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Streszczenie: Czasteczka tlenu w stanie podstawowym jest stosunkowo mato reaktywna. Jednak moze
by¢ zrédlem reaktywnych pochodnych nazywanych reaktywnymi formami tlenu (RFT), produkowa-
nych zarowno w wyniku aktywnosci metabolicznej komdrki, jak i po ekspozycji roslin na r6zne czynniki
stresowe. W stopniowej, jednoelektronowej redukcji tlenu dochodzi do wytworzenia czg¢sciowo zredu-
kowanych produktow posrednich, ktorymi sa w kolejnosci: anionorodnik ponadtlenkowy (O L) nadtle-
nek wodoru (H 0,) oraz rodnik hydroksylowy (OH). Wzbudzenie czasteczki tlenu, Wystqpujqcej w
stanie trypletowym prowadzi do powstania tlenu singletowego (! 02) ktéry moze wchodzi¢ w reakcje z
alkanami, sulfidami i fenolami. Wolne rodniki — anionorodnik ponadtlenkowy i rodnik hydroksylowy,
biora udzial w wielu reakcjach — moga tworzy¢ wiazania kowalencyjne w reakcji z innymi wolnymi
rodnikami lub zapoczatkowac tancuchowa reakcj¢ wolnorodnikowa z czasteczkami nierodnikowymi. W
konsekwencji moze dojs¢ do powaznych uszkodzen zwiazkdw wielkoczasteczkowych komorki — bia-
tek, lipidow oraz kwasow nukleinowych. Najczesciej badana reaktywna forma tlenu podczas infekcji
roslin przez patogeny jest nadtlenek wodoru, ktéry jest bardziej stabilny niz inne RFT. Produkcja
reaktywnych form tlenu w komdrce gospodarza, ktéra zachodzi podczas infekcji grzybami nekrotroficz-
nymi, jest w znacznej mierze wynikiem modyfikacji i/lub zaburzenia mechanizmdéw utrzymujacych
homeostaz¢ w warunkach fizjologicznych. Do tych mechanizmoéw zalicza si¢ réznorodne systemy pro-
dukcji RFT w $cianie komodrkowej, btonie cytoplazmatycznej oraz w poszczegdlnych organellach, a
takze systemy antyoksydacyjne usuwajace nadmiar RFT powstajacych w warunkach fizjologicznych
lub jako produkty uboczne innych procesow, np. produkty uboczne metabolizmu mitochondriow, chlo-
roplastéw i peroksysoméw. RFT moga modulowa¢ procesy odpornosciowe w odpowiedzi na infekcje¢
grzybami nekrotroficznymi, moga wplywac na indukcj¢ $mierci komorki, zmiany profilu ekspresji ge-
noéw, indukcj¢ biosyntezy fitoaleksyn i rearanzacj¢ struktury sciany komérkowej. W artykule przedsta-
wiono mechanizmy powstawania reaktywnych form tlenu oraz regulacji ich aktywnosci, a takze szlaki
sygnatowe, w ktorych uczestnicza podczas oddzialywan roslin z grzybami nekrotroficznymi.

*Praca finansowana z grantéw MNiSzW nr N N302 3188 33 oraz UL nr 505/0397 i 506/0996.
Udzial SD i SG w przygotowaniu niniejszej pracy byt jednakowy.
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Summary: An oxygen molecule in its basic form is relatively nonreactive. However, it can be a source of
reactive derivatives generally called reactive oxygen species (ROS) which are produced both because of
physiological metabolic activity of the cell and after exposing a plant to various stress factors. In a gradual,
single-electron reduction of oxygen, partly reduced indirect products are generated. They comprise supero-
xide anion radical ( O "), hydrogen peroxide (H (0] ) and hydroxyl radical ( OH). An induced oxygen molecule
that occurs in triplet state results in the productlon of singlet oxygen (‘O ) which can react with alkanes,

sulphides and phenols. Free radicals — superoxide anion radical and hydroxyl radical — participate in a range
ofreactions: they can create covalence bonds in reactions with another free radical, or start a free radical chain
reaction with nonradical molecules. Consequently, a serious impairment of macromolecular compounds of
cells such as proteins, lipids and nucleic acids can occur. One of the very often investigated ROS is hydrogen
peroxide, mainly because it is more stable than other ROS. The process of generating reactive oxygen forms
in the host cell, which occurs during the infection of plant with necrotrophic fungi, is basically the result of
the modification and/or disorders of the mechanisms sustaining homeostasis in the physiological conditions.
These mechanisms include various ROS generation systems in the cell wall, plasmolemma and particularly
in organelles, as well as the antioxidative systems removing ROS surplus generated in the physiological
conditions or as the side products of other processes, e.g. side products of the metabolism of mitochondria,
chloroplasts and peroxisomes. REFT can modulate plant defence response during infection with necrotrophic
fungi, the induction of changes in gene expression profile, triggering of phytoalexins synthesis or rearrange-
ment of cell wall structure. The present article contains a review of problems connected with the origin of
reactive oxygen species, especially the mechanisms of regulation of their activity and signalling pathways
they participate during interactions of plants with necrotrophic fungi.

Key words: necrotrophic fungi, oxidative burst, plant defense response, reactive oxygen species.

WSTEP

W odpowiedzi roslin na atak grzybow nekrotroficznych, podobnie jak na czynniki
stresu abiotycznego, istotna role odgrywaja reaktywne formy tlenu — RFT (ang.
Reactive Oxygen Species), takie jak: nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy
lub tlen singletowy. Procesy, ktore zachodza podczas interakcji gospodarz-nekrotrof,
obejmuja m.in. produkcje RFT zaréwno w tkankach gospodarza, jak i w komdrkach
grzyba. Za odpornos¢ roslin na atak patogendéw biotroficznych w znacznej mierze
odpowiadaja mechanizmy opisywane w modelu gen-na-gen (ang. gene-for-gene),
ktory zaktada, ze rozpoznanie czynnikéw awirulencji patogena zachodzi poprzez
specyficzne dla niego biatka R gospodarza. Dotychczas nie wykryto takich mecha-
nizméw w oddzialywaniach roslin z patogenami nekrotroficznymi [27, 32]. Obecnie
proponuje si¢ modele mechanizmu odpornosci roslin na nekrotrofy w interakcjach
typu non-host (roslina nie jest gospodarzem w stosunku do patogena), ktore ze
wzgledu na odpowiedz gospodarza mozna podzieli¢ na dwa typy: typ I — bez
widocznych objawow makroskopowych oraz typ II, w ktérym wystepuja ograniczone
nekrozy, przypominajace odpowiedz nadwrazliwosci — HR (ang. Hypersensitive
Response) w odpornosci typu gen-na-gen [38].

W badaniach nad infekcja roslin przez patogeny najwigksze zainteresowanie
wsrdd reaktywnych form tlenu budzi nadtlenek wodoru. Jest on bardziej stabilny
niz inne RFT, tatwo dyfunduje przez blony komodrkowe, a ponadto wykazano, ze
przenika przez akwaporyny blony komoérkowej [17]. Nadtlenek wodoru moze by¢
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wykorzystywany przez peroksydazy, jako utleniacz réznych substratow, w tym
zwiazkow fenolowych, prekursorow ligniny, auksyn i metabolitéw wtornych [40].

REAKTYWNE FORMY TLENU W KOMORKACH
GOSPODARZA

Podczas infekeji roslin przez grzyby nekrotroficzne powstawanie reaktywnych
form tlenu jest indukowane zaréwno bezposrednio przez dostarczane do komorki
gospodarza toksyny patogena, jak i posrednio — w wyniku aktywacji specyficznych
szlakow sygnatowych gospodarza, obejmujacych miedzy innymi naplyw jondw wapnia
oraz aktywacj¢ bialek G i Rac. Pozostaje nierozstrzygniete, czy w indukcji odpowiedzi
na atak nekrotroféw biora udziat receptory — wskazuje si¢ m.in. na mozliwosé
zaangazowania w tym procesie bialek zawierajacych domene TIR (ang. 7oll/IL-
1R domain) [56]. Zidentyfikowano liczne, niespecyficzne toksyny produkowane przez
grzyby, ktore wykazuja aktywnos¢ fotouczulaczy indukujacych produkcje reaktyw-
nych form tlenu w wyniku wzbudzenia $wiatlem. Naleza one do grupy peryleno-
chinonéw rozpuszczalnych w thuszezach, np. cerkosporyna, elzynochrom czy altero-
toksyna I [14, 31]. Zwiazki te podczas wzbudzenia przez swiatlo ulegaja przeksztal-
ceniu we wzbudzona forme singletowa, przechodzaca nastgpnie w bardziej stabilng
forme trypletowa. Forma trypletowa moze ulega¢ jednej z dwdch typow reakeji: w
reakcji typu I forma trypletowa zostaje zredukowana do rodnika przez dodatkowy
reduktor, a powstajacy rodnik redukuje tlen, dajac anionorodnik ponadtlenkowy, za$
w reakcji typu Il forma trypletowa przekazuje energi¢ wzbudzenia bezposrednio na
tlen, dajac tlen singletowy. Utworzone RFT dokonujg peroksydacji lipidow blony
komarkowej, prowadzac do jej uszkodzenia i w konsekwencji do Smierci komorki.
Sa one takze gldéwnymi czynnikami odpowiedzialnymi za toksycznosé peryleno-
chinondéw [13].

Oproécz indukcji reaktywnych form tlenu przez toksyny grzybowe, w wielu
przypadkach obserwowano gwaltowny wzrost ich stgzenia w $cianie komodrkowej,
mitochondriach i/lub plastydach komoérek gospodarza zwany wybuchem tlenowym
(ang. Oxidative Burst). Obserwowano zarowno wybuch jednofazowy, jak i
dwufazowy, np. u fasoli podczas infekcji przez Botrytis cinerea [61]. W niektdrych
przypadkach wybuch tlenowy zdaje si¢ wptywac negatywnie na rozwoj grzybow
patogennych, np. Sclerotinia sclerotiorum moze produkowaé kwas szczawiowy,
ktéry funkcjonuje jako supresor reaktywnych form tlenu [64]. Wybuch tlenowy jest
przewaznie elementem procesow prowadzacych do $mierci komoérek gospodarza i
sprzyja wzrostowi patogena, ale nalezy zaznaczy¢, ze istniejg rdwniez dowody
wskazujace na brak znaczenia wybuchu tlenowego dla podatnosci roslin na infekcje
przez patogeny nekrotroficzne [20, 23].

Enzymy zaangazowane w generowanie wybuchu tlenowego to przede wszystkim
oksydazy NADPH [59, 60], ktore sa zlokalizowane transblonowo w plazmolemie i
katalizuja reakcje redukcji tlenu czasteczkowego z wykorzystaniem NADPH jako
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zrodla elektronow. Stanowia one zréznicowana grupe biatek, ktorych homologi odkryto
u roslin, zwierzat i grzybow, a takze u niektdrych Protista [6]. Wszystkie oksydazy
NADPH wykazuja podobienstwo strukturalne — maja zwykle szes¢ domen
transblonowych (w zwierzecych oksydazach typu DUOX wystepuje dodatkowa domena
transblonowa) z dwoma miejscami wiazacymi hem oraz cytoplazmatyczne miejsce
wigzace NADPH [6, 28, 52, 57]. Roslinne oksydazy NADPH zawieraja motyw dloni
EF — domeng o strukturze helisa-petla-helisa, ktéra powoduje zmiany konformacyjne
biatek pod wplywem jonéw Ca’" i umozliwia regulacje aktywnosci enzymu poprzez
zmiany stezenia jonéw wapnia. Oksydazy NADPH pehnig zréznico-wane funkcje nie
tylko w odpowiedzi ro$lin na infekcje, ale takze w regulacji réznicowania ksylemu lub
aktywnosci aparatow szparkowych [4, 30, 49]. Wybuch tlenowy jest zwykle poprzedzony
naptywem do komorki jondw wapnia, ktore sg jednym z gléwnych przekaznikéw sygnatu
w réznych procesach zachodzacych w komdrkach (ryc. 1). W warunkach in vitro
wykazano, ze aktywnos¢ oksydaz NADPH moze by¢ bezposrednio stymulowana przez
stosunkowo duze stezenie jondéw Ca®’, w zakresie 50 uM — 10 mM [51], co wyklucza
mozliwos¢ udzialu tego mechanizmu in vivo. Jednak, wykazano, ze zwigkszenie poziomu
jonéw Ca®>" w cytozolu jest rzeczywiscie wymagane do produkcji RFT przez rosliny
[9]. Ponadto wykazano, ze indukcja aktywnosci enzymatycznej oksydaz NADPH u
Arabidopsis thaliana jest wynikiem fosforylacji dwoch reszt serynowych na ich N-
koncach [29, 39] w wyniku dzialania kinazy bialkowej zaleznej od wapnia — CDPK
(ang. Calcium-Dependent Protein Kinase) [29]. Fosforylacja powoduje zmiany
konformacyjne w domenie N-koncowej, co umozliwia wiazanie GTPazy Rac i indukcje
aktywnosci enzymatycznej. Produkowany w wyniku aktywnosci oksydazy nadtlenek
wodoru powoduje dodatkowy naptyw jonéw Ca*", ktére pehnia funkcje inhibitora wigzania
GTPazy z bialkiem Rac [65]. Natomiast w przypadku produkcji reaktywnych form tlenu
w wyniku aktywnosci peroksydaz $ciany komorkowej stwierdzono, ze oprocz naptywu
jonéw wapnia do wnetrza komorki, istotne znaczenie ma wyptyw jonéw K do apoplastu
[15]. Naplyw jondéw wapnia z apoplastu do cytozolu jest zalezny od aktywnosci
transblonowych kanaléw bramkowanych cyklicznymi nukleotydami — CNGCs (ang.
Cyclic Nucleotide Gated Channels), ktére maja domene wiazaca kalmoduling.
Zaproponowano model produkcji RFT, w ktorym percepcja elicytora patogena powoduje
otworzenie kanalow wapniowych zbudowanych z CNGC2, wywolujac naptyw jonow
Ca*" do komorki. To z kolei wywoluje aktywacje kalmoduliny lub biatka podobnego do
kalmoduliny i w tym samym czasie zamykanie kanatléw. Jednoczesnie, kalmodulina
aktywuje syntaze tlenku azotu, powodujac produkcje tlenku azotu, co prowadzi do
odpowiedzi nadwrazliwosci zaleznej od tlenku azotu oraz nadtlenku wodoru [1]. Model
ten zostal potwierdzony u mutanta 4. thaliana cpr22, charakteryzujacego si¢ ekspresja
chimerowego biatka AtCNGC11/12, u ktérego wykazano konstytutywna aktywacje
programowanej $mierci komérki w sposob zalezny od stezenia jonéw Ca®* [62].
Innym zrédtem RFT w wybuchu tlenowym podczas odpowiedzi A. thaliana na
elicytor Fusarium oxysporum moga by¢ enzymy Sciany komoérkowej: peroksydazy,
oksydazy szczawianowe i oksydazy aminowe [8]. Nadtlenek wodoru produkowany przez
te enzymy bierze udziat zarbwno we wzmacnianiu sciany komérkowej i tworzeniu papilli,
jak rowniez funkcjonuje jako czasteczka sygnalowa. Oksydazy szczawianowe sa
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RYCINA 1. Indukcja wybuchu tlenowego w scianie komdérkowej gospodarza. W wyniku rozpoznania
patogena w komorce roslinnej dochodzi m.in. do produkcji cAMP, aktywacji bialek Rac i przeptywu
jonow przez btong komoérkowa. Naptyw jondw wapnia z apoplastu do cytoplazmy jest zalezny przede
wszystkim od aktywnosci transblonowych kanatéw bramkowanych cyklicznymi nukleotydami (CNGC).
Ponadto, obserwuje si¢ wyptyw jonoéw potasu i chloru, co powoduje podwyzszenie pH Sciany
komoérkowej. Peroksydazy sciany komérkowej sa odpowiedzialne za utlenianie szeregu substratow z
wykorzystaniem nadtlenku wodoru jako utleniacza. Jednak w obecnosci odpowiednich reduktorow
peroksydazy moga produkowac nadtlenek wodoru. Proces ten jest zalezny od naptywu jonow potasu
i/lub alkalizacji apoplastu. Aktywacja oksydaz NADPH zalezna od jonéw wapnia, CDPKs i bialek Rac
rowniez prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu. Reaktywne formy tlenu wplywaja na stan
fizjologiczny komorki, aktywnos¢ bialek oraz ekspresj¢ gendéw poprzez wywolywanie uszkodzen
oksydacyjnych wielkoczasteczkowych sktadnikow komorki. Skroty: cAMP — cykliczny adenozynomono-
fosforan; CNGC — kanat jonowy bramkowany cyklicznymi nukleotydami; CDPK — kinaza bialkowa
zalezna od wapnia; Rac — biatko z rodziny GTPaz

FIGURE 1. Induction of oxidative burst in the host cell wall: In plant cell production of cAMP, Rac
protein activation and ion fluxes through the plasma membrane occur as the consequence of pathogen
recognition. Calcium influx from the apoplast to the cytosol is in the great measure dependent on activity
of transmembrane cyclic nucleotide-gated channels (CNGCs). Moreover, there can be observed potas-
sium and chlorine ions influx, which triggers alkalization of the cell wall. Peroxidases of the cell wall are
responsible for the oxidation of a large number of substrates using hydrogen peroxide as an oxidant.
However, in the presence of appropriate reductors, peroxidases can produce hydrogen peroxide, which
depends on potassium influx and/or alkalization of the apoplast. Activation of NADPH oxidases depends
on calcium ions, CDPKs and Rac proteins. Reactive oxygen species affect the physiological state of the
cell, proteins and gene expression through the oxidative damage of high molecular weight compounds of
the cell. Abbreviations: cAMP — cyclic adenosine monophosphate; CNGC — cyclic nucleotide-gated
channels; CDPK — calcium-dependent protein kinase; Rac — protein of GTPases family
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glikoproteinami, ktére tworza ztozone, wielopodjednostkowe kompleksy, katalizujace
utlenianie szczawianow do dwutlenku wegla, z jednoczesnym wytworzeniem nadtlenku
wodoru. Aktywnos¢ tych enzymoéw stwierdzono u wielu roslin, w tym u jeczmienia,
buraka cukrowego, sorgo, kukurydzy, owsa, zyta i ryzu [58]. Miedziowe oksydazy
aminowe katalizuja utlenianie amin do aldehydéw z wydzieleniem amoniaku i nadtlenku
wodoru. Oksydazy te zlokalizowane sa w duzych ilosciach w $cianach komorkowych
roslin dwulisciennych, przede wszystkim u Leguminosae, lecz ich obecno$¢ stwierdzono
m.in. takze u A. thaliana. Natomiast u roslin jednolisciennych powszechne sa oksydazy
poliaminowe [12]. Peroksydazy hemowe klasy III zlokalizowane sa w macierzy $ciany
komorkowej, a takze wakuolach. Enzymy te wystepuja powszechnie u roslin w wielu
izoformach i w cyklu peroksydacji katalizuja utlenianie duzej liczby substratow, m.in.
zwiazkow fenolowych, prekursoréw ligniny, auksyn i metabolitéw wtornych z
wykorzystaniem nadtlenku wodoru, jak rowniez moga produkowa¢ RFT w
alternatywnym cyklu, w ktorym posrednicza takze dodatkowe zwiazki w postaci
odrgbnych reduktoréw, np. zwiazkéw tiolowych R-SH i ich rodnikéw [2]. Funkcja
fizjologiczna peroksydaz hemowych jest zwiazana przede wszystkim z sieciowaniem i
rearanzacja struktury polimerow $ciany komorkowej, w tym ligniny i suberyny, co jest
istotne we wzroscie wydluzeniowym korzeni, kietkowaniu nasion, a takze w tworzeniu
papilli [7, 48]. Z kolei na przykladzie peroksydazy klasy IIl wyizolowanej z tataraku,
wykazano, ze enzymy te mogg ograniczaé wzrost i powodowa¢ powazne zaburzenia
w morfologii strzgpek patogennych grzybow Macrophomina phaseolina, Trichosporium
vesiculosum 1 Fusarium moniliforme [22].

PERCEPCJA REAKTYWNYCH FORM TLENU

Mechanizm dzialania reaktywnych form tlenu jako czasteczek sygnalowych w
szlakach przekazywania sygnatow zwigzanych z interakcjami roslin z grzybami
nekrotroficznymi jest w znacznej mierze niewyjasniony. Podstawa przekazywania
sygnatu moze by¢ zmiana aktywnos$ci biatek docelowych poprzez utlenienie reszt
tiolowych cysteiny lub utlenianie reszt innych aminokwasow — tyrozyny, tryptofanu
lub histydyny [18]. Jesli w reakcji biora udziat dwie reszty cysteiny proces ten moze
prowadzi¢ do utworzenia mostka dwusiarczkowego albo do utlenienia grupy tiolowej
do -SOH, -SO_H lub -SO,H — zaleznie od wartosci rownowagowego potencjatu
redoks i dostgpnosci oksydanta. Poniewaz reszty tiolowe poszczegdlnych biatek
roéznia si¢ rownowagowymi potencjatami redoks, istnieje mozliwos¢ precyzyjnej
regulacji ich aktywnosci w zaleznosci od wewnatrzkomorkowego stanu redoks [24].
Mostki dwusiarczkowe moga zosta¢ ponownie zredukowane przez tioredoksyny lub
glutaredoksyny, a reszty -SOH przez sulfiredoksyny — zapewnia to mechanizm
odwracalnej modyfikacji biatek poprzez ich utlenienie. Mechanizm ten wydaje si¢
by¢ wydajnym sposobem regulacji ich aktywnosci, pozwalajacym na wykorzystanie
tego procesu w kaskadach sygnatowych [50].
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Z przekazywaniem sygnatu zwiazanego z dziatlaniem RFT jest zwiazana
aktywacja kaskady MAP kinaz — MAPKs (ang. Mitogen-Activated Protein
Kinases), ktore podczas odpowiedzi obronnej fosforyluja czynniki transkrypcyjne,
wywolujac zmiane profilu ekspresji genow [35]. U Arabidopsis thaliana zrekonstru-
owano kaskady ANP1-AtMEK4-AtMPK3 oraz ANP1-AtMEKS-AtMPK6, w
ktérych ANP1 moze by¢ bezposrednio aktywowana przez nadtlenek wodoru [43].
Aktywnos¢ AtMPK3 oraz AtMPK6 wykazano m.in. podczas infekcji B. cinerea,
gdzie indukuja ekspresje gendw kodujacych enzymy szlaku syntezy kamaleksyny.
Dodatkowo, o zaangazowaniu tych kinaz w reakcj¢ obronng przeciw B. cinerea
Swiadczy obnizenie odpornosci mutantdw mpk3 1 mpk6 [44]. Wykazano rowniez,
ze nadtlenek wodoru aktywuje kinazy OXI1 (ang. Oxidative Signal-Induciblel)
oraz AtNDPK2 (ang. Arabidopsis thaliana Nucleoside Diphosphate Kinase 2)
potrzebne do efektywnej indukcji kaskad AtMPK3 i AtMPK6 (ang. Arabidopsis
thaliana Mitogen-activated Protein Kinase) [45].

Reaktywne formy tlenu moga rowniez wpltywac na aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych patogenow, co wykazano na przykladzie YAP1 (ang. Yeast-
Associated Protein 1) wystepujacego u drozdzy oraz u biotroficznego patogena
kukurydzy Ustilago maydis. Pod wptywem nadtlenku wodoru YAP1 jest utleniane
przez bialko Gpx3 podobne do peroksydazy glutationu i powoduje utworzenie
wewnatrzczasteczkowych mostkow dwusiarczkowych, ktore zmieniaja konformacje
czynnika transkrypcyjnego YAP1 i umozliwiajg jego transport do jadra [36]. U roslin
natomiast wykazano indukcje czynnika transkrypcyjnego TGA1 przez bialko NPR1
(ang. Nonexpresser of PR Genes 1) wywotang przez zmiang komoérkowego stanu
redoks. W postaci nieaktywnej NPR1 wystepuje w formie polimeru, ktorego
podjednostki sa potaczone miedzyczasteczkowymi mostkami dwusiarczkowymi.
Redukcja mostkow dwusiarczkowych powoduje uwolnienie monomerow NPR1, ktore
po translokacji do jadra aktywuja TGAI i indukuja ekspresj¢ genéw PR [37].
Wskazuje si¢ takze na mozliwos¢ aktywacji czynnikdéw transkrypcyjnych szoku
cieplnego — HSTFs (ang. Heat Shock Transcription Factors) poprzez tworzenie
migdzyczasteczkowych mostkéw dwusiarczkowych i formowanie dimerdéw aktyw-
nych kompleksow. Wigkszo$¢ dostepnych danych pochodzi z badan nad HSTFs
ssakdéw, Drosophila melanogaster oraz drozdzy, lecz istnieja przyklady silnej
ekspresji genow kodujacych te czynniki u roslin pod wptywem nadtlenku wodoru
[34]. Ponadto stwierdzono wpltyw RFT na ekspresj¢ innych genow w badaniach
nad zmianami profili ekspresji genéw pod wplywem wybuchu tlenowego, m.in. u
A. thaliana obserwowano pigciokrotny wzrost ekspresji 3 925 gendéw [19].

ROLA RFT W ODDZIALYWANIACH ROSLIN
Z PATOGENAMI NEKROTROFICZNYMI

Jednym z najczesciej badanych grzybdw nekrotroficznych jest B. cinerea, ktory
wywoluje chorobg zwang szara zgnilizng u ponad 200 réznych gatunkéw roslin.
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Dysponuje on bogatym zestawem enzymdow pomagajacych skolonizowaé tkanke
roslinng (wsrod nich kutynazami, lipazami i pektynazami), a takze toksynami
specyficznymi wzgledem gospodarza (ang. host specific toxins), z ktorych najlepiej
poznang jest botrydial [63]. Ponadto, istnieja przestanki wskazujace, ze podczas
infekcji patogen ten aktywuje u roslin wybuch tlenowy, inicjujacy programowana
$mier¢ komoérek. Wykazano, ze komoérki A. thaliana akumuluja nadtlenek wodoru
i anionorodnik ponadtlenkowy 6 godzin po inokulacji sporami lub elicytorem B.
cinerea, a nastepnie widoczne staja si¢ objawy charakterystyczne dla odpowiedzi
nadwrazliwosci. Zarowno dodanie katalazy, jak i DPI (inhibitor oksydaz NADPH)
hamuje tworzenie nekroz na lisciach, co sugeruje, ze RFT sa odpowiedzialne za
indukcj¢ programowanej sSmierci komorki. Natomiast u mutanta A. thaliana dndl,
ktéry nie wykazuje HR, nekrozy nie powstaja, a wzrost patogena zostaje zaha-
mowany [23]. Chociaz B. cinerea wywoluje u A. thaliana wybuch tlenowy
powiazany z inicjacja HR, wykorzystujac to zjawisko do skutecznej kolonizacji
gospodarza, istnieja przestanki, ze RFT moga by¢ rowniez zaangazowane w reakcje
obronna roslin przeciw temu grzybowi. Transformowane rosliny A. thaliana z
genem peroksydazy FBP1 w orientacji antysensowej, wykazuja obnizona ekspresje
peroksydaz zaangazowanych w wybuch tlenowy, a w konsekwencji, mniejsza
akumulacje¢ nadtlenku wodoru. Rosliny te okazuja si¢ znacznie bardziej podatne na
infekcje B. cinerea niz rosliny typu dzikiego [8]. Rowniez badania nad pomidorem
wskazuja na udziat RFT w obronie przed tym patogenem. Okazuje si¢, ze podczas
infekeji przez B. cinerea, akumulacja H,O, w roslinach pomidora mniej podatnych
nastgpuje wczesniej niz u kultywaru bardziej podatnego. Co wigcej, u roslin mniej
podatnych w apoplascie dochodzi do szybkiego wzrostu aktywnos$ci peroksydaz
wzgledem substratow charakterystycznych dla izoenzymow odpowiedzialnych za
lignifikacje, a tym samym za wzmacnianie $ciany komorkowej [41]. Ponadto u
pomidora inokulowanego sporami B. cinerea traktowanego o-hydroksyrutyna, u
ktérego dochodzi do zwigkszonej produkeji RFT, nekrozy wywotywane przez grzyb
obejmujg mniejszy obszar liscia w poréwnaniu z kontrolag. W dodatku obserwuje si¢
obnizong efektywnos¢ kietkowania spor patogena, co najprawdopodobniej pozwala
roslinie na mobilizacje odpowiedzi obronnej. Przemawia za tym istotne zwigkszenie
aktywnosci peroksydaz, sugerujac mozliwos¢ ich udzialu we wzmacnianiu $ciany
komodrkowej [33]. Wykazano, ze mutanty B. cinerea z delecja genu miedziowo-
cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej BCSODI (ang. Botrytis cinerea Superoxide
Dismutase 1) charakteryzuja si¢ istotnie zmniejszong wirulencja w stosunku do
Phaseolus vulgaris. 7. jednej strony mozna to thumaczy¢ zwigkszong akumulacja
anionorodnika ponadtlenkowego w komorkach patogena prowadzaca do stresu
oksydacyjnego lub brakiem ochrony przed wysokim stezeniem anionorodnika
ponadtlenkowego wytwarzanym przez rosling. Z drugiej strony, zakladajac, ze
produkcja H,O, przez BCSODI1 ma zwiazek z indukcja HR u roslin, mutant
Abcsodl moze by¢ pozbawiony istotnego czynnika wirulencji [47].

S. sclerotiorum, nekrotroficzny patogen ponad 300 gatunkow roslin, ktéry jest
spokrewniony z B. cinerea, wydziela podczas infekcji niespecyficzna wzgledem
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gospodarza toksyng — kwas szczawiowy, ktory w niewyjasniony dotychczas sposob
hamuje wybuch tlenowy w roslinie. Kwas szczawiowy ponadto obniza pH $ciany
komorkowej rosliny oraz chelatuje kationy wapnia wystepujace w kompleksie z
pektynami, stwarzajac tym samym odpowiednie warunki dla aktywnosci enzymow
pektynolitycznych wydzielanych przez grzyba. Wykazano, ze kwas szczawiowy jest
niezbedny dla wirulencji tego grzyba [25]. Rosliny tytoniu typu dzikiego wykazuja
duza aktywnos¢ katalazy i akumuluja umiarkowane ilosci RFT jedynie w trakcie
pierwszych 24 godzin po inokulacji S. sclerotiorum. Natomiast tyton transgeniczny,
z ekspresja genu dekarboksylazy szczawianu z Trametes versicolor, 24 godziny po
inokulacji wykazuje bardzo niska aktywnos¢ katalazy i wytwarza duze ilosci
nadtlenku wodoru. Na tych roslinach wzrost grzyba S. sclerotiorum jest wolniejszy
niz na roslinach dzikich. Nie mozna jednak tego zjawiska przypisa¢ bezposrednio
toksycznemu dziataniu nadtlenku wodoru, poniewaz S. sclerotiorum w warunkach
in vitro toleruje nawet znaczne stezenia RFT. Interesujace, ze transgeniczny tyton
CAT1AS z obnizong aktywnoscig katalazy, chociaz produkuje znaczne ilosci H)O,,
nie wykazuje zwigkszonej odpornosci na infekcj¢ tym patogenem [64]. Transgeniczne
rosliny stonecznika z ekspresja genu oksydazy szczawianu pszenicy, ktora utlenia
kwas szczawiowy do nadtlenku wodoru i CO, réwniez wykazuja zwigkszong
odpornos¢ na infekcje S. sclerotiorum. Stwierdzono u nich zwigkszony poziom
akumulacji nadtlenku wodoru i kwasu salicylowego, a takze zwigkszong ekspresje
m.in. genow PR-5 i defensyny bez inokulacji patogenem. Ponadto rosliny wykazuja
fenotyp typu ,.lesion mimic” ze $mierciag komérek podobng do HR. Jednak za ten
fenotyp niekoniecznie jest odpowiedzialny zwiekszony poziom nadtlenku wodoru,
poniewaz jego egzogenne podanie nie wywoltuje $mierci komorek, lecz indukuje
ekspresje genow obrony [26].

Wydaje sig, ze nekrotroficzny grzyb Alternaria alternata rbwniez moze wykorzys-
tywaé produkcje RFT do skutecznej kolonizacji komorek gospodarza. Wykazano
indukcje ultrastrukturalnych zmian w blonie komdrkowej komoérek gruszy przez
specyficzna toksyne AK-1 z A. alternata. W miejscach, w ktérych blona komérkowa
byla najbardziej uszkodzona, stwierdzono akumulacj¢ nadtlenku wodoru. Zmiany byly
najbardziej widoczne w komorkach roslin kultywaru wrazliwego [55]. Wykazano
réwniez akumulacj¢ RFT w sporach, strzgpkach rostkowych, przycistkach (appres-
sorium) A. alternata a takze w $cianach komorkowych i blonach komdrkowych w
podatnych lisciach roslin gruszy, lecz nie podczas infekcji lisci roslin odpornych [54].

U czgsciowo odpornych roslin rzepaku inokulowanych zarodnikami Alternaria
brassicae 48 godzin po inokulacji wykazano wzrost zawartosci kilku bialek
detoksyfikujacych RFT, tj. peroksyredoksyng, peroksydaze glutationu, reduktaze
dehydroaskorbinianu oraz bialek GLP (ang. Germin-Like Protein). Prawdopodobnie
GLPs petnia role zewnatrzkomdrkowych SOD. Innym biatkiem, ktorego wzmozong
ekspresje stwierdzono w linii rzepaku tolerancyjnej na A. brassicae, jest kinaza
NDPK zaangazowana w przekazywanie sygnatu w warunkach stresu abiotycznego;
u A. thaliana stwierdzono, ze nadekspresja AINDPK2 daje odpornos¢ na rdézne
czynniki stresowe i obnizong akumulacj¢ RFT [53].
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Reaktywne formy tlenu moga wplywaé na indukcje $mierci komorki, zmiany
profilu ekspresji gendw, indukcj¢ biosyntezy fitoaleksyn lub rearanzacje struktury
$ciany komorkowej. Czesto podczas reakcji obronnej rosliny dochodzi do aktywacji
szlaku syntezy zwiazkow fenylopropanowych, ktore sa prekursorami ligniny i
suberyny oraz fitoaleksyn — niskoczasteczkowych zwiazkdw, ktore wywieraja toksyczny
efekt na patogeny [67]. Istnieja dowody wskazujace na zaangazowanie RFT w indukcje
tych reakcji. Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego jest niezbedne do akumulacji
fitoaleksyn podczas odpowiedzi odpornosciowej komdrek tytoniu [42]. Podczas infekcji
A. thaliana przez F. oxysporum stwierdzono korelacj¢ pomigdzy wytwarzaniem RFT
i synteza kamaleksyny pod wplywem toksyny tego grzyba — kwasu fuzarynowego
[11]. Wykazano réwniez, ze mutant 4. thaliana esal (ang. Enhanced Susceptibility
to Alternarial) wykazuje znacznie obnizony poziom biosyntezy kamaleksyny oraz
defensyny PDF1.2 w odpowiedzi na zwiazki indukujace tworzenie RFT. Ponadto
stwierdzono, ze mutanty esal wykazuja obnizona odpornos¢ na grzyby nekrotroficzne,
tj. Alternaria brassicicola, B. cinerea i Plectosphaerella cucumerina oraz nie sa
zdolne do syntezy kamaleksyny rowniez w odpowiedzi na Leptosphaeria maculans
[10]. Inny mutant 4. thaliana, upsli, podczas infekcji B. cinerea wykazywat obnizona
ekspresje genow indukowanych przez RFT i obnizong akumulacje¢ kamaleksyny [16].
Badania prowadzone na roslinach pomidora odpornych i podatnych na atak B. cinerea
(w tym mutancie pomidora o obnizonej zdolnosci do akumulacji kwasu abscysynowego
i zwigkszonej odpornosci na infekcje przez B. cinerea) wykazaly, ze wybuch tlenowy
u tych pierwszych zachodzi wezesniej, a ponadto dochodzi u nich takze do silniejszej
aktywacji peroksydaz w apoplascie zaangazowanych w przebudowe $ciany
komorkowej [S]. Podobnych wynikéw dostarczyly badania nad odpowiedzia obronng
odpornych odmian slonecznika na atak Alternaria helianthi, rosliny podatne réwniez
wykazywaly wczesniejsza aktywacje ekspresji réznych izoform peroksydaz $ciany
komorkowej [3]. Z drugiej strony, badania nad oddziatywaniem A. thaliana i B.
cinerea moga sugerowac, ze w wielu przypadkach wybuch tlenowy i modyfikacje
sciany komorkowej nie wplywaja na poziom odpornosci roslin na grzyby nekrotroficzne.
Wykazano, ze oligogalakturonidy uwalniane z degradowanej w trakcie ataku
nekrotrofow $ciany komodrkowej gospodarza wywoluja silny wybuch tlenowy i
skorelowana z nim akumulacje kalozy. Jednak, mutant arbohD z niefunkcjonalng
oksydaza NADPH nie wykazywal obnizonej odpornosci na B. cinerea w poréwnaniu
z roslinami typu dzikiego, pomimo braku wybuchu tlenowego i akumulacji kalozy [20].

Jak dotad zgromadzono wiele dowodow wskazujacych na istotna role RFT w
indukowaniu $mierci komorki [21]. Jednym z czynnikéw modulujacych aktywacje
$mierci komorki sa RFT produkowane w mitochondriach. W prawidlowo funkcjo-
nujacym tancuchu oddechowym mitochondriéw czasteczka tlenu ulega czteroelektro-
nowej redukcji przez oksydaze cytochromu c. Ze wzgledu na silne powinowactwo
cytochromu ¢ do tlenu, aktywnos¢ tego enzymu nie powoduje tworzenia zredu-
kowanych form tlenu. Jednak na wczesniejszych etapach tancucha oddechowego,
moze dojs¢ do ich produkeji przez dehydrogenaze NADH (kompleks I), a takze
przez semiubichinonowa forme¢ koenzymu Q (kompleks III). Nawet w warunkach
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fizjologicznych, niemal 2% tlenu zuzywanego przez mitochondria zostaje
wykorzystane do produkcji anionorodnika ponadtlenkowego, a nastgpnie nadtlenku
wodoru przez dysmutazy ponadtlenkowe [46]. W badaniach interakcji pomigdzy
owsem a grzybem Cochliobolus victoriae stwierdzono m.in., ze jego toksyna
wiktoryna indukuje produkcj¢ RFT w mitochondriach, a zastosowanie ,,zmiataczy”
reaktywnych form tlenu powoduje supresje mitochondrialnego wybuchu tlenowego
oraz prowadzi do opdznienia objawow $mierci komorki, takich jak degradacja DNA
i kondensacja chromatyny [66].
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