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Streszczenie: Roslinne oksydazy NADPH kodowane sg przez geny RBOH (ang. Respiratory Burst
Oxidase Homolog). Enzymy te katalizujg wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego (O,"), jed-
nego z przedstawicieli reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS). W komorce
O," jest szybko dysmutowany do nadtlenku wodoru (H,0,), innego typu ROS. Produkty aktywnos$ci
oksydaz NADPH sa waznymi czasteczkami sygnatowymi w komorkach roslinnych, jak rowniez moga
oddziatywa¢ bezposrednio ze sktadnikami komorki (np. biatkami, polisacharydami) modyfikujac ich
wilasciwosci i funkcje. Wiadomo, ze biora one udzial w regulacji wielu proceséw fizjologicznych,
w tym m.in.: wzrostu elongacyjnego komorek, ustegpowania spoczynku i kietkowania nasion, itp. Pot-
wierdzono tez, ze oksydazy NADPH i geny kodujace te biatka pelnig istotng funkcje podczas tzw.
wybuchu tlenowego majacego miejsce w trakcie odpowiedzi komorek roslinnych na atak patogena
(stres biotyczny). Nasza wiedza na temat roli oksydaz NADPH w odpowiedzi na stresy abiotyczne
rowniez wzrosta w ostatnich latach. Zwigkszajaca si¢ liczba przyktadéw funkcji petnionych przez
oksydazy NADPH w organizmach ro$linnych sugeruje, ze moga one stuzy¢, jako istotne centra mol-
ekularne uczestniczace w generowaniu i przekazywaniu sygnatdéw komoérkowych za posrednictwem
ROS. Niniejszy artykut przegladowy koncentruje si¢ na oméwieniu najnowszych naukowych odkry¢
pozwalajacych na lepsze zrozumienie mechanizmow dzialania oraz biologicznych funkcji oksydaz
NADPH oraz genéw kodujacych te enzymy, w réznych procesach zachodzacych w roslinach.

Stowa kluczowe: kietkowanie, oksydazy NADPH, reaktywne formy tlenu, spoczynek nasion, stres
abiotyczny i biotyczny, wzrost elongacyjny

Summary: Plants NADPH oxidases are coded by homologs of RBOH genes (Respiratory Burst
Oxidase Homolog). These enzymes catalyse the production of superoxide radical (O,"), one of the
representatives of reactive oxygen species (ROS). In the cell O, is dismutated into H,O,, another type

of ROS. The products of the activity of NADPH oxidases are important signalling molecules in plant
cells, as well as they can directly interact with components of the cell (i.e. proteins, polysaccharides)
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leading to modifications of their properties and functions. It is known that they participate in regulation
of many physiological processes including: cell elongation growth, dormancy alleviation and germina-
tion of seeds, etc. It was proven, that plant NADPH oxidases and genes coding these proteins are also
key players for pathogen-responsive oxidative burst (biotic stress). Our knowledge about the role of
NADPH oxidases in response to abiotic stresses has also increased in recent years. This broad range of
examples of functions suggests that NADPH oxidases may serve as important molecular ‘hubs’ during
ROS-mediated signalling in plants. This particular review focus on recent advances in our understand-
ing of biological functions of NADPH oxidases and genes coding these enzymes in various processes
occurring in plants.

Keywords: abiotic and biotic stress, elongation growth, germination, NADPH oxidases, plant hor-
mones, reactive oxygen species, seed dormancy

WSTEP

Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) petnig istotng
role w zyciu roslin. Charakteryzuja si¢ one bardzo krotkim okresem pottrwania,
dlatego tez poznanie mechanizméw ich wytwarzania wydaje si¢ by¢ kluczowe
dla zrozumienia sposobow, w jaki funkcjonujg. Czgsteczki te powstaja w wyni-
ku kolejnych etapow jedno-, dwu- lub trojelektronowej redukeji czasteczki tlenu.
Wsrod ROS wyrdzniamy: 1) wolne rodniki — atomy lub czasteczki majace jeden
lub wigcej niesparowanych elektronéw (np.: anionorodnik ponadtlenkowy, O,";
rodnik hydroksylowy, OH"), a takze 2) atomy lub czgsteczki niebedace wolnymi
rodnikami (np.: tlen singletowy, 'O_; nadtlenek wodoru, H,O, oraz kwas podchlo-
rawy HOCI). Wiadomym jest, ze ROS generowane sg w réznych kompartmentach
komoérkowych m.in.: w blonie komoérkowej, peroksysomach, $cianie komorkowej,
chloroplastach i mitochondriach [50]. Jednym ze zrodet O, w komorce roslinne;j
sg zlokalizowane w btonie komorkowej oksydazy NADPH (ang. Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase) [27, 50]. Coraz liczniejsze wyniki ba-
dan potwierdzaja, ze ROS wytwarzane przez te oksydazy petnig role molekut sy-
gnatowych regulujacych liczne procesy zyciowe zachodzgce w organizmach ro-
slinnych, takie jak: wzrost wydtuzeniowy komorek, regulacja kietkowania nasion,
indukowanie reakcji odpornosci, czy tez aklimatyzacji do warunkow stresowych
[28, 50, 53, 54] (ryc. 1). Co wigcej, te niezwykle reaktywne czgsteczki moga tez
oddzialywa¢ bezposrednio ze sktadnikami komorki (np. biatkami, polisachary-
dami) modyfikujac ich wiasciwosci i funkcje [50]. Aby produkty dziatania oksy-
daz NADPH mogty pemni¢ pozytywna, regulatorowa role w w/w procesach, ich
poziom musi by¢ stale kontrolowany przez system antyoksydacyjny (enzymy
antyoksydacyjne, takie jak np.: katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, reduktaza
glutationowa oraz nieenzymatyczne antyoksydanty, jak np.: glutation, witami-
ny A, C i E, itp.) [50]. Coraz czg$ciej sugeruje si¢ takze, ze oksydazy NADPH
i produkty ich aktywnos$ci odgrywajg rolg centralnego wezta komorkowej sieci
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RYCINA 1. Przyktady stresow biotycznych i abiotycznych, ktore oddziatujac na organizmy roslinne
indukujg reakcje odpornosci i/lub aklimatyzacji do warunkéw stresowych, wymagajace zaangazowania
oksydaz NADPH (RBOH). W ramkach wyszczegélniono rodzaj stresu oraz wskazano specyficzne oksy-
dazy NADPH i/lub geny RBOH kodujace te biatka, uczestniczace w generowaniu odpowiedzi na wska-
zany czynnik stresowy. Badania naukowe potwierdzity, ze w przypadku streséw biotycznych w regulacje
PTI i ETI a takze w odpornos$¢ szparkowa i HR zaangazowane sa enzymy, takie jak np.: AtRBOHD,
AtRBOHF a takze NbRBOHA i NbRBOHB. Natomiast, w generowaniu odpowiedzi na stresy abiotycz-
ne uczestniczg biatka np.: AtRBOHD i F — na skutek oddziatywania wysokiego natezenia $wiatla, zaso-
lenia oraz suszy fizjologicznej, AtRBOHB oraz AtRBOHD — w wyniku dziatania wysokiej temperatury.
Ponadto udowodniono, ze w odpowiedzi na stres hipoksji uczestnicza biatka AtRBOHA, B, D, G i1 oraz
geny, takie jak: MtRBOHA, AtRBOHA, G, I, OsRBOHC, E, H, I

FIGURE 1. The examples of biotic and abiotic stresses, which affect plant organisms, inducing reactions
of resistance and/or acclimatization to stress conditions, requiring the involvement of NADPH oxidases
(RBOH). In the frames are indicated the type of stresses and specific NADPH oxidases and/or RBOH
genes encoding these proteins, which are involved in generation of the response to the designated stress
factor. The research studies has confirmed that in the case of biotic stresses, in the regulation of PTI and
ETI as well as in stomatal resistance and HR are involved enzymes, such as for example: AtRBOHD,
AtRBOHF as well as NbRBOHA and NbRBOHB. However, in the generation of response to abiotic
stresses participate proteins i.e.: AtRBOHD and F — due to the effects of high intensity of light, salinity
and physiological drought, AtRBOHB and AtRBOHD — as a result of the influence of high temperature.
In addition, it was demonstrated that in the response to hypoxia stress, the AARBOHA, B, D, G, I proteins
and genes, such as: MtRBOHA, AtRBOHA, G, I, OsRBOHC, E, H, I, are involved
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transdukcji sygnatu [6, 70]. Charakterystyka budowy i mechanizmu dziatania, jak
rowniez przyktady biologicznych funkcji pelnionych w komorce roslinnej przez te
enzymy 1 ROS wytwarzane z ich udzialem omowione sa w kolejnych podrozdzia-
fach niniejszego artykutu.

BUDOWA I MECHANIZM DZIALANIA
OKSYDAZ NADPH W KOMORCE ROSLINNEJ

Pierwszym, roslinnym biatkiem o potwierdzonej funkcji oksydazy NADPH
byto OsRBOHA zidentyfikowane u ryzu siewnego (Oryza sativa) [20]. W nie-
dtugim czasie, kolejne badania ujawnity obecno$¢ tego rodzaju biatek réwniez
u innych gatunkoéw, np.: pomidora zwyczajnego (Lycopersicon esculentum), ty-
toniu szlachetnego (Nicotiana tabacum), rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis
thaliana), lucerny $cietolistkowej (Medicago truncatula), tasoli zwyczajnej (Pha-
seolus vulgaris), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays), itd. [2, 3, 39, 48, 60]. Oksy-
dazy NADPH wystepujace w komorkach roslinnych charakteryzuja si¢ podobna
budowa, jednakze poszczegodlne gatunki roslin moga réznic si¢ iloscig izoform
tych enzymow. U A. thaliana zidentyfikowano 10 biatek oksydaz NADPH kodo-
wanych przez rodzing genow RBOH (ang. Respiratory Burst Oxidase Homolog),
od AtRBOHA do AtRBOH.J.

Oksydazy NADPH wystepujace u roslin zbudowane sg z 6-ciu transmembra-
nowych helis, charakteryzujacych si¢ obecnoscig dwdch grup hemowych. Zardw-
no C-terminalny jak i N-terminalny koniec czasteczki tych biatek skierowany jest
do wnetrza komoérki. Na C-terminalnym koncu zlokalizowane sg dwie hydrofilo-
we domeny zaangazowane w przylaczanie organicznych zwigzkéw chemicznych:
FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy) oraz NADPH (dinukleotyd nikotynoami-
doadeninowy). Z kolei na N-terminalnym koncu czasteczki tego enzymu wyste-
puja najczesciej dwa (lub wigeej) motywy dtoni EF zawierajace ligand umozliwia-
jacy wigzanie jondw wapnia Ca** [27, 36]. Enzymy nalezace do tego typu oksydaz
przeprowadzaja reakcje utlenienia czasteczki NADPH przy jednoczesnym prze-
niesieniu elektronow na tlen. W wyniku tej reakcji w przestrzeni apoplastu docho-
dzi do powstania O,", ktory nastgpnie moze by¢ transportowany do cytozolu i po-
przez reakcje dysmutacji przeksztatcony w H,O,. Regulacja aktywnosci oksydaz
NADPH wymaga zaangazowania roznych komponentow, takich jak np.: 1) jony
Ca*, 2) kinazy biatkowe np.: CDPK (ang. Calcium Dependent Protein Kinase),
MAPK (ang. Mitogen Activated Protein Kinase), OST1 (ang. Open Stomata 1)
oraz 3) bialko Rop (ang. Rho-like protein) [5, 31, 49, 71]. W oparciu o liczne
wyniki badan $ciezki aktywacji oksydaz NADPH podzielono na: fosforylacyj-
nie zalezng oraz fosforylacyjnie niezalezng. Pierwszy rodzaj regulacji aktywnosci
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oksydaz NADPH zachodzi z udziatem kinaz, takich jak np. CDPK i OST1 oraz
jondéw Ca?*. Obie w/w kinazy przeprowadzaja proces bezposredniej fosforylacji
specyficznych bialek oksydaz NADPH. Mechanizm dziatania i funkcje kinaz
StCDPK4 i StCDPKS5 scharakteryzowano w badaniach z wykorzystaniem ro$lin
ziemniaka (Solanum tuberosum). Wykazano, ze kinazy te sg aktywne w obecnosci
jonow Ca*" i przeprowadzajg fosforylacje biatka StRBOHB [31]. Z kolei kinaza
OST1 uczestniczy w zaleznym od ABA i ROS zamykaniu aparatéw szparkowych.
Udowodniono, ze OST1 przeprowadza bezposrednig fosforylacje AtRBOHF sty-
mulujac wytwarzanie ROS przez t¢ oksydaze [62]. Natomiast, fosforylacyjnie
niezalezna regulacja aktywnos$ci oksydaz NADPH zachodzi np. przy udziale ro-
dziny biatek Ras tzw. matych GTPaz [16]. U ro$lin obecna jest jedna nadrodzina
GTPaz Ras zwana Rac/Rop. Badania wykazaly, iz aktywnos¢ Rac/Rop jest po-
zytywnie skorelowana z katalizowang przez oksydazy NADPH akumulacjg ROS
u A. thaliana [16]. Wykazano réwniez, ze poziom ekspresji genow kodujacych
biatka oksydaz NADPH u A. thaliana jest regulowany przez hormony roslinne,
takie jak: auksyny (IAA), gibereliny (GA), kwas abscysynowy (ABA), etylen
(ET) oraz ester metylowy kwasu jasmonowego (MeJA) [41, 42, 44, 62].

REGULACJA WZROSTU ELONGACYJNEGO
Z UDZIALEM OKSYDAZ NADPH

Ksztalt i rozmiar organéw, a nawet calych organizmoéw roslinnych jest deter-
minowany przez wzrost prowadzacy nie tylko do zwielokrotnienia liczby komo-
rek (w wyniku podziatow komodrkowych), ale takze zwickszenia ich wielkosci
(wzrost elongacyjny). Wzrost elongacyjny komoérek odgrywa wazng role podczas
cyklu zyciowego rosliny. Wydluzanie wto$nikdéw, wzrost tagiewki pytkowej, czy
tez kietkowanie to tylko niektore przyktady procesow, w trakcie ktorych ma miej-
sce intensywny wzrost wydluzeniowy. Istotng rolg¢ w regulacji wzrostu tego rodza-
ju odgrywaja modyfikacje §ciany komorkowej: 1) z udzialem ekspansyn i biatek
enzymatycznych (np. celulaz, liaz pektynianowych, metyloesteraz pektyniano-
wych, itp.), jak réwniez 2) w wyniku bezposrednich oddzialywan ROS ze sktad-
nikami budulcowymi tej struktury [50, 76]. Rozluznianie struktury $ciany komor-
kowej podczas w/w procesow modulowane jest m.in. poprzez zmiany pH oraz
stezenia jonéw Ca** w apoplascie. Wykazano, ze w warunkach pH apoplastowego
rownego okoto 4.5 ma miejsce aktywacja kanatow wapniowych umozliwiajacych
transport Ca*" do apoplastu, co prowadzi do aktywacji oksydaz NADPH i wzrostu
poziomu apoplastowych ROS generowanych przez te enzymy [53, 65, 69]. W wy-
niku bezposredniego oddziatywania ROS z polisacharydami budujacymi $ciane
komorkowa dochodzi do modyfikacji jej struktury [22, 50, 55]. Zaobserwowano,
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ze podczas wzrostu wto§nikow oraz tagiewki pytkowej u A. thaliana, do utrzymania
niezbednego gradientu Ca®* pomig¢dzy apoplastem a wngtrzem komorki wymagana
jest akumulacja H,O, powstatego w wyniku dysmutacji O,” produkowanego przez
3 oksydazy NADPH, takie jak: RBOHC, RBOHH oraz RBOHJ [12, 40, 45, 57].
Skoordynowane dziatanie opisanych tu czynnikow jest rowniez odpowiedzialne za
utrzymanie polaryzacji komoérek podczas morfogenezy. Wykazano bowiem, ze pod-
czas polarnego rozszerzania si¢ komorek w trakcie wyksztatcania wlosnikéw oraz
lagiewki pytkowej, w apikalnej strefie wydtuzajacej si¢ komorki dochodzi do wzro-
stu stezenia jonow Ca* oraz do oddziatywania apoplastycznych ROS ze sktadnika-
mi $ciany komorkowej [65]. Fakt, iz ROS wytwarzane przez oksydazy NADPH sa
istotne dla przebiegu wzrostu polarnego potwierdzajg badania z udziatem mutanta
A. thaliana rbohC. Zaobserwowano, iz u tych mutantéw pomimo zainicjowania
rozwoju wltosnikoéw i pojawienia si¢ wybrzuszen trichoblastow (komorki skor-
ki wytwarzajace wlosniki), to z powodu zahamowanego wzrostu elongacyjnego
w wiekszosci przypadkow nie dochodzito do ich catkowitego wyksztatcenia [6,
30]. Wykazano rowniez, ze ROS produkowane przez RBOHC podczas wzrostu
wlosnikoéw oddziatujg na kinazg¢ OXI1 (ang. Oxidative signal-inducible 1), ktéra
nastepnie aktywuje kaskade kinaz MAPK. Sekwencja tych zdarzen w rezultacie
prowadzi do stymulacji wzrostu elongacyjnego [59].

Wazrastajaca liczba dowodow naukowych potwierdza tez istotna role oksy-
daz NADPH i wytarzanych przez nie ROS w regulacji wzrostu tagiewki pytko-
wej u A. thaliana. Wykazano, ze podczas tego procesu istotng rolg petnig dwie
oksydazy NADPH, takie jak: RBOHH i RBOH]J [45]. Obrazowanie ROS in vivo
wykazalo, iz podwojne mutanty rbohH/rbohJ tego gatunku, w ktorych na skutek
punktowej mutacji w motywach EF zablokowano zdolno$¢ wigzania Ca**, cha-
rakteryzowatly si¢ obnizonym poziomem ROS w wierzchotkowej strefie tagiewki
[29]. Co wigcej udowodniono, ze gwattowny wzrost produkcji ROS przez ok-
sydazy NADPH jest istotny dla peknigcia $ciany komorkowej tagiewki pytko-
wej w celu uwolnienia komoérki plemnikowej. Zwigzane jest to ze zmianami pH
wywolanymi przez naptyw jonéw H* poprzez ATPaze¢ oraz na drodze wymiany
Ca*/H" [19]. Wiadomym jest, ze w komodrkach A. thaliana wystepuja dwie formy
miedzybtonowej ATPazy, kodowane odpowiednio przez geny AHAI i AHA2 (ang.
Autoinhibited H-ATPase isoform 11 2) [7]. Bialko AHALI jest odpowiedzialne za
transport H™ w fagiewce pylkowej, zas AHA2 pelni swoja funkcje we wtosnikach
korzeniowych.

ROLA OKSYDAZ NADPH W BIOLOGII NASION

Wytwarzanie ROS przez oksydazy NADPH towarzyszy wielu procesom zacho-
dzacym w nasionach np. podczas ustegpowania spoczynku i kietkowania [50, 52].
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Kietkowanie jest zespotem procesow, prowadzacych do aktywacji metabolicznej
zarodka 1 rozpoczecia jego wzrostu elongacyjnego. Za koniec procesu kietkowa-
nia nasion wiekszo$ci gatunkéw roslin dwulisciennych uznaje si¢ moment prze-
bicia warstw okrywajacych (np.: bielma i okrywy nasiennej u 4. thaliana) przez
wydtuzajacy si¢ elongacyjnie korzen zarodkowy. Natomiast spoczynek nasion jest
stanem czasowej niezdolnosci do kietkowania, nawet w optymalnych warunkach
srodowiska. Wykazano, ze podczas dojrzewania posprzetnego (przechowywanie
nasion w suchych warunkach) i stymulacji kietkowania przez §wiatto dochodzi
do zmniejszenia wrazliwosci komorek nasion na hormonalne inhibitory np. ABA,
natomiast zwigksza si¢ rola molekut o stymulujacym dziataniu, takich jak: GA,
ET oraz ROS [53, 54, 63]. Coraz wigksza liczba wynikow badan podkresla takze
znaczenie interakcji szlakow sygnatowych indukowanych przez w/w czynniki en-
dogenne oraz czynniki egzogenne (np. §wiatto, temperatura) w procesach zacho-
dzacych w nasionach [53, 63]. Zarowno w suchych nasionach dojrzewajacych po-
sprzetnie, jaki i w speczniatych, kietkujacych nasionach, ROS generowane przez
oksydazy NADPH moduluja procesy w nich zachodzace. Moze si¢ to odbywac
poprzez dwa rodzaje oddziatywan ROS, tj.: 1) bezposrednie — ze skladnikami
komorkowymi (np. poprzez utlenianie mRNA, biatek i polisacharyddéw) i/lub 2)
posrednie — dzialajac jako czasteczka sygnatowa [50, 54, 55]. W wyniku tych
przemian dochodzi do ustgpienia spoczynku a nasiona staja si¢ zdolne do kietko-
wania w szerokim spektrum warunkow $rodowiskowych.

Obecnie wiadomo, ze podczas posprzetnego dojrzewania, w suchych na-
sionach na drodze nieenzymatycznej generowane sg ROS, ktore mogg utleniaé
specyficzne czasteczki kwasoéw nukleinowych i bialek, przyczyniajac si¢ do
ustgpienia spoczynku [8, 51, 54]. Niektorzy naukowcy postuluja, ze w regula-
cj¢ ustepowania spoczynku zaangazowany jest gen AtRBOHB kodujacy oksydaze
NADPH [47]. Wykazano, ze transkrypty genu AtRBOHB ulegaty alternatywnemu
splicingowi, a ilos¢ poszczegdlnych form genu roznita si¢ w zaleznosci od gle-
bokosci spoczynku, jakim obarczone byly zaréwno suche jak i peczniejace przez
24 godziny, na $wietle nasiona. Co wigcej, niespoczynkowe nasiona mutantow
A. thaliana rbohB podczas imbibicji charakteryzowaty si¢ wieksza wrazliwo$cia
na ABA [47]. W innych badaniach, rowniez przeprowadzonych na nasionach 4.
thaliana potwierdzono role oksydazy NADPH kodowanej przez gen AtRBOHD
w indukcji spoczynku na etapie embriogenezy [34]. Zaobserwowano, ze Swie-
7o zebrane nasiona mutanta A. thaliana rbohD charakteryzowaly si¢ znacznie
silniejszym spoczynkiem w porownaniu do nasion typu dzikiego. Ponadto, wy-
magaty one znacznie dluzszego okresu dojrzewania posprzetnego, aby osiagnaé
zdolnos¢ kietkowania na poziomie obserwowanym w przypadku nasion niespo-
czynkowych typu dzikiego [34].

Wiadomym jest, ze jednym ze zrodet ROS w peczniejacych nasionach L. sativum,
A. thaliana 1 H. annuus s3 blonowe oksydazy NADPH [50, 52, 55]. Wykazano, ze
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potraktowanie nasion H. annuus i prosa rozgowatego (Panicum virgatum) roztwo-
rem DPI (ang. Diphenylene lodonium), ktory jest inhibitorem tego rodzaju enzymow,
skutkowato spowolnieniem ich kietkowania [52, 61]. W innych badaniach zaobser-
wowano, ze zahamowanie aktywnosci oksydaz NADPH przez DPI skorelowane
bylo ze znacznym zmniejszeniem aktywnosci a-amylazy w warstwie aleurono-
wej kietkujacych ziarniakow jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare) [22].
Prowadzito to w konsekwencji do uniemozliwienia wykorzystania skrobi w celu
pozyskania energii niezbednej kietkujacemu zarodkowi do zakonczenia tego pro-
cesu [22]. Udowodniono rowniez, ze w peczniejacych ziarniakach H. vulgare do-
chodzito do wzrostu ekspresji genow kodujacych oksydazy NADPH, takich jak:
HvRbohB1, HvRbohE, HvRbohF'I i HvRbohF2 w zarodku i warstwie aleuronowej
[22]. Wiadomym jest takze, ze ROS produkowane przez te enzymy uczestnicza
w zaleznej od GA i ABA regulacji kietkowania ziarniakéw H. vulgare. Wyka-
zano, ze aktywno$¢ oksydaz NADPH jest stymulowana przez GA, podczas gdy
ABA hamuje ten proces. Co wigcej, ROS produkowane przez oksydazy NADPH
promuja biosynteze GA oraz katabolizm ABA w kietkujacym zarodku nasion tego
gatunku [22].

ZNACZENIE OKSYDAZ NADPH W ODPOWIEDZI KOMORKI
ROSLINNEJ NA STRESY BIOTYCZNE I ABIOTYCZNE

Rosliny, jako organizmy osiadte nie majga mozliwosci zmiany srodowiska zycia,
dlatego tez stosunkowo bardziej niz zwierzeta sg narazone na szkodliwy wplyw
czynnikow zewngtrznych. Wsrod niekorzystnych warunkéw egzogennych oddzia-
lujacych na rosliny wyréznia si¢: 1) stresy biotyczne np. atak patogendow oraz ze-
rowanie szkodnikow roslin, 2) stresy abiotyczne np.: suboptymalna temperatura,
susza, zasolenie gleby oraz wysokie natezenie swiatla (ryc. 1). W toku ewolucji
organizmy ro$linne wyksztatcilty rézne mechanizmy odpowiedzialne za: 1) odbior
docierajacych do nich bodzcow, 2) indukcje i transdukcje specyficznych sygnatow
oraz 3) wygenerowanie reakcji komorkowych umozliwiajacych adaptacje do zmie-
niajacych si¢ warunkow srodowiska i/lub mechanizméw odporno$ciowych. Wyka-
zano, iz w roslinnych tkankach atakowanych przez abiotyczny stresor generowany
jest sygnat, ktory nastepnie przestany do pozostatych, nienarazonych bezposrednio
cze$ci rosliny umozliwia im aklimatyzacje do warunkow stresowych. Jest to tzw.
systemowa nabyta aklimatyzacja (ang. Systemic Acquired Acclimation, SAA) [43].
Odpowiednikiem SAA dla stresoOw biotycznych jest systemowa nabyta odpornosé
(ang. Systemic Acquired Resistance, SAR), w wyniku ktérej analogicznie czg$ci
ro$lin nienarazone na bezposredni kontakt z czynnikiem stresogennym zyskuja na
niego odpornos¢. Liczne badania naukowe potwierdzily, iz ROS wytwarzane przez
oksydazy NADPH, sg czasteczkami sygnatowymi petigcymi wazng funkcje w re-
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gulacji odpowiedzi roslin na czynniki stresowe. W zwiazku z tym w dalszej czesci
tego artykulu omowione sa przyktady oksydaz NADPH kodowanych przez specy-
ficzne geny RBOH, w przypadku ktorych eksperymentalnie potwierdzono ich zaan-
gazowanie w modulowaniu odpowiedzi ro$lin na wskazane stresy (ryc. 1).

STRATEGIE ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRESY BIOTYCZNE
Z UDZIALEM OKSYDAZ NADPH

Reakcje odpornosciowe nabywane przez rosliny podczas odpowiedzi immu-
nologicznej mozna podzieli¢ na: 1) PTI (ang. PAMP Triggered Immunity, Patho-
gen-Associated Molecular Pattern Triggered Immunity) — odporno$¢ niespecy-
ficzng, tzw. podstawowa, bazowa oraz 2) ETI (ang. Effector Triggered Immunity)
— specyficzng odpornos¢ indukowang przez tzw. efektory, czynniki awirulencji
patogena (avr) swoiste w swoim dziataniu wzgledem danego gospodarza [24,
36]. Podczas indukcji reakcji odpornosci rosliny wyrdznia si¢ 4 fazy, takie jak: 1)
pierwsza, podczas ktorej molekularny wzor towarzyszacy patogenowi PAMP lub
MAMP (ang. Pathogen- lub Microbe-Associated Molecular Pattern) jest rozpo-
znawany przez roslinne, wysoce swoiste receptory PRR (ang. Pattern Recognition
Receptors), co skutkuje wyksztatceniem si¢ podstawowej odpornosci PTI, 2) druga
faza, w ktorej ma miejsce wytworzenie efektorow przez patogena i przelamanie
PTI, 3) trzecia faza, gdy nastepuje nabycie przez rosline specyficznej odpornosci
ETI wzmacnianej dodatkowo przez PTI, co czgsto prowadzi do tzw. reakcji nad-
wrazliwosci HR (ang. Hypersensitive Response) oraz 4) czwarta faza, w trakcie
ktorej patogen nabywa zdolnos¢ wytworzenia nowych efektoréow przetamujacych
odporno$¢ specyficzng rosliny [24]. Liczne wyniki badan wykazaty, iz wazng roleg
podczas HR petnig apoplastowe ROS wytwarzane przez oksydazy NADPH [13,
40]. Na skutek ataku patogena w komorkach roslinnych dochodzi do wzrostu po-
ziomu ROS, ktore sg istotne migdzy innymi do zaindukowania programowanej
smierci komorki (ang. Programmed Cell Death, PCD) [75]. W trakcie HR docho-
dzi do szybkiego obumierania komorek zainfekowanych oraz sasiadujacych z nimi
[15]. Molekularne podtoze tego procesu nie jest jeszcze dobrze poznane.

U ros$lin wyro6znia si¢ rowniez tzw. odporno$¢ szparkowa (ang. stomatal im-
munity). Polega ona na indukcji zamykania si¢ aparatow szparkowych, majacej
na celu uniemozliwienie wniknigcia patogenowi do wnetrza rosliny. Stanowi to
jeden z przyktadow odpowiedzi PTI organizmu roslinnego. U A. thaliana wyka-
zano, ze w regulacj¢ tego rodzaju obrony rosliny przed infekcjg zaangazowane sa
biatka AtRBOHD oraz AtRBOHF [36, 37, 42].

Przyktadem bakteryjnego PAMP, ktére aktywuje mechanizmy obronne roslin
jest bakteryjne biatko flagelina. Na konserwatywnym N-koncu tego biatka znaj-
duje si¢ 22 aminokwasow, ktore stanowig aktywny epitop flg22, czyli fragment
taczacy si¢ bezposrednio z roslinnym receptorem PRR zwanym FLS2 (ang. Fla-
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gellin Sensitive 2) [64]. Udowodniono, ze fosforylacja RBOHD poprzez BIK1
(ang. Botrytis-Induced Kinase 1) jest konieczna do prawidtowego uruchomienia
odpowiedzi PTI rosliny podczas ataku patogena wytwarzajacego flageling [26].
Ostatecznie dzigki aktywacji kompleksu tych biatek moze dochodzi¢ do odpowie-
dzi roslin na stres objawiajgcych si¢ m.in.: zamknig¢ciem aparatow szparkowych,
usztywnieniem $ciany komorkowej i wzrostem produkceji ROS [25, 26, 67].

Biatka RBOH pelnig takze istotne funkcje w czasie odpowiedzi roslin na atak
patogenow grzybowych. W probach wyizolowanych z lisci N. benthamiana po-
razonych przez chorobotworczy grzyb z gatunku Phytophthora infestans wyka-
zano, ze poziom ekspresji genow NbRBOHB oraz NDRBOHA byt wyzszy w po-
rownaniu do tego zaobserwowanego u roslin zdrowych [74]. Ponadto, na roslinach
N. benthamiana charakteryzujacych si¢ wyciszeniem powyzszych gendéw zauwa-
zono, ze skala porazenia li§ci przez P infestans byla zdecydowanie wigksza niz
u roslin typu dzikiego. Kolejne analizy transkryptomiczne wykonane na prébach
uzyskanych z zainfekowanych przez P. infestans lisci N. benthamiana ujawnity, ze
NbRBOHA wykazywal wzrost poziomu transkryptow juz we wczesnej fazie infek-
cji i charakteryzowat si¢ konstytutywna ekspresja w nastepnych fazach. Natomiast
ekspresj¢ genu NbRBOHB obserwowano wytacznie po traktowaniu specyficznym
elicytorem PAMP wytwarzanym przez P. infestans, takim jak INF1 (ang. Infestans
1). Wynik ten potwierdzit, ze udziat NboRBOHB w odpowiedzi PTI jest specyficzny
i zalezy od INF1 [74]. Mutanty N. benthamiana z wyciszonym genem NbRBOHB
cechowata wysoka podatnos¢ na patogena P. infestans, ale co ciekawe nie charakte-
ryzowaly si¢ zwigkszong wrazliwos$cig na patogena Colletotrichum orbiculare [4].

Badania innych badaczy pozwolily na scharakteryzowanie roli oksydazy
NADPH kodowanej przez RBOHD w regulacji mechanizméw obronnych PTI. Wy-
kazano, ze mutanty rbohD A. thaliana charakteryzowaly si¢ wieksza wrazliwoscia
na zakazenie nekrofitycznym grzybem Alternaria brassicicola [56]. W przypadku
roslin kontrolnych zainfekowanych 4. brassicicola, PCD obserwowana byta w ko-
morkach bezposredniego kontaktu z patogenem, jednak proces ten nie obejmowat
sasiednich komorek. Natomiast w mutantach rbohD A. thaliana obserwowano roz-
leglta PCD zajmujaca duze powierzchnie lisci co sugerowalo, ze mutant ten jest
mniej odporny na atak patogena niz typ dziki. Na tej podstawie wysunigto wnio-
sek, ze RBOHD pehi pozytywna rolg w regulacji odpornosci roslin [56]. Wigksza
wrazliwo$¢ mutantow rbohD A. thaliana obserwowano takze w przypadku infekcji
grzybem Golovinomyces cichoracearum [11] oraz bakterig Erwinia chrysanthemi
[18]. Z kolei charakterystyka mutantow A. thaliana z indukowanymi promotorami
genow AtRbohD 1 AtRbohF wykazala rozne wzorce ich ekspresji podczas odpo-
wiedzi na stres biotyczny wywotany przez bakteri¢ P. syringae pv. tomato DC3000
oraz nekrofitycznego grzyba Plectosphaerella cucumerina [46]. Jednoczesne trak-
towanie szczepem Pfo DC3000 izawiesing spor grzyba P. cucumerina aktywo-
walo promotory obydwu analizowanych gendéw RBOH, jednak wzrost ekspresji
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AtRBOHD zlokalizowany byt gltéwnie w obszarach lisci, ktére charakteryzowaty
sie rozlegla nekroza oraz podwyzszonym poziomem ROS. Z kolei wzrost ekspresji
AtRBOHF obserwowano w tkankach przewodzacych. Przeprowadzone badania su-
geruja, iz z uwagi na czasowo-przestrzenne roéznice w ekspresji genow AtRBOHD
1 AtRBOHF ich funkcje w regulacji $ciezek sygnatowych odpowiedzi immunolo-
gicznej zaleznej od ROS u A. thaliana moga by¢ inne [46]. Rowniez inne oksydazy
NADPH wydajg si¢ petni¢ istotng rol¢ podczas odpowiedzi roslin na atak patoge-
néw. Wykazano, ze mutanty rbohC A. thaliana charakteryzowaly si¢ wieksza po-
datno$cig na maczniaka prawdziwego G. cichoracearum. W roslinach A. thaliana
pod wptywem aplikacji chityny pochodzacej ze Scian komorek grzybow dochodzito
do stymulacji ekspresji genu ATL9 (ang. Arabidopsis Toxicos en Levadura 9). Wia-
domym jest réwniez, ze ekspresja tego genu regulowana jest takze przez oksydazy
NADPH [11]. Analiza transkryptomiczna w probach wyizolowanych z ro$lin typu
dzikiego oraz mutantéw rbohD, rbohF, rbohD/F A. thaliana potraktowanych chity-
ng ujawnita spadek ekspresji 4A7L9 u wszystkich mutantow w poréwnaniu do typu
dzikiego. Wynik ten potwierdzit, Ze zmiany poziomu transkryptow tego genu w wy-
niku oddziatywania chityny sa skorelowane z aktywno$cig oksydaz NADPH [11].

Liczne badania naukowe sugeruja, ze w obu typach odpornosci PTI i ETI wazna
role pelnig jony Ca** kinazy CDPK i MAPK oraz ROS wytwarzane przez oksydazy
NADPH. Wspoldziatanie w/w czynnikow jest istotne dla indukcji transkrypcji specy-
ficznych genow, takich jak: PRI — PR5 (ang. Pathogen Related genes); WRKY, ko-
dujacych czynniki transkrypcyjne; HSP (ang. Heat Shock Protein genes), kodujacych
biatka szoku cieplnego oraz genéw R, kodujacych receptory rozpoznajace czynniki
avr patogena podczas odpowiedzi ETI [1, 10, 68]. Rozpoznanie patogena przez ko-
morki ro$linne przyczynia sie do wzrostu stezenia Ca®>* w cytoplazmie, skutkujagcym
miedzy innymi aktywacja kinaz CDPK. Wykazano, iz biatka kodowane przez geny
RBOH (gtownie RBOHD) sa fosforylowane przez zalezne od Ca** kinazy CDPK, co
ostatecznie prowadzi do wybuchu tlenowego oraz jest kluczowe dla prawidtowego
zaj$cia odpowiedzi PTI [17, 31]. Natomiast w roslinach N. benthamiana wykazano,
ze MAPK moga aktywowa¢ ekspresje RBOHB po podaniu INF1, co prowadzi do
wybuchu tlenowego podczas odpowiedzi PTI lub ETI [1]. W badaniach wykorzy-
stano liScie N. benthamiana z przejsciowo wyciszonymi dwoma genami kodujacymi
kinazy MAPK — NtSIPK (ang. Salicylic acid-Induced Protein Kinase) i NtINTF6 (ang.
Mitogen activated protein kinase homolog NTF 6). W celu wywolania odpowiedzi
PTI liscie transformantéw N. benthamiana z wyciszonymi genami SIPK/NTF6 oraz
kontrolne traktowano peptydem flg22 lub biatkiem INF1. Natomiast odpowiedz ETI
wywolano za pomocg biatka R3a i AVR3a. W przypadku traktowania biatkami INF1,
R3a i AVR3a zaobserwowano znaczny wzrost poziomu transkryptu RBOHB oraz
znacznie wyzszy poziom ROS w lisciach ro$lin kontrolnych niz tych z unieczynnio-
nymi genami MAPK. Uzyskany wynik sugeruje pozytywna regulacj¢ RBOHB przez
w/w kinazy MAPK [1].
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OKSYDAZY NADPH W ODPOWIEDZI NA STRESY ABIOTYCZNE

Stres temperaturowy oraz wysokiego natezenia Swiatla

W toku ewolucji rosliny wypracowaly mechanizmy umozliwiajace odbiera-
nie szerokiego spektrum srodowiskowych bodzcow generowanych przez czynni-
ki biotyczne i abiotyczne oraz pozwalajace im na adaptacj¢ i przetrwanie nawet
podczas oddziatywania niekorzystnych warunkow. Sposréd gtownych czynni-
koéw abiotycznych wywolujacych reakcje stresowa roslin, w ktore zaangazo-
wane sg oksydazy NADPH mozemy wyr6ézni¢ m.in. suboptymalng temperatu-
re, susze, jak rowniez wysokie natezenie §wiatta (ryc. 1). W zalezno$ci od cech
gatunkowych rosliny, zbyt niska lub zbyt wysoka temperatura moze wywierac
niekorzystny wpltyw na jej organizm, prowadzac do uszkodzenia struktury bton
komorkowych, integralnosci komorek, zahamowania podstawowych procesow
zyciowych, a w skrajnych przypadkach nawet do $mierci catej rosliny. Istnieja
dowody, ze w regulacje odpowiedzi rosliny na niekorzystne czynniki srodowi-
skowe sg zaangazowane ROS generowane przez oksydazy NADPH. Jak wykaza-
ly ostatnie badania przeprowadzone na A. thaliana to gtownie biatka kodowane
przez AtRBOHD i1 AtRBOHF biora udzial w regulacji odpowiedzi roslin na roz-
nego rodzaju stresy abiotyczne [6]. W przypadku oddzialywania wysokiej tem-
peratury wykazano, ze mutanty A. thaliana z nieaktywnymi genami AtRBOHB
oraz AtRBOHD charakteryzowatly si¢ zwigkszong wrazliwoscig na ten stres. Ob-
jawiala si¢ ona zmniejszong przezywalnoscig siewek mutantow rbohB 1 rbohD A.
thaliana inkubowanych okresowo w temperaturze 45 °C, w poréwnaniu do roslin
typu dzikiego [33]. Inne badania przeprowadzone na roslinach ogorka (Cucumis
sativus) wykazaly, ze pod wptywem oddzialywania podwyzszonej temperatury
w ro$linach C. sativus przeszczepionych na podktadke korzeniowa pochodzaca
z trukwy (Luffa cylindrica) nastgpowata indukcja ekspresji genu CsRBOH oraz
CsHSP70 (ang. Heat Shock Protein 70)), akumulacja H,O, i ABA w poréwnaniu
do roslin nieprzeszczepionych [35]. Bylo to skorelowane z wyzszg odpornoscia
roslin C. sativus na podktadce z L. cylindrica na stres wysokiej temperatury. Wy-
kazano jednoczesnie, ze potraktowanie li§ci ogorka roztworem DPI hamowato za-
rowno wzrost ekspresji CsHSP70, jak i obnizato ogdlng tolerancje roslin na stres
wysokiej temperatury. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze ROS produkowa-
ne przez oksydazy NADPH oddziatujg ze szlakiem sygnatowym ABA a posrednio
modulujac poziom transkryptow CsHSP70 pelnia pozytywna rolg podczas reakcji
odpowiedzi roslin na stres wysokiej temperatury.

W $rodowisku naturalnym rosliny czgsto sg narazone na oddziatywanie wig-
cej niz jednego czynnika stresogennego w tym samym czasie np.: stres wyso-
kiej temperatury oraz wysokiego natezenia Swiatta. Oddzialywanie tego drugiego
czynnika przyczynia si¢ do generowania duzych ilosci ROS migdzy innymi przez
btonowe biatka kodowane przez RBOH, analogicznie jak ma to miejsce podczas
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stresu temperaturowego [77]. Wyniki innych autoréw wskazujg, iz RBOH wy-
stepujace u 4. thaliana sa niezbedne do prawidtowej transdukcji sygnatu ROS
pomiedzy sgsiednimi komorkami oraz tkankami potozonymi w wigkszej odlegto-
$ci od lokalizacji oddziatywania stresu wysokiego nate¢zenia $wiatla, regulujac
w ten sposob reakcje SAA na ten czynnik [14]. Dowodza tego wyniki uzyskane
na podwojnych mutantach rbohD/rbohF A. thaliana, ktére charakteryzowaty si¢
zahamowaniem odpowiedzi SAA w tkankach oddalonych od miejsca ekspozycji
rosliny na bodziec wysokiego natezenia $wiatla, co objawiato si¢ wicksza wrazli-
woscig tych tkanek na dzialanie bodzca stresogennego [14]. W oparciu o uzyska-
ne wyniki badan zaproponowano, ze ROS petnig funkcje czasteczek sygnatowych
informujacych tkanki nienarazone bezposrednio na dziatanie stresu abiotycznego
o wystepowaniu niekorzystnych warunkoéw. Wywotuja tym samym aklimatyza-
cje organow oddalonych od miejsca dziatania stresu przejawiajgcg si¢ migdzy
innymi, oprécz wzrostu poziomu ROS produkowanych przez oksydazy NADPH,
takze aktywacja systemu antyoksydacyjnego oraz wzrostem stezenia ABA, dzigki
czemu dalej polozone organy sa lepiej przygotowane na potencjalne oddzialywa-
nie stresu [43].

Stres hipoksji

Globalne zmiany klimatyczne w zaleznosci od szeroko$ci geograficznej moga
objawia¢ si¢ duzymi wahaniami temperatur, ale takze obfitymi, czg¢sto gwaltow-
nymi opadami lub dlugimi okresami suszy w poszczego6lnych regionach §wiata.
W przypadku podtopienia lub zalania terenu utrudniona jest wymiana gazowa po-
miedzy organami roslin a atmosferg. Nizsze stezenie tlenu powoduje ograniczenie
oddychania komoérkowego i fotosyntezy prowadzac do deficytu energetycznego
oraz gromadzenia toksycznych zwigzkow (np. produktéw reakcji beztlenowych),
a takze wzrostu poziomu ROS [58, 73]. Jednym z istotniejszych negatywnych
skutkow zalania jest ograniczenie dostepnosci tlenu prowadzace do stresu hipok-
sji. Wykazano, iz podczas hipoksji w ros§linach A. thaliana dochodzi do wzrostu
ekspresji genow AtRBOHA, B, D, G i1[73]. Zaobserwowano rowniez, ze mu-
tanty rbohD A. thaliana charakteryzowaly si¢ nizszym poziomem H,O,, mniej-
sza iloscia transkryptow genow AtACS7 i AtACSS (ang. I-Amino-Cyclopropane-
-1-Carboxylate Synthase 7 1 8) zaangazowanych w syntez¢ hormonu ET, a takze
genow indukowanych przez stres hipoksji, takich jak: AtERF73/AtHREI (ang.
Ethylene Response Factor73/Hypoxia Responsive ERF) i AtADH]I (ang. Alcohol
Dehydrogenase 1) [73]. Moze to sugerowac, iz AtRBOHD pelni pozytywna role
w regulacji odpowiedzi roslin na stres hipoksji. Natomiast w innej pracy wyka-
zano, ze pod wplywem czesciowego zalania, w roslinach O. sativa dochodzito
do stymulacji ekspresji genow OsRBOHB, C, D, E, F, podczas gdy calkowite
zalanie powodowato wzrost transkryptow OsRBOHH oraz I [70]. Zmiany profi-
li ekspresji poszczegodlnych genéw OsRBOH umozliwialy roslinom przetrwanie
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stresu hipoksji [73]. Z kolei badania przeprowadzone na M. truncatula wykazaty,
ze w korzeniach tych roslin w warunkach stresu hipoksji dochodzito do stymula-
cji ekspresji genu MtRBOHA [39]. Uzyskany wynik potwierdzit rol¢ enzymu ko-
dowanego przez ten gen w regulacji odpowiedzi roslin M. truncatula na niedobor
tlenu w tkankach [39].

Stres zasolenia oraz dehydratacji z przyczyn fizjologicznych

Innym rodzajem stresu, na jaki czgsto narazone sg rosliny jest stres spowo-
dowany zasoleniem gleby. Jony Na" w wysokich stezeniach wykazujg dziatanie
toksyczne powodujac zahamowanie fotosyntezy i wzrostu roslin. Nadmierne ste-
zenie soli prowadzi takze do zaburzenia gospodarki jonowej K* i Ca**, co nega-
tywnie wptywa na zdolno$¢ pobierania sktadnikow pokarmowych z gleby oraz
zaburza regulacj¢ otwierania aparatow szparkowych [66]. Jony Na® pobierane sg
z gleby oraz transportowane elementami ksylemu do czesci nadziemnych roslin,
gdzie gromadzone w wysokich stezeniach wykazuja dziatanie toksyczne. Efekta-
mi dziatania stresu solnego sg utrata turgoru, nadprodukcja ROS oraz wzmozo-
na fotorespiracja wystepujaca wspodlnie z ograniczong fotosynteza [32]. Rosliny
bardzo szybko reaguja na wysokie stezenie NaCl w podtozu, niemalze natych-
miast wykazujac nagly wzrost stezenia Ca®" w cytozolu komoérek korzeni, ktory
rozprzestrzenia si¢ nastepnie systemicznie w innych tkankach. Wykazano, iz u 4.
thaliana ekspresja AtRBOHD oraz AtRBOHF jest stymulowana przez stres solny,
co sugeruje ich istotng role w odpowiedzi roslin na ten czynnik stresogenny [38].
Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze oksydaza NADPH kodowana przez
RBOHF wywolujac wspomniang juz ,,fale ROS” w warunkach stresu solnego od-
grywa negatywng role w zaladunku jonéw Na* do ksylemu i w ten sposob chro-
ni pedy przed negatywnymi skutkami tego typu stresu [23]. U dorostych roslin
mutantow rbohF A. thaliana nie zaobserwowano bowiem wzrostu poziomu ROS
w tkankach przewodzacych podczas stresu solnego, co prowadzilo do zwigk-
szonej akumulacji Na* w tkankach przewodzacych korzeni i pedow. Mutanty te
charakteryzowaly si¢ takze nadwrazliwoscig pedéow na Na' transportowanego
w zwigkszonych ilosci z gleby, co objawiato si¢ rozlegtymi chlorozami a nawet
nekrozami powstajacymi w wyniku PCD [23]. Z kolei badania przeprowadzone
na podwojnych mutantach rbohD/rbohF A. thaliana wykazaty, Ze sa one bardziej
wrazliwe na dziatanie stresu solnego niz typ dziki, a takze pojedyncze mutanty
rbohD i rbohF. Co wigcej, trzytygodniowe rosliny mutanta rbohD/rbohF w wa-
runkach stresu solnego miaty takze podwyzszong zawarto$¢ jonow Na' oraz obni-
zong zawarto$¢ K" co sugeruje, ze ROS produkowane w warunkach stresu solnego
przez AtRBOHD oraz AtRBOHF peknia funkcje czasteczek sygnatowych zapew-
niajagcych utrzymanie roéwnowagi pomigdzy Na" i K*, zwigkszajgc tym samym
tolerancj¢ A. thaliana na ten rodzaj stresu [38]. Dalsze badania ujawnity, ze pod-
czas krotkotrwatego stresu solnego w siewkach tych mutantow nie dochodzito do
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powstania wybuchu oksydacyjnego, nie obserwowano wzrostu poziomu H,O, ani
wzrostu aktywnos$ci enzymow systemu antyoksydacyjnego [9]. Doroste rosliny 4.
thaliana typu dzikiego byty bardziej tolerancyjne takze na dtugotrwate dziatanie
zasolenia podtoza niz mutanty rbohD/rbohF tego gatunku. Moze to sugerowac,
ze zalezny od AtRBOHD/F wzrost poziomu H,O, w poczatkowych fazach dziatania
stresu zwigksza tolerancje roslin na wydhuzajacy si¢ okres oddziatywania omawia-
nego tu czynnika stresogennego [9].

Wysokie stezenie soli w podtozu przyczynia si¢ do obnizenia potencjatu wody
w glebie i ograniczenia jej pobierania przez korzenie roslin, prowadzac do powsta-
wania tzw. stresu dehydratacji z przyczyn fizjologicznych. Wykazano, iz w warun-
kach stresu dehydratacji wywotanego wysokim stezeniem NaCl w podtozu, w rosli-
nach 4. thaliana dochodzito migdzy innymi do czasowego wzrostu poziomu H,O,
skorelowanego z akumulacja proliny bedacej a-aminokwasem uczestniczacym np.
w utrzymaniu prawidtowego turgoru komorek, réwnowagi osmotycznej oraz sta-
bilizacji membran komorkowych [21]. Zaobserwowano rowniez, iz ograniczenie
akumulacji ROS zaréwno poprzez aplikacje DPI jak i podanie DMTU (dimetylotio-
mocznik, posiada wlasciwosci antyoksydacyjne) istotnie ograniczyto akumulacje
proliny w komorkach 4. thaliana roslin poddanych stresowi suszy fizjologiczne;j
[10]. Podobny spadek poziomu proliny zaobserwowano w mutantach A. thaliana
z unieczynnionymi genami AtRBOHF i AtRBOHD po narazeniu ich na dzialanie
stresu dehydratacji z przyczyn fizjologicznych [10]. Oznacza to, ze w warunkach
stresu dehydratacji ROS produkowane przez AtRBOH sg istotnymi czynnikami re-
gulujagcymi akumulacje proliny w komorkach A. thaliana, a tym samym przynaj-
mniej czgsciowo odpowiadaja za modulowanie reakcji odporno$ciowych roslin na
ten rodzaj stresu.

PODSUMOWANIE I PRZYSZLE PERSPEKTYWY

Wyglad i rozmiar roslin, a takze wiele proceséw zachodzacych w cyklu zycio-
wym tych organizmoéw (np.: ustgpowanie spoczynku, wzrost wiosnikow korze-
niowych, wzrost tagiewki pytkowej, itp.) jest modulowanych przez mechanizmy,
w ktore zaangazowane sg rozne biatka enzymatyczne, np. oksydazy NADPH. Co
ciekawe, przytoczona tu grupa oksydaz wykorzystywana jest przez rosliny takze
do wygenerowania odpowiedzi i aklimatyzacji do zmiennych, czgsto niesprzyja-
jacych warunkoéw Srodowiska. Liczne doniesienia dowodza, ze ROS wytwarzane
przez oksydazy NADPH pelnig pozytywna role sygnalowa w roslinach narazonych
na oddziatywanie stresow abiotycznych i biotycznych (ryc. 1). Czasteczki sygna-
lowe wygenerowane z udziatem tych enzymoéw umozliwiajg indukcje¢ a nastepnie
transdukcje sygnatu do bardziej oddalonych organéw. Pozwalajag w ten sposob na
zaaklimatyzowanie si¢ roslin i zwigkszenie tym samym ich szans na przetrwanie
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niekorzystnych warunkow. Poznanie nowych mechanizméw odpornosciowych, jak
i tych regulujacych wzrost organéw roslinnych angazujacych oksydazy NADPH
jest niezwykle intrygujace. W przysztych badaniach warto zwrdci¢ uwage na moz-
liwe interakcje szlaku sygnatowego ROS produkowanych przez NADPH oksydazy,
ze $ciezkami sygnalowymi hormonow (np. ABA, SA, JA 1 ET) i/lub innych regula-
toréw wzrostu i rozwoju rosliny w modulowaniu w/w procesow.
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