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Poznan

~ermin ,,uktad immunologiczny” w literaturze biologicznej czy medycznej,

jak sie wydaje, jest zarezerwowany jedynie dla najwyzej uplasowanych w hie-
rarchii Swiata zwierzecego strunowcow. Trudno byloby go tym bardziej zasto-
sowac¢ w odniesieniu do roslin, chociaz nikt nie neguje istnienia pojecia ,cho-
roby roslin”. Nie ma najmniejszej watpliwosci, ze rosliny, cho¢ pozbawione
mozliwosci przemieszczania sie, posiadajg zdolnos¢ obrony nie tylko przed nie-
sprzyjajacymi warunkami klimatyczn)mii, ale i przed inwazjg licznych pato-
genow.

Do dwodch podstawowych typéow' reakcji obronnych roslin nalezag znane
powszechnie reakcja nadwrazliwosci (HR — hypersensitive response) i tzw.
nabyta odpornos¢ systemiczna (SAR — systemie aquired resistance) (1-5).
Pierwsza z nich to szybka, niespecyticzna odpowiedZ o niewielkim zasiegu,
majaca na celu ograniczenie strefy inwazji patogena i zapobieganie jego roz-
przestrzenianiu sie w roslinie. Typowymi jej objawami sg miejscowe nekrozy
komodrek (2). Wystgpienie HR jest mozliwe dzieki natychmiastowemu rozpo-
znaniu patogena przez rosling, na ogoét poprzez bezposrednia ,reakcje genu
na gen” (ang. gene-for-gene resistance) (1,3). SAR obejmuje natomiast bar-
dziej ztozone mechanizmy, wolniejsze, ale i dlugofalowe, zapewniajace roslinie
protekcje przed szerokim spektrum patogennych mikroorganizmoéw (4), Pro-
ces ten odbywa sie dzieki wieloetapowej aktywacji szeregu réznych biatek,
okreslanych wspoélnym mianem biatek PR [pathogenesis-related proteins) (1,2,6).
Czagsteczka pelnigca podstawowag role w indukcji SAR jest kwas salicylowy
(SA — salicylic acid) (7). SAR wykazuje pewne podobiernstwa (zarébwno stru-
kturalne jak i funkcjonalne) do elementéw odpowiedzi immunologicznej owa-
doéw i strunowcow (2).

W ciagu kilku ostatnich lat zgromadzono dostatecznie duzo dowodow na
to, ze SAR nie jest jedynym procesem wywolujacym odpornosé¢ roslin na
patogeny. Gtoéwng role w alternatywnej wobec SAR reakcji odpornosciowej,
nazwanej dla odréznienia indukowang odpornoscia systemiczna (ISR — in-
duced systemie resistance), przypisuje sie dwom niezaleznym czgsteczkom
sygnatlowym. Sa to kwas jasmonowy (JA — Jasmonic acid) i etylen. Produ-
kcja etylenu jest jednym z pierwszych elementéw odpowiedzi rosliny na atak
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Rys.l. Typy reakcji obronnych roslin (indukowanych przez szeroki zakres czynnikéw streso-
w}'~ch) oraz zaleznosci pomiedzy nimi. Powstajgce w ramach HR reaktywne formy tlenu posrednio
prowadzg do uruchomienia mechanizméw SAR. Ostatecznym efektem SAR oraz ISR jest akty-
wacja ekspresji szeregu biatek zwigzanych z patogenezg (PR).

patogena (8). ISR pojawia sie np. na skutek inwazji bakterii kolonizujgcych
korzenie roslin (1).

Zaleznosci pomiedzy trzema wymienionymi typami reakcji obronnych ro-
Slin przedstawiono na rysunku 1. Prawdopodobnie sg one asymetryczne (1);
salicylan jest inhibitorem nie tylko syntezy jasmonianu i etylenu, ale i szla-
kéw przekaznikow indukowanych przez te zwigzki (z tvyjatkiem ryzu, w kto-
rym analog SA powoduje nawet wzrost poziomu ekspresji genéw indukowa-
nych przez JA (7)), natomiast, jak pokazano na przykitadzie niewrazliwych
na etylen mutantéw Arahidopsis thaliana, etylen nie wptywa na przebieg
SAR czy reakcje typu ,gen na gen” (8). Etylen i jasmonian indukujg sie
wzajemnie na poziomie biosyntezy (1) i wspoéldzialajg ze sobg w tworzeniu
odpowiedzi obronnej. Pokazano to m.in. na przykiadzie jednoczesnej akty-
wacji genu defensyny PDF1.2 w Arahidopsis w wyniku ataku patogena. W akty-
wacji PDF1.2 biorg udziat elementy sygnatowe indukowane zaréwno przez
etylen (EIN2), jak i jasmonian (COIl) (9).

Niektorzy autorzy wprowadzajg rozréznienie biatek PR na kwasne, podle-
gajace Indukcji przez salicylan czy reaktywne formy tlenu, oraz biatka zasa-
dowe indukowane przez etylen i jasmonian (zwlaszcza jego forme metylowana)
(6). Takie rozgraniczenie, jak sie wydaje, jest jednak nie w pelni uprawnionym
uproszczeniem, azywszy, ze ciggle odkrywane sa kolejne biatka zwigzane
z patogeneza, o réznych wilasciwosciach chemicznych, a ich funkcje oraz za-
leznosci od konkretnych czastek regulatorowych, nadal czekajg na wyjasnienie.

Pierwsze doniesienia o wzmozonej ekspresji etylenu w tkankach rosliny
po infekcji wirusowej pochodza juz z przetomu lat szesédziesigtych i siedem-
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dziesigtych. Prawdziwy jednak rozkwit badan zwigzku tej niewielkiej mole-
kuty z mechanizmami obronnymi roslin zaczat sie kilka lat temu i nadal
w literaturze pojawia sie wiele nowych pozycji na ten temat.

Etylen jest niezwykle wszechstronnym sygnatem: pelni regulatorowg role
w wielu fundamentalnych procesach zachodzgcych w roslinie w trakcie jej
rozwoju, takich jak kietkowanie nasion, wydluzanie komodrek, determinacja
pici, dojrzewanie owocdOw, starzenie czy opadanie lisci i wreszcie indukcja
odpowiedzi na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe (10-12). Najpowszech-
niej przytaczanym w literaturze zespotem symptomdéw wywotltywanych przez
etylen jest syndrom tzw. potréjnej odpowiedzi [triple response), obserwowany
w etiolowanych siewkach wielu roslin, np. Arabidopsis thaliana. Jego bardzo
charakterystycznymi objawami sa drastyczne zahamowanie wzrostu, okragte
wybrzuszenie w obrebie hipokotylu oraz przesadne skrecenie wierzchotka
pedu (10,11,13). Procesy rozwojowe rosliny i reakcje obronne na ogdét regu-
lowane sa przez etylen niezaleznie, ale bywa i tak, ze sga ze sobg posrednio
powigzane. Banalnym przykiadem jest tu fakt, ze etylen powoduje wzrost
poziomu enzymoéw biorgcych udziat w lignifikacji scian komoérkowych (pero-
ksydazy, liazy), a grubsze i twardsze sSciany stanowig pewniejszg bariere
chronigcg srodowisko wewnatrzkomérkowe od zewnetrznego, obfitujgcego
w patogeny i wiele innych czynnikéw stresowych (14).

Ten najprostszy z hormondéw roslinnych jest indukowany przez zranienie,
zalanie, stres anaerobowy, obecnos¢ w srodowisku jondw metali ciezkich,
patogendw, procesy rozwojowe rosliny, a takze obecnos¢ egzogennych auksyn
i egzogennego etylenu (indukcja zgodna z zasadg pozytirwnego sprzezenia
zwrotnego) (2,13). Znanym inhibitorem etylenu sg natomiast jony srebra
(13). Regulatorowa rola etylenu jest niepodwazalna, nie jest on jednak, mimo
tak licznych funkcji, niezbedny roslinie do zycia.

Etylen indukuje synteze wielu enzymoéw (w tym wielu klas bialek PR),
takich jak biatka przeciwgrzybowe (PR-1), (3-1,3-glukanazy (PR-2), chitynazy
(PR-3), osmotyny (PR-5), liazy, celulazy, peroksydaz® (PR-9), syntazy chal-
konowe, glikoproteiny, a takze enzymy wilasnej biosdmtezy oraz geny biatek
zwigzanych z dojrzewaniem (8,11,12).

Prawidtowy przebieg wielu, czesto niezaleznych od siebie, proceséw indu-
kowanych przez etylen zapewniajag mechanizmy precyzyjnej regulacji zaroviTio
syntezy, jak i percepcji tego hormonu.

Scistej kontroli poddany jest szlak biosyntezy etylenu, a zwilaszcza jego
dwa gtéwne enzymy; syntaza i oksydaza kwasu 1l-aminocyklopropano-I-kar-
boksylowego (ang. l-aminocyclopropane-1-carboxylate, w skrécie ACC) (2,13,15).
Na rysunku 2 widac¢, ze prekursorem etylenu jest S-adenozylometionina,
ktora jest przeksztalcana przez syntaze ACC w kwas aminocyklopropanokarbo-
ksylowy (ACC). Etylen powstaje bezposrednio z ACC, przy udziale oksydazy
ACC (15). Produkcja syntazy ACC (w skrécie ACS), stanowigcej pierwszy
limitujacy czynnik na drodze biosyntezy etylenu, jest w r6znych organizmach
indukowana przez auksyny (IAA), niski poziom cytokinin, czynniki stresowe,
takie jak zranienie, zalanie, temperature, ozon, jony miedzi, patogeny, a tak-
ze, cho¢ nie zawsze, przez sam etylen (13,14,16). Przykladowo, w kietkach
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Rys. 2. Biosynteza etylenu. Strzatkami ukosnymi zaznaczono dziatanie inhibitoréw enzyméw
(dla syntazy ACC sg nimi cytokininy, a dla oksydazy ACC metylowana forma kwasu jasmono-
wego).

grochu Pisum sativum wykryto hamujacy efekt etylenu na biosynteze ACS
(negatywne sprzezenie zwrotne) (16). Oksydaza ACC (w skrécie ACO) jest
regulowana roéwniez przez etylen, zranienie, susze, jony NaCl, jony miedzi
i zelaza, Swiatlo, a takze procesy rozwojowe roslin i mikroorganizmy pato-
genne (13,17). Stwierdzono stymulacje produkcji etylenu poprzez indukcje
syntezy enzymoéw ACS i ACO w wyniku systemicznej infekcji tytoniu Nico-
tiana tabacum wirusem mozaiki ogérka CMV-Y, najwyzsza w zielonych cze-
Sciach objetych chlorozg lisci (18). Rytmiczng produkcje etylenu skorelowang
z rytmicznym zwiekszeniem poziomu transkryptéw mRNA ACC zaobserwo-
wano w Sorghum bicolor podczas wzrostu w podczerwieni lub w warunkach
symulowanego zacienienia (17). Inhibitorem ACO jest metylowany kwas jas-
monowy (13).

Drugim poziomem regulacji etylenu jest szlak jego transdukciji, od recep-
toroéw btonowych do aktywaciji odpowiednich genéw. Zdecydowana wiekszos¢
sposrod skltadnikéw tego nie do konca jeszcze poznanego szlaku jest indu-
kowana przez etylen (13).

Pierwszy element szlaku, jak pokazano na rysunku 3, stanowi grupa re-
ceptorow etylenu, do ktérych nalezg biatka ETR, ERS i EIN4, o funkcji kinaz
histydynowych (10,11,13,19). Receptory te wykazuja bardzo wysokie powi-
nowactwo do etylenu, czego dowodem jest efektywne dziatanie tego hoirnonu
nawet w nanomolarnych stezeniach. Wykazano, ze czynnikiem podwyzsza-
jacym to powinowactwo jest obecnos¢ jonu miedzi Cu (1) zasocjowanego z do-
meng receptora wigzgca etylen (20,21). Co ciekawsze w podobng interakcje
z receptorami wchodzg takze jony srebra Ag (1), znane z inhibicji odpowiedzi
na etylen. By¢ moze jon srebra wigze sie z receptorem w taki sposoéb, ze
utatwia jego interakcje z etylenem, ale jednoczesnie uniemozliwia pewne zmia-
ny konformacyjne tego receptora, a w konsekwencji przekaz sygnatu (13,20).

Kolejnym ogniwem fancucha jest biatko CTRI (nazwa od mutantéw wy-
kazujacych konstytutywnie objawy potréjnej odpowiedzi; ang. constitutive tri-
ple response), réwniez bedace kinaza biatkowag, ktéra przypuszczalnie po-
przez kaskade fosforylacji kinaz podobnych do MEK i MAP, przekazuje zwie-
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lokrotniony sygnat na jadrowe biatka EIN (nazwanych od mutantéw ethylene
insensitive) zwane tez biatkami EIL [EIN-like). CTRI, reagujace réwniez z regu-
latorowa czgsteczka AFtR [Arabidopsis response regulator), w swej ciktywnej
formie inhibuje dalszg czes$¢ szlaku. Dopiero zwigzanie etylenu przez receptor
i idgce za tym zmiany konformacyjne dezaktiwujg CTRI, co umozliwia prze-
kaz sygnatu (10,11,13).

W nukleoplazmie role przekaznikéw przejmuja faktory transkiypcyjne, wia-
zace sie juz dalej bezposrednio z elementami odpowiedzi na etylen (ERE —
ethylene response elements), obecnymi gtéwnie w rejonach promotorowych
gendw indukowanych przez etylen. Przekazniki te zawdzieczajg swej funkcji
nazwe EREBPs (ethylene response element binding proteins) (10-13,19,22).
Ekspresja niektérych z nich jest pobudzana przez etefon, egzogenny czynnik
uwalniajacy etylen (13), a takze przez sam etylen, natomiast hcimowana przez
kwas abscyzynowy (12). Przestrzenne rozmieszczenie tych biatek odbywa sie
jednak prawdopodobnie w spos6b niezalezny od etylenu (12).

W obrebie promotoréw wielu genéw indukowanych przez etylen, np. pro-
motora osmotyny (22) znajdujg sie zgodne sekwencje o dilugosci 7-11 par
zasad; (TAAG)AGCCGCC, zwane GCC box. Za pomocag aneiliz mutantow wy-
kazano, ze obecnos¢ regionu GCC box jest wymagana do aktywacji wielu,
gtébwnie zasadowych, bialek PR w odpowiedzi na etylen (13,22). EREBPs
wienzg sie specyficznie z rejonami GCC box poprzez konserwatywng, 59-cimi-
nokwasowg domene o charakterze zasadowym (4,13,22). Przyktadami biatek
posiadajgcych podobng domene wigzacag sie z DNA sa Pti4/5/6 z pomidora
oraz AtEBP, TINY, AP2, ANT i CBFIl z Arabidopsis (22). AtEBP jest biatkiem
asocjujacym z GCC box promotora genu kodujacego biatko PR-lIb. W genie
osmotyny (nalezgcej do klasy PR-5) znaleziono dwie sekwencje GCC box,
ktérych obecnos¢ jest wymagana do reakcji indukowanych przez etylen. Wiag-
za sie z nimi EREBP2 i EREBP3, ktére wchodzg tez w interakcje z biatkiem
NLP (nitrilase-like protein), podobnym do nitrylazy — enzymu biorgcego udziat
w biosyntezie auksyri. Poniewaz NLP jest luzno zwigzane z plazrmalemma,
prawdopodobnie przekaz sygnatu odbywa sie poprzez dysocjacje kompleksu
NLP-EREBPs, co w konsekwencji umozliwia translokacje EREBPs do jadra
komoérkowego i tam wigzanie sie ich z DNA (22). W niektérych pracach (19)
podkresla sie istnienie dwustopniowego etapu transdukcji sygnatu w obrebie
jadra komoérkowego. Zgodnie z tymi doniesieniami biatka EIN wigzg sie bez-
posrednio z tzw. PERE (primary ethylene response element) na promotorze
ERFI (ethylene response factor), jednego z EREBPs. Pobudzona dzieki temu
ekspresja ERF jest bezposrednim sygnatem do ekspresji bialek przyspiesza-
jacych dojrzewanie, natomiast do wbsrwotania reakcji obronnej (czyli ekspres;ji
bialek typu PR) konieczna jest interakcja ERF z rejonem GCC DNA, nazwa-
nym w tym przypadku SERE (secondary ethylene response element) (19).
Ztozona hierarchia czynnikéw posredniczacych w transdukcji powoduje zwie-
lokrotnienie przekaz}wanego sygnatu.

Proces transdukcji etylenu wymaga jeszcze wielu wyjasnien. Badania roli
tego zwigzku nie nalezg do tatwych, przede wszystkim ze wzgledu na jego
szeroki zakres dziatania. Najpowszechniejsza metoda badan w tej dziedzinie
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Rys. 3. Hipotetyczny model transdukcji sygnatu wywotanego przez etylen. Pomiedzy biatkiem
CTRI a kolejnymi przekaznikami jest strzalka przeiywana, co podkresla negatywng kontrole
CTRI nad dalszymi etapami transdukcji. Szczegétowy opis w tekscie (na podstawie 10,11,13,19
i 22).

jest analiza wlasciwie wyselekcjonowanych mutantéw, defektirwnych tylko
w jednym genie (8,9).

Najwiekszy problem tkwi w tym, ze wsrod badaczy brak jest jednomysl-
nosci co do ostatecznej funkcji etylenu w mechanizmach obronnych; wat-
pliwos¢ czy zwieksza on odpornos¢ roslin na choroby czy tez wzmaga ich
wrazliwos¢ weciciz nie jest rozwigzana (13). Obserwowany efekt zalezy bowiem
w duzej mierze od wybranej rosliny modelowej oraz od konkretnego patogena.
Nawet ta sama roslina moze wykazywac¢ odmienne reakcje w odpowiedzi na
rézne patogeny. Mutanty soi o minimalnej wrazliwosci na etylen charakte-
ryzuja sie tagodniejszymi symptomami chorobowymi wywotanymi przez Pseu-
domonas syringae czy Phytophtora sojae, natomiast Septoria glycines i Rhi-
zoctonia solani powodujg u nich znacznie ostrzejszy przebieg choroby niz
w szczepie dzikim (8). Z kolei niedojrzewajace mutanty pomidora [Never ripe)
wykazujg wyzsza tolerancje wobec Xanthomonas campestris i Fiisarium oxy-
sponim, natomiast w niewrazliwej na etylen odmianie tytoniu objawy cho-
robotwoércze wywotuje Pythium sylvaticum, grzyb niepatogeniczny dla odmian
niezmutowanych (8). Jednym z najbardziej interesujgcych doniesien w tej
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kwestii jest to, ze niektére mikroorganizmy wchodzace w interakcje z rosli-
nami same produkujg etylen (np. Pseudomonas synngae) lub analogi badz
etylenu, badz tez innych czasteczek sygnatowych, np. koronatyne — analog
jasmonianu (7). Poniewaz mato prawdopodobne jest, aby patogen ,samobdj-
czo” wspomagat mechanizmy obronne roslin, wydaje sie, ze wykorzystuje on
raczej mozliwosci zwiekszenia podatnosci swego gospodarza na infekcje.
Przeprowadzajgc eksperymenty in vivo narazamy sie czesto na obserwo-
wanie efektéw plejotropowych, wspdtistnienia wielu pojedynczych proceséw
regulowanych przez ten sam czynnik i powtarzanych ze sobg subtelnymi za-
leznosciami. Szczegodlnie tatwo o to w przypadku etylenu uwiklanego w tak
wiele procesow, od regulacji rozwoju rosliny poprzez wpfyw na formowanie
brodawek korzeniowych (np. determinacja typu brodawki (23)) w ramach
interakcji z bakteriami symbiotycznymi, az do szeroko pojetych reakcji ob-
ronnych indukowanych przez biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe.
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Ethylene and Plant Defense Response
Summary

The simplest plant growth and development hormone, ethylene, belongs (together with S.A.
and JA) to key molecules governing the plant defense response. Production of ethylene is sti-
mulated by wounding, flooding, metal ions, senescense and abscission processes, pathogene
attack and ethylene itself. High level of ethylene induces the expression of many classes of
pathogenesis-related proteins (PR). In order to properly function, ethylene must be precisely
regulated, especially at the biosynthesis and signalling pathways. Two main enzymes involved
in ethylene biosynthesis are ACC synthase and ACC oxidase. The ethylene signal transduction
pathway is very complicated and needs to be further investigated. Ethylene binds to its receptors
CTRs, then the signal is transduced to CTRI and through phosforylating kinases cascades to
EINs and EREBPs, directly binding to DNA GCC boxes. As a consequence, many PR proteins
are activated.
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