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REAKTYWNE FORMY TLENU W ROSLINACH — WIECEJ NIZ TRUCIZNA

WPROWADZENIE

Pojawienie si¢ organizmow zdolnych do
przeprowadzania fotosyntezy oksygenicznej
(czyli takiej, w wyniku ktorej powstaje O,)
okazalo sie przelomowym wydarzeniem dla
ewolucji zycia na Ziemi, doprowadzito bo-
wiem do zmiany skltadu atmosfery. Jedna z
jej z konsekwencji bylo upowszechnienie si¢
wydajnego energetycznie metabolizmu tleno-
wego, ktory jednakzie wiaze si¢ z powstawa-
niem niepozadanych produktéw ubocznych
— reaktywnych form tlenu (ang. reactive
oxygen species, ROS) (HALLIWELL 2006). ROS
moga uszkadza¢ skladniki komorek, a ich
nadmierna produkcja prowadzi do Smierci
komorek (AHMAD i wspotaut. 2008). W orga-

nizmach zywych ROS pelnia takze pozytecz-
ne funkcje, bowiem uczestnicza w transduk-
cji sygnalow oraz w odpowiedzi na atak pa-
togenu (BREUSEGEM i wspotaut. 2008). Scista
regulacja stezenia ROS w zaleznoSci od wa-
runkow Srodowiska, etapu rozwoju, organu,
tkanki i typu komorek jest kluczowa dla pra-
widlowego rozwoju roslin. Jak skomplikowa-
nym problemem badawczym jest poznanie
roli ROS w roSlinach niech zasSwiadczy fakt,
iz u Arabidopsis thaliana do tej pory odkry-
to 289 genow kodujacych enzymy odpowie-
dzialne za generowanie i usuwanie ROS (GE-
CHEV i wspotaut. 2000).

RODZAJE ROS I ICH REAKTYWNOSC

Tlen czasteczkowy w stanie podstawo-
wym jest pierwiastkiem o nietypowej konfi-
guracji elektronowej, odpowiadajacej za jego
niska reaktywnoS¢. Jest on birodnikiem, po-
siada dwa niesparowane elektrony o rowno-
legtych spinach na dwoch antywiazacych or-
bitalach #n*2p. W polu magnetycznym posia-
da trzy poziomy energetyczne, z tego wzgle-
du nazywany jest takze tlenem tripletowym
(*0,) (HALLIWELL 20006).

Tlen tripletowy moze ulega¢ wzbudze-
niu, ktore wiaze sic z odwroceniem spinu
jednego z elektronoOw na orbitalu ©*2p. W
jego wyniku powstaje tzw. tlen singletowy,
'0,. Zniesienie zakazu spinowego powoduje

znaczng reaktywnosSC¢ 'O, (TRIANTAPHYLIDES i
HAVAUX 2009). Uwaza sie, iz 'O, jest glowna
reaktywna forma tlenu odpowiedzialna za
uszkadzanie skladnikéw komorek liSci oraz
indukowana Swiatlem utrate aktywnosci fo-
tosystemu II (PS II) (KRIEGER-LISZKAY i wspot-
aut. 2008, TRIANTAPHYLIDES i HAVAUX 2009).
Tlen czasteczkowy moze takze ulegal re-
dukgji. Pelna, czteroelektronowa redukcja tle-
nu prowadzi do powstania czasteczki wody.
W wyniku jednoelektronowej redukcji tlenu
powstaje anionorodnik ponadtenkowy (O,)
oraz, po przylaczeniu kationu wodoru, rodnik
wodoronadtenkowy (HO,). Obydwie formy
moga ulega¢ reakcji dysmutacji prowadzacej
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do powstawania nadtlenku wodoru (H,0)) i
O, (GECHEV i wspotaut. 2006). Reakcja H,0O,
z jonami metali przejSciowych (np. Fe*, Cu"),
tzw. reakcja Fentona, prowadzi do powstawa-
nia rodnika hydroksylowego (OH). Jony metali
maja tendencje do wiazania si¢ na powierzchni
bialek oraz DNA i moga stanowic¢ tam ,centra
produkcji” OH. Z tego wzgledu rosliny wytwa-
rzaja szereg biatek, np. metalotioneiny i ferryty-
ny, ktore sa zdolne do wiazania jonOw metal,
oraz zwiazki chelatujace (KOHEN i NYSKA 2002,
EDREVA 2005, BARTOSZ 2008) (Tabela 1).

Reaktywna forma tlenu jest takze ozon
(0,), cho¢ jego wystgpowanie w troposferze
wiaze si¢ przede wszystkim z zanieczyszcze-
niem powietrza wywolanym przez cztowieka
(BARTOSZ 2008). Za ROS mozna takze uwazac
zwiazki powstajace w wyniku reakcji ktorejs
z wyzej wymienionych form z czasteczkami
organicznymi, np. rodnik alkoksylowy (RO,
gdzie R to reszta kwasu tluszczowego), rod-
nik nadtlenkowy (ROO) czy wodoronadtle-
nek (ROOH) (BARTOSZ 2008).

Tabela 1. Najwazniejsze reaktywne formy tlenu (wg DAVIES 2003, CADET i wspotaut. 2006, GECHEV
i wspotaut. 2006, BARTOSZ 2008, TRIANTAPHYLIDES i HAVAUX 2009).

Rodzaj ROS Wiasnosci i reaktywnosc

Tlen singletowy 'O,
kami

— czas zycia na tyle dlugi (4 us w wodzie), by mogta reagowac z innymi czastecz-

— indukuje peroksydacje¢ lipidow

— uszkadza biatka, reszty Trp, Tyr, His, Met i Cys sa szczegOlnie podatne na utle-

nienie

— utlenia DNA, gtéwnie guanine

— utlenia chlorofil

— utlenia inne zwiazki zawierajace wiazania nienasycone, tworzac cykloaddukty,
wodoronadtlenki oraz endoperoksydy

Anionorodnik  ponad-
tlenkowy O,"~

— krotki czas zycia

— uszkadza centra zelazo-siarkowe (Fe-S) w enzymach

— moze redukowac jony metali przejSciowych np. Fe?*, Cu**

— reaguje z grupami tiolowymi Cys, moze takze utlenia¢ His, Met, Trp

— moze reagowac ze zwiazkami zawierajacymi wiazania nienasycone dajac hydrok-

synadtlenki

— reaguje z tlenkiem azotu, dajac bardzo silnie utleniajacy i szkodliwy dla komorek

nadtlenoazotyn

Rodnik wodoronad-
tlenkowy HO, pH

— uprotonowana forma O,'~, wystepuje przede wszystkim w przedzialach o niskim

— moze przechodzi¢ przez btony biologiczne

— aktywnos$¢ podobna do O,'7, z uwagi na mozliwos¢ penetracji blon moze inicjo-

wac peroksydacje lipidow

Nadtlenek wodoru

HZOZ

— mniej reaktywny, relatywnie stabilny, wiekszy zasieg dziatania

— elektrycznie obojetny, moze dyfundowac przez btony

— wchodzi w reakcje z grupami tiolowymi, indolowymi, imidazolowymi, fenolowy-
mi, tioestrowymi i metionylowymi

— uszkadza klaster Mn w centrum rozkladajacym wode w PS II oraz grupy hemo-

we

Rodnik hydroksylowy

— najbardziej reaktywna forma tlenu

OH — reaguje z kazda napotkana czasteczka z szybkoScia ograniczana jedynie przez dy-

fuzje

— najmniej trwaly, jego dziatanie ograniczone jest do miejsc jego powstawania
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MIEJSCA POWSTAWANIA ROS W KOMORCE ROSLINNE]

Do najwazniejszych miejsc, gdzie w ko-
morce roSlinnej powstaja ROS naleza chlo-
roplasty, peroksysomy i mitochondria (BREU-
SEGEM i wspotaut. 2001). Udzial poszczegol-
nych organelli w produkcji ROS przedstawio-
no w Tabeli 2. Oszacowano, ze ok. 1% O, po-
chlanianego przez roSliny jest przeksztalcane
w ROS (BHATTACHARJEE 2005).

Uwaza si¢, ze u roSlin na Swietle glow-
nym zrédlem ROS sa chloroplasty - funkcjo-
nuje tam fotosyntetyczny tancuch transpor-
tu elektronow, za$ stezenie O, jest wysokie
(EDREVA 2005). ROS powstaja podczas foto-
syntezy przez caly czas, jednak ich wzmo-
zona produkcja wystepuje w warunkach, w
ktorych reakcje fazy ciemnej ,nie nadazaja”

za faza jasna i dochodzi do nadmiernej re-
dukcji elementow tancucha fotosyntetyczne-
go. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce podczas
stresu Swietlnego lub termicznego (AHMAD i
wspotaut. 2008, EDREVA 2005). Gdy reakcje
przekazywania elektronow na dalsze akcepto-
ry sa utrudnione, nastepuje wydluzenie czasu
zycia wzbudzonego chlorofilu w stanie sin-
gletowym w centrum reakcji PS II (‘P680%),
co sprzyja konwersji do stanu tripletowego
(CP680%). Zachodzi¢ moze takze rekombina-
cja ladunku pomiedzy feofityna a P680" po-
wstajacymi po przeniesieniu elektronu na
pierwotny akceptor elektronu, co rowniez
prowadzi do powstawania *P680*. Wzbu-
dzony chlorofil w stanie tripletowym moze

Tabela 2. Powstawanie ROS w komorce roSlinnej (wg CADENAS i DAVIES 2000, CORPAS i wspoOtaut.
2001, VRANOVA i wspotaut. 2002, KRIEGER-LISZKAY 2004, BHATTACHARJEE 2005, EDREVA 2005, YES-
BERGENOVA i wspotaut. 2005, GECHEV i wspotaut. 2006, KOTCHONI i GACHOMO 2006, RIO i wspol-
aut. 2006, AHMAD i wspotaut. 2008, SANG i wspotaut. 2010).

Miejsce
) Proces/enzym Rodzaj ROS
powstawania
PS II — przekaz energii wzbudzenia z ’P680* na tlen '0,
,Wyciek” elektronOw po stronie akceptorowej PS II O,
Anteny LHC II — przekaz energii wzbudzenia tripletowego stanu chlo- | o
Chloroplasty rofilu 2
Cyt b f '0,
PS I — ,wyciek” elektronow w centrach Fe-S tzw. reakcja O,
Redukcja O, przez zredukowang ferredoksyne Mehlera 0,~
Utlenianie glikolanu przez oksydaze glikolanowa H,0,
B-oksydacja kwasow thuszczowych H,0,
Peroksysomy i Oksydaza ksafltynowa . o,~
glioksyosomy Przeksztalcanie kw'asu moczowego do allantom.y . H,0,
PMPs (ang. peroxisomal membrane polypeptids) wystepujace w blo- O
nach peroksysomow, utleniajace NAD(P)H 2
Oksydazy flawinowe H,O,
»Wyciek” elektron6w w kompleksie I o, -
. . Zredukowana pula ubichinolu w blonach O, -
Mitochondria . ) . ’
,Wyciek” elektronow w kompleksie III O, -
Zewnetrzna blona mitochondrialna — oksydaza monoaminowa H,O,
Retikulum endo- Reakcje detoksykujace przeprowadzane przez cytochromy, zwlaszcza cy- O~
plazmatyczne tochrom P 2
Oksydaza aldehydowa H,0,
Cytoplazma Reakcje detoksykujace przeprowadzane przez cytochromy, zwlaszcza cy- O.-
tochrom P 2
Blona komorko- o o+ daza NADPH 0,
wa
Peroksydazy zalezne od pH zwiazane ze Sciana komorkowa H,O,
Apoplast Oksydazy aminowe H,O,
Oksydaza szczawianowa (podobna do germiny) H,0,
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z kolei przekazac¢ energie na °0O,, w wyniku
czego powstaje 'O, (TRIANTAPHYLIDES i HA-
VAUX 2009). Nadmierna redukcja elementow
lancucha fotosyntetycznego prowadzi takze
do zwiekszonego ,wyciekania” elektronéw z
tancucha i powstawania O,~ (ASADA 2000,
GECHEV i wspotaut. 2006). W trakcie ewolu-
¢ji roSliny wytworzyly szereg mechanizmow
ostabiajacych generowanie ROS w chloropla-
stach. Na poziomie molekularnym zwiazane
sa one przede wszystkim z niefotochemicz-
nym wygaszaniem stanu wzbudzonego chlo-
rofilu (NPQ).

Znaczne iloSci ROS powstaja rowniez w
peroksysomach. Szczegoélnie dotyczy to ro-
§lin C, w warunkach niedoboru CO,, czyli
wtedy, gdy nasila sie fotooddychanie (FOYER
i NOCTOR 2003).

Mitochondria, uwazane za glowne 7zro-
dlo ROS w komoérkach zwierzecych, u roslin
odgrywaja mniejsza role, cho¢ sadzi sie, iz
ich udzial w produkcji ROS moze domino-
wac¢ w tkankach niefotosyntetyzujacych lub
w ciemno$ci (RHOADS i wspotaut. 2006, Na-
VROT i wspotaut. 2007, NOCTOR i wspotaut.
2007). Za glowne miejsca powstawania ROS
w mitochondriach uwaza sie¢ kompleks I i
III (LENAZ i wspolaut. 2007). Podobnie, jak
w przypadku fotosyntetycznego tancucha
transportu elektronéw, do wzmozonego ,wy-
cieku” elektronéw z oddechowego tancucha
transportu elektroné6w dochodzi w warun-
kach nadmiernej redukcji jego elementow

(RHOADS i wspoétaut. 2006). ROwniez w tym
przypadku wyksztalcily si¢ mechanizmy za-
pobiegajace owej nadmiernej redukcji, m.in.
obecnos¢ oksydazy alternatywnej (AOX), kto-
ra przenosi elektrony bezposrednio z ubichi-
nolu (UQH,) na tlen, a takze obecnos$¢ biatka
rozprzegajacego UCP (ang. uncoupling pro-
tein), ktore posrednio wptywa na regulacje
procesOw oddechowych (HALLIWELL 2000,
RHOADS i wspotaut. 20006).

Przypuszcza sie, iz produkty posrednie
biosyntezy oraz produkty rozpadu chloro-
filu i hemu moga tez generowac 'O,, choc
efekt ten byl obserwowany jedynie u mu-
tantow akumulujacych te produkty (NOCTOR
i wspotaut. 2007, TRIANTAPHYLIDES i HAVAUX
2009). Rosliny wytwarzaja specjalne biatka
ELIPs (ang. early lightinduced proteins) i
WSCPs (ang. water-soluble chlorophyll bin-
ding proteins) zdolne wiaza¢ wolny chloro-
fil, na przyktad uwalniany w warunkach stre-
su Swietlnego, gdy dochodzi do degradacji
fotosystemow. Niezwiazany z bialkami chlo-
rofil wykazuje aktywnoS$c¢ fotouczulajaca, stad
wytwarzanie wspomnianych biatek uwaza sie¢
za mechanizm ochronny (KRIEGER-LISZKAY i
wspotaut. 2008). Rosliny niektorych gatun-
kow produkuja takze metabolity wtorne o
wlasciwosciach fotouczulaczy, zdolne gene-
rowac 'O,, m.in. fitoaleksyny wytwarzane w
odpowiedzi na atak patogenu (TRIANTAPHYLI-
DES i HAVAUX 2009).

USZKODZENIA SKEADNIKOW KOMORKI POWODOWANE PRZEZ ROS

Najwazniejszymi  grupami  czasteczek
uszkadzanych przez ROS s3 biatka, DNA i
lipidy. W przypadku biatek, ROS moga utle-
nia¢ reszty aminokwasowe oraz kofaktory
(np. barwniki) czy grupy prostetyczne (np.
centra Fe-S, grupy hemowe). Uszkodzenia
biatek czesto powoduja utrate aktywnoSci
enzymoOw. Moze takze dochodzi¢ do zmian
struktury trzeciorzedowej, a w konsekwen-
¢ji agregacji lub degradacji bialek (KOHEN i
NYSKA 2002, SZYMANSKA i STRZAXKA 2010). Z
uwagi na znaczna iloS¢ ROS powstajacych w
chloroplastach, czesto utlenianiu ulegaja bial-
ka uczestniczace w fotosyntetycznym trans-
porcie elektronow; szczegoOlnie intensywnie
badana jest degradacja biatka D1 w PS 1II
(SZYMANSKA i STRZAEKA 2010). Uszkodzenia
DNA obejmuja uszkodzenia zasad azotowych,
reszt cukrowych oraz pekanie nici (BARTOSZ
2008).

Za uszkadzanie lipidow odpowiedzialny
jest proces zwany peroksydacja lipidow. Po-
datne na niego sa reszty wielonienasyconych
kwasow tluszczowych (ang. polyunsaturated
fatty acids, PUFA), ktore stanowia ok. 80%
kwasow tluszczowych wystepujacych w li-
Sciach (TRIANTAPHYLIDES i HAVAUX 2009). Pe-
roksydacja lipidow prowadzi do zmian wia-
snosci blony: zmniejsza jej ptynnos¢ i zwick-
sza przepuszczalno$¢. Wsrod produktow
peroksydacji znajduja si¢ reaktywne zwiazki
odpowiedzialne za dalsze uszkodzenia bio-
czasteczek, np. aldehyd dimalonowy zdolny
do sieciowania bialek (KOHEN i NYSKA 2002,
HALLIWELL 2006, BENTINGER i wspoétaut. 2007,
BARTOSZ 2008, NIKI 2009). Wyrdzniono trzy
mechanizmy peroksydacji lipidow: wolno-
rodnikowy, enzymatyczny oraz niezalezny od
wolnych rodnikow ani od enzymow (NIKI
2009).
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Peroksydacja wolnorodnikowa jest reak-
cja lancuchowa, w ktorej wyr6zni¢ mozemy
etap inicjacji, propagacji i terminacji. Reakcja
inicjacji polega na oderwaniu atomu wodoru
od czasteczki nienasyconego lipidu (KOHEN i
NYSKA 2002). Inicjatorami moga by¢ rodniki
OH, HO,, ale tez rodnik alkilowy (R), RO,
ROO, NO, czy rodnik nadferrylowy (Fe**
-O,7). Powstajacy R ulega przegrupowaniu,
w wyniku czego zwigksza si¢ jego stabilnosc.
Nastepnie, moze si¢ do niego przylaczy¢ cza-
steczka O,, dajac ROO. Reakcja ta rozpoczy-
na etap propagacji, gdyz ROO odrywa atom
wodoru od innej czasteczki lipidu, prowa-
dzac do powstania ROOH i R. W ten sposoéb

reakcji ulegaja kolejne czasteczki lipidow.
Reakcja terminacji zachodzi pomiedzy dwo-
ma rodnikami. Rodniki lipidowe moga reago-
wac rowniez z biatkami blonowymi (JAMES i
wspotaut. 2004, BENTINGER i wspotaut. 2007,
BARTOSZ 2008). Mechanizm enzymatyczny
jest zalezny od aktywnoSci lipooksygenazy i
nie bedzie tutaj omawiany. Reakcja niezalez-
na od enzyméw i rodnikéw polega na utle-
nianiu lipidow przez 'O, i O,, w wyniku cze-
go powstaja ROOH oraz cykliczne nadtlenki
(NIKI 2009). Wykazano, iz 'O, jest odpowie-
dzialny za ponad 80% nieenzymatycznej pe-
roksydacji lipidow w liSciach (TRIANTAPHYLI-
DES i wspotaut. 2008).

DROBNOCZASTECZKOWE ANTYUTLENIACZE ORAZ ENZYMATYCZNE MECHANIZMY
DEZAKTYWACJI ROS

System odpowiedzialny za usuwanie ROS
w komorkach roSlinnych jest niezwykle
skomplikowany. Obejmuje on drobnocza-
steczkowe zwiazki antyutleniajace i enzymy
detoksykujace ROS. Kazdy przedziat komor-
kowy zawiera wtasna pule antyutleniaczy i
enzymow, a dla kazdego z rodzajéow ROS ist-

nieje po kilka sposobow jego dezaktywacji
(GECHEV i wspolaut. 2006). Doswiadczalnie
wykazano takze zdolnoS¢ kompensacji po-
miedzy rozmaitymi mechanizmami antyutle-
niajacymi (MITTLER 2002, MITTLER i wspotaut.
2004, FOYER i NOCTOR 2005a).

Tabela 3. Drobnoczasteczkowe antyutleniacze (wg KOHEN i NYSKA 2002, MUNNE-BOSCH i ALEGRE
2002, GECHEV i wspoélaut. 2006, HALLIWELL 2006, WHITE i wspotaut 2006, TRIANTAPHYLIDES i HA-
VAUX 2009, MENE-SAFFRANE i DELLAPENNA 2010, NOWICKA i KRUK 2010).

Rodzaj zwiazku Dziatanie antyutleniajace

Lokalizacja

Plastydy — gtéwnie chloropla-

Karotenoidy Wydajnie wygaszaja 'O, i zmiataja wolne rodniki sty i chromoplasty
Chromanole:  tokofe- Zmiataja wolne rodniki lipidowe, OH", O,*~, Zmia- Plastvd . )
role, tokotrienole oraz taja i wygaszaja 'O,, naacsl?), y, oleosomy (W nasio-
plastochromanol y-Toc moze rowniez zmiata¢ tlenki azotu
Ubichinol Zmiata v&:olne rodniki lipidowe oraz O,'~, Zmiata i Mitochondria
wygasza 'O,
Plastochinol Zmiata wolne rodniki lipidowe oraz O,’~, Zmiata i Plastydy
wygasza 'O,
a-Tokoferylochinol Zmiata wolne rodniki lipidowe oraz O,’~, Zmiata i Plastydy
wygasza 'O,
Kofaktor enzymow detoksykujacych ROS,
Chl 1 itochondri
. Zmiata 'O, OH", O, ", rodniki nadtlenkowe i ONO- oroplasty, — mitochondria,
Askorbinian ol 2, 2 cytozol, peroksysomy, waku-
’ ole, apoplast
Regeneruje rodnik tokoferoksylowy
Kofaktor enzymow detoksykujacych ROS,
. Zmiata H.O., OH, O."~i ONOOH, Chloroplasty, mitochondria,
Glutation 272 2 cytozol, peroksysomy, waku-

Detoksykuje wodoronadtlenki, rodniki nadtlenko-

we i alkoksylowe
Zmiata 'O,
Zmiataja H,O

2 72

Witamina B,
Flawonoidy

'0,, OH*, ONOOH

ole, apoplast

Nieznana
Wakuola, chloroplasty
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Drobnoczasteczkowe zwigzki o charakte-
rze antyutleniajacym zostaly przedstawione
w Tabeli 3. Do zwiazkéw o charakterze li-
pofilowym, a zatem dzialajacych w btonach,
zalicza sie karotenoidy, chromanole oraz chi-
nole prenylowe, natomiast pozostale wymie-
nione zwiazki sa hydrofilowe.

Sposrod chromanoli, w liSciach domi-
nujacym zwiazkiem u wiekszoSci gatunkow
jest o-tokoferol (a-Toc), podczas gdy inne
formy, przede wszystkim y-tokoferol (y-Toc)
oraz tokotrienole wystepuja glownie w na-
sionach oleistych (MUNNE-BOSCH i ALEGRE
2002). o-Tokoferylochinon bedacy produk-
tem utleniania o-tokoferolu, wystepuje w
niewielkich iloSciach i moze ulega¢ reduk-
¢ji do a-tokoferylochinolu (NOWICKA i KRUK
2010). Warto zaznaczy<¢, ze roOwniez chinony
prenylowe (np. ubichinon, plastochinon),
a wiec formy utlenione, moga przejawiac

pewne wiasnosci antyutleniajace (NOWICKA
i KRUK 2010).

Askorbinian (Asc) jest zwiazkiem wystepu-
jacym w roSlinach w wysokim stezeniu (10-
100 mM) (FOYER i NOCTOR 2003). W wyniku
utleniania moze on by¢ przeksztatcany w mo-
nodehydroaskorbinian (MDA) i dehydroaskor-
binian (DHA), przy czym MDA jest rodnikiem
o krotkim czasie zycia i moze ulegaé reakcji
dysproporcjonowania, prowadzacej do po-
wstania DHA i Asc. Uwaza sie, iz Asc nie tylko
pelni funkcje antyutleniajace, ale jest waznym
elementem systemoOw regulacji metabolizmu
komorki zaleznych od stanu redoks (ang. re-
dox-regulation) (FOYER i NOCTOR 2003, FOYER
i NOCTOR 2005b, NOCTOR 2006). Podobna, po-
dwojna role przypisuje si¢ takze glutationowi
(GSH — forma zredukowana), ktorego udziat
w transdukgcji sygnalu jest przedmiotem inten-

Tabela 4. Enzymy biorace udzial w detoksykacji ROS (wg ASADA 2006, GECHEV i wspoélaut. 20006,
RIO i wspoélaut. 2006, RHOADS i wspoétaut. 2006, NOCTOR i wspoélaut. 2007, AHMAD i wspotaut.
2008). W nawiasie podano liczb¢ genow kodujacych dany typ enzymu u A. thaliana.

Rodzaj enzymu Dziatanie

Wystepowanie

Dysmutazy ponadtlenkowe
(©)) H,0,i O,

2

Katalazy (3) go reduktora
Peroksydazy askorbiniano-

we (9) jako reduktora

Reduktazy MDHA (5)
Reduktazy DHA (5)

Reduktazy glutationu (2)

Detoksykuja H. O, i
Peroksydazy glutationowe ctoksykuja  H,U, 1

® duktora

Peroksyredoksyny (10)

Dysmutacja O,"~, w jej wyniku powstaje
Rozktadaja H,O, bez udziatu dodatkowe-

Rozktadaja H,O, z wykorzystaniem Asc

Uczestnicza w regeneracji Asc
Uczestnicza w regeneracji Asc

Uczestnicza w regeneracji GSH

Detoksykuja H,O, oraz inne nadtlenki
np. wodoronadtlenki lipidow

Chloroplasty, mitochondria, perok-
sysomy, cytozol
Peroksysomy, glioksysomy,
chondria, chloroplasty
Chloroplasty, mitochondria, perok-
sysomy, cytozol, apoplast
Chloroplasty, mitochondria, perok-
sysomy, cytozol

Chloroplasty, mitochondria, perok-
sysomy, cytozol

Chloroplasty, mitochondria, perok-
sysomy, cytozol

mito-

wodoronadtlenki
lipidow z wykorzystaniem GSH jako re-

Chloroplasty, mitochondria, cyto-
zol, retikulum endoplazmatyczne

Detoksykuja H,0, z wykorzystaniem roz

Peroksydazy klasy III (73)

w roéznych procesach

Moga m.in. detoksykowa¢ wodoronad-
tlenki lipidow a takze uczestniczy¢ w re-

S-transferazy GSH (53)
generacji Asc

Tioredoksyny (46) oraz DHA

Glutaredoksyny (31) doksyn oraz DHA

maitych reduktorow, cho¢ moga takze
generowac¢ ROS (O,'-, OH), uczestnicza

Donory elektronoéw dla peroksyredoksyn

M.in. donory elektronéw dla peroksyre-

Chloroplasty, mitochondria, cyto-
zol, jadro

Mitochondria, cytozol, wakuole,
Sciana komorkowa

Chloroplasty, mitochondria, cyto-
zol, jadro, apoplast

Chloroplasty, mitochondria, cyto-
zol, jadro

Chloroplasty, mitochondria, cyto-

zol, retikulum endoplazmatyczne,
btona komoérkowa
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0,
iSOD Asc + DHA
H,0, T
MDA
Fd,oq NAD(P)H GSH \ ; NAD(P)*
APX x MDAR DHAR YGR
Fd,, NAD(P)* GSSG ' NAD(P)H
Asc
H,0

Ryc. 1. Detoksykacja ROS w cyklu askorbinia-
nowo-glutationowym w chloroplastach.

Redukcja MDA przez Fd zachodzi tylko w chloro-
plastach, natomiast pozostate reakcje zaznaczone
na schemacie moga przebiega¢ takze w innych
przedzialach komodrkowych (zob. Tabela 3). Asc,
askorbinian; APX, peroksydaza askorbinianowa;
DHA, dehydroaskorbinian; DHAR, reduktaza DHA;
Fd, ferredoksyna; GR, reduktaza GSH; GSH, gluta-
tion; MDA, monodehydroaskorbinian; MDAR, re-
duktaza monodehydroaskorbinianu; SOD, dysmuta-
za ponadtlenkowa (wg MITTLER 2002, ASADA 20006).

sywnych badan (FOYER i NOCTOR 2003, FOYER i
NOCTOR 2005b, NOCTOR 2006).

Enzymy uczestniczace w detoksykacji ROS
zostaly przedstawione w Tabeli 4. Warto za-
uwazy¢, ze w przypadku wiekszosci z nich w
roslinach nie tylko wystepuje po kilka enzy-
moéw danego rodzaju, ale tez liczne ich izofor-
my (GECHEV i wspotaut. 2006). Waznym me-
chanizmem usuwania ROS jest cykl askorbinia-
nowo-glutationowy (Ryc. 1).

Dysmutazy ponadtlenkowe (SOD) sa jedy-
nymi enzymami roSlinnymi, ktére moga roz
ktada¢ O,"~ (HALLIWELL 2006, ASADA 2000). Ist-
nieje kilka rodzajow SOD, zawierajacych rozne
metale przejSciowe: Cu/ZnSOD, MnSOD, oraz
FeSOD (HALLIWELL 2006). Roznia sie one loka-
lizacja: Cu/Zn SOD wystepuja w chloroplastach
i cytozolu, MnSOD w mitochondriach i perok-
sysomach, a FeSOD w chloroplastach (HALLI-
WELL 2006, AHMAD i wspotaut. 2008).

Kilka grup enzymow uczestniczy w detok-
sykacji H,O,. Sposrod nich katalazy nie wyma-
gaja reduktora, lecz maja stosunkowo niskie
powinowactwo do H,O,. Enzymy te zawieraja
przewaznie grupe hemowa. Katalazy wystepuja
w najwickszych iloSciach w peroksysomach, w
pozostalych przedziatach komorki wazniejsza
role w usuwaniu H,O, odgrywaja peroksydazy
(HALLIWELL 2006, BREUSEGEM i wspoOtaut. 2001).

ROLA SYGNALOWA ROS W ROSLINACH

Sygnatowa funkcje ROS odkryto stosun-
kowo niedawno. Badania wykazaly udzial
ROS w regulacji wszystkich kluczowych dla
roSlin procesOw: wzrostu, rozwoju, starzenia,
programowanej Smierci komorki (ang. pro-
grammed cell death, PCD) czy odpowiedzi
na stres, zarowno abiotyczny, jak i biotyczny
(BREUSEGEM i DAT 2006, GECHEV i wspolaut.
20006). Specyfike biologicznej odpowiedzi
na ROS warunkuje nie tylko rodzaj ROS, in-
tensywnoS¢ sygnatu, jego czas trwania oraz
miejsce produkgcji, ale tez oddziatywanie z in-
nymi szlakami transdukcji sygnatu i czastecz-
kami sygnalowymi, ktére w nich uczestnicza
(np. NO, Ca*, zwiazki lipidowe, fitohormo-
ny), etap rozwoju roSliny czy warunki po-
przedzajace wystapienie bodzZca zwiazanego
z produkcja ROS (GECHEV i wspotaut. 2000,
KwaAK i wspotaut. 2006). Auksyny, kwas ab-
scysynowy (ABA) oraz kwas jasmonowy (JA),
razem z ROS reguluja tak réznorodne proce-
sy jak wzrost, zamykanie aparatow szparko-
wych oraz odpowiedz na zranienie. Podob-

nie, ROS i JA wspoldzialaja takze z etylenem
i kwasem salicylowym (SA), podczas odpo-
wiedzi na stres i atak patogenu (GECHEV i
wspotaut. 2006, KOTCHONI i GACHOMO 2000).

W wielu przypadkach, zwlaszcza w odpo-
wiedzi na roznego rodzaju czynniki streso-
we, do wzmozonej produkcji ROS dochodzi
na skutek zaburzen metabolizmu. Akumula-
cje ROS obserwowano po zadziataniu takich
czynnikow jak: Swiattlo o wysokim natezeniu,
chtod, wysoka temperatura, susza, czy meta-
le ci¢zkie. Mechanizmy usuwajace ROS oka-
zuja sie w takim przypadku niewystarczajace
i rownowaga zostaje zaburzona. Dochodzi
wtedy do uruchomienia kaskad sygnatlowych,
ktorych celem jest aktywacja mechanizmow
pozwalajacych na przywrocenie homeostazy
i odpowiadajacych za inicjacj¢ odpowiedzi
zwiazanej z aklimatyzacja do zmienionych
warunkéw (GECHEV i wspotaut. 2000).

Nie jest to jednak mechanizm jedyny, w
komorkach roSlinnych moze bowiem docho-
dzi¢ do miejscowo specyficznej produkcji ROS
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przez wyspecjalizowane enzymy. Glownym
enzymem tego rodzaju jest wytwarzajaca O,
btonowa oksydaza NADPH, nazywana takze
Rboh (ang. respiratory burst NADPH oxidase
homolog), wykazujaca homologi¢ z enzymami
zwierzecymi, odpowiedzialnymi za wybuch
tlenowy na powierzchni komorek fagocytuja-
cych. U A. thaliana odkryto 10 genéw nale-
zacych do rodziny Rboh, oznaczanych kolej-
nymi literami alfabetu A#rbohA-J. Oksydazy D
i F ulegaja ekspresji we wszystkich organach:
A-C, E, G, I w korzeniach, natomiast H i J w
tagiewce pytkowej (SAGI i FLUHR 20006). Oksy-
dazy NADPH sa biatkami blonowymi, zawiera-
ja szes¢ helis transmembranowych, w obrebie
ktorych zwiazane sa dwie grupy hemowe, oraz
domeny cytozolowe, wiazace FAD i NADPH, a
takze dwa motywy dtoni EF odpowiedzialne
za wiazanie Ca*. Grupy hemowe sa niezbedne
dla transferu elektronéw poprzez blone, gdyz
redukcja tlenu nastepuje po stronie apoplastu
(SAGI i FLUHR 20006). Produkowany przez Rboh
O,~ peli funkcje sygnalowa. Tego rodzaju
mechanizm zwiazany jest przede wszystkim z
regulacja procesOw rozwojowych oraz odpo-
wiedzia na atak patogenu (GECHEV i wspotaut.
20006). Niedawno okazalo si¢ jednak, ze oksy-
daza RbohD jest konieczna do wystapienia za-
leznej od ROS systemowej propagacji sygnatu
w warunkach stresu abiotycznego (Swiatlo o
wysokim natezeniu, wysoka lub niska tempera-
tura, zasolenie) oraz w odpowiedzi na zranie-
nie (SUZUKI i wspotaut. 2012).

NajwczeSniej postulowano  sygnalowa
funkcje H,O, z uwagi na wzgledna trwalosc¢

i zdolnoS¢ przenikania przez btony. Odkry-
to nawet wyspecjalizowane akwaporyny,
zwane peroksyporynami, ktore ulatwiaja
transport H,O, (GECHEV i wspoétaut. 2000).
Pozniej udzial w systemach transdukcji sy-
gnalu zaobserwowano takze dla O, i 'O,
(GECHEV i wspotaut. 2006, SLESAK i wspot-
aut. 2007). PorOwnawcze analizy ekspresji
genow, z wykorzystaniem mikromacierzy, u
roSlin akumulujacych rézne rodzaje ROS w
roznych przedziatach komorkowych, ujaw-
nily istnienie specyficznych odpowiedzi na
0,7, '0, i H,0,, wyrazajacych si¢ roznicami
,WzorOw” zmian ekspresji genow (GADJEV i
wspotaut. 2006). Do genoéw, w ktorych regu-
lacji uczestnicza ROS, naleza geny kodujace
enzymy zaangazowane w detoksykacje ROS,
np. peroksydaza askorbinianowa (APX) czy
peroksydaza glutationowa, bialka zwiazane z
odpowiedzia na stres (np. dehydryny, bial-
ka szoku cieplnego), biatka uczestniczace w
odpowiedzi na patogen, bialka zwiazane z
transdukcja sygnalu oraz enzymy przepro-
wadzajace biosyntez¢ roznych metabolitow
wtornych (VRANOVA i wspotaut. 2002, KOT-
CHONI i GACHOMO 2006, MILLER i wspotaut.
2008).

ROS uczestnicza takze w szlakach trans-
dukcji sygnalu zwiazanych z detekcja we-
wnatrzkomorkowego stanu redoks. Moga
one bezposrednio utlenia¢ biatka lub tez mo-
dulowac stan redoks puli GSH, Asc, tioredok-
syny czy plastochinonu (NOCTOR 20006, VRA-
NOVA i wspotaut. 2002).

UDZIAL ROS W ODPOWIEDZI NA CZYNNIKI SRODOWISKOWE

Udzial ROS w reakcji na czynniki streso-
we jest bardzo wazny, co zostalo do tej pory
szeroko udokumentowane. Wykazano go w
przypadku aklimatyzacji roSlin w warunkach
stresu termicznego, Swietlnego czy osmotycz-
nego, przy czym odpowiedz roSliny okazywa-
la sie systemowa, a wiec nie ograniczona tyl-
ko do miejsca produkcji ROS (BHATTACHARJEE
2005, GECHEV i wspotaut. 2006). Uwaza sie, ze
nieznaczne zwickszenie stezenia ROS induku-
je mechanizmy obronne, wigksza iloS¢ ROS
prowadzi do PCD, natomiast bardzo wysokie
ich stezenie powoduje Smier¢ na drodze ne-
krozy w wyniku uszkodzenia komoérek (BREU-
SEGEM i DAT 2006, GECHEV i wspotaut. 20006).

Juz wiele lat temu wykazano udziat H,O,
w regulacji odpowiedzi roSlin na stres Swietl-

ny (KARPINSKI i wspotaut 1999). Preinkubacja
liSci A. thaliana w obecnosci H,0O, sprawia-
fa, ze byly one bardziej odporne na Swiatlo
o wysokim natezeniu. Ponadto, u A. thalia-
na w reakcji na Swiatto o wysokim nateze-
niu obserwowano wzrost poziomu ekspresji
genu kodujacego peroksydaze APX2, przy
czym odpowiedzZ ta wystepowala systemowo,
a nie tylko w naswietlanych liSciach. Wykaza-
no, iz czasteczka sygnatowa jest w tym przy-
padku wiasnie H,O, (KARPINSKI i wspolaut
1999). W warunkach stresu Swietlnego u A.
thaliana obserwowano wzmozona produkcje
H,0, w komorkach pochwy okotowiazkowej,
co ma zwigzek z systemowym przekazem sy-
gnatu (MULLINEAUX i wspotaut. 2006). Uwaza
si¢, ze H,O, jest niezbedny dla powstawania
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tzw. nabytej aklimatyzacji systemowej (ang.
systemic acquired acclimation, SAA) (SLESAK
i wspotaut. 2007). Preinkubacja siewek ku-
kurydzy w obecnosSci H,O, sprawiala, ze byly
one bardziej odporne na stres chtodu. Inne
eksperymenty z wstepnym traktowaniem ro-
Slin nalezacych do réznych gatunkow, H,O,
wykazaly podobny efekt rOwniez dla stresu
solnego czy wysokiej temperatury. Zaobser-
wowano gromadzenie siec H O, w roSlinach
po zadzialaniu wysoka lub niska temperatu-
ra, herbicydem parakwatem, podaniu ABA
lub SA (GECHEV i wspotaut. 20006).

Okazuje sie, ze rowniez 'O, moze indu-
kowa¢ mechanizmy ochronne. Dodanie do
kultury Chlamydomonas reinhardtii nie-
wielkich iloSci fotouczulacza (r6zu bengal-
skiego), a nastepnie ekspozycja na Swiatlo,
doprowadzitly do uodpornienia sie komorek

glonu na uprzednio letalne dawki 'O,. Akli-
matyzacji towarzyszyl wzrost ekspresji ge-
now kodujacych enzymy odpowiedzialne za
detoksykacje ROS: peroksydazy glutationowe;j
i Stransferazy glutationu. Konstytutywna na-
dekspresja tych genow powoduje wzmozona
odpornos$¢ na 'O, (TRIANTAPHYLIDES i HAVAUX
2009).

Innym znanym przyktadem funkcji sygna-
lowej pelnionej przez ROS jest udzial H,O,
w regulacji ruchéw aparatow szparkowych.
W procesie tym uczestnicza takze fitohormo-
ny (glownie ABA, ale tez JA), NO oraz Ca*.
Wykazano, ze ABA indukuje wzrost stezenia
H,0, w komorkach szparkowych, natomiast
na dalszych etapach nastepuje aktywacja blo-
nowych kanalow wapniowych (BHATTACHAR-
JEE 2005, PITZSCHKE i HIRT 20006).

UDZIAL ROS W REGULACJI ROZWOJU ROSLIN

W ostatnich latach odkryto bardzo wie-
le procesow rozwojowych, w regulacji kto-
rych uczestnicza ROS. Wspotdziatanie ROS i
Ca** obserwowano podczas regulacji wzro-
stu wloSnikow korzeni, gdzie zlokalizowana
produkcja O, przez oksydaze¢ NADPH kore-
lowata ze zmianami stezenia Ca*" (PITZSCHKE
i HIRT 2006, SAGI i FLUHR 2006). Mutant A.
thaliana atrbohC wykazywal zaburzenia w
aktywacji kanalow wapniowych, odpowie-
dzialnych za tworzenie gradientu Ca*' nie-
zbednego do wzrostu wlosnikéw (GECHEV i
wspotaut. 20006). Korzenie tego mutanta byly
rowniez o ok. 20% krotsze od korzeni roSlin
typu dzikiego, co wskazuje na udzial oksyda-
zy NADPH i ROS w regulacji wzrostu elon-
gacyjnego korzeni (GAPPER i DOLAN 2000).
W doswiadczeniach na kukurydzy wykazano,
iz ROS zaangazowane sa takze w regulacje
grawitropizmu korzeni oraz wzrostu blaszki
lisciowej (GECHEV i wspotaut. 2006). W tym
drugim przypadku obserwowano akumulacje
ROS w strefie wzrostu elongacyjnego komo-
rek (GAPPER i DOLAN 2006). Rosliny, w kto-
rych gen oksydazy NADPH podlegatl wycisze-
niu, wykazywaly ograniczony wzrost wierz-
chotkowy prowadzacy do rozgaleziania sie,
a takze zmiany morfologii liSci (inny ksztatt,
zwijanie si¢ blaszek) (SZYMANSKA i STRZAELKA
2010).

ROS moga regulowac takze wzrost elon-
gacyjny pedu i rozwoj bulw ziemniaka, a
takze tworzenie brodawek u roSlin motylko-
wych (RODRIGUEZ i wspoétaut. 2002, GAPPER

i DOLAN 2006, KWAK i wspotaut. 2006, KiMm
i wspotaut 2007). Zlokalizowana produkcja
ROS ma miejsce podczas wzrostu lagiewki
pytkowej. Oksydazy NADPH pelnia rOwniez
funkcje regulacyjna w procesie roznicowania
naczyn (BREUSEGEM i wspotaut. 2008, GAPPER
i DOLAN 20006). Postulowano, iz ROS odgry-
waja wazna role w fizjologii nasion, m.in.
uczestniczac w kaskadach sygnatowych od-
powiadajacych za przelamywanie spoczynku
(KRASUSKA i wspotaut. 2011). Podwojny mu-
tant atrrbohD atrbohF cechowal sie obnizo-
na zdolnoScig kietkowania nasion (KWAK i
wspotaut. 2003).

Podczas okreSlonych procesOw rozwojo-
wych moze dochodzi¢ do PCD. Jest to pro-
ces Scisle regulowany, w czasie ktorego do-
chodzi do specyficznej ekspresji niektorych
genow. Przebiega on w sposob zblizony do
apoptozy w komorkach zwierzecych; pod-
czas PCD dochodzi do zwickszania prze-
puszczalnoSci btony, kondensacji chromaty-
ny i fragmentacji DNA (VRANOVA i wspotaut.
2002). Do zwiazanych z ROS procesow, w
ktorych dochodzi do PCD naleza: starzenie
sie organow, Smier¢ komorek warstwy aleu-
ronowej ziarniakOw zbo0z, powstawanie mi¢-
kiszu przewietrzajacego w odpowiedzi na
hipoksje, a nawet oddzialywania allelopatycz-
ne (BREUSEGEM i DAT 2006, KWAK i wspol-
aut. 2006, BREUSEGEM i wspoélaut. 2008). ROS
odgrywaja istotna role zaroOwno w indukgji,
regulacji, jak i realizacji PCD (BREUSEGEM i
DAT 20006). Przypuszcza si¢, ze ROS wraz
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z etylenem reguluja starzenie organOw po-
przez sygnaly pochodzace z chloroplastow
oraz peroksysomow. Za Smier¢ komorek war-
stwy aleuronowej odpowiada z kolei H,0O,,
powstajacy w duzych iloSciach w glioksy-
somach podczas zuzywania rezerw lipidow
przez nasiona (GECHEV i wspotaut. 20006). Je-
zeli zas chodzi o oddzialywania allelopatycz-
ne, niedawno odkryto, ze wytwarzane przez
korzenie Centaurea maculosa fitotoksyczne
katechiny powoduja akumulacje ROS w me-

rystemach korzeni roSlin sasiednich, prowa-
dzaca do zaleznej od Ca*" Smierci komorek
(BA1s i wspotaut. 2003).

Przy okazji omawiania rozwoju roslin
warto wspomniec, ze ROS pelnia tez funkcje
efektorowa. Podczas réznicowania sie komo-
rek H,O, uczestniczy w usztywnianiu Scia-
ny komorkowej, zwigkszajac usieciowanie
tworzacych ja polimeréow (GAPPER i DOLAN
2000).

UDZIAL ROS W ODPOWIEDZI NA ATAK PATOGENU I ZRANIENIE

Bardzo wazna rola ROS jest udziat w od-
powiedzi na atak patogenu. Produkcja ROS
jest pierwsza obserwowana odpowiedzia na
rozpoznanie patogenu. Obserwuje si¢ dwu-
fazowy wzrost stezenia ROS. Pierwszy, nie-
wielki i przejSciowy obserwowany jest po
kilku minutach od zakazenia, natomiast drugi
pojawia sie¢ po kilku godzinach, jest znacz-
nie wickszy i trwa dluzej (GARA i wspolaut.
2003). Gtownym zrodltem ROS podczas od-
powiedzi na patogen jest blonowa oksydaza
NADPH. Postulowano takze udzial innych
enzymOw, np. peroksydaz i oksydaz wyste-
pujacych w Scianie komorkowej. Elementem
odpowiedzi na patogen jest takze obnizenie
ekspresji enzymow detoksykujacych ROS
w komorkach, np. APX czy katalazy (GARA
i wspolaut. 2003, TORRES i wspotaut. 2000).
Podczas odpowiedzi na atak patogenu ROS
moga dziata¢ zaréwno bezposrednio, uszka-
dzajac komorki patogenu oraz inicjujac po-
wstawanie wiazan pomiedzy glikoproteina-
mi Sciany komorkowej czy prekursorami li-
gnin, co powoduje wzmacnianie Sciany, jak
i posrednio, uczestniczac w szlakach sygnato-
wych, np. prowadzacych do indukcji ekspre-
sji genow biatek PR (ang. pathogen related)
(BREUSEGEM i wspotaut. 2001, KOTCHONI i
GACHOMO 20006). Transgeniczne rosliny badz
mutanty, w ktorych zawartos¢ H,O, byla
podwyzszona w poréwnaniu z typem dzi-
kim, zwykle z powodu obnizonej aktywno-
Sci katalazy, byly bardziej odporne na ataki
patogenow, wykazywaly tez ekspresje biatek
PR i podwyzszona zawartoS¢ SA (VRANOVA i
wspotaut. 2002). Chociaz za glowna czastecz-
ke sygnatlowa podczas odpowiedzi na atak
patogenu uwaza si¢ H,O,, potwierdzono tak-
ze udzial O, w tym procesie, m.in. wyka-
zano, ze to wihasnie O,'7, a nie H,O, jest od-
powiedzialny za indukcje syntezy fitoaleksyn
w komorkach soi w odpowiedzi na patogen

lub dodatek elicytora (VRANOVA i wspoOlaut.
2002).

Waznym elementem reakcji roSliny na
patogen jest tzw. odpowiedZ nadwrazliwa
(ang. hypersensitive response, HR), w ktorej
dochodzi do PCD komorek w miejscu infek-
Cji, co ma zapobiec rozprzestrzenianiu si¢
patogenu (CHOJNACKA i SOBIESZCZUK-NOWIC-
KA 2009). Wykazano udzial O,"~, H,0,, NO
oraz SA w regulacji HR (GARA i wspolaut.
2003, TORRES i wspotaut. 2006, ZANINOTTO i
wspotaut 2006). Podanie egzogennego H,O,
indukowalo wystepowanie HR w zawiesi-
nach komorek A. thaliana. 7 kolei, u roSlin
transgenicznych z obnizona aktywnoScia en-
zymoOw usuwajacych H,O, lub nadekspresja
enzymow produkujacych te ROS obserwo-
wano spontaniczna lub wywolywana bardzo
niewielkim stresem Smier¢ komorek (VRANO-
VA i wspotaut. 2002).

Wykazano, ze ROS oraz SA sa takze po-
trzebne do powstawania nabytej odpornosci
systemowej (ang. systemic acquired resistan-
ce, SAR) i uczestnicza w odpowiedzi na zra-
nienia (BREUSEGEM i wspotaut. 2001, KOTCHO-
NI i GACHOMO 2006, SLESAK i SLESAK 2011). Po
uszkodzeniu tkanki obserwuje si¢ wzmozona
produkcje ROS (O, -, H,0,) i powstawanie
odpowiedzi systemowej. Do czasteczek sy-
gnalowych zwiazanych z odpowiedzia na zra-
nienie naleza peptydy sygnalowe, takie jak
systemina czy niedawno odkryty peptyd At-
Pepl (petlniacy rowniez wazna role w odpo-
wiedzi na atak patogenu), JA oraz kwas oli-
gogalakturonowy, uwalniany z uszkodzonej
Sciany komorkowej. Moga one indukowac
wzrost stezenia H,O, w tkankach i ekspresje
genow zwiazanych z odpowiedzia obronna,
w tym inhibitoro0w proteinaz oraz oksydaz
polifenoli (VRANOVA i wspotaut. 2002, GE-
CHEV i wspotaut. 2006, HUFFAKER i wspolaut.
20006, SLESAK i SLESAK 2011).
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SYSTEMY TRANSDUKCJI SYGNALU — POZIOM MOLEKULARNY

Doktadny molekularny mechanizm dzia-
fania ROS jak na razie nie zostal poznany
(VRANOVA i wspotaut. 2002, AHMAD i wspol-
aut 2008). Dotychczas nie zidentyfikowano
biatkowego receptora zwiazanego z odpo-
wiedzia na ROS (MITTLER i wspoétaut. 2004).
Wiele argumentow przemawia za wplywem
ROS poprzez systemy oparte na biatkach za-
wierajacych grupy tiolowe, mogace ulegac
odwracalnemu utlenianiu (VRANOVA i wspol-
aut. 2002). Na Ryc. 2 przedstawiono propo-
nowany schemat szlakOw transdukcji sygnatu
ROS.

Potwierdzono udzial systemu kinaz bial-
kowych aktywowanych mitogenem (MAPK)
w transdukcji sygnalu zwiazanego z ROS.
Liczne kinazy uczestnicza w szlakach sygna-
lowych zaleznych od H,O,. U A. thaliana
w odpowiedzi tej uczestnicza kinazy ANPI,
MEKK1, AtMPK3, AtMPK4, AtMPKO6, OXI1
(ang. oxidative stress inducible) i PTI-2. In-
nymi istotnymi kinazami zwiazanymi z odpo-
wiedzia na H,O, sa AtNDPK2 oraz AtNDK1
(GECHEV i wspoétaut. 2006, PITZSCHKE i HIRT
2006, BREUSEGEM i wspotaut. 2008). Trans-

geniczne roSliny A thaliana z nadekspresja
ANP1 wykazywaly zwickszona odpornosS¢ na
wysoka temperature, mroz i stres solny. Z
kolei, mutant pozbawiony OXI1 wykazywatl
wzmozona podatnos¢ na infekcje. Nadekspre-
sja AtNDPK2 prowadzila do obnizania st¢ze-
nia H,O, i zwi¢kszenia odpornosci na chiod
i zasolenie, natomiast nadekspresja AtNDK1
zwickszata odpornos¢ na parakwat (GECHEV
i wspotaut. 20006). U lucerny (Medicago sati-
va) odkryto kinaze MAPKKK OMTKI, uczest-
niczaca w inicjacji PCD w odpowiedzi na
H,0, (PITZSCHKE i HIRT 2006). Z kolei, u Cho-
rispora bungeana odkryto kinaze¢ CbMAPK3,
ktorej ekspresja wzrastala w odpowiedzi na
chtdd i zasolenie (AHMAD i wspotaut. 2008).
Ponadto, ROS wplywaja takze na aktywnos¢
niektorych fosfataz zwiazanych z transdukcja
sygnalu, np. fosfataze tyrozynowa AtPTP1, fos-
fataze¢ AtMKP2 dezaktywujaca kinazy AtMPK3
i 0, czy fosfatazy ABI1 i ABI2, bedace elemen-
tami szlaku transdukgcji sygnatu indukowanego
przez ABA (PITZSCHKE i HIRT 2006, BREUSEGEM
i wspotaut. 2008, KRASUSKA i wspotaut. 2011).
Wykazano rOwniez udzial trimerycznego biat-

Systemy usuwajace ROS [

Odpowiedz ochronna
zlokalizowana lub

systemowa
e
PLC/\ | PDK1
PLD
Y Czynniki
Receptory ROS Ca2* P OXl1 = MAPK3/6 =1 transkrypcyjne
% - »| np. Hsf, Zat,
WRKY, Myb
Czynniki
ROS tran_slfrypcyjne
wrazliwe na

stan redoks

Fosfatazy

Amplifikacja sygnatu: NO, SA?

Amplifikacja sygnatu
(zlokalizowana)

Oksydaza NADPH

Ryc. 2. Uproszczony model szlakow sygnatowych uruchamianych przez ROS.

Ca?', jony wapnia; MAPK3/6, kinazy MAPK 3 i MAPK 6; NO, tlenek azotu; PA, kwas fosfatydowy; PDK1, kina-
za, ktorej aktywacja jest zalezna od kwasu fosfatydowego, OXI 1, kinaza OXI1, PLC fosfolipaza C; PLD, fosfo-
lipaza D; SA, kwas salicylowy (wg MITTLER i wspotaut. 2004).
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ka G, kanalu wapniowego HACC oraz kalmo-
duliny w szlakach sygnatowych zwiazanych z
ROS (MITTLER i wspotaut. 2004, GAPPER i DO-
LAN 2006, BREUSEGEM i wspotaut. 2008). W szla-
ku przekazywania sygnalow z chloroplastow
do jadra komorkowego uczestnicza natomiast
chloroplastowe biatko GUN1 i jadrowe ABI4
(Suzuki i wspoétaut. 2012).

Doswiadczenia nad mutantem flu, gro-
madzacym wolny protochlorofilid, u ktore-
go dochodzi do produkcji znacznych iloSci
'0,, wykazaly obecnos$¢ systemu transdukcji
sygnatu specyficznego wzgledem tej formy
ROS. Postulowano udzial bialek EXECUTER1
i EXECUTERZ2, ktore uczestnicza w kaskadzie
sygnatowej prowadzacej do Smierci komo-
rek indukowanej przez 'O, (TRIANTAPHYLIDES
i HAvAUX 2009). Nadekspresja zwigzanej z
blona tylakoidow peroksydazy APX u mutan-
ta flu prowadzita do nasilenia odpowiedzi na
'0,, co wskazuje na interakcje pomiedzy szla-
kami sygnalowymi zwigzanymi z 'O, i H,O,
(GECHEV i wspotaut. 20006).

Zidentyfikowano takze czynniki trans-
krypcyjne zwiazane z odpowiedzia na ROS.
U A. thaliana czynniki LSD1 oraz LOLI, za-
wierajace palce cynkowe, stanowia, odpo-
wiednio, negatywny i pozytywny regulator
Smierci komorek w odpowiedzi na O, (GE-
CHEV i wspotaut. 2006). Niektore czynniki z
rodzin ERF i Myb zwiazane sa specyficznie

z odpowiedzia na 'O, (GECHEV i wspolaut.
20006). Natomiast czynniki transkrypcyjne z
rodzin WRKY oraz Zat stanowig element od-
powiedzi na O,"7, 'O, i H,O, (MILLER i wspol-
aut. 2008).W odpowiedzi na ROS biora tez
udzial czynniki transkrypcyjne szoku cieplne-
go (Hsfs). Uwaza si¢, ze zwigzane sa one ze
specyficzng odpowiedzia na H,O, (GECHEV i
wspotaut. 2006, MILLER i wspotaut. 2008).
ROS moga inicjowaé powstawanie oksyli-
pin, bedacych produktami utleniania lipidow,
ktore pelnia tez funkcje sygnalowa (GECHEV i
wspotaut. 2006). Waznymi grupami oksylipin
sa fitoprostany, zwiazki zblizone w budowie
do prostaglandyn czy JA. Sa one konstytutyw-
nie produkowane w zdrowych komorkach,
jednak ich ilo$¢ znaczaco wzrasta w warun-
kach stresowych. Wiadomo, iz fitoprostan Bl
uczestniczy w odpowiedziach zwiazanych z
aktywacja mechanizméw obronnych oraz de-
toksykujacych (GECHEV i wspoétaut. 2006). Po-
nadto, oksylipiny uczestnicza w inicjacji PCD
(BREUSEGEM i DAT 2006). U roslin odkryto tak-
ze szlaki sygnalowe zwiazane ze sfingolipida-
mi i fosfolipidami. Zaburzenia metabolizmu
sfingolipidow prowadza do akumulacji H,O,
i Smierci komoérek (GECHEV i wspotaut. 2000).
Z kolei, fosfolipaza D stymulowana oleinia-
nem oraz kwas fosfatydowy moga hamowacd
Smier¢ komorek u A. thaliana indukowana za
pomoca H,0, (GECHEV i wspotaut. 2000).

WNIOSKI

Rola ROS w transdukcji sygnatow jest
bardzo istotna, lecz wcigz w niewielkim
stopniu poznana. W roSlinach wystepuje
skomplikowana sie¢ informacyjna zwiazana z
przetwarzaniem i integracja sygnalow pocho-
dzacych od ROS. Uczestniczy ona zaré6wno
w procesach rozwojowych, jak i w regulacji
odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne.
7. tego wzgledu zachowanie stanu roéwno-

wagi pomi¢dzy produkcja i zmiataniem ROS
jest niezwykle wazne. Rosliny posiadaja row-
niez bardzo skomplikowany, a przy tym ela-
styczny system generowania i usuwania ROS.
Obecnie poznano juz wiele genéw, ktorych
produkty uczestnicza w odpowiedzi na ROS,
czy elementy kaskad sygnalowych, jednak je-
steSmy jeszcze daleko od dokladnego pozna-
nia kompletnej sieci sygnatowe;j.

REAKTYWNE FORMY TLENU W ROSLINACH - WIECE] NIZ TRUCIZNA

Streszczenie

Reaktywne formy tlenu (ROS) odgrywaja istotna
role w roSlinach, nie tylko jako toksyczne produkty
uboczne, powstajace podczas metabolizmu tlenowe-
g0, ale tez zwiazki uczestniczace w regulacji rozwoju
i odpowiedzi na stres. W niniejszej pracy przeglado-
wej przedstawiono rodzaje ROS, powodowane przez
nie uszkodzenia, miejsca ich powstawania i detoksy-
kacji w komorce roSlinnej. Sygnatowa funkcja ROS w
ostatnich latach stata sie przedmiotem intensywnych

badan. Wykazano, iz ROS uczestnicza w regulacji od-
powiedzi na rozmaite rodzaje stresu abiotycznego,
m.in. Swiatlo o wysokim natezeniu, wysoka lub niska
temperature, czy zasolenie. Ponadto, sa one waznym
elementem odpowiedzi na atak patogenu, pelniac
zarowno funkcje sygnatowa, jak i efektorowa. Wia-
domo, ze ROS odgrywaja role¢ w regulacji rozwoju
roslin, w tym wzrostu korzeni, blaszki liSciowej, czy
fagiewki pytkowej. Molekularny mechanizm dziatania
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ROS weciaz jest stabo poznany. Do tej pory poznano
niektore elementy kaskad sygnatowych, w tym regu-
lowane przez ROS kinazy, fosfatazy oraz szereg czyn-

nikéw transkrypcyjnych. W niniejszej pracy omowio-
no wyzej wymienione zagadnienia w oparciu o naj-
nowsze doniesienia literaturowe.

REACTIVE OXYGEN SPECIES IN PLANTS — FAR MORE THAN JUST A POISON

Summary

Reactive oxygen species (ROS) play a number of
important roles in plants, not only as a toxic byprod-
ucts of oxygen metabolism, but also as regulators of
development and stress responses. In the present
review, types of ROS, their chemical reactivity, sites
of their generation and detoxification in plant cells
are described. Recently, signaling function of ROS
has been intensively examined. It was shown, that
ROS participate in the regulation of responses to
various types of abiotic stress, like high light, high
or low temperature or salt stress. Moreover, ROS

are important in response to pathogen attack, act-
ing as signaling molecules, but also as toxic agents
to pathogens. It is also known, that ROS participate
in the regulation of development processes, such as
growth of roots, leaves and pollen tubes. Molecular
mechanism of ROS action is still poorly known. Up
to date, some elements of signaling cascades were
identified, like kinases, phosphatases and transcrip-
tion factors. In this paper, signaling functions of
ROS been described in the light of recent literature
data.
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