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1. UVOD

Dusikov monoksid (NO) bioaktivna je molekula koja sudjeluje u brojnim i razli€itim
aktivnostima kod filogeneticki udaljenih vrsta, ali i uzrokuje oprecCne efekte u bioloski
srodnim sustavima. Prvotno je detektirana u sisavaca kao kljucna glasnicka molekula
kardiovaskularnog, imunoloskog i neuroloskog sustava u kojima igra regulatornu, signalnu,

citoprotektivnu, te citotoksi¢nu ulogu (Ignarro, 1990; Anbar, 1995).

Razlog svestranosti duSikova monoksida krije se u nacinu na koji ostvaruje interakcije
sa ciljnim molekulama, sudjelujuci prvenstveno u redoks procesima, te snaznim aditivnim
mehanizmima (Stamler, 1994). Upravo iz tog razloga proteini koji sadrze metale i tiolne
skupine predstavljaju glavne mete za NO. Izmedu ostalih to su signalni proteini, receptori,
enzimi, te transkripcijski faktori. Takoder moze stvarati direktne interakcije s molekulom
DNA.

U kemijskom pogledu, NO je mala i vrlo difuzibilna molekula, koja u kratkom
vremenskom periodu brzo prolazi kroz staniche membrane, te istovremeno aktivira brojne i
razliCite procese. U tom smislu takoder moze koordinirati i regulirati stanicne funkcije

mikrosoma (in vitro), ali i organela poput mitohondrija.

Sveprisutnost kemijskih reakcija u kojima sudjeluje dusikov monoksid, kao i €injenica
da su biokemijski i molekularni mehanizmi brojnih fizioloSkih procesa visoko oCuvani u
razlicitih vrsta, otvorili su mogucnost istraZzivanja interakcija dusikova monoksida sa brojnim,
filogenetski divergentnim, bioloskim sustavima. Biljke nisu iznimka. U zadnje vrijeme
intenzivno se proucava funkcija dusSikova monoksida u biljnim sustavima, koja je dugo bila
relativno neistrazeno podrucje. Upotrebom eksperimentalnih metoda iz domena biokemije,
molekularne genetike, strukturne biologije, te klasicne fiziologije, oCekuju se i brojna nova

otkri¢a u narednim godinama.

Istrazivanja funkcije duSikova monoksida u biljnim sustavima uglavnom su svedena
na tri glavna podrucja: (i) potraga za NO, odnosno izvorima Kkoji ga generiraju; (ii)
proucavanje djelovanja NO koristenjem egzogenih tretmana; te (iii) identifikacija i izolacija
molekula analognih spojevima koji sudjeluju u animalnim NO-ovisnim putevima prijenosa

signala (npr. cGMP, Ca?*, kalmodulin).



2. SINTEZA DUSIKOVA MONOKSIDA

Da bi doslo do pravovremene aktivacije jednog ili vise NO-ovisnih puteva prijenosa
signala potrebna je brza i uCinkovita mjesno-specificna sinteza. lako se dusikov monoksid
moze stvarati kemijskom katalizom (Neill et al., 2003), mnogo je vjerojatnije da nastaje
enzimatskom aktivnoS¢u. Prikazan je pregled potencijalnih puteva sinteze duSikova
monoksida u biljaka (slikal).

NO,-

Flasma Mitrite: NO
membrane reductase
(root) | (Ni-NOR)

1|

NOE' Cytoplasm _ NOE'
Nitrate P |
& h
reductase No Mitochondria

(NR)  production

Cytoplasm .
Chil last
F‘eromsﬁz: ~/ AtNOS1 Chloroplast
. !
Mitochondria (AtNOA1) 7
L-Arginine NO,-

Slika 1. Putevi sinteze dusikova monoksida (NO) u biljnim stanicama (preuzeto iz Wilson et al. 2008)

U Zivotinja postoji familija sintaza koju Cine konstitutivno eksprimirane eNOS i
NNQOS, te inducibilna mNOS/iNOS. U sisavaca su u obliku dimernih proteina mase 130-160
kDa, koji kratkim redoks metabolickim putem konvertiraju L-arginin (preko intermedijera
hidroksil-arginina) u L-citrulin pri ¢emu se simultano otpusta NO. Upravo preko ovoga
metabolickog puta istraZzivana je vjerojatna homologija s biljnim fizioloSkim sustavom.
Upotreba molekularnih analoga L-arginina (poput N®-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME)
koji efektivno inhibiraju animalne NOS sintaze) u biljnim je sustavima omogucila

pretrazivanje biljnih homologa navedenih enzima, te njihovu detekciju (Crawford 2006).



Rani dokazi za prisutnost arginin-ovisnih homologa NOS u peroksisomima graska
dobiveni su imunokemijskom detekcijom (Del Rio et al. 2002), te kemiluminiscencijom i
elektromagnetskom rezonancom (Corpas et al. 2004). Isti autori su detektirali prisutnost
enzimske aktivnosti u korijenu, stabljici i listovima dok je Valderrama et al. (2007) dokazao
salinitetom induciranu aktivnost u maslinama (transdukcija abiotiCkog stresa). Glavni
problem predstavljala je identifikacija gena koji kodiraju za navedene enzime, s obzirom na

nepostojanje homologa animalnih alela u tada sekvenciranim biljnim genomima.

Analizom homologije genoma puza, Guo, Okamoto & Crawford (2003) predloZili su
postojanje kodirajuceg gena za NOS u urocnjaku (Arabidopsis thaliana) i nazvali ga AtNOSL.
Daljnjim istrazivanjima dokazali su sposobnost genskog produkta da konvertira L-arginin u
L-citrulin (insercijski mutant je pokazivao suprimiranu ekspresiju NO). lako su paralelne
studije u poCetku potvrdivale dobivene rezultate (He et al. 2004; Zeidler et al. 2004; Bright et
al. 2006) u zadnje vrijeme isti nisu uspjeSno reproducirani (Zemojtel et al. 2008). Stoga je
generalni konsenzus da iako nije NOS u uzem smislu, AtNOSL predstavlja vaZzan faktor u
sintezi i akumulaciji duSikova monoksida. Trenutno nije uspjesno kloniran i definitivno

identificiran gen koji kodira NOS u domeni biljne fiziologije.

Alternativni izvor biljnog NO rezultat je enzimske aktivnosti nitrat reduktaze (NR).
lako je uglavnom povezan sa asimilacijom dusika, ovaj enzim moZe stvarati NO iz nitrita u
NAD(P)H-ovisnoj reakciji (Dean & Harper 1986; Rockel et al. 2002). Urocnjak (Arabidopsis
thaliana) posjeduje dva gena za NR (NIAL i NIA2) koji daju vrlo slicne proteine (83.5%
homologije). Genetickom analizom dvostrukih mutanata dokazana je ukljuCenost nitrat
reduktaze u ABA ovisnoj indukciji NO u stanicama zapornicama puci (Desikan et al. 2002).
Komparativnom analizom pojedinacnih mutanata utvrdeno je kako glavnu ulogu u doti¢noj
ekspresiji ima izoforma kodirana genom NIA1 (Bright et al. 2006), kao odgovor na podrazaje
koji uzrokuju zatvaranja puci. S obzirom da sudjeluje u signalizacijskim putevima, mora
postojati regulacija aktivnosti NR. IstraZzivanja su pokazala kako je ekspresiju duSikova
monoksida putem NR moguce modulirati fosforilacijom konzerviranog serina (Serss, kod
urocnjaka) (Rockel et al. 2002), odnosno vezivanjem specificnih transkripcijskih faktora koji
reguliraju njegovu proteolizu (Weiner & Kaiser 1999). Inaktivacija navedenih mehanizama
dovodi do poviSene ekspresije NO. Isti uCinak se postize u uvjetima hipoksije, te prilikom

modulacije endogene razine nitrita (Morot-Gaudry-Talarmain et al. 2002; Rockel et al. 2002).



Osim navedenih, u biljaka su pronadeni i alternativni putevi sinteze duSikova
monoksida, poput membranske nitrit-NO oksidoreduktaze (Ni-NOR) za koju se smatra da je
specificna za korijen (Stohr & Stremlau 2006), te oslobadanja NO u metabolickim putevima
koji se odvijaju u organelima. Primjer je redukcija nitrita u NO posredstvom mitohondrija
stanica duhana (Planchet et al. (2005), odnosno pretvorba arginina ili nitrita u isti produkt
metabolizmom kloroplasta soje (Jasid et al. 2006).

3. INTERAKCIJA NO | REAKTIVNIH OBLIKA KISIKA (ROS)

Poput duSikova monoksida, postoje i drugi reaktivni spojevi koji sudjeluju u
signalizacijskim putevima kod biljaka. Najbolje prouceni su ROS poput superoksidnog aniona
(O2) i vodikova peroksida (H,0;). Oni se vrlo Cesto, prostorno i metaboliCki, eksprimiraju u
kombinaciji s NO, a postoje i bifunkcionalni enzimi poput XOR (animalna ksantin
oksidoreduktaza) sposobni za sintezu oba spoja (Millar et al. 1998). ROS i NO izuzetno
ucinkovito ostvaruju interakcije. Npr. O2" i NO spontano reagiraju i daju vrlo toksiCan spoj
peroksinitrit (ONOQO") na koji su biljne stanice prilicno otporne, a koriste ga kao autonomnu
signalnu molekulu (Klotz et al. 2002; Minetti et al. 2002).

ROS mogu direktno snizavati razinu endogenog NO potrebnog za signalizaciju. 1z tog
razloga se smatra da je razina ekspresije duSikova monoksida u biljaka veCa nego Sto se
mislilo (Vanin et al. 2004). ROS takoder mogu povecati razinu NO stimulirajuéi aktivnost
NO-sintetizirajucih enzima. Jedna takva studija je demonstrirala potrebu za ekspresijom H,0,
kao uvjetom za ABA-ovisnu sintezu duSikova monoksida u stanicama zapornicama puci boba
(Vicia faba), te urocnjaka (Dong et al. 2005; Bright et al. 2006). Uklanjanjem H,O, pomocu
antioksidansa znatno se reducira akumulacija NO, te dolazi do zatvaranja puci (Kwak et al.
2003).

Osim navedenih oblika interakcije, postoji joS jedan - kompeticija za NO-vezna
mjesta. Ovom tendencijom ROS interferiraju sa mehanizmom signalizacije posredovanim
duSikovim monoksidom, baziranim na S-nitrozilaciji tiolnih skupina ciljnih proteina.
Prikazani su procesi potaknuti spomenutom kompeticijom, koji u konacnici moduliraju NO-

signalizaciju (slika 2).
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Slika 2. Kompeticija ROS i NO za tiolne skupine ciljnih proteina (preuzeto iz Wilson et al. 2008)

4. UKLANJANJE DUSIKOVA MONOKSIDA

Kako prijenos signala ne bi trajao neograni¢eno, mora postojati naCin uklanjanja NO
kada se za to stvore uvjeti u stanici. S obzirom da se radi o reaktivnom obliku dusika, NO je
inherentno nestabilan, te spremno reagira sa O, generirajuci pritom nitrit i nitrat. Tako nastali
nitrit moze biti pretvoren u dodatni NO djelovanjem nitrat reduktaze ili djelovati kao
samostalna signalna molekula. U Zivotinja mijenja ekspresiju gena, modulira cGMP
signalizaciju, te inhibira aktivnost citokroma P450 (Bryan et al. 2005; Gladwin et al. 2005;
Bryan 2006). 1z navedenoga mozemo zakljuciti kako uklanjanje samoga NO ne mora nuzno
zaustaviti prijenos signala i ekvivalentne reakcije, jer produkti poput peroksinitrita i nitrita

mogu zadrZati aktivnost.

Glutation je tripeptid male molekularne mase koji se u biljnim stanicama moze nalaziti
u vrlo visokoj koncentraciji (2-3 mM) (Ball et al. 2004). Vecina je molekula u stanici u
reduciranom obliku (GSH), medutim ta ravnoteza je reverzbilna, te se moze formirati
oksidirano stanje (GSSG). GSH je kljucni stani¢ni antioksidans koji odrzava citoplazmu u
reduciranom stanju sa niskim oksidativnim potencijalom (promjena ovoga stanja povezana je

sa apoptotskim mehanizmima, Cai & Jones 1998; Kirlin et al. 1999). DusSikov monoksid
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moze reagirati sa GSH i formirati S-nitrozilirani glutation (GSNO) koji tada metabolizira
GSNO reduktaza. Ta reakcija ima ulogu u biljnim obrambenim mehanizmima koji se ubrajaju

u sistemsku rezistenciju (Rustérucci et al. 2007).

Dobro je poznato da NO reagira s hem prostetickim skupinama raznih proteina. Jedna
od vaznijih interakcija je ona s hemom guanilil ciklaze, na temelju koje NO modulira puteve
prijenosa signala. U kontekstu uklanjanja duSikova monoksida posebnu vaznost ima
hemoglobin. Nesimbiotski hemoglobini (nsHbs), u NAD(P)H-ovisnoj reakciji, prevode NO u

nitrat i tako smanjuju bioraspoloZivost (Perazzolli, Romero-Puertas & Delledonne 2006).

1z svega navedenog moze se zakljuciti kako akumulacija duSikova monoksida ne ovisi
samo o razini produkcije vec i o stopi uklanjanja. Stoga raspoloZiva koli¢ina NO za stani¢nu
signalizaciju ovisi o ravnoteZi izmedu ukupnosti procesa sinteze i eliminacije istog. Opisani

su mehanizmi uklanjanja dusikova monoksida (slika 3).
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Slika 3. Uklanjanje dusikova monoksida i interakcije sa reaktivnim oblicima kisika (preuzeto iz Wilson et al.

2008)

5. PERCEPCIJA NO | PRIJENOS SIGNALA



Biljke definitivno percipiraju i odgovaraju na prisutnost dusikova monoksida, ali sami
mehanizmi kojima do toga dolazi i dalje su nerazjasnjeni. UnatoC velikom interesu
znanstvene zajednice joS uvijek nije identificiran specificni biljni receptor za NO, te sukladno
tome sami procesi i nizvodne signalne kaskade nisu u potpunosti istrazene. S obzirom da je
NO vrlo reaktivna molekula, te moze reagirati sa i modificirati brojne proteine, vjerojatno
postoje brojni kompleksni putevi percepcije i signalizacije koji tek trebaju biti otkriveni.

Prikazano je ono $to se trenutno zna o biljnoj signalizaciji posredovanoj NO (slika 4).
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Slika 4. Pregled potencijalnih NO signalizacijskih mehanizama u biljaka (preuzeto iz Wilson et al. 2008)

Kljucni faktor u animalnoj NO-signalizaciji je topljiva guanilil ciklaza (sGC), koja,
vezanjem NO na svoju hem prostetiCku skupinu, podiZe razinu biosinteze cGMP-a $to za
posljedicu ima aktivaciju mnogobrojnih nizvodnih signalizacijskih procesa. KoriStenjem
farmakoloskih inhibitora sGC-e sisavaca u biljaka, pokazano je kako cGMP djeluje nizvodno
od ABA-ovisne NO signalizacije za vrijeme zatvaranja puci (Neill et al., 2003). Drugim
rije€ima, i ABA i NO induciraju povisenu biosintezu cGMP-a u biljaka $to je dokazano na
stomatalno obogacenim preparatima uroCnjaka. Aplikacijom inhibitora sGC (ODQ), odnosno
molekularnog ,,sakupljaca“ NO (PTI0O), moguce je inhibirati ovaj dio puta prijenosa signala.
S obzirom da kod biljaka joS uvijek nije identificirana NO-vezna domena guanilil ciklaze,

proces kojim NO stimulira biosintezu cGMP nije razjasnjen.

Direktno nizvodno od cGMP djeluje kljucni signalni intermedijer, ciklicka ADP-
riboza (CADPR), koja u animalnim stanicama stimulira otpustanje Ca** kroz intracelularni

kalcijev kanal reguliran rianodinskim receptorom (RYR) (Wendehenne et al. 2001).



Pretpostavlja se da sliCan mehanizam djeluje i kod biljaka. Egzogenom aplikacijom cADPR
kod duhana dolazi do povecane akumulacije mMRNA za fenilalanin amonijak-lijazu (PAL), te
proteina vezanog uz patogenezu 1 (PR-1) (Durner et al. 1998). Koaplikacijom RYR inhibitora
taj se dogadaj moze sprijeciti. Akumulacija spomenutih mMRNA takoder je pod kontrolom NO,

dok antagonisti CADPR dokazano utiSavaju transkripciju (Klessig et al. 2000).

NO dokazano poveéava razinu slobodnog Ca®* (Durner et al. 1998; Garcia-Mata et al.
2003) koji zajedno sa cGMP, te cADPR sudjeluje u regulaciji gibanja puci ovisnih o ABA
(Garcia-Mata & Lamattina 2002; Neill et al. 2003). Ovaj eksperiment ozbiljno sugerira kako
su odgovori na NO usko povezani sa signalnom kaskadom u kojoj zajedno sudjeluju cGMP,
cADPR i Ca?*. Poput drugih biljnih hormona, NO takoder aktivira signalne puteve ovisne o
MAP-kinazama koji rezultiraju promijenjenom ekspresijom ciljnih gena (Kumar & Klessig
2000; Pagnussat et al. 2004).

S-nitrozilacija regulira niz animalnih signalizacijskih procesa, funkcije strukturnih
proteina, te metaboliCke puteve i smatra se primarnim mehanizmom post-translacijske
modifikacije proteina kod Zivotinja (Wang et al. 2006), a u zadnje vrijeme pojavljuju se
dokazi kako vjerojatno imaju slicnu ulogu i u biljnoj NO-signalizaciji. Medijator proteinske
nitrozilacije moze biti i GSNO (Wang et al. 2006), Cija raspolozivost u stanici odreduje
aktivnost samog procesa. Sukladno tome, bioloSka aktivnost NO takoder se moze reflektirati
u razini postojeCeg GSNO. To je posebno vazno za signalne puteve vezane uz stres i
patogenezu iz razloga Sto u takvim uvjetima dolazi do porasta razine endogenog NO, te

aktivacije S-nitrozilacijskih mehanizama koji tada imaju bitnu regulatornu ulogu.

Medu najmanje razjasSnjene signalizacijske puteve spada nitracija tirozinskih bocnih
ogranaka posredstvom ROS faktora poput ONOO™ aniona (in vitro) ili duSikova dioksida
(NO,) (Radi 2004). Valderrama et al. (2007.) su pokazali kako u uvjetima solnog stresa (koje
prati pojacana sinteza i akumulacija NO) moZe docCi do jake tirozinske nitracije proteina u
li5¢u masline. Pravu bioloSku vaznost nitracije biljnih proteina tek treba otkriti, te objasniti

kako kemijski ireverzibilna reakcija moze djelovati kao signalizacijski mehanizam.

6. ULOGA NO TIJEKOM ZIVOTNOG CIKLUSA BILJAKA



Dusikov monoksid ima snazan utjecaj na biljni metabolizam, pa se iz tog razloga na
tom podrucju biljne fiziologije provodi sve viSe istrazivanja. Primarna metoda koja se koristi
je egzogena aplikacija NO u Sirokom rasponu koncentracija na $to veCem broju razli€itih
biljnih uzoraka. lako popularna, dotiCna metoda ima i nedostataka. Kako se radi o plinskoj
komponenti, NO se dodaje direktno u medij, te odredivanje specificne koncentracije unutar
biljnog tkiva nije lak i pouzdan zadatak. Takoder, egzogenim aplikacijama tesko je utvrditi
radi li se doista o pravom induciranom fizioloSkom efektu ili samo o farmakoloSkom

tretmanu.

Upotrebom NO-donorske smjese KNO; i KI/H,SO,4 na brzo rastuée liS¢e graska
(Pisum sativum) dobiven je dvostruki uCinak (Leshem & Haramaty 1996). Niske
mikromolarne koncentracije NO (5 x 10° M) uspjesno su stimulirale ekspanziju lis¢a dok na
visSim koncentracijama takav ucinak nije zabiljeZzen. Sli¢an eksperiment je potvrdio kako
dodatkom ekvivalentnih koncentracija NO donora poput natrijeva nitroprusida (SNP), S-
nitrozoglutationa i S-nitrozocisteina dolazi do indukcije rasta i elongacije segmenata korijena
kukuruza (Zea mays) nerijetko i u vecoj mjeri od stimulacije slicnom dozom biljnog hormona
indol-3-octene kiseline (IAA) (Gouvéa et al. 1997). Sukladno tome, dodatkom metilen-plavog
koji veZe i inaktivira duSikov monoksid, NO-ovisna stimulacija biva inhibirana, dok IAA i

dalje uspjesno stimulira elongaciju korijenja.

Dusikov monoksid takoder ima ulogu u senescenciji, te je u lis¢u graska koje stari
pokazano da se eksprimira zajedno s etilenom (Leshem & Haramaty 1996). S druge strane,
zabiljeZene su nize koncentracije NO u zrelom vocu i cvjetovima u kojima je zapoCeo proces
starenja, u odnosu na mlade primjerke (Leshem et al. 1998). Primjenom egzogenog NO na
cvjetove i plodove raznih vrsta, produzio se Zivotni vijek i odgodila senescencija istih, Sto je
autore navelo na zakljuCak kako su vjerojatno stehiometrijske interakcije dvaju plinova

(etilena i duSikova monoksida) ono $to determinira hoce li ili ne¢e doci do senescencije.

Dusikov monoksid takoder utjeCe na biljne peroksidaze. One sadrze hem pa su stoga
pogodne mete za interakciju s NO). ProuCavan je metaboliCki put kojim gvajakol peroksidaza
sintetizira lignin koriste¢i H,O,. Dodatkom egzogenog NO, odnosno donora SNP, zabiljezena
je sniZena stopa ksilemske lignifikacije, odnosno inhibicija aktivnosti gvajakol peroksidaze za
oko 52%, pri cemu endogena razina vodikova peroksida ostaje nepromjenjena (Ferrer & Ros
Barceld (1999).



Brojna istrazivanja su pokazala kako NO i ostali duSikovi oksidi uspjesno stimuliraju
klijanje sjemenki. Npr. sjemenke Paulownia tomentosa trebaju duge periode osvjetljenja kako
bi proklijale. Medutim, nakon tretmana s 10 mM KNOg, dovoljan je bio jedan puls crvene
svjetlosti za indukciju klijanja (GrubiSi¢ & Konjevi¢ 1990). Autori smatraju kako u
navedenom procesu glavnu ulogu ima redukcija nitratnih spojeva u NO, odnosno da je

fitokromom regulirani prekid dormancije usko povezan s promjenom redoks potencijala.

Smatra se da duSikov monoksid vjerojatno sudjeluje i u procesu de-etiolacije
(ozelenjavanja). Radi se o nizu fizioloskih i biokemijskih promjena kroz koje prolazi izdanak
nakon izlaganja suncevoj svjetlosti s ciljem pripreme za fotosintezu, Sto ukljuCuje i razvoj
kloroplasta iz etioplasta. U jednom eksperimentu proucavani su klijanci pSenice uzgojeni u
tami. Nakon kratkog izlaganja svjetlosti zabiljezen je trostruki porast sinteze klorofila kod
klijanaca tretiranih sa NO u odnosu na kontrolnu skupinu. Razlika je bila jo$ i ve¢a nakon
mehaniCkog oStecenja tkiva, te gljivicne infekcije, $to sugerira mogucu povezanost izmedu
duSikova monoksida, svjetlosti i puteva prijenosa signala u stresnim uvjetima (Beligni &
Lamattina 2000).

Elongacija hipokotila i internodija su procesi koji su takoder pod utjecajem svjetlosti.
U tri razliCite biljne vrste (Arabidopsis thaliana, Lactuca sativa, Solanum tuberosum)
uzgojene u mraku ili pri niskom intenzitetu svjetlosti, nanomolarne koli¢ine NO su znatno

reducirale elongaciju navedenih organa (Beligni & Lamattina 2000).

Preklapanje djelovanja duSikova monoksida i biljnih hormona IAA i GA, otvara
pitanje ima li i on hormonska svojstva. Da bismo dobili konac¢an odgovor potrebno je istraziti
jos vise potencijalnih funkcija NO u biljaka, moguc¢e mehanizme djelovanja, te funkcionalne
odnose s receptorima biljnih hormona. Procesi biljnog metabolizma u kojima sudjeluje

dusSikov monoksid i usporedba s utjecajem biljnih hormona sumarno su prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Utjecaj NO na razligite faze biljnog razvoja, te preklapanje s utjecajima biljnih hormona (preuzeto i

prilagodeno iz Beligni & Lamattina 2001)
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Proces Utjecaj NO Djelovanje hormona

Rast i diferencijacija Niska conc. : indukcija (rast listova i Indukcija: auksini i citokinini
korijena)

Visoka conc. : inhibicija rasta

Senescencija Odgoda starenja Stimulacija: etilen
Klijanje sjemenki Stimulacija klijanja Stimulacija: giberelini
De-etiolacija Stimulacija ozelenjavanja Stimulacija: giberelini i citokinini
Elongacija hipokotila Inhibicija elongacije Inhibicija: giberelini

7. DUSIKOV MONOKSID I BIOTICKI STRES

Sposobnost djelovanja duSikova monoksida kao anti-stresnog faktora proucavana je na
razli¢itim biljnim vrstama izloZzenima biotiCkom stresu (napadu patogena). Tretiranjem
gomolja krumpira donorom dusSikova monoksida NOC-18 (1-10 mM) dolazi do nakupljanja
fitoaleksina rishitina, endogene obrambene tvari. Komponente stijenki hifa gljivice
Phytophthora infestans takoder stimuliraju akumulaciju rishitina, te pokazuju aditivni efekt sa
NOC-18. S obzirom da tretmani spojevima koji vezu i inaktiviraju NO nisu inhibirali
indukciju fitoaleksina uzrokovanu komponentama hifa gljivice, vjerojatno se radi o

paralelnim putevima prijenosa signala (Noritake et al. 1996).

Niske koncentracije (10-100 uM SNP) NO odrZavaju razinu intaktnog klorofila u lis¢u
krumpira zarazenog istim patogenom (Beligni et al. 1997). Nize koncentracije pokazale su se
neucinkovitima, a viSe su dovele do raspada klorofila. VVazna popratna pojava djelovanja
donora NO jest porast transkripcije za tri klju¢na enzima koji sudjeluju u biljnim obrambenim
mehanizmima tijekom interakcije s patogenima: fenilalanin amonijak-lijazu (PAL), B-1,3-
glukanazu, te gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (Beligni et al. 1997).

Interakcije NO i ROS vrlo su izrazene i u biljnim i u zivotinjskim organizmima. Kod
interakcija biljaka i patogenih organizama koliCina ROS je poviSena, te pokazuju
signalizacijski i toksi¢ni ucinak (Sutherland 1991; Levine et al. 1994). Sukladno tome, NO u
odredenoj mjeri moze suzbiti toksiCne procese nastale tijekom interakcije krumpira i P.
infestans, a uzrokovane djelovanjem ROS, poput fragmentacije DNA, curenja iona u
medustaniCne prostore, te u konacnici i smrti same stanice (Beligni & Lamattina 1999).
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U duhana inficiranog bakterijom Pseudomonas solanacearum, donori NO uspjesno su
inducirali hipersenzitivan odgovor (HR) (Huang & Knopp 1997), koji karakterizira brza
apoptoza biljnih stanica na podrucju infekcije. Posljedica toga je ograniCavanje rasta i razvoja
patogena, Sto onemogucava njegovo Sirenje na druge dijelove biljke. Okida¢ ovog mehanizma
je nagla, sporadicna superprodukcija ROS (Hammond-Kosack & Jones 1996). Dodatak NOS-
inhibitora blokira HR, te uzrokuje pojavu kloroze i apoptozu Sto je bilo demonstrirano na
liS¢u Arabidopsis (Delledonne et al. 1998).

Dodatkom donora NO (ili rekombinantnih NO sintaza) u stani¢nu suspenziju duhana
postiZe se uspjeSna ekspresija proteina povezanog sa patogenezom (PR-1) i PAL, a dolazi i do
porasta razine endogene salicilne kiseline (SA), biljne signalne molekule ukljucene u odgovor
na biotiCki stres. SA stimulira akumulaciju PR-1, ali ne i PAL, Sto uzrokuje H,O,. Takvo
opaZanje sugerira da je duSikov monoksid ukljuen u SA-ovisne ali i neovisne biljne

obrambene mehanizme (Van Camp et al. 1998).

8. DUSIKOV MONOKSID | ABIOTICKI STRES

Kao i kod biotickih, dusikov monoksid se oslobada i za vrijeme abiotiCkih stresnih
uvjeta. Tako je detektirana produkcija NO za vrijeme vodnog, te kratkorocnog toplotnog
stresa (Leshem & Haramaty 1996; Leshem et al. 1998). Kako je vecina biljnih odgovora na
okolisne stresne signale povezana s porastom endogenog etilena, namece se hipoteza o

odnosu i interakciji NO i etilena, te njihovom sudjelovanju u mehanizmima odgovora na stres.

Medutim, tretiranje lis¢a graSka visokom koncentracijom NO dovelo je do pojave
simptoma koji su jasno sugerirali stres (Leshem et al. 1998). Upotrebom spoja SNAP koji
oslobada NO, povecava se fluorescencija klorofila Sto sugerira narudeni prijenos elektrona
kroz fotosistem Il (PSII), fenomen koji ukazuje na prisutnost stresa. SNAP takoder uzrokuje
porast povrSinske napetosti dijela lipida tilakoidnih membrana zaduzenih za odrzavanje
fluidnosti lipidnog dvosloja (Carruthers & Melchior 1986). Dodatni uCinak SNAP jest i
inhibicija aktivnosti lipoksigenaza (LOX), heterogene skupine enzima sa regulatornom
ulogom u sintezi obrambenih spojeva. Svi ovi rezultati zajedno upucuju da NO, u viSim

koncentracijama, takoder moZe predstavljati stres-inducirajuci faktor u biljaka.
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U eksperimentu autora Beligni & Lamattina (1999), ROS su umjetno stvoreni
tretmanima sa diquatom i paraquatom, herbicidima koji generiraju superoksidne anione (O;)
u kloroplastu (Dodge 1994). NiZe koncentracije NO (0,1 -1 uM) u odredenoj mjeri uspjesno
su ublazile simptome herbicidnog djelovanja poput gubitka klorofila, curenja iona, nekroze, te
otpadanja lis¢a. Dodatne vrlo Stetne posljedice utjecaja diquata, npr. lipidna peroksidacija,
gubitak RUBISCO-a i D1 proteina i degradacija mRNA, takoder su znatno smanjene
djelovanjem dusikova monoksida, a naruSeni transport elektrona u tilakoidnim membranama
vraCen je na standardnu razinu. Svi ovi dogadaji posljedica su redukcije slobodnih ROS
posredstvom NO (slika 5).

_ Diquat
H,O SNP

Slika 5. Dusikov monoksid (NO) smanjuje koli¢inu reaktivnih oblika kisika (ROS) a) smedi precipitat na
dijelovima listova u kojima je prisutan H,O, b) dekolorizacija sa 100%-tnim etanolom radi bolje vizualizacije

(preuzeto iz Beligni & Lamattina 2001)

Dobiveni rezultati sugeriraju da NO ima ulogu i u antioksidativhom stanicnom
sustavu. Gotovo svi oblici stresnih okoliSnih uvjeta, dovode do oksidativnog stresa u biljnim
stanicama. U dva odvojena slucaja, NO je uspjesno reducirao oksidativni stres izazvan
djelovanjem Susnih uvjeta na klijance pSenice, te UV-B radijacije na lis¢e krumpira, i stoga se

smatra relevantnom biljnom anti-stresnom komponentom (Garcia-Mata et al. 2000).
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9. ULOGE NO | ROS U STRESNIM UVJETIMA, TE
ANALOGIJA S ANIMALNIM SUSTAVIMA

Iz dosadasnjih istraZivanja, vidljiva je jasna kontradikcija izmedu situacije u kojoj se
duSikov monoksid suprotstavlja djelovanju ROS, te one u kojoj djeluju zajedno ili Cak

sinergisticki.

Vrlo izrazeno svojstvo NO u zivotinja je sposobnost da istovremeno ima citotoksicne i
citoprotektivne uloge (,,NO paradoks®). NO je reaktivni oblik duSika i stoga moze uzrokovati
lanCane reakcije koje oStecuju stanicu. To se Cesto dogada kada se NO pojacano biosintetizira,
uglavnom tijekom antimikrobnog djelovanja ili uklanjanja tumorskih stanica posredstvom
makrofaga (Nathan 1995).

Jedna od najbrzih reakcija u bioloskim sustavima je interakcija NO s ROS, proces koji
moze biti vrlo toksiCan ili imati zastitnu ulogu. U zivotinja, visoke koncentracije NO-donora
(npr. 0,5-1 mM SNP) imaju toksicni ucCinak 1 u kombinaciji s malom KkoliCinom
superoksidnog aniona (O;) formiraju peroksinitrit (ONOQO") koji naruSava strukturu lipida,
proteina i DNA (Lipton et al. 1993). U ovim situacijama NO moZe imati zastitni ucinak,

prekinuti lanac Stetnih reakcija i tako sprijeciti dodatna oStecenja.

Dusikov monoksid pokazuje dvojnu ulogu i u signalizacijskim mehanizmima. Tako na
primjer, moZe sprijeCiti apoptozu odredenih stanica sisavaca inhibirajuci djelovanje prisutnih
kaspaza (Kim et al. 1997). Generalno gledano, nacin na koji NO djeluje ovisi 0 njegovoj
koncentraciji, bioloSkom sustavu u kojem je prisutan, te mehanizmima prijenosa signala i
uvjetima koji vladaju u stanici. Dualnost dusikova monoksida zapravo je posljedica njegove
kemijske reaktivnosti, pa se stoga oCekuje da je funkcionalno prisutna i u biljaka (Beligni &
Lamattina 1999).

Moze se zakljuciti da nijedna uloga nije iskljuCujuca, odnosno vaznija od druge, vec,
ovisno o uvjetima u stanici, NO moZze biti letalan, ali stanica moze i prezivjeti ukoliko dode

do uspostavljanja u¢inkovitog mehanizma obrane od stresa. Stovise, hipersenzitivni odgovor i
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apoptoza u interakcijama biljaka i patogena smatraju se oblicima obrambenog odgovora, iako

postoje organizmi koji ubijaju stanice domacina da bi prezivjeli, te im ovaj mehanizam

donekle olakSava posao (McDowell & Dangl 2000). U tom je pogledu NO slican ROS, jer

moZe biti signal za aktivaciju anti-stresnih mehanizama, dok u isto vrijeme, vecCe koliCine

mogu drasticno ostetiti stanicu (Levine et al. 1994).

Kako bismo mogli pravilno interpretirati rezultate djelovanja reaktivnih oblika kisika,

te precizno definirati pojedine uloge dusikova monoksida, potrebno je vrlo dobro razumjeti

fizioloSke mehanizme istrazivanih bhioloskih sustava. S obzirom da niti mehanizam biosinteze,

a niti uloga NO u putevima prijenosa signala jos nisu u cijelosti istrazeni, potrebna su daljnja

istrazivanja kako bismo dobili potpuniju sliku o navedenim procesima. Prikazani su

potencijalni NO-ovisni putovi zastite i toksicnosti u biljaka (slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz djelovanja dusikova monoksida u biljaka (preuzeto iz Beligni & Lamattina 2001)
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11. SAZETAK

Poput svih organizama, tako i biljke moraju biti sposobne odgovoriti na Siroki raspon
okolidnih ¢imbenika. Sukladno tome, pojedinacne biljne stanice trebaju mehanizme primanja

podraZaja i odgovora na veliki broj unutarnjih i vanjskih signala.

Dusikov monoksid jedna je od signalnih molekula koje biljka aktivno Kkoristi za
vrijeme rasta, razvoja i prevladavanja stresnih uvjeta. Dosadasnji eksperimentalni podaci
pokazali su da je NO ukljucen u reproduktivne procese, kontrolu pojedinih etapa Zivotnog
ciklusa, te regulaciju fizioloskih odgovora poput zatvaranja puci.

lako su signalizacijski procesi i sama sinteza duSikova monoksida dobro prouceni u
animalnim sustavima, u biljaka preostaju brojna nerijeSena fundamentalna pitanja na koja

znanost tek treba dati odgovore.

NO je relativno reaktivna molekula, te stoga nije uvijek jednostavna za istrazivanje.
Takoder, njenu bioloSku aktivnost treba promatrati u kontekstu interakcije s drugim aktivnim
spojevima poput reaktivnih oblika kisika (ROS), koji snazno utjeCu na akumulaciju i funkciju
spojeva na koje djeluju.
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Postoji znatan interes za daljnjim istrazivanjima uloge NO na podrucju biljne
fiziologije iz razloga Sto jedino odgovori koji nedostaju mogu u potpunosti objasniti Sirok

spektar korisnih i Stetnih uCinaka koje ova molekula izaziva u biljaka.

12. SUMMARY

Like all organisms, plants have to be able to respond to a wide range of environmental
factors. Accordingly, single plant cells require perception and responsiveness mechanisms for

a variety of inner and outer signals.

Nitric oxide is one of the signal molecules actively used by plants during growth,
development and survival of stressful conditions. Recent experimental data has revealed that
NO is involved in reproductive processes, control of certain life cycle periods and regulation

of physiological responses such as stomatal closure.

Although signalization pathways and mechanisms of nitric oxide synthesis are well
studied in animal systems, there still remain many fundamental questions regarding plants

that need to be resolved.

NO is a relatively reactive molecule, and thus not always easy to study. Additionally,
its biological activity needs to be observed in regard to interaction with other volatile
compounds such as reactive oxygen species (ROS), which have the ability to strongly

modulate accumulation and function of affected substances.

A great deal of interest remains regarding further explorations of NO role in the
domain of plant physiology since only the missing answers can help explain the complex

network of reactions leading to adverse or beneficial effects in plants.

21



