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1.Wprowadzenie

torne metabolity — zwigzki, ktore nie sg niezbedne dla rozwoju wytwa-
Wrzajqcych je organizméw i wystepujace tylko w niektérych grupach ta-
ksonomicznych (1), to ogromna grupa produktéw naturalnych wzbudzajac
rosnace zainteresowanie nauki. Tak okreslona klasa zwis"zkéw chemicznych,
jakkolwiek jej definicja moze budzi¢ uzasadnione kontrowersje, jest wyréz-
niana szczeg6lnie czesto w roslinach i mikroorganizmach (2,3). Zaintereso-
wanie wtom3'-mi metabolitami wynika stad, ze stanowig one "Adelki i ciggle
niewykorzystany rezerwuar struktur chemicznych, ktére mogg znalez¢ zasto-
sowanie w dziatalnosci cztowieka, jako leki nowej generacji, barwniki, sub-
stancje zapachowe, a takze $rodki ochrony roslin (2,4-6).
Organizmy roélinne sg zdolne do syntezy licznych wtérnych metabolitdw,
w przebiegu wielu szlakéw metabolicznych. Nalezg do nich szlaki syntezy
terpenoidow, alkaloidow, pochodnych kwasu benzoesowego, kwasu jasmo-
nowego, czy fenyiopropanoidéw (4). Wspomniana watpliwo$¢ co do prawid-
towosci definicji tej grupy zwigzkow, moze by¢ uzasadniona tym, ze te same
szlaki metaboliczne mogg prowadzi¢ do syntezy produktéw tradycyjnie kla-
syfikowanych jako wtérne metabolity, a jednocze$nie mogag by¢ zrodtem sub-
stancji niezbednych dla funkcjonowania wytwarzajacego je organizmu. Przy-
ktadem moze tu by¢ metabolizm terpenoidéw, ktory dostarcza, miedzy inny-
mi, réwniez steroli btonowych, giberelin i kwasu abscysynowego. Wsrod wielu
szlakbw metabolicznych prowadzacych do syntezy wtérnych metabolitéw,
bardzo interesujacy ze wzgledu na réznorodno$¢ poznanych funkcji jego pro-
duktdéw, jest szlak metabolizmu fenyiopropanoiddw.
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Rys. 1. Uproszczony schemat szlakéw metabolizmu fenylopropanoidéw. Kétkami oznaczono
produkty posrednie, ktérych nazw nie umieszczono na rysunku. Skroty umieszczone przy strzat-

kach oznaczajg enzymy zaangazowane w poszczeg6lne przeksztatcenia; 4CL — ligaza 4-kumaran
. CoA; C4H — 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego; CAD — dehydrogenaza kwasu cynamo-
nowego; CCR — reduktaza 4-kumaiylo CoA; CHI — izomeraza chalkonowa; CHR — reduktaza

chalkonowa; CHS — syntaza chalkonowa; EMT — metylotransferaza eriodiktiolowa; F3H — 3-
hydroksylaza flawonoidowa; FMT — 3'-0-metylotransferaza flawonoidowa; FO — oksydaza fla-
wonoidowa; FS — syntaza flawonowa; IFS — syntaza izoflawonowa; IFR — reduktaza izofla-
wonoidowa; PAL — amoniako-liaza fenyloalaninowa; PTS — syntaza pterokarpanowa. Skroét
DHF oznacza dihydroflawon.

2. Szlak metabolizmu fenylopropanoidow i biologiczna rola
jego produktéw

Metabolizm fenylopropanoidow umozliwia roslinom synteze licznych
zwigzkdéw o istotnej roli biologicznej (7). Fenyloalanina, przeksztatcana naj-
pierw w kumarylo-CoA jest wyjsciowym substratem dla licznych i réznorod-
nych pochodnych syntetyzowanych w toku rozgatezionych szlakéw przemian
metabolicznych (rys. 1). Metabolizm fenylopropanoidéw cechuje sie tym, ze
poszczegdblne jego szlaki wykazuja duzg specyficzno$é. Przebiegajg w Scisle
zdefiniowanych tkankach rosliny, w okresSlonych stadiach roznicowania sie
komorek, lub pod wptywem konkretnych bodzcow ptynacych ze Srodowiska.
Nie dziwi zatem, ze pochodne fenylopropanoidéw spetniajg w organizmach
ro$linnych réznorakie, czesto bardzo wyspecjalizowane funkcje. Niektdre
z nich sg pigmentami inne uczestniczg w tworzeniu i modyfikacjach $cian
komoérkowych, jeszcze inne petnig wazne funkcje regulatorowe, w tym réw-
niez, jako sygnaty molekularne w komunikacji rosliny ze Srodowiskiem zew-
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F~s. 2. Poznane funkcje biologiczne niektérych produktéw szlaku metabolizmu fenylopropa-
noidow.

netrznym. Z zestawienia przedstatvionego na rysunku 2 wynika, ze wsréd
pochodnych fenylopropanoidéw szczeg6lnie liczne funkcje w krélestwie roslin
spetniajg flawonoidy (7-10). Ich znaczenie w funkcjonowaniu organizméw
roédlinnych nie zostato jeszcze w petni wyjasnione. Oto bowiem do znanych
juz wezesniej funkcji flawonoidéw jako barwnikéw, protektantéw przeciw pro-
mieniowaniu UV czy repelentéw owaddéw, nalezy dodaé, coraz lepiej pozna-
wane, ich dziatanie regulacyjne. Rozne flawonoidy dziatajg jako aktywatory
i inhibitory interakcji roslin z drobnoustrojami (11-15), w tym réwniez jako
antybakteryjne frtoaleksyny (16,17). Stwierdzono udziat flawonoidéw w re-
gulacji frtohormonalnej. Sugeruje sie, ze moga one dziata¢ zaréwno bezpo-
$rednio (w sposéb zblizony do cytokinin (18,19)), jak i poSrednio — petniagc
funkcje inhibitoréw transportu auksyn (20,21), a zatem wpltywajac na row-
nowage fltohorrnonalng w poszczegolnych tkankach roslinnych. Pojawia sie
takze coraz wiecej danych wskazujacych na udziat flawonoidéw jako regu-
latoréw réznorodnych procesow fizjologicznych, np. kietkowania pytku (22,23).
Mozna wreszcie wspomnie¢ o zjawisku nie zwiazanym bezposrednio z fun-
kcjonowaniem organizmoéw roslinnych, jednak wspomagajacym w istotny spo-
s6b teze o swoistej predyspozycji flawonoidéw do petnienia funkcji sygnato-
wych. Niektére z tych zwigzkow, dostajgc sie z pokarmem do organizméw
zwierzecych mogg wywotywac efekty zblizone do dziatania hormondw stery-
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Rys. 3. Udziat ré6znych produktéw szlaku syntezy kumestanéw i pterokarpanéw soi w ko-
munikacji molekularnej z mikrosymbiontem Brodyrhizobiumjaponicum (opracowano na podsta-
wie (29,30)). Réwniez niektdre pochodne kwaséw hydroksycynamonowych (koniferol, kwas chloro-
genowy i kwas ferulowy) funkcjonuja jako silne chemoatraktanty dla BradyrhizobiumJaponicum
i stabe induktory ich genéw nod. Niektére inne (kwas kafeinowy, kwas sinapinowy) pozostajgc
silnymi chemoatraktantami nie indukuja tych genéw. W doswiadczeniach zastosowano 10 pM
stezenia wszystkich badanych substancji. Wzgledng aktywnos$¢ chemotaktyczng przedstawiono
jako wspétczyrmiki chemotakcji obliczone metoda Meisbowa i Adlera. Odporno$¢ na gliceoline
przedstawiono jako procent komoérek przezywajacych trzygodzinng inkubacje w 300 pM roztworze
tej fltoaleksyny. Indukcja genéw nod byla mierzona jako aktywnos$¢ konstruktéw nodD-lacZ i
zostata przedstawiona w tys. j. aktywnosci p-galaktozydazy.

dowych. Te sposrod flawonoidéw, ktdre w ten sposéb dziatajg, nazywa sie
fitoestrogenami (24). Genisteina i kumestrol wykazujg ponadto dajacy sie
zmierzy¢ wptyw na metabolizm komérek zwierzecych (25-28).

Co bardzo interesujace, w niektérych przypadkach udaje sie wykaza¢ spe-
eyficzng role co najmniej kilku produktow posrednich omawianego szlaku
metabolicznego, w powigzanych ze sobg zjawiskach. Przyktadem takiej sy-
tuacji moze by¢ rola niektorych pochodnych fenylopropanoidéw w réznych
aspektach oddziatywan soi z Bradyrhizobium Japonicum (29,30) (rys. 3).

Jakkolwiek generalnie wskazuje sie na ograniczone znaczenie wtérnych
metabolitow w chemotaksonomii (31), to jednak skiad populacji flawonoidow
syntetyzowanych przez okre$lony organ danego gatunku rosliny jest cechg
na tyle charakterystyczng, ze byl wykorzystywany w badaniach nad ustale-
niem filogenezy roélin motylkowatych (32,33),

Flawonoidy wystepujg czesto w formie glikozydéw, co podnosi ich odpor-
nos¢ na rozpad pod wplywem Swiatta i lize alkaliczng, a ponadto poprawia
ich rozpuszczalnosé.
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2.1. Biosynteza réznych flawonoldow w roslinie podlega zréznicowanym
mechanizmom regulacyjnym

Biosynteza fenylopropanoidéw zachodzi bgdZ w sposéb tkankowospecydicz-
ny, badz tez proces ten, jako jeden z elementéw odpowiedzi rosliny na stres,
jest indukowany przez czynniki zewnetrzne. Metabolizm tych zwiazkéw podlega
bardzo precyzyjnej regulacji w czasie réznicowania sie komorek. W tym samym
organizmie ro$linnym moga jednoczesnie (w réznych tkankach), lub w réznym
czasie (w réznych stadiach rdéznicowania sie komérek) przebiega¢ alternatywne
szlaki biochemiczne syntezy szerokiego spektrum produktoéw. Przykfadem ilu-
strujgcym to twierdzenie moga byé dane na temat dystrybucji flawonoidéw
w rozwijajacych sie tkankach i eksudatach soi (34). Dominujacymi flawonoi-
dami (szczegblnie w tkankach embrionalnych) sa izoflawony: daidzeina i ge-
nisteina. Sg one takze intensywnie wydzielane przez peczniejgce nasiona
(szczegllnie w postaci glikozyddw). W réznicujacych sie tkankach liscia daje
sie zauA”azy¢ zmiana polegajgca na zastapieniu izoflawonéw przez flawonole.
W pie¢ dni po kietkowaniu zaczynajg dominowac glikozydy kempferolu, kwer-
cetyny i izoramnetyny. Organem, w ktérym konstytutywna biosynteza flawo-
noidéw zachodzi u wielu roslin naczyniowych szczeg6lnie wydajnie, jest korzen.
Zadziwiajgca moze byé przy tym ztozonos¢ populacji tych zwigzkéw (35). Szcze-
golnie wielu danych na temat biologicznej roU flawonoiddéw dostarczajg badania
nad ro$linami motylkowatymi. Flawonoidy, oprécz petnienia innych funkgcji,
sg w tej grupie roslin waznymi sktadnikami eksudatow korzeniowych decydu-
jacych o biochemicznych wiasciwosciach ryzosfery. Ich obecnos¢ ma funda-
mentalne znaczenie w komunikacji z mikroorganizmami glebowymi (12,36-41).
Ta funkcja flawonoidéw nie jest zreszta swoista wytacznie dla motylkowatych.
Warto pamietac¢, ze symbioza z Rhizobium nie jest jedynym przykladem inter-
akcji roslin z mikroorganizmami. Sekrecja specyficznych zestawow metabolitow
(w tym réwniez flawonoidéw) do ryzosfery, jest najprawdopodobniej whasciwo-
§cig wszystkich roslin. Teze te wspierajg coraz liczniejsze dane na temat mi-
kroorganizméw klasy PGPR, aktinoryzy, a takze powszeehnej w Swiecie roslin
mikoryzy arbuskulamo-wesykulamej (VAM).

Biosynteza flawonoidéw w organizmie rosliny moze by¢ konstytutywna,
lecz z reguly nie jest systemiczna. Wspomniano, ze populacja produktow
tego szlaku metabolicznego, zmienia sie wraz z rozwojem i réznicowaniem
sie tkanek. Mozna sadzi¢, ze ekspresja gendéw decydujacych o organospe-
cyficznej, konstytutywnej syntezie flawonoidow w czasie rozwoju rosliny pod-
lega regulacji na poziomie transkrypcji, realizowanej przez zespoty czynnikow
transkrypcyjnych odpowiadajacych za proces organogenezy.

Odrebnym zagadnieniem jest obserwowane czesto zjawisko zmian w pozio-
mie syntezy poszczegélnych flawonoidéw pod wptywem czynnikéw zewnetrz-
nych. Po infekcji rosliny przez mikroorganizmy symbiotyczne obserwowano
gawisko indukcji syntezy dodatkowych flawonoiddw (poza syntetyzowan3mii kon-
stytutywnie w komoérkach korzenia) (42). Na przyktad, po inokutacji Phaseolus
vulgaris przez Rhizobium leguminosamm bv. phaseoU w eksudacie korzenio-
wym stwierdzono podwyzszony poziom daidzeiny i kumestrolu (43). Podobnie
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w Kkorzeniach wyki zaobserwowano synteze dodatkowych flawonoidéw po in-
fekcji przez Rhizobium legaminosarumhv. viciae (44). Dobrym przyktadem moze
by¢ takze zjawisko indukowanej sekrecji fitoaleksyn fenylopropanoidowych —
zwigzkdéw syntetyzowanych przez rosline w odpowiedzi na atak patogena, a takze
w wyniku zadziatania innych czynnikéw stresowych (16,30,33,45-47).

3. Niektore enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidow i ich geny

Komérkowospecyficzna synteza poszczegélnych metabolitéw fenylopropa-
noidowych wymaga obecnosci w kazdym przypadku kompletnego zestawu
enzymow zdolnych do przeprowadzenia wszystkich niezbednych reakcji bio-
chemicznych. Wolno jednak stwierdzi¢, ze gtbwnymi enzymami w biosyntezie
fenylopropanoidéw, prowadzacej do pojawienia sie flawonoidéw, sg amonia-
ko-liaza fenyloalaninowa (PAL) i syntaza chalkonowa (CHS) (7,8). PAL kata-
lizuje pierwszg reakcje szlaku, ktorg jest deaminacja fenyloalaniny prowa-
dzaca do powstania kwasu cynamonowego. CHS katalizuje natomiast kon-
densacje trzech czasteczek malonylo-CoA z jedng czasteczkg p-kumaiylo-CoA
(czasem réwniez cynamonylo-CoA, ferulolylo-CoA i kafeinylo-CoA). Powstaja-
ce chalkony naringeniny lub likwiritigeniny (przy dodatkowym udziale redu-
ktazy chalkonowej), sg prekursorami flawonoidéw i izoflawonoidéw (por. rys.
1). Szczeg6lne znaczenie wymienionych enzyméw wynika stad, ze w kazdym
przypadku pojawiajacego sie zapotrzebowania na pochodne fenylopropanoi-
dowe, to wiasnie PAL i CHS musza dostarczy¢ substratow niezbednych do
dalszych etapOw syntezy.

Specyficzno$¢ komoérkowa metabolizmu fenylopropanoidéw, a takze roz-
norodno$¢ czynnikdw indukujacych ich synteze, implikuje jeszcze jedno waz-
ne stwierdzenie: Mozna zatozy¢, ze gtbwnym elementem regulacji szlaku jest
organospecyficzna ekspresja genéw kodujgcych enzymy uczestniczace w jego
reakcjach. To zalozenie z kolei, sktania do konstatacji, ze wobec tego po-
szczeg6lne enzymy sa produktami ekspresji rodzin genéw {multigene family).

W Swietle danych literaturowych, oba zatozenia, jak sie wydaje, sg stu-
szne. Pierwsze moze by¢ potwierdzone, na przykiad, przez fakt, ze trans-
krypty genéw kodujacych CHS identyfikowane in situ, sg zlokalizowane wy-
facznie w Scisle okreslonych tkankach badanych roélin (48-51). Drugie za-
fozenie, o istnieniu rodzin gendéw, takze zostato potwierdzone. Wiadomo, ze
geny kodujgce amoniako-liaze fenyloalaninowg stanowig rodzine wielogenowg
w soi (52), lucernie (53), grochu (47), fasoli (54,55), a hawet u nagonasien-
nych [Pinus banksiana) (56). Jeszcze wiecej danych zebrano na temat genéw
kodujacych syntaze chalkonowa. Tylko nieliczne gatunki roélin, jak sie zdaje,
zawierajg pojedyncza kopie genu CHS. Dotyczy to Arabidopsis (57), Antirrhi-
num (za (58)) i pietruszki, cho¢ w genomie tej rodliny stwierdza sie istnienie
dwoch alleli roznigcych sie obecnosciag w jednym z nich elementu o stru-
kturze podobnej do transpozonu (59). U wiekszosci zbadanych pod tym wzgle-
dem gatunkdéw, syntaza chalkonowa jest kodowana przez rodziny genow.
Taka sytuacje stwierdzono w grochu (60,61), koniczynie (62), lucernie
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(17,63,64), soi (52,65,66), fasoli (67) i tubinie (D. Narozna, C.J. Madrzak —
dane przygotowywane do publikacji). Aby odsung¢ podejrzenie, ze wlasciwosé
ta moze by¢ charakterystyczna wytacznie dla roslin motylkowatych wykorzy-
stujagcych pochodne fenylopropanoidéw w réznorodnych procesach, warto
zacytowac¢ dane stwierdzajgce, ze réwniez w takich roslinach, jak Ipomoea
(58), Petunia (68) i orzech [Juglans nigra x Juglans repio)(69), CHS jest ko-
dowana przez rodziny genéw. Dane na temat domniemanej liczby kopii genéw
kodujacych PAL, CHS, i niektérych innych enzymoéw szlaku syntezy feny-
lopropanoidéw, w roznych gatunkach roslin, zebrano w tabeli 1.

Tabela 1
UCZBA GENOW KODUJACYCH ENZYMY SZLAKU SYNTEZY FENYLOPROPANOIDOW W NIEKTORYCH GATUNKACH ROSLIN

Gatunek rosliny Enzym Liczba genéw Literatura

Pinus banksiana PAL 8-10 (56)
Arabidopsis thcdiana CHS | (57)
Hordeum vidgare CHS 7-9 (73)
Solarium tuberosum PAL >20

4CL 2 ™
Antirrhinum maius CHS 1 (za 58)
Petunia hybrida CHS 7

CHI 1-2 U
Petroselinum hortense CHS 1 (59)
Petroselinum crispum 4CL 2

CHS 1 U
Juglans nigra X Juglans regia CHS 4 (69)
Ipomoea purpurea CHS >3 (58)
Glycine mcjc PAL >3 (52)

CHS >7 (52,89)
Pisum sativum PAL >2 (47)
Phaseolus vulgaris CHS >7 (67,88)

PAL >3

CHI 1

CAD 1 U
Trifolium subterraneum CHS 9 (78)
Lotus comiculatus CHS 4-8 (90)
Medicago sativa CHS 8-12

CHI 1-2 (85)

PAL >3

C4H 2

CHR >2

IFR 1 17)
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4. Ekspresja genow kodujacych enzymy szlaku biosyntezy
fenylopropanoidow

Dogodng metoda badcinia zmian poziomu biosyntezy flawonoidéw w ro-
$linie jest amaliza produktéw transkrypcji (mMRNA) genéw kodujgcych enzimiy
katalizujace poszczeg6lne reakcje. Schemat postepowania jest w zasadzie uni-
wersalny. Grupa osobnikéw badanego gatunku rosliny jest poddawana dzia-
taniu czynnika indukujgcego, w wybranych interwatach czasowych (z reguty
rzedu godzin) pobierane sg probki tkanek, z ktorych izoluje sie¢ RNA. Obe-
cnos¢ sekwencji kodujacej wybrany enzym bada sie poprzez hybrydyzacje
z sondg DNA. W ten sposéb, starannie przeprowadzony eksperyment moze
zaowocowac¢ uzyskaniem danych zaréwno jakosciowych (fakt zajscia trans-
krypcji i jej czas), jak i ilosciowych (daje sie okresli¢ wzgledny poziom hy-
brydyzujacych sekwencji). Doskonatlg alternatywa dla tej metody jest, rzecz
jasna hybrydyzacja in situ, ktéra dodatkowo precyzyjnie wskazuje miejsce
transkrypcji badanego genu. Ostateczne produkty ekspresji genébw — biatka
mozna takze wykrywac stosujac techniki immunochemiczne (70). Takie po-
dejscie stato sie mozliwe dzieki postepowi w uzyskiwaniu biatkowych pro-
duktéw skionowanych sekwencji utegajgcych ekspresji w E. coli.

4.1. Czynniki indukujgce ekspresje omawianych genéw

Juz dawno zauwazono, ze efektem dziatania licznych i ré6znorodnych czyn-
nikéw biotycznych i abiotycznych jest podwyzszenie poziomu transkrypcji
gendw kodujacych enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidéw (71). Amonia-
ko-liciza fenyloalaninowa (PAL) i syntaza chalkonowa (CHS) sg indukowane
przez niska temperature w fotosyntetyzujgcych komdrkach lisci Arabidopsis
(72). Promotory niektorych z omawianych gendw moga by¢ regulowane przez
Swiatto (w tym rdéwniez w zakresie UV) (51,73-75). Wskazuje sie przy tym
jednak, ze wplyw Swiatta naktada sie tylko na inne czynniki indukujace.
Dowodza tego wyniki badan nad ekspresjg PAL, CHS, CHI i DFR (reduktaza
dihydroflawonolowa) w nasionach Arabidopsis, w ktérych wrazliwos¢ genu
CHS na Swiatto zmienia sie z czasem (74). Niebieskie $wiatto indukuje eks-
presje genu CHS najsilniej w ciggu kroétkiego okresu w poczatkowej fazie
powstawania nasion. Podwyzszong ekspresje genéw CHS i CHI (76-78), a tak-
ze gendéw PAL (79,80) wywotuje réwniez zranienie tkanek.

Do czynnikow, ktore szczegdlnie czesto opisuje sie jako induktory ekspresji
genéw kodujacych omawiang grupe enzymoéw nalezg elicitory pojawiajace sie
w wyniku kontaktu rosliny z mikroorganizmami. Co ciekawe, podwyzszony
poziom transkrypcji tych genéw obserwuje sie niezaleznie od tego, czy mi-
kroorganizmem wchodzacym w interakcje jest patogen (47,73,81,82), symbio-
tyczny szczep Rhizobium (48,50,52,78), czy tez grzyb mikoryzowy (83). R6zna
jest jednak w kazdym z tych przypadkéw intensywno$¢ stymulujgcego wptywu
mikroorganizmu. Interakcje t}”*u patogenicznego indukujg ekspresje znacznie
sitniej niz szczepy symbiotyczne. Nieefektdrwne mutanty tych ostatnich zacho-
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Wwujg sie zresztg pod wzgledem omawianej cechy jak patogeny. Indukcja bio-
syntezy flawonoidéw w korzeniach Vicia sativa subsp. nigra byfa zréznicowana
w zaleznosci od tego, ktéry szczep (efektywny czy nieefektywny) Rhizobium
leguminosarum hv. uiciae dokonywat infekcji rosliny (44). Nieefektywny szczep
powodowat 1,5-2-krotnie wyzszy niz szczep efektywny, poziom mRNA dla CHS
oraz aktywnos$ci enzymatycznej PAL i EMT w Kkorzeniach rosliny. Roéwniez
w lucernie nieefektywny w zakresie diazotrofii (Fix) szczep Rhizobium meliloti
powodowat wzmozona ekspresje genow CHS (49). Podobne obserwacje poczy-
niono w przypadku grochu (48) i soi (52). W przypadku tego ostatniego ga-
tunku stwierdzono zreszta, ze wzmozona ekspresja PAL i CHS ma miegjsce
rowniez w przypadku infekcji restryktywnych genotypdw soi przez szczepy
typu dzikiego (Sadowsky i in. dane przygotowame do publikacji). Wskazuje to
na fakt, ze wazny jest w istocie typ interakcji, a nie genotyp milu‘osymbionta.
Dodatkowym dowodem potwierdzajacym takie twierdzenie sg wyniki pomiarow
poziomu mRNA dla PAL i CHS w czasie rozwoju brodawek korzeniowych
grochu (48) i tubinu (Narozna i Madrzak — dane przygotowane do publika-
cji). Stwierdza sie mianowicie, ze podwyzszony poziom tych tramskryptéw ob-
serwuje sie dwukrotnie w czasie funkcjonowania brodawek korzeniowych.
Najpierw w ciggu pierwszych godzin po infekcji, p6zniej w momencie, gdy
pojawiaja sie pierwsze objawy starzenia sie brodawek i niektére z komorek
tkanki bakteroidadnej ulegajg lizie. Mozna wnioskowaé, ze w obu tych sta-
diach proces symbiotyczny szczeg6lnie mocno przypomina infekcje przez pa-
togena. We weczesnych etapach infekcji musi nastgpi¢ rozpoznanie symbio-
tycznego charakteru mikroorganizmu inicjujacego kolonizacje; W momencie
starzenia sie brodawek, produkty lizy komérek mogg za$ dziatac jako elicitory.
W obu tych fazach podwyzszonej ekspresji genéw PAL i CHS w soi daje sie
zauwazy¢ tworzenie gliceotiny — fitoaleksyny pterokarpanowej. Synteza fito-
ateksyny w interakcji typu symbiotycznego moze w pierwszej chwili wydawac
sie czym$ niezwyldym, jednak po blizszym zapoznaniu sie ze zjawiskiem in-
dukowanej odpornosci Bradyrhizobium Japonicum na gliceoling (30) (rys. 3.)
okazuje sie, ze moze ona funkcjonowac jako dodatkowy czynnik selekcyjny
w odniesieniu do mikroorganizméw glebowych, dziatajac w istocie na korzysé
potencjalnego mikrosymbionta (36).

Bardzo interesujace jest réwniez spostrzezenie, ze czynnikiem indukujgcym
ekspresje CHS i IFR w korzeniach lucerny jest niedob6r zwigzkéw azotowych
(84). Wynik ten, wraz z wykazanym podw>'~zszeniem Simtezy flawonoidéw wska-
zuje na interesujace powigzanie stanu troficznego rosliny, z jej oddziatywaniem
(poprzez eksudaty korzeniowe) na populacje mikrosymbionta potencjalnie obe-
cne w ryzosferze. Jakkolwiek nie znamy molekularnego nrechanizmu przeno-
szgcego sygnat na poziom transkrypcji gendéw roslinnych, to jednak poczyrriona
obserwacja potwierdza nasze intuicyjne przekonanie o tym, ze réwniez roslina
posiada mozliwo$¢ wyboru momentu, kiedy wejscie w interakcje z mikroorga-
nizmami diazotroficznymi jest dla niej szczegdblnie korzystne.

Zestawienie niektdrych czynnikéw indukujgcych transkrypcje genéw ko-
dujacych enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidéw przedstawiono na ry-
sunku 4.
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Rys. 4. Czynniki indukujgce ekspresje niektorych genéw biosyntezy fenylopropanoidéw. Zna-
kami zapytania oznaczono domniemane efekty, na ktore brakuje jednak dowodéw doswiadczal-
nych. W wiekszosci przypadkéw nie znamy niestety molekularnej natury czynnikow wptywajgcych

bezposrednio na ekspresje genéw kodujacych przedstawione na lysunku enzymy. PAL — amo-
niako-liaza fenyloalaninowa; 4CL — ligaza 4-kumaran : CoA; CHS — syntaza chalkonowa; CHR
— reduktaza chalkonowa; CHI — izomeraza chalkonowa: IFR — reduktaza izoflawonoidowa;

EMT — metylotransferaza eriodiktiolowa.

4.2. Regulacja ekspresji gendéw kodujgcych niektére enzymy syntezy
fenylopropanoidéw

Istniejg dane wskazujaee na tkankowospecyficzng ekspresje poszczegol-
nych elementow rodzin genow kodujacych omawiane enzymy. W soi stwier-
dzono, ze inne geny rodzin PAL i CHS ulegajg indukcji w Kkorzeniu, inne za$
w brodawce (52). Stwierdzono ponadto, ze wzmozenie transkrypcji poszcze-
golnych tworzacych je sekwencji byto zalezne réwniez od typu interakcji.
W przypadku, gdy mikroorganizmem infekujacym rosline byt mutant Bra-
dyrhizobium Japonicwn (Nod”, Fix ), wykrywano inny zestaw transkryptow.
Podobnie w lucernie, z biblioteki cDNA z brodawek korzeniowych udaje sie
wyizolowaé cztery rozne klony kodujgce CHS, co wskazuje, ze te wiasnie
sekwencje ulegajg ekspresji indukowanej w czasie powstawania systemu sym-
biotycznego (50). Co wiecej, poszczegblne geny tej grupy wykazujg rozny
poziom i lokalizacje transkrypcji w zaleznosci od czynnikow zewnetrznych.

Sposrod dziewieciu zidentyfikowanych sekwencji kodujgcych CHS w ko-
niczynie (Trifolium subterraneum), dominujgcym h'anskryptem odnajdywanym
po infekcji przez mikrosymbionta byt produkt genu CHS5 (78). Co ciekawe,
ten sam gen byt indukowany przez zranienie tkanki hipokotylu. W obrebie
promotora tego genu znaleziono sekwencje o duzym podobienstwie do frag-
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mentu sojowego genu Gmchs7, ulegajgcego ekspresji w soi w podobnych
warunkach.

Rodziny genéw kodujacych CHS moga obejmowacé sekwencje o réznym
stopniu wzajemnego podobienstwa. Wspomniana grupa gendw z lucerny obej-
muje najprawdopodobniej dwie klasy gendéw CHS (85). Podobnie w tubinie,
spos$rdéd trzech zidentyfikowanych genéw CHS, dwa {LICHS 3.1 i LICHS 4.1)
sg do siebie bardzo podobne (95% homologii), trzeci za$ [LICHS 2.1) rézni sie
od nich znacznie (ok. 60% homologii). Tak jak w innych opisanych rodzinach
gendw dla CHS, réznica dotyczy takze przebiegu ekspresji tej sekwencji (Na-
rozna i Madrzak — dane przygotowywane do publikacji). Interesujgcym spo-
strzezeniem, dobrze korespondujgcimi z tymi danymi jest doniesienie, Ze dwa
geny CHS z jeczmienia [Hordeum vulgare) r6znia sie nie tylko poziomem trans-
krypcji, lecz takze wiasciwosciami kodowanych przez nie enzymow (73). Gen
HvVCHS2, w przeciwienstwie do CHSI, jest silnie indukowany po infekcji je-
czmienia przez patogena grzybowego Blumeria graminis. Enzymy kodowane
przez oba geny roznig sie specyficznoscig substratowg. CHSI preferencyjnie
przeksztatca cynamonylo-CoA i 4-kumarylo-CoA, podczas gdy dla HvCHS?2
optymalnym substratem jest ferulolylo-CoA i kafeinylo-CoA.

Istnienie rodzin gendw i wykazanie, ze poszczeg6lne ich elementy ulegaja
transkrypcji pod wptywem réznych czynnikéw i w réznych czesciach rosliny
sktania rzecz jasna, do podjecia badan nad struktura promotoréw tych ge-
néw i molekularnymi mechanizmami ich aktywacji. W obrebie rodziny genéw
kodujacych PAL w pietruszce stwierdzono istnienie co najmniej trzech silnie
zachowawczych sekwencji w obrebie regiondw promotorowych (86). Sekwen-
cje te (elementy cis) nazwane zostaty kasetami P, A i L. Co ciekawe, w Ara-
bidopsis odnaleziono te elementy w promotorach genéw PALI i PAL2, oraz
C4H. Nie stwierdzono ich obecnosci w promotorze genu PAL3, a Scislej wy-
kryto krotka sekwencje zgodng z kasetg A, potozong jednak znacznie blizej
miejsca startu transkrypcji (87). Geny posiadajgce kasety P, A i L podlegaty
skoordynowanej ekspresji — ich indukcje wyw”olyw'ato zranienie rcslin}® Gen
PAL3 (a takze gen CHS) na ten czynnik nie odpowiadaty podwyzszong trans-
krypcja.

Analize funkcjonalng promotoréw gendéw kodujacych PAL w grochu prze-
prowadzono badajac ekspresje tych gendéw w protoplastach transformowa-
nych skonstruowanymi chimerycznymi genami i indukowanych elicitorami
patogenicznego grzyba Mycosphaerella pinoides (47). Konstrukty genowe skia-
daty sie z genu reporterowego (CAT) poddanego pod kontrole promotorow
genéw PAL. Konstnakty poddawano réwniez analizie delecyjnej, by okresli¢
sekwencje niezbedne dla funkcjonowania promotorow. Okazato sie, ze do
indukcji genu PALI [PSPALI) niezbedne sg elementy cis zlokalizowane w roz-
legtym regionie od pozycji -340 do -95. Te samg funkcje petnit w genie PSPAL2
region -406 do -158. Udato sie ponadto stwierdzi¢, ze powyzej promotorow
badanych genéw (w regionie od -2196 do -406) znajduje sie element o wia-
Sciwosciach wzmacniajgcych transkrypcje [enhancer).

Metoda transformacji roélin postuzyta réwniez do badania elementéw cis,
a takze funkcjonowania domniemanych czynnikéw trans wptywajgcych na
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dziatanie promotora genu CHS15 fasoli (88). Udato sie stwierdzi¢, ze gen ten
jest aktywny w kietkujacych nasionach, a takze w zawigzkach korzeni bo-
cznych. Delecje w obrebie regionu promotorowego owocowaty zanikiem eks-
presji genu reporterowego (GUS) w zawigzkach korzeni bocznych, cho¢ w wiek-
szosci przypadkéw utrzymjrwata sie ekspresja w kietkujacych nasionach.
Stwierdzono réwniez, ze w ekstraktach jadrowych fasoli wystepuje czynnik
(SBF-1) specyficznie wigzacy sie z trzema fragmentami badanego regionu
DNA, W badaniach nad pietruszka udato sie stwierdzié, ze w regulacji eks-
presji genu CHS uczestniczy czynnik transkrypcyjny CPRFI {common plant
regulatory factor) rozpoznajacy specyficzne sekwencje nukleotydowe zawiera-
jace rdzeh ACGT. Takie sekwencje zlokalizowane sa, miedzy innymi w re-
gionie LRUI {light regulatory unit], ktérego obecno$¢ jest wymagana (i wy-
starczajgca) dla indukowanej Swiattem ekspresji genu CHS. Lista domnie-
manych elementéw cis obejmuje réwniez sekwencje odnalezione w promoto-
rach genéw indukowanej syntely fitoaleksyn izoflawonoidowych (17). Szereg
fragmentow promotoréw gendéw CHS, PAL, i IFR z fasoli, lucerny i pietruszki
(choé¢ w tym przypadku fitoaleksyny sa furanokumarynami) wykazywato obe-
cnos¢ krétkich fragmentéw zachowawczych sekwenciji.

Niezwyktych wynikdéw dostarczyty badania nad dziedziczeniem barwy okry-
wy nasiennej u soi. Definiowany metodami genetyki klasycznej lokus/(inhi-
bitor) zawierajacy cztery allele decydujgce o obecnosci lub braku barwnikéw
antocjanowych, jak sie okazato, byt regionem zawierajgcym zduplikowane
geny CHS. Obecno$¢ dodatkowych kopii genéw CHS obniza poziom ich eks-
presji. Delecja w regionie przywraca normalny poziom ekspresji rodziny ge-
noéw kodujacych syntaze chalkonowag w soi.

Wyniki dotychczasowych badan nie wystarczajg niestety na sformutowa-
nie modelu opisujgcego organospecyficzng lub indukowang ekspresje genow
CHS, a takze gendéw kodujgcych inne enzymy szlaku syntezy fenylopropa-
noidow, ktorych funkcjonowanie jest precyzyjnie skoordynowane. Mozna miec
jednak nadzieje, ze sytuacja ta wkrdtce ulegnie zmianie. Wobec ciggtego po-
stepu w zakresie technik badawczych i gromadzenia coraz liczniejszych da-
nych coraz lepiej poznajemy mechanizmy regulujace ekspresje genéw roslin-
nych. Jakkolwiek cel jest jeszcze z pewnoscig odlegly, to jednak w przypadku
omawianej grupy enzymoéw, optymizmem napawa ich przydatnosé, jako mo-
delowego obiektu badawczego.
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Plant genes encoding some of the enzymes of phenylpropanoid metabo-
lism pathway

Summary

The phenylpropanoid metabolism in plants is an important source of numerous compounds
of great importance in development and defense. In particular, flavonoids play a significant role
as signal compounds, phytoalexins, UV-protectants, pigments etc. Numerous enzymes (PAL,
CHS, CHI, CHR, IFR and many others) are involved in this branched metabolic pathway. The
key enzymes of phenylpropanoid biosynthesis are phenylalanine ammonia-lyase (PAL), and chal-
cone synthase (CHS). Both enzymes (as well as some other of the pathway) are encoded by
multigene families. The organospecific expression of different members of these families is pre-
sumably the key factor for the regulation of the entire pathway. Several cis-elements, and trans-
acting factors have been already described, however it is too early to formulate the conclusive
model of the overall transcriptional regulation of the phenylpropanoid metabolism.
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