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METABOLITY STRESOWE ROSLIN WYZSZYCH
STRESS METABOLITES OF THE HIGH PLANTS

Organizmy zywe znajduja si¢ w nieustannej walce z réznymi czynnikami $rodo-
wiska zewnetrznego. Reakcje obronne sa stosunkowo dobrze poznane w Swiecie
zwierzat i bywaja coraz czg$ciej porownywane ze zjawiskami spostrzeganymi wsrod
roélin. Metabolitami stresowymi u tych ostatnich sa fitoaleksyny, ktére wykryto
dotad jedynie w ro$linach wyzszych. Z uwagi na skromne informacje o fitoaleksy-
nach w literaturze krajowej [44] wydawalo si¢ celowe przyblizenie czytelnikowi tej
grupy zwiazkow naturalnych.

Nazwa fitoaleksyna wywodzi sie z jezyka greckiego — phytoalexin, phyton —
roélina, alexein — ochrania¢.

Ogdlnie przyjeto, ze sa to ,niskoczasteczkowe zwiazki przeciwbakteryjne syn-
tetyzowane i gromadzone w ro$linach pod wplywem dzialania mikroorganizméw”.
Powstaja prawdopodobnie z odmiennych prekursoréw i sa de novo syntetyzowane
przez enzymy [2, 8].

Chemiczne czynniki odpornosSciowe

Pierwszymi czynnikami odporno$ciowymi wykrytymi w roslinach byly piro-
katechina i kwas protokatechowy, ktére stwierdzono w cebulach gatunku Allium
cepa L. infekowanych grzybem Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl. DoSwiadcze-
nia nad wytwarzaniem przez tkanke roslinna substancji przeciwgrzybiczych zapo-
czatkowal Bernard [11], uzywajac bulw storczykéw poddawanych dzialaniu
grzyba Rhizoctonia repens Bernard. Substancja fungistatyczna okazala si¢ pochodna
fenantrenu — orchinol. Nastgpnym zwiazkiem o analogicznych wlasciwosciach byt
seskwiterpenoid — riszitina, wyodrgbniony Z organéw podziemnych ziemniaka
(ryc. 1). -

Na przykladzie uprawianych gatunkéw zbdz, opornych na rdz¢ zbozowa, /
obserwowano szybkie obumieranie komoérek w miejscu infekcji. To zjawisko prze<
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ciwdzialania na inwazyjne szczepy grzybow okreslit Stakman [11] jako nadwrazli-
wos¢ (hypersensitivity).

Miiller i Boérger [11], prowadzac obserwacje ziemniakow zainfekowanych
grzybem — Phytophthora infestans (Mont.) De Bary stwierdzili, ze tkanki roslinne
w wyniku nadwrazliwosci produkuja specjalne zwigzki chemiczne. Wydzielane
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Ryc. 1. Struktury najczesciej spotykanych fitoaleksyn: izoflawonoidy [1, 2], seskwiterpenoidy [3], fura-
noacetyleny [4], poliacetyleny [5], stilbeny [6].

substancje posiadaly wlasciwosci inhibicyjne wobec pewnych szczepéw stosowanego
grzyba. Dzialaly rowniez fungistatycznie na inne rodzaje grzybow pasozytniczych.
Wspomniani powyzej autorzy zaproponowali dla tych nie wyodrgbnionych substan-
cji obronnych nazwe hipotetyczna — fitoaleksyny.

Za pierwsza fitoaleksyne uwaza si¢ pochodna pterokarpanu -— pizatyne (ryc. 1)
wyodrgbniong z gatunku Pisum sativum L. W niedlugim czasie po odkryciu piza-
tyny, wydzielono nastepny zwiazek z Phaseolus vulgaris 1. — fazeoling. Dotad
wykazano obecno$é fitoaleksyn w 20 rodzinach systematycznych. Giownym przed-
miotem badan byly rosliny okrytonasienne, w niewielu przypadkach gatunki o for-
mach drzewiastych [4, 5, 34]. Brak dotad informacji o stwierdzeniu tego rodzaju
zwigzkow w roélinach nizszych. Najdokladniej sa zbadane fitoaleksyny w rodzinach
Fabaceae (Leguminosae) i Solanaceae. W pierwszej rodzinie dominuja pochodne
typu izoflawonoidu jak: pterokarpany, kumestany, izoflawony, izoflawanony
i izoflawany. Wymienia si¢ rOwniez dalsze zwiazki jak: furanopochodne benzenu
i acetylenu, chromony, flawanony i stilbeny (ryc. 1).

Ingham [26] podaje dla poszczegdlnych substancji wlasciwosci fizykochemiczne
oraz gatunek i organ roéliny, z ktoérego zostaly wydzielone. Autor zamieszcza przy
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wigkszosci zwiazkow oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej. Z tych informacji wy-
nika, ze dla 71°/, badanych fitoaleksyn wartosci ED;, wynosza ponizej 50 pg/ml.
Wsr6d pochodnych izoflawonoidu najaktywniejsze sa zwiazki typu pterokarpanu
1 izoflawanu.

W rodzinie Psiankowatych metabolitami stresowymi okazaly si¢ zwiazki feno-
lowe, seskwiterpenoidy, poliacetyleny i glikoalkaloidy steroidowe.

Roézny charakter chemiczny posiadaja fitoaleksyny stwierdzone w pozostalych
rodzinach systematycznych. Lacznie z rodzing Fabaceae, pochodne stilbenu wy-
kryto w taksonach: Vitaceae, Pinaceae i Malvaceae [9]. Ostatnio z gatunku rodzaju
Nicotiana wydzielono nowe fitoaleksyny seskwiterpenoidowe o wlasciwosciach
przeciwgrzybiczych [6, 46, 47]. Antybiotyczng aktywno$¢ omawianych metaboli-
tow, stwierdzono nie tylko w odniesieniu do grzybow patogennych lecz réwniez
bakterii, szczegélnie gram-dodatnich [22].

Dane zamieszczone w literaturze minionych pigciu lat informuja o wykryciu
nowych grup zwiazkéw zaliczanych do metabolitow stresowych. Poza najczesciej
spotykanymi zwiazkami z grupy izoflawonoidow [10, 25, 27—31], seskwiterpeno-
idow [6, 33, 42, 46] i stilbenow [1, 9], wykryto zwiazki o charakterze fitoaleksyn:
pochodne antronu [50] i furanu [34, 43], lignany [35]; amidy fenolowe -[38, 41]
i alkaloidy [16].

Wyzwalacze fitoaleksyn

Na przykladzie Pisum sativum L. stwierdzono, ze ro$lina syntetyzuje pizatyng
nie tylko w obecnosci spor grzyba Monilinia fructicola (Wint.) Honey lecz takze
pod wplywem dzialania chlorku rteciowego i chlorku miedziowego. W oparciu
o wyniki dalszych badan okazalto si¢, ze poza mikroorganizmami, istnieje szereg
czynnik6w inicjujacych wytwarzanie i gromadzenie fitoaleksyn w tkankach ro$lin-
nych. Czynniki te nazwano wyzwalaczami (elicitors) i podzielono na dwie grupy
[51]: wyzwalacze biotyczne — pochodzenia biologicznego i wyzwalacze abiotycz-
ne — obejmujace czynniki fizykochemiczne. Do pierwszej grupy naleza: wirusy,
bakterie, grzyby, ryjkowce, nicienie. Okazalo sig, ze nie tylko wymienione organiz-
my zywe moga spelniaé rolg elicytorow, ale rowniez ich sktadniki. Najczesciej sa to
komponenty $cian komdrkowych grzybow, zwiazki o duzych molekutach jak: we-
glowodany, glukoproteiny, polipeptydy oraz enzymy [48]. Wlasciwosci wyzwalaczy
wykazywaly réwniez kwasy tluszczowe i frakcje komponentéw rozpuszczalnych
w wodzie otrzymywanych przez ekstrakcje grzybni. Dopatrywano si¢ rowniez obec-
noéci endogennych wyzwalaczy fitoaleksyn w wyciagach roslinnych [8].

W grupie elicytor6w abiotycznych wymicnia si¢: sole metali cigzkich, inhibi-
tory oddychania, jak fluorek sodowy czy cyjanek potasowy, nicktére detergenty,
antybiotyki, syntetyczne peptydy oraz jady wezdw 1 pszczol. Wnioskuje si¢ poza
tym, Ze role wyzwalaczy abiotycznych spelniaja regulatory wzrostu roélin jak:
etylen, kwas indolilo-3-octowy, kwas 2.4-dichlorofenoksyoctowy i kwas 2,4, 5-
trichlorofenoksyoctowy.
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Biosynteze fitoaleksyn mozna rowniez inicjowac czynnikami fizycznymi poprzez
uszkodzenie tkanki roSlinnej (nacigcia, uklucia, stluczenia), naswietlanie promie-
niami nadfioletowymi, a rowniez przez zamrozenie. Obecnie niektére czynniki
stresowe s3 wykorzystywane w ukierunkowywaniu biosyntezy metabolitow wtor-
nych [16].

Kultury tkankowe w badaniach fitoaleksyn

Roslinne kultury tkankowe i komorkowe okazaly si¢ uzyteczne w studiach nad
odporno$cia roslin i wyjasnieniem mechanizmu regulacji biosyntezy fitoaleksyn
[32]. Dotychczasowe badania polegaly na izolacji i okre§leniu budowy zwiazkow
produkowanych przez komorki kalusa badz kultury zawiesinowej, w odpowiedzi
na stres wywolany réznymi elicytorami.

Biosynteza i gromadzenie fitoaleksyn w kulturach tkankowych byla kontrolo-
wana przede wszystkim przy uzyciu elicytoréw biotycznych [7, 14, 21, 37, 45].
Rzadziej stosowano wyzwalacze abiotyczne [13, 14, 21, 35]. Wigkszo$¢ prac do-
tyczyla izoflawonoidow i seskwiterpenoidéw w kulturach tkankowych roélin z ro-
dziny Fabaceae i Solanaceae. Przyklady ro§linnych kultur in vitro syntetyzujacych
fitoaleksyny przedstawia tabela I.

Stosowanie ro$linnych kultur in vitro w badaniach fizjologicznych nad produkcja
fitoaleksyn stwarza mozliwosci dokladnych obserwacji z uwagi na otrzymywanie
duzej liczby komorek rosnacych w identycznych, kontrolowanych warunkach, ktore
moga byé wprowadzane w kontakt z odpowiednim elicytorem. Ten typ do$wiadczen
pozwala latwo $ledzié interakcje gospodarz — patogen. Kultury komoérkowe byly
z powodzeniem stosowane w badaniach nad wieloma gatunkami ro$lin infekowa-
nymi réznymi szczepami bakterii i grzybow [15, 17]. W tego rodzaju badaniach in
vitro, najczgSciej stosowanym i wygodnym, eksperymentalnym narzedziem jest
uklad — kultury tkankowe Nicotiana tabacum L. w kontakcie z grzybem Phyto-
phthora parasitica Dast. var. nicotiana [23, 24]. W wyniku licznych badan okre-
§lono wymagania tej kultury dotyczace regulatoréw wzrostu, poznano warunki
roznicowania i sklad metabolitow. CzgSciowo wyjasniono réznice wystepujace
w metabolizmie tkanek w kulturze in vitro i roélin gruntowych.

Pomimo licznych zalet, wyniki uzyskiwane w badaniach nad fitoaleksynami z za-
stosowaniem roSlinnych kultur in vitro sa cz¢sto kontrowersyjne. Przyczyna lezy
prawdopodobnie w braku genetycznej jednorodnosci badanych tkanek roslinnych
i w samej naturze kultur tkankowych. W przeciwienistwie do zwierzgcych kultur
tkankowych, gdzie komorki zachowuja wiele swoich cech indywidualnych, roslinne
kultury in vitro zwykle tworza niezréznicowana zawiesing lub mas¢ komorek (kalus),
bedacych w stanie ciaglej aktywnosci merystematycznej. Ich wtérny metabolizm
moze by¢ bardzo odmienny od roflin gruntowych, z ktérych zainicjowano kulture
i moze zmienia¢ si¢ w zaleznosci od pozywki. Ingram [32] dopatruje si¢ istotnych
réznic w interakcji patogen — roélinna kultura tkankowa, co takZe w rezultacie
moze prowadzi¢ do odmiennego metabolizmu.
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Przyklady roslinnych kultur in vitro syntetyzujacych fitoaleksyny
Gatunek Rodzaj Fitoaleksyna Grupa Lite-
B kultury chemiczna ratura
|
Fabaceae :
Pisum sativum L. | K pizatyna 2
Phaseolus vulgaris L. ! KZ fazeolina 2
fazeolinoizo- |
I flawan !
. i kumestrol izoflawo-
| | . i i
| Glycine max (L.) Merr. | K gliceolina noidy ! 15
. KZ gliceolina 15
| Vigna angularis Ohwi et Ohashi | Kz | daidzyna 35
| Trifolium repens L. | K I medikarpina 20 l
Solanaceae , ' | Ii
| | | E
| Nicotiana tabacum L. K | riszitina 5 19 |
| Nicotiana tabacum L. | K kapsidiol ] 24
| Nicotiana tabacum L. K fituberyna ! 17
.‘ fituberol ‘. SBS.kWI-
| Nicotiana clevelandii A. Gray | K kapsidiol ?mpeno- 19
| Solanum tuberosum L. | KZ riszitina idy 3
| | lubimina
i | solavetivon
' Apiaceae : - |
| Daucus carota L. I, KZ : 6-metoksy- kumaryny 37
;| 1 melleina
| |
| Rubiaceae I
| Cinchona ledgeriana Moens I KZ antra- 50
| Cinchona pubescens Vahl | K chinony 50
Coffea arabica L. KZ alkaloidy 16

Objasnienia: K — kalus, KZ — kultura zawiesinowa komorek.

Niektore z warunkéw potrzebnych do zalozenia kultur tkankowych spekniaja
role elicytoréw abiotycznych. Np. stosowane w kulturach in vitro regulatory wzrostu,
sterylizacja eksplantatéow (detergenty, chlorek rteciowy), badZz ich fragmentacja
(np. liscieni), krotkie zamrozenie, czy intensywne oSwietlanie kultur, itp. [12, 16,
18, 49]. Wykazano réwniez, ze cytokininy, mleczko kokosowe i ekstrakt drozdzowy
wplywaja na regulacj¢ syntezy fitoaleksyn [18, 32, 39, 40]. W tym kontekscie na-
suwa si¢ wniosek, ze metabolitami stresowymi moga by¢ zwiazki, ktore wykrywa sig
w kulturach tkankowych, a ktérych nie syntetyzuje odpowiednia roélina uprawiana
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w glebie. Czynione sa proby wykorzystywania w ro$linnych kulturach komorkowych
czynnikéw stresowych do zwigkszania produkcji metabolitow wtornych o wlasci-
wosciach farmakologicznych [16].

Jak w kazdej dziedzinie badari naukowych, rowniez wyniki uzyskane z zasto-
sowania techniki kultur in vitro musza by¢ traktowane ze znaczna ostroznoscia,
a problem biosyntezy fitoaleksyn w hodowlach tkankowych wymaga dalszego
wyjasniania.

Podsumowanie

Obronnosé roélin przed zakazeniem ma inny charakter niz u zwierzat. Miejsce
anamnestycznej reakcji odporno$ciowej zajmuje u roslin odpornos¢ demarkacyjna
zwiazana z lokalna nadwrazliwoscia komorek lub tkanek roslinnych [36]. Po wni-
knieciu pasozyta, szczegOlnie grzybowego, nastgpuja znaczne zmiany strukturalne ‘
i przebiegu proceséw metabolicznych. Obumarte, zakazone komorki sa oddzielone
od tkanek zdrowych, ktére sa prawdopodobnie miejscem produkcjifi toaleksyn.
Obok istnienia pojecia ogdlnej odpornoéci roélin na drobnoustroje, fitoaleksyny
mozna traktowaé jako czynniki samoobronne, odkryte w wyniku poznania nowego
metabolizmu roslin.

Uwaza sie, ze¢ w poczatkowej fazie poznania znajduja si¢ liczne zagadnienia
z dziedziny fizjologii, fitopatologii czy biochemicznej kontroli mechanizmu syn-
tezy i gromadzenia fitoaleksyn. Obecna wiedza o fitoaleksynach opiera si¢ w wigk-
szo$ci na badaniach roélin z rodziny Fabaceae i Solanaceae. By wykazaé, czy bio-
synteza metabolitow stresowych jest uniwersalnym procesem roSlin wyzszych,
istnieje potrzeba zwigkszenia ilosci badan obejmujacych rozne taksony. Obok wielu
probleméw oczekujacych naukowego wyjasnienia, stawiane sa migdzy innymi py-
tania: Czy wszystkie roéliny sa zdolne do biosyntezy metabolitow stresowych?
Jaka role w tej dziedzinie przypisuje si¢ ekspresji. genow i jaki rodzaj prekursorow
jest 0dpow1ed21alny za biosyntezg¢? Czy fitoaleksyny o whsuwoscmch bakterio-
statycznych i fungistatycznych znajda zastosowanie w lecznictwie?
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