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REAKTYWNE FORMY TLENU W ODDZIALY WANIACH ALLELOPATYCZNYCH

WSTEP

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxy-
gen species, ROS) sa produktami niepelnej re-
dukgji czasteczki tlenu i powstaja w kazdej ko-
morce zywego organizmu, jako naturalny sku-
tek obecnosci tlenu w atmosferze ziemskiej.
Do podstawowych ROS zaliczamy czasteczki o
charakterze rodnikowym takie jak: anionorod-
nik ponadtlenkowy (O,), rodnik hydroksylo-
wy (COH), ale takze nadtlenck wodoru (H,0),
ktory nie jest wolnym rodnikiem (BARTOSZ
20006). Toksyczne dziatanie ROS na elementy
strukturalne komorki (biatka, lipidy, kwasy nu-
kleinowe) jest znane od dawna (BARTOSZ 2000,
MAEECKA i TOMASZEWSKA 2005). Jednak w ostat-
nim dziesi¢cioleciu coraz wigecej mowi si¢ o
ich sygnatowej (informacyjnej) roli, wskazujac
na wazna funkcje w modelowaniu odpowiedzi
roSliny na dzialanie niekorzystnych warunkow
srodowiskowych (biotycznych i abiotycznych)
(MILLER i wspolaut. 2008, APEL i HIRT 2004). In-
dukcja stresu oksydacyjnego, polegajacego na
nadprodukgcji ROS, jest uznawana przez wielu
autorow za wspolna odpowiedz roslin na dzia-
fanie roznych czynnikow stresowych (OLKO i
KujawskA 2011, DABROWSKI i wspotaut. 2009).
Takze, coraz powszechniej, podkresla si¢ fakt
uczestnictwa ROS w regulacji procesow fizjo-
logicznych roSlin zaczynajac od kietkowania, a
konczac na dojrzewaniu owocOw i starzeniu
(KRASUSKA i wspotaut. 2011, GAPPER i DOLAN
2006). Obszerna literature na temat znacze-
nia ROS w roslinach znajdzie zainteresowany
czytelnik w pracach przegladowych SzZYMAN-
SKIEJ i STRZAEKI (2010) oraz NOWICKIE] i KRUKA
(2013).

Pod terminem allelopatia kryja si¢ oddzia-
lywania, najczeSciej negatywne, pomicdzy
sasiadujacymi roSlinami, za poSrednictwem
zwiazkéw chemicznych, ktore wydzielane
sa do Srodowiska. Znaczenie allelopatii dla
ksztaltowania zbiorowisk roslinnych, mecha-
nizm dziatania niektorych, zidentyfikowa-
nych zwiazkoéw allelopatycznych oraz moz-
liwosci praktycznego wykorzystania roSlin
o wysokim potencjale allelopatycznym omo-
wiono w pracach przegladowych w jezyku
polskim (GNIAZDOWSKA i wspolaut. 2004;
LESZCZYNSKA i GRABINSKI 2004; GNIAZDOWSKA
2005, 2007, 2008; LIPINSKA 20006; JEZIERSKA-
-DOMARADZKA 2007; KOPERSKA 2007; LIPINSKA
i HARKOT 2007; SIEGIEN i wspotaut. 2008; JA-
SICKA-MISIAK 2009; SOETYS i wspotaut 2010a,
b).

Pomimo stosunkowo wielu badan do-
tyczacych wytwarzania ROS w komorkach
roSlin narazonych na dzialanie stresow, za-
gadnienie powigzania stresu/sygnatu oksyda-
cyjnego z oddzialywaniami allelopatycznymi
nie byto dotad kompleksowo podejmowane
w polskiej literaturze. Celem niniejszej pra-
cy jest zatem przedstawienie roli ROS w od-
powiedzi roSlin na obecnos¢ w Srodowisku
zwiazkow allelopatycznych.

W opublikowanych blisko 10 lat temu
pracach przegladowych postawiono pytanie,
czy stresowi allelopatycznemu towarzyszy
stres oksydacyjny (GNIAZDOWSKA i wspoOlaut.
2004, GNIAZDOWSKA i BOGATEK 2005). Uzyska-
nie jednoznacznej odpowiedzi bylo woéwczas
niemozliwe, gldwnie ze wzgledu na bardzo
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Tabela 1. Przyktady niektorych zwiazkow allelopatycznych ktorych obecnos¢ wywotuje modyfika-

cje metabolizmu ROS w roslinach.

Zwiazek allelopatyczny Akceptor

Modyfikacje
ROS

metabolizmu _,
Literatura

Izotiocyjaniany (ITC)  Arabidopsis thaliana

Stezenie ROSM,

HARA i wspotaut. 2010

Avena fatua,
B-Myrcen Phalaris minor, Cyper- Stezenie ROS N SINGH i wspotaut. 2009
us rotundus
i;}:;:’t na llz:Vr;arf}:rls, Ivomea triloba Aktywnos$¢: POxXM, GRMN i PERGO 1 ISHIFIWAMOTO
yad, b CATA 2011
lowy
Ak S¢: CAT SODV
Etylo 2-metylo acetooc- _ . , , ywnosc ™ . > HONG  wspotaut. 2008,
Microcystis aeruginosa enzymy cyklu Halliwella-
tan (EMA) 2010
-Asady V¥
_ ‘ ‘ Stezenie O,+" N, GSHMN ZHANG i wspolaut. 2010,
Berberyna Microcystis aeruginosa

aktywnosc: SODV,

Cucumis sativus,

Kwas sekalonowy F Zea mays,

Sorghum bicolor

Myrigalon A, flawono-

Lepidium sativum
idy P

v

Aktywnos¢ SODV

Stezenie ROS WV, aktywnos¢
btonowej oksydazy NADPH

2011

ZENG i wspotaut. 2001

ORACZ i wspotaut. 2012

VOEGELE i wspotaut. 2012

Stezenie ROS 1, Aktyw-

Kwas cynamonowy Cucumis sativus

nosc¢:

btonowej oksydazy DING i wspotaut. 2007

NADPHA, CATA, SODM

Kwas kawowy,
p-kumarowy, ferulowy, Cucumis sativus
sinapinowy

Aktywnosé: SODA, POxAN

YU i wspotaut. 2003

Stezenie ROSM,

Aktywnos¢:
SODA,

Kwas ftalowy Malus prunifolia

Enzymy cyklu

CATA, POXN,
BAI i wspotaut. 2009

Halliwella-

-Asady M

Kwas galusowy Arabidopsis thaliana

Stezenie ROS M

RUDRAPPA i wspotaut. 2007

Symbol N oznacza wzrost stezenia metabolitu lub aktywnosci enzymu, symbol ¥ oznacza obnizenie stezenia

metabolitu lub aktywnoSci enzymu.

nieliczne doniesienia na temat ROS w rosli-
nach poddanych dzialaniu zwiazkow allelo-
patycznych. Obecnie dysponujemy znacznie
obszerniejsza wiedza, wskazujaca na zwiazek
pomiedzy oddziatywaniami allelopatycznymi
Iub fitotoksycznymi roSlin a metabolizmem
ROS. W tym miejscu nalezy wyjasni¢ dodat-
kowo, ze jezeli badania nad oddzialywaniami
allelopatycznymi prowadzone sa w warun-
kach laboratoryjnych na calych roSlinach,
ich fragmentach, kulturach tkankowych, z

udziatem ekstraktow roslinnych badz wyizo-
lowanych z nich pojedynczych zwiazkow lub
odpowiednikOw syntetycznych, czesto okre-
Sla si¢ je jako ,oddziatywania fitotoksyczne”
lub fitotoksycznos¢”. W literaturze funkcjo-
nuje rowniez termin ,potencjal allelopatycz-
ny”, ktory oznacza zdolnoS¢ danego zwiazku
allelopatycznego lub ekstraktu/wyciagu z ro-
slin do hamowania kietkowania nasion badz
ograniczania wzrostu rosliny testowej (WOJ-
CIK-WOJTKOWIAK i wspotaut. 1998).
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ZWIAZKI ALLELOPATYCZNE MODYFIKUJA WYTWARZANIE ROS I WPLYWAJA NA ZMIANE
AKTYWNOSCI KOMORKOWEGO SYSTEMU MODULUJACEGO STEZENIE ROS

W celu przeciwdzialania niekontrolowa-
nemu wzrostowi stezenia ROS w komorce
aktywowany jest system antyoksydacyjny,
ktorego zadaniem jest rOwniez modelowa-
nie stezenia ROS. Glownymi elementami
enzymatycznego systemu antyoksydacyjnego
sa: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), kata-
laza (CAT) i peroksydazy (POx), w tym pe-
roksydaza glutationowa (GPX). Wsrod enzy-
mow  kontrolujacych stezenie ROS istotne
znaczenie maja réwniez enzymy cyklu Halli-
wella-Asady, warunkujace odpowiedni stan
redoks nieenzymatycznych antyoksydantow:
reduktaza glutationowa (GR), reduktaza mo-
nodehydroaskorbinianowa (MDAR), redukta-
za dehydroaskorbinianowa (DHAR), perok-
sydaza askorbinianowa (APX). Natomiast do
drobnoczasteczkowych antyutleniaczy naleza
przede wszystkim glutation (GSH) i askorbi-
nian (AsA) (przeciwutleniacze hydrofilowe),
a takze tokoferole i karotenoidy (przeciwu-
tleniacze hydrofobowe) (BARTOSZ 20006). Ele-
menty systemu antyoksydacyjnego wystepuja
we wszystkich przedzialach komorkowych,
w ktorych dochodzi do powstawania ROS
(MITTLER 2002).

Zaobserwowano, ze w przypadku stoso-
wania wielu zwiazkow allelopatycznych cze-
sta reakcja roSlin jest wzrost stezenia ROS i
zmiana aktywnoSci enzymOw systemu anty-
oksydacyjnego. Izotiocyjaniany (ITC), obecne
w tkankach roslin Brasicaceae, stanowia obie-
cujace zrodlo bioherbicydow, gdyz wykazuja
wysoka toksyczno$¢ w stosunku do wielu
innych roslin. HARA i wspoétaut. (2010) wyka-
zali, ze oprysk roztworem ITC w stezeniach
10-100 mM powoduje widoczne uszkodzenia
(z6lkniecie i brazowienie) liSci rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana). Degradacji chlorofilu
towarzyszyl wzrost przepuszczalnoSci bton
komorkowych oraz akumulacja ROS. Tok-
syczny efekt ITC byt ponadto zwiazany z ni-
ska ekspresja genu kodujacego peroksydaze
At5g64120 (HARA i wspotaut. 2010).

Olejki eteryczne wydzielane przez roSliny
z rodzaju Artemisia odpowiadaja za ich wy-
soki potencjal allelopatyczny i hamuja kiel-
kowanie nasion oraz wzrost siewek innych
gatunkow. SINGH i wspotaut. (2009) zbadali
wplyw monoterpenu p-myrcenu (0,07-0,70
mg ml!) na kietlkowanie nasion i wzrost ko-
rzeni owsa ghuchego (Avena fatua), mozgi
drobnej (Phalaris minor) i cibory (Cyperus
rotundus). Ograniczenie wzrostu korzeni i

zahamowane kietlkowanie nasion byly spo-
wodowane nagromadzaniem H,O, w tkan-
kach roslin poddanych dzialaniu fitotoksyny,
czemu towarzyszyl wzrost przepuszczalnosci
bton komoérkowych i zawartosci aldehydu di-
malonowego (MDA), produktu rozpadu kwa-
sow tluszczowych bton komoérkowych. U ku-
kurydzy (Zea mays) zwickszona peroksyda-
cje lipidow powodowaly tez inne olejki ete-
ryczne i monoterpeny, np. mentol, kamfora,
geraniol, a-pinen (ZUNINO i ZYGADLO 2004).
Wyciag wodny z liSci Sicyos deppei, chwa-
stu wystepujacego powszechnie w Meksyku,
hamowal wzrost korzeni siewek pomidora
(Lycopersicon  esculentum) (ROMERO-ROME-
RO i wspotaut. 2005), nie wplywal jednak
na kielkowanie nasion (LARA-NUNEZ i wspol-
aut. 20006). Po 24 godzinach imbibicji nasion
w ekstrakcie allelopatycznym obserwowano
znaczacy wzrost stezenia H,O, (LARA-NUNEZ
i wspotaut. 2006). W tym czasie nast¢po-
walo zakonczenie kietkowania nasion sensu
stricto. Natomiast podczas wzrostu wydluze-
niowego korzenia, ktory byl zahamowany w
70% przez allelozwiazki, réznica w zawar-
tosci H,O0, w stosunku do nasion kontrol-
nych (kietkujacych w wodzie) byla nieistot-
na. Nieco inaczej ksztalttowala si¢ zawartoSc¢
O,", ktorego statystycznie istotng nizsza za-
warto$¢ oznaczono podczas wzrostu korzeni
w obecnoSci wyciagu z liSci Sicyos deppei.
Zmianom stezenia ROS towarzyszyly mody-
fikacje aktywnoSci enzymoOw antyoksydacyj-
nych. Aktywnos¢ CAT podczas kietkowania
nasion byla hamowana przez allelozwiazki,
natomiast wzrastala w czasie wzrostu korze-
ni. Inny przebieg zmian obserwowano dla
aktywnosci SOD, ktoéra w nasionach kietku-
jacych w obecnosSci ekstraktu allelopatycz-
nego po nieznacznym WwzroScie w ostatniej
fazie kietkowania, utrzymywala si¢ na stalym
poziomie podczas wydluzania korzenia i w
rezultacie byla nizsza niz w korzeniach kiel-
kujacych w wodzie (LARA-NUNEZ i wspoOlaut.
2006). Podobne zahamowanie aktywnoSci
SOD obserwowano w nasionach ogorka (Cu-
cumis sativus), kukurydzy i sorgo (Sorghum
bicolor) traktowanych kwasem sekalonowym
F, izolowanym z grzyba Aspergillus japonicus
(ZENG i wspotaut. 2001), a takze w liSciach
i korzeniach siewek sataty (Lactuca sati-
va) traktowanych 2(3H)-benzoksazolinonem
(BOA) (SANCHES-MOREIRAS i REIGOSA 2005).
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Kietkowanie nasion wilca (Ipomea trilo-
ba) oraz wzrost korzeni siewek byly badane
w obecnosci 0,5 mM roztworéw o-pinenu,
kumaryny, kwercetyny i kwasu ferulowe-
go (PERGO i IsHI-IwWAMOTO 2011). Zwiazki te
nieznaczenie opodznialy kietkowanie nasion
chwastu i hamowaly wzrost elongacyjny ko-
rzeni. Autorzy sugeruja, ze w tym przypadku
przyczyna ograniczonego wzrostu korzeni
byta indukcja stresu oksydacyjnego. Wskazu-
je na to podwyzszona aktywno$S¢ GR i nie-
specyficznych substratowo peroksydaz (POx)
po zastosowaniu c-pinenu, POx w obecnosci
kumaryny i GR oraz CAT w roSlinach trakto-
wanych kwasem ferulowym (PERGO i ISHII-
-IwAMOTO 2011).

Etylo 2-metylo acetooctan (EMA) jest jed-
nym z podstawowych zwiazkéw chemicz-
nych odpowiadajacych za fitotoksycznosc¢
trzciny (Phragmites australis). Zwiazek ten
hamowal wzrost komoérek sinicy (Microcy-
stis aeruginosa), czemu towarzyszyl wzrost
aktywnosci CAT, szczegélnie po ponad 24
godzinnej ekspozycji na EMA i postepujace
w miar¢ przedluzania czasu traktowania ob-
nizenie aktywnoSci SOD (HONG i wspotaut.

2008). Wydaje sie, ze to wlasnie niedosta-
tecznie dzialajacy system detoksykacji O,""
mogl odpowiadac¢ za toksyczny efekt wywo-
lywany przez EMA. Testowany zwiazek wply-
wal takze na zawartoS¢ antyutleniaczy, gluta-
tionu i askorbinianu, w zredukowanej (GSH i
AsA) i utlenionej formie (GSSG i DHAsA) po-
wodujac przejSciowe, krotkotrwale nagroma-
dzanie GSH i AsA. Jednak przedtuzanie czasu
ekspozycji na EMA i wysokie stezenia allelo-
zwiazku nie wplywaly znaczaco na zawartoS¢
AsA i GSH, co sugeruje obnizong aktywnos¢
enzymow cyklu glutationowo-askorbinowego
(HONG i wspotaut. 2008). Berberyna wykazu-
je podobny do EMA mechanizm hamowania
wzrostu M. aeruginosa (ZHANG i wspotaut.
2011). Zostata zidentyfikowana jako jeden z
glownych allelozwiazkow cynowodu (Coptis
chinensis) (ZHANG i wspotaut. 2010). Wzrost
zawartoSci MDA w komorkach M. aerugino-
sa w obecnosci berberyny (0,005-0,03%) byt
skorelowany z nagromadzaniem O,'~ oraz
obnizeniem aktywnoSci SOD. Uszkodzenia
oksydacyjne blon komorkowych M. aerugi-
nosa w obecnoSci berberyny wystepowaly
pomimo wzrostu zawartoSci GSH podczas

ZWIAZEK ALLELOPATY CZNY

Intensywne
wyhwiarzanie

Wysoka akbywnost
systemu
antyoksydacyjnego

Brak wphasl na
wytwarzanie iflub
akumulacje ROS

Miska akhywhosei systermu

antyoksydacyjnego, kidry

hiezabezpiecza komarek
przedtaksycznym

dziataniem ROS

WMrzyrmanie stezenia ROS na poziomie
warunkujgcym sygnalizacie komad rkows.
Ohnizenie wraZliwosci na stresy,
efekt hormezy

Hamuowanie wzrostu | rozwo]ju,
reakcja morfogenetyczna SIMR,
w krarficowych przypadkach
grnierd karndrek

Ryc. 1. Relacje pomiedzy oddziatywaniami allelopatycznymi a metabolizmem ROS w roSlinach.
Zwiazki allelopatyczne (pi¢ciokaty) moga wywolywac¢ modyfikacje wytwarzania i usuwania ROS
w komorkach roSlin akceptorowych, co w rezultacie determinuje przebieg procesoOw wzrostu i

rozwoju.
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przediuzajacej sie ekspozycji na ten allelo-
zwiazek (ZHANG i wspotaut. 2011).
Hamowanie kietkowania nasion gorczy-
cy (Sinapis alba) w obecnoSci ekstraktu z
lisSci stonecznika (Helianthus annuus) takze
prowadzilo do gromadzenia ROS, czemu to-
warzyszyl wzrost zawartoSci MDA i zwickszo-
ny wyciek elektrolitow (ORACZ i wspolaut.
2007). Wraz ze wzrostem stezenia ROS naste-
powal wzrost aktywnosci SOD i CAT (BOGA-
TEK i GNIAZDOWSKA 2007, ORACZ i wspotaut.
2007), ktory byt jednak niewystarczajacy dla
usuniecia uszkodzefn oksydacyjnych. Znacz-
nie wyzsza niz w roSlinach kontrolnych ak-
tywnos¢ SOD i POx stwierdzono takze w ko-
rzeniach siewek ogorka poddanych dziataniu
kwasu kawowego, p-kumarowego, ferulowe-
go lub sinapinowego (o stezeniu 0,25 mM)
(YU i wspotaut. 2003). Dane te potwierdzo-
no stosujac eksudaty korzeniowe lub ekstrak-
ty z korzeni. Podobna reakcje zaobserwowa-
no w korzeniach siewek jabloni Sliwolistne;j
(Malus prunifolia) traktowanych kwasem
ftalowym (1 mM), ktory podejrzewany jest
o powodowanie tzw. choroby replantacyj-
nej jabtoni (BAI i wspotaut. 2009). Wzrost

stezenia ROS (O, oraz H,0,) w korzeniach
jabloni nastepowal nawet wowczas, gdy zna-
czaco aktywowany byl enzymatyczny system
antyoksydacyjny. Po 2 tygodniach ekspozy-
¢ji na kwas ftalowy aktywnos¢ CAT i POx
byla 2-krotnie wyzsza niz w roSlinach kon-
trolnych, a aktywnos¢ SOD wzrastala ponad
4-krotnie. Obserwowano takze stymulacje
aktywnosSci enzymow cyklu Halliwella-Asady.
Nagromadzanie w tych warunkach ROS pro-
wadzilo do uszkodzen blon komoérkowych
(BAI i wspotaut. 2009).

Przytoczone powyzej przykltady wskazuja,
ze czesta reakcja roSlin na obecnoS¢ zwiaz-
kow allelopatycznych moze by¢ nagromadza-
nie ROS, w tym szczegolnie H,O, (Ryc. 1, Ta-
bela 1). W ogromnej wi¢kszosci przypadkow
reakcja ta jest skorelowana ze wzrostem ak-
tywnosci systemu antyoksydacyjnego. Jednak
nie zawsze modyfikacja aktywnoSci tego sys-
temu zapewnia utrzymanie stezenia ROS na
poziomie odpowiadajacym tylko transdukcji
sygnatu, duzo ponizej wartoSci indukujacej
nieodwracalne uszkodzenia struktur komor-
kowych, w ostatecznym efekcie prowadzace
do Smierci (Ryc. 1).

MODYFIKACJA WZROSTU I ROZWOJU ROSLIN PRZEZ ZWIAZKI ALLELOPATYCZNE WYNIKA Z
MODULACJI AKTYWNOSCI BLONOWE] OKSYDAZY NADPH

Btonowa oksydaza NADPH to kompleks
enzymatyczny odpowiadajacy za wytwarzanie
ROS w przestrzeni apoplastycznej. Enzym
ten uczestniczy w tzw. reakcji nadwrazliwo-
Sci roSlin na dzialanie patogenow, a takze
odpowiada za czasowo-przestrzenne przeka-
zywanie sygnalu w postaci fali ROS pomie-
dzy komorkami, a nawet tkankami, warun-
kujacego prawidlowy przebieg wielu pro-
cesoOw u roSlin np. kietkowania nasion lub
wzrostu korzeni bocznych (MARINO i wspol-
aut. 2012). Bardzo interesujaco przedstawia-
ja sie dane dotyczace wplywu zwiazkow al-
lelopatycznych na aktywnoS¢ tego enzymu.
Ekstrakt z Sycyos deppei powodowal wzrost
aktywnosci oksydazy NADPH podczas ostat-
niej fazy kielkowania nasion pomidora, na-
tomiast w trakcie wzrostu korzenia wyraznie
obnizal aktywnoS¢ tego enzymu (LARA-NUNEZ
i wspotaut. 2006). Obnizenie apoplastycz-
nej syntezy ROS (szczegolnie O,'"), zwiaza-
nej posrednio takze z aktywnoScia btonowe;j
oksydazy NADPH, zaobserwowano w kielku-
jacych nasionach pieprzycy siewnej (Lepi-
dium sativum) traktowanej myrigalonem A,

flawonoidem znajdujacym si¢ w eksudatach
owocow woskownicy europejskiej (Myri-
ca gale) (ORACZ i wspotaut. 2012, VOEGELE i
wspotaut. 2012). Autorzy sugeruja jednak, ze
w przypadku tego zwiazku zaburzenie proce-
su kietkowania moze by¢ zwigzane z jego an-
tyoksydacyjnym dzialaniem, ktorego efektem
jest zahamowanie rozluznienia Sciany komor-
kowej komorek endospermu, warunkujacego
przebicie si¢ korzenia zarodkowego przez
okrywy nasienne.

Odmienne wyniki uzyskano analizujac
wplyw kwasu cynamonowego na aktywnoS¢
oksydazy NADPH w korzeniach siewek ogor-
ka i dyni (Cucurbita ficifolia Bouche) (DING
i wspotaut. 2007). U autotoksycznego ogor-
ka, w ktorego eksudatach korzeniowych zi-
dentyfikowano kwas cynamonowy i ktorego
wzrost korzeni byl bardzo silnie hamowany
przez ten allelozwiazek, aktywnosS¢ oksyda-
zy NADPH wzrastala prawie dwukrotnie.
Natomiast w korzeniach dyni, niewrazliwej
na kwas cynamonowy, nie zaobserwowano
zmian aktywnoSci enzymu, nie stwierdzo-
no tez nagromadzania ROS. Przeciwnie, u
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ogorka, obserwowano generowanie O,'" i
HZOL postepujace wraz ze wzrostem Steze-
nia allelozwiazku. Wzrost syntezy ROS w
korzeniach ogorka stanowil prawdopodob-
nie gtéwna przyczyne obnizenia zywotnoSci
komorek i ich przyspieszonej Smierci, nawet
pomimo wysokiej aktywnosci CAT i wzrostu
aktywnosci SOD (DING i wspoétaut. 2007), a
takze APX i POx (YE i wspotaut. 2000).

Wydaje si¢ zatem, ze jednym z mechani-
zmoOw dzialania zwiazkow allelopatycznych
moze by¢ indukcja stresu oksydacyjnego,
obejmujaca takze aktywacje oksydazy NADPH
i tak wysokie wytwarzanie ROS, ktore nie sa
usuwane nawet przez aktywowany system

antyoksydacyjny.

MODYFIKACJA STEZENIA ROS W ODPOWIEDZI NA ZWIAZKI ALLELOPATYCZNE WYWOLUJE
ZMIANY FUNKCJONOWANIA CYTOSZKIELETU I STRUKTURY SCIANY KOMORKOWE]
PROWADZACE DO ZABURZENIA WZROSTU KOMOREK

Jak wzmiankowano w poprzednim roz-
dziale, ROS odgrywaja kluczowa rol¢ w roz-
luznianiu lub usztywnianiu Sciany komorko-
wej, ulatwiajac lub odpowiednio utrudniajac
wzrost komorki. Gromadzenie "OH w apo-
plaécie nastepuje w wyniku przeksztalcania

- bedacego produktem aktywnoSci oksy-
dazy NADPH, w reakcji katalizowanej przez
POx (reakcja Fentona) (LISZKAY i wspoOlaut.
2004). Wytwarzany "OH powoduje pekanie
polimeréw matriks Sciany komoérkowej, co
ulatwia wzrost komorek (LISZKAY i wspotaut.
2004). Ilos¢ gromadzonego ‘OH kontrolowa-
na jest przez auksyny (IAA), ktére wplywaja
na aktywnoS¢ oksydazy NADPH (SCHOPFER
i wspotaut. 2002). Z kolei obecnos¢ H,O,
sprzyja tworzeniu mostkow pomiedzy poli-
merami Sciany komorkowej czego efektem
jest jej usztywnienie (SCHOPFER 19906). Zalez-
noSci pomiedzy toksycznym dzialaniem nie-
ktorych zwiazkow allelopatycznych a ligni-
fikacja i usztywnieniem Sciany komoérkowe;j
zaobserwowano szczegélnie w komorkach
korzeni. Kwas ferulowy (1 mM) powodowat
znaczne zahamowanie wzrostu korzeni sie-
wek soi (Glycine max) (SANTOS DOS i wspot-
aut. 2004, 2008), chociaz nie obserwowano
w nich akumulacji ROS (DOS SANTOS i wspot-
aut. 2008). Natomiast w komoérkach roSlin
traktowanych kwasem ferulowym wzrastata
bardzo znacznie aktywnoS¢ peroksydaz Scia-
ny komorkowej i amoniakoliazy L-fenyloala-
niny (PAL), podstawowych enzymow szlaku
fenylopropanoidow, co wiazato si¢ ze wzro-
stem syntezy ligniny. Wydaje si¢ zatem, ze w
przypadku kwasu ferulowego ograniczenie
wzrostu korzeni moze wynikaé z syntezy li-
gniny i, co za tym idzie, usztywnienia Sciany
komorkowej. H,O, niezbedny w tym proce-
sie moze by¢ wynikiem aktywacji przez kwas
ferulowy oksydazy NADPH Iub POx. Tak-
ze hamowanie wzrostu korzeni siewek soi

przez kwas kawowy (1-2 mM) lub L-DOPA
(L-3,4-dihydroksyfenyloalanina) (0,5-1 mM)
bylo zwiazane ze wzrostem lignifikacji Scia-
ny komorkowej (BUBNA i wspotaut. 2011,
SOARES i wspotaut. 2007). Jednak dla kwasu
kawowego, podobnie jak kwasu ferulowego
nie zaobserwowano w komorkach korzeni
nagromadzania ROS, a nawet ich stezenie
bylo ponizej mozliwosci detekcji (BUBNA i
wspoétaut. 2011).

Z kolei, toksyczne dzialanie cyjanamidu
(CA), allelozwiazku obecnego w tkankach
wyki kosmatej (Vicia villosa) nie zawsze ob-
jawiato sie indukcja stresu oksydacyjnego
(Sortys i wspotaut. 2010b, 2013). Analiza
zmian stezenia H,O,i O, w Korzeniach ce-
buli (Alium cepa) i pomidora traktowanych
CA wykazala odmienny efekt dzialania tego
zwiazku w obu gatunkach. W siewkach po-
midora traktowanych CA stezenie ROS utrzy-
mywalo si¢ na staltym poziomie przez 2 dni,
podczas gdy 3 dnia obserwowano jego wy-
razne obnizenie (SOLTYS i wspotaut. 2013).
U cebuli natomiast, w zaleznoSci od steze-
nia, nastepowato obnizenie lub gwaltowny
wzrost zawartoSci ROS w korzeniach. Roéz-
nice w iloSci wytwarzanych ROS w obu ga-
tunkach roslin moga wynika¢ z odmiennego
wplywu CA na aktywnoS$¢ enzymow antyok-
sydacyjnych, chociaz traktowanie uSpionych
pakow winorosli CA prowadzito do akumula-
¢jii H,O, i obnizenia aktywnosSci CAT (PEREZ i
LIRA 2005, PEREZ i wspotaut. 2008). Oddzia-
lywanie CA na komorki korzeni cebuli, sko-
relowane ze wzrostem stezenia ROS, prowa-
dzilo do zmian organizacji cytoszkieletu (SoL-
TYS i wspotaut. 2011). Podobna destrukcje
mikrotubul stwierdzono w korzeniach rzod-
kiewnika w obecnoSci kwasu galusowego
(50 uM), a reakcja ta byla wynikiem wzrostu
stezenia ROS (RUDRAPPA i wspotaut. 2007).
W korzeniach pomidora traktowanego CA
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obserwowano takze zmiane ekspresji genow
kodujacych ekspansyny, uczestniczace w roz-

luznieniu struktury Sciany komoérkowej (SOL-
TYS i wspotaut. 2012).

MODYFIKACJA METABOLIZMU ROS W OBECNOSCI ZWIAZKOW ALLELOPATYCZNYCH
PROWADZI DO ZMIANY WRAZLIWOSCI ROSLIN NA INNE STRESY BIOTYCZNE I ABIOTYCZNE

Ekspozycja roSlin na stres o niewielkim
natezeniu aktywuje ich system antyoksyda-
cyjny, zapewniajac tym samym tolerancje
na inny rodzaj stresu, ktory takze wywoltu-
je zaburzenia metabolizmu ROS (KACPERSKA
2012). Odpowiedz tzw. krzyzowa zanotowa-
no np. w przypadku krotkotrwatego stresu
wysokiej temperatury podnoszacego odpor-
nos¢ siewek kukurydzy na niska tempera-
ture, susze czy zasolenie (GONG i wspotaut.
2001). Jak dowodzi szereg przytoczonych
powyzej przykladow, zwiazki allelopatyczne
modyfikuja metabolizm ROS, wielokrotnie
prowadzac do powstania stresu oksydacyjne-
go, lub aktywuja mechanizmy obronne po-
przez zwickszenie aktywnoSci enzymow an-
tyoksydacyjnych lub zmiane¢ ekspresji genow
kodujacych te biatkka (MYLONA i wspolaut.
2007, Gouisz i wspotaut. 2011). Na tym tle
interesujace staje si¢ zagadnienie dotyczace
wplywu zwiazkéw allelopatycznych na od-
pornos¢ roslin na inne czynniki abiotyczne i
biotyczne.

L1 i wspotaut. (2011) badali efekt wstep-
nego traktowania siewek ogorka kwasem cy-
namonowym o niskim (50 uM) stezeniu na
ich wrazliwo$¢ na stres chlodu. Zaobserwo-
wano, ze roSliny traktowane kwasem cyna-
monowym lepiej znosily dziatanie chlodu niz
siewki traktowane tylko niska temperatura,
przy czym wyraznie korzystny efekt kwasu
cynamonowego zanotowano w liSciach. Wy-
kazano, ze wstepne traktowanie siewek ogor-
ka allelozwiazkiem obniza generowanie ROS
w komorkach roSlin, ktore byly eksponowa-
ne na chiéd, w poréwnaniu do tych, ktore
poddano dzialaniu chtodu, ale nie traktowa-
no kwasem cynamonowym. Wzrost odporno-
Sci ogorka na chiod wywolany traktowaniem
kwasem cynamonowym mozna wigzaé z nie-
znaczna stymulacja aktywnoSci SOD, CAT

oraz enzymow szlaku Halliwella-Asady (GPX
i APX). Obnizenie stezenia ROS i mniejsza
ilos¢ uszkodzen oksydacyjnych w siewkach
poddanych dziataniu obu stresor6w mozna
takze tlumaczy¢ zwickszona zawartoscia GSH
i AsA (L1 i wspotaut. 2011).

Pojawiaja si¢ tez, na razie nieliczne, donie-
sienia wskazujace na zwiazek pomiedzy wraz-
liwoscia roslin na patogeny a obecnoscia sil-
nych zwiazkéw allelopatycznych lub autotok-
sycznych. Wykazano, ze kwas cynamonowy,
autotoksyna obecna w eksudatach korzenio-
wych ogorka, zwieksza podatnos¢ siewek tej
roSliny na infekcje grzybowa Fusarium oxy-
sporum (YE i wspotaut. 2004). Siewki ogor-
ka traktowane kwasem cynamonowym przed
inokulacja F. oxysporum, powodujacym zgo-
rzel korzeni, rozwijaly si¢ znacznie gorzej
niz siewki traktowane tylko allelozwiazkiem
lub tylko inokulowane F. oxysporum (YE i
wspotaut. 2006). Patologiczne zmiany mor-
fologiczne polegajace na brazowieniu tkanki
byly znacznie bardziej widoczne w przypad-
ku roslin poddanych dzialaniu obu streso-
row. Kwas cynamonowy o stezeniu powyzej
0,1 mM, w polaczeniu z infekcja grzybowa,
prowadzilty do przedwczesnego zamierania
roSlin. Oba czynniki stresowe powodowaly
wzrost zawartoSci MDA, przy czym efekt ten
byt addytywny w przypadku tacznego zasto-
sowaniu allelozwiazku i inokulacji. Podobna
zalezno$¢ zaobserwowano dla O,", ktorego
powstawanie w przeciwienstwie do H,O,
bylo wyraznie stymulowane przez kwas cyna-
monowy. Niska zawartoS¢ H,O, w roslinach
inokulowanych i traktowanych kwasem cyna-
monowym mogta wynika¢ z bardzo wysokiej
aktywnosci CAT, a nagromadzanie O,"" ze
stosunkowo mato zmieniajacej si¢ aktywno-
sci SOD (YE i wspotaut. 2000).

ZJAWISKO HORMEZY WYWOLANE PRZEZ ZWIAZEK ALLELOPATYCZNY MOZE WYNIKAC Z
JEGO ANTYOKSYDACYJNEGO DZIALANIA

Hormeza, to zjawisko polegajace na sty-
mulacji wzrostu roSliny akceptorowej przez
zwiazki chemiczne stosowane w niezwykle
niskich stezeniach. Jest obserwowane w od-

niesieniu do wielu toksyn, pestycydow i an-
tybiotykoéw, ale dotyczy takze allelozwiazkOow.
W przypadku tych ostatnich badania prowa-
dzono tylko w warunkach laboratoryjnych,
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a wystepowanie zjawiska w naturze jest nie-
znane. Mechanizm dzialania (+)-katechiny,
zwiazku allelopatycznego produkowanego
przez chaber (Centaurea maculosa), in-
wazyjny chwast prerii Ameryki Polnocne;j,
mimo wieloletnich badan nadal pozostaje
nie do konca wyjasniony i problematyczny
(CHOBOT i wspotaut. 2009, DUKE i wspotaut.
2009). Wyniki niektéorych badan sugeruja
pro-oksydacyjny charakter tego zwiazku alle-
lopatycznego (BAls i wspotaut. 2003), inne
wskazuja na jego funkcje antyoksydacyjna
(DUKE i wspotaut. 2009, CHOBOT i wspotaut.
2009). Traktowanie korzeni siewek rzod-
kiewnika (+)-katechina w wysokich steze-
niach (100 pg ml') prowadzilo do wzrostu
stezenia ROS, ktorego wynikiem byla Smierc
komorek (BAls i wspotaut. 2003). Pozniejsze
badania na rzodkiewniku, wykonane z za-
stosowaniem tego allelozwiazku podawane-
g0 W znacznie nizszych stezeniach (5-25 ng
ml"), wykazaly efekt hormezy (PRITHIVIRAJ
i wspotaut. 2007). W glebie korzystny efekt
(¢)-katechiny na wzrost siewek rzodkiewni-
ka zanotowano przy stezeniu allelozwiazku

wynoszacym zaledwie 1 ug g-'. Katechina
podawana w minimalnych stezeniach nie
wywolywata efektow negatywnych, a wprost
przeciwnie, stymulowata wzrost siewek, przy
czym poziom ROS nie ulegal zmianie. Zba-
dano ponadto wplyw katechiny podawane;j
w niskich stezeniach na odpornos$¢ siewek
rzodkiewnika na Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000. U roSlin, ktére inokulowa-
no P. syringae, przy jednoczesnej obecno-
Sci (+)-katechiny w pozywce, obserwowano
znaczne (ponad 3-krotne) ograniczenie za-
infekowanej powierzchni liSci (PRITHIVIRAJ i
wspotaut. 2007). Natomiast analogiczne do-
Swiadczenie przeprowadzone na mutantach
rzodkiewnika nahG, niezdolnych do syntezy
hydroksylazy kwasu salicylowego i akumula-
¢ji kwasu salicylowego, oraz mutantach npri-
1, u ktoérych obserwowano obnizona ekspre-
sj¢ genu kodujacego biatka PR (zwiazane z
patogeneza, ang. pathogenesis related) wyka-
zaly, ze korzystne dzialanie allelozwiazku wy-
maga uruchomienia mechanizméw typowych
dla reakcji SAR (nabytej odpornosci systemo-
wej).

ZWIAZKI ALLELOPATYCZNE WYWOLUJA REAKCJE SIMR

Rosliny, ktore podlegaja dzialaniu niekto-
rych abiotycznych czynnikow stresowych
(niedobor fosforu, obecnos¢ metali ciezkich)
o natezeniu sub-letalnym wykazuja reakcje
morfogenetyczne, ktore okreSla si¢ skrotem
SIMR pochodzacym od angielskiego wyra-
zenia stress induced morphogenic respon-
se (odpowiedz morfogenetyczna indukowa-
na przez stres) (POTTERS i wspotaut. 2007,
2009). Reakcja ta polega na ograniczeniu
wzrostu wydluzeniowego pedu i korzenia,
czemu towarzyszy stymulacja wzrostu pedow
lub korzeni bocznych. Podobienstwo odpo-
wiedzi morfogenetycznej roslin eksponowa-
nych na rozne stresy wynika ze zwi¢kszonej
akumulacji ROS oraz modyfikacji transportu
i/lub zawartoSci auksyn. Zatem, biorac pod
uwage indukcje stresu oksydacyjnego oraz
zmiany bilansu fitohormonalnego, mozna
tez sugerowaC wystepowanie reakcji SIMR
w roslinach poddanych dziataniu zwiazkow
allelopatycznych. Pochodna kumaryny (4-me-
tylumbelliferon) w stezeniu 125-250 uM po-
wodowata nieprawidtowy wzrost i nadmier-
ne krzewienie korzeni siewek rzodkiewnika

(Lt i wspoétaut. 2011). Nie zaobserwowano
jednak roznic biosyntezy auksyny pomic¢dzy
roSlinami kontrolnymi i traktowanymi allelo-
zwiazkiem. W obecnosci 4-metylumbellifero-
nu wzrastala natomiast ekspresja genow ko-
dujacych transportery auksyny PIN2 i PIN3
oraz ekspresja IAA14, represora transkrypcji
genow wczesnych odpowiedzi na auksyne,
zwiazanego z inicjacja wzrostu korzeni bocz-
nych. Co ciekawe, allelozwiazek nie wywoly-
wal modyfikacji ekspresji 7IR1, kodujacego
receptor hormonu. Wskazuje to, ze mecha-
nizm dzialania 4-methylumbelliferonu doty-
czy raczej redystrybucji auksyny, niz jej bio-
syntezy (LI i wspotaut. 2011). W przeciwien-
stwie do 4-methylumbeliferonu, CA, hamujac
wzrost korzeni pomidora, mimo ze nie wy-
wolywal akumulacji ROS (SOLTYS i wspotaut.
2013), powodowal wzrost stezenia auksyn w
traktowanych tkankach, czemu dodatkowo
towarzyszyt wzrost emisji etylenu (SOLTYS i
wspotaut. 2012). Podobna sytuacje obserwo-
wano w korzeniach rzodkiewnika traktowa-
nych cytralem (GRANA i wspoétaut. 2013).
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PODSUMOWANIE

Pomimo tego, ze w bardzo wielu przy-
padkach oddzialywanie zwiazkéw allelopa-
tycznych prowadzi do nagromadzania ROS
raczej nie mozna jednoznacznie stwierdzic,
ze mechanizm dziatania allelozwiazkow pole-
ga zawsze na indukgcji stresu oksydacyjnego
(Tabela 1, Ryc.1). Wydaje sie, ze szczegolnie
przejsciowy, krotkotrwaly wzrost generowa-

nia i gromadzenia ROS moze uruchamiac
Sciezki sygnatowe lub inne reakcje pro-
wadzace do powstawania obserwowanych
zmian. W wielu przypadkach wydaje si¢, ze
szczegolne znaczenie moze mie¢ gospodarka
hormonalna lub zmiana ekspresji konkret-
nych genow.

REAKTYWNE FORMY TLENU W ODDZIALY WANIACH ALLELOPATYCZNYCH

Streszczenie

Allelopatia dotyczy oddziatywan pomiedzy ro-
Slinami za poSrednictwem zwiazkéw chemicznych
wydzielanych do Srodowiska. Efekty dzialania zwiaz-
kow allelopatycznych w roSlinach sa najczesciej
negatywne (zahamowanie kielkowania nasion,
ograniczenie wzrostu korzeni i/lub pedu), szczegol-
nie gdy toksyny wystepuja w wysokich stezeniach.
Niekiedy obserwuje si¢ tez zjawisko hormezy (sty-
mulacji kietkowania nasion lub wzrostu organéw),
gdy zawarto$¢ allelozwiazkow w otoczeniu jest bar-
dzo niska. Obecnos¢ allelozwiazkow wielokrotnie
wywoluje w roslinach stres oksydacyjny, manifestu-
jacy sie¢ wzrostem ste¢zenia reaktywnych form tlenu
(ROS). Nie zawsze wzrost stezenia ROS w roSlinach
traktowanych zwiazkami allelopatycznymi jest skore-
lowany ze wzrostem aktywnoSci systemu oksydacyj-
nego, chociaz w ogromnej wiekszoSci przypadkow
obserwowane sa istotne zmiany aktywnoSci podsta-
wowych enzymoéw modulujacych stezenie ROS (kata-
lazy, dysmutazy ponadtlenkowej czy enzymow cyklu

Halliwella-Asady), czemu towarzysza tez modyfikacje
zawartoSci przeciwutleniaczy drobnoczasteczkowych
(glutationu i askorbinianu). Z uwagi na réznorodna
nature, rozne stezenia stosowanych allelozwiazkow
i rozna wrazliwo$¢ roSlin trudno jest jednoznacz-
nie wyrokowadé, ze zawsze i kazdy zwiazek allelo-
patyczny indukuje stres oksydacyjny, chociaz taka
mozliwos¢ jest prawdopodobna i czesto spotykana.
W pracy przedstawiono szereg przykladow indukcji
stresu oksydacyjnego w roSlinach poddanych dzia-
faniu zwiazkow allelopatycznych. Nagromadzanie
ROS w komorkach i modyfikacje wzrostu roslin ak-
ceptorowych w odpowiedzi na allelozwiazki zostaly
porownane z tzw. reakcja SIMR (ang. stress indu-
ced morphogenic response), a takze skorelowane z
modyfikacja réwnowagi hormonalnej i czynnikami
wplywajacymi na strukture Scian komorkowych. Pod-
jeto takze problem zaleznoSci pomie¢dzy oddziatywa-
niami allelopatycznymi a wrazliwoscia roslin na inne
stresy biotyczne i abiotyczne.

REACTIVE OXYGEN SPECIES IN ALLELOPATHIC INTERACTIONS BETWEEN PLANTS

Summary

Allelopathy phenomenon describes mostly nega-
tive interactions between plants mediated by specif-
ic chemicals released into environment. Inhibition
of growth of various organs, and delay or restric-
tion of seed germination are most frequently ob-
served effects of allelopathic interactions. At times,
allelochemicals subjected in low concentration may
also lead to hormesis (stimulation of seed germina-
tion or plant growth).

Allelochemicals often induce oxidative stress,
manifested as an increase in ROS production, which
not always correlates with enhancement of cellular
antioxidant systems, although in most cases there
are observed significant changes in the activity of
ROS modulating enzymes: catalase, superoxide dis-
mutase and enzymes of Halliwell-Asada cycle, accom-
panied by modification in the level of low molecular
antioxidants ascorbate and glutathione. In view of

large differences in plant sensitivity to allelochemi-
cals, and a wide range of concentration of already
tested compounds, it is hardly to believe that induc-
tion of oxidative stress is an uniform response to al-
lelopathy stress.

In this work, there are described selected ex-
amples of various allelochamicals or extracts from
allelopathic plants known to induce oxidative stress
in acceptor organisms. Accumulation of ROS and
modification of growth and/or development of or-
gans of acceptor plants induced by allelochemicals
are correlated with “stress induced morphogenic
response” (SIMR), modification of phytohormonal
balance and factors crucial for cell wall formation.
Additionally, the relationship between allelopathic
interaction and plant sensitivity to other biotic and
abiotic stresses is discussed.
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