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Summary

The review article presents data on the ethylene emanation by bacteria, the two
different pathways of its biosynthesis in these microorganisms and the role of ethyle-
ne in plant pathogenesis. ACC deaminase from Pseudomonas and Enterobacter spp.,
which catalyses the hydrolytic cleavage ofACC in higher plants was also discussed.
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1. Wprowadzenie

Etylen (C2H4), najprostszy weglowodor nienasycony, Jest bardzo
waznym zwigzkiem wyjsciowym w przemysle petrochemicznym.
Otrzymywany Jest on z naturalnego gazu lub ropy naftowej. Gaz ten
wystepuje powszechnie; jego obecnos$¢ wykryto w powietrzu, wo-
dzie i glebie. Historia badan nad etylenem zaczeta sie na poczatku
naszego stulecia, w 1901 r., kiedy to Neljubow udowodnit, ze znana
od dawna modyfikacja wzrostu roslin pod wptywem gazu Swietinego
wigze sie z obecnoscig w nim etylenu (1,2). Pierwszy dowdd, ze ety-
len jest produkowany przez tkanke roslinng zawdzieczamy Gane’owi,
ktéry w 1934 r. wykazat produkcje etylenu przez owoce. Etylen jest
produkowany przez wszystkie rodliny, wydzielajg go pedy, korzenie,
kwiaty, owoce, bulwy, siewki oraz nasiona, jest najprostszym do tej
pory poznanym hormonem roslinnym. Uczestniczy on w wielu pro-
cesach fizjologicznych takich jak: somatyczna embriogeneza (3),
kietkowanie i ustepowanie spoczynku nasion (4), dojrzewanie owo-
céw, epinastia, kwitnienie, starzenie, opadanie (1). Zwigzek ten wy-
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dzielany jest takze przez mikroorganizmy np. grzyby i bakterie (1,5,6), dla niektérych
z nich jest niezbedny dla ich rozwoju (6-8).

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych danych dotyczacych syntezy etylenu
przez bakterie oraz roli tego fitohormonu w patogenezie roslin. Mikroorganizmy te
cieszg sie coraz wiekszym zainteresowaniem biotechnologdw i biologéw molekularnych.
Bakterie z rodzaju Agrobacterium wykorzystywane sg powszechnie jako wektory do prze-
noszenia pozadanych genéw odpowiedzialnych za odpornos¢ roslin na choroby, szkodni-
ki, tolerancje na herbicydy lub geny kodujace okreslone cechy uzytkowe. Natomiast inne
bakterie, z rodzaju Pseudomonas i Enterobacter stanowig Zrédio genu deaminazy ACC, en-
zymu stuzgcego do obnizenia puli endogennego etylenu w stransformowanych roslinach.

2. Wydzielanie etylenu przez bakterie

Pierwsze doniesienie o produkcji etylenu przez bakterie (Pseudomonas solanacearum)
zostato opublikowane przez Freebairna i Buddenhagena w 1964 r., a zatem az 30 lat p6z-
niej od informacji o wydzielaniu etylenu przez tkanki roslinne. Kilkanascie lat p6zniej Pri-
mrose (9-11) oraz Primrose i Dilworth (12) wykazali, ze wiele patogenicznych bakterii
charakteryzuje sie zdolnoscig do produkcji etylenu (tab. 1). Wedtug Goto i wsp. (13) naj-
bardziej wydajnym producentem etylenu wsréd bakterii jest gatunek Pseudomonas syrin-
gae, ktéry obejmuje kilkanascie patowaréw (pv.) czyli form réznigcych sie miedzy sobg
zakresem roslin zywicielskich. Najwiecej etylenu wytwarzaty dwa szczepy Pseudomonas sy-
ringae pv. phaseolicola oraz wszystkie szczepy P. syringae pv. glycinea (14). Weingart
i Volksch (15) wykazali zdolnos¢ do wydzielania etylenu przez szczepy P. syringae pvs.
phaseolicola i glycinea wyizolowane z opornika ftatkowatego (Pueraria lobata (Willd.) Ohwi.)
oraz pv. pisi z grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.). Pseudomonas syringae pvs. phaseolico-
la i glycinea produkowaty podobne ilosci etylenu (ok. 500 x 10" nl/ h/ komérke), nato-
miast pv. pisi 10 razy mniej. Sato i wsp. (16) wykazali réwniez, ze trzy szczepy P. syringae
pv. sesami i jeden szczep P. syringae pv. cannabina produkujg taka samg ilos¢ etylenu jak
P. syringae pv. glycinea szczep MAFF 301683, tj. 69,2 x 10" nl/ h/ komodrke. Natomiast
Weingart i Volksch (15) udowodnili, ze badane przez nich szczepy P. syringae pv. cannabi-
na nie produkujg etylenu. Réwniez inne patowary Pseudomonas syringae nie produkujag ety-
lenu (1). Otrzymane wyniki Swiadczg o tym, ze szczepy tych samych bakterii réznig sie
zdolnoscig do produkcji etylenu. Malg ilos¢ etylenu wydzielat takze inny gatunek Pseudo-
monas - P. solanacearum. Weingart i Volksch (15) uwazajg, ze produkcja etylenu przez
szczepy Pseudomonas syringae pvs. phaseolicola i cannabina in vitro i w roslinach byta scisle
zwigzana ze wzrostem tych mikroorganizméw, poniewaz w fazie ich namnazania steze-
nie etylenu stopniowo podwyzszato sie. Zaleznos¢ taka stwierdzili wczesniej Freebairn
i Buddenhagen w doswiadczeniach z wykorzystaniem Pseudomonas solanacearum (1). Bak-
terie nalezgce do innych rodzajow charakteryzowaly sie niewielkg zdolnoscig do produk-
cji etylenu (14,16). W literaturze brak jest danych dotyczgcych wydzielania etylenu przez
bakterie wykorzystywane do transformacji roslin, a mianowicie z rodzaju Agrobacterium.
W badaniach wtasnych wykazano, ze szczepy A4 i LBA 9402 bakterii Agrobacterium rhizo-
genes, zawierajgce plazmid Ri, wykorzystywane do indukcji korzeni wiosowatych, réw-

148



Etylen a bakterie

BIOTECHNOLOGIA | (48) 147-155 2000

niez produkujg etylen (8). jest to cenna informacja, poniewaz transformacje roslin przy
uzyciu tych bakterii wykonywane sa w warunkach in vitro. Eksplanty roslin, ktére podda-
wane sg transformacji, przetrzymywane sg w zamknietych pojemnikach w celu zabezpie-
czenia ich przed patogenami i wysychaniem. W takich warunkach wzrasta stezenie etyle-
nu pozabiologicznego, ktérego zrédtem moze by¢ agar oraz biologicznego, pocho-
dzacego z uszkodzonego, transformowanego eksplantu roslinnego, a takze wydzielane-
go przez bakterie (8). Hormon ten skumulowany w pojemnikach hodowlanych moze za-
tem modyfikowa¢ wzrost korzeni zaindukowanych przez Agrobacterium rhizogenes.
Whplyw etylenu na proces ukorzeniania jest dyskusyjny i prawdopodobnie zalezy od ste-
zenia tego gazu i fizjologicznego stadium eksplantu (17). Wiadomo, ze etylen hamuje
tworzenie korzeni w warunkach in vitro na pedach jabtoni (18), czere$ni (19), na fragmen-
tach lisci pomidora (20) lub stymuluje ich wzrost na fragmentach hypokotyli stonecznika
(21). Znany tez jest fakt, ze etylen albo stymuluje albo hamuje ukorzenianie liscieni pomi-
dora i mikrosadzonek lawendy w zaleznosci od zastosowanego stezenia; przyspieszenie
ukorzeniania miato miejsce tylko w obecnosci etylenu w waskim zakresie stezen (22). Za-
tem etylen, wydzielany przez bakterie >4 rhizogenes wykorzystywane do transformaciji ro-
slin, moze modyfikowac¢ proces ukorzeniania w zaleznosci od wrazliwosci tkanki stoso-
wanego eksplantu w stosunku do tego fitohormonu. Zdaniem Abelesa i wsp. (1) patoge-
ny, np. Agrobacterium rhizogenes, Erwinia carotovora przyczyniaty sie gtéwnie do indukcji
wydzielania przez tkanke roslinng tzw. etylenu stresowego, jednak same nie produko-
waly tego gazu.

Tabela 1

Bakterie produkujace etylen

Acinetobacter calcoaceticus Micrococcus luteus

Aeromonas hydrophila Pseudomonas Jluorescens
Arthrobacter sp. Pseudomonas indigofera

Bacillus mycoides Pseudomonas syringae pv. glycinea
Bacillus subtilis Pseudomonas syringae pv. mori
Brevibacterium linens Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Chromobacterium violaceum Pseudomonas solanacearum
Citrobacter sp. Rhizobium trifolii

Corynebacterium aquaticum Serratia liquefaciens

Enterobacter aerogenes Serratia marcescens

Enterobacter cloaceae Staphylococcus aureus

Erwinia herbicola Thiobacillus novellas

Escherichia coli Thiobacillusferroxidans

Klebsiella pneumoniae Xanthomonas campestris
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3. Biosynteza etylenu

Bakterie i rosliny wyzsze syntetyzujg etylen poprzez rézne szlaki biochemiczne (rys. 1) (1).

prekursor substrat dla enzymu EFE lub oksydazy ACC produkt
A L-metionina — kwas 2-keto-4-metylotiomastowy (KMBA) — etylen
B. kwas L-glutaminowy -> kwas 2-oksoglutarowy — etylen
C. L-metionina kwas 1-aminocyklopropano-I-karboksylowy (ACC) etylen

Rys. 1. Poréwnanie szlakéw biosyntezy etylenu: A, B - bakterii, C - roslin wyzszych.

NK
H3C-S-CH2-CH2-CH-COCOH CH3SCH2CH2CHCO00~

NH.
L-metionina

adenina

S-adenozylometionina (SAM)

s"nteuBS ACC

H2C COoO’

H2C NK
kwas l-aminocyklopropano-1-karboksylowy (ACC)
J-Jw

\02

crfcsiydlazaACC .
\ OBnsfsraza ACC pochodzgca z bakterii

CO2+HCN+HP CH3CH2COCOOH+NH3
kwas a-ketomastowy

CH2=CH2
kwas 1-(malonyloamino)cyj<lopropano-1 -karboksylowy

(MACC)

Rys. 2. Metabolizm ACC u roslin nie stransformowanych (A) i transgenicznych (B) (34, zmodyfikowany).
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L-metionina H3C-S-CH2-CH2-CH-COOH

NK

KMBA H3C-S-CH2-CH2-CO-COOH

Rys. 3. Schemat szlaku biosyntezy etylenu z KMBA (5).

W szlaku biosyntezy etylenu u roslin (rys. 2) pierwsza reakcja jest aktywacja prekurso-
ra etylenu, metioniny, przez ATP, w wyniku ktorej powstaje S-adenozylometionina (SAM),
przeksztalcana nastepnie do prekursora bezposredniego - kwasu 1-aminocyklopro-
pano-1-karboksylowego (ACC). Konwersje te katalizuje syntaza ACC. Kwas 1-aminocy-
klopropano-1-karboksylowy ulega przeksztatceniu do etylenu przy udziale oksydazy ACC.
W sytuacji pojawienia sie nadmiernych ilosci ACC moze on ulega¢ konwersji do nieaktyw-
nego kwasu I-(malonyloamino)cyklopropano-I-karboksylowego (MACC) (rys. 2A). Reakcja
ta katalizowana przez enzym, N-malonylotransferaze ACC, stanowi wazne ogniwo w re-
gulacji biosyntezy etylenu u roslin, stuzace ograniczeniu jego nadprodukciji.

U bakterii wyrdznia sie dwie drogi biosyntezy etylenu w zaleznosci od wykorzystywane-
go prekursora. W pierwszej (rys. 3) prekursorem jest metionina, ktéra ulega transaminacji do
substratu bezposredniego w syntezie etylenu - kwasu 2-keto-4-metylotiomastowego
(KMBA) (23,5,16). KMBA ulega konwersji do etylenu, a reakcje katalizuje oksydoreduktaza
NADH: Fe(ll)EDTA, zwana tez enzymem formujacym etylen (EFE z ang. ethylene-forming enzy-
me) (24,5,16,25). Nagahama i wsp. (5) przebadali az 225 szczep6w Pseudomonas syringae pro-
dukujacych etylen i wykorzystujgcych metionine jako prekursor. Aminokwas ten jest réwniez
zuzywany do syntezy etylenu przez bakterie: Escherichia coli. Pseudomonas pisi, Bacillus myco-
ides, Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas hydrophila, Rhizobium trifolii, Corynebacterium sp.

W drugim szlaku biosyntezy (rys. 4) prekursorem jest kwas glutaminowy, ktéiy jest
przeksztatcany do substratu bezposredniego - kwasu 2-oksoglutarowego (inaczej a-
-ketoglutarowego). Wystepowanie kwasu glutaminowego stwierdzono u szczepéw Pseu-
domonas syringae pv. phaseolicola i pv. glycinea (13,26,5,16) oraz u Pseudomonas solanace-
arum (5). W przeksztatcaniu kwasu 2-oksoglutarowego biorg udziat: enzym EFE (jeszcze
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HOOC-CH2-CH2-CH-COOH HOOC-CH2-CH2-CO-COOH
kwas 2-oksoglutarowy
NHA
kwas L-glutaminowy

kosubstraty
CO,
CH=CH,
Rys. 4. Schemat szlaku biosyntezy etylenu z kwasu L-glutaminowego.
nie wyizolowany), kosubstraty: L-arginina, 02, ktére tworzg z nim zwigzek przej-

Sciowy, uwalniajacy etylen (5).

Niedawno sklonowano i zsekwencjonowano gen kodujacy enzym EFE z Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola PK2 (5,15). Ponadto wykazano obecnos$¢ tego genu w plazmidach
bakteryjnych Pseudomonas syringae pvs. cannabina i sesami (16) oraz pv. glycinea (25). Przyj-
muje sie, ze nazwa EFE jest wspélna dla szeregu enzymow katalizujgcych synteze etylenu
w mikroorganizmach (np. oksydoreduktaza NADH ; Fe(ll)EDTA), natomiast w roslinach
enzym biorgcy udziat w przeksztatcaniu ACC do etylenu nazwano oksydazg ACC.

4. Rola etylenu w patogenezie

Do tej pory niewiele jest danych dotyczacych roli etylenu we wzroscie bakterii. Uwa-
za sie, ze etylen nie ma znaczenia dla rozwoju tych mikroorganizmow (1). Natomiast hor-
mon ten odgrywa wazng, chociaz niejednoznaczng role w patogenezie.

Etylen jest przyczyng nekroz tkanek roslinnych oraz przyspiesza rozwdj objawéw
chorobowych (1). Hormon ten powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci bton komaérko-
wych, co jest jednym z gtdéwnych skutkéw infekcji (27). Istnieje korelacja miedzy nasi-
lajacym sie wydzielaniem etylenu w odpowiedzi na infekcje a rozwojem symptomoéw ta-
kich jak: chloroza i wiednigcie u wielu gatunkéw roslin. W badaniach prowadzonych
przez Lunda i wsp. (28) z wykorzystaniem zmutowanych roslin pomidora Never ripe, nie
zdolnych do wydzielania etylenu, wykazano, ze symptomy choroby wywotywanej przez
wirulentne szczepy Xanthomonas campestris pv. versicatoria i Pseudomonas syringae pv. to-
mato zostaly dzieki tej mutacji zredukowane. Podwyzszenie wydzielania etylenu przez
tkanki kalafiora zainfekowanego przez Erwinia carotovora zwiazane byto z produkcja
przez te bakterie enzymow pektynolitycznych, gtdwnie poligalaktouronaz przyczy-
niajgcych sie do rozpadu tkanek miekiszowych (29). Podobne zwiekszenie wydzielania
etylenu obserwowano przez eksplanty marchwi zainfekowane przez Agrobacterium turne-
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faciens i rhizogenes. Byt to jednak efekt wtérny wywotany syntezg auksyn w tkance roslin-
nej na skutek transformacji przy uzyciu genéw tms pochodzacych z odcinka T-DNA pla-
zmidu Agrobacterium sp. Aloni i wsp. (30) stwierdzili, ze rozwéj wydzielajacych etylen tu-
moréw wywotanych przez A. tumefaciens prowadzi do patologicznych zmian w ksylemie:
zwezenia naczyn, powiekszenia promieni, zaniku widkien. Cho¢ rola etylenu w patogene-
zie nie zostala jeszcze do konca okreslona, Weingart i Volksch (15) wykazali, ze Pseudo-
monas syringae pvs. phaseolicola i glydnea produkujg takze etylen w zainfekowanych rosli-
nach oraz zasygnalizowali, ze etylen moze by¢ jednym z gtéwnych czynnikdéw patogene-
zy. Prawdopodobnie spetnia on funkcje fitotoksyny, ktéra przyspiesza chtoroze, nekroze
i opadanie lisci towarzyszace rozwijajacej sie chorobie, jednakze w warunkach in vitro pato-
geny bakteryjne nie wydzielajg takiej ilosci etylenu, ktéra mogtaby by¢ nekrogenna dla
tkanki roslinnej. Lund i wsp. (28) stwierdzili, ze etylen jest gtdbwnym elementem ztozonego
mechanizmu regulujgcego rozprzestrzenianie sie nekrozy, ktéra pojawia sie w pozniej-
szym stadium odpowiedzi na infekcje w lisciach pomidora, oraz odpowiedzialnego za roz-
rywanie komorek, wyciek elektrolitow i ostatecznie opadanie lisci.

Przypuszcza sie takze, ze etylen powoduje zwigekszenie syntezy oraz aktywnosci nie-
ktérych enzymow lub sktadnikéw sygnalnych, ktére moga bra¢ udziat w nabywaniu przez
rosline odpornosci na infekcje (23). W badaniach nad udzialem etylenu w patogenezie
wykazano, ze niskie stezenia tego gazu wywotujg zmiany w metabolizmie gospodarza,
takie jak wzrost aktywnosci enzyméw i formowanie sktadnikéw niszczacych patogeny,
skorelowane z mechanizmami odpornosciowymi roslin (26). Produkcja etylenu przez za-
infekowang tkanke jest wczesng reakcja roslin na atak patogena. juz w 1966 r. Stahmann
i wsp. sugerowali, ze moze ona indukowac reakcje obronne (29). Do reakcji tych naleza:
wzrost aktywnosci chitynaz i p-1,3-glukanaz, amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL), syntazy
chalkonu (CHS) oraz akumulacja biatek PR (z ang. pathogenesis-related proteins) (29). jednak
obecnos¢ etylenu nie jest wymagana do ekspresji genéw obronnych, kodujgcych biatka
PR (28). jesli etylen odgrywa role w odpornosci na choroby, prostym sposobem, aby chro-
ni¢ rosliny byloby traktowanie ich tym fitohormonem.

5. Deaminaza ACC

Bakterie naleza do organizmoéw, ktdre z jednej strony moga przyczyni¢ sie do zwie-
kszenia stezenia etylenu w roslinie - gospodarzu, ale z drugiej moga poziom tego hor-
monu obnizy¢. Niektére bowiem z tych mikroorganizméw, gtéwnie Pseudomonas sp., za-
wierajg enzym zwany deaminazg ACC (tab. 2), ktéry degraduje ACC do kwasu a-keto-
mastowego i amoniaku (31-36). Deaminaza ACC zostata wyekstrahowana takze z innych
bakterii izolowanych z gleby (5). Aktywno$¢ deaminazy ACC stwierdzono dzieki zdolno-
&ci tych mikroorganizméw do wzrostu na podiozu minimalnym zawierajacym ACC jako
jedyne zrédto azotu. Pseudomonas putida GR 12-2, zawierajacy ten enzym, stymulowat
wydtuzanie korzeni i znacznie redukowat poziom ACC w pojawiajacych sie korzeniach
i pedach (36).

Enzym ten zostat po raz pierwszy wykryty w 1978 r. u Pseudomonas sp. szczep ACP
(36). Deaminaza ACC u wiekszosci bakterii charakteryzuje sie podobng budowg i masag
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molekularng np. dla enzymu z Pseudomonas sp. szczep ACP masa wynosi w przyblizeniu
104-112 kDa, a 105 kDa dla P. putida GR 12-2. Deaminaza ACC sktada sie z trzech podjed-
nostek o przyblizonej masie 36,5 kDa.

Tabela 2
Bakterie glebowe posiadajace deaminazg ACC
Rodzaj Gatunek Szczep Km [mmol]
Pseudomonas sp. ACP 15
Pseudomonas chloroaphis 6G5 90
Pseudomonas Sp. 3F2 58
Pseudomonas putida GR 12-2 -
Pseudomonas putida uwi -
Enterobacter cloacae uw2 -
Pseudomonas putida Uw3 -
Enterobacter cloacae uw4 -
Pseudomonas Jluorescens CALI —
Enterobacter cloacae CAL2 -
Enterobacter cloacae CAL3 —

Geny kodujgce deaminaze ACC sklonowano z Pseudomonas sp. szczep ACP, P. chloro-
aphis 6G5 i P. sp. szczep 3F2 (31). Wykazuja one wysoki poziom homologii. Geny te wpro-
wadzono takze do roslin. Deaminaza ACC, pochodzaca z Pseudomonas sp. szczep ACP, zo-
stata wykryta immunologicznie w protoplastach tytoniu poddanych elektroporacji
i w transformowanych lisciach petunii. Ekstrakty z tych stransformowanych tkanek roslin-
nych wykazywaty aktywno$¢ deaminazy ACC, a tkanka jednego z transformantéw posia-
data obnizong zdolno$¢ do przeksztatcania ACC w etylen (36). Ekspresja genu deaminazy
ACC podczas dojrzewania owocow transgenicznych pomidoréw hamowata synteze etyle-
nu w 90-97% (31) (rys. 2B).

Deaminaza ACC jest bardzo obiecujacym enzymem, stanowigcym wartosciowe ,na-
rzedzie" do regulacji stezenia etylenu w tkankach roslinnych. W praktyce gen deaminazy
ACC jest wykorzystywany w celu opézZnienia dojrzewania owocéw, warzyw i kwiatow.
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