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Wstęp 

Wprowadzenie do upraw roślin modyfikowanych genetycznie (GM) przy­
nosi coraz wi<,cej korzyści, niezależnie od kontrowersji dotyczących potencjalnie 
szkodliwego wpływu transformantów na stan ekosystemów i zdrowie konsumen­
tów. Nowe rośliny GM często charakteryzują się zwiększoną możliwością obrony 
przed czynnikami środowiskowymi. Genetyczne podłoże odporności na stres abio­
tyczny (chłód, mróz, suszę, zanieczyszczenia atmosferyczne, glebowe i inne 
czynniki) może wiązać się ze zmianami obejmującymi elementy enzymatyczne i 
nieenzymatyczne systemu przeciwutleniaczy, jako że nadprodukcja (re)aktywnych 
form tlenu (RFT) takich jak 10 2, 0 2 · - , Hz02, • 0H i rodników lipidowych jest 
wspólnym zjawiskiem podczas reakcji roślin na te czynniki [FOYER i in . 1997]. 
Natomiast w celu zintensyfikowania reakcji obronnej roślin przeciwko patoge­
nom, metodami inżynierii genetycznej wzmacnia się procesy oksydacyjne 
komórek określane jako wybuch oksydacyjny. 

Nadekspresja genów SOD 

Większość doniesień dotyczących roślin transgenicznych odpornych na stres 
tlenowy dotyczy nadekspresji genów kodujących enzym S0D (dysmutazę ponad­
tlenkową), co zapewne uzasadnione jest faktem, iż białko to funkcjonuje na 
„pierwszej linii obrony" przed nadmiarem wolnych rodników. Unieszkodliwia 
bowiem anion o rodnik ponad tlenkowy 0 2 · - powstający jako pierwsza ( często też 
wtórna) reaktywna forma tlenu tworząca się bezpośrednio z 0 2• S0D występuje 
w postaci trzech rodzin we wszystkich organellach komórkowych, wykryto ją 
także w przestrzeni intercelularnej , można więc przypuszczać, że wprowadzenie 
nowego genu wzmocni antyoksydacyjną odpowiedź komórki, a to zaowocuje 
pożądanym rezultatem w postaci minimalizacji skutków stresu oksydacyjnego. W 
wielu przypadkach uzyskano obiecujące wyniki. Jednym z pierwszych doniesień o 
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udanym eksperymencie przeprowadzonym in piania była praca SEN GUPTY i in. 
[1993], dotycząca wpływu nadekspresji cDNA kodującego Cu/ZnSOD na zmniej­
szenie uszkodzeń fotoinhibicyjnych tytoniu wywołanych współdziałaniem chłodu i 
intensywnego oświetlenia. Skrzyżowanie transformantów Cu/ZnSOD z również 
transgeniczną linią o podwyższonej aktywności reduktazy glutationowej zwiększy­
ło tolerancję badanych okazów na herbicyd fotodynamiczny - parakwat [AONO 

i in. 1995]. Wprowadzenie manganowej izoformy SOD do tkanek lucerny 
zadziałało ochronnie na rośliny poddane suszy glebowej [McKERSIE i in. 1996]. 
Podobny efekt wywołała nadekspresja genu kodującego rzadką u roślin izoformę 
należącą do rodziny Fe-SOD w chloroplastach tego gatunku [VAN CAMP i in. 
1996], a w przypadku kukurydzy GM zanotowano wzrost odporności na stres 
oksydacyjny wywołany przez wiologen metylu (MV) [VAN BREUSEGEM i in. 1999a]. 
Uzyskano też (w 2-3-letnich doświadczeniach polowych) zwiększoną zimotrwałość 
lucerny i podwyższony plon zielonki roślin z wbudowaną kopią genu Mn- i Fe­
SOD [McKERSJE i in. 1999, 2000], chociaż nastąpiło to przy braku bezpośredniego 
wpływu nowego białka na poziom wytwarzanych podczas mrozu anionorodników 
ponadtlenkowych i stan uszkodzeń wywołanych ujemną temperaturą. Mechanizm 
wpływu „dodatkowej" SOD na reakcję systemu antyutleniaczy wyjaśnili jednak 
V AN CAMP i in. [1996], którzy wykazali, że badana izoforma rodziny żelazowej 
SOD ze względu na chloroplastowe pochodzenie charakteryzuje się większą zdol­
nością do elektrostatycznego przyłączania do błon chloroplastów niż mitochon­
drialna dysmutaza manganowa. Wywołuje to różne właściwości nowych enzymów 
- FeSOD, umiejscowiona w pobliżu źródła anionorodnika ponadtlenkowego 
jakim są fotosystemy, chroni zarówno membrany komórkowe, jak i stromę przed 
tymi rodnikami, podczas gdy MnSOD posiada jedynie zdolność do zapobiegania 
ich rozprzestrzenianiu, przeciwdziałając uszkodzeniom błon i wypływowi jonów z 
komórek. Wydaje się jednak, iż odporność krzyżowa roślin poprzez nadprodukcję 
białek FeSOD jest trudna do uzyskania, gdyż izoforma ta chroni rośliny kuku­
rydzy przed działaniem metylwiologenu, lecz nie polepsza ich odporności na 
chłód, podobnie transgeniczny tytoń niewrażliwy na MV jest nieodporny na zaso­
lenie podłoża [VAN CAMP i in. 1996]. 

Zwiększenie chłodoodporności kukurydzy poprzez nadekspresję cDNA 
dysmutaz i reduktazy glutationowej nie zostało dotychczas uzyskane. System anty­
oksydacyjny liści tej rośliny jest rozdzielony pomiędzy mezofil i pochwę wokół­
wiązkową. Paradoksalnie, pomimo obecności tlenu w mezofilu SOD tam nie 
występuje, niezależnie od temperatury wegetacji roślin. Natomiast aktywność 
reduktazy glutationowej wykryto prawie wyłącznic w mezofilu (Douus i in. 1997]. 
Geny kodujące SOD i reduktazę glutationową (GR) - zarówno natywne jak i 
wprowadzane - podlegają ekspresji pod wpływem sygnałów metabolicznych spe­
cyficznych dla rodzaju tkanek fotosyntetycznych [KINGSTON-SMITII, FOYER 2000]. W 
miękiszu zieleniowym sygnałem takim jest NADPH wytwarzany przez fotosystcrn 
II (PS II), którego pozbawiona jest pochwa okolowiązkowa. Przewaga formy 
NADPH nad NADP+ umożliwia translację transkryptów GR (PASTORI i in. 2000]. 
Nie udało się dotychczas wyjaśnić przyczyn braku natywnej SOD w mezofilu, 
natomiast niestabilność jej transkryptu i inhibicja promotora CaMV35S są, 
według VAN BREUSEGEMA i in. (1998] przyczyną niemożności wprowadzenia 
enzymu do tej tkanki. Nic można też wykluczyć zahamowania etapu translacji 
SOD, czyli mechanizmu podobnego do regulacji ekspresji GR w komórkach 
pochwy okołowiązkowcj. 
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Problemy ze stechiometrią 

W badaniach nad poprawą odporności na stresy poprzez nadprodukcję 
enzymów katalizujących rozkład produktu dysmutaz ponadtlenkowych uzyskiwano 
pozytywne wyniki, jak np. w pracy MIYAGAWY i in. [2000], którzy wprowadzili gen 
kodujący bakteryjną katalazę do genomu chloroplastowego tytoniu, co wpłynęło 
ochronnie na aparat fotosyntetyczny badanych okazów podczas stresu fotooksyda­
cyjnego. Podobny zabieg (wprowadzenie dodatkowej peroksydazy askorbiniano­
wej do plastydów) nie zwiększył jednak odporności tych roślin na podwyższone 
stężenie ozonu [TORSETHAUGEN i in. 1997], gdyż okazało się, iż to nie aktywność 
zmiataczy Hp 2, lecz dysmutaz była zbyt mała w stosunku do powstającego 0 2 • - . 

Zakłócenie równowagi pomiędzy produktami utleniania, tworzonymi na kolej­
nych etapach reakcji systemu antyoksydacyjnego, a możliwością ich rozkładu lub 
regeneracji, stanowi kolejny problem podczas konstruowania transformantów. Ilu­
strują to także eksperymenty polegające na podwyższaniu poziomu glutationu 
(GSH). Ten tripeptyd, wydajnie chroniący grupy sulfbydrylowe (tiolowe) białek 
przed oksydacją sam podlega utlenieniu, tworząc disulfid glutationowy (GSSG). 
Reakcja 2GSH->GSSG przebiega w różnych przedziałach komórkowych i często 
jest katalizowana przez peroksydazę glutationową . Regeneracja glutationu z 
disulfidu następuje przy udziale reduktazy glutationowej (GR). Równowaga 
dynamiczna pomiędzy utlenioną a zredukowaną formą GSH jest niezwykle isto­
tna, indukując wiele genów związanych z odpornością [WINGATE i in . 1988], a nie­
dobór tego peptydu zwiększa podatność komórek na uszkodzenia oksydacyjne 
[MAY, LEAVER 1993]. Przewaga formy GSH nad GSSG uzależniona jest natomiast 
od przewagi stężenia NADPH nad zawartością NADP+ [PASTOR! i in. 2000). 
Wprowadzenie do genomu roślinnego DNA kodującego y-ECS - syntetazę 

gamma-glutamylocysteiny (prekursora glutationu) dało zadowalający rezultat w 
postaci ochrony doświadczalnych roślin topoli przed stresem oksydacyjnym 
[NocroR i in . 1996]. Jednak podobny zabieg nie zwiększył odporności siewek tych 
drzew na podwyższone stężenie kadmu w glebie - zarówno kontrola jak i GM 
wykazywały zahamowanie wzrostu. Nastąpiła natomiast intensyfikacja akumulacji 
Cd w roślinach [ARISI i in. 2000], co być może znajdzie zastosowanie praktyczne w 
fitoremediacji. Z kolei wprowadzenie kopii bakteryjnego genu syntetazy samego 
glutationu do komórek gorczycy (Brassica juncea (L.) CZERN.) podwyższyło odpor­
ność roślin na kadm, zwiększając nie tylko zawartość GSH, ale i innych tioli, a 
także fitochelatyn i wapnia [ZHU i in . 1999]. Ponieważ, jak już wspomniano, w 
przypadku glutationu istotna jest nie tylko jego zawartość, ale i możliwość rege­
neracji z GSSG, czyniono próby poprawiania odporności na niekorzystne warunki 
poprzez zwiększanie poziomu reduktazy glutationowej. AoNo i in. (1995) uzyskali 
pozytywne wyniki u tytoniu z nadekspresją GR (lecz również SOD), natomiast 
podobny zabieg (nadekspresja GR i syntetazy glutationowej) podjęty w celu 
ochrony topoli przed toksycznym wpływem ozonu okazał się nieskuteczny 
[STROHM i in. 1999), a dodatkowa kopia genu kodującego GR w chloroplastach 
pomidora nie zwiększyła chłodoodporności badanych roślin [BROGGEMANN i in. 
1999), gdyż w tym ostatnim przypadku podczas oddziaływania niskiej temperatury 
i słabego oświetlenia prawdopodobnie bardziej istotne dla komórek jest zapobie­
ganie tworzeniu reaktywnych form tlenu niż ich zmiatanie. Obraz zależności 
pomiędzy wpływem proporcji GSH/GSSG a reakcją na stres zakłócają wyniki 
badań (ROXAS i in. 2000). Autorzy ci wprowadzili do genomu tytoniu gen (również 
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z Nicotiana tabacum L.) kodujący S-transferazę glutationową o aktywności perok­
sydazy glutationowej (GST/GPX), uzyskując poprawę odporności roślin na niską 
(10°C) i wysoką temperaturę (30°C) oraz NaCl, zastosowane w fazie pęcznienia 
nasion. Korzystne oddziaływanie nadekspresji genu kodującego GST/GPX zwią­
zane było ze wzrostem zawartości glutationu (GSH - formy zredukowanej!) i 
askorbinianu oraz indukcją aktywności peroksydazy askorbinianowej i reduktazy 
monodehydroaskorbinianowej. Zatem nowy enzym uaktywnił większość elemen­
tów cyklu askorbinianowo-glutationowego. Ponieważ jednak szkodliwe czynniki 
zastosowano w fazie pęcznienia, a reakcję antyoksydantów badano u 7-dniowych 
siewek, przypadek ten zdaje się wskazywać na możliwość wystąpienia odmiennej 
reakcji na stres w zależności od fazy rozwojowej (nasion, siewek lub dorosłych 
okazów), w której się on pojawił. Nie można także wykluczyć uwarunkowań 
gatunkowych i zależności od rodzaju stresora, który wywołuje zróżnicowanie 
reakcji obronnych komórek roślinnych. Dodatkową trudność stanowi występowa­
nie enzymatycznych antyoksydantów w różnych postaciach - w przypadku SOD 
są to 4 rodziny tworzące łącznie 9 izoform, CAT tworzy 3, a APX 4 izoformy 
[PRASAD i in. 1994; TORSETHAUGEN i in. 1997; VAN BREUSEGEM i in 1999b], jest zatem 
prawdopodobne, że wzrost lub spadek aktywności którejś z nich będzie kompen­
sowany spadkiem lub podwyższeniem pozostałych. 

Nowe możliwości 

Niezależnie od mnożących się pytań o warunki, jakie należy spełnić, aby 
uzyskać pożądaną transgeniczną roślinę odporną na stres tlenowy, trwają prace 
nad nadekspresją także przeciwutleniaczy niskocząsteczkowych, na przykład 

mannitolu. Ten sześciowęglowy alkohol znany jako osmoprotektant, wykazuje 
również właściwości antyoksydacyjne wydajnie zmiatając agresywny rodnik hydro­
ksylowy · OH. SHEN i in. [1997] dokonali udanej próby utworzenia roślin transge­
nicznych o jego podwyższonej zawartości w celu zapobieżenia stresowi oksyda­
cyjnemu w chloroplastach. Istotne również wydaje się zbadanie mechanizmu eks­
presji genu alternatywnej oksydazy - AOX [VANLEBERGHE, MclNTOSH 1997; POT­

TER i in. 2001 ]. Białko to zapewnia przekazywanie elektronów podczas oddychania 
mitochondrialnego w warunkach blokujących drogę cytochromową - jest to tzw. 
oddychanie niewrażliwe na cyjanek. Ekspresja genu aox-1 i aktywowanie alterna­
tywnego szlaku respiracyjnego związane są z wytwarzaniem dodatkowej ilości cie­
pła, a przy tym zmniejszają pulę anionorodnika ponadtlenkowego syntetyzowa­
nego podczas przejścia elektronów z ubichinonu na cytochrom b. Z tej przyczyny 
intensyfikacja aktywności AOX mogłaby pomóc w tworzeniu odpornych na niską 
temperaturę odmian roślin chłodowrażliwych. 

Zapobieganie powstawaniu RFT 

Antyoksydanty to nie tylko zmiatacze reaktywnego tlenu, lecz i substancje 
przeciwdziałające jego nadprodukcji. Funkcję taką pełni na przykład ferrytyna, 
białko występujące w plastydach [MATAMOROS i in. 1999]. Wykazując się zdolnością 
do wiązania żelaza (do 4500 atomów Fe na cząsteczkę), zapobiega powstawaniu 
· OH. I chociaż dotychczas opublikowane prace nad GM koncentrowały się na 
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wpływie ferrytyny na wysokość i jakość plonu [GOTO i in. 2000], to jednak HoR­
vArn i in. [1999] oraz KIRALY [2000] uwzględniali także antyoksydacyjny aspekt 
nadekspresji tej proteiny. Natomiast próby wiązania nadmiaru tlenu w chloropla­
stach poprzez wprowadzenie genu kodującego leghemoglobinę okazały się nieu­
dane [BARATA i in. 2000]. 

Wzmocnienie stresu oksydacyjnego 

Generowanie aktywnych form tlenu, czyli „wybuch oksydacyjny", jako jeden 
z mechanizmów unieszkodliwiania czynników infekcyjnych przez roślinę również 
znajduje zastosowanie w inżynierii genetycznej. W badaniach tego typu dążono 
do obniżenia aktywności enzymów rozkładających nadtlenek wodoru lub wpro­
wadzano nowe białka syntetyzujące RFT, wyzwalające reakcje jego syntezy lub 
wykorzystujące HP2 do procesów dalszego utleniania. Tak więc zwiększona pro­
dukcja H20 2 w tkankach: transgenicznego tytoniu o obniżonej aktywności katalazy 
[CHAMN0NGP0L i in. 1998], tytoniu z nadekspresją zmutowanej kalmoduliny [OH i 
in. 1999] czy ziemniaka z dodatkową kopią genu kodującego oksydazę glukozową 
[Wu i in. 1997] wzmogła zarówno bezpośrednią reakcję zaatakowanych komórek 
na czynnik infekcyjny, jak i aktywowała geny związane z odpornością systemiczną, 
co prowadziło między innymi do syntezy białek PR, wzmocnienia ścian komórko­
wych rośliny gospodarza i rozluźnienia ścian komórkowych grzybów chorobotwór­
czych. Natomiast bardzo silny bezpośredni toksyczny wpływ na patogen stwier­
dzono podczas ekspresji genów kodujących chloroperoksydazę niehemową (CPO­
P). Enzym ten katalizuje między innymi utlenianie jonów chlorkowych (przy 
udziale Hz02) do podchlorynu HOC!, związku o bardzo silnej aktywności antymi­
krobiologicznej. Komórki roślin naczyniowych są pozbawione CPO-P, czego kon­
sekwencją jest osłabienie ochrony przed bakteriami i grzybami, zaś wprowadzenie 
bakteryjnego DNA chloroperoksydazy do tkanek tytoniu hamuje wzrost grzybni 
Aspergillus flavus in vitro [JACKS i in. 2000] oraz zmniejsza stopień porażenia roślin 
GM przez antraknozę (Colletotrichum destructivum) [RAJASEKARAN i in. 2000]. 

W podsumowaniu można zatem stwierdzić, iż dalsze poznanie i wykorzysta­
nie mechanizmów ekspresji genów związanych z łagodzeniem lub wzmacnianiem 
stresu oksydacyjnego stało się narzędziem w walce z negatywnym wpływem róż­
nych szkodliwych warunków środowiskowych na rośliny. Ponieważ jednak uzy­
skana w ten sposób intensyfikacja odporności obejmuje często tylko jeden rodzaj 
stresu, należy wyrazić nadzieję, że kolejne prace doprowadzą do wytworzenia 
odporności krzyżowej i znajdą wiele zastosowań praktycznych. 

Indeks skrótów 

AOX - alternatywna oksydaza, APX - peroksydaza askorbinianowa, białka PR -
białka związane z patogenezą, CAT - katalaza, CPO-P - chloroperoksydaza, GM 
- rośliny modyfikowane genetycznie, GR - reduktaza glutationowa, GSH -
forma zredukowana glutationu, GSSG - disulfid glutationowy, PS II - fotosys­
tem II, RTF - reaktywne formy tlenu, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa: 
Cu/ZnSOD - cynkowo-miedziowa, MnSOD - manganowa, FeSOD - żelazowa . 
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Streszczenie 

Niniejsza praca stanowi przegląd dotychczasowych badań nad poprawą 
odporności na stresy środowiskowe drogą manipulacji genowych obejmujących 
enzymatyczne i niskocząsteczkowe elementy systemu antyoksydacyjnego. Intensy­
fikacja aktywności przeciwutleniaczy znajduje zastosowanie w ochronie roślin 
przed skutkami stresów abiotycznych - chłodu, mrozu, suszy, herbicydów foto­
dynamicznych i innych. Natomiast w celu wzmocnienia nadwrażliwości na pato­
gen i wyzwolenia odporności systemicznej (SAR) tworzone są transformanty o 
wzmożonej zdolności do tzw. wybuchu oddechowego, czyli do nadprodukcji tlenu 
singletowego, H 2O2 i rodników tlenowych. Konstruowanie roślin modyfikowanych 
genetycznie (GM) drogami powyżej opisanymi napotyka jednak liczne problemy, 
przede wszystkim są to nieoczekiwane i niepożądane reakcje systemu antyoksy­
dantów wywołane zmianami w stechiometrii sygnałów metabolicznych. W wielu 
przypadkach trudna do uzyskania jest też odporność krzyżowa transformantów. 
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Summary 

This article will give the overview of so far performed studies of the 
enhancement of plants' resistancc to environmental stresses via genetic manipu­
lations of both enzymatic and low-molecular weight antioxidants. The improve­
ment of antioxidative activity has been applied to protect plants from abiotic 
stresses such as chill, frost, drought, photodynamic herbicides etc. On the other 
hand, in order to enhance the hypersensitivity to pathogcn and to release the 
systemie acquircd resistance, transformants with elevated ability to continuously 
overproduce singlet oxygen, H2O 2 and oxygen radicals have been constructed. 
Manipulations describcd above have many difficulties, however. The main pro­
blems are the changcs in the stoichiometry of metabolic signals leading to unpre­
dictable and undesirable responses of antioxidant system. The cross-resistance of 
transgenes also needs to be conferred. 
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