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Wykaz skrétow: ETI (ang. Effector-Triggered
Immunity) - odporno$¢ aktywowana przez
efektor; ETS (ang. Effector-Triggered Susceptibili-
ty) - podatnosé na infekcje wywolywana przez
efektor; NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding-
-Leucine-Rich Repeat) - immunoreceptor we-
wnatrzkomérkowy roslin rozpoznajacy biatko
efektorowe fitopatogena; NLR (ang. NOD-Li-
ke Receptor) - receptor wewnatrzkomoérkowy
podobny do receptoré6w NOD1 i 2 czlowieka;
PRR (ang. Pattern Recognition Receptor) - recep-
tor blonowy rozpoznajacy okreslony wzorzec
molekularny obcej badz wilasnej czasteczki;
PTI (ang. PAMP-Triggered Immunity) - odpor-
nos$¢ aktywowana przez czasteczke MAMP/
PAMP i DAMP
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STRESZCZENIE

klad odpornosciowy roslin obejmuje dwa, powiazane ze soba poziomy obrony lokal-

nej. Pierwsza linie obrony (PTI) aktywuja czasteczki MAMP/PAMP i DAMP rozpozna-
wane przez zlokalizowane w blonie plazmatycznej bialka receptorowe typu PRR. Jednakze
fitopatogeny syntetyzuja i wprowadzaja do komérek rosliny gospodarza biatka efektorowe
wykorzystujace wspélne, ale takze swoiste dla réznych fitopatogenéw strategie molekular-
ne nakierowane na supresje ukladu odpornosciowego. Wiele biatek efektorowych atakuje
receptory PRR badz bialkowe i niebialkowe elementy szlakéw sygnatowych, inne zaklo-
caja wazne procesy komérkowe, w tym m. in.: ubikwitylacje i degradacje bialek w prote-
asomach, transport pecherzykowy, reoorganizacje cytoszkieletu, funkcjonowanie chloropla-
stow i mitochondriéw, biosynteze fitohormonéw i przekazywanie sygnaléw hormonalnych,
ekspresje genow. Efektem ttumienia reakcji odpornosciowych przez biatka efektorowe jest
wzrost podatnosci rosliny na infekcje ETS (ang. Effector-Triggered Susceptibility to infection)
sprzyjajacy przezywaniu i namnazaniu fitopatogena. W odpowiedzi na syntetyzowane przez
fitopatogeny bialka efektorowe, rosliny wyksztalcily w toku ewolucji immunoreceptory we-
wnatrzkomoérkowe NB-LRR/NLR rozpoznajace w sposob bezposredni lub czesciej w sposob
posredni wprowadzane do wnetrza komérek biatka efektorowe. Zmiany konformacyjne w
immunoreceptorze NB-LRR/NLR, towarzyszace rozpoznaniu biatka efektorowego, aktywu-
ja wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalowe uruchamiajace caly wachlarz odpowiedzi obron-
nych typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) stanowiacych druga linie obrony lokalne;j.

WPROWADZANIE

W strategii obronnej roslin, odpornosé¢ aktywowana przez czasteczki typu
MAMP/PAMP i DAMP stanowi pierwsza linie obrony, ktéra nie tylko zapobie-
ga infekcjom, ale takze aktywnie zwalcza pojawiajace sie w roslinie fitopatogeny.
Odpornos¢ podstawowa, nazywang odpornoscia typu PTI (ang. PAMP-Trigge-
red Immunity), wspottworza reakcje obronne, w tym m. in.: produkcja w apopla-
Scie aktywnych form tlenu, zamykanie aparatéw szparkowych, synteza i odkla-
danie w $cianach komérkowych kalozy, biosynteza fitoaleksyn, synteza biatek
typu PR (ang. Pathogenesis-Related) i peptydéw antybakteryjnych, biosynteza
fitohormonéw zwigzanych z odpornoscia, przeprogramowanie ekspresji tysiecy
genéw. Odpornosé typu PTI jest wystarczajaco efektywna, by skutecznie chro-
ni¢ rosline przez infekcjami i przeciwdziata¢ rozwojowi choréb. W pracy opu-
blikowanej niedawno w Postepach Biochemii podsumowano wyniki dotychcza-
sowych badan poswieconych identyfikowaniu czasteczek typu MAMP/PAMP i
DAMP, poznawaniu receptoréw blonowych typu PRR (ang. Pattern Recognition
Receptor) rozpoznajacych te czasteczki i aktywujacych wewnatrzkomérkowe
szlaki sygnalowe inicjujace odpornos¢ lokalna PTI [1]. Jednakze w toku ewolucji
organizmy patogenne wyksztalcily szereg mechanizméw molekularnych umoz-
liwiajacych przelamywanie pierwszej linii obrony, a w efekcie sprzyjajacych
kolonizacji rosliny. W ttumieniu odpornosci PTI, fitopatogeny z réznych grup
systematycznych wykorzystuja specjalne biatka oraz wiele r6znych matych cza-
steczek nazywanych ogoélnie efektorami, ktére w rézny sposéb uczestnicza w
opanowaniu rosliny. Ostatecznie, supresja reakcji odpornosciowych prowadzi
do wzrostu podatnosci rosliny na infekcje ETS (ang. Effector-Triggered Suscepti-
bility to infection) umozliwiajacej przezywanie i namnazanie fitopatogena [2]. W
tym miejscu nalezy wyraznie podkresli¢, ze w literaturze naukowej termin efek-
tor uzywany jest w podwoéjnym znaczeniu. W znaczeniu szerszym obejmuje on
rézne biatka sekrecyjne, w tym réwniez enzymy degradujace niektére skfadni-
ki komérek rosliny, ale takze czasteczki typu MAMP/PAMP oraz wiele innych
substancji, w tym réwniez toksyny produkowane przez rézne fitopatogeny. W
kolonizacji roslin przez biotroficzne i hemibiotroficzne grzyby i grzybopodobne
legniowce (Oomycetes) szczegblna role ogrywaja efektory kierowane do apopla-
stu, zwlaszcza enzymy degradujace polisacharydy budujace Sciany komérkowe,
inhibitory réznych proteaz roslinnych, enzymy unieszkodliwiajace fitoantycypi-
ny i fitoaleksyny oraz czasteczki, ktére zaburzaja percepcje czasteczek MAMP/
PAMP, np. syntetyzowane przez niektére grzyby biatka Ecp6, Slpl z domenami
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LysM, ktore przechwytuja chitooligosacharydy i przeciw-
dzialaja w ten sposéb aktywacji komplekséw receptoro-
wych wigzacych chityne [3]. W odréznieniu od tych biatek
i innych czasteczek efektorowych, kierowanych gléwnie
do apoplastu, w obecnej pracy termin efektor (biatko efek-
torowe) jest uzywany w wezszym znaczeniu, wylacznie w
odniesieniu do biatek syntetyzowanych i wprowadzanych
przez fitopatogeny do wnetrza komoérek atakowanej rosliny
[4]. Rozw¢j metod i technik biologii molekularnej pozwala
obecnie identyfikowaé dziesigtki, a nawet setki biatek efek-
torowych syntetyzowanych przez fitopatogeny, ktore w
rézny sposéb sa wprowadzane do komoérek rosliny [5]. Bak-
terie Gram-ujemne wykorzystujg w tym celu tzw. Il system
sekrecyjny TIIISS (ang. Type 111 protein Secretion System) [6].
W sledzeniu wnikania bakteryjnych biatek efektorowych do
komoérek rosliny wykorzystywane sg rézne nowe techniki,
w tym m. in. technika SFP (ang. Split Fluorescent Protein),
ktéra pozwala monitorowaé migracje bialka efektorowego
w komoérkach réznych tkanek i organéw, a takze daje mozli-
wos¢ ustalenia jego ostatecznej lokalizacji subkomoérkowej,
co z kolei pomaga w identyfikowaniu potencjalnego celu
ataku [7]. Biatka efektorowe syntetyzowane przez biotro-
ficzne i hemibiotroficzne grzyby ilegniowce sa wprowadza-
ne do wnetrza komoérek rosliny za posrednictwem hausto-
riéw (ssawek) stuzacych do pobierania z roéliny substancji
pokarmowych [8]. W tym wypadku biatka efektorowe sa
wydzielane do przestrzeni zawartej pomiedzy btong hau-
storium a blong plazmatyczna komoérki roslinnej, skad na-
stepnie wnikajg do wnetrza komorki na drodze endocytozy.
W niektérych przypadkach bialka efektorowe sa wprowa-
dzane do rosliny poprzez fuzje endosoméw grzyba z btona
plazmatyczng komorek rosliny [8].

W tym miejscu warto jeszcze zwrdci¢ uwage, ze biatka
efektorowe syntetyzuja takze nicienie z rodzaju guzakéw
(Meloidogyne), czy matwikowatych (Globodera) [9], a takze
roslinozerne owady - gasienice i chrzaszcze [10] oraz plu-
skwiaki (mszyce, skoczki) [11-13].

Bialka efektorowe wprowadzone do komoérek rosliny
przetamujg reakcje odpornosciowe, umozliwiajac w ten
sposdb kolonizacje rosliny. Tak sie dzieje w przypadku
roélin nie dysponujacych odpowiednimi immunorecepto-
rami wewnatrzkomérkowymi, ktére moga rozpoznawac
swoiscie poszczegélne biatka efektorowe (rosliny podat-
ne na zakazenia). Jednakze rosliny, ktére w toku ewolucji
wyksztalcily odpowiedni zestaw immunoreceptoréw we-
wnatrzkomérkowych, moga wykrywaé w komoérce obec-
nosc¢ okreslonych biatek efektorowych, co w konsekwencji
daje mozliwoé¢ uruchomienia calego wachlarza reakcji
odpornoéciowych wspéttworzacych druga linie obrony lo-
kalnej [2]. W swoistym rozpoznaniu bialek efektorowych
posrednicza specjalne wewnatrzkomérkowe immunore-
ceptory R (ang. Resistance), ktére w ten sposéb staja sie
pierwszymi ogniwami szlakéw sygnalowych aktywuja-
cych odpowiedzi obronne typu ETI (ang. Effector-Triggered
Immunity) [2,14]. Inmunoreceptory wewnatrzkomérkowe
s3 w zasadzie tozsame z produktami genéw R, ktére w
koncepcji Flora gen-na-gen sprzed ponad 70 lat miaty od-
dzialywaé z produktami genéw awirulentnych (ang. avi-
rulence) wywotujacych w roslinach reakcje nadwrazliwosci
HR (ang. Hypersensitive Response) [4]. Dzisiaj juz wiadomo,
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ze reakcja typu HR jest programowang $miercig komorki,
ktéra pojawia sie¢ w miejscu infekcji u rosliny dysponuja-
cej odpowiednim immunoreceptorem R rozpoznajacym
swoiscie okreslone biatko Avr (roslina niepodatna na za-
kazenie). Oddzialywanie tego typu jest okreslane jako in-
terakcja niekompatybilna. W przypadku, gdy roélina nie
posiada immunoreceptora mogacego rozpoznac¢ biatko
Avr (roslina podatna na zakazenie), biatko efektorowe Avr
funkcjonuje jako biatko wirulentne (interakcja kompaty-
bilna) [4]. Immunoreceptorami wewnatrzkomérkowymi
typu R sa biatka z rodziny NB-LRR (ang. Nucleotide-Bin-
ding site, Leucine-Rich Repeat), ktére pod wzgledem budo-
wy sg podobne do zwierzecych, wewnatrzkomérkowych
receptoréw NLR (ang. NOD-Like Receptor) rozpoznajacych
czasteczki PAMP/DAMP [15-19]. Zmiany konformacyjne
w immunoreceptorze NB-LRR bedace efektem rozpozna-
nia biatka efektorowego wymuszaja wymiane zwigzanego
z immunoreceptorem ADP na ATP, co ostatecznie prowa-
dzi do utworzenia formy aktywnej immunoreceptora NB-
-LRR aktywujacego szlaki sygnalowe uruchamiajace reak-
cje obronne typu ETI [18,20].

Celem obecnej pracy bylo podsumowanie najwazniej-
szych osiggnie¢ w identyfikowaniu bialek efektorowych
syntetyzowanych przez patogenne bakterie, legniowce i
grzyby oraz przesledzenie poznanych juz mechanizméw
molekularnych wykorzystywanych przez te biatka w ttu-
mieniu odpornosci typu PTIL.

BIALKA EFEKTOROWE FITOPATOGENOW
INGERUJACE W REAKCJE ODPORNOSCIOWE
1 ZABURZAJACE WAZNE PROCESY
KOMORKOWE ROSLIN

Na wstepie warto zwréci¢ uwage, ze sposrod
poznanych dotychczas okoto 7100 gatunkéw bakterii, pa-
togenami roslin jest okolo 150 gatunkow [14], ale wiedza
na temat bialek efektorowych syntetyzowanych przez fi-
topatogeny bakteryjne pochodzi z badann patogennych
szczepow zaledwie kilku gatunkéw. Na liscie dziesieciu
najwazniejszych, z punktu widzenia ekonomicznego i
badawczego, bakterii patogennych, az szes¢ miejsc za-
jmuja bakterie Gram-ujemne z czterech rodzajow, a mi-
anowicie: Pseudomonas, Xanthomonas, Ralstonia i Erwinia
[21]. Syntetyzowane przez te bakterie biatka efektorowe sa
»wstrzykiwane” do wnetrza komorek atakowanej rosliny
za posrednictwem III systemu sekrecyjnego (TIIISS) zbu-
dowanego z aparatu sekrecyjnego, pilusa i translokonu.
Aparat sekrecyjny przenika przez obie blony bakteryjne,
a pilus, przypominajacy igle strzykawkowa, faczy aparat
sekrecyjny z translokonem wbudowujacym sie do blony
plazmatycznej komorki roslinnej [6]. Identyfikowanie
bialek efektorowych syntetyzowanych przez bakterie na
0g6! nie nastrecza trudnosci, gdyz w czesci N-koricowej
majq one szereg charakterystycznych motywoéw kieruja-
cych biatka do uktadu sekrecyjnego [5]. Wytypowane w
ten sposéb potencjalne efektory, badane sg nastepnie pod
katem ich ewentualnej aktywnosci enzymatycznej, doce-
lowej lokalizacji subkomoérkowej, poznawania biatka/bi-
atek bedacego celem ataku oraz identyfikowania immuno-
receptor6w NB-LRR rozpoznajacych badane biatka [5]. W
prowadzonych obecnie badaniach molekularnych uwaga
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badaczy koncentruje sie gtéwnie na biatkach efektorowych
kilku patogennych szczepéw Pseudomonas syringae (Pst
DC3000, Pss -pv. syringae, Pph - pv. phaseolicoloa i Pta -pv.
tabaci), a takze bialkach syntetyzowanych przez kilka pato-
gennych szczepéw Xanthomonas (Xoo, Xact, Xcv, Xcc). Ge-
nomy wszystkich badanych szczepéw P. syringae koduja
tacznie 57 grup bialek efektorowych, ale poszczegélne szc-
zepy syntetyzuja od 15 do 35 biatek [22,23]. Patogenne szc-
zepy bakterii z rodzaju Xanthomonas syntetyzuja w sumie
okoto 40 grup biatek efektorowych Xop/Hop [24]. Geno-
my patogennych szczepéw Ralstonia solanacearum koduja
94 grupy bialek Rip (ang. Ralstonia injected proteins), cho-
ciaz poszczegodlne szczepy syntetyzujg 60-75 biatek efek-
torowych, ale wszystkie szczepy syntetyzuja zestaw 22 ta-
kich samych biatek [25]. Przeprowadzone ostatnio analizy
poréwnawcze 177 bialek efektorowych pochodzenia bak-
teryjnego sugerujg, ze okoto 40% biatek wprowadzanych
do komorek rosliny kieruje sie do bton, 31% migruje do
jadra, 24% pozostaje w cytoplazmie, 2% wnika do chloro-
plastéw, a tylko okoto 1% bialek wystepuje w pozostatych
strukturach subkomoérkowych (mitochondriach, siateczce
srodplazmatycznej, peroksysomach, wczesnych endoso-
mach) [26]. W przypadku bialek pochodzacych z bakterii
rodzaju Pseudomonas, Xanthomonas i Ralstonia proporcje te
réznia sie dosy¢ znaczaco, bo np. okoto 52% biatek efekto-
rowych syntetyzowanych przez bakterie Pseudomonas, wg
autorow, kieruje sie do blon, podczas gdy 45% biatek Xan-
thomonas miatoby migrowac do jadra, a 30% do bton, nato-
miast okoto 50% bialek pochodzacych z Ralstonia miatoby
pozostawaé¢ w cytoplazmie [26]. Ponadto szacuje sie, ze
okoto 68% biatek efektorowych pochodzenia bakteryjnego
atakuje w roélinie wiecej niz jeden cel, z tego 36% oddzia-
tuje z biatkami z r6znych klas, a 32% z biatkami jednej kla-
sy i okoto 32% bialek efektorowych wykazuje bezwzgled-
na specyficznoéé, bowiem kazde z nich atakuje tylko jedno
okreslone biatko [26].

Jak juz wczeéniej wspomniano, wiedza na temat biatek
efektorowych syntetyzowanych przez grzyby i legniowce
jest jeszcze dosy¢ ograniczona, chociaz w ostatnich latach
nastapil pewien postep, zwlaszcza w odniesieniu do bi-
atek efektorowych syntetyzowanych przez biotroficzne
legniowce. Szacunkowa liczba fitopatogenéw nalezacych
do tych dwéch grup systematycznych siega okoto 8000 ga-
tunkéw [14], ale liczba sklonowanych genéw Avr wynosi
obecnie okoto 40, z tego ponad polowa genéw pochodzi
z legniowcoéw z rodzaju Phytopthora (P. infestans infekuja-
cego pomidory i ziemniaki oraz P. sojae infekujacego soje)
oraz Hyaloperonospora arabidopsis infekujacego rzodkiewni-
ka [27,28]. Identyfikowanie bialek efektorowych syntety-
zowanych przez legniowce ulatwia fakt, ze wiele z nich
posiada charakterystyczne motywy (RxLR-dEER, Crinkler
motif (CRN), CHxC, LxLFLAK), ktére przypuszczalnie
odgrywaja pewna role w transporcie do wnetrza komoérek
rodliny. Analizy genomoéw trzech gatunkéw Phytophthora
wykazaly, ze liczba genéw kodujacych biatka z motywem
RxLR miesci sie w przedziale od 374 do 563 genéw [28].
Biatka efektorowe legniowcéw wprowadzone do rosliny
kieruja sie gtéwnie do jadra (38%), a po okoto 17% biatek
migruje do bton, do peroksysomoéw i do siateczki srédpla-
zmatycznej, a tylko 8% pozostaje w cytoplazmie [26].
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Poznane dotychczas bialka efektorowe grzybéw bio- i
hemibiotroficznych pochodza w wiekszosci z Magnaporthe
oryzae wywolujacego zaraze (plamice) ryzu, z Leptosphaeria
maculans powodujacego zgnilizne kapustnych, z Melamspora
linii infekujacego len oraz z maczniaka prawdziwego zb6z
i traw (Blumeria graminis), a wiec gatunkéw, ktore na liscie
10 najgrozniejszych grzybéw patogennych zajmujq miejsca
czolowe [29]. Warto tez zauwazy¢, ze spoéréd 17 analizo-
wanych biatek efektorowych grzybéw wprowadzanych do
rosliny, okoto 61% pozostaje w cytoplazmie, 28% wnika do
jadra, a 11% migruje do bton [26].

Dzisiaj juz wiadomo, ze duza czeé¢ bialek efektorowych
syntetyzowanych przez bakterie, grzyby i legniowce wyka-
zuje aktywnosé enzymatyczng. Stosunkowo liczna grupa
bialek posiada aktywnos$¢ acetylotransferazowa (Hop-
Zla, HopZ3, HopZ4, AvrBsT, Xop], PopP2). Szereg biatek
pochodzenia bakteryjnego (AvrPphB, AvrRpT2, HopNl,
HopX1, AvrXceB) i kilka pochodzacych z grzybéw (Avr2,
Pit2, EPIC1, EPIC2B) wykazuje aktywnos¢ proteaz cyste-
inowych [27,30]. Biatka efektorowe AvrPtoB, XopL i XopK
syntetyzowane przez bakterie sa ligazami ubikwitynowymi
E3, biatka HopF2, HopU1 posiadaja aktywnos$é mono-ADP-
-rybozylotransferazy przenoszacej reszte adenozynodifos-
forybozy (ADP-rybozy) z NAD* na biatko substratowe [30],
a AvrAC/XopAC funkcjonuje jako urydynylotransferaza
przenoszaca reszte urydyno 5-monofosforanu z UTP na bi-
atko docelowe [30,31].

Jak juz wczeéniej wspomniano, gtéwnym celem ataku
wiekszosci biatek efektorowych syntetyzowanych przez
fitopatogeny sa rézne biatka ukladu odpornosciowego ro-
slin. Okazalo sie, ze wiele z nich blokuje kompleksy recep-
torowe wiazace czasteczki MAMP/PAMP, szereg biatek
efektorowych atakuje cytoplazmatyczne kinazy biatkowe
typu RLCK oraz kinazy biatkowe funkcjonujace w kaska-
dach kinaz MAP oraz inne biatkowe i niebiatkowe elementy
szlakow sygnatowych aktywujacych reakcje odpornoscio-
we [30,32,33]. Ponadto wiele bialek efektorowych ingeruje
w wazne procesy komoérkowe, bezposrednio lub posrednio
powiazane z ukladem odpornosciowym [34,35,36]. Wyka-
zano, ze niektore z nich zaktécaja funkcjonowanie ukltadow
ubikwitylacji i degradacji bialek w proteasomach [37,38],
inne zaburzajg transport pecherzykowy i ingeruja w cy-
toszkielet [30,39]. Poznano tez szereg bialek efektorowych
zakl6cajacych funkcjonowanie chloroplastéow i mitochon-
driéw [39,40] oraz wplywajacych na biosynteze fitohor-
mondéw i naruszajacych szlaki przekazywania sygnatow
hormonalnych [41-43]. W ostatnim czasie rodnie tez liczba
danych $wiadczacych o tym, Zze wiele biatek efektorowych
oddzialuje bezposrednio z DNA badz dezorganizuje funk-
cjonowanie czynnikéw transkrypcyjnych [44-47].

W dwoch kolejnych podrozdziatach przedstawiono skro-
towo mechanizmy molekularne, ktére sa wykorzystywane
przez bialka efektorowe w tlumieniu reakcji odpornoscio-
wych i zaburzaniu réznych proceséw komérkowych. Opis
tych mechanizméw dotyczy jedynie tych biatek, w przy-
padku ktérych sposéb dziatania zostal juz stosunkowo do-
brze poznany.
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BLOKOWANIE RECEPTOROW PRR I
MODYFIKOWANIE BIALKOWYCH I NIEBIALKOWYCH
ELEMENTOW SZLAKOW SYGNALOWYCH

Juz przed 10 laty odkryto, ze 20 kDa biatko efektorowe
AvrPto syntetyzowane przez P. syringae, badane wcze-
$niej w kontekscie jego oddzialywan z kinaza biatkowa
Pto pomidora, blokuje w pomidorze blonowa kinaze

receptorowa LeFLS2, a w rzodkiewniku kinazy AtFLS2
i AtEFR wiazace flageline i czynnik elongacyjny EF-Tu
bakterii [1,23,30,32,33]. Oddzialywanie AvrPto z domena
kinazowa powoduje, ze fosforylowanie odpowiednich
reszt serynowych/treoninowych polozonych w obrebie
tej domeny staje si¢ niemozliwe, co w efekcie prowadzi
do blokowania transdukcji sygnatlu na cytoplazmaty-
czne kinazy RLCK (Ryc. 1). W ostatnim czasie odkryto,
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Rycina 1. Biatka efektorowe syntetyzowane przez fitopatogenne bakterie, grzyby i legniowce atakujace rézne biatka wewnatrzkomérkowe roslin. Przygotowano na pod-

stawie prac [23,27,30,32,33,36,37,39,41,45,46,57,59,61,70,74].
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ze AvrPto oddzialuje réwniez z kinaza biatkowa SOBIR1
rzodkiewnika i pomidora, ktéra jako biatko adaptorowe
wspotdziata z wieloma biatkami receptorowymi typu
RLP tworzacymi kompleksy receptorowe SERK/RLP/
SOBIR1 wiazace niektore czasteczki MAMP/PAMP
[1,48]. Blonowe kinazy receptorowe atakuje tez bialko
efektorowe AvrPtoB z P. syringae, ktére zawiera trzy réz-
ne domeny. Polozona w czesci C-koricowej AvrPtoB do-
mena ligazy ubikwitynowej E3 ulega fosforylacji na resz-
cie seryny 258, co prowadzi do jej aktywacji i umozliwia
ubikwitylacje AtFLS2 oraz kinazy receptorowej AtCERK1
posredniczacej w wiazaniu chityny i peptydoglikanéw
[1,23,30,32,33]. W innych doswiadczeniach wykazano, ze
domena polozona w czesci N-koricowej AvrPtoB blokuje
aktywnos¢ kinazy Bti9 pomidora, ktéra jest ortologiem
kinazy AtCERK1, zas domena srodkowa AvrPtoB hamuje
kinaze biatkowa BAK1 [23,30]. Kinaza BAK1/SERK3 na-
lezy do rodziny kinaz SERK kodowanych w rzodkiewni-
ku przez pie¢ gendw (SERKI-SERKS5). BAK1 funkcjonuje
jako kinaza koreceptorowa wspoéltworzaca z wieloma
btonowymi kinazami bialkowymi typu RLK kompleksy
receptorowe wiazace czasteczki MAMP/PAMP, ale takze
brazinosterodidy, czy peptydy sygnatowe [1]. Kinaza
BAK1 jest celem ataku dla jeszcze innego biatka efektoro-
wego P. syringae, a mianowicie HopB1 z aktywnoscig pro-
teazy serynowej [49]. W rzodkiewniku HopB1 oddziatuje
z kinaza AtFLS2, ale w obecnosci flageliny powodujacej
formowanie kompleksu receptorowego BAK1/flg22/
FLS2-HopB1, biatko HopB1 trawi enzymatyczne kinaze
BAK1 w obrebie petli P. Niedawno zidentyfikowano jesz-
cze biatko efektorowe XopK z aktywnoscig ligazy ubi-
kwitynowej E3 syntetyzowane przez Xanthomonas oryzae,
ktére w ryzu modyfikuje kinaze biatkowa OsSERK2 [50].

Biatko efektorowe HopAO1 z P. syringae z aktywnoscia
fosfatazy tyrozynowej oddzialuje z domena kinazowa
kinazy receptorowej EFR wigzacej N-koricowy odcinek
bakteryjnego czynnika elongacyjnego EF-Tu (elf18) i de-
fosforyluje reszte tyrozyny 836, zaburzajac w ten sposéb
funkcjonowanie kompleksu receptorowego BAK1/elf18/
EFR. Ponadto, okazato si¢, ze HopAO1 oddziatuje takze z
domena kinazowa FLS2 i blokuje szlak sygnatowy akty-
wowany przez flageline [30,32].

Supresja odpornosci typu PTI odbywa sie rowniez na
poziomie transkrypcji i translacji genéw kodujacych ki-
nazy receptorowe FLS2 i EFR. Biatko efektorowe HopU1
z P. syringae z aktywnoscia mono-ADP-rybozylotransfe-
razy modyfikuje w rzodkiewniku biatka wigzace RNA,
szczeg6lnie biatko GRP7 (ang. Glycine-rich RNA-binding
Protein7). GRP7 oddziatuje z transkryptami mRNA kodu-
jacymi kinazy receptorowe FLS2 i EFR, ale ADP-rybozy-
lacja reszty argininy 49 w GRP7 uniemozliwia wigzanie
transkryptéw FLS2 i EFR, hamujac w ten sposéb transla-
cje i obnizajac poziom kinaz receptorowych FLS2 i EFR
w blonie [30-32]. Ekspresja genu FLS2 w rzodkiewniku
blokowana jest réwniez przez bialko efektorowe HopQ1
z P. syringae. Mechanizm hamowania ekspresji nie jest do
korica jasny, ale wyniki niektérych doswiadczen sugeru-
ja, ze HopQ1 aktywuje synteze cytokininy, co ma prowa-
dzi¢ do hamowania ekspresji FLS2 [23,32,42].
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Biatkami docelowymi atakowanymi przez szereg bialek
efektorowych sa réwniez cytoplazmatyczne kinazy bial-
kowe typu RLCK, ktére w szlakach sygnatowych sg pier-
wszymi biatkami substratowymi fosforylowanymi przez
kinazy receptorowe PRR (Ryc. 1) [1]. Ustalono, ze biatko
efektorowe AvrPphB z P. syringae pv. phaseolicola jest pre-
proteaza cysteinowa, ktéra wprowadzona do komoérek
rzodkiewnika ulega aktywacji autokatalicznej oraz mirysty-
lagji i jako zakotwiczona w blonie plazmatycznej proteaza
trawi powigzana z btona plazmatyczna kinaze PBSI1 i po-
dobne do niej kinazy BIK1, PBL1, PBL2 oraz kinaze RIPK
[23,30,32,36]. Aktywnos¢ kinaz BIK1, PBL2 i RIPK blokuje
réwniez biatko efektorowe AvrAC/XopAC z X. campestris
pv. campestris, ktore posiada aktywnos¢ urydynylotransfe-
razy przenoszacej reszte urydyno 5-monofosforanu z UTP
na reszty seryny-236 i treoniny-237 polozone w domenie ki-
nazowej BIK1 [31].

Aplikacja na rosline czasteczki MAMP/PAMP aktywuje
szereg tzw. szybkich odpowiedzi, w tym m. in.: obserwo-
wany juz po 30-120 s wzrost stezenia Ca** w cytoplazmie,
alkalizacje srodowiska zewnatrzkomérkowego, depolary-
zacje btony i produkcje ROS [1]. W roslinach, biatkami sen-
sorowymi wigzacymi Ca®* s3: kalmodulina (CaM), biatka
podobne do kalmoduliny (CML), kinazy bialkowe zalezne
od Ca*" (CPK) i bialka podobne do kalcyneuryny B (CBL)
aktywujace kinazy biatkowe (CIPK). W ostatnim czasie po-
znano biatko efektorowe SFI5 (ang. Suppressor of FIg22-in-
duced Immune responseb) z motywem RXLR syntetyzowane
przez legniowca Phytophthora infestans, ktére w komorkach
pomidora w obecnoéci Ca** wigze CaM i CML. SFI5 jest
zbudowanym z 241 reszt aminokwasowych biatkiem, kto-
re w czesci C-koricowej ma skladajacy sie z 18 reszt ami-
nokwasowych motyw oddziatujacy z blona plazmatyczna
i posredniczacy w wiazaniu CaM. Zwiazanie kalmoduli-
ny powoduje oddysocjowanie SFI5 od blony, co prowadzi
do hamowania reakcji odpornosciowych typu PTI [51]. W
tym samym czasie w innej pracowni poznano biatko efek-
torowe AvrPiz-t syntetyzowane przez grzyba Magnaporthe
oryzae, ktére wprowadzone do komoérek ryzu blokuje kanat
potasowy (OsAKT1) zlokalizowany w blonie plazmatycz-
nej i transportujacy K* do cytoplazmy [52]. Wykazano, ze
OsAKT1 jest aktywowany przez cytoplazmatyczna kina-
ze biatkowa OsCIPK23 aktywowana przez biatko OsCBL1
wigzace Ca?*. Oddzialywanie AvrPiz-t z kanalem OsAKT1
przeciwdziala jego fosforylacji przez OsCIPK23, co w efek-
cie powoduje hamowanie transportu K* i ttumienie reakcji
odpornosciowych [52].

Po okoto 2-3 min. od aplikacji czasteczki MAMP/PAMP
w apoplascie rosnie produkcja anionorodnikéw ponadtlen-
kowych przeksztalcanych w nadtlenek wodoru i stymu-
lowana jest produkcja H,O, przez zlokalizowane w $cia-
nie komoérkowej peroksydazy klasy III [1,53]. Nadtlenek
wodoru hamuje namnazanie fitopatogena, ale pelni takze
funkcje czasteczki sygnatowej, dlatego enzymy zwigzane z
produkgja i regulacjg ROS staly sie celem ataku dla szeregu
bialek efektorowych. Peroksydaza POX12 zlokalizowana w
Scianie komorkowej kukurydzy jest blokowana przez biatko
PEP1 (ang. Protein Essentials during Penetrationl) syntetyzo-
wane przez Ustilago maydis i U. hordei, grzyby wywolujace u

www.postepybiochemii.pl



roélin z rodzaju wiechlinowatych glownie guzowata [3,53].
Produkcje ROS hamuje réwniez biatko efektorowe AVR-
-Pii z Magnaporthe oryzae, ktére w ryzu oddzialuje z enzy-
mem ,jablczanowym” utleniajacym i dekarboksylujacym
kwas jabtkowy. Redukowany w tej reakcji NADP jest m.
in. donorem elektronéw przekazywanych przez blonowa
oksydaze NADPH na tlen, ktory jest redukowany do anio-
norodnika ponadtlenkowego [53]. Koenzym NAD jest ce-
lem ataku dla biatka efektorowego AvrRxol z X. oryzae pv.
oryzicola z aktywnoscig kinazy nukleotydowej przenosza-
cej reszte fosforanowa z ATP na hydroksyl potozony przy
weglu 3 rybozy w NAD [54]. Produktami tej reakcji sa dwa
nowe koenzymy, a mianowicie 3'-NADP i 3'-NAADP, kt6-
re przypuszczalnie blokuja reakcje zalezne od 2’-NAD(H)
i 2’-NADP(H). Bakteria Ralstonia solanacearum syntetyzuje
biatko efektorowe RipAK, ktére w lisciach tytoniu migru-
je do peroksysomoéw, gdzie hamuje aktywnos¢ katalazy,
powodujac hamowanie reakcji typu HR we wczesnej fazie
infekcji [55]. Innym efektorem syntetyzowanym przez R. so-
lanacearum jest biatko RipAY z aktywnoscia y-L-glutamylo
cyklotransferazy (GGCT) metabolizujacej glutation (GSH)
[56]. RipAY przeksztalca reszte glutaminianu w GSH w
5-oksoproline (kwas piroglutaminowy) oraz odszczepia
dipeptyd (cysteinylo-glicyne), wptywajac w ten sposéb na
réwnowage oksydacyjno-redukcyjna komorki. Kofaktorem
w tej reakdiji jest zlokalizowana w cytoplazmie komoérek ro-
slinnych tioredoksyna TRX typu h.

Fosforylowane przez kompleksy receptorowe kinazy
biatkowe RLCK aktywuja kaskady kinaz MAP, w rzod-
kiewniku kaskady MAPKKK5>MKK4/5>MPK3/6 i MEK-
K1>MKK1/2>MPK4 (Ryc. 1) [1]. Kinazy biatkowe wspot-
tworzace obie kaskady kinaz MAP sa celem ataku dla sze-
regu bialek efektorowych. Kinazy MPK3 i MPK6, a takze
MPK4 blokuje w rzodkiewniku biatko HopAll z P. syrin-
gae pv. tomato z aktywnoscia liazy fosfotreoninowej, ktére
powoduje odszczepienie z fosfotreoniny reszty -C-OPO,%,
nie za$, jak w przypadku fosfohydrolaz, hydrolize wiaza-
nia fosfoestrowego. Efektem dzialania HopAl1 jest supresja
szeregu odpowiedzi na aplikacje flg22 [23,30,32]. Aktywacje
kinaz MPK3/6 blokuje réwniez biatko HopF2 z P. syringae
z aktywnoscia mono-ADP-rybozylotransferazy, ktére w ki-
nazie MKKS5, a przypuszczalnie takze w innych kinazach
MKK, modyfikuje reszte argininy [30,32]. Biatko efektorowe
AvrRpt2 z P. syringae z aktywnoscig proteazy cysteinowej
oraz podobne do niego biatka syntetyzowane przez inne
bakterie patogenne, blokuja w rzodkiewniku fosforyla-
cje MPK4 i MPK11, co w efekcie prowadzi do hamowania
szeregu reakcji odpornosciowych. Na razie nie jest znany
mechanizm blokowania MPK4/11, gdyz nie potwierdzono
przypuszczenia, ze AvrRpt2 degraduje proteolitycznie ki-
nazy MPK4/11 lub kinazy polozone w kaskadzie powyzej
kinaz MAP [57]. Biatko efektorowe AvrB z P. syringae ak-
tywuje fosforylacje i aktywacje kinazy MPK4, ktéra wspot-
tworzy kompleks z kinaza MKSI1 i biatkami RAR1, Hsp90 i
RIN4 [30,32]. Biatko efektorowe PexRD2 z motywem RXLR
legniowca P. infestans wprowadzone do komorek ziemniaka
oddzialuje z domena kinazowa MAPKKK zaburzajac reak-
cje odpornosciowe zalezne od kaskady kinaz MAP [58]. W
pomidorze i pieprzu biatko efektorowe XopAU syntetyzo-
wane przez Xanthomonas euvesicatoria z aktywnoscia kinazy
biatkowej fosforyluje kinaze MKK2 ingerujac w ten sposéb
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w funkcjonowanie kaskady, co sprzyja kolonizacji pieprzu
[59].

W regulacji aktywnosci kinaz bialkowych oraz biatek
wspottworzacych szlaki sygnalowe biora udzial fosfatazy
biatkowe [1]. Heterotrimeryczna fosfataza biatkowa PP2A
kukurydzy i rzodkiewnika okazata si¢ by¢ celem ataku bi-
alek efektorowych z rodziny AvrE syntetyzowanych przez
bakterie z kilku rodzajow [60]. Biatka WtsE z Pantoea stewar-
tii i AvrEl z Pseudomonas syringae pv. tomato oddzialuja z
podjednostka regulatorowa B w PP2A, ktéra w rzodkiewni-
ku jest kodowana przez 17 genéw. Podjednostka B okresla
swoistos¢ substratowq oraz lokalizacje subkomoérkowa en-
zymu. Okazalo sie, ze biatko AvrE1 wprowadzone do rzod-
kiewnika hamuje odktadanie kalozy i promuje namnazanie
bakterii. Wyniki wczesniejszych badart wykazaly, ze PP2A
uczestniczy w regulacji reakcji odpornosciowych, gdyz de-
fosforyluje kinaze BAKI1, a takze defosforyluje, a przez to
destabilizuje enzym ACS odpowiedzialny za synteze etyle-
nu [60].

Kinazy MAP fosforyluja czynniki transkrypcyjne i biatka
regulujace transkrypcje genéw, w tym m. in. genéw kodu-
jacych enzymy funkcjonujace w biosyntezie fitohormonéw
oraz fitoaleksyn [1]. W soi wazna fitoaleksyna jest gliceoli-
na, ktérej prekursorem jest daidzeina. Biatko efektorowe
HopZ1 z P. syringae z aktywnoscia proteazy/acetylotrans-
ferazy trawi proteolitycznie dehydrataze 2-hydroksyizofla-
wanonowa (GmHID1), enzym szlaku biosyntezy izoflawo-
noidéw, zakldcajac tym samym synteze daidzeiny [33].

W wielu szlakach sygnalowych, w tym réwniez w szla-
kach aktywujacych reakcje odpornoéciowe, wazna role od-
grywaja biatka z rodziny 14-3-3 kodowane w rzodkiewniku
przez 13 (GRF1 do 13), aw pomidorze przez 12 genéw (TFT1
do 12) [61]. Biatka 14-3-3 funkcjonuja jako fosfosensory od-
dziatujace z resztami fosforanowymi réznych biatek, wpty-
wajac w ten sposoéb na ich funkcjonowanie. Na przykiad,
wykazano, ze w rzodkiewniku izoformy 14-3-3 oddziatujg
z kinazami BAK1, CPK1 i czynnikami transkrypcyjnymi
WRKY, w kukurydzy z H*-ATPaza, w tytoniu z oksydaza
NADPH, w pomidorze z kinazami MAPKKK i MKK2 [61].
Wiele izoform bialek 14-3-3 jest celem ataku dla szeregu bia-
tek efektorowych, na przyklad biatko efektorowe HopM1 z
P. syringae destabilizuje w rzodkiewniku i pomidorze 14-3-
3k iTFT1, ktére posrednicza w aktywowanej przez MAMP/
PAMP produkcji ROS i zamykaniu aparatéw szparkowych
[61]. W pomidorze biatko XopN z X. campestris oddziatuje
z domena kinazowa nietypowej pseudokinazy bialkowej
TARKT1 oraz z TFT1, funkcjonujacych jako pozytywne regu-
latory PTI. Utworzenie nieaktywnego kompleksu TARK1/
XopN/TFT1 sprzyja supresji reakcji odpornosciowych [61].
Biatko efektorowe XopQ z X. euvesicatoria oddzialuje z kil-
koma biatkami TFT pomidora, ale najsilniej z TFT4 funk-
cjonujacym w odpornoéci typu ETI [61]. Podobnie, w po-
midorze i tytoniu biatko HopQ1 z P. syringae oddziatuje z
szeregiem bialek 14-3-3 [61].

Waznym biatkiem regulatorowym wplywajacym na re-
akcje odpornosciowe typu PTI i ETI jest zakotwiczone w
blonie komoérkowej 224-aminokwasowe biatko RIN4 (ang.
RPM]1-Interacting Protein4) zawierajace w czesci N- i C-kon-
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cowej domene NOI (ang. NO3-induced), a na C-koricu mo-
tyw kotwiczacy biatko w btonie [30,33,62,63]. W poszuki-
waniach roli tego biatka udato sie na razie zidentyfikowac
kilka biatek oddziatlujacych z RIN4, w tym m. in.: dwie H*
-ATPazy (AHA1 i AHA2), AAA*-ATPaze (GCN4), kinazy
RIPK i MPK4, biatko EXO70B1 [30,62]. Biatko RIN4 jest
obecnie traktowane jako , platforma regulacyjna”, ktéra ule-
gajac fosforylacji na kilku resztach seryny i treoniny, funk-
cjonuje jako przetacznik pomiedzy reakcjami typu PTIi ETI
[63]. Bialko RIN4 jest celem ataku dla co najmniej czterech
bialek efektorowych z P. syringae, a mianowicie: AvrRpt2,
HopF2, AvrB i AvrRpm1. Biatko AvrRpt2 rozcina proteoli-
tycznie RIN4 w obrebie domen NOI, co prowadzi do tlu-
mienia reakcji typu PTI. Trawienie RIN4 przez AvrRpt2 jest
hamowane przez HopF2, ktére modyfikuje RIN4 poprzez
jego ADP-rybozylacje. Biatka efektorowe AvrB i AvrRpml
oddzialuja z kinaza cytoplazmatyczna RIPK i kilkoma inny-
mi kinazami z tej rodziny, aktywujac w ten sposob fosfory-
lacje RIN4 [30,33,63].

DEZORGANIZOWANIE PROCESOW
POWIAZANYCH BEZPOSREDNIO LUB POSREDNIO
Z REAKCJAMI ODPORNOSCIOWYMI

Fitopatogeny biotroficzne i hemibiotroficzne wyksztalci-
ty w toku ewolucji w wyniku presji selekcyjnej taki zestaw
biatek efektorowych, ktére sprzyjaja infekowaniu i zasiedle-
niu roéliny, ale nie zaburzaja proceséw biochemicznych na
tyle, by zainfekowana komoérka nie mogta przezy¢. W kilku
nastepnych podrozdziatach przedstawiono skrétowo po-
znane biatka efektorowe, ktére ingeruja w niektore procesy
komoérkowe i ostabiajg reakcje odpornosciowe (Ryc. 1), ale
nadal umozliwiaja czerpanie przez fitopatogeny substancji
pokarmowych z zywych komorek, chociaz w przypadku
hemibiotroféw dzieje sie tak, do czasu przejscia w faze ne-
krotroficzna.

ZABURZANIE UBIKWITYLAC]JI I DEGRADAC]I
BIALEK W PROTEASOMACH

W poprzednich podrozdzialach zwracano uwage na
biatko AvrPtoB z P. syrinage z aktywnoscia ligazy ubikwi-
tynowej E3 ubikwitynylujace szereg blonowych kinaz biat-
kowych [30,37,38]. Ligaza ubikwitynowa typu E3 jest row-
niez XopK z X. oryzae pv. oryzae modyfikujace i kierujace
do degradacji kinaze biatkowa OsSERK2 [50], a takze biatko
efektorowe XopL z X. campestris pv. vesicatoria. Okazalo sie,
ze odcinek C-koricowy w XopL odpowiedzialny za aktyw-
nos¢ ligazowa nie zawiera zachowawczej reszty cysteiny i
nie jest podobny do zadnej z poznanych dotychczas ligaz
E3 [37,38].

Oprocz ligaz ubikwitynowych wprowadzanych do rosli-
ny przez fitopatogeny, szereg innych bialek efektorowych
atakuje biatka, ktére sa funkcjonalnie powigzane z ukfada-
mi ubikwitylacji i degradacji bialek w proteasomach (Ryc.
1). Biatko AvrPiz-t z grzyba Magnaporthe oryzae oddziatuje z
ligaza E3 APIP6 i promuje jej degradacje, natomiast biatko
Avr3a legniowca P. infestans w ziemniaku stabilizuje ligaze
ubikwitynowa E3 (CMPG1) typu U-box, ktéra jest normal-
nie degradowana w proteasomach [37]. Biatko efektorowe
HaRxL44 syntetyzowane przez Hyaloperonospora arabidopsis
oddzialuje z ligaza E3 i biatkiem 19a kompleksu Medjiato-
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ra, kierujac go degradacji proteasomalnej [36,37]. Ralstonia
solanacearum wywolujaca u ziemniaka chorobe okreélang
jako éluzak, syntetyzuje biatko GALA z motywem GAxA-
LA zawierajace domene kasety F wystepujacej w biatkach
wspottworzacych kompleksy ligaz ubikwitynowych SCF
rozpoznajacych biatka substratowe przeznaczone do ubi-
kwitylacji. Przypuszcza sie, ze GALA konkuruje z biatka-
mi F wspoéttworzacymi kompleksy ligaz ubikwitynowych
SCF [30,37]. Biatko efektorowe HopM1 z P. syringae pelni
przypuszczalnie funkcje biatka adaptorowego, ktére umoz-
liwia kierowanie biatka MIN7 (ARF-GEF) do ubikwitylacji
[30,37]. Bialko AvrRpt2 z P. syringae z aktywnoscia prote-
azy cysteinowej wplywa na degradacje proteolityczng bia-
tek represorowych AUX/IAA ubikwitynylowanych przez
kompleks ligazy SCF™! pelniacy funkcje receptora auksyn
[42,43]. Biatko efektorowe XopD z X. campestris pv. vesica-
torin w czeéci C-konicowej zawiera domene proteazy od-
szczepiajacej bialko SUMO od biatka substratowego, np. od
czynnika transkrypcyjnego ERF4 [37,38,42,43]. Desumoyla-
cja ERF4 prowadzi do jego degradacji, czego efektem jest
hamowanie syntezy etylenu i wzrost podatnosci roéliny na
infekcje.

Poznano tez szereg bialek efektorowych pochodzenia
bakteryjnego, ktérych aktywnos$¢ jest nakierowana na ha-
mowanie aktywnosci proteasomoéw. Biatko Xop] syntetyzo-
wane przez X. campestris pv. vesicatoria oraz jego homolog
HopZ4 z P. syringae pv. lachrymans z aktywnoscia proteazy
cysteinowej/acetylotransferazy trawia w roslinie biatko
RPT6 budujace podjednostke 19S proteasomu [30,37,38].
Obydwa biatka efektorowe kotwiczg w blonie plazmatycz-
nej i dlatego sie przypuszcza, ze w tym przedziale subko-
moérkowym hamowaniu podlega aktywnos¢ pewnej puli
proteasomoéw. W ostatnim czasie ujawniono, ze obok Xop]
i HopZ4 aktywnos$¢ proteasoméw hamuje takze szereg
innych bialek efektorowych (HopM1, HopAO1, HopAl,
HopGl1) syntetyzowanych przez P. syringae pv. tomato [64].

ZAKEOCANIE TRANSPORTU PECHERZYKOWEGO

Jak juz wczedniej wspomniano biatko efektorowe HopM1
z P. syringae oddzialuje z jednym z bialek GEF (AtMIN?7)
wspoldziatajacym z matymi biatkami G z podrodziny ARF
funkcjonujacymi w transporcie pecherzykowym. Biatka
GEF, w tym takze AtMIN7, posredniczy w wymianie zwig-
zanego z ARF GDP na GTP, powodujac aktywacje matego
biatka G. Wyniki do$wiadczen pokazuja, ze wprowadzone
do rzodkiewnika HopM1 pelni przypuszczalnie funkcje
biatka adaptorowego, ktére kieruje AtMIN7 do ubikwityla-
qji[30,32,36,39]. W ostatnim czasie odkryto, ze réwniez biat-
ko efektorowe RxLR24 legniowca Phytophthora brassicae oraz
jego homolog z P. infestans wprowadzone do rzodkiewnika
i ziemniaka oddzialuja z szeregiem matych biatek G z rodzi-
ny RAB z podrodziny A (RABA1a, 2a, 4a) funkcjonujacych
w transporcie egzocytarnym z siateczki trans-Golgiego do
blony plazmatycznej [65]. Inaktywacja bialek RAB powodu-
je hamowania eksportu, np. bialek antybakteryjnych PR-1 i
PDF1.2, ktére w tym wypadku pozostaja w siateczce srod-
plazmatycznej. W tytoniu (N. benthamiana) biatko efekto-
rowe AVR3a z Phytophthora infestans oddzialuje z biatkiem
DRP2 (ang. Dynamin-Related protein2), ktére jest GTPaza
funkcjonujaca w endocytozie. W ten sposéb AVR3a hamuje
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endocytoze kinazy receptorowej AtFLS2 [36,39]. Wczesniej
wykazano, ze kinaza AtBAK1 fosforyluje ligazy ubikwity-
nowe typu U-box (PUB12 i PUB13), ktére ubikwitynyluja
kinaze AtFLS2. Wyznakowana w ten sposéb kinaza AtFLS2
ulega endocytozie zaleznej od klatryny i jest kierowana do
wakuoli litycznych, gdzie ulega degradacji proteolityczne;j.
W ten sposéb dochodzi do czasowego odwrazliwienia ukla-
du odpornosciowego na aktywacje przez flageline [1].

Wyniki badani z ostatnich lat pokazuja, ze celem ata-
ku bialek efektorowych sa réwniez niektére podjednostki
kompleksu egzocysty funkcjonujacego w kierowaniu pe-
cherzykoéw egzocytarnych do okreslonego miejsca w blonie
plazmatycznej. Bialko efektorowe AVR1 z Phytophthora in-
festans oddzialuje w ziemniaku z bialkiem Sec5, za$ biatko
efektorowe AVR-Pii syntetyzowane przez Magnaporthe ory-
zae oddzialuje w ryzu z biatkami Exo70F2 i-F3 [35,36,66].

INGEROWANIE W PROCESY
REORGANIZAC]I CYTOSZKIELETU

Wyniki szeregu dotychczasowych badan pokazuja, Ze cy-
toszkielet petni w reakcjach odpornosciowych wazne funk-
cje. Potwierdzaja to rowniez badania biatek efektorowych,
ktérych celem ataku sa filamenty aktynowe i mikrotubule
(Ryc. 1) [39]. Biatko HopW1 z P. syringae pv. maculicola w
komoérkach rzodkiewnika i tytoniu powoduje demontaz
sieci filamentéw aktynowych. Rozpad cytoszkieletu akty-
nowego hamuje endocytoze i zakléca transport pecherzy-
kowy pomiedzy wczesnymi a pé6Znymi endosomami oraz
wakuolg [30,39]. Cytoszkielet aktynowy destabilizuje takze
biatko HopGl1 z P. syringae pv tomato, ktére w komoérkach
rzodkiewnika wnika do mitochondriéw, gdzie oddziatuje z
kinezyna posredniczacq w sieciowaniu filamentéw aktyno-
wych z mikrotubulami. Oddziatywanie HopGl1 z kinezyna
powoduje taczenie sie filamentéw w wiazki aktynowe, co
sprzyja wzrostowi podatnosci rzodkiewnika na infekcje
[23,30,39]. Podatnos¢ na infekcje ro$nie réwniez po wpro-
wadzeniu do komorek rzodkiewnika AvrPphB z P. syrin-
gue, ktére oddziatuje z czynnikiem depolimeryzacji aktyny
AtADF4 [39].

Odpornosé roéliny tlumia réwniez bialka efektorowe,
ktoérych celem ataku sa mikrotubule. Biatko HopE1, syntety-
zowane przez P. syringae pv tomato, oddzialuje z kalmoduli-
na i biatkiem MAP65 (ang. Microtubule-Associated Protein65)
funkcjonujagcym w sieciowaniu przeciwbiegnacych mikro-
tubul. HopE1 oddziatuje najpierw z kalmoduling, a nastep-
nie w formie heterodimeru wiaze MAP65. Oddysocjowanie
MAP65 od mikrotubul powoduje hamowanie sekrecji bia-
tek, w tym takze bialek antybakteryjnych PR [30,39]. Biatko
HopZla z P. syringae w obecnoéci kwasu fitynowego ulega
najpierw autoaktywacji poprzez acetylacje reszty lizyny, a
nastepnie, jako aktywna acetylotransferaza przenosi reszty
octanowe z acetylo-CoA na tubuline. Acetylacja tubuliny
prowadzi do drastycznych zmian w sieci mikrotubul, ktére
prowadza do uposledzenia w transporcie pecherzykowym
[30,39]. Acetylotransferaza jest rowniez bialtko AvrBsT z
X. campestris pv. vesicatoria, ktére powoduje zakiécenia w
formowaniu sieci mikrotubul. W tym wypadku AvrBsT
modyfikuje w rzodkiewniku biatko ACIP1 (ang. Acetyla-
ted Interacting Protein1) oddziatujace z tubuling, co staje sie
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przyczyna zmiany lokalizacji ACIP1 i tworzenia agregatow
biatkowych [30,39].

ZABURZANIE PROCESOW ZACHODZACYCH
W CHLOROPLASTACH I MITOCHONDRIACH

W badaniach prowadzonych w ostatnich latach uwaga
wielu badaczy skupia sie na chloroplastach, zwlaszcza
na procesach zachodzacych na $wietle, ktére wplywaja
na reakcje odpornosciowe. Na pierwszym miejscu nalezy
tu wymieni¢ produkcje przez PSII tlenu singletowego 'O,
oraz anionorodnikéw ponadtlenkowych przez PSI, ale
takze, potwierdzany w wielu do§wiadczeniach, transport
Ca* z cytoplazmy do chloroplastéw [39,40]. Okazalo sie,
Ze powyzsze zmiany majg swoj udzial w aktywowanych
przez flageline rozleglych zmianach w ekspresji genéw
[40]. Interesujace wyniki uzyskano takZze w analizach
ekspresji genéw jadrowych kodujacych biatka funkcjonu-
jace w chloroplastach NECG (ang. Nuclear Encoded Chlo-
roplast-targeted Genes) [39,67] Okazalo sig, ze czasteczki
typu MAMP/PAMP pochodzace z P. syringae pv. tomato
juz po 2 godz. od infekcji lisci rzodkiewnika, aktywuja
ekspresje ponad 350 i hamuja ekspresje okoto 500 genow
NECG, sposréd 3678 analizowanych genéw. Po 4 godz.
od czasu infekgcji, liczba genéw NECG, ktérych ekspresja
jest hamowana wzrasta do ponad 1100 [67]. Podobnie
szybko zmienia si¢ ekspresja gené6w NECG po wprowa-
dzeniu do komorek biatek efektorowych pochodzacych
z P. syringae [67]. Przeprowadzona przez autoréw ana-
liza sekwencji aminokwasowej 48 bialek efektorowych
bakterii z rodzaju Pseudomonas sugeruje, ze az 21 biatek
moze wnikaé do chloroplastéw, a spoéréd 19 analizowa-
nych biatek z Xanthomonas pv. campestris, 10 bialek przy-
puszczalnie migruje do chloroplastéw [67]. Jednakze w
dotychczasowych badaniach zidentyfikowano zaledwie
kilka biatek efektorowych, ktére bezposrednio ingeruja
w procesy zachodzace w chloroplastach. Przed ponad 10
laty poznano Hopl1 z P. syringae, ktére w chloroplastach
rzodkiewnika oddzialuje z biatkiem szoku termicznego
Hsp70, dezorganizuje ultrastrukture tylakoidéw i wyraz-
nie hamuje synteze kwasu salicylowego [33,39]. Inne bial-
ko efektorowe HopN1 z P. syringae z aktywnoscia pro-
teazy cysteinowej w lisciach pomidora degraduje biatko
PsbQ wspéttworzace kompleks fotosystemu II, co powo-
duje m. in. hamowanie produkcji ROS [33,39]. Wykazano
tez, ze dwa inne biatka z P. syringae, a mianowicie HopK1
i AvrRPS4 po wprowadzeniu do komérek rzodkiewnika
ulegaja proteolitycznemu rozcieciu, a nastepnie wnikaja
do chloroplastéow [39].

W ostatnim czasie zwrécono uwage na stromule, jako te
struktury tubularne, ktére umozliwiaja komunikacje chlo-
roplastow z innymi organellami, w tym takze z jadrem.
Okazalo sig, ze stromule odgrywaja wazna role w reakcjach
odpornosciowych, posredniczac przypuszczalnie w trans-
porcie H O, i kwasu salicylowego z chloroplastow do jadra
[68]. W komorkach epidermalnych tytoniu funkcjonowanie
stromuli zaburza biatko XopL z Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria z aktywnoscig ligazy ubikwitynowej E3. Wyka-
zano, ze XopL oddziatuje z mikrotubulami, co powoduje
zanikanie stromuli i ogranicza mozliwo$¢ przemieszczania
sie chloroplastéow w kierunku jadra [69].
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W dotychczasowych badaniach zidentyfikowano tylko
jedno biatko efektorowe, ktére wnika do mitochondriéw.
Jest nim biatko HopG1 z P. syringae, ktére w czesci N-kon-
cowej ma sekwencje kierujaca do mitochondriéw. Jak juz
wczedniej wspomniano HopG1l w rzodkiewniku, tytoniu i
pomidorze destabilizuje w mitochondriach cytoszkielet ak-
tynowy poprzez oddzialywanie z kinezyna. Efektem dzia-
tania HopGl1 jest taczenie sie filamentéw w wiazki aktyno-
we, co prowadzi do szeregu defektéw rozwojowych, ktore
przypuszczalnie maja zwigzek z hamowaniem oddychania
[23,30,39].

ZAKLOCANIE BIOSYNTEZY FITOHORMONOW
I INGEROWANIE W HORMONALNE
SZLAKISYGNALOWE

Zagadnienia dotyczace wplywu bialek efektorowych
na biosynteze fitohormonéw oraz funkcjonowanie szla-
kow i sieci sygnatowych aktywowanych przez fitohormo-
ny zajmuja w badaniach ukladu odpornosciowego jedno z
kluczowych miejsc [43]. W obecnym podrozdziale zostana
skrétowo omoéwione tylko te bialka efektorowe, ktére w
rézny spos6b zaburzaja funkcjonowanie hormonéw bezpo-
§rednio powigzanych z ukladem odpornosciowym, a wiec:
kwasu salicylowego (SA), etylenu (ET) i kwasu jasmonowe-
go (JA) (Ryc. 1) [30,41,42]. W kukurydzy, biosynteze SA ha-
muje mutaza choryzmianowa (Cmul) syntetyzowana przez
Ustilago maydis, natomiast w soi izochoryzmataza (Pslscl)
z legniowca Phytophthora sojae i (Vdlscl) grzyba Verticillium
dalia. W obu przypadkach dochodzi do niepozadanych
przemian intermediatéw szlaku biosyntezy SA rozpoczy-
najacego sie od kwasu choryzmowego [70]. Biosynteze SA
hamuje réwniez wspomniane juz biatko Hopl1 z P. syringae,
ktore w chloroplastach oddziatuje z biatkiem szoku termicz-
nego Hsp70 i dezorganizuje strukture tylakoidow [39,41].
W rzodkiewniku biatko HopD1 z P. syringae pv. tomato od-
dziatuje z bialkiem NTL9 z rodziny czynnikéw transkryp-
cyjnych NAC z motywem transbtonowym, kotwiczacym
w blonie siateczki srédplazmatycznej. Przypuszcza sig, ze
HopD1 zaburza migracje NTL9 do jadra, gdzie aktywuje
ekspresje genu ICSI kodujacego kluczowy enzym szlaku
biosyntezy SA [30]. W rzodkiewniku i bawelnie biosynte-
ze SA blokuje biatko efektorowe VdASCP41 z grzyba Verti-
cillium dahliae, ktére oddziatuje z czynnikiem transkrypcyj-
nym wigzacym kalmoduline CBP60g i podobnym do niego
SARDI1 regulujacych m. in. ekspresje genu ICS [71]. Szlaki
sygnalowe aktywowane przez SA zakl6ca wspomniane
wczedniej biatko AvrPtoB z P. syringae, ktére w obecnosci
SA ubikwityluje NPR1, jedno z trzech bialtek receptorowych
SA regulujacych ekspresje genéw aktywowanych przez SA
[72]. Biatko NPR1 wystepuje w cytoplazmie w formie homo-
oligomerdw, ktére w obecnosci SA i tioredoksyny dysocjuja
do monomeréw migrujacych do jadra, gdzie oddzialuja z
czynnikami transkrypcyjnymi TGA. Okazalo sie, ze poziom
NPR1 w jadrze musi podlega¢ Scistej regulacji m. in. po-
przez degradacje w proteasomach. Wspomniane wczeéniej
biatko Xop] z X. campestris, trawiace proteolitycznie podjed-
nostke RPT6 proteasomu, hamuje degradacje biatka NPR1
zaklocajac w ten sposob ekspresje genéw aktywowanych
przez fitohormon [41,70]. Aktywowana przez SA ekspresje
genéw PRI w rzodkiewniku i soi hamuja bialka efektorowe
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HaRxL62 i HaRxL96 z legniowca Hyaloperenospora arabidop-
sis i PsAvh163 z Phytophthora sojae [70].

Synteze ET w rzodkiewniku hamuje biatko HopAF1 z
P. syringae, ktére atakuje nukleozydazy metyltioadenozy-
nowe MTN1 i 2, enzymy cyklu Yanga odpowiedzialnego
za odtwarzanie metioniny potrzebnej w biosyntezie ety-
lenu. Hamowanie przez HopAF1 cyklu Yanga ogranicza
aktywowana przez czasteczki MAMP/PAMP biosyn-
teze ET [73]. W pomidorze, synteze ET hamuje réwniez
biatko XopD z X. euvesicatoria, ktére, jak juz wczesniej
wspomniano, odszczepia od czynnika transkrypcyjnego
SIERF4 bialko SUMO. Desumoilacja biatka SIERF4 kieruje
go do degradacji w proteasomach, co powoduje hamowa-
nie syntezy ET [37,38,41].

W dotychczasowych badaniach nie znaleziono biatek
efektorowych zaklécajacych synteze JA, natomiast ziden-
tyfikowano kilka bialek, ktére ingeruja w szlaki sygnatowe
aktywowane przez ten fitohormon [30,41,74]. Biatka HopX1
i HopZ1a z P. syringae degraduja biatka JAZ (ang. Jasmonate
Zim Domain), ktére funkcjonuja jako represory genéw akty-
wowanych przez JA. Biatko HopX1 jest proteaza cysteino-
wa trawiaca bialka JAZ, natomiast HopZ1 z aktywnoscia
acetylotransferazy/proteazy cysteinowej acetyluje JAZ,
co ostatecznie sprzyja ich ubikwitylacji i degradacji prote-
asomalnej [30,74]. Biatko HopBB1 z P. syringae oddzialuje
z biatkiem JAZ3 oraz biatkiem represorowym TCP14, co
umozliwia tworzenie heterotrimeru TCP14/HopBB1/JAZ3
kierowanego do kompleksu ligazy ubikwitynowej SCF®°"
[75]. Biatko efektorowe RxL44 z legniowca Hyaloperonospora
arabidopsis oddziatuje z biatkiem MED19a kompleksu Me-
diatora, kierujac go do degradacji w proteasomach, co po-
woduje wzmocnienie ekspresji genéw zwigzanych z JA1ET

[74].

W tym miejscu warto podkresli¢, ze bialka efektoro-
we ingerujace w funkcjonowanie SA i JA zaburzaja takze
odpornosé¢ szparkowa [36]. Wiadomo, ze aktywowane
przez czasteczki typu MAMP/PAMP zamykanie apa-
ratéw szparkowych jest jedna z wazniejszych odpowie-
dzi obronnych przeciwdziatajacych infekowaniu rosliny
[1]. Ruchy aparatu szparkowego reguluje gléwnie ABA,
ale zamykanie szparek aktywuje réwniez SA, podczas
gdy JA dziata antagonistycznie. Oczywiscie, odpornos¢
szparkowa zaburzaja réwniez te biatka efektorowe, ktére
blokuja receptory PRR, zaklécaja funkcjonowanie cyto-
plazmatycznych kinaz RLCK, enzyméw produkujacych
ROS i kanatéw wapniowych, czy kinaz biatkowych CPK
i CIPK [30,36,53].

ZABURZANIE PROCESOW TRANSKRYPCJI
I TRANSLACJI GENOW

Analizy poréwnawcze ekspresji gendéw zwigzanych z
aktywacja PTI oraz zmian towarzyszacych wprowadzeniu
do rzodkiewnika biatek efektorowych z P. syringae zwro-
cily uwage na zaskakujaco duzy, w obu przypadkach, za-
kres zmian w ekspresji genéw [44]. Aktywacja PTI przez
czasteczki MAMP/PAMP juz po 2 godz. od infekcji po-
woduje przeprogramowanie ekspres;ji okoto 1200 genéw, z
tego ekspresja okoto 400 genéw rosnie, a maleje ekspresja
okoto 800 genéw. Supresji ulegaja gléwnie geny zwigzane
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z funkcjonowaniem chloroplastéw, natomiast roénie eks-
presja gendéw zwiazanych z produkcja ROS, fosforylacja
biatek, modyfikacjami potranslacyjnymi, odpowiedziami
na SA, synteza fitoaleksyn. Zmiany towarzyszace wpro-
wadzeniu do komoérek biatek efektorowych z P. syringae
pojawiaja sie nieco pézniej i po 6 godz. rosnie ekspresja
okoto 800 genow, a ekspresja okoto 600 gendéw maleje.
Zmiany w ekspresji dotycza gléwnie genéw kodujacych
biatka zwigzane z regulacja transkrypcji i biatka uczest-
niczace w transporcie czynnikéw transkrypcyjnych do ja-
dra oraz biatka funkcjonujace w autofagii, a takze genow
zwigzanych z synteza ABA [44]. W poprzednim podroz-
dziale zwracano juz uwage na podobne analizy w ekspre-
sji genéw NECG (ang. Nuclear Encoded Chloroplast-targeted
Genes) zwigzanych z funkcjonowaniem chloroplastéw.
Réwniez te analizy wskazuja na réwnie szybkie i rozlegle
zmiany zwigzane z aktywacja PTI i dalsze, rownie szybkie
zmiany towarzyszace wprowadzeniu bialek efektorowych
z P. syringae [67].

Od jakiego$ czasu, duze zainteresowanie, réwniez ze
wzgledéw praktycznych, budza biatka efektorowe TAL
(ang. Transcription Activator-Like) syntetyzowane przez
bakterie z rodzaju Xanthomonas i Ralstonia [45,76]. Bialka
te w czesci C-koricowej majg motyw skierowujacy do jadra
(NLS), za ktérym jest polozona domena kwasna aktywujaca
transkrypcje, natomiast w czesci srodkowej wystepuje do-
mena utworzona z kilkunastu, do kilkudziesieciu 34-ami-
nokwasowych powtérzen. W kazdym takim powtérzeniu
w pozycjach 12 i 13 wystepuje dwuaminokwasowy motyw
zmienny RVD (ang Repeat-Variable Diresidues) rozpoznaja-
cy okreslona zasade w DNA. Biatka TAL moga sie wiazad
do sekwencji promotorowych réznych genéw, ale takze, jak
sie przypuszcza, moga oddzialywaé z polimeraza RNA II i
regulatorami negatywnymi polimerazy II [30,76]. W poje-
dynczych doniesieniach wykazano, ze w ryzu PthXol z X.
oryzae pv. oryzae, a takze PthXo2, PthXo3, AvrXa7, TalC i
Tal5 aktywuja ekspresje genéw OsSWEET11-15 kodujacych
biatka transportujace cukry z komorki do apoplastu [76].
Inne biatko efektorowe AvrBs3 X. spp. aktywuje w pieprzu
ekspresje genu UPA20 kodujacego czynnik transkrypcyjny
odpowiedzialny za regulacje genéw zwigzanych z hyper-
trofia, w tym m. in. genu ekspansyny-a. Obserwowany w
tym wypadku nadmierny rozrost komérek epidermy pro-
wadzi do pekania warstwy okrywajacej, co sprzyja infek-
qji bakteryjnej. Bakteria X. citri syntetyzuje kilka efektoréw
TAL (PthA, B, C i TalC), ktére w cytrynie aktywuja ekspre-
sje CsLOB1 kodujacego czynnik transkrypcyjny odpowia-
dajacy za powstawanie powierzchniowej chropowatosci
sprzyjajacej infekcjom [76].

Wspomniane juz wczesniej biatko efektorowe XopD z X.
campestris pv. vesicatoria w lisciach pomidora lokalizowane
jest w cialach jadrowych (foci) [30,46,47]. XopD jest stosun-
kowo duzym biatkiem (760 reszt aminokwasowych) obej-
mujacym cztery rézne domeny petnigce odmienne funkcje
(Ryc. 1). W czesci srodkowej polozona jest domena HLH od-
dziatujaca niespecyficznie z DNA i wigzaca czynnik trans-
krypcyjny AtMYB30. Lezgca za nia domena EAR oddzialuje
z czynnikami transkrypcyjnymi regulujacymi ekspresje ge-
néw zwiazanych z odpornoscia i stresem, a w czesci C-kon-
cowej wystepuje domena z aktywnoscia proteolityczna od-
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cinajgca od biatek mate biatka SUMO. Czwarta, najmniejsza
domena N-koricowa XopD pelni przypuszczalnie funkcje
regulacyjna. Oddzialywanie XopD z biatkiem AtMYB30 za-
burza funkcjonowanie tego waznego czynnika transkryp-
cyjnego regulujgcego ekspresje genéw zwigzanych z odpor-
noscia, w tym m. in. genéw zwiazanych z metabolizmem
dtugotanicuchowych kwaséw ttuszczowych [46]. Aktyw-
noé¢ proteolityczng domeny C-koricowej XopD potwier-
dzono w przypadku wspominanego juz wczeéniej czynnika
transkrypcyjnego SIERF4. Desumoylacja SIERF4 prowadzi
do jego degradacji proteolitycznej i hamowania produkgji
etylenu [41]. Bakteria Pantoea agglomerans (dawniej Ervinia
herbicola) syntetyzuje biatko efektorowe HsvG, ktére w bu-
raku aktywuje ekspresje genu HSVGT kodujacego czynnik
transkrypcyjny. Biatko HsvG w czeéci N- i C-koricowej ma
motywy NLS, natomiast w czesci srodkowej domene HTH
(ang. Helix-Turn-Helix) i dwa odcinki R1 i R2 odpowiedzial-
ne za swoistoé¢ oddziatywania z DNA [30]. Biatko PopP2
z R. solanacearum z aktywnoscia acetylotransferazy mody-
fikuje reszty lizyny w wielu czynnikach transkrypcyjnych
z rodziny WRKY liczacej w rzodkiewniku 74 biatek [30]. W
poprzednich podrozdziatach zwracano juz uwage na szereg
biatek efektorowych, ktére zaburzaja funkcjonowanie fito-
hormonéw. W rzodkiewniku biatko HopD1 z P. syringae pv.
tomato zaburza transport czynnika transkrypcyjnego NTL9
do jadra, hamujac w ten sposéb ekspresje genu ICS1 kodu-
jacego kluczowy enzym szlaku biosyntezy SA [30]. Biatka
HopX1, HopZla i HopBB1 z P. syringae ingeruja w szlaki
sygnalowe aktywowane przez JA [30,74,75], AvrRpt2 z P.
syringae z aktywnoscia proteazy cysteinowej trawi biatka
represorowe AUX/IAA regulujace odpowiedzi na auksy-
ny, a XopD, .., z X. campestris stabilizuje biatka represo-
rowe DELLA zaburzajac w ten sposéb aktywacje genow
regulowanych przez gibereliny (GA) [30,43]. Biatko HopM1
oddziatuje z GRF8/MIN10 z rodziny 14-3-3, powodujac
hamowanie transportu czynnika transkrypcyjnego BZR1 z
cytoplazmy do jadra [30]. Biatko BZR1 jest kluczowym ele-
mentem szlaku sygnalowego aktywowanego przez brazi-
nosteroidy (Br) [43].

W poprzednich podrozdzialach zwracano uwage na
biatko efektorowe HopU1 z P. syringae pv. tomato DC3000
z aktywnoscia mono-ADP-rybozylotransferazy, ktéry w
rzodkiewniku modyfikuje biatka wigzace RNA, szczegélnie
biatka GRP7 i GRP8 [30]. GRP7 oddzialuje z transkryptami
mRNA kodujacymi FLS2 1 EFR, a takze ze sktadnikami ukfa-
du translacyjnego, biatkami eIF4E i S14. ADP-rybozylowa-
ne GRP7 przestaje oddzialywa¢ z transkryptami FLS2 i EFR,
co prowadzi do obnizenia poziomu bialek receptorowych
FLS2 i EFR [30]. Biatko efektorowe 30D08 nicienia Heterode-
ra schachtii wprowadzone do komérek rzodkiewnika wnika
do jadra, gdzie oddziatuje z bialkiem SMU2 (ang. Suppressor
of Mec-8 and Unc52 2) funkcjonujacym jako biatko pomocni-
cze spliceosomu. Biatko 30D08 powoduje zmiany w ekspre-
sji 2180 genéw, w tym gendéw zwiagzanych z obrébka, trans-
krypcja i wigzaniem RNA [77]. Biatko efektorowe PsAvh23
z Phytophthora sojae zaburza oddzialywanie podjednostki
ADA?2 z podjednostka katalityczng GCN5 kompleksu ace-
tylotransferazy histonowej. Wigzanie podjednostki ADA2
wspottworzacej kompleks acetylotransferazy SAGA zabu-
rza acetylacje histonu H3K9 i powoduje deregulacje ekspre-
sji genéw zwigzanych z odpornoscia [78].
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UWAGI KONCOWE

Prezentowane w pracy mechanizmy molekularne wyko-
rzystywane w tlumienia odpornosci podstawowej i sprzy-
jajace opanowaniu rosliny przez atakujacy fitopatogen
dotycza wylacznie bialek efektorowych syntetyzowanych
i wprowadzanych do wnetrza komérek infekowanej rosli-
ny .przez fitopatogenne bakterie, grzyby i grzybopodobne
legniowce. Na podstawie informacji zawartych w pracy
mozna latwo sie zorientowaé, ze wigkszos¢ poznanych pod
wzgledem biochemicznym bialek efektorowych pochodzi
z kilku patogennych szczepdéw Pseudomonas syringae wy-
wolujacych bakteriozy. Sg to szczepy: Pst DC3000 powodu-
jacy plamistos¢ pomidora, rzodkiewnika i infekujacy tyton
(N. benthamiana), Pss-pv. syringae zakazajacy bez, grusze
i fasole, Pph-pv. phaseolicolon wywolujacy zaraze fasoli i
Pta-pv. tabaci zakazajacy tytor [22]. W badaniach labora-
toryjnych, szczepem najczesciej wykorzystywanym jest P.
syringae pv. tomato DC3000 syntetyzujacy zestaw 29 biatek
efektorowych, ktére pod wzgledem charakterystyki bio-
chemicznej oraz sposobu ingerowania w funkcjonowanie
biatek docelowych w funkcjonowanie biatek docelowych sa
najlepiej przebadanymi efektorami [23,30,79]. Poszczegdlne
gatunki i patogenne szczepy bakterii z rodzaju Xanthomonas
zakazaja okoto 120 roélin jednolisciennych i 270 dwulisci-
ennych, ale w badaniach bialek efektorowych wykorzystu-
je sie kilka szczepow, takich jak: Xoo (X. oryzae pv. oryzae),
Xac (X. axonopolis pv. citri, Xcv (X. campestris pv. vesicato-
ria) i Xcc (X. campestris pv. campestris), u ktorych poznano
w sumie okoto 20 bialek efektorowych [24,30]. Patogenne
szczepy Ralstonia solanacearum zakazaja ponad 200 roslin, w
tym wiele roslin uprawnych, wywolujac u roslin psianko-
watych chorobe zwang $luzakiem, np. zgnilizne ziemniaka.
W badaniach biatek efektorowych przez R. solanacearum
poznano dotychczas tylko cztery biatka (PopP2, GALA,
RipAY RipTps), chociaz kazdy z patogennych szczepéw
syntetyzuje zestaw okoto 60-75 biatek [25,30]. Podjete nie-
dawno analizy biatek efektorowych pochodzenia baktery-
jnego pod katem ich lokalizacji subkomoérkowej, funkcji
biologicznej oraz specyficznosci wzgledem biatkom doce-
lowym wykazaly, ze wiekszo$¢, bo prawie 70% tych biatek
atakuje dwa lub wiecej biatek docelowych z tej samej lub z
réznych klas [26]. Potwierdzaja to réwniez, nieco zaskaku-
jace, wyniki doswiadczen opublikowane w ostatnim czasie
[80]. Technika SLCA (ang. Split Luciferase Complementation
Assay) badano w protoplastach pomidora oddziatywania
pomiedzy piecioma bialkami efektorowymi z Pst DC3000
(HopAll, AvrPto, HopAl, HopM1, HopAF1) a 279 kinaza-
mi biatkowymi pomidora. Na podstawie dotychczasowych
badan byto wiadomo, ze tylko dwa z pieciu badanych bi-
atek efektorowych (AvrPto, HopAll) ingeruja w aktywnosc¢
kinazowa atakowanych biatek, natomiast pozostate trzy bi-
atka zaklocaja funkcjonowanie zupelnie innych biatek. Ho-
pAF1 zaburza aktywnos¢ MTN1 i 2, enzyméw funkcjonuja-
cych w syntezie etylenu [73], HopM1 atakuje MIN7, GREFS,
a HopAl oddziatuje z biatkiem EDS1 funkcjonujacym w ETI
(Ryc. 1). Wyniki analiz pokazaly, ze polowa badanych kinaz
biatkowych oddzialuje z co najmniej jednym biatkiem efek-
torowym, 48% kinaz oddzialuje z wiecej niz trzema efek-
torami, a tylko HopM1 nie oddzialuje z zadna z badanych
kinaz biatkowych [80]. Kinazy biatkowe oddziatujace z efek-
torami naleza do réznych klas (RLK, RLCK, MAPK) i wiele
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z nich funkcjonuje w odpornosci typu PTI i ETI, a takze w
aktywacji programowanej $mierci komoérki (PCD) [80].

W odréznieniu od fitopatogenéw bakteryjnych syn-
tetyzujacych zestawy kilkudziesieciu biatek efektorowych,
genomy grzybéw i legniowcéw koduja setki takich efek-
torow [81]. Wiedza na temat bialek efektorowych syn-
tetyzowanych przez grzyby byla jeszcze niedawno bardzo
ograniczona [82]. Pewien postep nastgpit po tym jak w
Magnaporthe oryzae zidentyfikowano konserwatywna struk-
ture MAX (ang. Magnaporthe Avrs and ToxB like), ktéra jak
sie okazalo wystepuje w oémiu poznanych biatkach efek-
torowych (AVR-Pia, AVR1-CO39, AVR-Pii, AVR-Pik,
AvrPiz-t, AVR-Pita, Avr-Pi9 i PWL2) [27,81,83]. W Blurme-
ria graminis pv. hordei zidentyfikowano konserwatywna
strukture RALPH wystepujaca u szeregu poznanych bi-
alek (AVR,,, AVR, ., AvrPm2), a u Melampsora lini pozna-
no szeé¢ bialek efektorowych (AvrL567, AvrM, AvrP4,
AvrP123, AvrL2 i AvrM14), z wystepujacym u niektérych
bialek podobieristwem strukturalnym [81]. W sumie, u
dwoch grzyboéw biotroficznych (Blumeria graminis, Melamp-
sora lini) 1 trzech hemibiotroféw (Magnaporthe oryzae, Lepto-
sphaeria maculans, Fusarium oxysporum) poznano dotychczas
okoto 20 biatek efektorowych [27], a w infekowanych roslin-
ach zidentyfikowano okolo dziesieciu immunoreceptoréw
wewnatrzkomérkowych NB-LRR rozpoznajacych niektére
z tych biatek [27,84].

Zdecydowanie wiecej wiemy obecnie na temat liczby oraz
funkgji biologicznej biatek efektorowych syntetyzowanych
przez legniowce. Identyfikowanie genéw kodujacych te
biatka w legniowcach ulatwia fakt, ze wiele z nich posia-
da charakterystyczne motywy (RxLR-dEER, Crinkler motif,
CHxC, LxLFLAK) [28,81]. Motyw RXLR (Arg-reszta do-
wolnego aminokwasu-Leu-Arg) wystepuje za motywem
stanowigcym sygnat sekrecyjny, a poprzedza domene efek-
torowa zlokalizowana w czesci C-koricowej. W strukturze
krystalicznej tych biatek wyodrebniono jeszcze domene WY
(Trp, Tyr) tworzaca charakterystyczng petle WY [81,85]. Ge-
nomy trzech gatunkéw hemibiotroficznych Phytophthora, a
mianowicie P. infestans, P. ramorum i P. sojae zawierajg odpo-
wiednio 563, 396 1 374 gendéw kodujacych biatka z motywem
RXLR [28], dlatego w dotychczasowych badaniach te biatka
staly sie przedmiotem najwiekszego zainteresowania [28].
Wiasciwosci i funkcje biochemiczng poznano, co najmniej
czesciowo, w przypadku okolo 20 biatek z motywem RxLR
i okoto 6 biatek z rodziny CRN syntetyzowanych przez
P. infestans, P. sojae i biotroficzny Hyaloperonospora arabidop-
sis, a w roélinach zidentyfikowano szereg immunorecepto-
réw NB-LRR rozpoznajacych niektére z tych biatek [27,28].
Poczatkowo przypuszczano, ze motyw RXLR uczestniczy
w transporcie endocytarnym bialka z przestrzeni zawartej
pomiedzy blona haustorium a btona plazmatyczna komor-
ki roslinnej (Ryc. 1), jednakze wyniki najnowszych badarn
pokazuja, ze motyw RXLR jest odcinany proteolitycznie w
haustorium,tak ze do przestrzeni miedzyblonowej migru-
je domena efektorowa z acetylowana na N-koncu reszta
lizyny [86]. W badaniach po$wieconych analizom ekspre-
sji genéw kodujacych biatka RXLR wykazano, ze poziom
transkryptéw rosnie juz na bardzo wczesnym etapie infek-
qji [87]. W doswiadczeniach, w ktérych liScie ziemniaka in-
fekowano cystami z pieciu réznych szczepéw P. infestans,
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a nastepnie po uptywie 12 godz., gdy wewnatrz tkanki li-
Sciowej formuja sie juz haustoria [88], izolowano materiat
do analiz RNA. Okazalo sie, ze w materiale pobranym do
analiz po 12 godz. od infekcji, w pieciu réznych szczepach
P. infestans zidentyfikowano transkrypty 245 genéw RXLR.
U kazdego badanego szczepu ekspresji ulega 108 genéw, 34
geny sa transkrybowane u czterech szczepdéw, 29 u trzech,
30 u dwoch i 44 geny ulegaja transkrypgji tylko u jednego
szczepu [87]. Wykrywanie bialek efektorowych RXLR w ko-
morkach roéliny jest prawie niemozliwe, ze wzgledu na ich
bardzo niski poziom, ale umozliwiaja to techniki oparte na
ekspresji w roslinie konstruktu takiego jak np. GFP-RXLR
[89]. Wprowadzenie do N. benthamiana 52 konstruktow
GFP-RXLR kodujacych rézne biatka z P. infestans pozwolito
wykazaé, ze 41% wyznakowanych bialek wystepuje w cy-
toplazmie i jadrze, 25% w jadrze, 7% w cytoplazmie, 18%
migruje do btony plazmatycznej. Ponadto, w doswiadcze-
niach, w ktérych GFP-RXLR wprowadzono do rosliny infe-
kowanej P. infestans ujawniono, ze szereg bialek GFP-RXLR
gromadzito si¢ wokoét haustoriow [89].

W kontekscie prezentowanych tutaj informacji zasad-
ne wydaje sie pytanie o to, dlaczego grzyby i legniowce
syntetyzuja setki bialek efektorowych, podczas gdy geno-
my bakterii koduja tylko dziesiatki takich biatek. Biorac
pod uwage prezentowane wyniki wskazujace na niemal
masywng ekspresje genéw RXLR juz we wczesnej fazie
infekcji, zagadkowe staja sie¢ wyniki pokazujace, ze wyla-
czenie nawet jednego genu, np. AVR3a w P. infestans staje
sie przyczyna wyraznego spadku wirulencji [90]. Analizy
biatek efektorowych pochodzenia bakteryjnego pod katem
ich specyficznoéci wzgledem biatkom docelowym [26], a
takze opisane wyzej wyniki najnowszych doswiadczen [80]
prowadza do wniosku, ze wiekszos¢ tych biatek atakuje w
roslinach wiele bialek docelowych. Na razie nie wiemy czy
bialka efektorowe grzybéw i legniowcéw funkcjonuja w
roélinach inaczej, dlatego nie mozna zaklada¢, ze ich duza
liczba $wiadczy o ich funkcjonalnej redundancji. Pytania
o réznice pomiedzy biatkami efektorowymi bakterii, a bi-
atkami grzybow i legniowcéw stawiane sa réwniez w pracy
opublikowanej w ubiegltym roku [91], jednakze, zdaniem
autoréw, proponowane w niej sugestie wydaja sie przed-
wczesne, bowiem wiedza na temat swoistosci substratowej,
a takze funkgji biochemicznej biatek pochodzacych z grzy-
boéw i legniowcow jest jeszcze bardzo ograniczona.
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ABSTRACT

Plant immunity is constituted by multilayered system involving two intertwined lines of defence: a first level of immunity termed PAMP-
triggered immunity (PTI) or basal resistance, and a second layer of plant defence, called effector-triggered immunity (ETI). The second line
of defence depends on the ability of the plant to recognize phytopathogen-synthesized effector proteins delivered into host plant cells. The
effector proteins employ common as well as pathogen-specific strategies to disturb plant immunity and to promote pathogen survival and fa-
vor their multiplication. They target pattern-recognition receptors (PRRs) and key components in the PTI signaling pathways, as well as, they
interfere with many cellular processes including vesicle transport, cytoskeleton reorganization, proteasome-dependent protein degradation,
phytohormone biosynthesis and signaling, and gene expression. This results in effector-triggered susceptibility (ETS). However, in some ca-
ses, pathogen effectors are recognized by plant intracellular immune receptors NB-LRR/NLR that identify effector proteins. Conformational
changes in the NB-LRR/NLR immune receptors accompanying the recognition of the effector proteins activate intracellular signaling path-
ways initiating a whole range of defence responses that form the second line of local defence.
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