Receptory blonowe wiazace czasteczki typu MAMP/PAMP i DAMP
aktywujace pierwsza linie obrony lokalnej ukladu odpornosciowego roslin

STRESZCZENIE

osliny w toku ewolucji wyksztalcily wielopoziomowy uklad odpornosciowy przeciw-

dzialajacy infekcjom oraz zapobiegajacy rozwojowi chor6b. Pierwsza linie obrony akty-
wuja receptory blonowe, okreslane jako receptory rozpoznajace wzorce molekularne obcych
czasteczek (PRR), wiazace czasteczki typu MAMP/PAMP lub DAMP. Receptory typu PRR
aktywuja kaskady sygnalowe uruchamiajace odpowiedzi obronne tworzace odpornos¢ akty-
wowana przez czasteczki PAMP (PTI). Odpowiedzi obronne wspéltworzace pierwsza linie
obrony obejmuja m. in. produkcje aktywnych form tlenu i tlenku azotu, odkladanie kalozy,
zamykanie aparatéw szparkowych, biosynteze fitoaleksyn, biosynteze fitohormonéw zwia-
zanych z odpornoscia oraz aktywacje szerokiego zestawu gendéw zwiazanych z reakcjami
odpornosciowymi.

WPROWADZENIE

Rodliny moga zy¢ w érodowisku razem z licznymi organizmami patogen-
nymi dzieki wyksztalconym w toku ewolucji mechanizmom odpornoscio-
wym przeciwdzialajacym infekcjom przez fitopatogeny i zapobiegajacym
rozwojowi choréb. Oprécz bariery fizycznej (epiderma pokryta kutykuta,
wielowarstwowa $ciana komoérkowa) i chemicznej (np. produkowane kon-
stytutywnie fitoancypiny), pierwsza linie obrony stanowi odpornosé¢ akty-
wowana przez receptory blonowe wiazace czgsteczki (elicytory) pochodzace
z obcych drobnoustrojéw. Czasteczki te sa nazywane ogélnie czasteczkami
typu MAMP (ang. Microbe-Associated Molecular Pattern), a gdy pochodza z
organizméw patogennych, czasteczkami typu PAMP (ang. Pathogen-Asso-
ciated Molecular Pattern). W aktywowaniu odpornosci podstawowej, u zwie-
rzat nazywanej odpornoscia wrodzona, moga takze bra¢ udzial czasteczki
pochodzace z komoérek atakowanej rosliny, uwalniane w nastepstwie ataku
fitopatogena lub produkowane w warunkach stresu. W tym wypadku cza-
steczki nosza nazwe czasteczek typu DAMP (ang. Damage/Danger-Associated
Molecular Pattern) [1-3]. W percepcji czasteczek MAMP/PAMP i DAMP po-
srednicza zlokalizowane w blonie plazmatycznej bialka receptorowe nazy-
wane ogolnie receptorami typu PRR (ang. Pattern Recognition Receptor) [4-6].
Receptory PRR rozpoznaja okreslony wzorzec molekularny (sygnature) obcej
badz wtasnej czasteczki, identyfikujac w ten sposob cate grupy organizmow
patogennych i niepatogennych. Wigzanie czasteczki MAMP/PAMP lub
DAMP do receptora blonowego aktywuje wewnatrzkomoérkowe szlaki sy-
gnalowe uruchamiajace w roslinie szeroki wachlarz odpowiedzi obronnych
wspottworzacych odpornosé lokalna typu PTI (ang. PAMP-Triggered Immuni-
ty) [6,7]. Tak wiec, w strategii obronnej roslin, odpornos¢ aktywowana przez
czasteczki MAMP/PAMP i DAMP stanowi pierwsza linie obrony lokalnej,
dzieki ktorej roélina nie tylko moze przeciwdziala¢ infekcjom, ale moze takze
aktywnie zwalcza¢ pojawiajace sie organizmy patogenne. W wielu wypad-
kach, uruchamiane odpowiedzi obronne typu PTI sa wystarczajaco efektyw-
ne, by skutecznie chronié rosline przed infekcja i namnazaniem sie patogena,
szczegblnie za§ wtedy, gdy atakujacy patogen nie dysponuje odpowiedni-
mi mechanizmami supresyjnymi przetamujacymi odpornoéé PTI. Jednakze
wiekszosé¢ organizmoéw patogennych wyksztalcita w toku ewolucji szereg
mechanizméw molekularnych nakierowanych na ttumienie odpornosci PTI.
Kluczowy mechanizm supresyjny, wykorzystywany przez fitopatogeny z
réznych grup systematycznych, opiera sie na produkowanych przez fitopa-
togeny specjalnych bialkach, nazywanych ogoélnie efektorami, ktére wpro-
wadzone do komérek atakowanej rosliny zaburzaja odpornosé PTI. Niektére
poznane biatka efektorowe blokuja receptory PRR, inne atakuja biatka po-
$redniczace w przekazywaniu sygnaléw, a jeszcze inne zaburzaja odpowie-
dzi obronne badz naruszajg rézne procesy biochemiczne [8,9]. Jednakze w
toku ewolugcji, biatka efektorowe syntetyzowane przez fitopatogeny staly sie
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zarazem istotnymi elementami ukladu odpornoséciowego,
dzieki ktérym w roslinie nastepuje aktywacja drugiej linii
obrony lokalnej. Stato sie to mozliwe dzieki wyksztaltco-
nym w toku ewolucji wewnatrzkomérkowym immuno-
receptorom rozpoznajacym pojawiajace sie¢ w komorkach
roslin biatka efektorowe fitopatogendéw. Receptory te sa
tozsame z produktami genéw R (ang. Resistance), ktére w
koncepcji Flora sprzed ponad 60 lat mialy oddziatywa¢
z produktami genéw awirulentnych fitopatogenéw. Naj-
wieksza i obecnie najlepiej poznana grupe immunorecep-
torow wewnatrzkomoérkowych tworza biatka z rodziny
NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding site, Leucine-rich Repe-
at). Rozpoznaja one biatka efektorowe na zasadzie bez-
posrednich oddziatywan typu ligand-receptor, chociaz
znacznie czesciej obecnos¢ efektora wykrywaja posred-
nio, monitorujac zmiany we wiasnych biatkach (kofakto-
rach), jakie pojawiaja sie w zwigzku z obecnoscig biatek
efektorowych. Zmiany konformacyjne w biatkach NB-
-LRR, towarzyszace rozpoznaniu biatek efektorowych,
aktywuja szlaki sygnalowe uruchamiajace odpowiedzi
obronne typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) [10].
Reakcje odpornosciowe typu ETI sq na ogoél silniejsze niz
PTI i zwykle obejmuja reakcje typu nadwrazliwodci HR
(ang. Hypersensitive Response) prowadzace do programo-
wanej $mierci komoérek. Smier¢ zainfekowanych komérek
ma przeciwdziala¢ rozprzestrzenianiu si¢ fitopatogena
na sgsiednie, niezainfekowane jeszcze komorki.

W miejscu infekcji produkowane sg czasteczki sygna-
towe, ktére w tkankach niezainfekowanych, réwniez w
tych potozonych daleko od miejsca infekcji, indukuja od-
pornosé¢ nabyta systemowo SAR (ang. Systemic Aquired
Resistance) [11]. Innym typem tzw. odpornosci induko-
wanej IR (ang. Induced Response) jest odpornosc ISR (ang.
Induced Systemic Resistance) wystepujaca w zwigzku z od-
dzialywaniami pomiedzy rosling a bakteriami i grzybami
symbiotycznymi [12]. Przeprogramowanie ekspresji ge-
néw zwigzane z odpornosciag typu PTI i ETI pociaga row-
niez szereg modyfikacji epigenetycznych, ktore stajq sie
podstawa odpornosci indukowanej miedzypokoleniowo
(ang. Transgenerationally Induced Resistance) [13]. Fenome-
nem odpornosci indukowanej jest stan , uwrazliwienia”
(ang. priming) ukladu odpornosciowego rosliny charak-
teryzujacego sie wyraznymi zmianami metabolicznymi,
hormonalnymi, zmianami w aktywnosci enzyméw oraz
zmianami epigenetycznymi. Zjawisko , primingu” moze
by¢ wywotywane przez $ladowe ilosci lub ,slabe” cza-
steczki typu MAMP/PAMP oraz przez wiele r6znorod-
nych czynnikéw stresogennych, takich jak np. zranienia,
a takze przez szereg r6znych zwiazké6w chemicznych, ta-
kich jak np.: kwas p-aminomastowy, salicylan, jasmonian,
czy lotne zwigzki organiczne (VOCs, ang. Volatile Organic
Compounds). Stan ,uwrazliwienia” ukladu odpornoscio-
wego sprzyja szybszej i efektywniejszej obronie w sytu-
acji, gdy rzeczywiscie nastapi atak patogena [14,15].

Celem obecnej pracy bylo podsumowanie wynikow
dotychczasowych badan poswieconych identyfikowaniu
czasteczek typu MAMP/PAMP i DAMP oraz poznawa-
niu receptoréw blonowych roélin typu PRR aktywuja-
cych wewnatrzkomoérkowe szlaki przekazywania sygna-
16w uruchamiajacych odpowiedzi obronne typu PTL
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RECEPTORY WIAZACE CZASTECZKI TYPU MAMP/
PAMP BAKTERII, GRZYBOW I LEGNIOWCOW
ORAZ WEASNE CZASTECZKI TYPU DAMP

W latach osiemdziesiatych ubieglego wieku w doswiad-
czeniach prowadzonych na kulturach komérkowych po-
dejmowano szereg réznorodnych analiz tzw. szybkich od-
powiedzi, jakie pojawiaja sie w zwiazku z aplikacja obcych
czgsteczek pochodzacych z komorek bakterii, grzybow,
legniowcéw czy nicieni. Wyniki tych doswiadczeri poka-
zaly, ze identyfikowane elicytory wywotuja nie tylko tatwo
zauwazalne zmiany morfologiczne i fizjologiczne, ale akty-
wuja réwniez zmiany w ekspresji genéw zwiazanych z od-
pornoscia roslin na patogeny [16]. Réwnolegle z poznawa-
niem réznorodnych elicytoréw podejmowano takze préby
identyfikowania biatek receptorowych posredniczacych w
percepcji niektérych czasteczek. Wyrazny przetom w tych
poszukiwaniach nastapit w 2000 roku po tym, jak w rzod-
kiewniku pospolitym (Arabidopis thaliana) zidentyfikow-
ano gen AtFLS2 kodujacy biatko wiazace flageline, biatko
budujace wi¢ bakterii [17]. W tym miejscu warto przypo-
mnieé, ze cztery lata wczesniej odkryto receptor btonowy
Toll funkcjonujacy w ukladzie odpornosciowym wywilzni
karlowatej (Drosophila melanogaster), a w 1998 roku u my-
szy zidentyfikowano gen TLR4 (ang. Toll-Like Receptor4)
kodujacy blonowe biatko receptorowe posredniczace w
percepcji lipopolisacharydu (LPS), bakteryjnej czasteczki
typu MAMP/DAMP. Wyniki tych poszukiwan ukierunko-
waly w nastepnych latach badania molekularne poswiecone
odpornosci wrodzonej u zwierzat, ktérych doniostosé do-
ceniono w 2011 roku przyznaniem J. A. Hoffmannowi i B.
A. Beutlerowi nagrody Nobla w dziedzinie fizjologii i me-

dycyny.

Odkrycie w rzodkiewniku receptora AtFLS2 zapoczat-
kowalo lawine badan poswieconych poznawaniu w rosli-
nach receptoréw blonowych wigzacych czasteczki MAMP/
PAMP i DAMP, aktywujacych reakcje odpornosciowe typu
PTI. Wyniki tych badan wykazaly, Ze odkrywane u roslin
receptory wigzace czasteczki MAMP/PAMP/DAMP laczy
z biatkami Toll/TLR zwierzat wiele podobienstw. Okazalo
sig, ze wszystkie biatka Toll/TLR oraz duza czeé¢ pozna-
nych dotychczas biatek receptorowych PRR roslin w cze-
sci zewnatrzkomoérkowej wiazacej ligand zawiera domene
utworzona z wielu charakterystycznych 20-30-aminokwa-
sowych powtérzen bogatych w leucyne LRR (ang. Leucine
Rich Repeats) [18]. Biatka Toll/TLR za domena zewnatrzko-
moérkowa maja pojedyncza helise transblonowa, za ktéra
wystepuje wewnatrzkomoérkowa domena TIR oddziatujaca
z biatkami adaptorowymi posredniczacymi w wigzaniu
cytoplazmatycznych kinaz biatkowych Pelle/IRAK, ktére
sa kluczowymi elementami wewnatrzkomoérkowych szla-
kow sygnatowych [18]. W roélinach, blonowymi biatkami
receptorowymi PRR sg receptorowe kinazy biatkowe typu
RLK (ang. Receptor-Like Kinase) badz biatka blonowe typu
RLP (ang. Receptor-Like Proteins), ktére razem z kinazami
biatkowymi wspoéttworza kompleksy receptorowe. W tym
miejscu warto zauwazy¢, ze genom rzodkiewnika zawiera
443, genom ryzu 786, a genom brzozy (Populus trichocar-
pa) 726 sekwengji kodujacych blonowe, receptorowe sery-
nowo/treoninowe kinazy biatkowe typu RLK/Pelle [19].
Rodzine biatek typu RLP w rzodkiewniku koduje 170, a w
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Rycina 1. Schemat polipeptydu AtFLS2. Opis w tekscie (na podstawie prac [3,17],
zmieniono).

ryzu 90 genéw [20]. W ponad 230 kinazach RLK rzodkiew-
nika, domene zewnatrzkomoérkowa wigzaca ligand tworzy
kilka, do kilkudziesieciu powtérzen typu LRR. W pozosta-
tych kinazach RLK w tym miejscu wystepuja domeny lekty-
nowe, domeny bogate w proline lub cysteine, domeny DUF
i LysM oraz domeny podobne do epidermalnego czynnika
wzrostu (EGF). Rowniez wigkszos$¢, bo az 109 biatek RLP
rzodkiewnika w czesci wiazacej ligand ma domene typu
LRR [19,20]. Duza czes$¢ poznanych dotychczas kinaz bial-
kowych tworzacych/wspéttworzacych kompleksy recep-
torowe PRR roslin i wszystkie kinazy Pelle/IRAK zwierzat
faczy jeden, przypuszczalnie wazny szczegét budowy, a
mianowicie ten, Zze w subdomenie VI domeny kinazowej
nie wystepuje motyw -RD- (reszta argininy i asparaginianu)
[4,21]. Obecny u wigkszosci kinaz biatkowych motyw -RD-
z resztg argininy hamuje aktywnoé¢ katalityczng domeny
kinazowej. Odblokowanie aktywnosci kinazowej nastepuje
w wyniku fosforylacji tzw. petli aktywacyjnej. Pojawiajaca
sie tutaj reszta fosforanowa z fadunkiem ujemnym odciaga
z centrum aktywnego dodatnio naladowana reszte guaini-
dynowa argininy, co w efekcie prowadzi do odblokowania
aktywnosci kinazowej. W kinazach biatkowych typu PRR
reszta argininy w motywie -RD- zostata zastapiona innym
aminokwasem, np. w AtFLS2 jest nim cysteina (Ryc. 1), co
moze sugerowad, ze funkcjonuje tu inny mechanizm akty-
wacji, badz ze kinazy te pozostaja w stanie ciaglej aktyw-
nosci. Brak motywu -RD- w kinazach PRR pozwala snu¢
pewne przypuszczenia odnosnie liczby kinaz biatkowych
typu RLK posredniczacych w percepcji czasteczek MAMP/
PAMP/DAMP. Wyniki analiz bioinformatycznych wyka-
zaly, ze genom rzodkiewnika zawiera 47, a genom ryzu az
371 genéw kodujacych receptorowe kinazy biatkowe po-
zbawione motywu -RD- [21].

W odréznieniu od kinaz biatkowych typu RLK, ktére za
odcinkiem transblonowym majg domene kinazowa, bial-
ka RLP za helisa transbfonowa maja tylko bardzo kroétkie
przedtuzenie C-konicowe. W obrebie tego przediuzenia
niektére RLP maja motyw skierowujacy do endocytozy,
inne za$ maja motyw posredniczacy w wigzaniu biatka z
kotwica glikozylofosfatydyloinozytolowa (GPI). Ponadto,
wyniki dotychczasowych badan pokazuja, ze biatka RLP
wspoéttworza heteromeryczne kompleksy z blonowymi
kinazami biatkowymi, a takze z kinazami pochodzacymi z
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dwoch grup, a mianowicie SERK i SOBIR (patrz nastepne
rozdzialy) [5,22,23].

RECEPTORY WIAZACE CZASTECZKI MAMP/
PAMP POCHODZENIA BAKTERYJNEGO

Czasteczki MAMP/PAMP pochodzace z komorek bak-
terii mozna ogélnie podzieli¢ na zewnatrzkomorkowe:
(flagelina, bialko budujace wic), czasteczki budujace Scia-
ny i blony komérek bakteryjnych (peptydoglikan; PGN,
lipopolisacharyd; LPS, permeaza ksantynowo-uracylowa;
Xup) oraz czasteczki pochodzenia wewnatrzkomérkowe-
go (czynnik elongacyjny Ef-Tu, oligopeptyd RaxX, pepty-
dy Csp22, NIp20 i eMax). Na rycinie 2 pokazano wszystkie
poznane dotychczas pary ligand-receptor, w ktérych ligan-
dami sa czasteczki MAMP/PAMP pochodzace z bakterii,
a receptorami sa poznane w réznych roslinach kompleksy
receptorowe [3-5,24-26].

Flagelina - kinaza AtFLS2 rzodkiewnika

W doswiadczeniach prowadzonych na kulturach ko-
morkowych pomidora traktowanych zawiesinami bakterii
Pseudomonas syringae pv. tabaci, ekstraktami bakteryjnymi
oraz bialkami izolowanymi z tych bakterii ujawniono po raz
pierwszy, ze czynnikiem aktywujacym alkalizacje Srodowi-
ska zewnatrzkomérkowego i stymulujacym produkcje ak-
tywnych form tlenu jest flagelina - 33 kDa biatko budujace
wic bakterii [3,4]. Flagelina pochodzaca z r6znych bakterii jest
biatkiem stosunkowo silnie zréznicowanym, zaréwno pod
wzgledem wielkosci (28-50 kDa), jak réwniez pod wzgledem
sekwencji aminokwasowej, chociaz w czesci N- i C-korico-
wej zauwazalna jest wyrazna zachowawczos¢ sekwengji. To
wlasnie w czesci N-konicowej flageliny potozony jest 22-ami-
nokwasowy aktywny epitop (flg22). Flagelina pochodzaca z
Agrobacterium, Rhizobium czy Xanthomonas o nieco odmiennej
sekwencji w czesci N-koricowej nie wywotuje w komoérkach
pomidora efektéw podobnych do flageliny z P.syringae. W
podobnych doswiadczeniach prowadzonych na 5-dniowych
siewkach rzodkiewnika potwierdzono, ze sam oligopeptyd

flg22 PGN LPS xup25 elf18 Rax X21 csp22 csp22 nlp20  eMax
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Rycina 2. Kompleksy receptorowe roslin wiazace czasteczki MAMP/PAMP
pochodzenia bakteryjnego. Szczegélowy opis w tekscie (na podstawie prac
[4,5,21,24,25], zmieniono).
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flg22 hamuje wzrost siewek, aktywuje ekspresje genéw PR-1
i PR-5 (ang. Pathogenesis-Related protein), stymuluje produk-
gje aktywnych form tlenu oraz aktywuje synteze kalozy [3,4].
Efekt hamowania wzrostu siewek okazal si¢ przydatny w
selekcjonowaniu mutantéw niewrazliwych na flg22. W ten
sposob zidentyfikowano trzy mutanty fls2 (ang. flagellin-
-sensing?) rzodkiewnika, a niedlugo potem wykazano, ze
wszystkie trzy mutacje dotycza genu AtFLS2 kodujacego
1173-aminokwasowe (129 kDa) biatko (Ryc. 1) [17]. Domene
zewnatrzkomoérkowa AfFLS2 tworzy 28 powtérzen 24-ami-
nokwasowej sekwencji bogatej w leucyne (LRR). Ponadto w
domenie zewnatrzkomérkowej wystepuja dwa motywy cy-
steinowe i az 18 motywoéw NxS/T bedacych potencjalnymi
miejscami N-glikozylacji. Jak juz weczeéniej wspomniano, ki-
naza AtFLS2 w domenie kinazowej ma motyw -CD- zamiast
ewolucyjnie zachowawczego motywu -RD-, a w odcinku po-
fozonym za domeng kinazowg sekwencje podobna do PEST
- motywu kierujacego biatka do ubikwitynylacji. Przeprowa-
dzone przed czterema laty analizy krystalograficzne wyka-
zaly, ze domena zewnatrzkomérkowa LRR tworzy strukture
solenoidu, a oligopeptyd flg22 dziata jako ,, molekularny klej”
umozliwiajacy powstawanie heterodimerycznego komplek-
su razem z receptorowq kinaza biatkowg AtBAK1, w ktérym
ta ostatnia pelni funkcje koreceptora [27]. Analizy ekspres;ji
genu AtFLS2 pokazaly, ze poziom jego ekspres;ji jest wyraz-
nie wyzszy w komoérkach szparkowych, hydatodach, korze-
niach bocznych, wigzkach przewodzacych, a takze w miej-
scach zranienia liSci [28]. Ponadto ujawniono, ze ekspresja
AtFLS2, a takze poziom jego bialkowego produktu sa regu-
lowane przez etylen, z drugiej zas strony, powstawanie kom-
pleksu AtFLS2/flg22 / AtBAK1 aktywuje synteze etylenu [7].

Ortologami AtFLS2 poznanymi w innych roélinach sa:
NbFLS2 tytoniu, LeFLS2 pomidora, OsFLS2 ryzu, VoFLS2
winoroéli [24,25]. Ponadto w nowszych badaniach wykaza-
no, ze flagelina P. syringae zawiera dwa epitopy, bo oprécz
epitopu flg22 rozpoznawanego przez AtFLS2, w innym re-
gionie wystepuje epitop flgll-28, ktoéry jest rozpoznawany
przez kinaze receptorowa FLS3 pomidora [29]. Co réwnie
interesujace, w ryzu obok receptora OsFLS2 wiazacego flg22
wystepuje jeszcze inny nieznany receptor, ktéry rozpoznaje
epitop CD2-1 potozony w czesci C-koricowej flageliny z Aci-
dovorax avenae [30].

Peptydoglikany - heteromeryczne
kompleksy AtLYM1/LYM3/CERK1

Peptydoglikany (PGN) sa sktadnikami éciany komoérkowej
bakterii zbudowanymi z N-acetyloglukozaminy 1aczacej sie
wigzaniami -1,4-glikozydowymi z kwasem muraminowym
(N-acetyloglukozamina polaczona wigzaniem eterowym
z kwasem mlekowym). Tworzace si¢ w ten sposéb dlugie
taricuchy polisacharydowe sieciowane sa za posérednictwem
krotkich peptydow (zwykle tetrapeptydéw) wigzanych po-
przez reszty kwasu mlekowego z kwasem muraminowym
(Ryc. 3). W bakteriach Gram-dodatnich, w pozycji trzeciej te-
trapeptydéw wystepuje zwykle L-lizyna, natomiast bakterie
Gram-ujemne w tym miejscu maja kwas mezo-2,6-diaminopi-
melinowy (m-DAP) [31,32]. Peptydoglikany tworzg struktu-
re przypominajaca woreczek otaczajacy komorke bakteryjna
i nadajacy bakterii okreslony ksztatt, a poniewaz PGN nie
wystepuja u eukariontéw, dlatego zatoZzono, ze fragmenty
takiej sieci moga pelni¢ funkcje czasteczek MAMP/PAMP.
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Rycina 3. Schemat budowy peptydoglikanéw (PGN). Opis w tekscie (na podsta-
wie prac [31,32]).

Przypuszczenia te okazaly sie stuszne, bowiem w doswiad-
czeniach sprzed dziesigciu lat prowadzonych na kulturach
komorkowych tytoniu, a takze w nowszych badaniach wy-
konywanych na kulturach komérkowych rzodkiewnika oraz
lidciach kilkutygodniowych roslin potwierdzono zakladang
role PGN. Peptydoglikany uzyskane z Staphylococcus aureus
aktywuja szereg szybkich odpowiedzi, takich jak: alkali-
zacja §rodowiska zewnatrzkomérkowego, naptyw Ca* do
cytoplazmy, synteza tlenku azotu, aktywacja kinaz MAP,
synteza kamaleksyny. Podobne efekty obserwowano takze
w dos$wiadczeniach prowadzonych na rzodkiewniku trak-
towanym PGN lub muropeptydami uzyskanymi z Gram-
-ujemnych patogennych bakterii Agrobacterium tumefaciens i
Xanthomonas campestris [31].

W poszukiwaniach receptoréw PGN od poczatku zwra-
cano uwage na biatka zawierajgce charakterystyczne okoto
40-aminokwasowe sekwencje nazywane motywami LysM
(nazwa nie pochodzi od aminokwasu lizyny, lecz od mo-
tywu znalezionego po raz pierwszy w bakteryjnym lizozy-
mie, hydrolazie sekrecyjnej degradujacej bakteryjne Sciany
komoérkowe). W genomie rzodkiewnika zidentyfikowano
14 genéw kodujacych biatka z pojedynczym, dwoma lub
trzema motywami LysM. Pie¢ genow AtLYK 1-5 koduje
kinazy biatkowe typu LysM-RLK, a trzy geny koduja bial-
ka typu LysM-RLP (AfLYP1, AtLYP2/AtLYM3 i AtLYP3/
AtLYM1) [32]. Wyniki dotychczasowych badan prowa-
dzonych na rzodkiewniku dowodza, ze w percepcji PGN
posredniczy heteromeryczny kompleks utworzony przez
biatka LysM-RLP (AfLYM1/AtLYP3 i AtLYM3/AtLYP2)
oraz kinaze biatkowa AfLYK1/AtCERK1 (Ryc. 2) [33]. Biat-
ka AtLYM1 i AtLYM3 wiaza PGN, natomiast AtCERK1 po-
$redniczy w przekazywaniu sygnatu do wnetrza komorki.
W genomie ryzu zidentyfikowano sze$¢ genéw kodujacych
biatka typu LysM-RLP (OsLYP1 do 6) z trzema motywami
LysM. Wyniki nielicznych jeszcze badan sugerujg, Ze hete-
rodimer OsLYP4/OsLYP6 wiaze PGN, a takze chityne, a ki-
naza OsCERK1 przekazuje sygnat do wnetrza komorki [33].

Lipopolisacharydy - kinaza LORE rzodkiewnika

Lipopolisacharydy (LPS) sa duzymi trzyczeéciowymi
czasteczkami budujacymi blone zewnetrzng bakterii Gram-
-ujemnych. W sktad LPS wchodzi lipid A, rdzen oligosacha-
rydowy i oligosacharyd-O (O-antygen) [31] (Ryc. 4). Cza-
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Rycina 4. Schemat budowy lipopolisacharydéw (LPS). Opis w tekscie (na pod-
stawie pracy [31]).

steczka LPS jest zakotwiczona w dwuwarstwie lipidowej
za posrednictwem lipidu A, ktéry jest utworzony z czesci
polarnej, zwykle D-glukozaminylo-D-glukozaminy. Cza-
steczki glukozaminy w disacharydzie sa podstawione w
pozycjach 2 i 3 resztami kwasow ttuszczowych. Z lipidem A
polaczony jest za posrednictwem wigzania ketozydowego
oligosacharydowy rdzen, w ktérym mozna wyréznic region
wewnetrzny zbudowany z 2-3 czasteczek kwasu 2-keto-
-3-deoksyoktulozonowego (Kdo) i L-glicerolo-D-manno-
-heptoz. Region zewnetrzny rdzenia oligosacharydowego
tworza rézne heksozy, z ktérymi polaczony jest oligosa-
charyd-O zbudowany z powtarzajacych sie podjednostek,
utworzonych z 2-8 reszt cukrowcowych taczacych sie linio-
wo lub w sposéb rozgateziony [31].

Jak juz wczeéniej wspomniano, pierwszym poznanym
receptorem typu TLR (ang. Toll-Like Receptor) u zwierzat jest
biatko TLR4 myszy posredniczace w percepcji LPS. Wyniki
pierwszych doswiadczeni prowadzonych na kulturach ko-
moérkowych tytoniu pokazaty, ze LPS izolowany z X. campe-
stris réwniez w roslinach aktywuje reakcje odpornosciowe,
stymulujac produkcje nadtlenku wodoru oraz naptyw Ca?
do cytoplazmy. W nowszych doswiadczeniach, w ktérych
uzywano LPS uzyskiwanych z réznych bakterii potwier-
dzono aktywacje szeregu innych wczesnych odpowiedzi
typu PTI [31]. W doswiadczeniach wykorzystujacych LPS
wyznakowany Alexa Fluor lub Qdot udalo si¢ w ostatnim
czasie wykaza¢ obecnos¢ na powierzchni protoplastow
miejsc wiazacych LPS [34]. Ostatecznie przed dwoma laty
wyselekcjonowano mutanta rzodkiewnika niewrazliwego
na LPS niezwykle podatnego na infekcje przez P. syringae
[35]. Okazalo sie, ze zmutowany gen koduje receptorowa
kinaze biatkowa LORE (ang. LipoOligosaccharide-Specific Re-
duced Elicitation), ktéra w czesci zewnatrzkomoérkowej ma
domene lektynowa wiazaca lipid A. Na razie jeszcze nie
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wiadomo, czy w percepcji LPS u roslin biora udzial réwniez
inne biatka, ktére, podobnie jak u zwierzat, posrednicza w
degradacji blony bakteryjnej (bialko LBP) oraz przenosza
LPS (sCD14) na kompleks receptorowy TLR4/MD-2 [36].

Peptyd Xup25 - kinaza XPS1 rzodkiewnika

W poszukiwaniach nowych bakteryjnych czasteczek
typu MAMP/PAMP w Pseudomonas syringae zidentyfi-
kowano szes¢ nowych peptydéw. Szczegélowa analiza
25-aminkwasowego peptydu xup25 pochodzacego z per-
meazy ksantynowo-uracylowej zlokalizowanej w blonie
bakteryjnej dowiodta, ze xup25 pelni funkcje typowej cza-
steczki MAMP/PAMP [37]. W percepcji xup25 posredniczy
podobna do AtFLS2 kinaza receptorowa XPS1 (ang. Xanthi-
ne/uracil Permease Sensingl), ktéra w domenie zewnatrzko-
morkowej zawiera 23 powtérzenia LRR [37].

Elf18 - kinaza AtEFR rzodkiewnika

W doswiadczeniach prowadzonych na kulturach komoér-
kowych rzodkiewnika traktowanych ekstraktami z Escheri-
chia coli z delecja w genie FIiC kodujacym flageling, a takze
ekstraktami z bakterii pozbawionych wici (Ralstonia solana-
cearum, Sinorhizobium meliloti) wykazano, ze komoérki rzod-
kiewnika reaguja na aplikowany ekstrakt podobnie jak na
flageling, mimo Ze ekstrakty nie zawieraja tego biatka [38].
Aktywna czasteczka okazalo si¢ 43 kDa biatko funkcjonu-
jace w E. coli jako czynnik elongacyjny EF-Tu (ang. Elon-
gation Factor-Tu). Z czasem wykazano, ze jego aktywnym
epitopem jest 18-aminokwasowy acetylowany N-koricowy
oligopeptyd elf18. W doswiadczeniach wykorzystujacych
wyznakowany izotopowo oligopeptyd elf26 udalo sie w
blonach plazmatycznych rzodkiewnika zidentyfikowac 150
kDa biatko wiazace peptyd [3,4]. Oczyszczenie tego biatka
utatwito sklonowanie genu AfEFR (ang. EF-Tu Receptor) ko-
dujacego typowa kinaze biatkowa RLK z 22 powtérzeniami
LRR w czesci zewnatrzkomoérkowej [3]. W tym miejscu war-
to jeszcze zwréci¢ uwage na wyniki niedawnych doswiad-
czeni, w ktérych wykazano, ze w ryzu funkcjonuje nieziden-
tyfikowany jeszcze receptor biatka EF-Tu pochodzacego z
Acidovorax evenae, ktéry nie rozpoznaje epitopu elf18, lecz
inny, polozony w regionie srodkowym epitop EFa50 [39].

Siarczanowany oligopeptyd RaxX21-sY z
Xanthomonas - kinaza XA21 ryzu

W badaniach zwigzanych z odpornoscia ryzu na rdze
zdzblowa wywolywana przez Xanthomonas oryzae pv. oryzae
juz w polowie lat dziewieédziesigtych wyselekcjonowano i
sklonowano gen OsXA21 kodujacy receptorowa kinaze biat-
kowa z 23 powtérzeniami typu LRR [4]. W poszukiwaniach
czasteczki PAMP pochodzacej z X. oryzae zidentyfikowano
najpierw biatko AX21, w ktérym aktywnym epitopem miat
by¢ 17-aminokwasowy oligopeptyd axY®22 z siarczano-
wang reszta tyrozyny [40]. Jednakze z czasem okazalo sie,
ze wlasciwa czasteczka PAMP wiazang przez OsXA21 jest
60-aminokwasowe biatko RaxX, ktérego 21-aminokwasowy
epitop zawiera siarczanowang reszte tyrozyny [41]. Biatko
RaxX wystepuje u co najmniej odmiu gatunkéw bakterii z
rodzaju Xanthomonas infekujacych wiele roslin uprawnych.
Na marginesie badan zwiazanych z kinaza XA21 warto
zauwazy¢, iz mimo ze czasteczke PAMP wigzana przez
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OsXA21 zidentyfikowano dopiero przed dwoma laty, to
jednak w ciggu trwajacych juz ponad 22 lata badan udato sie
poznac caly szereg bialek wspottworzacych i regulujacych
szlaki sygnalowe aktywujace odpowiedzi PTI [40].

Peptyd Csp22 - NbCSPR tytoniu i kinaza CORE pomidora

Wyniki doswiadczeri sprzed czternastu lat ujawnily, iz
22-aminkwasowy epitop biatka Csp (ang. Cold shock protein)
z Micrococcus lysodeikticus aktywuje w tytoniu silne odpo-
wiedzi typu PTI [42]. Male biatka szoku zimna (Csp) synte-
tyzuja mikroorganizmy bytujace w srodowisku o ustalonej
niskiej temperaturze. W takich warunkach sg one niezbedne
do uruchomienia i prawidlowego przebiegu transkrypdji i
translacji, poniewaz umozliwiaja m. in. powstawanie funk-
gjonalnych rybosoméw oraz likwiduja w mRNA nietypowe
struktury drugorzedowe powstajace podczas szoku zimna.
Biatka Csp zawieraja motywy RNP1 i RNP2 wiazace poje-
dyncza ni¢ RNA lub DNA. W ubieglym roku w doswiad-
czeniach prowadzonych na tytoniu zidentyfikowano biatko
receptorowe NbCSPR (ang. RLP Required for CSP22 Respon-
siveness) typu RLP wigzace 22-aminokwasowy epitop poto-
zony obrebie motywu RNP1 [43]. Domena zewnatrzkomor-
kowa NbCSPR zawiera 28 powtérzert LRR. Biatko NbCSPR
oddzialuje z kinazg NVSOBIR1, a w obecnosci csp22 tworzy
heterokompleks zawierajacy takze kinaze NbBAK1. W ba-
daniach prowadzonych réwnolegle na pomidorze ziden-
tyfikowano inne biatko receptorowe wiazace peptyd csp22
[44]. Okazala si¢ nim kinaza receptorowa CORE (ang. Cold
Shock Protein Receptor) z powtérzeniami LRR w czesci ze-
wnatrzkomoérkowe;j.

Peptyd Nlp20 - AtRLP23 rzodkiewnika

W bakteriach, grzybach i legniowcach wystepuja liczne
biatka tworzace duza rodzine biatek NLP (ang. Necrosis and
ethylene-inducing peptidel-like proteins), ktére u roslin wywo-
tuja nekrozy i aktywuja produkcje etylenu [45]. Z czasem
okazalo sie, ze nie wszystkie bialka NLP sa toksyczne, a
co bardziej interesujace, okazalo sig, ze niektére z nich pet-
nig funkcje czasteczek typu PAMP. Szczegélowe analizy
sekwencji aminokwasowej pokazaly, ze biatka NLP taczy
obecnos$¢ 20-aminokwasowego zachowawczego motywu
nlp20, ktéry okazat sie by¢ wlasciwym epitopem wigza-
nym przez odpowiednie biatko receptorowe. W doswiad-
czeniach prowadzonych w ostatnim czasie wykazano, ze w
rzodkiewniku funkcje takiego receptora pelni biatko typu
RLP (AtRLP23) z 27 powtoérzeniami LRR w czesci zewnatrz-
komorkowej [46]. Biatko RLP23 oddziatuje z kinaza biatko-
wa SOBIR1, a w obecnosci peptydu nlp20 tworzy kompleks
receptorowy BAK1/nlp20/RLP23/SOBIR1.

Biatko eMax - biatko ReMAX typu RLP

W poszukiwaniach czasteczek MAMP/PAMP produko-
wanych przez Xanthomonas axonopodis pv. citri, przed czte-
rema laty udalo sie czeSciowo oczysci¢ frakcje biatek okre-
Slanych jako eMax (ang. enigmatic MAMP of Xanthomonas),
ktére w rzodkiewniku i kilku innych roslinach z rodziny
kapustowatych aktywuje synteze etylenu [47]. Receptorem
posredniczacym w percepcji eMax okazato sie biatko Re-
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MAX (ang. Receptor of eMax) typu RLP z 32 powtérzeniami
LRR w czeéci zewnatrzkomorkowej.

RECEPTORY CZASTECZEK MAMP/PAMP
POCHODZACYCH Z GRZYBOW I LEGNIOWCOW

W dotychczasowych  poszukiwaniach  czasteczek
MAMP/PAMP pochodzacych z grzybéw najwiecej uwagi
poswiecono chitooligosacharydom, produktom degradacji
chityny. Zidentyfikowano tez kilka czasteczek wewnatrz-
komoérkowych, takich jak: ksylanaza, poligalakturonazy,
biatko Ave, biatko SCFE1. (Ryc. 5). Podobne do grzybéw
legniowce (Oomycete) maja Sciany komoérkowe zbudowane
glownie z celulozy, a chityna wystepuje tu tylko w niewiel-
kich ilosciach. Patogenne legniowce, podobnie jak grzyby,
wykazuja charakter biotroféw, hemibiotroféw i nekrotro-
fow. Poznane w legniowcach czasteczki MAMP/PAMP
pochodza gléwnie z hemibiotroféw z rodzaju Phytophthora
oraz nekrotroféw z rodzaju Pythium [48].

Oligosacharydy chitynowe - heterokompleksy
bialek z motywami LysM

Chityna jest polisacharydem zbudowanym z N-acetylo-
-D-glukozo-2-aminy polaczonej wiazaniem {-1,4- glikozy-
dowym. Chityna wystepuje u grzybéw, stawonogéw, nie-
ktoérych bakterii oraz w ostonkach jaj nicieni. Czasteczkami
MAMP/PAMP pochodzacymi z chityny sa oligosacharydy
uwalniane z taficuchéw chitynowych przez chitynazy zlo-
kalizowane w apopladcie roslin [49,50]. Pierwsze préby
identyfikowania w roslinach biatek wiazacych chityne po-
dejmowano juz w latach dziewieédziesigtych ubieglego
wieku, lecz dopiero w polowie ubieglego dziesieciolecia
z blon plazmatycznych ryzu wyizolowano i oczyszczono
biatko OsCEBiP (ang. Chitin oligosaccharide Elicitor-Binding
Protein), a nastepnie sklonowano kodujacy go cDNA. OsCE-
BiP jest jednym z szesciu biatek typu RLP (CEBiP/OsLYP1 i
OsLYP2 do 6) zawierajacych po trzy motywy LysM [32]. W
czesci C-konicowej OsCEBiP oraz trzech innych bialek z tej
samej podrodziny wystepuja sekwencje wiazace biatko do
kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI). Szczegoé-
towe analizy wykazaty, ze chitooligosacharyd zawierajacy
7/8 jednostek N-acetyloglukozoaminy wigzany jest przez
homodimer OsCEBiP, natomiast bialkiem przekazujacym
sygnatl do wnetrza komorki jest kinaza bialkowa OsCERK1
wspoltworzaca z dimerem OsCEBiP/CEBiP kompleks
receptorowy (Ryc. 5) [49,50]. Na razie nie potwierdzono
jeszcze wczesniejszych sugestii, jakoby w ryzu w percepcji
chitooligosacharydéw braly udzial takze biatka OsLYP4 i
OsLYP6 wiazace PGN [33].

W poszukiwaniach receptora chitooligosacharydéw w
rzodkiewniku w pierwszej kolejnosci przeanalizowano
mutanty z defektami w genach kodujacych biatka z moty-
wami LysM, u ktérych po aplikacji chitooligosacharydu nie
obserwowano rosnacej produkcji aktywnych form tlenu.
Mutantem catkowicie niewrazliwym na oligosacharyd chi-
tynowy okazal si¢ mutant z defektem w genie kodujacym
receptorowq kinaze biatkowa AtCERK1 (ang. Chitin Elicitor
Receptor Kinase 1) z trzema motywami LysM w czesci ze-
wnatrzkomoérkowej [49,50]. Jak juz wezes$niej wspomniano,
genom rzodkiewnika oprécz AtCERK1/LYK1 zawiera jesz-
cze cztery geny kodujace kinazy typu LysM-RLK oraz trzy
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Rycina 5. Kompleksy receptorowe roslin wigzace czasteczki MAMP/PAMP
grzybow i legniowcoéw. Szczegdélowy opis w tekscie (na podstawie prac
[4,5,21,24,25,50], zmieniono).

geny kodujace biatka podobne do OsCEBiP ryzu. Poznanie
budowy kompleksu receptorowego w ryzu, sklanialo do
przypuszczen,, ze réwniez w rzodkiewniku kompleksem
receptorowym moze by¢ heteromeryczny kompleks typu
LysM-RLK/LysM-RLP. Ostatecznego potwierdzenia po-
wyzszych sugestii dostarczyly badania sprzed trzech lat, w
ktérych wykazano, ze w rzodkiewniku chitooligosacharyd
wigzany jest przez homodimer utworzony przez pseudo-
kinaze biatkowa AfLYKS5 z nieaktywng domena kinazowa,
natomiast w przekazywaniu sygnalu do wnetrza komoérki
posredniczy AtCERK1 [51]. Tak wiec, homodimer AtLYK5/
LYK5 w kompleksie receptorowym rzodkiewnika odgry-
wa podobna role jak homodimer OsCEBiP/CEBiP w ryzu
(Ryc. 5).

Wyniki pojedynczych doniesierr, sugeruja, ze w rzod-
kiewniku funkcjonuje jeszcze inny kompleks receptorowy
chitooligosacharydoéw zlokalizowany w blonach plazmo-
desm, ktéry jest utworzony przez biatko AfLyM?2 typu RLP
wspoldzialajace z niezidentyfikowana jeszcze kinaza bial-
kowa, inng niz AtCERK1 [49,50].

Ksylanaza (EIX) - biatka LeEIX1/2 pomidora

Pod koniec lat osiemdziesigtych w patogennym grzybie
Trichoderma viride zidentyfikowano bialko EIX (ang. Ethy-
lene-inducing Xylanase), ktére w lisciach tytoniu i pomido-
ra aktywuje synteze etylenu [4]. Biatko EIX okazato sie by¢
22 kDa endoksylanaza hydrolizujaca liniowe wiazania gli-
kozydowe typu B-1,4 ksylanu, dajac podstawione lub nie-
podstawione produkty (ksylobioza, ksyloza). W nowszych
badaniach jednoznacznie wykazano, ze w aktywacji bio-
syntezy etylenu i innych reakgcji typu PTI nie biora udziatu
produkty hydrolizy chemiceluloz, poniewaz aktywacja PTI
zachodzi réwniez wéwczas, gdy EIX jest pozbawiona ak-
tywnosci katalitycznej. W polowie ubieglego dziesieciolecia
w pomidorze zidentyfikowano i sklonowano dwa geny Le-

Postepy Biochemii 64 (1) 2018

EIX1 i LeEIX2 kodujace biatka typu RLP wiazace EIX [52].
Oba biatka LeEIX sa stosunkowo duzymi glikoproteinami
zawierajacymi w czesci zewnatrzkomoérkowej 31 powto-
rzen LRR, a w kroétkich odcinkach cytoplazmatycznych
maja charakterystyczne motywy kierujace biatka do endo-
cytozy. Wyniki najnowszych badan wykazaly, ze w wiaza-
niu ksylanazy EIX posredniczy dimer LeEix1/2, w ktérym
LeEIX1 oddziatuje z kinaza biatkowa BAKI1. Wigzanie EIX
do kompleksu receptorowego kieruje do endocytozy biatko
LeEIX2, ktére nastepnie w blonach wczesnych endosoméw
aktywuje szlak sygnatowy [53].

Endopoligalakturonaza BcPG3 - biatko
RBPG1/AtRLP42 rzodkiewnika

Grzyby patogenne syntetyzuja enzymy hydrolityczne,
w tym réwniez endopoligalakturonazy (PG) hydrolizujg-
ce pektyny, polisacharydy zbudowane z czasteczek kwasu
D-galakturonowego polaczonych wiazaniami a-1,4-gliko-
zydowymi. Grzyb nekrotroficzny Botrytis cinerea zawie-
ra sze$¢ genéw BcPG kodujacych endopoligalakturonazy
aktywujace w winoroéli reakcje odpornosciowe typu PTI.
Wyniki szczegélowych badan wykazaty, ze aktywnos¢ im-
munogenna niektérych endopoligalakturonaz nie jest po-
wigzana z ich aktywnoscig enzymatyczna [54]. Przed paru
laty w badaniach prowadzonych na rzodkiewniku udato sie
zidentyfikowac biatko receptorowe RBPG1 (ang. Responsive-
ness to Botrytis Polygalacturonasel) typu RLP (AtRLP42) wia-
zace BcPG3. Biatko AtRBPG1/RLP42 oddziatuje z kinaza
SOBIR1, a przypuszczalnie takze z BAK1 (Ryc. 5) [55].

Biatko Avel z Verticillium - Vel pomidora

Grzyby z rodzaju Verticillium, zwlaszcza V. dahliae i V.
albo-atrum, wywotuja chorobe nazywana wertycylioza po-
legajaca na tym, ze strzepki grzybéw wrastaja do korzenia
poprzez wlosniki lub zranienia i opanowuja wiazki naczy-
niowe. Zainfekowanie grzybem prowadzi do zablokowania
droznosci naczyn i zamierania rosliny. Wertycylioza jest
choroba wystepujaca u ponad 200 gatunkéw roslin dwuli-
Sciennych, w tym takze u wielu roélin uprawnych. Od po-
nad szesnastu lat bylo wiadomo, ze odpornoé¢ niektérych
odmian roslin uprawnych na wertycylioze, w tym m. in.
pomidora na V. dahliae, powiazana jest z locus Ve, ktéry
obejmuje dwa geny Vel i Ve2 [56]. W pomidorze oba geny
koduja stosunkowo duze glikoproteiny typu RLP z 38 po-
wtérzeniami LRR w czesci zewnatrzkomoérkowej. Odcinek
cytoplazmatyczny obu biatek zawiera motyw skierowuja-
cy je do endocytozy, a Ve2 ma dodatkowo sekwencje PEST
destabilizujaca biatko. W aktywacji odpowiedzi obronnych
biatko Vel wspétdziata z kinaza SOBIR. Jedenascie lat po
poznaniu bialek Vel/2 udalo sie wreszcie zidentyfikowac
czasteczke PAMP pochodzaca z Verticillium. Okazalo si¢ nia
134-aminokwasowe biatko sekrecyjne Avel (ang. Avirulence
on Vel tomato), ktérego sekwencja aminokwasowa jest po-
dobna do sekwencji peptydu natriuretycznego roslin [57].

Biatka SCFE1 - AtRLP30 rzodkiewnika

Prawie 400 gatunkéw roslin, w tym réwniez wiele
uprawnych, atakuje twardnica pasozytnicza (Sclerotinia scle-
rotiorum), grzyb nekrotroficzny wywotujacy zgnilizne twar-
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dzikowa. W doswiadczeniach, ktérych celem bylo zidenty-
fikowanie w ekstrakcie biatkowym otrzymanym z kultury
S. sclerotiorum czasteczki typu PAMP udato sie cze$ciowo
oczyscic frakcje biatek SCFE1 (ang. Sclerotinia Culture Filtrate
Elicitorl) o masie czgsteczkowej 16-22 kDa, ktéra aplikowa-
na na liscie rzodkiewnika aktywuje synteze etylenu [58]. W
percepcji SCFE1 posredniczy biatko receptorowe AfRLP30
z domena zewnatrzkomérkowa zawierajaca 21 powtérzen
LRR. Bialko AfRLP30 oddzialuje z AtBAK1 i AtSOBIR1 i ak-
tywuje w rzodkiewniku reakcje odpornosciowe skierowane
przeciwko, co najmniej dwém grzybom nekrotroficznym
[58].

Elicytyny legniowcéw - biatko ELR ziemniaka

Elicytyny to male bialka sekrecyjne legniowcéw z ro-
dzaju Phytophthora i Pythium kodowane przez duza rodzi-
ne gendéw dzielonych na 17 grup (4 grupy elicytyn; ELIi 13
grup bialek podobnych do elicytyn; ELL) [59]. Elicytynami
sq bialka, takie jak: kryptogeiny, kapsiceiny, parasytycyny,
biatka INF1. Wszystkie biala z tej rodziny maja 98-amino-
kwasowqa domene zawierajacq 6 reszt cysteiny o sekwencji
zachowanej w ewolugji. Elicytyny wiaza sterole i inne lipi-
dy, a poniewaz nie wykazuja homologii z sekwencjami ami-
nokwasowymi biatek rodlinnych, dlatego od wielu lat byty
uwazane za potencjalne czasteczki PAMP. Przed dwoma
laty w dziko rosnacym ziemniaku (Solanum microdontum)
poznano biatko receptorowe ELR (ang. Elicitin Response)
typu RLP z domena zewnatrzkomérkowa typu LRR [60].
Okazalo sig, ze biatko ELR wspéitworzy z kinazami BAK1 i
SOBIR1 kompleks receptorowy rozpoznajacy zachowawczy
epitop elicytyn pochodzacych z kilku gatunkéw Phytophtho-
ra (Ryc. 5).

Oproécz elicytyn, w legniowcach zidentyfikowano jeszcze
co najmniej kilka innych czasteczek typu PAMP, chociaz
biatek receptorowych rozpoznajacych te czasteczki na razie
nie znamy. Mozna tu wymieni¢ czasteczki takie jak: peptyd
Pep-13 pochodzacy z transglutaminazy btonowej P. sojae,
biatko sekrecyjne OPEL z P. parasitica, biatko CBEL wiaza-
ce celuloze z P. parasitica, a takze -glukany z P. sojae, czy
20-weglowy kwas arachidonowy z P. infestans [48].

RECEPTORY WIAZACE CZASTECZKI TYPU DAMP

Czasteczki typu DAMP (ang. Damage/Danger-Associated
Molecular Pattern) pochodza z roéliny atakowanej przez
patogeny, uszkodzonej mechanicznie lub zranionej przez
roslinozercéw. Sa one dzielone na czasteczki DAMP typu
pierwotnego, takie jak: oligogalakturonidy (OG), zewna-
trzkomérkowy ATP (eATP), NAD(P), celobioza oraz cza-
steczki typu wtérnego, takie jak: AtPep, AtPIP, systemina
i szereg innych peptydéw wycinanych z probiatek [61]. Na
rycinie 6 pokazano cztery poznane receptorowe kinazy biat-
kowe posredniczace w percepcji OG, eATP, AtPep i AtPIP.

Oligogalakturonidy - kinaza WAK1 rzodkiewnika

Aktywne oligogalakturonidy sa oligomerami kwasu D-
-galakturonowego pochodzacymi z czesciowej degradacji
homogalakturonanéw (HG) stanowigcych okoto 65% struk-
tury pektyn. W degradacji taricuchéw homogalakturonano-
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Rycina 6. Kinazy receptorowe rzodkiewnika wigzgce czasteczki typu DAMP.
Szczegdtowy opis w tekscie (na podstawie prac [5,61,62,64], zmieniono).

wych biorq udziat endopoligalakturonazy patogendéw oraz
poligalakturonazy pochodzace z atakowanej rosliny. Cza-
steczkami aktywnymi sg oligomery zbudowane z 9-15 reszt
deestryfikowanego kwasu galakturonowego, ktére dzieki
licznym tadunkom ujemnym przy C-6 kwasu galakturono-
wego tworza powiazane jonami wapnia formy dimeryczne
okreslane jako ,egg box” [62]. Oligogalakturonidy sa wia-
zane przez blonowa receptorowa kinaze biatkowa WAKI1,
ktéra w czesci zewnatrzkomoérkowej ma motywy podobne
do epidermalnego czynnika wzrostu EGF. W rzodkiewni-
ku WAKTI jest jedng z pieciu kinaz biatkowych z rodziny
WAK (ang. Wall-Associated Kinase). Kinazy WAK1/2 wiaza
pektyny scian komérkowych i dlatego ich funkcje wigzano
poczatkowo z regulacja wzrostu elongacyjnego komoérek. Z
czasem okazalo sie, ze co najmniej AtWAK1 rzodkiewnika i
OsWAKI ryzu wigza oligogalakturonidy i aktywuja reakcje
odpornosciowe typu PTI [62,63].

Zewnatrzkomoérkowy ATP (eATP) -
kinaza DORNT1 rzodkiewnika

Wyniki stosunkowo licznych juz badan pokazuja, ze
szereg czynnikéw abiotycznych i biotycznych moze powo-
dowacé wzrost stezenia ATP w przestrzeni zewnatrzkomor-
kowej roélin [64]. Ponadto w wielu interesujacych doswiad-
czeniach wykazano udzial zewnatrzkomérkowego ATP w
regulacji niektérych proceséw wzrostu i rozwoju roslin. W
poszukiwaniach receptora eATP wyselekcjonowano dwa
alleliczne mutanty dorn (ang. does not respond to nucleotides)
rzodkiewnika, u ktérych aplikacja egzogennego ATP nie
pociaga zmian w naptywie jonéw Ca*" do cytoplazmy [65].
Okazalo sie, ze wyselekcjonowane mutanty maja zmienio-
ny gen kodujacy blonowa receptorowgq kinaze biatkowg Le-
cRK-1.9, ktéra w czesci zewnatrzkomoérkowej wigzacej ATP
ma domene lektynowa, podobna do lektyn roslin straczko-
wych [65]. Kinaza DORN1/LecRK-1.9 wiaze ATP oraz inne
nukleotydy purynowe, natomiast nie wigze adenozyny czy
CTP. Analizy poréwnawcze zmian w ekspresji genéw akty-
wowanych przez eATP i zmian towarzyszacych zranieniu
tkanki wykazaly, ze w obu przypadkach ekspresja okoto
60% genéw ulega podobnym zmianom [64].
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Oligopeptydy AtPepl- kinazy PEPR1 i PEPR2 rzodkiewnika

W licznych badaniach analizujacych odpowiedzi roslin
na rézne czynniki stresowe, przed ponad dziesieciu laty
w rzodkiewniku poznano rodzine oémiu genéw PROPEP
kodujacych biatka zbudowane z 75-109 reszt aminokwaso-
wych, ktérych ekspresja znaczaco rosnie w warunkach zra-
nienia, ataku fitopatogenéw, a takze jako efekt traktowania
roéliny jasmonianem lub etylenem [66]. Polipeptydy PRO-
PEP w czesci C-koricowej maja 23-aminokwasowy zacho-
wany w ewolucji motyw, ktéry wyciety z propeptydu petni
funkcje czasteczki DAMP. Aplikacja oligopeptydu AtPepl
na liscie rzodkiewnika powoduje wzrost syntezy nadtlenku
wodoru i aktywuje ekspresje genéw zwiagzanych z odpor-
noscia. W percepgji oligopeptydéw AtPep biora udzial dwie
kinazy biatkowe typu LRR-RLK, a mianowicie A{PEPR1 i
AtPEPR2 (ang. Pep Receptorl/2). Obie kinazy w czesci ze-
wnatrzkomoérkowej majg po 25 powtérzen typu LRR, a w
czesci wewnatrzkomoérkowej w obrebie domeny kinazowej
zawierajacej motyw -RD- wystepuje jeszcze motyw cyklazy
guanylanowej [66]. AtPEPR1 wigze wszystkie osiem oligo-
peptydéw, natomiast A{PEPR2 rozpoznaje tylko AtPepl i
AtPep2. Analiza struktury krystalicznej domeny LRR recep-
tora AtPEPR1 pokazala, ze wigzanie AtPepl zachodzi na
wewnetrznej powierzchni solenoidu, a kinaza AtBAK1 pel-
ni funkcje koreceptora [67]. W ostatnim czasie potwierdzo-
no do$wiadczalnie podwdéjng aktywnosé AtPEPR1 wykazu-
jac, ze aktywacji kinazy towarzyszy zaréwno fosforylacja
cytoplazmatycznej kinazy biatkowej BIK1, jak réwniez syn-
teza cGMP aktywujacego naptyw Ca** do cytoplazmy [66].

Peptyd PIP1 - kinaza RLK7 rzodkiewnika

W poszukiwaniach nowych peptydéw typu DAMP
zwrécono uwage na rodzine 11 genéw, ktérych ekspresja
w rzodkiewniku jest aktywowana przez flg22, chityne oraz
patogenne bakterie i grzyby. Kodowane 70-110-aminokwa-
sowe preprobiatka prePIP (ang. precursors of PAMP-Induced
Peptide) w czesci C-koricowej maja 13-aminokwasowa za-
chowawczg sekwencje z motywem -SGP-, w ktérym reszta
proliny ulega hydroksylacji [68]. Wykazano, ze aplikacja
syntetycznych peptydéw PIP1 i PIP2 aktywuje w rzod-
kiewniku ekspresje wielu genéw zwiazanych z odpornoscia
oraz szereg innych odpowiedzi typu PTI. Biatkiem recep-
torowym wigzacym PIP1 jest receptorowa kinaza bialkowa
AtRLKY? z powtérzeniami LRR w czesci zewnatrzkomorko-
wej, a w aktywagji szlaku sygnalowego, a przypuszczalnie
takze w wiazaniu PIP1 bierze udzial réwniez kinaza At-

BAK1 [68].

AKTYWACJA I REGULACJA SZLAKOW SYGNALOWYCH
INICJUJACYCH ODPOWIEDZI OBRONNE

BIALKA ODDZIALUJACE Z RECEPTORAMI PRR

Aktywacja i regulacja szlakéw sygnatowych zachodzi w
blonie juz na etapie formowania kompleksu receptorowe-
go wigzacego czasteczki MAMP/PAMP/DAMP i obejmuje
zmiany w oddziatywaniach biatka receptorowego z wielo-
ma innymi biatkami blonowymi oraz biatkami wewnatrz-
komoérkowymi. Obecna wiedza na temat formowania i
regulacji komplekséw receptorowych pochodzi gléwnie z
badan poswieconych kinazom AfFLS2, AtEFR1, AtPEPR1
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rzodkiewnika [6,24-26,69] i kinazie OsXA21 ryzu [40]. Wy-
niki tych badan wykazaly, ze w warunkach braku liganda,
kinaza funkcjonujaca jako receptor typu PRR i kinaza ko-
receptorowa BAK1 (ang. BRI1-Associated Kinase 1), jedna z
pieciu kinaz rodziny SERK (SERK1, SERK2, SERK3/BAK1,
SERK4/BKK1 i SERKS) (ang. Somatic Embryogenesis Recep-
tor Kinase), zajmuja w btonie oddzielne mikrodomeny [70].
Obie kinazy w takich warunkach oddzialuja z innymi biat-
kami. Kinaza BAK1 oddzialuje z pseudokinaza BIR2 lub jej
paralogami BIR1 i BIR3, tworzac heterodimery stanowiace
pule zapasowa BAK1 lub, jak sugeruja inne wyniki, funk-
cjonujace w regulacji autoimmunizacji (Ryc. 7) [22,71]. Ki-
naza AtFLS2 oddzialuje z kilkoma kinazami receptorowy-
mi (FERONIA, I0S1, CRK28, LecRK-VI1.2), ktérych funkcja
nie zostala jeszcze dokladnie poznana, a takze z oksydaza
NADPH, z duzym bialkiem G (XLG2) i z Ca**-ATPazami
(ACA8 i ACA10) pompujacymi jony wapnia z cytoplazmy
do apoplastu [6, 69].

W wielu dotychczasowych badaniach wykazano jedno-
znacznie, Ze wraz z pojawieniem sie odpowiedniej czastecz-
ki MAMP/PAMP lub DAMP, kinaza BAK1 oddysocjowuje
od BIR, by utworzy¢ kompleks receptorowy z kinazami At-
FLS2, AtEFR, AtPEPR1, AtRLK7 i SICORE (Ryec. 7) [22,71].
Ponadto wyniki najnowszych badani pokazuja, Ze kinaza
BAK1, lub niektére inne kinazy z rodziny SERK, tworza
funkcjonalne kompleksy receptorowe z biatkami typu RLP
(Eix1/2, Vel/2, RLP23, RLP30, ELR), ktére w warunkach
braku liganda wystepuja w formie heterodimeréw z pseu-
dokinaza SOBIR1 pelnigca funkcje biatka adaptorowego
[6,23,69]. Co wiecej, w najnowszych badaniach ujawniono,
ze kompleksy receptorowe wiazace peptydy sygnatowe
IDA, PSK, RGF, TDIF réwniez sa wspottworzone przez od-
powiednie kinazy biatkowe (HAESA, PSKR1, RGFR1, PXY)
i kinaze koreceptorowa BAK1[6,22].

Jak juz wczesniej wspomniano, domena wewnatrzko-
morkowa kinazy AtFLS2 i kinazy AtBAK1 oddziatuje z nie-
ktérymi kinazami cytoplazmatycznymi (BIK1, BSK1, PBL)
typu RLCK (ang. Receptor Like Cytoplasmic Kinase) przeka-
zujacymi sygnat z kompleksu receptorowego na rézne biat-
kowe elementy szlakéw sygnalowych (Ryc. 7) [6,69,72-74].
Utworzenie aktywnego kompleksu AtFLS2/flg22/AtBAK1
prowadzi do fosforylacji przez AtBAK1 kinazy AtBIK1, kto-
ra nastepnie fosforyluje AtFLS2 i AtBAK1. Aktywowana w
ten spos6b kinaza AfBIK1, a takze inne kinazy RLCK, fos-
foryluja m. in.: oksydaze NADPH, kinazy MAPKKK, duze
biatko G (XLG2), a przypuszczalnie takze kanaly Ca* [6,69]
(patrz nastepne podrozdzialy). Ponadto wykazano, ze ki-
naza AtBAKI1 fosforyluje ligazy ubikwitynowe typu U-box
(PUB12 i PUB13), ktére ubikwitynyluja kinaze AtFLS2, a
przypuszczalnie takze inne receptory typu PRR. Wyzna-
kowana ubikwityna kinaza AtFLS2 ulega endocytozie za-
leznej od klatryny i jest kierowana do wakuoli litycznych,
gdzie ulega degradacji proteolitycznej [6,69]. W ten sposob
nastepuje czasowe odwrazliwienie uktadu odpornosciowe-
go na aktywacje przez flg22. Ponadto wykazano, ze kinazy
AtBAK1 i AtBIK1 podlegaja negatywnej regulacji przez fos-
fatazy biatkowe PP2A i PP2C38, a fosforylacja AtBIK1 przez
kinaze CPK28 aktywowana przez Ca?* kieruje ja do degra-
dacji w proteasomach [6,69,72].
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Rycina 7. Szlaki sygnatowe aktywowane przez kompleks receptorowy AtFLS2/
AtBAK1 wiazacy flageline. Szczegbtowy opis w tekscie (na podstawie prac
[6,7,72,74], zmieniono).

Sygnat przekazywany z kompleksu receptorowego do
wnetrza komorki za podrednictwem kinaz RLCK lub bez-
posrednio na biatka wspottworzace szlaki sygnatowe akty-
wuje wewnatrz komorki szereg szybkich reakcji, sposréd
ktérych na szczegolna uwage zasluguja zmiany, takie jak:
naptyw Ca?* do cytoplazmy, produkcja aktywnych form tle-
nu i synteza NO oraz aktywacja kaskad kinaz MAP (Ryc. 7)
[6,7,69,72,74].

GENEROWANIE I ROZKODOWYWANIE
SYGNATURY WAPNIOWE] W CYTOPLAZMIE

Juz w latach dziewiecdziesiatych ubiegtego wieku wy-
kazano do$wiadczalnie, Ze jedna z tzw. szybkich odpowie-
dzi na rézne elicytory (kryptogeina, harpina, oligogalak-
turonid, peptyd Pep-3, B-glukan) jest wzrost stezenia Ca®*
w cytoplazmie, obserwowany juz po 30-120 s od aplikacji
elicytora [3]. Naplywowi jonéw Ca?* do cytoplazmy towa-
rzyszy wyplyw z komérki jonéw K*, CI-, NO, oraz zahamo-
wanie pompowania H* przez H*-ATPaze. Prowadzi to do
alkalizacji srodowiska zewnatrzkomoérkowego (po 60s) i de-
polaryzacji blony (po 1-3 min) [7,69]. Naptyw jonéw Ca* z
apoplastu i generowanie w cytoplazmie okresdlonej sygnatu-
ry wapniowej, odmiennej dla réznych czasteczek MAMP/
PAMP/DAMP, stalo si¢ w ostatnim czasie przedmiotem
szczegdlowych analiz [75,76]. Sygnatura wapniowa obej-
muje ksztaltt pikéw wapniowych, amplitude, czestotliwosé
oraz lokalizacje subkomoérkowa i tkankowa. W generowa-
niu okreslonej sygnatury muszg wspoétdziata¢ odpowiednie
kanaty wapniowe, biatka nosnikowe oraz pompy transpor-
tujace jony Ca** z powrotem do wlasciwych przedziatéw
magazynujacych.

Na razie nie sa jeszcze znane kanaly wapniowe, ktérych
aktywacja bylaby bezposrednio powiazana z aktywacja
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komplekséw receptorowych wigzacych czasteczki MAMP/
PAMP/DAMP, chociaz wyniki pojedynczych doswiadczer
prowadzonych na mutantach pbl1 i bik1 sugerujg, Ze w ich
aktywacji moga posredniczy¢ niektére kinazy RLCK [77].
Ponadto w doswiadczeniach prowadzonych na ryzu wyka-
zano, ze kompleks receptorowy wiazacy chityne oddzialuje
bezposrednio z aneksynag ANN1, ktéra nie tylko wigze, ale
réwniez transportuje przez blone jony Ca?. Przypuszcza
sie takze, Ze aktywacja kanalow wapniowych odbywa sie z
udzialem aktywnych form tlenu, podobnie jak to ma miej-
sce w przypadku aneksyny [75].

W poszukiwaniach biatek transportujacych jony wapnia
uwaga badaczy koncentruje si¢ gtéwnie na kanalach re-
gulowanych przez cykliczne nukleotydy, kodowanych w
rzodkiewniku przez 20 genéw CNGC (ang. Cyclic Nucleotide
Gated Channel) [75,76]. Badania te nabieraja szczegolnego
znaczenia w kontekscie doswiadczen zwiazanych z kinaza
biatkowa AtPEPRI1, ktéra w domenie kinazowej ma motyw
cyklazy nukleotydowej i moze syntetyzowaé¢ cGMP [66].
Wyniki innych badan dowodzg, ze w generowaniu okre-
slonej sygnatury wapniowej biora udzial réwniez kanaty
jonowe bramkowane aminokwasami iGIuR (ang. ionotropic
Glutamate Receptor-like channels). Genom rzodkiewnika za-
wiera co najmniej 20 genéw kodujacych biatka podobne do
zwierzecych kanatéw glutaminianowych iGluR [75,76]. W
usuwaniu Ca*" z cytoplazmy biorg udziat co najmniej dwie
Ca?*-ATPazy (ACAS8 i ACA10) oddzialujgce z AtFLS2. W
ostatnim czasie potwierdzono doswiadczalnie udzial obu
tych Ca?*-ATPaz w aktywacji wczesnych odpowiedzi na
flg22 [75].

W rozkodowywaniu charakterystycznego wzorca zmian
stezenia Ca®* w cytoplazmie poséredniczy w roslinach sze-
reg bialek sensorowych, w tym m. in. kalmodulina (CaM),
biatka podobne do kalmoduliny (CML), biatka podobne do
zwierzecej kalcyneuryny B (CBL) aktywujace kinazy bial-
kowe CIPK oraz kinazy biatkowe aktywowane przez Ca*
(CPK) [7,69,75,76]. W dotychczasowych poszukiwaniach
biatek sensorowych funkcjonujacych w aktywacji reakcji
obronnych najwiecej uwagi poswiecono biatkom CPK (ang.
Ca**-dependent Protein Kinase), w rzodkiewniku kodowanym
przez 34 geny. Wykazano doswiadczalnie, ze w szlaku sy-
gnalowym aktywowanym przez flg22 biora udziat co naj-
mniej cztery kinazy z tej rodziny, a mianowicie AtCPK4, 11,
5, 6. W innych, niezbyt licznych jeszcze badaniach wyka-
zano, ze w aktywacji PTI biorg takze udzial: kalmodulina,
biatko kalmodulinopodobne CML9 oraz kinazy CIPK zalez-
ne od bialek CBL.

PRODUKCJA AKTYWNYCH FORM
TLENU I TLENKU AZOTU

Wzrost stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie aktywuje
w apoplascie produkcje przez oksydaze NADPH aniono-
rodnikéw ponadtlenkowych przeksztalcanych samorzutnie
badz z udziatem dysmutaz ponadtlenkowych do nadtlenku
wodoru. Genom rzodkiewnika koduje dziesie¢ enzymoéw
blonowych RBOH (ang. Respiratory Burst Oxidase Homolog)
z dwiema domenami EF-hand wiazacymi Ca?" oraz moty-
wami, ktére moga by¢ fosforylowane przez kinazy biatko-
we [78]. Wyniki szeregu badan pokazuja, ze w aktywacji
reakgji odpornosciowych typu PTI bierze udzial oksydaza
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RBOHD, ktéra moze by¢ fosforylowana przez cytoplazma-
tyczna kinaze BIK1 aktywowana przez receptory PRR, a
takze przez zalezne od jonéw wapnia kinazy CPK (CPK4,
CPK5, CPK6 i CPK11) zawierajace domene podobna do kal-
moduliny (Ryc. 7). Produkcje anionorodnikéw ponadtlen-
kowych reguluje takze duze biatko G (XLG2) oddziatujace
z AtFLS2 [78-80] oraz aktywowana przez MAMP/PAMP
kinaza ASKa fosforylujaca cytoplazmatycza dehydrogena-
ze glukozo 6-fosforanu produkujaca NADPH [72]. W ryzu,
oksydaze NADPH aktywuje réwniez mate biatko G RAC1 w
formie RAC1-GTP. W wymianie GDP na GTP bierze udziat
biatko GEF, fosforylowane przez kompleks wiazacy chityne
[75]. Ponadto produkcja nadtlenku wodoru w apoplascie
moze si¢ odbywac takze niezaleznie od oksydazy RBOH. W
tym wypadku zZrédtem H,O, s reakcje katalizowane przez
peroksydazy klasy III (PRX33 i PRX34) [79,80].

Aktywne formy tlenu, produkowane w apoplaécie juz
po okoto 2-3 min od aplikacji MAMP/PAMP, maja wtasci-
wosci toksyczne, ograniczajace namnazanie fitopatogendw.
Jednakze nadtlenek wodoru, bedacy najbardziej stabilna
forma ROS, pelni réwniez funkcje przekaznika II rzedu.
Sugeruje sie, ze zmiany poziomu H,0, w apoplascie moga
by¢ rejestrowane przez receptorowe kinazy biatkowe boga-
te w domenie zewnatrzkomérkowej w cysteine CRK (ang.
Cysteine-Rich Protein Kinase) reagujace na zmiany oksydacyj-
no-redukcyjne. Taka role przypisuje sie kinazie GHRI1 i co
najmniej niektérym z 44 kinaz CRK (CRK4, 6, 28 i 36) od-
dziatujacym z AtFLS2 [79,80]. Warto takze odnotowac wy-
niki badan, ktére pokazuja, ze nadtlenek wodoru moze by¢
transportowany do cytoplazmy przez niektére akwaporyny
(AtPIP1;4), gdzie przypuszczalnie pelni szereg funkcji, m.
in. zwigzanych z aktywacja kanatéw wapniowych lub kinaz
CPK [79,80]. W ostatnim czasie spore zainteresowanie bu-
dzi takze funkcja zwigzana z odwracalng i nieodwracalna
modyfikacja bialek poprzez utlenianie reszt hydrosulfido-
wych w resztach cysteiny, ktore sg przeksztalcane w grupy
sulfenowe SO, sulfinowe SO, a dalej w reszty sulfonowe
SO, [80].

Kolejng czasteczka sygnalowa, ktérej synteza jest akty-
wowana przez szlaki sygnalowe ponizej H,O, jest tlenek
azotu (NO). Co prawda, nadal nie ma pewnosci, ktéra z kil-
ku mozliwych reakcji produkujacych NO w roélinach staje
sie jego Zroédtem w reakcjach odpornosciowych [81]. Niekto-
re wyniki sugeruja, ze w rzodkiewniku taka role odgrywa
NOA1/2 (ang. NO-associated1/2), ale wynikéw rozstrzy-
gajacych nadal brakuje. Rola NO w roslinach wigzana jest
z regulacja wielu proceséw, ale w reakcjach odpornoscio-
wych szczegélnie interesujace sa reakcje nitrozylacji reszt
hydrosulfidowych, np. w RBOH czy w biatku NPR1, ktére
jest kluczowym elementem szlakéw sygnalowych aktywo-
wanych przez kwas salicylowy [81,82].

AKTYWACJA KASKAD KINAZ MAP

W wielu doswiadczeniach, ktérych celem byla analiza
zmian towarzyszacych aktywacji receptoréw PRR wykaza-
no, ze jedng z szybkich odpowiedzi obserwowanych juz po
1-2 min jest aktywacja kaskad kinaz MAP [3,6,7,69,72,74].
Genomy rzodkiewnika i ryzu zawierajg okoto 90-110 genéw
kodujacych kinazy biatkowe funkcjonujace w uktadach ka-
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skadowych MAPKKK>MAPKK>MAPK. Juz w pierwszych
doswiadczeniach badajacych szlaki sygnatowe aktywowa-
ne przez flageline wykazano, ze aplikacja flg22 aktywuje
kinazy MPK3 i MPK6. W aktywacji obu kinaz biora udzial
kinazy MKK4/MKKS5, te zad s aktywowane przez niezi-
dentyfikowana jeszcze kinaze MAPKKK [6,7,69,72,83,84]
(Ryc. 7). Przez wiele lat nie bylo do konca jasne jak do-
chodzi do przekazywania sygnatu z receptoréw PRR na
kaskady kinaz MAP. W doswiadczeniach prowadzonych
na mutantach bik1, pbl1, bsk1l nie potwierdzono sugestii, ja-
koby to kinazy biatkowe RLCK odgrywaty role posredni-
ka pomiedzy kompleksem AtFLS2/AtBAK1 a MAPKKK.
Jednakze w ostatnim czasie wykazano doswiadczalnie, ze
w rzodkiewniku kinaza PBL27 fosforylowana przez kom-
pleks receptorowy CERK1/LYK5 wiazacy chityne aktywuje
kaskade MAPKKK5>MKK4/5>MPK3/6, za§ w ryzu po-
dobna role odgrywa kinaza OsRLCK185 posredniczaca po-
miedzy kompleksem CEBIP/CERKI1 a kaskada obejmujaca
MAPKKK18> MKK4>MPK3/6 [85].

Mimo ze nadal nie wiadomo jak nastepuje przekazywa-
nie sygnatu z kompleksu AtFLS2/flg22 / AtBAK1 na niezna-
na jeszcze kinaze MAPKKK, to jednak udziat kinaz MPK3/
MPK6 w szlakach sygnatowych aktywowanych przez ten
kompleks, jak réwniez przez inne receptory typu PRR zo-
stal juz potwierdzony w wielu badaniach. W analizach prze-
prowadzonych w ostatnich latach wytypowano 538 biatek
substratowych, ktérych fosforylacja przez MPK3/MPK6
prowadzi do przeprogramowania wielu proceséw komor-
kowych [84]. Najliczniejsza grupe bialek substratowych sta-
nowia biatka zwigzane z regulacja ekspresji genéw, w tym
takze liczne czynniki transkrypcyjne (patrz nastepny roz-
dzial). Wéréd innych biatek fosforylowanych przez MPK3/
MPK6 warto wymieni¢ enzymy ACS2/6 funkcjonujace w
biosyntezie etylenu, biatko TZF9 z palcem cynkowym wig-
zace RNA, biatko LIP5 biorace udzial w formowaniu ciat
wielopecherzykowych MVB, czy biatka PHOS32/34 o nie-
znanej jeszcze funkcji (Ryc. 7) [7,74]. Bardziej ztozona i stabo
jeszcze poznana jest rola kaskady aktywujacej kinaze MPK4
(MEKK1>MKK1/2>MPK4), ktéra byta identyfikowana jako
element negatywny, hamujacy odpowiedzi obronne. Jed-
nakze z czasem okazalo sie, ze kinaza MPK4 pelni réwniez
funkcje elementu pozytywnego [6,7,69,74,83]. Oprocz kinaz
MPK3/6 i MPK4, ktérych funkcjonowanie jest ewidentnie
powiazane z odpornoscia typu PTI, wyniki pojedynczych
prac dowodza, ze réwniez MPK11, MPK1 czy MPK13 w
réznym stopniu biora udzial w regulacji PTI [84]. Na przy-
klad wykazano, ze kinaza MPK11 fosforyluje GRF-6, jedno
z biatek 14-3-3, kierujac go ubikwitynylacji i degradacji pro-
teolitycznej, co sprzyja wzrostowi odpornosci przeciw wi-
rusowi ospowatosci sliwy [7].

ODPOWIEDZI OBRONNE AKTYWOWANE
PRZEZ RECEPTORY PRR

ZMIANY W EKSPRES]I GENOW

Wiekszoé¢ odpowiedzi obronnych typu PTI wymaga
szybkiego i selektywnego przeprogramowania ekspres;ji ty-
siecy genéw. Analizy poréwnawcze zmian wywolywanych
przez rézne czasteczki MAMP/PAMP/DAMP prowadza
do wniosku, Ze zakres zmian w ekspresji genéw jest w za-
sadzie podobny, a réznice dotycza gléwnie ich dynamiki i
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amplitudy. Trudniejsze w interpretacji sa wyniki do$wiad-
czeni, w ktérych roslina jest infekowana patogenem, po-
niewaz zmiany w ekspresji genéw towarzyszace percepcji
czasteczek MAMP/PAMP/DAMP oraz zmiany wynikajace
z aktywacji wewnatrzkomoérkowych receptorow typu NB-
-LRR nie sg rozdzielone w czasie. Jednakze do$wiadczenia
prowadzone na mutantach bakteryjnych z defektami w ge-
nach kodujacych biatka budujace III uklad sekrecyjny, za
posrednictwem ktérego do komoérek rosliny sa wprowadza-
ne biatka efektorowe, daja pewne mozliwosci oddzielenia
zmian zwigzanych z PTI od zmian towarzyszacych ETI [86].

Wiekszos¢ zmian w ekspresji genéw zwiazanych z PTI
pozostaje pod kontrola kinaz MAP, biatek wiazacych Ca* i
kinaz biatkowych zaleznych od jonéw wapnia (CPK i CBL/
CIPK) (Ryc. 7). Kinazy MAP funkcjonuja w regulacji eks-
presji juz na poziomie aktywacji polimerazy II (RNAPII)
oraz wielobiatkowego kompleksu Mediatora [86]. Percep-
cja flg22, elf18 czy chityny aktywuje kinazy MPK3/MPKe,
ktore fosforyluja kinaze zalezna od cyklin CDKC, ktéra na-
stepnie fosforyluje podjednostke Rpbl kompleksu RNAPIL
W regulacji ekspresji genéw zwigzanych z odpornoscia po-
$redniczy takze, co najmniej kilka bialek kompleksu Media-
tora, chociaz na razie nie wiadomo, ktore z nich biora udziat
w aktywacji PTI [86]. Selektywnos¢ transkrypcji zapewniaja
przede wszystkim czynniki transkrypcyjne kodowane w
rzodkiewniku przez okoto 2000 genéw pogrupowanych do
ponad 70 rodzin. Jedna z wiekszych rodzin, w rzodkiewniku
liczaca 72, a w ryzu ponad 100 gendw, jest rodzina WRKY.
Geny z tej rodziny zajmuja kluczowe miejsce w regulacji
transkrypcji genéw zwiazanych z odpornoécia oraz stresem
abiotycznym. Przeprowadzone w ostatnim czasie analizy
wykazaly, ze kinazy MAP aktywowane przez AfFLS2 zmie-
niaja dynamike wigzania WRKY18, 40 i 33 do promotoréw
ponad 1000 genéw [87]. Wyniki wczeéniejszych badani po-
kazaly, ze czynnik transkrypcyjny WRKY33 fosforylowany
prze MPK3/6 aktywuje ekspresje genéw RBOH, genéw
ACS2/6 kodujacych enzymy szlaku syntezy etylenu, genu
PAD3 zwigzanego z syntezg kamaleksyny, wlasnego genu
WRKY33 oraz hamuje ekspresje genéw zwigzanych z syn-
teza ABA [7,69,74,86]. Kinaza MPK4 tworzy heterotrimer
MPK4/MKS1/WRKY33, w ktérym fosforyluje biatko MKS1
z motywem VQ, co w efekcie umozliwia wigzanie dimeru
WRKY33/MKS1 z promotorem genu zwiazanym z bio-
syntezg kamaleksyny [7,83]. Czynnik transkrypcyjny VIP1,
nalezacy do innej rodziny biatek regulujacych transkrypcje,
fosforylowany przez kinazy MPK3/6 przemieszcza sie z
cytoplazmy do jadra, gdzie aktywuje ekspresje genéw PR
zwigzanych z odpornoscia. Fosforylowanie przez MPK3/6
czynnikéw transkrypcyjnych ERF6/104, nalezacych do du-
zejrodziny bialek AP2/ERF regulujacych m. in. odpowiedzi
na etylen, wpltywa pozytywnie na ich stabilnoé¢ i aktywacje
genéw defensyn PDF1.2. (Ryc. 7) [7,74,86].

Wozrost stezenia jonéw Ca* w cytoplazmie i wigzanie ich
do kalmoduliny prowadzi do aktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych CBP60g i SARD1 aktywujacych ekspresje genu
ICS1 zwiazanego z biosynteza kwasu salicylowego oraz
transkrypcje genéw BAK1, BIK1, MPK3 [86]. Ekspresja wie-
lu genéw zwigzanych z odpornoscig PTI jest regulowana
réwniez przez kinazy CPK (CPK4, 5, 6, 11) fosforylujace m.
in. niektére czynniki transkrypcyjne WRKY. Na przyktad,
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zwigkszona ekspresja CPK5 i CPK11 aktywuje transkrypcje
100-200 genéw, sposrod ktérych okoto 80% jest aktywowa-
na przez flg22.

ZAMYKANIE SZPAREK

Juz przed ponad dziesieciu laty zauwazono, ze w liciach
traktowanych réznymi elicytorami wielko$é szparek ule-
ga wyraznemu zmniejszeniu, oraz ze czasteczki MAMP/
PAMP hamuja takze aktywowane przez $wiatlo otwiera-
nie szparek [88,89]. Wyjasnienie tych zmian nie jest proste,
gdyz nadal nie sa do konica poznane mechanizmy reguluja-
ce ruchy aparatéw szparkowych zwigzanych ze zmianami
oswietlenia, wilgotnosci powietrza, stezenia CO,, tempera-
tury, czy z udzialem niektérych fitohormonéw. Jednakze
dzisiaj juz wiadomo, ze zmiany turgoru w wakuolach sa
powiazane ze zmianami kierunku ruchu jonéw K* oraz CI,
NO, i jablczanowych pomiedzy apoplastem a cytoplazma,
a nastepnie pomiedzy cytoplazma a wakuola. Odpowied-
nio duza warto$¢ potencjatu btony plazmatycznej (-70 - -120
mV) sprzyja otwieraniu kanatéw potasowych, co umoz-
liwia ruch K* z apoplastu do cytoplazmy. W tym samym
kierunku transportowane sg, przypuszczalnie na zasadzie
kotransportu z H*, aniony Cl'i NO,". Transportowi K* i anio-
néw z cytoplazmy do wakuoli towarzyszy naptyw wody,
prowadzacy do wzrostu turgoru i otwierania aparatow
szparkowych. Zamykanie szparek zachodzi w warunkach
zmniejszonego pompowania protonéw przez H*-ATPaze
do apoplastu i obnizenia wartosci potencjalu btonowego
oraz otwierania kanatéw anionowych. Kluczowa role w za-
mykaniu aparatéw szparkowych odgrywaja kanaly aniono-
we SLAC1 i SLAHS3, ktére sa otwierane w nastepstwie ich
fosforylacji. SLAC1 jest fosforylowany przez kinaze biatko-
wa OST1 (ang. Open Stomatal), a SLAH3 przez zalezne od
jonéw wapnia kinazy CPK i CBL/CIPK. Wyplyw anionéw
z komorek szparkowych prowadzi do dalszej depolaryzacji
blony, co sprzyja otwieraniu kanatléw K*. Ruch jonéw K* do
apoplastu wymusza wyptyw wody z komoérki, w wyniku
czego nastepuje zmniejszenie turgoru prowadzacego do za-
mkniecia szparki [90].

Zamykanie aparatéw szparkowych powigzane z aplika-
¢ja czasteczki MAMP/PAMP/DAMP ma Scisly zwiazek z
produkcja nadtlenku wodoru i tlenku azotu oraz naptywem
Ca?* do cytoplazmy [79,80]. Roéwniez w szlaku sygnatowym
aktywowanym przez receptory PRR miejsce kluczowe zaj-
muje kinaza OST1 aktywujaca kanaly anionowe SLACI,
chociaz sugeruje sie, ze SLACI mogg by¢ takze aktywowane
w szlaku zaleznym od kinaz MAP [88], za$ kanaty SLAH3
moga fosforylowaé niektére kinazy CPK i CBL/CIPK [90].
W zamykaniu aparatéw szparkowych biorg réwniez udziat
blonowe receptorowe kinazy biatkowe GHR1 i CRK, kt6-
re przypuszczalnie funkcjonuja jako sensory zmian stanu
oksydacyjno-redukcyjnego w apoplascie, a takze oddziatu-
jaca z AtFLS2 kinaza LecRC VI. 2, ktérej ligand nie zostat
jeszcze poznany [79,90].

SYNTEZA I ODKEADANIE KALOZY
Kolejng odpowiedzia obronng, ktérej wystepowanie jest
réwnie czesto analizowane w badaniach odpornosci typu

PTI, jest synteza i odktadanie w miejscu ataku patogena lub
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zranienia tkanki kalozy, wielkoczasteczkowego polisacha-
rydu zbudowanego z glukozy polaczonej wigzaniami 3-1,3-
glikozydowymi. Zlokalizowany w blonie komoérkowej
kompleks syntazy kalozy (CalS) buduja: enzym GSL (ang.
Glucan Synthase-Like), w rzodkiewniku kodowany przez 12
genéw, a takze UDP-glukozo transferaza (UGT1), biatko
Ropl, syntaza sacharozy i aneksyna [91]. Synteza kalozy
zachodzi razem z synteza celulozy, co w efekcie prowadzi
do powstawania sieci zbudowanej z obu polimeréw [92].
Regulacja syntezy i odkladania kalozy odbywa sie przy-
puszczalnie na poziomie transkrypcji genéw GLS, regula-
¢ji transportu pecherzykowego i regulacji formowania w
blonie plazmatycznej komplekséw CalS, a przypuszczalnie
takze na drodze fosforylacji biatek wspéttworzacych kom-
pleksy [91]. Po aplikacji czasteczki MAMP/PAMP synteza i
odktadanie kalozy w epidermie zachodzi dwufazowo, jako
odpowiedz stosunkowo szybka (60-90 min po aplikacji) i
odpowiedzZ przesunieta w czasie (znaczny wzrost dopiero
po 5-6 godz. od aplikacji), ktora jest przypuszczalnie powig-
zana z aktywacja ekspresji genéw GSL5, 6 11 oraz transpor-
tem pecherzykowym enzymoéw i biatek wspoéttworzacych
kompleksy CalS [91,92]. Inaczej jest w przypadku, gdy
tkanka jest infekowana przez grzyby patogenne, np. macz-
niaka prawdziwego. W tym wypadku, w miejscu rosnacej
na powierzchni strzepki, w blonie plazmatycznej tworza
sie struktury , brodawkowate” wypelnione kaloza [92]. Po-
nadto doswiadczalnie dowiedziono, Ze czgsteczki takie jak
flg22 czy chityna aktywuja synteze i odkladanie kalozy w
btonach plazmodesm. W tym wypadku dochodzi do ogra-
niczenia lub nawet calkowitego zablokowania przeplywu
w symplascie r6znych czasteczek, w tym réwniez wirusow.

AKTYWACJA TRANSPORTU HEKSOZ
Z APOPLASTU DO CYTOPLAZMY

Wiele organizméw patogennych wyksztalcito w toku
ewolucji szereg specjalnych przystosowar, ktére sa nakiero-
wane na zwiekszenie transportu cukréw i innych substancji
pokarmowych z komorki, co ma poprawic ich dostepnosc
w apoplascie. Taki rozdzial cukréw pomiedzy symplastem
a apoplastem sprzyja namnazaniu sie fitopatogenow, szcze-
goblnie odzywiajacych sie w apoplascie biotroféw [93]. Przy-
kladem takiego przystosowania jest synteza w Xanthomonas
oryzae bialek efektorowych z rodziny TAL, ktére wprowa-
dzone do komérek ryzu aktywuja transkrypcje genéw z ro-
dziny SWEET liczacej okolo 20 genéw. Wykazano doswiad-
czalnie, ze co najmniej kilka genéw z tej rodziny koduje
biatka transportujace do apoplastu sacharoze. Ponadto wy-
kazano, ze infekcja bakteriami i grzybami patogennymi ak-
tywuje w roslinie ekspresje genu kodujacego zlokalizowana
w Scianie komérkowej inwertaze. Aktywnosé tej hydrolazy
rozszczepiajacej sacharoze na dwie heksozy hamowana jest
przez biatka inhibitorowe AtCIF1 i AtCIF2. Wykazano do-
$wiadczalnie, ze gronowiec (grzyb powodujacy szarag plesn)
hamuje ekspresje genéw AtCIF1, AtCIF2, co w efekcie pro-
wadzi do wzrostu w apoplascie poziomu heksoz [93]. W
kontekscie wynikéw tych badarnn mozna bylo zakladaé, ze
réwniez rosliny w toku ewolucji wyksztalcity pewne przy-
stosowania, ktére beda przeciwdziala¢ niekorzystnemu dla
rosliny podzialowi substancji pokarmowych. Przewidywa-
nia te okazaly sie trafne, bowiem w najnowszych badaniach
wykazano, ze czasteczki MAMP/PAMP moga aktywowacé
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reakcje obronne nakierowane na obnizanie poziomu mo-
nocukréw w apoplascie. Okazalo sig, ze aplikacja flg22 na
liscie rzodkiewnika aktywuje ekspresje genu STP13 koduja-
cego biatko transportujace heksozy z apoplastu do cytopla-
zmy. Ponadto wykazano, ze wigzanie flg22 przez AtFLS2/
AtBAK1 prowadzi do fosforylacji przez kinaze AtBAK1
biatka AtSTP13. Fosforylacja zachowawczej reszty treoniny,
polozonej w czesci C-koricowej transportera, sprzyja wzro-
stowi transportu heksoz do cytoplazmy[94].

AKTYWACJA FITOANCYPIN
I BIOSYNTEZA FITOALEKSYN

Synteza wtérnych metabolitow ograniczajacych namna-
zanie fitopatogenéw moze sie odbywaé konstytutywnie,
tak jak to jest w przypadku fitoancypin, badZz moze by¢
aktywowana przez patogeny, tak jak to sie dzieje w przy-
padku fitoaleksyn. Syntetyzowane fitoancypiny (saponiny,
glikozydy cyjanogenne, glukozynolaty) sa magazynowane
w odpowiednich przedziatach komérkowych badz w spe-
gjalnych komorkach (komérkach S). W oddzielnych prze-
dzialach wystepuja enzymy hydrolityczne funkcjonujace
w szlakach metabolicznych, w ktérych np. w przypadku
glukozynolatéw uwalniane sa silnie toksyczne zwiazki,
modyfikujace reszty hydrosulfidowe i aminowe biatek. Wy-
niki nielicznych jeszcze do$wiadczen pokazuja, ze enzymy
biorace udziat w przemianach niektérych fitoancypin sa ak-
tywowane przez czasteczki MAMP/PAMP [95].

Fitoaleksyny sa zwiazkami lipofilowymi z grupy stil-
benéw, flawonoidéw oraz terpenoidéw syntetyzowanymi
przez rosliny w odpowiedzi na atak fitopatogenéw. Liczba
zidentyfikowanych w réznych roélinach fitoaleksyn siega
juz ponad 200 zwiazkéw. Wiele z nich to substancje pochod-
ne tryptofanu zawierajace siarke (kamaleksyna), zwigzki
pochodne fenyloalaniny (gliceolina), czy pochodne diterpe-
néw (oryzaleksyna A) [95,96]. Jedna z najlepiej poznanych
fitoaleksyn jest kamaleksyna, syntetyzowana w roslinach z
rodziny kapustowatych. W rzodkiewniku udalo sie pozna¢
szereg enzymoéw funkcjonujacych w szlaku biosyntezy ka-
maleksyny. Poznano takze niektére elementy szlakéw sy-
gnatlowych aktywowanych przez MAMP/PAMP reguluja-
cych jej biosynteze (Ryc. 7). Jak juz wczesniej wspomniano,
w regulacji ekspresji genéw kodujacych enzymy szlaku bio-
syntezy kamaleksyny biora udzial czynniki transkrypcyjne
WRKY33, 18 i 40, a elementami szlakéw sygnatowych sa:
kinazy MPK3/6 i MPK4, nadtlenek wodoru i kwas salicy-
lowy [7,96].

PRODUKCJA BIALEK ZWIAZANYCH Z ODPORNOSCIA
(PR) ORAZ PEPTYDOW ANTYBAKTERYJNYCH

W wielu do$wiadczeniach, ktérych wyniki byly przyta-
czane w poprzednich rozdziatach, analizowana odpowie-
dzia na aplikowane czasteczki MAMP/PAMP byla aktywa-
cja ekspresji genéw PR (ang. Pathogenesis-Related) [97]. Wiele
biatek PR wystepuje w roslinach w niewielkich stezeniach,
jednakze poziom niektérych z nich gwalttownie roénie po
aplikacji czasteczki MAMP/PAMP, zainfekowaniu rosliny
fitopatogenem badz zadzialaniu abiotycznych czynnikéw
stresogennych [97]. Na podstawie homologii sekwencji
aminokwasowej biatka PR zostaly podzielone na 17 rodzin.
Biatka z kilku rodzin wykazujg aktywnos$¢ enzymatyczna,
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w tym m. in. $-1,3-glukanazowa, chitynazowa, proteazowa
(subtylizyno-podobna), peroksydazowa czy rybonukleazo-
wa, a biatka z rodziny 6 dzialaja jako inhibitory réznych
proteaz. Ponadto biatka z kilku innych rodzin sa probiatka-
mi, z ktérych sg wycinane mate, 20-50-aminokwasowe pep-
tydy antybakteryjne (defensyny, tioniny, heweiny, snakiny,
knotyny, peptydy LTP). Jednakze oprocz peptydéw anty-
bakteryjnych wycinanych z bialek PR, szereg peptydéw o
podobnym dziataniu pochodzi z innych probiatek (cykloty-
dy) badz jest kodowany przez mate ORF [98].

Mechanizm dziatania biatek PR z aktywnoscia enzyma-
tyczna wydaje sie by¢ mozliwy do przewidzenia, ale funk-
cjonowanie pozostalych bialek pozostaje ciggle zagadkowe.
Przykladem sa biatka z rodziny PR-1, ktérych ekspresja jest
bardzo czesto analizowana w doswiadczeniach badajacych
odpowiedzi na infekcje lub aplikacje czasteczek MAMP/
PAMP/DAMP. Wyniki najnowszych badarn dowodza, ze
biatka z rodziny PR-1 majg motyw CAP wigzacy sterole, ale
moga by¢ takze probiatkami, z ktérych sa wycinane 11-ami-
nokwasowe peptydy CAPE, a w niektérych roslinach po-
znano receptorowe kinazy biatkowe, ktére w czesci zewna-
trzkomoérkowej maja motyw CAP [99]. Podobnie niewiele
wiemy o mechanizmach dzialania peptydéw antybakteryj-
nych. Obecnie przyjmuje sie, ze niektére peptydy zwieksza-
ja przepuszczalno$é blon, zas inne oddzialuja z enzymami
i r6znymi innymi biatkami oraz z kwasami nukleinowymi
[98].

SYNTEZA FITOHORMONOW ZWIAZANYCH
Z ODPORNOSCIA I USTALANIE KOMPROMISU
POMIEDZY ODPORNOSCIA A WZROSTEM ROSLINY

Jak juz wczesniej wspomniano, aktywacja kinaz MPK3/6
i wzrost stezenia Ca?* w cytoplazmie prowadzi do zmian
w ekspresji wielu genéw, w tym takze genéw zwigzanych
z biosynteza etylenu (ET) i kwasu salicylowego (SA). Apli-
kacja flg22 na liscie rzodkiewnika juz po 1 godz. aktywuje
synteze ET, a po 3-6 godz. synteze SA, lecz nie wplywa na
biosynteze kwasu jasmonowego (JA), trzeciego waznego
fitohormonu zwigzanego z odpornoscia typu PTI. Synteze
tego fitohormonu aktywuje w ziemniaku peptyd Pep-13,
czasteczka typu PAMP pochodzaca z legniowcéw z rodzaju
Phytophthora [7,74]. Przyjmuje si¢ powszechnie, ze SA od-
grywa role kluczowa w odpornosci przeciw bio- i hemibio-
trofom, natomiast ET i JA funkcjonuja gléwnie w odporno-
§ci przeciw nekrotrofom. Mimo to, w doswiadczeniach pro-
wadzonych na odpowiednich, wielokrotnych mutantach
rzodkiewnika (dde2/ein2/pad4/sid2) wykazano, ze wszyst-
kie trzy fitohormony wplywaja pozytywnie na wystapienie
odpowiedzi na aplikacje flg22, oraz ze szlaki sygnatowe ak-
tywowane przez te fitohormony dziataja synergicznie. Po-
nadto ujawniono, ze po aplikacji MAMP/PAMP pierwsze
zmiany w ekspresji genéw wystepuja juz w ciagu 15 min, i
to niezaleznie od SA, ET iJA, ale juz po 1 godz. pojawiaja sie
zmiany powiazane z synteza i aktywnoscia tych fitohormo-
néw [7]. Co wiecej, wykazano, ze az 80% odpowiedzi akty-
wowanych przez czgsteczki MAMP/PAMP nie wystepuje
u mutantow wielokrotnych z defektami w biosyntezie lub
w szlakach sygnalowych aktywowanych przez te fitohor-
mony [86].
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Na zakoriczenie warto jeszcze zwréci¢ uwage na role SA,
ET i JA, ale takze pozostalych, klasycznych fitohormonéw
oraz poznawanych obecnie hormonéw peptydowych w
rownowazeniu proceséw zwigzanych ze wzrostem i odpor-
noscia rosliny. Koncepcja zakladajaca funkcjonowanie w ro-
slinach mechanizmu molekularnego umozliwiajacego usta-
lanie kompromisu pomiedzy wzrostem a odpornoscia (ang.
growth-defense tradeoffs) powstala na podstawie obserwacji
wskazujacych, ze aplikacja czasteczek MAMP/PAMP pro-
wadzi do zahamowania wzrostu rosliny [3]. Konkurowanie
przeciwstawnych proceséw o okreslong pule energetyczna
rosliny pociaga koniecznos$¢ ustalania pewnych kompro-
misow, ktére pozwola roslinie zakwitngé i wydaé nasio-
na. Dzisiaj juz wiadomo, ze szlaki sygnalowe aktywowane
przez czasteczki MAMP/PAMP/DAMP funkcjonuja w
skomplikowanej sieci sygnalowej, ktéra wspottworza row-
niez szlaki aktywowane przez wszystkie znane fitohormo-
ny [100]. Wystepowanie w tych szlakach wielu wspélnych
elementéw daje mozliwos¢ wzajemnego komunikowania
pomiedzy szlakami aktywujacymi reakcje odpornosciowe,
oraz szlakami regulujacymi wzrost i rozwéj rosliny. Takimi
przykladowymi elementami pozwalajacymi na wzajemne
krzyzowanie si¢ szlakoéw aktywowanych przez czasteczki
MAMP/PAMP i szlakéw regulujacych wzrost i rozwoéj ak-
tywowanych przez brasinosteroidy (Br) sa: kinaza BAK1,
kinazy BSK1 i BIK1, czynniki transkrypcyjne BZR1 i HBI.
Okazalo sig, ze kinaza BIK1 fosforylowana przez kompleks
AtFLS2/AtBAK1 fosforyluje receptor BR (BRI1) powodujac
supresje szlaku aktywowanego przez BR. Czynniki trans-
krypcyjne BZR1 i HBI1 sg elementami pozytywnymi w
szlaku aktywowanym przez BR, ale hamuja odpowiedzi
obronne typu PTI [6,100]. Innym przykladem oddziatywarn
pomiedzy hormonami zwigzanymi z odpornoscia, a hor-
monami wzrostowymi jest hamowanie syntezy IAA przez
SA. Wzrost syntezy kwasu salicylowego, wigzanego m. in.
do katalazy (CAT2) i hamujacego jej aktywnos¢ katalitycz-
ng, prowadzi do lokalnego wzrostu stezenia H,O, powodu-
jacego sulfenylacje podjednostki syntetazy tryptofanowej
(TSB1). Zahamowanie syntezy tryptofanu prowadzi do
obnizenia poziomu IAA [72]. Podobnych przykladéw prze-
ciwstawnego dzialania czasteczek MAMP/PAMP/DAMP
z wieloma hormonami, ale takze szeregu hormonéw z in-
nymi fitohormonami poznano juz wiele [100], tym niemniej
nadal jednym z najwiekszych wyzwan biologii molekular-
nej rodlin pozostaje calkowite rozszyfrowanie skompliko-
wanych sieci sygnatowych regulujacych reakcje obronne i
procesy wzrostu i rozwoju roslin.
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ABSTRACT

Plants have evolved a multilevel immune system to protect them against infection by a diverse range of pathogens. The first line of plant
defense consists of the integral plasma membrane receptors, known as pattern-recognition receptors (PRRs), which recognize MAMP/PAMP
or DAMP molecules. PRRs activate downstream signaling cascades that culminate in generation of the innate immune response, called
PAMP-triggered immunity (PTI). The activation of PTI leads to the induction of basal defense responses, which include influx of Ca* in
the cytosol, production of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide, activation of mitogen-activated protein kinase cascades, callose
deposition, stomatal closure, phytoalexins biosynthesis, defence hormone biosynthesis and transcriptional induction of a large suite of de-
fence-related genes.
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