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Streszczenie: Tlenek azotu (NO) jest wolnym rodnikiem, ktdry byl obszernie badany jako substancja
powodujaca zanieczyszczenie powietrza oraz produkt metabolizmu pewnych grup bakterii. Sposoby
jego pobierania, metabolizm oraz szkodliwy wpltyw na rosliny zostaty dobrze poznane. Okazato si¢
jednak, ze rosliny nie tylko reaguja na zmiany st¢zenia NO w srodowisku, lecz sa w stanie samodzielnie
go produkowac. Zmienito to sposob myslenia o tlenku azotu, ktory obecnie uwazany jest za czasteczke
sygnalng odgrywajaca doniosta rol¢ w szlakach transdukcji sygnatow u roslin, w ktére zaangazowane sa
takze cykliczne nukleotydy (cAMP, cGMP), nadtlenek wodoru, kwas salicylowy czy jony wapnia.
Stezenie NO, jako czasteczki biologicznie aktywnej, musi podlegaé Scistej regulacji w miejscu jego dzia-
tania, za co odpowiadaja zarowno mechanizmy prowadzace do jego generowania, jak i usuwania. Wiado-
mo, ze NO jest wytwarzany z udzialem syntazy tlenku azotu z L-argininy, z azotynéw, w wyniku
dziatania reduktazy azotanowej, jak rowniez w wyniku przemian nieenzymatycznych (reakcje oksydo-
redukcyjne), jako produkt posredni w procesie wigzania azotu, oddychania czy denitryfikacji. W proces
jego unieczynniania zaangazowanych jest szereg zwiazkow, takich jak: rodnik ponadtlenkowy 0)),
glutation, jony metali grup przejsciowych oraz niesymbiotyczna hemoglobina. Dziatanie NO w organi-
zmie ros$liny jest wielokierunkowe i zalezne od réznych czynnikéw wewnetrznych i sSrodowiskowych.
Jego udziat zostat opisany w niektorych procesach morfogenetycznych, takich jak: skracanie fazy spo-
czynkowej nasion, promowanie procesu kietkowania i starzenia roslin, hamowanie kwitnienia, programo-
wana $mier¢ komorki i ksylogeneza, jak rowniez w ruchach aparatéw szparkowych. Jednak najlepiej
zostal poznany jego udziat w reakcjach odpornosciowych na czynniki biotyczne (infekcja patogenu) oraz
abiotyczne (susza, zasolenie, wysokie temperatury, naswietlanie $wiatlem UV, metale cig¢zkie, herbicydy,
zranienie). W przewazajacej wigkszosci czynniki stresowe powoduja wzrost st¢zenia NO, ktérego zada-
nie polega na zmniejszaniu szkodliwych skutkéw dzialania wolnych rodnikéw oraz reakcji z innymi
czasteczkami sygnalnymi, takimi jak: kwas salicylowy, jony wapnia czy cykliczny GMP. Ponadto
stwierdzono jego udzial w modulowaniu ekspresji gendw zaangazowanych w reakcje stresowe. Celem
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niniejszego opracowania jest przedstawienie wiadomosci dotyczacych metabolizmu tlenku azotu w
komorkach roslinnych oraz udziatu w reakcjach roslin na stres abiotyczny. Ponadto przedstawiono
dowody na wspoétdziatanie NO z innymi czasteczkami sygnalnymi w regulacji zamykania szparek w
odpowiedzi roslin na stres dehydratacyjny.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, stres abiotyczny, reaktywne formy tlenu, transdukcja sygnatu.

Summary: Nitric oxide (NO) is a small gaseous radical molecule previously studied primarily as an air
pollutant and metabolic product of certain bacteria. NO's uptake into leaves, as well as its metabolism and
phytotoxicity are well documented. It was subsequently demonstrated that plants not only respond to
atmospheric NO but also produce substantial amount of nitric oxide. After such discovery our apprecia-
tion of NO dramatically changed. Nowadays there is no doubt that nitric oxide has emerged as an
important molecule in plant signal transduction pathways, where NO may directly or indirectly interact
with other signaling molecules such as cyclic nucleotides ((AMP, cGMP), H 2O . salicylic acid, and
cytosolic Ca®". Tt is likely that concentration of biologically active molecule such as nitric oxide must be
precisely regulated by its synthesis and removal. There are many possible sources of nitric oxide. It can
be generated by nitric oxide synthase from L-arginine or from nitrite via nitrate reductase. Moreover, NO
can be generated non-enzymaticly as a byproduct of denitrification, nitrogen fixation and respiration.
Simple chemical reactions and some compounds such as superoxide anions, glutathione, transition metals
and non-symbiotic haemoglobins are responsible for quick NO removal from the solution. Various expe-
rimental data indicate that in plants nitric oxide plays important signaling role in diverse (patho)physio-
logical processes from reduction of seed dormancy and promotion of seed germination, regulation of plant
senescence, suppression of floral transition, stomatal movement as an intermediate downstream of absci-
sic acid signaling to programmed cell death and xylogenesis. Moreover, nitric oxide mediates a multiple
plant responses toward a variety of biotic (pathogen infection) and abiotic (drought, salt, heat, UV light
irradiation, heavy metals, herbivores, mechanical wounding) stresses. All stresses mostly induce NO
production in plants. NO alleviates the harmfulness of reactive oxygen species and reacts with other target
molecules such as salicylic acid, calcium ions and cyclic GMP. It also regulates the expression of stress
responsive genes. In the present review, we introduce how NO is produced and removed in plants and
highlight the recent progress that provides novel insights into the functions of NO under abiotic stresses.
Moreover, interactions of NO signaling with other signaling molecules in regulation of stomatal closure in
responses to dehydratation were also discussed.

Key words: abiotic stress, nitric oxide, reactive oxygen species, signal transduction.

WPROWADZENIE

Tlenek azotu (NO) jest niskoczasteczkowym reaktywnym zwiazkiem o duzej
lipofilnosci, ktory z tatwoscia przenika przez blony droga pozareceptorowa (dyfuzja)
i pelni funkcj¢ waznego przekaznika w sygnalizacji komérkowe;.

Wykrycie pod koniec lat 70 tlenku azotu w komdrkach zwierzgcych zapoczat-
kowato zakrojone na szeroka skal¢ badania nad jego metabolizmem i rola w zywych
komoérkach. U ssakow NO jest kluczowa czasteczka zaangazowana w szeroka
game procesOw biologicznych, takich jak: obnizanie napigcia miesni gladkich oraz
naczyn krwionosnych, przekaznictwo nerwowe czy reakcje immunologiczne.

U roslin jego rola wydaje si¢ by¢ nie mniej istotna. Udowodniono, Ze jest on
zaangazowany w regulacj¢ szeregu procesow fizjologicznych. Przyktadowo, tlenek
azotu wplywajac na skracanie dtugiego spoczynku nasion stymuluje ich kietkowanie
[3, 4, 29]. Uczestniczy takze w procesie kwitnienia [21, 49, 50] oraz dojrzewaniu
owocow i nasion [19, 32]. Posredniczac w szlaku sygnalizacyjnym kwasu abscysyno-
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wego (ABA) wplywa na ruchy aparatow szparkowych [8, 13, 14]. Pelni jedno-
czesnie funkcje waznego przekaznika sygnalow w reakcjach roslin na stres biotyczny:
infekcje¢ patogenu oraz abiotyczny: susze, zasolenie, wysoka lub niska temperature
[5, 11, 33, 53, 63, 67].

Tlenek azotu jest zwiazkiem o charakterze zarowno cytotoksycznym, jak i
obronnym [59, 60]. Dwojaka natura NO jako potencjalnego utleniacza lub skutecz-
nego przeciwutleniacza w przewazajacej mierze zalezy od jego koncentracji w
komorce. W niskich stezeniach NO pobudza normalny wzrost i rozwdj roslin,
natomiast zastosowanie go w wyzszej dawce wyraznie zakloca normalny metabo-
lizm. Bierze on udzial w procesach prowadzacych do uszkadzania blon plazmatycz-
nych, bialek i kwasow nukleinowych, ktére w efekcie powoduja smier¢ komorki
[16, 42]. Wplywa takze na obnizenie wydajnosci fotosyntezy oraz powoduje
hamowanie proceséw oddechowych [44, 67].

NO spetnia réwniez kluczowa role w roslinnych szlakach transdukcji sygnatu, w
ktorych elementami posredniczacymi sg cykliczny GMP i jony wapnia. Moze takze
wehodzi¢ w interakcje z innymi czasteczkami sygnalnymi, takimi jak: H O, czy kwas
salicylowy [27, 56].

Aktualny stan wiedzy dotyczacy biosyntezy i zaangazowania NO w procesy
wzrostu i rozwoju roslin oraz w reakcje stresowe jest sukcesywnie omawiany
zaro6wno w anglojezycznej, jak i polskiej literaturze [6, 7, 8, 15, 31]. Konieczne staje
si¢ jednak ciagle uzupehianie tej wiedzy, wynikajace z duzej liczby prac ukazujacych
si¢ corocznie, zwiazanych z tymi zagadnieniami. Niniejsze opracowanie stanowi
podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na temat syntezy oraz biologicznej funkcji
NO u roslin narazonych na dzialanie stresu abiotycznego.

GENEROWANIE ORAZ USUWANIE TLENKU AZOTU

Tlenek azotu pojawia sie w komorkach roslinnych w wyniku proceséw zachodzacych
z udziatem enzymow lub w wyniku przemian nieenzymatycznych (ryc. 1A).

W przypadku komorek zwierzecych gtdéwnymi enzymami odpowiedzialnymi za
proces syntezy sa trzy dioksygenazy — syntazy tlenku azotu — NOS (ang. Nitric
Oxide Synthase), z ktorych kazda odznacza si¢ odmienna lokalizacja i1 funkcja.
Zmieniaja one L-argining do L-cytruliny i NO. NOS funkcjonujag w postaci
homodimeréw, a do ich aktywnosci niezbgdna jest obecnos¢ kilku kofaktorow, w
tym NADPH, FAD, FMN, TH4, jonéw Ca* i kalmoduliny [31].

U roslin zastosowanie analogdw argininy, bedacych inhibitorami NOS, oraz
przeprowadzenie reakcji syntezy L-cytruliny doprowadzito do zidentyfikowania w
brodawkach korzeniowych tubinu enzymu o aktywnosci podobnej do NOS. W
kolejnych latach pojawily si¢ prace wskazujace na obecno$¢ odpowiednika zwierze-
cych NOS w komorkach tytoniu, soi, grochu i kukurydzy [6, 7, 10].

U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano genu AtNOSI, ktéry prawdopodobnie
koduje biatko zwiazane z biosynteza NO [18]. Stwierdzono, ze do aktywacji
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RYCINA 1. Generowanie oraz usuwanie tlenku azotu w komorkach roslinnych. NO moze by¢ wytwarzany
z argininy w wyniku dzialania syntazy NO (AtNOSI/AtNOAT); z NO,”i NO,” w wyniku dzialania
reduktazy azotanowej (NR) i reduktazy azotynowej (Ni-NOR) oraz nieenzymatycznie. NO jest usuwany
w wyniku reakcji z hemoglobina, glutationem; jest rowniez przeksztatcany do jonu peroksynitrylowego
oraz w wyniku nitryfikacji/denitryfikacji do NO,”, NO," (na podstawie [38]. zmodyfikowane)

FIGURE 1. NO generation and removal in plant cells. NO can be generated from arginine by NO synthase
(AINOSI/AINOAL); from nitrate (NO,") by nitrate reductase (NR) and nitrite (NO,") by nitrite reductase (Ni-
NOR) and vianon-enzymatic reactions. NO is metabolized by reactions with haemoglobins and glutathione. It reacts
readily with oxygen and superoxide producing NO_", NO,~ and peroxynitrile (ONOO") (based on [38], modified)

rekombinowanego biatka potrzebne sg jony wapnia, kalmodulina i NADPH. Biatko
AtNOS1 wykazuje wysoki stopien homologii z enzymem odpowiedzialnym za
wytwarzanie NO u slimaka winniczka (Helix pomatia), jak rowniez wigze si¢ ono
z przeciwciatami skierowanymi na neuronowa NOS. Analizy immunocytochemiczne
wskazaly na obecnos¢ AtNOS1 w chloroplastach, peroksysomach, mitochondriach
i cytozolu [19]. Wyniki pomiaru zawartosci NO in vitro u mutantéw Atnosl
wykazaty, ze rosliny te charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem tlenku azotu. Do
chwili obecnej nie uzyskano potwierdzenia, czy rosliny te przejawiaja zredukowana
aktywnos¢ syntazy NO réwniez in vivo. Zalozono wigc, ze zmiany poziomu
aktywnosci AtNOSI1 z biosynteza tlenku azotu moga mie¢ charakter posredni lub
biatko powstajace na bazie omawianego genu spetnia jedynie rolg regulatorowa. Z
tego powodu zasugerowano zmiang nazwy AtNOS1 na AtNOAI1 (ang. NO-
Associated protein 1) [61]. Ostatnio pojawily si¢ dane wskazujace, ze AtNOS1/
AtNOAL nie jest jednak syntaza tlenku azotu. Wykazano, ze bialko to specyficznie
wiaze GTP i bierze udziat w jego hydrolizie, a proces ten, cho¢ jest istotny, nie
warunkuje fizjologicznej aktywnosci charakterystycznej dla syntaz NO. Zasugero-
wano wigc, ze analizowany AtNOAT jest czlonkiem rodziny ¢cGTPaz [35].
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Innym enzymem generujacym NO u roslin jest reduktaza azotanowa — NR (ang.
Nitro Reductase), ktora katalizuje zalezna od NAD(P)H reakcje redukcji azotandw
do azotynéw [39, 55]. Wzrost stezenia azotyndéw w komoérkach roslinnych, wynika-
jacy z braku tlenu lub ograniczenia jego ilosci, aktywuje reduktaze azotanowa, ktdra
katalizuje jednoelektronowa redukcje azotynu do NO przy udziale NADH. Produkcja
NO bedaca wynikiem dziatania NR zostala stwierdzona u wielu gatunkow roslin,
takich jak: stonecznik, szpinak, kukurydza, ogérek, pszenica, storczyk i aloes oraz u
zielenic [39, 45, 46, 52, 58]. W genomie Arabidopsis zidentyfikowano dwa geny,
oznaczone NIAI i NIA2, kodujace przypuszczalne reduktazy azotanowe. Podwojny
mutant nial nia2 charakteryzowal si¢ zmniejszong aktywnoscia NR i obnizona
synteza NO w komorkach przyszparkowych [26]. Zawieral on 10 razy nizsze
stezenie argininy, tak wigc redukcja zawartosci tego aminokwasu moze by¢ czyn-
nikiem ograniczajacym aktywnos¢ NOS [34]. Odkrycie to wskazato, ze proces
syntezy NO z wykorzystaniem NOS i NR jest bardziej ztozony niz si¢ poczatkowo
wydawalo. Pojawia si¢ zatem pytanie, czy i w jaki sposéb te dwa enzymy wspot-
dziataja podczas regulacji syntezy NO w komdrkach roslinnych.

Istniejq takze inne enzymy, ktorych aktywacja wptywa na powstawanie NO. Jest
to miedzy innymi oksydoreduktaza ksantynowa — XOR (ang. Xanthin-Oxido
Reductase), ktérej aktywnos¢ zostata stwierdzona w peroksysomach lisci grochu.
W zaleznosci od dostepnosci tlenu w reakcji z udziatem tego enzymu powstaje tlenek
azotu lub anionorodnik ponadtlenkowy [31, 60]. Tlenek azotu generowany jest
rowniez w wyniku dziatania peroksydazy chrzanowej, ktéra katalizuje reakcje
powstawania NO z hydroksymocznika lub N-hydroksyargininy w obecnosci H,O,.
Takze N-hydroksyarginina moze by¢ utleniana do NO przez katalaz¢ oraz cytochrom
P, (z udzialem NADPH i tlenu) [31].

Tlenek azotu u roslin moze tworzy¢ si¢ takze w drodze nieenzymatycznej. W
Scianie komodrkowej, ziarnach aleuronowych i chloroplastach, ktére charakteryzuja
si¢ kwasnym pH, dochodzi do redukcji azotynow (NO,") do NO. Proces redukcji
azotyndéw zachodzi takze przy dostepie Swiatla, w obecnosci karotenoidow oraz jako
uboczny produkt utleniania N,O w procesach nitryfikacji/denitryfikacji [54].

Jest oczywiste, ze stezenie czasteczki biologicznie aktywnej, jaka jest NO, musi
podlega¢ $cistej regulacji w miejscu jej dziatania. Odpowiadaja za to zaréwno
mechanizmy prowadzace do jej syntezy, jak i usuwania (ryc. 1B).

Zaréwno u roslin, jak i u zwierzat NO jest produkowany w tym samym miejscu
i tym samym czasie co reaktywne formy tlenu (RFT). Zauwazono, ze podstawowy
poziom NO w komorkach liscia jest zawsze ponizej poziomu detekcji, gdyz NO
bardzo szybko reaguje z rodnikami ponadtlenkowymi, w wyniku czego powstaje jon
peroksynitrylowy, ktory dla roslin nie jest zwigzkiem toksycznym. Mechanizm ten
nie tylko prowadzi do regulacji poziomu RFT, lecz takze jest jednym ze sposobow
usuwania NO z komorek [38].

NO fatwo wchodzi takze w odwracalne reakcje z grupami tiolowymi cysteiny lub z
glutationem, a proces S-nitrozylacji bialek moze mie¢ kluczowe znaczenie w sygnalizacji
NO. Srednie stezenie glutationu w komoérkach roslinnych wynosi 2-3 mM [2] i z tego
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powodu tworzenie nitrozoglutationu (GSNO) moze odgrywa¢ bardzo wazna rolg w
kontrolowaniu wolnych czasteczek NO. NO ma zdolnos¢ oddawania elektronow, zatem
moze reagowaé z jonami metali przejsciowych, takich jak: zelazo, miedz, cynk, z
utworzeniem komplekséw metalo-nitrozylowych. Mechanizm ten poza zmniejszaniem
stezenia NO w miejscu jego dzialania odgrywa tez role w przebiegu réznych procesow,
gdyz metale przejsciowe sa skladnikami grup prostetycznych wielu enzymow (np. zelazo
grupy hemowej w czasteczce cyklazy guanylanowej czy hemoglobiny). W chwili obecnej
u roslin nie opisano oczyszczonej cyklazy, ktérej aktywnos¢ bytaby bezposrednio
regulowana przez wigzanie NO z grupa hemowa, chociaz obserwowano wplyw NO
na poziom ¢cGMP oraz aktywnos¢ cyklazowa [49, 50].

Stosunkowo niedawno pojawity si¢ informacje wskazujace na reakcje NO z
hemoglobing. Niesymbiotyczna hemoglobina (nsHbs) opisana u jeczmienia, lucerny i
Arabidopsis reagowala z NO, powodujac tym samym obnizenie stgzenia wolnego NO
in vitro. Obnizenie stezenia nsHbs u Arabidopsis (AHb1) wplywalo na wzrost stezenia
NO, co bylo skorelowane ze stanem hipoksji, czyli niedoboru tlenu, wskazujac tym samym
na fizjologiczna rolg AHb1 w modulowaniu poziomu NO [17, 43].

TLENEK AZOTU A STRES ABIOTYCZNY

Dziatanie NO w organizmie roslinnym jest wielokierunkowe i zalezne od réznych
czynnikéw wewnetrznych i srodowiskowych. Jedna z najlepiej zbadanych funkcji
tego gazu jest udzial w reakcjach wywolywanych przez stres abiotyczny (tab. 1).
W wigkszosci przypadkdw stres ten wpltywa na zwigkszenie stezenia reaktywnych
form tlenu (RFT) w komorkach roslinnych, co prowadzi do stresu oksydacyjnego
[30]. Kontrolowanie stezenia RFT jest jednym z elementow warunkujacych precy-
zyjng odpowiedz na czynniki stresowe [54]. Organizmy aerobowe sg chronione przed
uszkodzeniami spowodowanymi RFT przez antyoksydacyjny system obronny,
skladajacy si¢ z katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy, alternatywnej
oksydazy oraz sktadnikéw nieenzymatycznych, takich jak askorbinian czy glutation.
Rola tlenku azotu jako przeciwutleniacza oparta jest glownie na jego zdolnosci do
utrzymywania komorkowej homeostazy oksydacyjno-redukcyjnej oraz regulacji
toksycznosci RFT. Ponadto, istnieja sugestie, ze NO bierze udzial w eliminowaniu
nadmiaru azotynéw, ktére moga by¢ toksyczne dla komdrek roslinnych.

Istnieje bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy procesem biosyntezy tlenku azotu i
reaktywnych form tlenu, a poziom NO ma w tych zaleznosciach kluczowe znaczenie
[59, 60]. W istocie, przy niedoborze NO w stosunku do jonu ponadtlenkowego
(O,), jest on zuzywany w reakcji tworzenia rodnikow peroksynitrylowych
(ONOOQO") [25]. Powoduje to brak warunkow do tworzenia si¢ rodnikow hydroksy-
lowych z H,O,. Przy wysokim stezeniu NO pelni funkcje wymiatacza wobec rodnika
ponadtlenkowego (O,") tworzac ONOO', ktory nie wykazuje tak silnego dzialania
apoptotycznego jak O,", rownoczesnie uniemozliwiajac powstanie wystarczajacych
ilosci H,0, [25].
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TABELA 1. Rola tlenku azotu w reakcjach odpornosciowych roslin na stres abiotyczny
(na podstawie [44], zmodyfikowane)
TABLE 1. The role of nitric oxide in plant responses toward a variety of abiotic stresses
(based on [44], modified)
Rodzaj stresora Efekt wywolywany przez NO Gatunek rosliny Literatura
Susza i stres Uruchomienie szlaku sygnalizacji |Nicotiana tabacum [17, 44]
osmotyczny ABA, zamykanie szparek, Pisum sativum
indukcja syntezy ABA
Zasolenie Wazrost tolerancji na zasolenie, Nicotiana tabacum [17, 63]
indukcja ekspresji genu kodujace- |Zea mays
go antyporter Na'/H"
Metale cigzkie Wplyw na elongacje¢ korzeni; Hibiscus moscheutos [51]
redukcja aktywnosci NOS
Herbicydy Promowanie aktywnosci enzyméw |Scenedesmus obliquus [44, 46]
syntetyzujacych antyoksydanty Chlamidomonas reinhardtii
Wysoka temperatura |(Gwaltowna synteza NO, wzrost  |Medicago sativa [17]
tolerancji siewek Nicotiana tabacum
Niska temperatura |Spadek aktywnosci RFT Scenedesmus obliquus [53]
Zranienie Podniesienie poziomu NO Arabidopsis thaliana [40, 42]
mechaniczne prowadzace do smierci komdrki |Taxus brevifolia
Scenedesmus obliquus
Promieniowanie UV |Indukcja ekspresji genu Arabidopsis thaliana [1]
kodujacego syntaz¢ chalkonowa |Zea mays

Udziat tlenku azotu w tolerancji na stres dehydratacyjny

Dehydratacja komorek jest nastepstwem wystepowania w srodowisku takich czynnikow
abiotycznych, jak: susza, wysokie zasolenie oraz ekstremalne temperatury. W odpowiedzi
na te czynniki w roslinie dochodzi do szeregu zmian fizjologicznych zwiazanych np. z
synteza zwiazkow organicznych, ktére obnizajac potencjal wody zapobiegaja jej wyptywowi
z komorki oraz zmian molekularnych, polegajacym na zroznicowanej ekspresji wielu genow,
bedacych elementami szlakow zaleznych lub niezaleznych od ABA [41].

Susza jest jednym z najistotniejszych czynnikow ograniczajacych produktywnosé
roslin. Dowiedziono, iz susza promuje synteze tlenku azotu u grochu i tytoniu [16].
Aplikowany egzogennie nitroprusydek sodu (SNP), bedacy donorem NO, obniza
straty wody w siewkach pszenicy poddanych warunkom suszy. Stymuluje ponadto
wyplyw jonow i inicjuje zamykanie aparatdw szparkowych, co poprzez ograniczenie
utraty wody wywoluje zwiekszong tolerancj¢ rosliny na stres spowodowany susza
[14]. Specyficzny wymiatacz NO, (cPTIO; 2-(4-karboksyfenylo)-4,4,5,5-tetrametylo-
imidazolino-1-oxyl-3-tlenek potasu) powoduje odwrocenie efektu wywotanego
dzialaniem tlenku azotu. Wiadomo, ze obecnos$¢ sprawnego mechanizmu zamykania
aparatow szparkowych ma istotne znaczenie w odpornosci roslin na deficyt wody.
NO selektywnie aktywuje wewnatrzkomorkowe kanaly wapniowe w komorkach
przyszparkowych V. faba poprzez szlak sygnalizacyjny zalezny od cGMP/cADPR,
ujawniajac zaangazowanie tlenku azotu jako czasteczki sygnalowej w zamykaniu
aparatow szparkowych [12]. Ponadto stwierdzono, ze obecnos¢ reduktazy azotano-
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wej (NR), ktora reaguje na zmiany stezenia ABA, jest wymagana do indukowanego
przez ABA zamykania aparatow szparkowych w komoérkach przyszparkowych
Arabidopsis [8]. NO i RFT uczestnicza takze w zahamowaniu utraty wody przez
liscie siewek pszenicy poprzez stymulacje biosyntezy ABA [57]. NO wykazuje
rowniez zdolno$¢ odwracania negatywnych skutkow stresu osmotycznego. Poziom
aniondéw ponadtlenkowych w mikrosomach izolowanych z komoérek soi jest znaczaco
obnizany po podaniu donora NO, jednakze nie odnotowano podobnego wptywu na
poziom H O,. NO znosi wywolywane przez RFT reakcje cytotoksyczne w lisciach
pomidora. Indukowane susza procesy prowadzace do uszkodzenia struktur komérko-
wych, zaburzen w przeplywie jonow, fragmentacji DNA sa hamowane przez
egzogenne traktowanie NO, a hamujacy efekt NO jest niwelowany przez
traktowanie wymiataczem NO (PTIO). Ochronna rola, jaka peini tlenek azotu w
warunkach stresu osmotycznego, zostala ostatnio potwierdzona w zawiesinach
komorkowych pochodzacych z dwoch ekotypow trzeiny, u ktorej glikol polietylenowy
(PEG-6000) przez indukowanie uwalniania NO, efektywnie chronil przed uszkodze-
niami oraz zwigkszat tolerancj¢ na stres osmotyczny [64].

Problem zaangazowania tlenku azotu w nabywaniu tolerancji na stres solny byt
w ostatnich latach podejmowany wielokrotnie, tak wiec funkcja, jaka pelni NO w
tym procesie zostala opisana u wielu gatunkéw roslin. Traktowanie mtodych siewek
ryzu donorem NO (SNP) ma ochronny wplyw na rosliny poddane stresowi solnemu,
powodujac ich szybszy wzrost i wieksza zywotnosé [53]. W siewkach tubinu zéttego
promuje on kietkowanie nasion i wzrost korzeni [24], a w przypadku kukurydzy
zwigksza wzrost rosliny i przyrost suchej masy [63]. Mutanty Atnoal Arabidopsis,
charakteryzujace sie obnizong aktywnoscia NOS i zredukowanym endogennym
poziomem tlenku azotu, sa bardziej wrazliwe na stres spowodowany NaCl niz rosliny
typu dzikiego [18, 65]. W trakcie wzrostu w warunkach stresu solnego ich
przezywalnos$¢ jest nizsza niz u ro$lin wykazujacych wyzsza aktywnos¢ NOS. Ponadto
w Atnoal jest wyzsze stezenie nadtlenku wodoru niz w roslinach typu dzikiego
zaréwno w warunkach kontrolnych, jak i stresu solnego, co dodatkowo potwierdza
wigksza ich wrazliwos¢. Co najwazniejsze jednak, traktowanie mutantow Atnoal
SNP znosi wszelkie zmiany, powodowane poddaniem roslin stresowi [66].

Wplyw NO na zwigkszenie tolerancji siewek kukurydzy na zasolenie polega na
promowaniu akumulacji jonéw K" w korzeniach, liSciach i pochwach lisciowych oraz
zmniejszeniu stezenia jondow Na' [63]. Dalsze badania wykazaly ponadto, ze zaréwno
traktowanie NO, jak i NaCl stymuluje aktywno$¢ wakuolarnej H'-ATPazy i
H'-PPazy, powodujac zwigkszone przemieszczanie si¢ jondéw H' i wymiang
Na'/H'. Aktywno$¢ H'-ATPaz i H'-PPaz, indukowanych obecnoscia NaCl, byla
zredukowana w obecnosci wymiatacza NO (blgkit metylowy, MB-1) [63]. Wytwo-
rzenie odpornosci na zasolenie w kallusie Populus euphratica jest stymulowane
poprzez aplikacje NO i ma takze wplyw na wzrost wspolczynnika K'/Na™ [62].
Ekspresja genu OsNOAI u ryzu, bedacego homologiem genu AtNOAI Arabidopsis,
prowadzi do podniesienia poziomu NO oraz ekspresji genu A1SOS1, kodujacego
bialko antyportera Na'/H" oraz genu AtAHA?2, kodujacego H'-ATPaze, powodujac
zwigkszenie fenotypdw z nabyta tolerancja na zasolenie. Podobne zjawisko moze
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by¢ wywolane przez egzogenng aplikacj¢ donoréw NO [44]. Sugeruje si¢ wigc, ze
NO moze wzmagaé tolerancje roslin na zasolenie przez zwigkszanie ekspresji genu
btonowego antyportera sodowo-protonowego i gendéw H+-ATPazy, ktore sa
niezbedne dla zachowania homeostazy jonow Na'/K" [48].

Rola tlenku azotu w warunkach ekstremalnych temperatur moze polega¢ na obnizaniu
poziomu wolnych rodnikow powstatych w wyniku dziatania wysokiej lub niskiej
temperatury. Wykazano, ze zarowno w komorkach epidermy, jak i w zawiesinie
komorkowej tytoniu wysoka temperatura generuje gwattowny i znaczacy wzrost poziomu
tlenku azotu [17]. U lucerny krétkotrwaly stres termiczny zwigksza produkcje NO, co
wplywa na zahamowanie syntezy etylenu, a traktowanie siewek kukurydzy, pszenicy i
ryzu donorem NO zapobiega uszkodzeniom fotosystemu II (PSII) [53].

Udziat tlenku azotu w tolerancji na herbicydy, UV, metale ci¢zkie
i stres mechaniczny

Istnieje niewiele danych o roli NO w reakgeji roslin na herbicydy. Wykazano, ze tlenek
azotu wplywa ochronnie na blong chloroplastu, gdyz rozpad chlorofilu, ktory zostat
zainicjowany przez dikwat, mozna bylo odwrdci¢ przez traktowanie SNP. Ponadto podanie
tlenku azotu bezposrednio po podaniu parakwatu zapobiega redukcji ogolnej ilosci bialek,
zmniejsza poziom dialdehydu malonowego i poprawia aktywnosé enzymow antyoksydacyjnych,
takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydazy czy reduktaza glutationowa [22].

Tlenek azotu jest takze zaangazowany w mechanizmy obronne rosliny przed
szkodliwym dzialaniem UV. Stwierdzono, ze w wyniku wystawienia Arabidopsis
na dzialanie promieniowania UV-B nastepuje znaczacy wzrost poziomu zaro6wno
NO, jak i reaktywnych form tlenu (RFT). Wiadomo takze, ze aktywno$¢ NOS w
hypokotylach kukurydzy znaczaco wzrasta po ich wystawieniu na dziatanie tego
promieniowania. Tlenek azotu indukuje rowniez ekspresj¢ gendw zwigzanych z
reakcja obronng (PR-1 i PAL) oraz wplywa na ekspresj¢ genu syntazy chalkonowej
(CHS), jednak powyzsze procesy nie sg zalezne od RFT. Te nieliczne wyniki moga
sugerowac, iz NO moze funkcjonowaé jako przekaznik drugiego rzgdu spetniajacy
role antyoksydacyjng przy oddzialywaniu promieniowania UV [1].

Metale cigzkie stanowia kolejna grupe czynnikow stresowych, w reakcje na nie
zaangazowany jest NO. Dostepne w chwili obecnej wyniki badan wskazuja, ze NO
w obecnosci jondw metali ciezkich zwicksza aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych,
przede wszystkim dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Wykorzystujac techniki
mikroskopowe zauwazono, ze wstgpne traktowanie SNP znaczaco zredukowato
zaindukowana przez O,-specyficzng fluorescencje w korzeniach tubinu zdltego
traktowanych jonami metali cigzkich [24]. Wyniki sugeruja, ze antyoksydacyjna funkcja
NO moze by¢ realizowana przez usuwanie O, z tkanek poddanych stresowi. Podobny
efekt zostat zaobserwowany w kulturach komérkowych soi wystawionych na dziatanie
zielenicy (Chlorella vulgaris) traktowanej kadmem i1 miedzig. Ostatnie doniesienia
sugeruja, ze tlenek azotu tagodzi toksyczny wplyw wywierany przez jony AI** na
wydluzanie si¢ korzeni hibiskusa bagiennego (Hibiscus moscheutos) [44, 51].



672 W. GRZEGORZEWSKA, K. JAWORSKI, A. SZMIDT-JAWORSKA

Zranienie jest pospolitym uszkodzeniem, ktdre wystepuje w wyniku dziatania zaréwno
czynnikdw biotycznych, jak i abiotycznych. W wyniku takiego uszkodzenia nie tylko
dochodzi do rozerwania tkanki, lecz takze otwarcia drogi do inwazji organizméw
patogennych. Uszkodzenie tkanek uruchamia szereg procesow, ktdre potocznie sg
nazywane reakcja roslin na stres mechaniczny i obejmuja: (1) naprawe uszkodzonych
tkanek, (2) produkcje substancji, ktore zapobiegna penetracji uszkodzonej tkanki przez
organizmy patogeniczne, (3) uruchomienie szlaku obronnego czy (4) przestawienie
metabolizmu na zwigkszone zapotrzebowanie na substancje odzywcze.

Wyniki badan pokazuja, ze szereg hormondéw oraz czasteczek sygnalnych jest
zaangazowanych w odpowiedz roslin na zranienie, posrod ktorych NO odgrywa
istotng role. W hipokotylach ogorka siewnego oraz lisciach i warstwie epidermy
rzodkiewnika zranienie wywotuje lokalng i bardzo szybka akumulacje NO. Mecha-
niczne uszkodzenie liSci Arabidopsis wptywa na aktywnos$¢ NOS i podniesienie
stezenia NO. Pojawily sie rowniez dane, ze odpowiedz na niektére rodzaje stresu
jest specyficzna gatunkowo. Nie stwierdzono podniesienia poziomu NO w uszko-
dzonych mechanicznie lisciach pomidora i tytoniu, natomiast zranienie lisci ziemniaka
powoduje usuwanie kalozy oraz wzrost poziomu transkryptu genu PAL i ekstensyny.
Te same efekty byly obserwowane w wyniku podania SNP [40].

WSPOEDZIAY ANIE NO Z INNYMI CZASTECZKAMI SYGNALNYMI
W ODPOWIEDZI ROSLIN NA STRES

Od kilku lat pojawiaja si¢ prace, dotyczace zaleznosci pomigdzy NO a innymi
czasteczkami sygnalnymi, przyktadowo pomigdzy NO i auksyna w indukcji tworzenia
korzeni, wspoldziatania NO z etylenem w procesie dojrzewania owocow, interakcji
pomiedzy NO i ABA w regulacji ruchéw aparatow szparkowych, a takze kwasem
jasmonowym w reakcji na zranienie [6, 26].

Badania dotyczace mechanizméow sygnalizacji NO w odpowiedzi na czynniki
stresowe sg prowadzone ze zmiennym powodzeniem od wielu lat. Wigkszos¢ badan
byla i jest prowadzona na komoérkach szparkowych (ryc. 2). Wiadomo, ze ABA
indukuje zaréwno syntez¢ NO, jak i H,0,, a czasteczki te s zaangazowane w
proces regulowanego przez ABA zamykania aparatow szparkowych przez wplyw
na regulacj¢ kanaldow wapniowych. Jednak do tej pory nie udalo si¢ stwierdzi¢, w
jaki sposob wlaczaja si¢ one w powyzszy proces. Zaobserwowano, ze egzogenne
podanie H,O, indukuje wzrost stezenia NO w komorkach szparkowych, a procesowi
temu towarzyszy aktywnos$¢ enzymu podobnego do NOS [20, 47]. U Vicia faba i
Arabidopsis zaindukowana zmianami stezenia ABA synteza NO jest zalezna od
ilosei H,O,. Usuwanie H O, z badanego ukfadu przez uzycie antyoksydantow lub
zahamowanie jego syntezy przez inhibicj¢ aktywnosci oksydazy NAD(P)H, wptywa
hamujaco na poziom NO i zamykanie aparatow szparkowych. Analogicznie, usunigcie
NO przez aplikacj¢ PTIO stymuluje zamykanie szparek indukowane przez H O, i
ABA. W komorkach szparkowych podwodjnego mutanta Atrboh D/F, ktory
charakteryzuje si¢ obnizona synteza H,O,, synteza NO jest zredukowana [9].
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Pomimo istnienia tak silnych dowod6éw na indukowana przez H O, syntez¢ NO,
istnieja wcigz pewne niezgodnosci dotyczace tej kwestii. Regulowana przez NO
synteza H,O, zostala opisana w komorkach szparkowych Vicia faba [20, 47].
Jednakze prowadzac badania na tym samym materiale inni badacze nie zaobserwo-
wali takiej zaleznosci [9]. Takze w komodrkach szparkowych Arabidopsis tworzenie
H,O, nie bylo zalezne od NO. Do tej pory nie wyjasniono, z czego wynikaly te
rozbieznosci, sugerowano jedynie, ze moga by¢ one przejawem roznic w rodzaju
tkanki, jakie wzieto do analiz czy niezauwazalnych zmian we wzrosScie, poniewaz
metody wykorzystane do badania byly takie same [38].

Analiza elementoéw bioracych udzial w transdukcji sygnatu i okreslenie ich
lokalizacji w fancuchu transdukcji jest kluczem do zrozumienia zaleznosci pomigdzy
NO i H)O, a regulacja ruchu aparatow szparkowych.

Doswiadczenia fizjologiczne z uzyciem zwiazkéw farmakologicznie czynnych
sugeruja, ze biatka kinazowe aktywowane mitogenem — MAPK (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase) moga bra¢ udziat w zamykaniu aparatéw szparkowych
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RYCINA 2. Schemat obrazuje wspéldziatanic NO, ABA i H,0, w ruchach aparatow szparkowych.
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prawdopodobne oddzialywania (na podstawie [8], zmodyfikowane)

FIGURE 2. Schematic representation of ABA, H O, and NO signaling cross-talk in stomatal guard cells.
Solid lines represent those signaling pathway for which experimental evidence is available; broken lines
indicate predicted pathways (based on [8], modified)
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[19]. Wykazano, ze H,O, aktywuje MAPK w lisciach, kulturach tkankowych i
protoplastach Arabidopsis. Porownywalnie, SNP, donor NO, takze indukuje
chwilowa aktywacje¢ podobnej kinazy [8]. Powyzsze dane moga sugerowaé, ze
zarowno ABA, NO, jak i H,0, moga dziala¢ wspolnie na szlaku kinaz MAP w
regulacji dziatania i funkcjonowania aparatow szparkowych. Aktywacja indukowanej
przez ABA kinazy OST1 poprzedza pojawienie si¢ H,O, w komérkach szparkowych
[37]. Nie wiadomo jednak, czy pojawienie si¢ H O, musi by¢ poprzedzone indukcja
kinazy aktywowanej przez ABA i czy w tym procesie bierze udzial NO.

W rozwigzaniu tego problemu pomogla analiza aktywnosci dwoch fosfataz, tzw.
ABI1 i ABI2, ktére sa negatywnymi regulatorami indukowanej przez ABA
sygnalizacji w komorkach szparkowych. Badania molekularne dowiodly, ze ABI1
dziata powyzej, a ABI 2 ponizej miejsca syntezy H O, w komorkach szparkowych
Arabidopsis [36]. Wyniki te sa jednak sprzeczne z danymi uzyskanymi podczas
analizy mutantéw abil-1 i abi2-1, niewrazliwych na ABA [44]. W ich przypadku
synteza NO jest zalezna od ABA, podczas gdy donor NO (SNP) nie indukowat
zamykania aparatow szparkowych. Wskazywaloby to, ze aktywacja obu bialek ABI1
i ABI 2 zachodzi juz po syntezie NO.

Udowodniono, ze z indukowanym przez ABA zamykaniem aparatow szparkowych
z cala pewnoscia wiaze si¢ podniesienie stezenia cytoplazmatycznego wapnia [48].
Synteza i aktywacja czasteczek odpowiedzialnych za mobilizowanie Ca’* z wew-
natrzkomorkowych magazyndw, takich jak ¢cADPR, poprzedza ten proces [28].
Zaréwno NO, jak i H,0, biorg udzial w aktywacji kanalow wapniowych i inakty-
wacji kanatow potasowych komodrek szparkowych Arabidopsis i Vicia faba [13,
23]. Doswiadczenia fizjologiczne z uzyciem nikotynamidu, bedacego antagonista
syntezy cADPR, wykazaly, ze indukowane przez ABA i NO zamykanie aparatow
szparkowych jest zalezne od obecnosci cADPR w ukladzie. Jednak do tej pory brak
jest danych na potwierdzenie hipotezy, ze NO indukuje wzrost stezenia cADPR czy
to w komorkach szparkowych, czy innych typach komorek.

W komorkach zwierzgcych NO reguluje synteze innej czasteczki sygnalnej, jaka
jest cGMP. W komorkach roslinnych NO takze bierze udziat w zmianach poziomu
cGMP [50]. Zaleznos¢ pomigdzy poziomem cGMP a NO byla opisana w wielu
procesach i typach komorek, takze w komoérkach szparkowych. Traktowanie ODQ
inhibitorem syntezy cGMP ostabia indukowane przez ABA i NO zamykanie aparatow
szparkowych, a proces ten jest odwracany przez wspolne podanie ODQ i niehydro-
lizujacego analoga cGMP (8-Br-cGMP). Traktowanie samym 8-Br-cGMP nie promuje
zamykania szparek sugerujac, ze synteza cGMP jest istotna, lecz niewystarczajaca
do zamknigcia szparek lub konieczne sa zmiany stezenia cGMP, bedace wynikiem
wspodldziatania cyklazy guanylanowej odpowiedzialnej za jego syntezg i fosfodieste-
razy odpowiedzialnej za jego inaktywacje. W przypadku nichydrolizujacego analogu,
nie dochodzi do jego rozpadu, a wysoki poziom cGMP utrzymuje si¢ w komorce
przez dluzszy czas, co moze istotnie wptywac¢ na analizowany proces. W przeciwien-
stwie do cGMP indukowane przez H,0, zamykanie szparek jest hamowane przez
ODQ [8], co sugeruje, ze H,0, i NO zaleza do 2 niezaleznych szlakow transdukcji
sygnatu, w ktérych cGMP odgrywa doniosla role.
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Jak wykazano powyzej, istnieje zbieznos¢ pomiedzy synteza NO i H,O, w
regulowanym przez ABA funkcjonowaniu aparatow szparkowych. Wydaje sie, ze
sygnalizacje ABA/H O, i ABA/NO w aparatach szparkowych nie sa zjawiskami
wystepujacym tylko u Arabidopsis i Vicia faba. Sa one elementami calej sieci
réznych powiazan i mogg dziala¢ wspolnie podczas koordynowania ruchéw aparatow
szparkowych.

PODSUMOWANIE

Intensywne badania nad wystgpowaniem i rola fizjologiczng tlenku azotu podjgto
w wielu osrodkach badawczych na $wiecie po wykazaniu, ze wykryty w latach 80
srodblonkowy czynnik rozkurczajacy naczynia krwionosne jest w rzeczywistosci
wolnym rodnikiem — NO.

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat obserwuje sie znaczacy postep w badaniach
metabolizmu i roli NO u roslin. Obecnie coraz wiecej wiemy o zrodtach uzyskiwania
przez rosliny NO oraz sposobach szybkiego usuwania tych reaktywnych czasteczek
z komorek. Znacznie poszerzyla sie rowniez wiedza dotyczaca procesow, w ktdrych
udzial NO zostal udowodniony. Wszystkie one wskazuja, ze NO w komorkach
roslinnych jest uniwersalng czasteczka zaangazowana w procesy (pato)fizjologiczne.

Badania przebiegaja na réznych plaszczyznach i dotycza, oprocz wymienionych
wyzej, rowniez, a moze przede wszystkim, poszukiwania zwiazkéw pomiedzy
sygnalizacja NO a innymi szlakami przesytania sygnalow w komorce. Staje si¢
bowiem coraz bardziej oczywiste, ze rdzne szlaki sygnatowe, ktére do tej pory byly
analizowane niezaleznie, stanowia sie¢ przeptywu informacji, a NO odgrywa w nich
donioste znaczenie. Niedawne odkrycie wskazujace, ze indukowana przez ABA
synteza NO jest zalezna od produkeji H,O,, jest tego najlepszym dowodem. Pelne
poznanie mechanizmdéw regulujacych metabolizm i funkcjonowanie NO stanowié
bedzie znaczny wklad w zrozumienie ogolniejszych mechanizméw przenoszenia
sygnatu w komoérce roslinne;.
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