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Poznań

1. Wprowadzenie

Wtórne metabolity — związki, które nie są niezbędne dla rozwoju wytwa­
rzających je organizmów i występujące tylko w niektórych grupach ta­
ksonomicznych (1), to ogromna grupa produktów naturalnych wzbudzająca 

rosnące zainteresowanie nauki. Tak określona klasa zwis^zków chemicznych, 
jakkolwiek jej definicja może budzić uzasadnione kontrowersje, jest wyróż­
niana szczególnie często w roślinach i mikroorganizmach (2,3). Zaintereso­
wanie wtóm3'-mi metabolitami wynika stąd, że stanowią one ’'Adelki i ciągle 
niewykorzystany rezerwuar struktur chemicznych, które mogą znaleźć zasto­
sowanie w działalności człowieka, jako leki nowej generacji, barwniki, sub­
stancje zapachowe, a także środki ochrony roślin (2,4-6).

Organizmy roślinne są zdolne do syntezy licznych wtórnych metabolitów, 
w przebiegu wielu szlaków metabolicznych. Należą do nich szlaki syntezy 
terpenoidów, alkaloidów, pochodnych kwasu benzoesowego, kwasu jasmo- 
nowego, czy fenyiopropanoidów (4). Wspomniana wątpliwość co do prawid­
łowości definicji tej grupy związków, może być uzasadniona tym, że te same 
szlaki metaboliczne mogą prowadzić do syntezy produktów tradycyjnie kla­
syfikowanych jako wtórne metabolity, a jednocześnie mogą być źródłem sub­
stancji niezbędnych dla funkcjonowania wytwarzającego je organizmu. Przy­
kładem może tu być metabolizm terpenoidów, który dostarcza, między inny­
mi, również steroli błonowych, giberelin i kwasu abscysynowego. Wśród wielu 
szlaków metabolicznych prowadzących do syntezy wtórnych metabolitów, 
bardzo interesujący ze względu na różnorodność poznanych funkcji jego pro­
duktów, jest szlak metabolizmu fenyiopropanoidów.
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Rys. 1. Uproszczony schemat szlaków metabolizmu fenylopropanoidów. Kółkami oznaczono 
produkty pośrednie, których nazw nie umieszczono na rysunku. Skróty umieszczone przy strzał­
kach oznaczają enzymy zaangażowane w poszczególne przekształcenia; 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. Skrót 
DHF oznacza dihydroflawon.

2. Szlak metabolizmu fenylopropanoidów i biologiczna rola 
jego produktów
Metabolizm fenylopropanoidów umożliwia roślinom syntezę licznych 

związków o istotnej roli biologicznej (7). Fenyloalanina, przekształcana naj­
pierw w kumarylo-CoA jest wyjściowym substratem dla licznych i różnorod­
nych pochodnych syntetyzowanych w toku rozgałęzionych szlaków przemian 
metabolicznych (rys. 1). Metabolizm fenylopropanoidów cechuje się tym, że 
poszczególne jego szlaki wykazują dużą specyficzność. Przebiegają w ściśle 
zdefiniowanych tkankach rośliny, w określonych stadiach różnicowania się 
komórek, lub pod wpływem konkretnych bodźców płynących ze środowiska. 
Nie dziwi zatem, że pochodne fenylopropanoidów spełniają w organizmach 
roślinnych różnorakie, często bardzo wyspecjalizowane funkcje. Niektóre 
z nich są pigmentami inne uczestniczą w tworzeniu i modyfikacjach ścian 
komórkowych, jeszcze inne pełnią ważne funkcje regulatorowe, w tym rów­
nież, jako sygnały molekularne w komunikacji rośliny ze środowiskiem zew-
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F^s. 2. Poznane funkcje biologiczne niektórych produktów szlaku metabolizmu fenylopropa- 
noidów.

nętrznym. Z zestawienia przedstatvionego na rysunku 2 wynika, że wśród 
pochodnych fenylopropanoidów szczególnie liczne funkcje w królestwie roślin 
spełniają flawonoidy (7-10). Ich znaczenie w funkcjonowaniu organizmów 
roślinnych nie zostało jeszcze w pełni wyjaśnione. Oto bowiem do znanych 
już wcześniej funkcji flawonoidów jako barwników, protektantów przeciw pro­
mieniowaniu UV czy repelentów owadów, należy dodać, coraz lepiej pozna­
wane, ich działanie regulacyjne. Różne flawonoidy działają jako aktywatory 
i inhibitory interakcji roślin z drobnoustrojami (11-15), w tym również jako 
antybakteryjne frtoaleksyny (16,17). Stwierdzono udział flawonoidów w re­
gulacji frtohormonalnej. Sugeruje się, że mogą one działać zarówno bezpo­
średnio (w sposób zbliżony do cytokinin (18,19)), jak i pośrednio — pełniąc 
funkcję inhibitorów transportu auksyn (20,21), a zatem wpływając na rów­
nowagę fltohorrnonalną w poszczególnych tkankach roślinnych. Pojawia się 
także coraz więcej danych wskazujących na udział flawonoidów jako regu­
latorów różnorodnych procesów fizjologicznych, np. kiełkowania pyłku (22,23). 
Można wreszcie wspomnieć o zjawisku nie związanym bezpośrednio z fun­
kcjonowaniem organizmów roślinnych, jednak wspomagającym w istotny spo­
sób tezę o swoistej predyspozycji flawonoidów do pełnienia funkcji sygnało­
wych. Niektóre z tych związków, dostając się z pokarmem do organizmów 
zwierzęcych mogą wywoływać efekty zbliżone do działania hormonów stery-
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Rys. 3. Udział różnych produktów szlaku syntezy kumestanów i pterokarpanów soi w ko­
munikacji molekularnej z mikrosymbiontem Brodyrhizobiumjaponicum (opracowano na podsta­
wie (29,30)). Również niektóre pochodne kwasów hydroksycynamonowych (koniferol, kwas chloro- 
genowy i kwas ferulowy) funkcjonują jako silne chemoatraktanty dla Bradyrhizobium Japonicum 
i słabe induktory ich genów nod. Niektóre inne (kwas kafeinowy, kwas sinapinowy) pozostając 
silnymi chemoatraktantami nie indukują tych genów. W doświadczeniach zastosowano 10 pM 
stężenia wszystkich badanych substancji. Względną aktywność chemotaktyczną przedstawiono 
jako współczyrmiki chemotakcji obliczone metoda Meisbowa i Adlera. Odporność na gliceolinę 
przedstawiono jako procent komórek przeżywających trzygodzinną inkubację w 300 pM roztworze 
tej fltoaleksyny. Indukcja genów nod była mierzona jako aktywność konstruktów nodD-lacZ i 
została przedstawiona w tys. j. aktywności p-galaktozydazy.

dowych. Te spośród flawonoidów, które w ten sposób działają, nazywa się 
fitoestrogenami (24). Genisteina i kumestrol wykazują ponadto dający się 
zmierzyć wpływ na metabolizm komórek zwierzęcych (25-28).

Co bardzo interesujące, w niektórych przypadkach udaje się wykazać spe- 
eyficzną rolę co najmniej kilku produktów pośrednich omawianego szlaku 
metabolicznego, w powiązanych ze sobą zjawiskach. Przykładem takiej sy­
tuacji może być rola niektórych pochodnych fenylopropanoidów w różnych 
aspektach oddziaływań soi z Bradyrhizobium Japonicum (29,30) (rys. 3).

Jakkolwiek generalnie wskazuje się na ograniczone znaczenie wtórnych 
metabolitów w chemotaksonomii (31), to jednak skład populacji flawonoidów 
syntetyzowanych przez określony organ danego gatunku rośliny jest cechą 
na tyle charakterystyczną, że był wykorzystywany w badaniach nad ustale­
niem filogenezy roślin motylkowatych (32,33),

Flawonoidy występują często w formie glikozydów, co podnosi ich odpor­
ność na rozpad pod wpływem światła i liżę alkaliczną, a ponadto poprawia 
ich rozpuszczalność.
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2.1. Biosynteza różnych flawonoldów w roślinie podlega zróżnicowanym 
mechanizmom regulacyjnym

Biosynteza fenylopropanoidów zachodzi bądź w sposób tkankowospecydicz- 
ny, bądź też proces ten, jako jeden z elementów odpowiedzi rośliny na stres, 
jest indukowany przez czynniki zewnętrzne. Metabolizm tych związków podlega 
bardzo precyzyjnej regulacji w czasie różnicowania się komórek. W tym samym 
organizmie roślinnym mogą jednocześnie (w różnych tkankach), lub w różnym 
czasie (w różnych stadiach różnicowania się komórek) przebiegać alternatywne 
szlaki biochemiczne syntezy szerokiego spektrum produktów. Przykładem ilu­
strującym to twierdzenie mogą być dane na temat dystrybucji flawonoidów 
w rozwijających się tkankach i eksudatach soi (34). Dominującymi flawonoi- 
dami (szczególnie w tkankach embrionalnych) są izoflawony: daidzeina i ge- 
nisteina. Są one także intensywnie wydzielane przez pęczniejące nasiona 
(szczególnie w postaci glikozydów). W różnicujących się tkankach liścia daje 
się zauA^ażyć zmiana polegająca na zastąpieniu izoflawonów przez flawonole. 
W pięć dni po kiełkowaniu zaczynają dominować glikozydy kempferolu, kwer- 
cetyny i izoramnetyny. Organem, w którym konstytutywna biosynteza flawo­
noidów zachodzi u wielu roślin naczyniowych szczególnie wydajnie, jest korzeń. 
Zadziwiająca może być przy tym złożoność populacji tych związków (35). Szcze­
gólnie wielu danych na temat biologicznej roU flawonoidów dostarczają badania 
nad roślinami motylkowatymi. Flawonoidy, oprócz pełnienia innych funkcji, 
są w tej grupie roślin ważnymi składnikami eksudatów korzeniowych decydu­
jących o biochemicznych właściwościach ryzosfery. Ich obecność ma funda­
mentalne znaczenie w komunikacji z mikroorganizmami glebowymi (12,36-41). 
Ta funkcja flawonoidów nie jest zresztą swoista wyłącznie dla motylkowatych. 
Warto pamiętać, że symbioza z Rhizobium nie jest jedynym przykładem inter­
akcji roślin z mikroorganizmami. Sekrecja specyficznych zestawów metabolitów 
(w tym również flawonoidów) do ryzosfery, jest najprawdopodobniej właściwo­
ścią wszystkich roślin. Tezę tę wspierają coraz liczniejsze dane na temat mi­
kroorganizmów klasy PGPR, aktinoryzy, a także powszeehnej w świecie roślin 
mikoryzy arbuskulamo-wesykulamej (VAM).

Biosynteza flawonoidów w organizmie rośliny może być konstytutywna, 
lecz z reguły nie jest systemiczna. Wspomniano, że populacja produktów 
tego szlaku metabolicznego, zmienia się wraz z rozwojem i różnicowaniem 
się tkanek. Można sądzić, że ekspresja genów decydujących o organospe- 
cyficznej, konstytutywnej syntezie flawonoidów w czasie rozwoju rośliny pod­
lega regulacji na poziomie transkrypcji, realizowanej przez zespoły czynników 
transkrypcyjnych odpowiadających za proces organogenezy.

Odrębnym zagadnieniem jest obserwowane często zjawisko zmian w pozio­
mie syntezy poszczególnych flawonoidów pod wpływem czynników zewnętrz­
nych. Po infekcji rośliny przez mikroorganizmy symbiotyczne 2^obserwowano 
gawisko indukcji syntezy dodatkowych flawonoidów (poza syntetyzowan3mii kon­
stytutywnie w komórkach korzenia) (42). Na przykład, po inokułacji Phaseolus 
vulgaris przez Rhizobium leguminosamm bv. phaseoU w eksudacie korzenio­
wym stwierdzono podwyższony poziom daidzeiny i kumestrolu (43). Podobnie
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w korzeniach wyki zaobserwowano syntezę dodatkowych flawonoidów po in­
fekcji przez Rhizobium legaminosarumhv. viciae (44). Dobrym przykładem może 
być także zjawisko indukowanej sekrecji fitoaleksyn fenylopropanoidowych — 
związków syntetyzowanych przez roślinę w odpowiedzi na atak patogena, a także 
w wyniku zadziałania innych czynników stresowych (16,30,33,45-47).

3. Niektóre enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidów i ich geny
Komórkowospecyficzna synteza poszczególnych metabolitów fenylopropa­

noidowych wymaga obecności w każdym przypadku kompletnego zestawu 
enzymów zdolnych do przeprowadzenia wszystkich niezbędnych reakcji bio­
chemicznych. Wolno jednak stwierdzić, że głównymi enzymami w biosyntezie 
fenylopropanoidów, prowadzącej do pojawienia się flawonoidów, są amonia- 
ko-liaza fenyloalaninowa (PAL) i syntaza chalkonowa (CHS) (7,8). PAL kata­
lizuje pierwszą reakcję szlaku, którą jest deaminacja fenyloalaniny prowa­
dząca do powstania kwasu cynamonowego. CHS katalizuje natomiast kon­
densację trzech cząsteczek malonylo-CoA z jedną cząsteczką p-kumaiylo-CoA 
(czasem również cynamonylo-CoA, ferulolylo-CoA i kafeinylo-CoA). Powstają­
ce chalkony naringeniny lub likwiritigeniny (przy dodatkowym udziale redu- 
ktazy chalkonowej), są prekursorami flawonoidów i izoflawonoidów (por. rys. 
1). Szczególne znaczenie wymienionych enzymów wynika stąd, że w każdym 
przypadku pojawiającego się zapotrzebowania na pochodne fenylopropanoi- 
dowe, to właśnie PAL i CHS muszą dostarczyć substratów niezbędnych do 
dalszych etapów syntezy.

Specyficzność komórkowa metabolizmu fenylopropanoidów, a także róż­
norodność czynników indukujących ich syntezę, implikuje jeszcze jedno waż­
ne stwierdzenie: Można założyć, że głównym elementem regulacji szlaku jest 
organospecyficzna ekspresja genów kodujących enzymy uczestniczące w jego 
reakcjach. To założenie z kolei, skłania do konstatacji, że wobec tego po­
szczególne enzymy są produktami ekspresji rodzin genów {multigene family).

W świetle danych literaturowych, oba założenia, jak się wydaje, są słu­
szne. Pierwsze może być potwierdzone, na przykład, przez fakt, że trans- 
krypty genów kodujących CHS identyfikowane in situ, są zlokalizowane wy­
łącznie w ściśle określonych tkankach badanych roślin (48-51). Drugie za­
łożenie, o istnieniu rodzin genów, także zostało potwierdzone. Wiadomo, że 
geny kodujące amoniako-liazę fenyloalaninową stanowią rodzinę wielogenową 
w soi (52), lucernie (53), grochu (47), fasoli (54,55), a nawet u nagonasien- 
nych [Pinus banksiana) (56). Jeszcze więcej danych zebrano na temat genów 
kodujących syntazę chalkonową. Tylko nieliczne gatunki roślin, jak się zdaje, 
zawierają pojedynczą kopię genu CHS. Dotyczy to Arabidopsis (57), Antirrhi­
num (za (58)) i pietruszki, choć w genomie tej rośliny stwierdza się istnienie 
dwóch alleli różniących się obecnością w jednym z nich elementu o stru­
kturze podobnej do transpozonu (59). U większości zbadanych pod tym wzglę­
dem gatunków, syntaza chalkonowa jest kodowana przez rodziny genów. 
Taką sytuację stwierdzono w grochu (60,61), koniczynie (62), lucernie
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(17,63,64), soi (52,65,66), fasoli (67) i łubinie (D. Narożna, C.J. Mądrzak — 
dane przygotowywane do publikacji). Aby odsunąć podejrzenie, że właściwość 
ta może być charakterystyczna wyłącznie dla roślin motylkowatych wykorzy­
stujących pochodne fenylopropanoidów w różnorodnych procesach, warto 
zacytować dane stwierdzające, że również w takich roślinach, jak Ipomoea 
(58), Petunia (68) i orzech [Juglans nigra x Juglans repio)(69), CHS jest ko­
dowana przez rodziny genów. Dane na temat domniemanej liczby kopii genów 
kodujących PAL, CHS, i niektórych innych enzymów szlaku syntezy feny­
lopropanoidów, w różnych gatunkach roślin, zebrano w tabeli 1.

Tabela 1
UCZBA GENÓW KODUJĄCYCH ENZYMY SZLAKU SYNTEZY FENYLOPROPANOIDÓW W NIEKTÓRYCH GATUNKACH ROŚLIN

Gatunek rośliny Enzym Liczba genów Literatura
Pinus banksiana PAL 8-10 (56)
Arabidopsis thcdiana CHS I (57)
Hordeum vidgare CHS 7-9 (73)
Solarium tuberosum PAL >20

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

CHI 1-2 (7)
Petroselinum hortense CHS 1 (59)
Petroselinum crispum 4CL 2

CHS 1 (7)
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 (7)

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)



4. Ekspresja genów kodujących enzymy szlaku biosyntezy 
fenylopropanoidów

Dogodną metodą badcinia zmian poziomu biosyntezy flawonoidów w ro­
ślinie jest amaliza produktów transkrypcji (mRNA) genów kodujących enz3miy 
katalizujące poszczególne reakcje. Schemat postępowania jest w zasadzie uni­
wersalny. Grupa osobników badanego gatunku rośliny jest poddawana dzia­
łaniu czynnika indukującego, w wybranych interwałach czasowych (z reguły 
rzędu godzin) pobierane są próbki tkanek, z których izoluje się RNA. Obe­
cność sekwencji kodującej wybrany enzym bada się poprzez hybrydyzację 
z sondą DNA. W ten sposób, starannie przeprowadzony eksperyment może 
zaowocować uzyskaniem danych zarówno jakościowych (fakt zajścia trans­
krypcji i jej czas), jak i ilościowych (daje się określić względny poziom hy- 
brydyzujących sekwencji). Doskonałą alternatywą dla tej metody jest, rzecz 
jasna hybrydyzacja in situ, która dodatkowo precyzyjnie wskazuje miejsce 
transkrypcji badanego genu. Ostateczne produkty ekspresji genów — białka 
można także wykrywać stosując techniki immunochemiczne (70). Takie po­
dejście stało się możliwe dzięki postępowi w uzyskiwaniu białkowych pro­
duktów skłonowanych sekwencji ułegających ekspresji w E. coli.

Geny roślinne kodujące niektóre enzymy szlaku metabolizmu fenylopropanoidów 1Ó1

4.1. Czynniki indukujące ekspresję omawianych genów

Już dawno zauważono, że efektem działania licznych i różnorodnych czyn­
ników biotycznych i abiotycznych jest podwyższenie poziomu transkrypcji 
genów kodujących enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidów (71). Amonia- 
ko-liciza fenyloalaninowa (PAL) i syntaza chalkonowa (CHS) są indukowane 
przez niską temperaturę w fotosyntetyzujących komórkach liści Arabidopsis 
(72). Promotory niektórych z omawianych genów mogą być regulowane przez 
światło (w tym również w zakresie UV) (51,73-75). Wskazuje się przy tym 
jednak, że wpływ światła nakłada się tylko na inne czynniki indukujące. 
Dowodzą tego wyniki badań nad ekspresją PAL, CHS, CHI i DFR (reduktaza 
dihydroflawonolowa) w nasionach Arabidopsis, w których wrażliwość genu 
CHS na światło zmienia się z czasem (74). Niebieskie światło indukuje eks­
presję genu CHS najsilniej w ciągu krótkiego okresu w początkowej fazie 
powstawania nasion. Podwyższoną ekspresję genów CHS i CHI (76-78), a tak­
że genów PAL (79,80) wywołuje również zranienie tkanek.

Do czynników, które szczególnie często opisuje się jako induktory ekspresji 
genów kodujących omawianą grupę enzymów należą elicitory pojawiające się 
w wyniku kontaktu rośliny z mikroorganizmami. Co ciekawe, podwyższony 
poziom transkrypcji tych genów obserwuje się niezależnie od tego, czy mi­
kroorganizmem wchodzącym w interakcje jest patogen (47,73,81,82), symbio- 
tyczny szczep Rhizobium (48,50,52,78), czy też grzyb mikoryzowy (83). Różna 
jest jednak w każdym z tych przypadków intensywność stymulującego wpływu 
mikroorganizmu. Interakcje t}^u patogenicznego indukują ekspresję znacznie 
siłniej niż szczepy symbiotyczne. Nieefekt3rwne mutanty tych ostatnich zacho­
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wują się zresztą pod względem omawianej cechy jak patogeny. Indukcja bio­
syntezy flawonoidów w korzeniach Vicia sativa subsp. nigra była zróżnicowana 
w zależności od tego, który szczep (efektywny czy nieefektywny) Rhizobium 
leguminosarum hv. uiciae dokonywał infekcji rośliny (44). Nieefektywny szczep 
powodował 1,5-2-krotnie wyższy niż szczep efektywny, poziom mRNA dla CHS 
oraz aktywności enzymatycznej PAL i EMT w korzeniach rośliny. Również 
w lucernie nieefektywny w zakresie diazotrofii (Fix ) szczep Rhizobium meliloti 
powodował wzmożoną ekspresję genów CHS (49). Podobne obserwacje poczy­
niono w przypadku grochu (48) i soi (52). W przypadku tego ostatniego ga­
tunku stwierdzono zresztą, że wzmożona ekspresja PAL i CHS ma miejsce 
również w przypadku infekcji restryktywnych genotypów soi przez szczepy 
typu dzikiego (Sadowsky i in. dane przygotowame do publikacji). Wskazuje to 
na fakt, że ważny jest w istocie typ interakcji, a nie genotyp milu'osymbionta. 
Dodatkowym dowodem potwierdzającym takie twierdzenie są wyniki pomiarów 
poziomu mRNA dla PAL i CHS w czasie rozwoju brodawek korzeniowych 
grochu (48) i łubinu (Narożna i Mądrzak — dane przygotowane do publika­
cji). Stwierdza się mianowicie, że podwyższony poziom tych tramskryptów ob­
serwuje się dwukrotnie w czasie funkcjonowania brodawek korzeniowych. 
Najpierw w ciągu pierwszych godzin po infekcji, później w momencie, gdy 
pojawiają się pierwsze objawy starzenia się brodawek i niektóre z komórek 
tkanki bakteroidadnej ulegają lizie. Można wnioskować, że w obu tych sta­
diach proces symbiotyczny szczególnie mocno przypomina infekcje przez pa- 
togena. We wczesnych etapach infekcji musi nastąpić rozpoznanie symbio- 
tycznego charakteru mikroorganizmu inicjującego kolonizację; W momencie 
starzenia sie brodawek, produkty lizy komórek mogą zaś działać jako elicitory. 
W obu tych fazach podwyższonej ekspresji genów PAL i CHS w soi daje się 
zauważyć tworzenie gliceołiny — fitoaleksyny pterokarpanowej. Synteza fito- 
ałeksyny w interakcji typu symbiotycznego może w pierwszej chwili wydawać 
się czymś niezwyldym, jednak po bliższym zapoznaniu się ze zjawiskiem in­
dukowanej odporności Bradyrhizobium Japonicum na gliceolinę (30) (rys. 3.) 
okazuje się, że może ona funkcjonować jako dodatkowy czynnik selekcyjny 
w odniesieniu do mikroorganizmów glebowych, działając w istocie na korzyść 
potencjalnego mikrosymbionta (36).

Bardzo interesujące jest również spostrzeżenie, że czynnikiem indukującym 
ekspresję CHS i IFR w korzeniach lucerny jest niedobór związków azotowych 
(84). Wynik ten, wraz z wykazanym podw>'^ższeniem S3mtezy flawonoidów wska­
zuje na interesujące powiązanie stanu troficznego rośliny, z jej oddziaływaniem 
(poprzez eksudaty korzeniowe) na populacje mikrosymbionta potencjalnie obe­
cne w ryzosferze. Jakkolwiek nie znamy molekularnego nrechanizmu przeno­
szącego sygnał na poziom transkrypcji genów roślinnych, to jednak poczyrriona 
obserwacja potwierdza nasze intuicyjne przekonanie o tym, że również roślina 
posiada możliwość wyboru momentu, kiedy wejście w interakcję z mikroorga­
nizmami diazotroficznymi jest dla niej szczególnie korzystne.

Zestawienie niektórych czynników indukujących transkrypcje genów ko­
dujących enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidów przedstawiono na ry­
sunku 4.
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Rys. 4. Czynniki indukujące ekspresję niektórych genów biosyntezy fenylopropanoidów. Zna­
kami zapytania oznaczono domniemane efekty, na które brakuje jednak dowodów doświadczal­
nych. W większości przypadków nie znamy niestety molekularnej natury czynników wpływających 
bezpośrednio na ekspresję genów kodujących 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 genów kodujqcych niektóre enzymy syntezy 
fenylopropanoidów

Istnieją dane wskazująee na tkankowospecyficzną ekspresję poszczegól­
nych elementów rodzin genów kodujących omawiane enzymy. W soi stwier­
dzono, że inne geny rodzin PAL i CHS ulegają indukcji w korzeniu, inne zaś 
w brodawce (52). Stwierdzono ponadto, że wzmożenie transkrypcji poszcze­
gólnych tworzących je sekwencji było zależne również od typu interakcji. 
W przypadku, gdy mikroorganizmem infekującym roślinę był mutant Bra- 
dyrhizobium Japonicwn (Nod^, Fix ), wykrywano inny zestaw transkryptów. 
Podobnie w lucernie, z biblioteki cDNA z brodawek korzeniowych udaje się 
wyizolować cztery różne klony kodujące CHS, co wskazuje, że te właśnie 
sekwencje ulegają ekspresji indukowanej w czasie powstawania systemu sym- 
biotycznego (50). Co więcej, poszczególne geny tej grupy wykazują różny 
poziom i lokalizację transkrypcji w zależności od czynników zewnętrznych.

Spośród dziewięciu zidentyfikowanych sekwencji kodujących CHS w ko­
niczynie (Trifolium subterraneum), dominującym h'anskryptem odnajdywanym 
po infekcji przez mikrosymbionta był produkt genu CHS5 (78). Co ciekawe, 
ten sam gen był indukowany przez zranienie tkanki hipokotylu. W obrębie 
promotora tego genu znaleziono sekwencje o dużym podobieństwie do frag­
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mentu sojowego genu Gmchs7, ulegającego ekspresji w soi w podobnych 
warunkach.

Rodziny genów kodujących CHS mogą obejmować sekwencje o różnym 
stopniu wzajemnego podobieństwa. Wspomniana grupa genów z lucerny obej­
muje najprawdopodobniej dwie klasy genów CHS (85). Podobnie w łubinie, 
spośród trzech zidentyfikowanych genów CHS, dwa {LICHS 3.1 i LICHS 4.1) 
są do siebie bardzo podobne (95% homologii), trzeci zaś [LICHS 2.1) różni się 
od nich znacznie (ok. 60% homologii). Tak jak w innych opisanych rodzinach 
genów dla CHS, różnica dotyczy także przebiegu ekspresji tej sekwencji (Na­
rożna i Mądrzak — dane przygotowywane do publikacji). Interesującym spo­
strzeżeniem, dobrze korespondując3mi z tymi danymi jest doniesienie, że dwa 
geny CHS z jęczmienia [Hordeum vulgare) różnią się nie tylko poziomem trans­
krypcji, lecz także właściwościami kodowanych przez nie enzymów (73). Gen 
HvCHS2, w przeciwieństwie do CHSl, jest silnie indukowany po infekcji ję­
czmienia przez patogena grzybowego Blumeria graminis. Enzymy kodowane 
przez oba geny różnią się specyficznością substratową. CHSl preferencyjnie 
przekształca cynamonylo-CoA i 4-kumarylo-CoA, podczas gdy dla HvCHS2 
optymalnym substratem jest ferulolylo-CoA i kafeinylo-CoA.

Istnienie rodzin genów i wykazanie, że poszczególne ich elementy ulegają 
transkrypcji pod wpływem różnych czynników i w różnych częściach rośliny 
skłania rzecz jasna, do podjęcia badań nad strukturą promotorów tych ge­
nów i molekularnymi mechanizmami ich aktywacji. W obrębie rodziny genów 
kodujących PAL w pietruszce stwierdzono istnienie co najmniej trzech silnie 
zachowawczych sekwencji w obrębie regionów promotorowych (86). Sekwen­
cje te (elementy cis) nazwane zostały kasetami P, A i L. Co ciekawe, w Ara- 
bidopsis odnaleziono te elementy w promotorach genów PALI i PAL2, oraz 
C4H. Nie stwierdzono ich obecności w promotorze genu PAL3, a ściślej wy­
kryto krótką sekwencję zgodną z kasetą A, położoną jednak znacznie bliżej 
miejsca startu transkrypcji (87). Geny posiadające kasety P, A i L podlegały 
skoordynowanej ekspresji — ich indukcje wyw’^oływ'ało zranienie rcślin}^ Gen 
PAL3 (a także gen CHS) na ten czynnik nie odpowiadały podwyższoną trans­
krypcją.

Analizę funkcjonalną promotorów genów kodujących PAL w grochu prze­
prowadzono badając ekspresję tych genów w protoplastach transformowa­
nych skonstruowanymi chimerycznymi genami i indukowanych elicitorami 
patogenicznego grzyba Mycosphaerella pinoides (47). Konstrukty genowe skła­
dały się z genu reporterowego (CAT) poddanego pod kontrolę promotorów 
genów PAL. Konstnakty poddawano również analizie delecyjnej, by określić 
sekwencje niezbędne dla funkcjonowania promotorów. Okazało się, że do 
indukcji genu PALI [PSPALl) niezbędne są elementy cis zlokalizowane w roz­
ległym regionie od pozycji -340 do -95. Tę samą funkcję pełnił w genie PSPAL2 
region -406 do -158. Udało się ponadto stwierdzić, że powyżej promotorów 
badanych genów (w regionie od -2196 do -406) znajduje się element o wła­
ściwościach wzmacniających transkrypcję [enhancer).

Metoda transformacji roślin posłużyła również do badania elementów cis, 
a także funkcjonowania domniemanych czynników trans wpływających na
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działanie promotora genu CHS15 fasoli (88). Udało się stwierdzić, że gen ten 
jest aktywny w kiełkujących nasionach, a także w zawiązkach korzeni bo­
cznych. Delecje w obrębie regionu promotorowego owocowały zanikiem eks­
presji genu reporterowego (GUS) w zawiązkach korzeni bocznych, choć w więk­
szości przypadków utrzymjrwała się ekspresja w kiełkujących nasionach. 
Stwierdzono również, że w ekstraktach jądrowych fasoli występuje czynnik 
(SBF-1) specyficznie wiążący się z trzema fragmentami badanego regionu 
DNA, W badaniach nad pietruszką udało się stwierdzić, że w regulacji eks­
presji genu CHS uczestniczy czynnik transkrypcyjny CPRFl {common plant 
regulatory factor) rozpoznający specyficzne sekwencje nukleotydowe zawiera­
jące rdzeń ACGT. Takie sekwencje zlokalizowane są, między innymi w re­
gionie LRUl {light regulatory unit], którego obecność jest wymagana (i wy­
starczająca) dla indukowanej światłem ekspresji genu CHS. Lista domnie­
manych elementów cis obejmuje również sekwencje odnalezione w promoto­
rach genów indukowanej synte2y fitoaleksyn izoflawonoidowych (17). Szereg 
fragmentów promotorów genów CHS, PAL, i IFR z fasoli, lucerny i pietruszki 
(choć w tym przypadku fitoaleksyny są furanokumarynami) wykazywało obe­
cność krótkich fragmentów zachowawczych sekwencji.

Niezwykłych wyników dostarczyły badania nad dziedziczeniem barwy okry­
wy nasiennej u soi. Definiowany metodami genetyki klasycznej lokus/(inhi- 
bitor) zawierający cztery allele decydujące o obecności lub braku barwników 
antocjanowych, jak się okazało, był regionem zawierającym zduplikowane 
geny CHS. Obecność dodatkowych kopii genów CHS obniża poziom ich eks­
presji. Delecja w regionie przywraca normalny poziom ekspresji rodziny ge­
nów kodujących syntazę chalkonową w soi.

Wyniki dotychczasowych badań nie wystarczają niestety na sformułowa­
nie modelu opisującego organospecyficzną lub indukowaną ekspresję genów 
CHS, a także genów kodujących inne enzymy szlaku syntezy fenylopropa­
noidów, których funkcjonowanie jest precyzyjnie skoordynowane. Można mieć 
jednak nadzieję, że sytuacja ta wkrótce ulegnie zmianie. Wobec ciągłego po­
stępu w zakresie technik badawczych i gromadzenia coraz liczniejszych da­
nych coraz lepiej poznajemy mechanizmy regulujące ekspresję genów roślin­
nych. Jakkolwiek cel jest jeszcze z pewnością odległy, to jednak w przypadku 
omawianej grupy enzymów, optymizmem napawa ich przydatność, jako mo­
delowego obiektu badawczego.
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Plant genes encoding some of the enzymes of phenylpropanoid metabo­
lism pathway

S u mmary

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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phenylpropanoid metabolism, flavonoids, PAL, CHS, regulation of plant gene expression, de­

fense genes, phytoalexins, secondaiy metabolites.
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