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Przeglad badan nad regulacijg ekspresji genow
gtownych odpornosci roslin na patogeny*

Studies review of gene expression regulation of the plant major resistance genes
against pathogens

Rosliny, podobnie jak zwierzeta, wyksztalcity wielopoziomowe mechanizmy obronne, ktore nadaja
im odporno$¢ na szkodniki i patogeny. Pierwotna odpowiedz obronna nie zawsze jednak zapewnia
wystarczajacy poziom odpornosci na patogeny, ktore dysponuja szerokim wachlarzem mechanizméw
przystosowawczych. Inny typ odpornosci jest warunkowany przez geny gldwne odpornosci — geny R.
Kodowane przez nie biatka, pelniace role receptorow, oddziatujg z produktami genéw awirulencji
patogendw i uruchamiaja szlak transdukcji sygnatu, ktory prowadzi do reakcji nadwrazliwosci, co
zapobiega szerzeniu si¢ infekcji. W zwiazku z wysokimi zdolno$ciami adaptacyjnymi patogenéw,
poszukuje si¢ nowych gendéw odpornosci w dzikich gatunkach roslin, ktore zapewnityby roslinom
uprawnym trwala odpornos¢. Mimo duzej liczby zidentyfikowanych i sklonowanych genow R,
badaniami ekspresji objeto jak dotad niewiele z nich. Geny R, pomimo podobienstw budowy, wykazuja
roézny wzor ekspresji pod wplywem dziatania czynnikéw biotycznych i abiotycznych. Wigkszos¢
gendw R ulega konstytutywnej ekspresji, lecz obserwowane sa takze przypadki wzmacniania lub
indukcji ekspresji w wyniku kontaktu z patogenem. Badania molekularne dotyczace ekspresji genow
R moga mie¢ w niedalekiej przysztosci zastosowanie aplikacyjne w selekcji roslin do hodowli
odpornosciowej, na co wskazuja wyniki dotychczasowych doswiadczen. Celem przegladu jest
usystematyzowanie informacji uzyskanych z dotychczasowych badan nad ekspresja gendéw odpornosci
ro$lin na patogeny.

Stowa kluczowe: ekspresja gendéw, geny R, odpornos¢ roslin, patogeny roslin

Plants, like animals, have developed multi-layered defense mechanisms that make them resistant to
pests and pathogens. Innate basal defense response do not always provide a sufficient level of resistance
to pathogens that use a wide range of adaptive mechanisms. Another type of resistance is that conferred
by the major resistance genes — R genes. Proteins coded by those genes act as receptors that interact
with the corresponding products of avirulence genes of the pathogens. They trigger then signal
transduction pathway that leads to hypersensitive reaction, thus preventing the spreading of infection.
Due to the high adaptability of pathogens, scientists are forced to search for new resistance genes in
wild species of plants that would provide more durable resistance in crops. Despite the fact that the
large number of R genes has been identified and cloned up to date, the expression surveys were
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performed only on a few of them. The R genes have structural similarities but often show different
pattern of expression under the influence of biotic and abiotic factors. Most of the R genes are
constitutively expressed, but there are also cases of enhancing or inducing the expression as a result of
interaction with the pathogen. Molecular research including gene expression issue may have an
application aspect in the near future in selection of plants for resistance breeding programs, as was
demonstrated in the some experiments. The objective of this review is to pool the information obtained
from previous studies on gene expression of plant resistance genes to pathogens.

Key words: gene expression, plant pathogens, plant resistance, R genes
WSTEP

Rosliny, podobnie jak zwierzgta, wyksztatcity wielopoziomowe mechanizmy obronne
chronigce je przed atakiem szkodnikow i patogenow (Nurnberger i in., 2004). Przyktadem
odpornosci roslin okreslanej jako bazowa, jest PTI (PAMP-triggered immunity, PAMP-
pathogen associated molecular pattern), ktora zaangazowana jest w rozpoznawanie
konserwatywnych czynnikéw, takich jak: flagellina bakterii (Gémez i Boller, 2002),
chityna — budujgca $ciany komorkowe grzybow (Kaku i in., 2006) czy B-glukany, Pep-13
i CBEL (cellulose binding elicitor lectin) z Oomycetes (Tor, 2008; Hein i in., 2009 a). W
konsekwencji nastepuje uruchomienie podstawowej odpowiedzi obronnej przejawiajacej
si¢ wybuchem tlenowym, odkladaniem kalozy, produkcja etylenu czy indukcja genow
zwigzanych z patogeneza (PR1, PRS), ale nie wystgpuje reakcja nadwrazliwosci (HR —
hypersensitive response). Inny rodzaj odpowiedzi obronnej rozpoznaje czynniki
awirulencji patogena (avr) specyficzne wzgledem danego gospodarza, tzw. efektory. W
mechanizmie tym, okre$lanym jako ETI (effector-triggered immunity), gtowna role
odgrywaja produkty genéw R (Jones i Dangl, 2006). Najprostsza hipoteza ,,gene-for-gene”
opisujgca bezposrednie oddziatywania pomig¢dzy produktami genéw R gospodarza i avr
patogena zaproponowana zostata przez Flora juz w pierwszej polowie XX wieku (Dangl i
Jones, 2001). Dotychczas zostala potwierdzona migdzy innymi u Arabidopsis (Deslandes
i in., 2003), ryzu (Jia 1 in., 2000) i Inu (Catanzariti i in., 2006). Zaktada ona, ze geny R
koduja receptory rozpoznajace czynniki avr patogena i w efekcie uruchamiaja reakcje
odpornosciowa powodujaca zahamowanie rozwoju patogena, co w szczeg6Olnych
przypadkach moze prowadzi¢ do lokalnej programowanej $mierci komoérki (PCD —
programmed cell death) okre$lanej inaczej jako reakcja nadwrazliwosci (Heath, 2000).
Obecnie coraz wigksza popularnoscia cieszy si¢ hipoteza o posrednim oddzialywaniu
efektorow patogena z biatkami R, co ma swoj oddzwiek w hipotezie straznika — ,,guard
hypothesis” (Dangl i Jones, 2001), ktoérej rozwinigciem sg hipotezy ,,decoy” (van der Hoorn
i Kamoun, 2008) i ,,bait-and-switch” (Collier i Moffett, 2009). Hipoteza straznika zaktada,
ze biatka R rozpoznajg efektory patogena posrednio poprzez biatka dodatkowe, ktore sg
bezposrednim celem efektorow patogena. Efektor bedacy jednoczesnie czynnikiem
wirulencji modyfikuje swoj biatkowy cel w komorkach gospodarza i poprzez zmiany
wywotane w wyniku wzajemnych interakcji przyczynia si¢ do powstania infekcji w
ro§linach wrazliwych. W roslinach odpornych natomiast, nastgpuje rozpoznanie zmian
biatkowego celu czynnika avr (efektora) przez biatko R, ktore peini role straznika i
uruchomienie reakcji odpornosciowej, co zapobiega szerzeniu si¢ patogena (Jones i Dangl,
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2006). Hipoteza ta znalazla potwierdzenie w Arabidopsis na przykladzie reakcji
odpornosciowej uruchamianej przez gen RPM1. Czynniki awirulencji AvrRpm1 i AvrB z
Pseudomonas syringae wigza si¢ najpierw z biatkiem RIN4, ktore stanowi ich cel (ang.
target). Zwigzanie z nim czynnikéw awirulencji w roslinach bez genu RPM 1 promowatoby
rozwoj patogena. Biatka awirulencji poprzez fosforylacj¢ modyfikujg biatko RIN4, a to z
kolei jest sygnatem do aktywacji biatka RPM1 i uruchomienia szlaku transdukcji sygnatu,
w ktorym uczestniczg biatka NDR1, PBS2/RARI1 oraz PBS3, wyzwalajacego reakcje
odpornosciowa. W przytoczonym przyktadzie biatko RPM1 stoi na strazy RIN4 i przez to
zapobiega kolonizacji rosliny przez patogena (Mackey i in., 2002; Martin i in., 2003).
Autorzy hipotezy ,,decoy” zaktadaja, ze biatka, ktore stanowig cel efektorow patogena, sg
niestabilne w populacjach roslin polimorficznych pod wzgledem genéw odpornosci. W
zalezno$ci od obecnosci lub braku gendéw R, bialka te mogg podlega¢ przeciwstawnym
presjom selekcyjnym zmierzajacym albo do uniknigcia zmian powodowanych przez
efektory, albo do usprawnienia percepcji patogena. W tym celu, mozliwa jest duplikacja
genu, ktory koduje biatko docelowe lub niezalezna ewolucja prowadzaca do powstania
biatka nasladujacego cel — tzw. ,,przynety” (ang. decoy), ktora bytaby jednoznacznie
zaangazowana w percepcj¢ patogena (van der Hoorn i Kamoun, 2008). Model ,,bait-and-
switch” zaklada z kolei, ze rozpoznanie efektora zachodzi dwustopniowo. Efektor
oddzialuje z bialkiem docelowym — ,przyneta”, co ulatwia raczej bezpoSrednie
rozpoznanie efektora niz zmodyfikowanego celu jak przewiduje to ,hipoteza straznika”.
Modele te stanowia uzyteczne koncepcje, pozwalajace lepiej zrozumie¢ skomplikowane
oddzialywania, jakie prowadza do rozpoznania patogena i zainicjowania odpowiedzi
obronnej przez rosling. Nalezy jednak pamigtac, ze proponowane modele sg uogdlnieniami
bazujacymi na niewielu przykladach, a ogromna roznorodno$¢ efektorow i
odpowiadajacych im receptoréw sugeruje mozliwos¢ wystapienia innych mechanizméw,
co moze doprowadzi¢ w niedalekiej przysztosci do wykrystalizowania si¢ nowych
koncepcji na ten temat (Dodds i Rathjen, 2010).

Odporno$¢, w ktoérej uczestnicza geny R, przenika si¢ wzajemnie z odpornoscia
pierwotng, ktéra jednak nie zapobiega kolonizacji rosliny przez patogena, a jedynie
ogranicza jego stopien rozprzestrzeniania si¢ (Glazebrook i in., 1997). Atak patogena staje
sie efektywny, gdy roslina bedaca pod jego wplywem, nie uruchomi na czas mechanizmow
obronnych zaleznych od posiadanych gendéw R, a takze od czynnikéw awirulencji (avr)
patogena. Jesli roslina ma dany gen R, ale patogen dokonujacy inwazji nie ma
odpowiadajacego mu czynnika awirulencji, to nie nastgpi rozpoznanie patogena i w efekcie
dojdzie do infekcji (Flor, 1970, za: Dangl i Jones, 2001). Genomy ro$lin zawieraja duza
liczbe gendéw R. Tylko w Arabidopsis zidentyfikowano 149 potencjalnych sekwencji
typowych dla genéw odpornosci i uwaza si¢, ze wszystkie moga ulega¢ ekspresji
(Belkhadir i in., 2004). Jak dotad sklonowano ponad 40 gendéw R warunkujacych odpornosé
na rézne patogeny w roslinach jedno i dwulisciennych (Tan i in., 2007). Geny R znalazty
zastosowanie w hodowli odpornosciowej, przyktadem jest ziemniak. Badania prowadzone
juz w pierwszej potowie XX wieku doprowadzity do zidentyfikowania 11 rasowo
specyficznych genow gldéwnych odpornosci na Phytophthora infestans (R1-11) w gatunku
Solanum demissum (Black i in., 1953; Malcolmson i Black, 1966). Niektore z nich zostaty
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wprowadzone do wielu odmian ziemniaka, na przyktad geny RI, R2, R3a, R3b, R6 i R7
(Sliwka, 2004). Chociaz dzi$ szybko ewoluujacy patogen stat si¢ wirulentny w stosunku
do roslin majacych te geny, w pewnych regionach §wiata wcigz warunkuja one znaczny
stopien odpornosci (Kramer i in., 2009). W zwigzku z duzym nakladem energii na
ekspresje, zwlaszcza pod nieobecno$¢ patogena, poziom ekspresji genéw R jest $cisle
regulowany, jednak obecnie brak jest szczegdélowych informacji o sposobie, w jaki si¢ to
odbywa (Li i in., 2010).

CHARAKTERYSTYKA GENOW R

Geny R — geny gléwne odpornosci sg pojedynczymi, dominujgcymi genami i
odpowiadaja za odpornos¢ na szeroka game patogenow i szkodnikow, wilaczajac w to
bakterie, grzyby, Oomycetes, wirusy, nicienie i owady. Wigkszos¢ genow R, ktore zostaty
obecnie zsekwencjonowane, wykazuje znaczne podobienstwo budowy. Mozna wérod nich
wyr6ozni¢ kilka klas, a o przynalezno$ci do konkretnej klasy decyduje rodzaj
charakterystycznych elementéw strukturalnych, kodowanych przez dany gen (Jones,
2001). Produkty genéw R mozna podzieli¢ takze, w zaleznosci od miejsca ich dziatania, na
biatka R, ktore dziatajg zewnatrzkomorkowo i wewnatrz komorki. Powszechnie uwaza sig,
ze biatka R posiadajagce domeny NBS-LRR sg receptorami cytoplazmatycznymi. Druga
grupe biatek stanowig receptory zakotwiczone w blonie komodrkowej i posiadajace
zewnatrzkomodrkowe domeny eLRR (extracellular LRR) na N-koncu. Jesli posiadajg one
na C-koncu kinaze biatkowa zaliczane sg do klasy RLK (Receptor-Like Kinases), jesli nie
posiadaja takowej, zalicza si¢ je do klasy RLP (Receptor-Like Proteins), tego typu budowe
maja geny odpornosci na Cladosporium fulvum Cf-2, Cf-4/4A, Cf-5, Cf-9/9B sklonowane
z Solanum lycopersicum (van Ooijen 1 in., 2007). Najliczniejsza grupg stanowig geny
majace domen¢ NBS — (nucleotide binding site) oraz region bogaty w powtorzenia
leucyny LRR — (leucine rich repeats). Domena NBS wykazuje znaczny stopien
konserwatyzmu wsrod réznych biatek R. Posiada zdolno$¢ hydrolizy ATP, przez co
powoduje zmiany konformacji wymagane w procesie regulacji transdukcji sygnatu (van
Ooijen i in., 2007). Region LRR bierze natomiast udzial w interakcjach biatko-biatko
wsrod szerokiego grona organizmow, stad odpowiada za specyficzno$¢ interakcji z
patogenem. Swiadczy¢ moze o tym chociazby przypadek zaobserwowany przez Chin i in.,
(2001), w ktorym uzyskane mutanty z delecjami w regionie LRR genu Dm3 z salaty
utracily swoja aktywnos$¢ w rozpoznawaniu patogena (Bremia lactucae). Domen¢ NBS
poprzedza¢ moze domena CC — (coiled-coil), ktora wystepuje miedzy innymi w
strukturze genow: [-2 — odporno$ci na Fusarium oxysporum, Prf — odpornosci na
Pseudomonas syringae, Tm-2-2 — odporno$ci na ToMV wyizolowane z S. lycopersicum,
R3a, — odpornosci na P. infestans z S. tuberosum, czy Rpi-blbl1(RB), Rpi-blb2 z S.
bulbocastanum (van Ooijen i in., 2007) lub domena TIR — (Toll interleukin-1 like
receptor), ktora wykazuje homologie z wewnatrzkomoérkowa domena receptora Toll
Drosophila melanogaster oraz interleukiny-1 cztowieka (Radwan i in., 2005). Domene¢ TIR
posiadaja na przyktad geny: Bs4 — odpornos$ci na Xanthomonas campestris sklonowany z
S. Iycopersicum i N — odporno$ci na TMV z Nicotiana tabacum (van Ooijen i in., 2007).
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Mozliwe jest takze wystepowanie motywu LZ — (leucine zipper), ktory zawierajg geny:
Rpi-blb3, Rpi-abpt pochodzace z S. bulbocastanum, oraz R2 z S. demissum, warunkujace
odpornos¢ na P. infestans (Lokossou i in., 2009). Wérod dotychczas sklonowanych gendow
odporno$ci na patogeny roslin, znajduja si¢ takze takie, ktore nie majg elementow
strukturalnych charakterystycznych dla wyzej wymienionych klas, co moze $wiadczy¢ o
innych mozliwych drogach uzyskania odpornosci w krolestwie roslin. Takie geny mozna
znalez¢ w bazie danych Plant Resistance Genes Database (Sanseverino i in., 2010).

GENY R O EKSPRESIJI NA STALYM, NISKIM POZIOMIE - NIE ULEGAJACYM ZMIANIE
PO KONTAKCIE Z PATOGENEM

Gen L6 zostat sklonowany z Inu i odpowiada za rasowo specyficzng odpornos¢ na rdze
zdzbtowa Inu wywotywang przez Melampsora linii. Nalezy do klasy genow odpornosci na
patogeny kodujacych domeny TIR-NBS-LRR. Ayliffe i in., (1999) zaobserwowali, Ze gen
ten ulega ekspresji na bardzo niskim poziomie w wielu tkankach (korzen, hipokotyl,
liscienie, liscie), w roslinach nienarazonych na kontakt z patogenem. Ro$liny poddane
inokulacji niekompatybilnym izolatem rdzy zdzblowej, badane technikg RT-PCR, nie
roznity si¢ profilem ekspresji tego genu od roslin kontrolnych, poczawszy od momentu
inokulacji do 48 godzin po inokulacji. Oznacza to, ze w przypadku tego genu interakcja z
patogenem nie wptywa na poziom jego ekspresji. Badania dotyczace ekspresji prowadzono
takze dla genu Dm3 (klasa CC-NBS-LRR) pochodzacego z salaty, warunkujacego
odpornos¢ na maczniaka powodowanego przez B. lactucae. Obecno$¢ transkryptow genu
zostata zanotowana poczawszy od trzeciego do 12 dnia rozwoju sadzonek, a takze w
pakach, kwiatach, korzeniach i lisciach dojrzatych roslin. Mimo ze w tym przypadku nie
poddawano ro$lin inokulacji, a charakter doswiadczenia byl raczej jakosciowy,
potwierdzono, Zze gen ulega ekspresji na stalym, niskim poziomie podczas rozwoju rosliny
(Shen 1 in., 2002). W kolejnym doswiadczeniu Huang i in., (2005) poddali inokulacji
ro$liny transgeniczne zawierajagce gen R3a (klasa CC-NBS-LRR) odpowiadajacy za
odporno$¢ na P. infestans w ziemniaku i pomidorze oraz jego potencjalne paralogi. Autorzy
zaobserwowali, ze wszystkie badane geny ulegaly konstytutywnej ekspresji od poczatku
doswiadczenia do 72 godzin po inokulacji. Transkrypty byly takze obserwowane wsrod
roslin nieinokulowanych. Przypadki gendéw podlegajacych statej ekspresji wskazujg na
stusznos$¢ hipotezy o receptorowej roli biatek odporno$ciowych w procesie rozpoznawania
patogenow. Doswiadczenie Tan i in., (2007), w ktorym przeprowadzono analize profilu
ekspresji gendw R oraz pokrewnych, obejmujacych grupe 170 gendw Arabidopsis, zdaja
si¢ potwierdza¢ wczedniejsze przypuszczenia dotyczace gendw R. Zaobserwowano, ze
wiekszo$¢ gendw objetych analiza charakteryzowata si¢ niskim poziomem ekspresji
wykazujacym roéznice w zaleznosci od tkanki.

GENY R O NISKIEJ BAZOWEJ EKSPRESJI ZWIEKSZAJACEJ SIE W WYNIKU
INTERAKCIJI Z PATOGENEM

Wséréd wielu sklonowanych i scharakteryzowanych genow odpornosci na choroby
réznych gatunkow roslin, tylko niewiele, objetych tego rodzaju badaniami, ulegato indukcji
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ekspresji lub wzmozonej transkrypcji w wyniku kontaktu z patogenem (Kramer i in., 2009).
Przyktadem takiego genu jest gen RB (klasa CC-NBS-LRR) wykazujacy odporno$¢ na
zaraz¢ ziemniaka powodowang przez P. infestans sklonowany z dzikiego gatunku
ziemniaka — S. bulbocastanum. Badane ro$liny transgeniczne, charakteryzujace si¢
wysoka odporno$cia, przejawialy gwaltowny wzrost poziomu ekspresji genu RB w
pierwszym dniu po inokulacji, co odzwierciedlato profil ekspresji w roslinach bedacych
donorem genu. W trzecim i pigtym dniu do§wiadczenia ekspresja zmniejszata si¢. W
przypadku jednej linii (z czterema kopiami genu) ekspresja zwigkszata si¢ stopniowo
osiggajac swoje maksimum pigtego dnia eksperymentu. Badania Kramer i in. (2009)
wykazaty takze korelacje pomiedzy liczbg transkryptow genu RB, a poziomem odpornosci
na zaraz¢ ziemniaka. Analogicznie zachowywat si¢ gen Xa3 (klasa RLKs) odpornosci na
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) zryzu (Cao i in., 2007). W obu przypadkach poziom
odpornosci zwigzany byt z liczba transkryptow danego genu. Obserwacje te potwierdzily
kolejne badania. Wsrod testowanych ro$lin transgenicznych zauwazono, ze wyzsza liczba
kopii transgenu RB koresponduje ze wzmocnieniem transkrypcji tego genu, co pociaga za
sobg wyzszy stopnien odpornosci na zarazg ziemniaka. Transgeniczne linie ziemniakow z
15 kopiami transgenu RB nalezaly do najbardziej odpornych sposrod testowanych 57 linii
(Bradeen i in., 2009). Gen Pib pochodzacy z ryzu, ktory nadaje odpornos¢ na zaraze ryzu
(rice-blast) wywotywana przez Magnaporthe grisea, jest jednym z pierwszych genow
objetych szeroko zakrojong analizg ekspresji (Wang i in., 1999). Nalezy do klasy genow
odpornosci kodujacych domeny CC-NBS-LRR. Wykazuje znaczna homologi¢ z takimi
genami, jak: N, L6, RPM1, RPS2, Prf, Xal. Rosliny poddane inokulacji, zard6wno izolatem
kompatybilnym jak i niekompatybilnym, produkowaty transkrypty genu poczawszy od
godziny zero, a skonczywszy na 96 godzinie prowadzonego doswiadczenia, przy czym dat
si¢ zaobserwowac pewien wzor ekspresji. Poczatkowo liczba transkryptéw byta na niskim
poziomie, po 12 godzinach od inokulacji wzrastata i utrzymywata si¢ na podobnym
poziomie do 24 godzin, a nastgpnie w 96 godzinie spadata ponownie do poziomu
wyjsciowego. Obserwacja ta pozwala sformutowac hipoteze o indukcji ekspresji genu pod
wplywem interakcji z patogenem, jednakze dalsza cze$¢ eksperymentu ujawnita, ze
podobny wzor ekspresji byt typowy takze w przypadku narazenia ro$lin na inny rodzaj
stresOw, a mianowicie inokulacje woda destylowang, ktora miata nasladowa¢ inokulacje,
ale bez patogena czy przetrzymywanie ros$lin w ciemnos$ci. Ros$liny kontrolne, wobec
ktorych nie stosowano czynnikow stresogennych, produkowaty transkrypty genu na stalym
poziomie przez caly czas trwania doswiadczenia (Wang i in., 1999). W kolejnych pracach
tych samych autoréw zaobserwowano takze efekt indukcji ekspresji genu Pib w wyniku
traktowania roslin kwasami: salicylowym, jasmonowym i absycynowym. Podobny wptyw
na poziom ekspresji genu Pib wywierato takze zasolenie i podwyzszona temperatura.
Szczegolnie wzrost wilgotnosci, taki jak po inokulacji woda, i podwyzszona temperatura
sa czynnikami srodowiskowymi sprzyjajacymi rozwojowi patogena, a nastgpujaca pod ich
wplywem indukcja ekspresji tego genu moze stanowi¢ niejako dzialanie zapobiegawcze,
przygotowujace rosling na potencjalny atak patogena. Przypuszczalnie rosliny reagowaty
najpierw na zmieniajgce si¢ warunki srodowiska sprzyjajace infekcji i aktywowaly wiele
gendw zwigzanych z reakcja obronna, w tym rasowo specyficzne geny R, zapewniajac tym
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samym wysoki poziom odpornosci w przypadku kontaktu z patogenem. Jak wynika z
obserwacji autorow, spory patogena zaczynajg kietkowaé po trzech godzinach od
inokulacji, a wzrost poziomu ekspresji genu Pib byl notowany juz po uptywie jednej
godziny, nie mogl wigc by¢ spowodowany przez patogena, ale przez czynniki abiotyczne.
(Wang 1 in., 1999, 2001). Z kolei gen Hslprol warunkujacy odpornos¢ na matwika
burakowego (Heterodera schachtii Schm.) w buraku cukrowym ulegat ekspresji na niskim
bazowym poziomie w ro$linach niepoddanych dziataniu patogena. W kontakcie z
patogenem obserwowany poziom transkryptow wzrastal czterokrotnie jeden dzien po
infekcji. Gen HslIprol wydaje si¢ by¢ aktywowany wytacznie przez patogeny, gdyz, jak
wykazaty dalsze testy, nie nastgpowata zmiana w liczbie transkryptow genu pod wptywem
innych czynnikow zewnetrznych, takich jak: kwas salicylowy, jasmonowy, giberelinowy,
absycynowy oraz stres wywolany podwyzszonym zasoleniem czy mechanicznym
uszkadzaniem ro$lin poprzez nacinanie korzeni zyletka (Thurau i in., 2003). Kolejnymi
genami, ktorych ekspresja regulowana jest w wyniku wspotdziatania z patogenem, sg geny
Mila6 oraz Mlal3 — zaliczane do klasy CC-NBS-LRR — warunkujace odporno$¢ na
maczniaka prawdziwego jeczmienia powodowanego przez (Blumeria graminis f. sp.
hordei). Zarobwno gen Mla6 jak i Mla13 w testach z inokulacja niekompatybilnym izolatem
wykazywal poczatkowo niski poziom transkryptow, ktory wzrastat kilkukrotnie po
uplywie 16-20 godzin od inokulacji, co pokrywa si¢ z czasem, jaki zajmuje haustoriom
patogena wytworzenie kontaktu z blong komérkowa gospodarza (Halterman i in., 2003).
Rowniez w przypadku genu Ha-NTIRI11b nalezacego do klasy CC-NBS-LRR,
pochodzacego ze stonecznika zaobserwowano indukcje transkrypcji pod wplywem
patogena (Plasmopara halstedii) wywotujacego maczniaka rzekomego stonecznika. Gen
ulegat ekspresji na niskim poziomie w roslinach odpornych, niepoddanych inokulacji przez
caly czas doswiadczenia. W wyniku inokulacji izolatem niekompatybilnym poziom
ekspresji zwickszat si¢ trzeciego dnia, osiggajac swoje maksimum szostego dnia, a po
dziewigtym dniu znowu zaczal si¢ zmniejsza¢. By wykluczy¢ wplyw innych czynnikoéw na
ekspresje, przeprowadzono test z uzyciem kwasu salicylowego i metylojasmonowego
biorgcych udziat w szlaku transdukcji sygnatu. Kontrolne rosliny poddano takze opryskowi
sterylng woda i uszkodzeniom mechanicznym poprzez pocieranie powierzchni lisci
sterylng pinceta. W doswiadczeniach tych nie zaobserwowano zmian w poziomie
transkryptow, co potwierdza wplyw patogena na ekspresje genu (Radwan i in., 2005).
Innym genem, ktorego ekspresja zostata przeanalizowana pod katem ewentualnej indukcji,
jest gen N z tytoniu, zaliczany do klasy TIR-NBS-LRR i nadajacy odporno$¢ na wirusa
mozaiki tytoniu (TMV). Jak zaobserwowano, gen ten ulega konstytutywnej ekspresji w
roslinach niepoddanych dziataniu patogena. Jednak, jak si¢ okazato, profil ekspresji genu
N zmienia si¢ w wyniku kontaktu z wirusem TMV. W tescie przeprowadzonym z uzyciem
techniki real-time PCR obserwowano ponad 38-krotny wzrost liczby transkryptéw genu N
w lisciach inokulowanych, w poréwnaniu do ro$lin kontrolnych. Ciekawy wydaje si¢ takze
fakt wzmocnienia ponad 165-krotnie ekspresji genu w lisciach znajdujacych si¢ w
wyzszych pigtrach rosliny, ktére nie byly inokulowane i nie stwierdzono w nich obecnosci
wirusa. W tym przypadku ekspresja zwigkszata si¢ przez 72 godziny i utrzymywata si¢ na
podwyzszonym poziomie przez dziesig¢ dni. Obserwowane zjawisko sklania do
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przypuszczen, ze ekspresja genu N uruchomita szlak transdukcji sygnalu, w ktérym
uczestniczg biatka EDS1, NDR1, PBS2/RAR1 i PBS3 (Martin i in., 2003), i ktory prowadzi
do reakcji nadwrazliwo$ci oraz wywotania odpornosci systemowej. Sprawdzono takze
mozliwo$¢ wzmocnienia ekspresji genu N w wyniku inokulacji roslin wirusem Y
ziemniaka (PVY). Jednak w tym przypadku gen nie ulegal indukcji i utrzymywat si¢ na
statym poziomie przez cale doswiadczenie, co potwierdzito wczesniejsze przypuszczenia
autoréw o specyficznosci dziatania genu (Levy i in., 2004).

GENY R O EKSPRESJI NIEWYKRYWALNEJ - INDUKCJA NASTEPUJE W WYNIKU
KONTAKTU Z PATOGENEM

Gen Xal (klasa CC-NBS-LRR) wyizolowany z ryzu, warunkujgcy odporno$¢ na
Xanthomonas oryzae pv. oryzae jest jednym z nielicznych genow odpornosci, ktorych
ekspresja inicjowana jest pod wptywem kontaktu z patogenem (izolaty niekompatybilne i
kompatybilne) oraz zranienia rosliny. Ekspresja genu, badana za poSrednictwem techniki
»horthern blot”, ujawnila wystepowanie transkryptow w roslinach odpornych dopiero
piatego dnia po inokulacji. Sygnatu nie obserwowano bezposrednio po inokulacji ani
trzeciego dnia do§wiadczenia. Wykorzystujac czulsza technike RT-PCR, transkrypty genu
bytly wykrywane po trzech dniach od inokulacji i pdzniej do konca prowadzonego
eksperymentu. Pigtego dnia po inokulacji roslin woda destylowana rowniez zanotowano
wystepowanie transkryptow genu, co moze $wiadczy¢ o indukcji genu takze innymi
czynnikami niz infekcja. Nie odnotowano natomiast obecnosci transkryptow w roslinach
niepoddanych dzialaniu Zadnego czynnika. Liczba bakterii, ktore zainfekowaly ro$liny
testowe, byta wyraznie skorelowana z nagromadzeniem si¢ mRNA genu Xa/ i od momentu
ekspresji genu utrzymywata si¢ na statym poziomie. Stad nasuwat si¢ wniosek, iz indukcja
genu zasadniczo wzmacniata odpornos$¢ ro$lin na atak patogena (Yoshimura i in., 1998).
Podobnie jak Xa, indukcji, w wyniku kontaktu z patogenem, podlega rowniez pochodzacy
z papryki gen Bs3 — odpornosci na X. campestris pv. vesicatoria. Gen ten koduje domeny
nienalezace do Zadnej ze znanych klas. W odrdznieniu jednak od wymienionego wczesniej
genu, mechanizm regulacji genu Bs3 zostal poznany. Rozpoznawanie patogena odbywa si¢
poprzez przytaczenie produktu genu AvrBs3 patogena do okreslonego regionu promotora,
co aktywuje transkrypcje i uruchamia reakcj¢ obronng (Rémer i in., 2007). Na podobne;j
zasadzie odbywa si¢ takze uruchomienie reakcji odpornosciowej, w ktorej uczestniczy gen
Xa27 (niesklasyfikowany dotychczas po wzgledem kodowanych domen) warunkujacy
odpornos¢ na zaraze bakteryjng ryzu wywotywang przez X. oryzae pv. oryzae. Uwaza sie¢,
ze pod wplywem produktu genu awirulencji patogena (AvrXa27) nastepuje aktywacja
promotora tego genu i w efekcie wzbudzenie jego ekspresji, gdyz inokulacja ro$lin
izolatem nieposiadajacym czynnika AvrXa27 nie powodowala indukcji genu odpornosci,
co przejawiato si¢ wystgpieniem objawow towarzyszacych infekcji (Gu i in., 2005).
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PODSUMOWANIE

Z przedstawionego przegladu badan nad odporno$cig roslin mozna wnioskowaé, ze
mimo podobienstw w strukturze genow gtdéwnych odpornosci czgsto wystepuja znaczne
roznice w sposobie inicjacji reakcji odpornosciowej, w ktorej posrednicza. Wiele gendw
zdaje si¢ potwierdza¢ hipoteze o receptorowej roli biatek R, szczegolnie te, ktore ulegajg
konstytutywnej ekspresji niezaleznie od narazenia ro$lin na kontakt z patogenem. Znane sg
takze przyktady genow, ktorych ekspresja ujawnia si¢ dopiero pod wptywem czynnikow
kodowanych przez patogeny. Przypadki takie wydaja si¢ by¢ bardzo uzasadnionym
mechanizmem w walce z patogenem, gdyz nie ulega watpliwosci, ze utrzymywanie biatek
biorgcych udzial w reakcjach odpornosciowych, gdy nie jest to konieczne, stanowi dla
ro§liny dodatkowe obcigzenie, a w zamian za odporno$¢ ro$lina ponosi koszty
energetyczne przejawiajace si¢ migedzy innymi nizszym plonem. Zostato to udowodnione
w przypadku genu RPMI z Arabidopsis. W przeprowadzonym doswiadczeniu
zaobserwowano, ze rosliny odporne, posiadajace gen RPM 1 charakteryzowaly si¢ mniejsza
produkcja biomasy, posiadaty mniej tuszczyn, a liczba nasion w poréwnaniu z ro$linami
bez genu RPMI byla mniejsza $rednio o 9% (Tian i in., 2003). Szybko ewoluujace
patogeny, jak na przyktad P. infestans, ktdry zagraza uprawom ziemniaka i przynosi
ogromne straty na catym §wiecie, zmuszaja badaczy do poszukiwan w dzikich gatunkach
roslin nowych genow R, ktore moglyby zapewnic¢ roslinom uprawnym trwata odpornosc.
W ostatnich latach zidentyfikowano wiele genow R, jednak badaniami ekspresji objeto jak
dotad niewiele z nich. W ukladzie ziemniak — P. infestans spo$rod ponad 25
zmapowanych i siedmiu sklonowanych genéw R (Hein i in., 2009 b), profil ekspresji
okreslono jedynie w dwoch przypadkach — dla genu R3a (Huang i in., 2005) 1 RB/Rpi-
blbl (Song i in., 2003, van der Vossen i in., 2003). Badania profilu ekspresji genow
odpornosci moga przyczynic si¢ nie tylko do poznania samego mechanizmu ich dziatania
1 lepszego zrozumienia interakcji ro§liny z patogenem, ale takze moga okazac si¢ przydatne
w optymalizacji procesu selekcji roslin poprzez wykorzystanie w programach
hodowlanych ros$lin o najwyzszej liczbie transkryptéw danego genu R. O stusznosci tego
podejscia moga s$wiadczy¢ wyniki uzyskane z przeprowadzonych doswiadczen
dotyczacych genu RB (Kramer i in., 2009, Bradeen i in., 2009, Millet i in., 2009). Zaréwno
dotychczasowe opracowania, jak i obecnie prowadzone eksperymenty dotyczace regulacji
ekspresji genow R uroslin, moga dostarczy¢ w niedalekiej przysztosci cennych wskazowek
majgcych zastosowanie aplikacyjne w walce z najbardziej zagrazajacymi patogenami
roslin uprawnych. W efekcie przetozy si¢ to bezposrednio na korzysci ekonomiczne dla
hodowcow i rolnikow poprzez zredukowanie do minimum lub nawet wyeliminowanie
stosowanych dotychczas $rodkow ochrony chemicznej. Umozliwi to otrzymywanie
zdrowej zywnosci cieszacej si¢ coraz wiekszym zainteresowaniem konsumentow. Bedzie
miato takze swdj pozytywny wptyw na srodowisko naturalne.
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Skrity wystepujace w pracy

PTI — PAMP-trigger immunity

PAMP — pathogen associated molecular pattern

ETI — effector triggered immunity

Pep-13 — element $ciany komorkowej patogena soji — P. sojae
CBEL — cellulose binding elicitor lectin — proteina w $cianie komorkowej
P. parasitica var. nicotianae

PR1/PRS5 — pathogenesis related protein 1/5

PCD — programmed cell death

HR — hypersensitive response

RIN4 — RPM-interacting protein 4

NBS-LRR — nucleotide binding site-leucine rich repeats
eLRR — extracellular LRR

RLKs — Receptor-Like Kinases

RLPs — Receptor-Like Proteins

CC — coiled coil

TIR — Toll interleukin-1 like receptor

LZ — leucine zipper

EDS1 — enhanced disease susceptibility 1

PAD4 — phytoalexin deficient 4

NDR1 — non-race specific disease resistance-1
PBS2/RAR1 — PPHB susceptible 2

PBS3 — avrPPHB susceptible 3
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