil (ang. coronatine insensitivel) [44]. Gen COII koduje biatko o masie 66 kDa,
zawierajace N-koncowy motyw F-box oraz C-konicowa domene powtdrzen bogatych
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w leucyne (LRR) [15, 36]. Badania z uzyciem mikromacierzy roslin indukowanych
zranieniem lub atakiem patogenéw wykazaly, ze wszystkie poznane dotad
odpowiedzi, w ktorych posredniczy JA wymagaja aktywnosci COI1. U Arabidopsis
biatko COIl laczy si¢ z CUL1 (Cullinl) oraz biatkami typu SKPI-like (ang.
Suppressor of Kinetochor Proteinl): ASK1 i ASK2 (biatko towarzyszace kinazie
fazy S, ang. Arabidopsis S-Phase Kinase-Associated) i RBX1 (ang. Ring-BoxI)
tworzac kompleks SCF®°" (SKP1, CULI, F-box), ktory dziata jak ligaza
ubikwitynowa typu 3. F-box w kompleksie SCF jest sktadnikiem okreslajacym
specyficznos$¢ substratu, rozpoznaje biatka JAZ (represory genow JA-zaleznych) i
kieruje je na droge degradacji proteosomalnej 26S [6, 11, 36]. Mutant coil nie
wykazuje ekspresji gendw regulowanych przez JA kodujacych roslinne biatka
zapasowe (VSP) i biatka zwigzane z patogeneza — tioning (THI2.1) i defensyne
(PDF1.2), a takze nie wykazuje zahamowania wzrostu korzeni przez ester metylowy
kwasu jasmonowego (MeJA) i jest meskosterylny [7, 43, 44]. Ponadto, mutant coil
wykazuje brak odpornosci na atak szkodnikéw oraz zwigkszong podatnosé na grzyby
nekrotroficzne, takie jak A. brassicicola i B. cinerea, poniewaz odpornos¢ roslin
na te grzyby jest warunkowana m.in. przez szlak sygnatowy JA [10]. W przeciwien-
stwie do tych interakcji, w przypadku infekcji A. thaliana przez F. oxysporum
podatnos¢ na tego grzyba jest zalezna od szlaku JA i uczestniczy w niej biatko COI1.
Wskazuje na to fakt, ze mutant coil, niezdolny do percepcji JA, ale nie mutanty z
zaburzong biosynteza tego fitohormonu, cechuje si¢ zwigkszong odpornoscia na F
oxysporum [38]. Ostatnio, stosujac molekularne i biochemiczne metody odkryto, a
nastgpnie potwierdzono, ze COIIl jest receptorem dla jasmonianéw, do ktorego
przylacza si¢ zaréwno JA-lle, jak i koronatyna [16, 45].

W szlaku sygnatowym JA wazna rol¢ spelnia kaskada MAP kinaz (ang. Mitogen-
Activated Protein). Jest ona jedna z gtéwnych i konserwatywna ewolucyjnie $ciezka
sygnatowa transdukcji sygnatu zewnatrzkomorkowego wsrod eukariontow. Kazda
MAP kinaza jest aktywowana przez podwdjng fosforylacje trojpeptydowego motywu
(Thr-Xaa-Tyr) zlokalizowanego w petli aktywacyjnej (T-loop). Aktywacja MAP
kinazy A. thaliana MPK4 jest konieczna w miejscowej odpornosci przeciw A.
brassicicola oraz systemicznej indukcji PDF .2 inicjowanej przez szlaki sygnatowe
kwasu jasmonowego i etylenu. Kinaza ta dziatla negatywnie na aktywacj¢ PAD4
oraz EDS1, ktore sa pozytywnymi regulatorami SA, wzmagajacymi jego akumulacje
i negatywnymi regulatorami szlaku sygnalowego JA i ET [2]. Przez kaskade MAP
kinaz MKK3-MPK6 kwas jasmonowy powoduje represj¢ ekspresji zlokalizowanego
w jadrze czynnika transkrypcyjnego MYC2. Czynnik ten, wraz z czynnikiem MYC10,
rozpoznaje sekwencj¢ G-box promotora genu aminopeptydazy leucynowej (LAP)
oraz indukuje ekspresje genu PDF1.2. Kompleks MYC2-MYC10 powoduje represje
gendéw zaleznych zarowno od JA i ET, a promuje ekspresj¢ genow zaleznych od
SA [37]. MYC2 jest kodowany przez gen JINI. Mutacja w tym genie prowadzi
do niewrazliwos$ci roslin na JA. Mutant jinl (ang. Jasmonate Insensitivel) oprocz
zmniejszonej inhibicji wzrostu korzeni wykazuje rowniez obnizony poziom ekspresji
VPS i podwyzszong odpornos¢ na B. cinerea [8, 23].



MUTANTY ARABIDOPSIS W BADANIACH ODPOWIEDZI OBRONNEJ ROSLIN 157

U Arabidopsis zarbwno JA, jak i ET indukuja ekspresje czynnika trans-
krypcyjnego ERF1 (ang. Ethylen Response Factor), ktory wiaze si¢ in vitro z
sekwencja promotoréw GCC-box swych gendéw docelowych. Jego ekspresja naste-
puje w wyniku ataku patogenow nekrotroficznych. Nadekspresja AtERF1 powoduje
podwyzszenie ekspresji pewnej liczby gendw indukowanych synergistycznie przez
JA 1 ET, takich jak PR4 i b-CHI, ale obniza np. ekspresj¢ VSP lub THI2.1, ktérych
poziom wzrasta w przypadku nadekspresji genu AtERF2 [3, 20].

W szlaku sygnatowym JA bierze udzial heterotrimeryczny kompleks biatek G,
kodowany przez geny Ga i GB oraz dwie podjednostki genéw Gy (AGG1 i AGG2).
Biatka G to komponenty szlakow przewodzenia sygnaléw posredniczacych w
aktywacji rodziny siedmiu receptoréw transblonowych nazywanych receptorami
polaczonymi z biatkiem G (ang. G Protein-Coupled Receptors). Bialtka G okazaty
si¢ niezbedne w odpornosci A. thaliana przeciwko Plectosphaerella cucumerina.
Speiniaja one réwniez wazng role¢ w odpornosci przeciw F oxysporum i A.
brassicicola. Mutanty aggl, ktore nie produkuja podjednostki G biatka, ale nie
agg2, wykazuja obnizony poziom ekspresji genéw zwiazanych z odpornoscia przeciw
A. brassicicola, w tym PDF1.2 [39, 40].

KAMALEKSYNA I MUTANTY pad

Po rozpoznaniu przez rosling elicytorow patogena, takich jak: polisacharydowe
fragmenty $cian komorkowych grzybdw, glikoproteiny, peptydy czy kwasy thuszczowe
nastgpuje gwaltowna produkcja fitoaleksyn [9]. Obronna aktywnos¢ fitoaleksyn
zostala wykazana w wielu interakcjach roslin z patogenami. Przykiad stanowi¢ moze
zahamowanie wzrostu awirulentnego szczepu sluzowca Albugo candida w wyniku
dzialania fitoaleksyn Brassica rapa (spirobrasinina, cyklobrasinina, rutaleksyna) [30],
czy tez hamowanie rozwoju Magnaporthe grisea przez oryzaleksyny ryzu [31].
Ta sama fitoaleksyna moze hamowaé wzrost réznych patogendw w réznym stopniu,
co oznacza, ze patogeny cechujg sie odmienng wrazliwoscia na dana fitoaleksyneg.
Na przyktad brasinina znacznie skuteczniej hamuje rozwoj grzyba Bipolaris leersiae
niz grzybow z rodzaju Leptosphaeria [28]. Pomimo ze w wielu przypadkach
fitoaleksyny wykazuja skutecznos¢ dzialania, to nalezy pamigtaé, ze istnieja patogeny,
ktére wyksztatcity zdolnosé do przetamania tej linii obrony roslin [17]. Wirulencja
niektorych mikroorganizmoéw patogennych w duzym stopniu oparta jest na zdolnosci
do detoksyfikacji fitoaleksyn, co umozliwia im udang kolonizacje gospodarza. Tak
jest w przypadku szczepow grzyba L. maculans, ktéry efektywnie dezaktywuje
brasining, przeksztalcajac ja w kwas idoilo-3-karboksylowy [28], grzyba F solani
f. sp. phaseoli, przeksztalcajacego fazeoling fasoli do jej nietoksycznego hydratu,
czy tez grzybow B. cinerea i F. oxysporum f. sp. vasinfectum, detoksyfikujacych
kapsidiol papryki poprzez jego transformacje do kapsenonu [27].

Kamaleksyna, 3-tialzol-2-yl-indol, jest fitoaleksyna produkowana przez dzikie
gatunki roslin z rodzaju krzyzowych, takie jak Arabis lyrate, Camelina sativa i
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Capsella bursa-pastoris [29] 1 jest elementem skomplikowanej sieci mechanizmow
obronnych rosliny modelowej — A. thaliana. Wyjsciowym aminokwasem do biosyntezy
kamaleksyny jest tryptofan, ktéry ulega przeksztalceniom z udzialem enzymow
cytochromu P450. Pierwszym metabolitem tryptofanu, powstajacym w wyniku
aktywnosci enzymow CYP79B2 i CYP79B3 jest indoilo-3-acetaldoksym (IAOx), ktory
jest takze prekursorem brasininy i jej pochodnych u innych kapustowatych. W dalszych
etapach dolaczany jest pierscien imidiazolowy wywodzacy si¢ z cysteiny. Ostatni etap
biosyntezy to przeksztatcenie kwasu (S)-dihydrokamaleksynowego do kamaleksyny przy
udziale enzymu CYP71B15 (PAD3). Mutanty A. thaliana pad (ang. Phytoalexin
Deficient), z uposledzona zdolnoscig do syntezy kamaleksyny, wykazuja zwigkszong
wrazliwos¢ na atak szerokiej gamy patogendw zaréwno biotroficznych (np. Pseudomonas
syringae, Peronospora parasitica), jak i nekrotroficznych (np. B. cinerea, A.
brassicicola, Cochliobolus carbonum), co wskazuje na wazne znaczenie tej
fitoaleksyny w reakcjach obronnych [12]. Brak/niedobor kamaleksyny w mutantach pad
koreluje z rozprzestrzenianiem si¢ zmian chorobowych na lisciach A. thaliana podczas
infekcji przez A. brassicicola [42]. Rosliny pad3 wykazuja takze znacznie ostrzejsze,
w porownaniu z typem dzikim, objawy chorobowe podczas infekcji B. cinerea [41].
Po inokulacji roslin sporami B. cinerea nastgpuje drastyczny wzrost ilosci kamaleksyny
w obszarze bezposrednio otaczajacym miejsce infekcji, przy czym jej synteza zachodzi
kosztem produkcji innych metabolitdéw wtornych [17]. Ponadto, testy in vitro wykazalty
silne, hamujace dzialanie kamaleksyny zaréwno na kietkowanie spor, jak i wzrost strzepek
rostkowych grzybow A. brassicicola i Alternaria brassicae, przy czym inhibicja ta
byta efektywniejsza w pordwnaniu z brasining i badanymi izocyjanami [34]. Dane te
dowodza, ze kamaleksyna jest jednym z gléwnych mechanizméw obronnych A. thaliana.

Waznymi czynnikami, ktore biora udziat w regulacji produkcji kamaleksyny, sa
SA, reaktywne formy tlenu (RTF), glutation (GSH) oraz MAP kinazy. Gen PAD4
koduje biatko lipazo-podobne, ktore bierze udzial w szlaku sygnatlowym SA. Brak
tego biatka u mutantéw pad4 prowadzi do obnizonej biosyntezy kamaleksyny w
odpowiedzi na P. syringae, jednak nie wplywa znaczaco na biosynteze tej
fitoaleksyny po infekcji nekrotrofami (B. cinerea), co oznacza, ze rola PAD4 zalezy
od typu interakcji roslina-patogen [12]. Mutanty pad?2 charakteryzujq si¢ znacznie
obnizonym poziomem kamaleksyny, a tym samym zwigkszong podatnoscig na
patogeny, takie jak wirulentne szczepy P. syringae, Phytophthora brassicae czy
grzyby nekrotroficzne B. cinerea i P. cucumerina. Ostatnie badania wykazaly, ze
biatko PAD2 koduje syntetazg y-glutamylocysteinowa, odpowiedzialng za biosynteze
glutationu, wskazujac na rolg tego zwiazku w biosyntezie kamaleksyny [24]. Indukcja
biosyntezy kamaleksyny nastepuje takze przez RFT. Mutanty niezdolne do
prawidtowej percepcji RFT — upsl (ang. Underinducer After Pathogen and
Stressl) i esal (ang. Enhanced Susceptibility to Alternaria), cechuje rowniez
obnizony poziom produkcji kamaleksyny w odpowiedzi na patogeny P. syringae,
B. cinerea 1 A. brassicicola [12]. Ponadto, do indukcji syntezy kamaleksyny
nieodzowna jest aktywacja ekspresji MAP kinaz — MPK3/MPK6. Po uruchomieniu
kaskady MAP kinaz dochodzi do gwaltownego wzrostu ekspresji genow, kodujacych
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enzymy szlaku biosyntezy kamaleksyny. Mutanty A. thaliana mpk3/mpk6 nie sa
zdolne do akumulacji kamaleksyny, a tym samym do skutecznej obrony przeciw B.
cinerea [33]. Kamaleksyna, tak jak inne fitoaleksyny, moze by¢ tez syntetyzowana
w odpowiedzi na stres abiotyczny wywolany jonami metali cigzkich, np. miedzi
(Cu*") [26]. Interesujacym odkryciem jest fakt, ze zranienie 4. thaliana nie indukuje
produkcji kamaleksyny, ale promuje szybsze i wzmozone wytwarzanie tego zwiazku
po infekcji B. cinerea, zapewniajac efektywniejsza obrone przed patogenem [5].

Patogeny, jesli maja odpowiednie enzymy, moga detoksyfikowaé kamaleksyne na
kilka sposobow. Rhizoctonia solani hydroksyluje kamaleksyne, przeksztalcajac ja
w 5-hydroksykamaleksyne, natomiast S. sclerotiorum przeprowadza glikozylacje
kamaleksyny, ktora prowadzi do powstania N-glikozylokamaleksyny lub 6-glikozylo-
kamaleksyny. W kazdym przypadku powstaly metabolit cechuje si¢ bardziej obnizong
toksycznoscia niz zwiazek wyjsciowy, co swiadczy o zdolnosci patogena do przeta-
mania linii obrony, jaka stanowi produkcja tej fitoaleksyny [18].

PODSUMOWANIE

Przedstawione mutanty A. thaliana wskazuja, ze grzyby nekrotroficzne moga
zabija¢ komorki roslinne nie tylko poprzez wydzielanie toksyn i zaburzanie
metabolizmu tych komorek, ale sa takze zdolne, przynajmniej w niektorych
przypadkach, do manipulacji szlakami sygnatowymi gospodarza, ktére prowadza do
pozadanej dla patogendéw nekrotroficznych $mierci komorek gospodarza.
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