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Wstep

Wprowadzenie do upraw rodlin modyfikowanych genetycznie (GM) przy-
nosi coraz wigcej korzysci, niezaleznie od kontrowersji dotyczacych potencjalnie
szkodliwego wplywu transformantéw na stan ekosystemoéw i zdrowie konsumen-
tow. Nowe rosliny GM czgsto charakteryzuja si¢ zwigkszona mozliwodcia obrony
przed czynnikami §rodowiskowymi. Genetyczne podloze odpornosci na stres abio-
tyczny (chtéd, mréz, suszg, zanieczyszczenia atmosferyczne, glebowe 1 inne
czynniki) mozc wigzaé si¢ ze zmianami obcjmujacymi elementy enzymatyczne i
nieenzymatyczne systemu przeciwutleniaczy, jako ze nadprodukcja (re)aktywnych
form tlenu (RFT) takich jak !0, O, ", H,0, "OH i rodnikéw lipidowych jest
wspdlnym zjawiskiem podczas reakcji rodlin na te czynniki {FOYER i in. 1997].
Natomiast w celu zintensyfikowania reakcji obronnej ro§lin przcciwko patoge-
nom, metodami inzynicrii genctycznej wzmacnia Si¢ procesy oksydacyjne
komorek okreslane jako wybuch oksydacyjny.

Nadekspresja genéw SOD

Wigkszo§¢ doniesicii dotyczacych roflin transgenicznych odpornych na stres
tlenowy dotyczy nadekspresji genéw kodujacych enzym SOD (dysmutaz¢ ponad-
tlenkowa), co zapewne uzasadnione jest faktem, iz bialko to funkcjonuje na
»plerwszej linii obrony” przed nadmiarem wolnych rodnikéw. Unieszkodliwia
bowiem anionorodnik ponadtlenkowy O, ™ powstajacy jako pierwsza (czgsto tez
wtdérna) reaktywna forma tlenu tworzaca si¢ bezposrednio z O,. SOD wystepuje
w postaci trzech rodzin we wszystkich organellach komérkowych, wykryto ja
takze w przestrzeni intercelularnej, mozna wigc przypuszezaé, ze wprowadzenie
nowego genu wzmocni antyoksydacyjng odpowiedz komdrki, a to zaowocuje
pozadanym rezultatem w postaci minimalizacji skutkdw stresu oksydacyjnego. W
wielu przypadkach uzyskano obiecujgce wyniki. Jednym z pierwszych doniesiefi o
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udanym eksperymencie przeprowadzonym in planta byla praca SEN GUPTY i in.
[1993], dotyczaca wpltywu nadekspresji cDNA kodujacego Cu/ZnSOD na zmniej-
szenie uszkodzen fotoinhibicyjnych tytoniu wywotanych wspétdziataniem chiodu i
intensywnego oS§wietlenia. Skrzyzowanie transformantéw Cu/ZnSOD z réwniez
transgeniczng linia o podwyzszonej aktywnosSci reduktazy glutationowej zwigkszy-
fo tolerancj¢ badanych okazéw na herbicyd fotodynamiczny — parakwat [AONO
iin. 1995]. Wprowadzenie manganowej izoformy SOD do tkanek lucerny
zadzialalo ochronnie na rosliny poddane suszy glebowej [MCKERSIE i in. 1996].
Podobny efekt wywotata nadekspresja genu kodujgcego rzadka u roélin izoforme
nalezaca do rodziny Fe-SOD w chloroplastach tego gatunku [VAN CaMmP i in.
1996], a w przypadku kukurydzy GM zanotowano wzrost odpornosci na stres
oksydacyjny wywotany przez wiologen metylu (MV) [VAN BREUSEGEM i in. 1999a).
Uzyskano tez (w 2-3-letnich doswiadczeniach polowych) zwigkszong zimotrwalo$¢
lucerny i podwyzszony plon zielonki ro§lin z wbudowang kopig genu Mn- i Fe-
SOD [MCKERSIE i in. 1999, 2000], chociaz nastgpilo to przy braku bezpoSredniego
wplywu nowego biatka na poziom wytwarzanych podczas mrozu anionorodnikéw
ponadtlenkowych i stan uszkodzen wywotanych ujemng temperaturg. Mechanizm
wplywu ,,dodatkowej” SOD na reakcje systemu antyutleniaczy wyjasnili jednak
VAN CAMP i in. [1996], ktérzy wykazali, ze badana izoforma rodziny zelazowej
SOD ze wzgledu na chloroplastowe pochodzenie charakteryzuje si¢ wigksza zdol-
noscig do elektrostatycznego przylaczania do blon chloroplastéw niz mitochon-
drialna dysmutaza manganowa. Wywoluje to rézne wlasciwosci nowych enzyméw
—~ FeSOD, umiejscowiona w poblizu zrédta anionorodnika ponadtlenkowego
jakim s3 fotosystemy, chroni zaré6wno membrany komdérkowe, jak i strome przed
tymi rodnikami, podczas gdy MnSOD posiada jedynie zdolno$é do zapobiegania
ich rozprzestrzenianiu, przeciwdziatajac uszkodzeniom bton i wypltywowi jonéw z
komérek. Wydaje si¢ jednak, iz odpornosé krzyzowa ro§lin poprzez nadprodukcjg
biatek FeSOD jest trudna do uzyskania, gdyz izoforma ta chroni roSliny kuku-
rydzy przed dzialaniem metylwiologenu, lecz nie polepsza ich odpornosci na
chiéd, podobnie transgeniczny tyton niewrazliwy na MV jest nicodporny na zaso-
lenie podloza [VAN CaMmP i in. 1996].

Zwigkszenie chlodoodpornosci kukurydzy poprzez nadekspresjc cDNA
dysmutaz i reduktazy glutationowej nie zostato dotychczas uzyskane. System anty-
oksydacyjny liSci tej rofliny jest rozdzielony pomig¢dzy mezofil i pochwe wokot-
wigzkowa. Paradoksalnie, pomimo obecnodci tlenu w mezofilu SOD tam nie
wystepuje, niezaleznie od temperatury wegetacji roslin. Natomiast aktywnosé
reduktazy glutationowej wykryto prawie wytgcznic w mezofilu [Douus i in. 1997].
Geny kodujace SOD i reduktaze glutationowg (GR) — zaréwno natywne jak i
wprowadzane - podlegaja ckspresji pod wptywem sygnaléw metabolicznych spe-
cyficznych dla rodzaju tkanek fotosyntetycznych [KINGSTON-SmiTII, FOYER 2000]. W
migkiszu zieleniowym sygnatem takim jest NADPH wytwarzany przez fotosystem
II (PS 1I), ktérego pozbawiona jest pochwa okotowigzkowa. Przcwaga formy
NADPH nad NADP+ umozliwia translacj¢ transkryptdw GR [PASTORI i in. 2000).
Nic udato si¢ dotychczas wyjasni€ przyczyn braku natywnej SOD w mezofily,
natomiast niestabilno$¢ jej transkryptu i inhibicja promotora CaMV35S sa,
wedlug VAN BREUSEGEMA i in. {1998] przyczyng nicmoznoSci wprowadzenia
enzymu do tej tkanki. Nie mozna tez wykluczy¢ zahamowania ctapu translacji
SOD, czyli mechanizmu podobnego do regulacji ckspresji GR w komdrkach
pochwy okotowigzkowe;j.
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Problemy ze stechiometria

W badaniach nad poprawa odporno$ci na stresy poprzez nadprodukcjg
enzymow katalizujacych rozktad produktu dysmutaz ponadtlenkowych uzyskiwano
pozytywne wyniki, jak np. w pracy MIYAGAWY i in. [2000], ktérzy wprowadzili gen
kodujacy bakteryjng katalazg do genomu chloroplastowego tytoniu, co wplyngto
ochronnie na aparat fotosyntetyczny badanych okazéw podczas stresu fotooksyda-
cyjnego. Podobny zabieg (wprowadzenie dodatkowej peroksydazy askorbiniano-
wej do plastydéw) nie zwigkszyl jednak odpornosci tych rodlin na podwyzszone
stezenie ozonu [TORSETHAUGEN i in. 1997], gdyz okazalo sig, iz to nie aktywno&¢
zmiataczy H,0,, lecz dysmutaz byla zbyt mata w stosunku do powstajacego O, .
Zaktocenie réwnowagi pomigdzy produktami utleniania, tworzonymi na kolej-
nych etapach reakgji systemu antyoksydacyjnego, a mozliwoscia ich rozktadu lub
regeneracji, stanowi kolejny problem podczas konstruowania transformantéw. Ilu-
struja to takze eksperymenty polegajagce na podwyzszaniu poziomu glutationu
(GSH). Ten tripeptyd, wydajnie chronigcy grupy sulfhydrylowe (tiolowe) biatek
przed oksydacja sam podlega utlenieniu, tworzac disulfid glutationowy (GSSG).
Reakcja 2GSH->GSSG przebiega w réznych przedziatach komérkowych i czgsto
jest katalizowana przez peroksydazg glutationowa. Regeneracja glutationu z
disulfidu nastgpuje przy udziale reduktazy glutationowej (GR). Réwnowaga
dynamiczna pomi¢dzy utleniong a zredukowang forma GSH jest niezwykle isto-
tna, indukujac wiele genéw zwigzanych z odpornoscia [WINGATE i in. 1988], a nie-
dobér tego peptydu zwigksza podatno$¢ komérek na uszkodzenia oksydacyjne
[MAY, LEAVER 1993]. Przewaga formy GSH nad GSSG uzalezniona jest natomiast
od przewagi st¢zenia NADPH nad zawartoScig NADP+ [PASTORI i in. 2000].
Wprowadzenie do genomu roflinnego DNA kodujacego y-ECS - syntetazg
gamma-glutamylocysteiny (prekursora glutationu) dato zadowalajacy rezultat w
postaci ochrony doswiadczalnych roflin topoli przed stresem oksydacyjnym
[NOCTOR i in. 1996]. Jednak podobny zabieg nie zwigkszyt odpornosci siewek tych
drzew na podwyzszone stgZenie kadmu w glebie — zaréwno kontrola jak i GM
wykazywaly zahamowanie wzrostu. Nastapila natomiast intensyfikacja akumulacji
Cd w ro8linach [ARrist i in. 2000], co by¢ moze znajdzie zastosowanie praktyczne w
fitoremediacji. Z kolei wprowadzenie kopii bakteryjnego genu syntetazy samego
glutationu do komérek gorczycy (Brassica juncea (L) CZERN.) podwyzszylo odpor-
noé¢ roflin na kadm, zwigkszajac nie tylko zawarto§¢ GSH, ale i innych tioli, a
takze fitochelatyn i wapnia [ZHU i in. 1999]. Poniewaz, jak juz wspomniano, w
przypadku glutationu istotna jest nie tylko jego zawarto$é, ale i mozliwos¢ rege-
neracji z GSSG, czyniono proby poprawiania odpornosci na niekorzystne warunki
poprzez zwigkszanie poziomu reduktazy glutationowej. AoNO i in. [1995] uzyskali
pozytywne wyniki u tytoniu z nadekspresja GR (lecz réwniez SOD), natomiast
podobny zabieg (nadekspresja GR i syntetazy glutationowej) podjgty w celu
ochrony topoli przed toksycznym wplywem ozonu okazal sie nieskuteczny
[STROHM i in. 1999], a dodatkowa kopia genu kodujacego GR w chloroplastach
pomidora nie zwigkszyta chlodoodpornosci badanych roslin [BROGGEMANN i in.
1999}, gdyz w tym ostatnim przypadku podczas oddzialywania niskiej temperatury
i stabego o§wietlenia prawdopodobnie bardziej istotne dla komérek jest zapobie-
ganie tworzeniu reaktywnych form tlenu niz ich zmiatanie. Obraz zaleznosci
pomi¢dzy wplywem proporcji GSH/GSSG a reakcja na stres zakiécaja wyniki
badan [RoxAs i in. 2000]. Autorzy ci wprowadzili do genomu tytoniu gen (réwnicz
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z Nicotiana tabacum L.) kodujacy S-transferaze glutationowg o aktywnosci perok-
sydazy glutationowej (GST/GPX), uzyskujgc poprawg odpornosci roslin na niska
(10°C) i wysokg temperaturg (30°C) oraz NaCl, zastosowane w fazie pgcznienia
nasion. Korzystne oddzialywanie nadekspresji genu kodujacego GST/GPX zwig-
zane bylo ze wzrostem zawartosci glutationu (GSH - formy zredukowanej!) i
askorbinianu oraz indukcjg aktywnosci peroksydazy askorbinianowej i reduktazy
monodehydroaskorbinianowej. Zatem nowy enzym uaktywnil wigkszo$¢ elemen-
téw cyklu askorbinianowo-glutationowego. Poniewaz jednak szkodliwe czynniki
zastosowano w fazie pgcznienia, a reakej¢ antyoksydantéw badano u 7-dniowych
siewek, przypadek ten zdaje si¢ wskazywaé na mozliwos$¢ wystgpienia odmienne;
reakcji na stres w zaleznodci od fazy rozwojowej (nasion, siewek lub dorostych
okazéw), w ktorej si¢ on pojawil. Nie mozna takze wykluczy¢ uwarunkowan
gatunkowych i zalezno$ci od rodzaju stresora, ktéry wywoluje zrdznicowanie
reakcji obronnych komorek roslinnych. Dodatkowa trudno$¢ stanowi wystepowa-
nie enzymatycznych antyoksydantéw w réznych postaciach — w przypadku SOD
s3 to 4 rodziny tworzace lgcznie 9 izoform, CAT tworzy 3, a APX 4 izoformy
[PRASAD i in. 1994; TORSETHAUGEN i in. 1997; VAN BREUSEGEM i in 1999b], jest zatem
prawdopodobne, ze wzrost fub spadek aktywnosci ktérej$§ z nich bedzie kompen-
sowany spadkiem lub podwyzszeniem pozostatych.

Nowe mozliwoSci

Niezaleznie od mnozacych si¢ pytaih o warunki, jakie nalezy spelnié, aby
uzyskaé pozadang transgeniczng rofling odporng na stres tlenowy, trwajg prace
nad nadekspresjg takze przeciwutleniaczy niskoczasteczkowych, na przykfad
mannitolu. Ten szesciowgglowy alkohol znany jako osmoprotektant, wykazuje
réwniez wlasciwosci antyoksydacyjne wydajnie zmiatajac agresywny rodnik hydro-
ksylowy "OH. SHEN i in. {1997] dokonali udanej préby utworzenia ro§lin transge-
nicznych o jego podwyzszonej zawarto$ci w celu zapobiezenia stresowi oksyda-
cyjnemu w chloroplastach. Istotne réwniez wydaje si¢ zbadanie mechanizmu eks-
presji genu alternatywnej oksydazy — AOX [VANLEBERGHE, MCINTOSH 1997; POT-
TER i in. 2001). Bialko to zapewnia przekazywanie elektronéw podczas oddychania
mitochondrialnego w warunkach blokujgcych droge cytochromowsa — jest to tzw.
oddychanie niewrazliwe na cyjanek. Ekspresja genu aox-1 i aktywowanic alterna-
tywnego szlaku respiracyjnego zwigzane sg z wytwarzaniem dodatkowej ilosci cie-
pla, a przy tym zmniejszajg pul¢ anionorodnika ponadtlenkowego syntetyzowa-
nego podczas przejécia elektronéw z ubichinonu na cytochrom b. Z tej przyczyny
intensyfikacja aktywno$ci AOX moglaby poméc w tworzeniu odpornych na niska
temperatur¢ odmian ro§lin chtodowrazliwych.

Zapobieganie powstawaniu RFT

Antyoksydanty to nie tylko zmiatacze reaktywnego tlenu, lecz i substancje
przeciwdzialajace jego nadprodukeji. Funkcj¢ taka peini na przyklad ferrytyna,
biatko wystgpujgce w plastydach [MATAMOROS i in. 1999]. Wykazujac si¢ zdolnoScia
do wigzania zelaza (do 4500 atomdéw Fe na czasteczke), zapobiega powstawaniu
"OH. I chociaz dotychczas opublikowane prace nad GM koncentrowaly si¢ na
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wplywie ferrytyny na wysokos¢ i jako$¢ plonu [GoTo i in. 2000], to jednak HORr-
VATH i in. {1999] oraz KirRALy {2000] uwzgledniali takze antyoksydacyjny aspekt
nadekspresji tej proteiny. Natomiast préby wiazania nadmiaru tlenu w chloropla-
stach poprzez wprowadzenie genu kodujgcego leghemoglobine okazaly sie nicu-
dane [BARATA i in. 2000].

Wzmocnienie stresu oksydacyjnego

Generowanie aktywnych form tlenu, czyli ,,wybuch oksydacyjny”, jako jeden
z mechanizméw unieszkodliwiania czynnikéw infekcyjnych przez rosline réwniez
znajduje zastosowanie w inzynierii genetycznej. W badaniach tego typu dazono
do obnizenia aktywnosci enzymdéw rozkladajacych nadtlenek wodoru fub wpro-
wadzano nowe biatka syntetyzujace RFT, wyzwalajace reakcje jego syntezy lub
wykorzystujace H,O, do proceséw dalszego utleniania. Tak wiec zwiekszona pro-
dukcja H,O,w tkankach: transgenicznego tytoniu o obnizonej aktywnosci katalazy
[CHAMNONGPOL i in. 1998], tytoniu z nadekspresjg zmutowanej kalmoduliny [OH i
in. 1999] czy ziemniaka z dodatkowa kopig genu kodujacego oksydaze glukozowa
[Wu i in. 1997] wzmogla zaréwno bezposrcdnia rcakcje zaatakowanych komodrek
na czynnik infekcyjny, jak i aktywowala geny zwiazane z odpornoécia systemiczna,
co prowadzilo miedzy innymi do syntezy bialek PR, wzmocnienia §cian komédrko-
wych rosliny gospodarza i rozluznienia Scian komérkowych grzybéw chorobotwor-
czych. Natomiast bardzo silny bezposredni toksyczny wplyw na patogen stwier-
dzono podczas ekspresji gendw kodu]qcych chloroperoksydazq nichemowg (CPO-
P). Enzym ten katalizuje migdzy innymi utlenianie jonéw chlorkowych (przy
udziale H,0,) do podchlorynu HOCI, zwigzku o bardzo silnej aktywnosci antymi-
krobiologicznej. Komérki roslin naczyniowych sa pozbawione CPO-P, czego kon-
sekwencja jest ostabienie ochrony przed bakteriami i grzybami, za§ wprowadzenie
bakteryjnego DNA chloroperoksydazy do tkanek tytoniu hamuje wzrost grzybni
Aspergillus flavus in vitro [JACKS i in. 2000] oraz zmniejsza stopiel porazenia roslin
GM przez antraknozg (Colletotrichum destructivum) [RAJASEKARAN i in. 2000}.

W podsumowaniu mozna zatem stwierdzic, iz dalsze poznanie i wykorzysta-
nie mechanizméw ekspresji genow zwiazanych z tagodzeniem lub wzmacnianiem
stresu oksydacyjnego stalo si¢ narzgdziem w walce z negatywnym wplywem roz-
nych szkodliwych warunkéw Srodowiskowych na roliny. Poniewaz jednak uzy-
skana w ten sposéb intensyfikacja odpornosci obejmuje czgsto tylko jeden rodzaj
stresu, nalezy wyrazi¢ nadzicjg, ze kolejne prace doprowadzg do wytworzenia
odpornosci krzyzowej 1 znajdg wiele zastosowan praktycznych.

Indeks skrétow

AOX - alternatywna oksydaza, APX — peroksydaza askorbinianowa, biatka PR -
bialka zwigzanc z patogenezg, CAT - katalaza, CPO-P - chloroperoksydaza, GM
- rofliny modyfikowanc genetycznie, GR ~ reduktaza glutationowa, GSH -
forma zredukowana glutationu, GSSG - disulfid glutationowy, PS 1I — fotosys-
tem II, RTF - rcaktywne formy tlenu, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa:
Cu/ZnSOD - cynkowo-miedziowa, MnSOD -~ manganowa, FeSOD - zelazowa.
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Slowa kluczowe:  rofliny transgeniczne, antyoksydanty, odpornos¢ na stres, stres
oksydacyjny, wybuch oksydacyjny

Streszczenie

Niniejsza praca stanowi przeglad dotychczasowych badan nad poprawa
odpornosci na stresy §rodowiskowe droga manipulacji genowych obejmujacych
enzymatyczne i niskoczgsteczkowe elementy systemu antyoksydacyjncgo. Intensy-
fikacja aktywnosci przeciwutleniaczy znajduje zastosowanie w ochronic roslin
przed skutkami streséw abiotycznych — chiodu, mrozu, suszy, herbicydow foto-
dynamicznych i innych. Natomiast w celu wzmocnienia nadwrazliwosci na pato-
gen i wyzwolenia odpornoéci systemicznej (SAR) tworzone sa transformanty o
wzmozonej zdolno$ci do tzw. wybuchu oddechowego, czyli do nadprodukcji tlenu
singletowego, H,0, i rodnikéw tlenowych Konstruowanie ro$lin modyfikowanych
genetycznie (GM) drogami powyzej oplsanyml napotyka jednak liczne problemy,
przede wszystkim s3 to nieoczekiwane i niepozadane reakcje systcmu antyoksy-
dantéw wywolane zmianami w stechiometrii sygnaléw metabolicznych. W wielu
przypadkach trudna do uzyskania jest tez odpornos¢ krzyzowa transformantdw.
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GENETIC MANIPULATIONS ENHANCING OXIDATIVE STRESS
AND PLANTS' ANTIOXIDATIVE RESPONSE IN VARIOUS
ENVIRONMENTAL CONDITIONS

Renata Bqczek-Kwinta
Decpartment of Plant Physiology,
Agricultural University, Krakéw

Key words:  transgenic plants, antioxidants, stress resistance, oxidative stress,
oxidative burst

Summary

This article will give the overview of so far performed studies of the
enhancement of plants’ resistance 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 pathogen and to release the
systemic acquired resistance, transformants with elevated ability to continuously
overproduce singlet oxygen, H,0, and oxygen radicals have been constructed.
Manipulations described above have many difficulties, however. The main pro-
blems are the changes 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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