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				Supresja odporności podstawowej typu PTI przez syntetyzowane w fitopatogenach białka efektorowe wprowadzane do wnętrza komórek infekowanej rośliny

			

		

		
			
				Streszczenie

				Układ odpornościowy roślin obejmuje dwa, powiązane ze sobą poziomy obrony lokal-nej. Pierwszą linię obrony (PTI) aktywują cząsteczki MAMP/PAMP i DAMP rozpozna-wane przez zlokalizowane w błonie plazmatycznej białka receptorowe typu PRR. Jednakże fitopatogeny syntetyzują i wprowadzają do komórek rośliny gospodarza białka efektorowe wykorzystujące wspólne, ale także swoiste dla różnych fitopatogenów strategie molekular-ne nakierowane na supresję układu odpornościowego. Wiele białek efektorowych atakuje receptory PRR bądź białkowe i niebiałkowe elementy szlaków sygnałowych, inne zakłó-cają ważne procesy komórkowe, w tym m. in.: ubikwitylację i degradację białek w prote-asomach, transport pęcherzykowy, reoorganizację cytoszkieletu, funkcjonowanie chloropla-stów i mitochondriów, biosyntezę fitohormonów i przekazywanie sygnałów hormonalnych, ekspresję genów. Efektem tłumienia reakcji odpornościowych przez białka efektorowe jest wzrost podatności rośliny na infekcję ETS (ang. Effector-Triggered Susceptibility to infection) sprzyjający przeżywaniu i namnażaniu fitopatogena. W odpowiedzi na syntetyzowane przez fitopatogeny białka efektorowe, rośliny wykształciły w toku ewolucji immunoreceptory we-wnątrzkomórkowe NB-LRR/NLR rozpoznające w sposób bezpośredni lub częściej w sposób pośredni wprowadzane do wnętrza komórek białka efektorowe. Zmiany konformacyjne w immunoreceptorze NB-LRR/NLR, towarzyszące rozpoznaniu białka efektorowego, aktywu-ją wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe uruchamiające cały wachlarz odpowiedzi obron-nych typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) stanowiących drugą linię obrony lokalnej.

				WPROWADZANiE

				W strategii obronnej roślin, odporność aktywowana przez cząsteczki typu MAMP/PAMP i DAMP stanowi pierwszą linię obrony, która nie tylko zapobie-ga infekcjom, ale także aktywnie zwalcza pojawiające się w roślinie fitopatogeny. Odporność podstawową, nazywaną odpornością typu PTI (ang. PAMP-Trigge-red Immunity), współtworzą reakcje obronne, w tym m. in.: produkcja w apopla-ście aktywnych form tlenu, zamykanie aparatów szparkowych, synteza i odkła-danie w ścianach komórkowych kalozy, biosynteza fitoaleksyn, synteza białek typu PR (ang. Pathogenesis-Related) i peptydów antybakteryjnych, biosynteza fitohormonów związanych z odpornością, przeprogramowanie ekspresji tysięcy genów. Odporność typu PTI jest wystarczająco efektywna, by skutecznie chro-nić roślinę przez infekcjami i przeciwdziałać rozwojowi chorób. W pracy opu-blikowanej niedawno w Postępach Biochemii podsumowano wyniki dotychcza-sowych badań poświęconych identyfikowaniu cząsteczek typu MAMP/PAMP i DAMP, poznawaniu receptorów błonowych typu PRR (ang. Pattern Recognition Receptor) rozpoznających te cząsteczki i aktywujących wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe inicjujące odporność lokalną PTI [1]. Jednakże w toku ewolucji organizmy patogenne wykształciły szereg mechanizmów molekularnych umoż-liwiających przełamywanie pierwszej linii obrony, a w efekcie sprzyjających kolonizacji rośliny. W tłumieniu odporności PTI, fitopatogeny z różnych grup systematycznych wykorzystują specjalne białka oraz wiele różnych małych czą-steczek nazywanych ogólnie efektorami, które w różny sposób uczestniczą w opanowaniu rośliny. Ostatecznie, supresja reakcji odpornościowych prowadzi do wzrostu podatności rośliny na infekcję ETS (ang. Effector-Triggered Suscepti-bility to infection) umożliwiającej przeżywanie i namnażanie fitopatogena [2]. W tym miejscu należy wyraźnie podkreślić, że w literaturze naukowej termin efek-tor używany jest w podwójnym znaczeniu. W znaczeniu szerszym obejmuje on różne białka sekrecyjne, w tym również enzymy degradujące niektóre składni-ki komórek rośliny, ale także cząsteczki typu MAMP/PAMP oraz wiele innych substancji, w tym również toksyny produkowane przez różne fitopatogeny. W kolonizacji roślin przez biotroficzne i hemibiotroficzne grzyby i grzybopodobne lęgniowce (Oomycetes) szczególną rolę ogrywają efektory kierowane do apopla-stu, zwłaszcza enzymy degradujące polisacharydy budujące ściany komórkowe, inhibitory różnych proteaz roślinnych, enzymy unieszkodliwiające fitoantycypi-ny i fitoaleksyny oraz cząsteczki, które zaburzają percepcję cząsteczek MAMP/PAMP, np. syntetyzowane przez niektóre grzyby białka Ecp6, Slp1 z domenami 
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				LysM, które przechwytują chitooligosacharydy i przeciw-działają w ten sposób aktywacji kompleksów receptoro-wych wiążących chitynę [3]. W odróżnieniu od tych białek i innych cząsteczek efektorowych, kierowanych głównie do apoplastu, w obecnej pracy termin efektor (białko efek-torowe) jest używany w węższym znaczeniu, wyłącznie w odniesieniu do białek syntetyzowanych i wprowadzanych przez fitopatogeny do wnętrza komórek atakowanej rośliny [4]. Rozwój metod i technik biologii molekularnej pozwala obecnie identyfikować dziesiątki, a nawet setki białek efek-torowych syntetyzowanych przez fitopatogeny, które w różny sposób są wprowadzane do komórek rośliny [5]. Bak-terie Gram-ujemne wykorzystują w tym celu tzw. III system sekrecyjny TIIISS (ang. Type III protein Secretion System) [6]. W śledzeniu wnikania bakteryjnych białek efektorowych do komórek rośliny wykorzystywane są różne nowe techniki, w tym m. in. technika SFP (ang. Split Fluorescent Protein), która pozwala monitorować migrację białka efektorowego w komórkach różnych tkanek i organów, a także daje możli-wość ustalenia jego ostatecznej lokalizacji subkomórkowej, co z kolei pomaga w identyfikowaniu potencjalnego celu ataku [7]. Białka efektorowe syntetyzowane przez biotro-ficzne i hemibiotroficzne grzyby i lęgniowce są wprowadza-ne do wnętrza komórek rośliny za pośrednictwem hausto-riów (ssawek) służących do pobierania z rośliny substancji pokarmowych [8]. W tym wypadku białka efektorowe są wydzielane do przestrzeni zawartej pomiędzy błoną hau-storium a błoną plazmatyczną komórki roślinnej, skąd na-stępnie wnikają do wnętrza komórki na drodze endocytozy. W niektórych przypadkach białka efektorowe są wprowa-dzane do rośliny poprzez fuzję endosomów grzyba z błoną plazmatyczną komórek rośliny [8].

				W tym miejscu warto jeszcze zwrócić uwagę, że białka efektorowe syntetyzują także nicienie z rodzaju guzaków (Meloidogyne), czy mątwikowatych (Globodera) [9], a także roślinożerne owady - gąsienice i chrząszcze [10] oraz plu-skwiaki (mszyce, skoczki) [11-13].

				Białka efektorowe wprowadzone do komórek rośliny przełamują reakcje odpornościowe, umożliwiając w ten sposób kolonizację rośliny. Tak się dzieje w przypadku roślin nie dysponujących odpowiednimi immunorecepto-rami wewnątrzkomórkowymi, które mogą rozpoznawać swoiście poszczególne białka efektorowe (rośliny podat-ne na zakażenia). Jednakże rośliny, które w toku ewolucji wykształciły odpowiedni zestaw immunoreceptorów we-wnątrzkomórkowych, mogą wykrywać w komórce obec-ność określonych białek efektorowych, co w konsekwencji daje możliwość uruchomienia całego wachlarza reakcji odpornościowych współtworzących drugą linię obrony lo-kalnej [2]. W swoistym rozpoznaniu białek efektorowych pośredniczą specjalne wewnątrzkomórkowe immunore-ceptory R (ang. Resistance), które w ten sposób stają się pierwszymi ogniwami szlaków sygnałowych aktywują-cych odpowiedzi obronne typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) [2,14]. Immunoreceptory wewnątrzkomórkowe są w zasadzie tożsame z produktami genów R, które w koncepcji Flora gen-na-gen sprzed ponad 70 lat miały od-działywać z produktami genów awirulentnych (ang. avi-rulence) wywołujących w roślinach reakcje nadwrażliwości HR (ang. Hypersensitive Response) [4]. Dzisiaj już wiadomo, 

			

		

		
			
				że reakcja typu HR jest programowaną śmiercią komórki, która pojawia się w miejscu infekcji u rośliny dysponują-cej odpowiednim immunoreceptorem R rozpoznającym swoiście określone białko Avr (roślina niepodatna na za-każenie). Oddziaływanie tego typu jest określane jako in-terakcja niekompatybilna. W przypadku, gdy roślina nie posiada immunoreceptora mogącego rozpoznać białko Avr (roślina podatna na zakażenie), białko efektorowe Avr funkcjonuje jako białko wirulentne (interakcja kompaty-bilna) [4]. Immunoreceptorami wewnątrzkomórkowymi typu R są białka z rodziny NB-LRR (ang. Nucleotide-Bin-ding site, Leucine-Rich Repeat), które pod względem budo-wy są podobne do zwierzęcych, wewnątrzkomórkowych receptorów NLR (ang. NOD-Like Receptor) rozpoznających cząsteczki PAMP/DAMP [15-19]. Zmiany konformacyjne w immunoreceptorze NB-LRR będące efektem rozpozna-nia białka efektorowego wymuszają wymianę związanego z immunoreceptorem ADP na ATP, co ostatecznie prowa-dzi do utworzenia formy aktywnej immunoreceptora NB--LRR aktywującego szlaki sygnałowe uruchamiające reak-cje obronne typu ETI [18,20].

				Celem obecnej pracy było podsumowanie najważniej-szych osiągnięć w identyfikowaniu białek efektorowych syntetyzowanych przez patogenne bakterie, lęgniowce i grzyby oraz prześledzenie poznanych już mechanizmów molekularnych wykorzystywanych przez te białka w tłu-mieniu odporności typu PTI.

				BIAŁKA EFEKTOROWE FITOPATOGENÓW INGERUJĄCE W REAKCJE ODPORNOŚCIOWE I ZABURZAJĄCE WAŻNE PROCESY KOMÓRKOWE ROŚLIN

				Na wstępie warto zwrócić uwagę, że spośród poznanych dotychczas około 7100 gatunków bakterii, pa-togenami roślin jest około 150 gatunków [14], ale wiedza na temat białek efektorowych syntetyzowanych przez fi-topatogeny bakteryjne pochodzi z badań patogennych szczepów zaledwie kilku gatunków. Na liście dziesięciu najważniejszych, z punktu widzenia ekonomicznego i badawczego, bakterii patogennych, aż sześć miejsc za-jmują bakterie Gram-ujemne z czterech rodzajów, a mi-anowicie: Pseudomonas, Xanthomonas, Ralstonia i Erwinia [21]. Syntetyzowane przez te bakterie białka efektorowe są „wstrzykiwane” do wnętrza komórek atakowanej rośliny za pośrednictwem III systemu sekrecyjnego (TIIISS) zbu-dowanego z aparatu sekrecyjnego, pilusa i translokonu. Aparat sekrecyjny przenika przez obie błony bakteryjne, a pilus, przypominający igłę strzykawkową, łączy aparat sekrecyjny z translokonem wbudowującym się do błony plazmatycznej komórki roślinnej [6]. Identyfikowanie białek efektorowych syntetyzowanych przez bakterie na ogół nie nastręcza trudności, gdyż w części N-końcowej mają one szereg charakterystycznych motywów kierują-cych białka do układu sekrecyjnego [5]. Wytypowane w ten sposób potencjalne efektory, badane są następnie pod kątem ich ewentualnej aktywności enzymatycznej, doce-lowej lokalizacji subkomórkowej, poznawania białka/bi-ałek będącego celem ataku oraz identyfikowania immuno-receptorów NB-LRR rozpoznających badane białka [5]. W prowadzonych obecnie badaniach molekularnych uwaga 
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				badaczy koncentruje się głównie na białkach efektorowych kilku patogennych szczepów Pseudomonas syringae (Pst DC3000, Pss -pv. syringae, Pph - pv. phaseolicoloa i Pta -pv. tabaci), a także białkach syntetyzowanych przez kilka pato-gennych szczepów Xanthomonas (Xoo, Xact, Xcv, Xcc). Ge-nomy wszystkich badanych szczepów P. syringae kodują łącznie 57 grup białek efektorowych, ale poszczególne szc-zepy syntetyzują od 15 do 35 białek [22,23]. Patogenne szc-zepy bakterii z rodzaju Xanthomonas syntetyzują w sumie około 40 grup białek efektorowych Xop/Hop [24]. Geno-my patogennych szczepów Ralstonia solanacearum kodują 94 grupy białek Rip (ang. Ralstonia injected proteins), cho-ciaż poszczególne szczepy syntetyzują 60-75 białek efek-torowych, ale wszystkie szczepy syntetyzują zestaw 22 ta-kich samych białek [25]. Przeprowadzone ostatnio analizy porównawcze 177 białek efektorowych pochodzenia bak-teryjnego sugerują, że około 40% białek wprowadzanych do komórek rośliny kieruje się do błon, 31% migruje do jądra, 24% pozostaje w cytoplazmie, 2% wnika do chloro-plastów, a tylko około 1% białek występuje w pozostałych strukturach subkomórkowych (mitochondriach, siateczce śródplazmatycznej, peroksysomach, wczesnych endoso-mach) [26]. W przypadku białek pochodzących z bakterii rodzaju Pseudomonas, Xanthomonas i Ralstonia proporcje te różnią się dosyć znacząco, bo np. około 52% białek efekto-rowych syntetyzowanych przez bakterie Pseudomonas, wg autorów, kieruje się do błon, podczas gdy 45% białek Xan-thomonas miałoby migrować do jądra, a 30% do błon, nato-miast około 50% białek pochodzacych z Ralstonia miałoby pozostawać w cytoplazmie [26]. Ponadto szacuje się, że około 68% białek efektorowych pochodzenia bakteryjnego atakuje w roślinie więcej niż jeden cel, z tego 36% oddzia-łuje z białkami z różnych klas, a 32% z białkami jednej kla-sy i około 32% białek efektorowych wykazuje bezwzględ-ną specyficzność, bowiem każde z nich atakuje tylko jedno określone białko [26].

				Jak już wcześniej wspomniano, wiedza na temat białek efektorowych syntetyzowanych przez grzyby i lęgniowce jest jeszcze dosyć ograniczona, chociaż w ostatnich latach nastąpił pewien postęp, zwłaszcza w odniesieniu do bi-ałek efektorowych syntetyzowanych przez biotroficzne lęgniowce. Szacunkowa liczba fitopatogenów należących do tych dwóch grup systematycznych sięga około 8000 ga-tunków [14], ale liczba sklonowanych genów Avr wynosi obecnie około 40, z tego ponad połowa genów pochodzi z lęgniowców z rodzaju Phytopthora (P. infestans infekują-cego pomidory i ziemniaki oraz P. sojae infekującego soję) oraz Hyaloperonospora arabidopsis infekującego rzodkiewni-ka [27,28]. Identyfikowanie białek efektorowych syntety-zowanych przez lęgniowce ułatwia fakt, że wiele z nich posiada charakterystyczne motywy (RxLR-dEER, Crinkler motif (CRN), CHxC, LxLFLAK), które przypuszczalnie odgrywają pewną rolę w transporcie do wnętrza komórek rośliny. Analizy genomów trzech gatunków Phytophthora wykazały, że liczba genów kodujących białka z motywem RxLR mieści się w przedziale od 374 do 563 genów [28]. Białka efektorowe lęgniowców wprowadzone do rośliny kierują się głównie do jądra (38%), a po około 17% białek migruje do błon, do peroksysomów i do siateczki śródpla-zmatycznej, a tylko 8% pozostaje w cytoplazmie [26].

			

		

		
			
				Poznane dotychczas białka efektorowe grzybów bio- i hemibiotroficznych pochodzą w większości z Magnaporthe oryzae wywołującego zarazę (plamicę) ryżu, z Leptosphaeria maculans powodującego zgniliznę kapustnych, z Melamspora linii infekującego len oraz z mączniaka prawdziwego zbóż i traw (Blumeria graminis), a więc gatunków, które na liście 10 najgroźniejszych grzybów patogennych zajmują miejsca czołowe [29]. Warto też zauważyć, że spośród 17 analizo-wanych białek efektorowych grzybów wprowadzanych do rośliny, około 61% pozostaje w cytoplazmie, 28% wnika do jądra, a 11% migruje do błon [26].

				Dzisiaj już wiadomo, że duża część białek efektorowych syntetyzowanych przez bakterie, grzyby i lęgniowce wyka-zuje aktywność enzymatyczną. Stosunkowo liczna grupa białek posiada aktywność acetylotransferazową (Hop-Z1a, HopZ3, HopZ4, AvrBsT, XopJ, PopP2). Szereg białek pochodzenia bakteryjnego (AvrPphB, AvrRpT2, HopN1, HopX1, AvrXccB) i kilka pochodzących z grzybów (Avr2, Pit2, EPIC1, EPIC2B) wykazuje aktywność proteaz cyste-inowych [27,30]. Białka efektorowe AvrPtoB, XopL i XopK syntetyzowane przez bakterie są ligazami ubikwitynowymi E3, białka HopF2, HopU1 posiadają aktywność mono-ADP--rybozylotransferazy przenoszącej resztę adenozynodifos-forybozy (ADP-rybozy) z NAD+ na białko substratowe [30], a AvrAC/XopAC funkcjonuje jako urydynylotransferaza przenosząca resztę urydyno 5’-monofosforanu z UTP na bi-ałko docelowe [30,31].

				Jak już wcześniej wspomniano, głównym celem ataku większości białek efektorowych syntetyzowanych przez fitopatogeny są różne białka układu odpornościowego ro-ślin. Okazało się, że wiele z nich blokuje kompleksy recep-torowe wiążące cząsteczki MAMP/PAMP, szereg białek efektorowych atakuje cytoplazmatyczne kinazy białkowe typu RLCK oraz kinazy białkowe funkcjonujące w kaska-dach kinaz MAP oraz inne białkowe i niebiałkowe elementy szlaków sygnałowych aktywujących reakcje odpornościo-we [30,32,33]. Ponadto wiele białek efektorowych ingeruje w ważne procesy komórkowe, bezpośrednio lub pośrednio powiązane z układem odpornościowym [34,35,36]. Wyka-zano, że niektóre z nich zakłócają funkcjonowanie układów ubikwitylacji i degradacji białek w proteasomach [37,38], inne zaburzają transport pęcherzykowy i ingerują w cy-toszkielet [30,39]. Poznano też szereg białek efektorowych zakłócających funkcjonowanie chloroplastów i mitochon-driów [39,40] oraz wpływających na biosyntezę fitohor-monów i naruszających szlaki przekazywania sygnałów hormonalnych [41-43]. W ostatnim czasie rośnie też liczba danych świadczących o tym, że wiele białek efektorowych oddziałuje bezpośrednio z DNA bądź dezorganizuje funk-cjonowanie czynników transkrypcyjnych [44-47].

				W dwóch kolejnych podrozdziałach przedstawiono skró-towo mechanizmy molekularne, które są wykorzystywane przez białka efektorowe w tłumieniu reakcji odpornościo-wych i zaburzaniu różnych procesów komórkowych. Opis tych mechanizmów dotyczy jedynie tych białek, w przy-padku których sposób działania został już stosunkowo do-brze poznany.

			

		

	
		
			
				Postępy Biochemii 65 (1) 2019	61

			

		

		
			
				BLOKOWANIE RECEPTORÓW PRR I MODYFIKOWANIE BIAŁKOWYCH I NIEBIAŁKOWYCH ELEMENTÓW SZLAKÓW SYGNAŁOWYCH

				Już przed 10 laty odkryto, że 20 kDa białko efektorowe AvrPto syntetyzowane przez P. syringae, badane wcze-śniej w kontekście jego oddziaływań z kinazą białkową Pto pomidora, blokuje w pomidorze błonową kinazę 

			

		

		
			
				receptorową LeFLS2, a w rzodkiewniku kinazy AtFLS2 i AtEFR wiążące flagelinę i czynnik elongacyjny EF-Tu bakterii [1,23,30,32,33]. Oddziaływanie AvrPto z domeną kinazową powoduje, że fosforylowanie odpowiednich reszt serynowych/treoninowych położonych w obrębie tej domeny staje się niemożliwe, co w efekcie prowadzi do blokowania transdukcji sygnału na cytoplazmaty-czne kinazy RLCK (Ryc. 1). W ostatnim czasie odkryto, 
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				Rycina 1. Białka efektorowe syntetyzowane przez fitopatogenne bakterie, grzyby i lęgniowce atakujące różne białka wewnątrzkomórkowe roślin. 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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				że AvrPto oddziałuje również z kinazą białkową SOBIR1 rzodkiewnika i pomidora, która jako białko adaptorowe współdziała z wieloma białkami receptorowymi typu RLP tworzącymi kompleksy receptorowe SERK/RLP/SOBIR1 wiążące niektóre cząsteczki MAMP/PAMP [1,48]. Błonowe kinazy receptorowe atakuje też białko efektorowe AvrPtoB z P. syringae, które zawiera trzy róż-ne domeny. Położona w części C-końcowej AvrPtoB do-mena ligazy ubikwitynowej E3 ulega fosforylacji na resz-cie seryny 258, co prowadzi do jej aktywacji i umożliwia ubikwitylację AtFLS2 oraz kinazy receptorowej AtCERK1 pośredniczącej w wiązaniu chityny i peptydoglikanów [1,23,30,32,33]. W innych doświadczeniach wykazano, że domena położona w części N-końcowej AvrPtoB blokuje aktywność kinazy Bti9 pomidora, która jest ortologiem kinazy AtCERK1, zaś domena środkowa AvrPtoB hamuje kinazę białkową BAK1 [23,30]. Kinaza BAK1/SERK3 na-leży do rodziny kinaz SERK kodowanych w rzodkiewni-ku przez pięć genów (SERK1-SERK5). BAK1 funkcjonuje jako kinaza koreceptorowa współtworząca z wieloma błonowymi kinazami białkowymi typu RLK kompleksy receptorowe wiążące cząsteczki MAMP/PAMP, ale także brazinosterodidy, czy peptydy sygnałowe [1]. Kinaza BAK1 jest celem ataku dla jeszcze innego białka efektoro-wego P. syringae, a mianowicie HopB1 z aktywnością pro-teazy serynowej [49]. W rzodkiewniku HopB1 oddziałuje z kinazą AtFLS2, ale w obecności flageliny powodującej formowanie kompleksu receptorowego BAK1/flg22/FLS2-HopB1, białko HopB1 trawi enzymatyczne kinazę BAK1 w obrębie pętli P. Niedawno zidentyfikowano jesz-cze białko efektorowe XopK z aktywnością ligazy ubi-kwitynowej E3 syntetyzowane przez Xanthomonas oryzae, które w ryżu modyfikuje kinazę białkową OsSERK2 [50].

				Białko efektorowe HopAO1 z P. syringae z aktywnością fosfatazy tyrozynowej oddziałuje z domeną kinazową kinazy receptorowej EFR wiążącej N-końcowy odcinek bakteryjnego czynnika elongacyjnego EF-Tu (elf18) i de-fosforyluje resztę tyrozyny 836, zaburzając w ten sposób funkcjonowanie kompleksu receptorowego BAK1/elf18/EFR. Ponadto, okazało się, że HopAO1 oddziałuje także z domeną kinazową FLS2 i blokuje szlak sygnałowy akty-wowany przez flagelinę [30,32].

				Supresja odporności typu PTI odbywa się również na poziomie transkrypcji i translacji genów kodujących ki-nazy receptorowe FLS2 i EFR. Białko efektorowe HopU1 z P. syringae z aktywnością mono-ADP-rybozylotransfe-razy modyfikuje w rzodkiewniku białka wiążące RNA, szczególnie białko GRP7 (ang. Glycine-rich RNA-binding Protein7). GRP7 oddziałuje z transkryptami mRNA kodu-jącymi kinazy receptorowe FLS2 i EFR, ale ADP-rybozy-lacja reszty argininy 49 w GRP7 uniemożliwia wiązanie transkryptów FLS2 i EFR, hamując w ten sposób transla-cję i obniżając poziom kinaz receptorowych FLS2 i EFR w błonie [30-32]. Ekspresja genu FLS2 w rzodkiewniku blokowana jest również przez białko efektorowe HopQ1 z P. syringae. Mechanizm hamowania ekspresji nie jest do końca jasny, ale wyniki niektórych doświadczeń sugeru-ją, że HopQ1 aktywuje syntezę cytokininy, co ma prowa-dzić do hamowania ekspresji FLS2 [23,32,42].

			

		

		
			
				Białkami docelowymi atakowanymi przez szereg białek efektorowych są również cytoplazmatyczne kinazy biał-kowe typu RLCK, które w szlakach sygnałowych są pier-wszymi białkami substratowymi fosforylowanymi przez kinazy receptorowe PRR (Ryc. 1) [1]. Ustalono, że białko efektorowe AvrPphB z P. syringae pv. phaseolicola jest pre-proteazą cysteinową, która wprowadzona do komórek rzodkiewnika ulega aktywacji autokatalicznej oraz mirysty-lacji i jako zakotwiczona w błonie plazmatycznej proteaza trawi powiązaną z błoną plazmatyczną kinazę PBS1 i po-dobne do niej kinazy BIK1, PBL1, PBL2 oraz kinazę RIPK [23,30,32,36]. Aktywność kinaz BIK1, PBL2 i RIPK blokuje również białko efektorowe AvrAC/XopAC z X. campestris pv. campestris, które posiada aktywność urydynylotransfe-razy przenoszącej resztę urydyno 5’-monofosforanu z UTP na reszty seryny-236 i treoniny-237 położone w domenie ki-nazowej BIK1 [31].

				Aplikacja na roślinę cząsteczki MAMP/PAMP aktywuje szereg tzw. szybkich odpowiedzi, w tym m. in.: obserwo-wany już po 30-120 s wzrost stężenia Ca2+ w cytoplazmie, alkalizację środowiska zewnątrzkomórkowego, depolary-zację błony i produkcję ROS [1]. W roślinach, białkami sen-sorowymi wiążącymi Ca2+ są: kalmodulina (CaM), białka podobne do kalmoduliny (CML), kinazy białkowe zależne od Ca+ (CPK) i białka podobne do kalcyneuryny B (CBL) aktywujące kinazy białkowe (CIPK). W ostatnim czasie po-znano białko efektorowe SFI5 (ang. Suppressor of Flg22-in-duced Immune response5) z motywem RXLR syntetyzowane przez lęgniowca Phytophthora infestans, które w komórkach pomidora w obecności Ca2+ wiąże CaM i CML. SFI5 jest zbudowanym z 241 reszt aminokwasowych białkiem, któ-re w części C-końcowej ma składający się z 18 reszt ami-nokwasowych motyw oddziałujący z błoną plazmatyczną i pośredniczący w wiązaniu CaM. Związanie kalmoduli-ny powoduje oddysocjowanie SFI5 od błony, co prowadzi do hamowania reakcji odpornościowych typu PTI [51]. W tym samym czasie w innej pracowni poznano białko efek-torowe AvrPiz-t syntetyzowane przez grzyba Magnaporthe oryzae, które wprowadzone do komórek ryżu blokuje kanał potasowy (OsAKT1) zlokalizowany w błonie plazmatycz-nej i transportujący K+ do cytoplazmy [52]. Wykazano, że OsAKT1 jest aktywowany przez cytoplazmatyczną kina-zę białkową OsCIPK23 aktywowaną przez białko OsCBL1 wiążące Ca2+. Oddziaływanie AvrPiz-t z kanałem OsAKT1 przeciwdziała jego fosforylacji przez OsCIPK23, co w efek-cie powoduje hamowanie transportu K+ i tłumienie reakcji odpornościowych [52].

				Po około 2-3 min. od aplikacji cząsteczki MAMP/PAMP w apoplaście rośnie produkcja anionorodników ponadtlen-kowych przekształcanych w nadtlenek wodoru i stymu-lowana jest produkcja H2O2 przez zlokalizowane w ścia-nie komórkowej peroksydazy klasy III [1,53]. Nadtlenek wodoru hamuje namnażanie fitopatogena, ale pełni także funkcję cząsteczki sygnałowej, dlatego enzymy związane z produkcją i regulacją ROS stały się celem ataku dla szeregu białek efektorowych. Peroksydaza POX12 zlokalizowana w ścianie komórkowej kukurydzy jest blokowana przez białko PEP1 (ang. Protein Essentials during Penetration1) syntetyzo-wane przez Ustilago maydis i U. hordei, grzyby wywołujące u 
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				roślin z rodzaju wiechlinowatych głownię guzowatą [3,53]. Produkcję ROS hamuje również białko efektorowe AVR--Pii z Magnaporthe oryzae, które w ryżu oddziałuje z enzy-mem „jabłczanowym” utleniającym i dekarboksylującym kwas jabłkowy. Redukowany w tej reakcji NADP jest m. in. donorem elektronów przekazywanych przez błonową oksydazę NADPH na tlen, który jest redukowany do anio-norodnika ponadtlenkowego [53]. Koenzym NAD jest ce-lem ataku dla białka efektorowego AvrRxo1 z X. oryzae pv. oryzicola z aktywnością kinazy nukleotydowej przenoszą-cej resztę fosforanową z ATP na hydroksyl położony przy węglu 3 rybozy w NAD [54]. Produktami tej reakcji są dwa nowe koenzymy, a mianowicie 3’-NADP i 3’-NAADP, któ-re przypuszczalnie blokują reakcje zależne od 2’-NAD(H) i 2’-NADP(H). Bakteria Ralstonia solanacearum syntetyzuje białko efektorowe RipAK, które w liściach tytoniu migru-je do peroksysomów, gdzie hamuje aktywność katalazy, powodując hamowanie reakcji typu HR we wczesnej fazie infekcji [55]. Innym efektorem syntetyzowanym przez R. so-lanacearum jest białko RipAY z aktywnością γ-L-glutamylo cyklotransferazy (GGCT) metabolizującej glutation (GSH) [56]. RipAY przekształca resztę glutaminianu w GSH w 5-oksoprolinę (kwas piroglutaminowy) oraz odszczepia dipeptyd (cysteinylo-glicynę), wpływając w ten sposób na równowagę oksydacyjno-redukcyjną komórki. Kofaktorem w tej reakcji jest zlokalizowana w cytoplazmie komórek ro-ślinnych tioredoksyna TRX typu h.

				Fosforylowane przez kompleksy receptorowe kinazy białkowe RLCK aktywują kaskady kinaz MAP, w rzod-kiewniku kaskady MAPKKK5>MKK4/5>MPK3/6 i MEK-K1>MKK1/2>MPK4 (Ryc. 1) [1]. Kinazy białkowe współ-tworzące obie kaskady kinaz MAP są celem ataku dla sze-regu białek efektorowych. Kinazy MPK3 i MPK6, a także MPK4 blokuje w rzodkiewniku białko HopAl1 z P. syrin-gae pv. tomato z aktywnością liazy fosfotreoninowej, które powoduje odszczepienie z fosfotreoniny reszty -C-OPO32-, nie zaś, jak w przypadku fosfohydrolaz, hydrolizę wiąza-nia fosfoestrowego. Efektem działania HopAl1 jest supresja szeregu odpowiedzi na aplikację flg22 [23,30,32]. Aktywację kinaz MPK3/6 blokuje również białko HopF2 z P. syringae z aktywnością mono-ADP-rybozylotransferazy, które w ki-nazie MKK5, a przypuszczalnie także w innych kinazach MKK, modyfikuje resztę argininy [30,32]. Białko efektorowe AvrRpt2 z P. syringae z aktywnością proteazy cysteinowej oraz podobne do niego białka syntetyzowane przez inne bakterie patogenne, blokują w rzodkiewniku fosforyla-cję MPK4 i MPK11, co w efekcie prowadzi do hamowania szeregu reakcji odpornościowych. Na razie nie jest znany mechanizm blokowania MPK4/11, gdyż nie potwierdzono przypuszczenia, że AvrRpt2 degraduje proteolitycznie ki-nazy MPK4/11 lub kinazy położone w kaskadzie powyżej kinaz MAP [57]. Białko efektorowe AvrB z P. syringae ak-tywuje fosforylację i aktywację kinazy MPK4, która współ-tworzy kompleks z kinazą MKS1 i białkami RAR1, Hsp90 i RIN4 [30,32]. Białko efektorowe PexRD2 z motywem RXLR lęgniowca P. infestans wprowadzone do komórek ziemniaka oddziałuje z domeną kinazową MAPKKK zaburzając reak-cje odpornościowe zależne od kaskady kinaz MAP [58]. W pomidorze i pieprzu białko efektorowe XopAU syntetyzo-wane przez Xanthomonas euvesicatoria z aktywnością kinazy białkowej fosforyluje kinazę MKK2 ingerując w ten sposób 

			

		

		
			
				w funkcjonowanie kaskady, co sprzyja kolonizacji pieprzu [59].

				W regulacji aktywności kinaz białkowych oraz białek współtworzących szlaki sygnałowe biorą udział fosfatazy białkowe [1]. Heterotrimeryczna fosfataza białkowa PP2A kukurydzy i rzodkiewnika okazała się być celem ataku bi-ałek efektorowych z rodziny AvrE syntetyzowanych przez bakterie z kilku rodzajów [60]. Białka WtsE z Pantoea stewar-tii i AvrE1 z Pseudomonas syringae pv. tomato oddziałują z podjednostką regulatorową B w PP2A, która w rzodkiewni-ku jest kodowana przez 17 genów. Podjednostka B określa swoistość substratową oraz lokalizację subkomórkową en-zymu. Okazało się, że białko AvrE1 wprowadzone do rzod-kiewnika hamuje odkładanie kalozy i promuje namnażanie bakterii. Wyniki wcześniejszych badań wykazały, że PP2A uczestniczy w regulacji reakcji odpornościowych, gdyż de-fosforyluje kinazę BAK1, a także defosforyluje, a przez to destabilizuje enzym ACS odpowiedzialny za syntezę etyle-nu [60].

				Kinazy MAP fosforylują czynniki transkrypcyjne i białka regulujące transkrypcję genów, w tym m. in. genów kodu-jących enzymy funkcjonujące w biosyntezie fitohormonów oraz fitoaleksyn [1]. W soi ważną fitoaleksyną jest gliceoli-na, której prekursorem jest daidzeina. Białko efektorowe HopZ1 z P. syringae z aktywnością proteazy/acetylotrans-ferazy trawi proteolitycznie dehydratazę 2-hydroksyizofla-wanonową (GmHID1), enzym szlaku biosyntezy izoflawo-noidów, zakłócając tym samym syntezę daidzeiny [33].

				W wielu szlakach sygnałowych, w tym również w szla-kach aktywujących reakcje odpornościowe, ważna rolę od-grywają białka z rodziny 14-3-3 kodowane w rzodkiewniku przez 13 (GRF1 do 13), a w pomidorze przez 12 genów (TFT1 do 12) [61]. Białka 14-3-3 funkcjonują jako fosfosensory od-działujące z resztami fosforanowymi różnych białek, wpły-wając w ten sposób na ich funkcjonowanie. Na przykład, wykazano, że w rzodkiewniku izoformy 14-3-3 oddziałują z kinazami BAK1, CPK1 i czynnikami transkrypcyjnymi WRKY, w kukurydzy z H+-ATPazą, w tytoniu z oksydazą NADPH, w pomidorze z kinazami MAPKKK i MKK2 [61]. Wiele izoform białek 14-3-3 jest celem ataku dla szeregu bia-łek efektorowych, na przykład białko efektorowe HopM1 z P. syringae destabilizuje w rzodkiewniku i pomidorze 14-3-3k i TFT1, które pośredniczą w aktywowanej przez MAMP/PAMP produkcji ROS i zamykaniu aparatów szparkowych [61]. W pomidorze białko XopN z X. campestris oddziałuje z domeną kinazową nietypowej pseudokinazy białkowej TARK1 oraz z TFT1, funkcjonujących jako pozytywne regu-latory PTI. Utworzenie nieaktywnego kompleksu TARK1/XopN/TFT1 sprzyja supresji reakcji odpornościowych [61]. Białko efektorowe XopQ z X. euvesicatoria oddziałuje z kil-koma białkami TFT pomidora, ale najsilniej z TFT4 funk-cjonującym w odporności typu ETI [61]. Podobnie, w po-midorze i tytoniu białko HopQ1 z P. syringae oddziałuje z szeregiem białek 14-3-3 [61].

				Ważnym białkiem regulatorowym wpływającym na re-akcje odpornościowe typu PTI i ETI jest zakotwiczone w błonie komórkowej 224-aminokwasowe białko RIN4 (ang. RPM1-Interacting Protein4) zawierające w części N- i C-koń-
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				cowej domenę NOI (ang. NO3-induced), a na C-końcu mo-tyw kotwiczący białko w błonie [30,33,62,63]. W poszuki-waniach roli tego białka udało się na razie zidentyfikować kilka białek oddziałujących z RIN4, w tym m. in.: dwie H+--ATPazy (AHA1 i AHA2), AAA+-ATPazę (GCN4), kinazy RIPK i MPK4, białko EXO70B1 [30,62]. Białko RIN4 jest obecnie traktowane jako „platforma regulacyjna”, która ule-gając fosforylacji na kilku resztach seryny i treoniny, funk-cjonuje jako przełącznik pomiędzy reakcjami typu PTI i ETI [63]. Białko RIN4 jest celem ataku dla co najmniej czterech białek efektorowych z P. syringae, a mianowicie: AvrRpt2, HopF2, AvrB i AvrRpm1. Białko AvrRpt2 rozcina proteoli-tycznie RIN4 w obrębie domen NOI, co prowadzi do tłu-mienia reakcji typu PTI. Trawienie RIN4 przez AvrRpt2 jest hamowane przez HopF2, które modyfikuje RIN4 poprzez jego ADP-rybozylację. Białka efektorowe AvrB i AvrRpm1 oddziałują z kinazą cytoplazmatyczną RIPK i kilkoma inny-mi kinazami z tej rodziny, aktywując w ten sposób fosfory-lację RIN4 [30,33,63].

				DEZORGANIZOWANIE PROCESÓW POWIĄZANYCH BEZPOŚREDNIO LUB POŚREDNIO Z REAKCJAMI ODPORNOŚCIOWYMI

				Fitopatogeny biotroficzne i hemibiotroficzne wykształci-ły w toku ewolucji w wyniku presji selekcyjnej taki zestaw białek efektorowych, które sprzyjają infekowaniu i zasiedle-niu rośliny, ale nie zaburzają procesów biochemicznych na tyle, by zainfekowana komórka nie mogła przeżyć. W kilku następnych podrozdziałach przedstawiono skrótowo po-znane białka efektorowe, które ingerują w niektóre procesy komórkowe i osłabiają reakcje odpornościowe (Ryc. 1), ale nadal umożliwiają czerpanie przez fitopatogeny substancji pokarmowych z żywych komórek, chociaż w przypadku hemibiotrofów dzieje się tak, do czasu przejścia w fazę ne-krotroficzną.

				Zaburzanie ubikwitylacji i degradacji białek w proteasomach

				W poprzednich podrozdziałach zwracano uwagę na białko AvrPtoB z P. syrinage z aktywnością ligazy ubikwi-tynowej E3 ubikwitynylujące szereg błonowych kinaz biał-kowych [30,37,38]. Ligazą ubikwitynową typu E3 jest rów-nież XopK z X. oryzae pv. oryzae modyfikujące i kierujące do degradacji kinazę białkową OsSERK2 [50], a także białko efektorowe XopL z X. campestris pv. vesicatoria. Okazało się, że odcinek C-końcowy w XopL odpowiedzialny za aktyw-ność ligazową nie zawiera zachowawczej reszty cysteiny i nie jest podobny do żadnej z poznanych dotychczas ligaz E3 [37,38].

				Oprócz ligaz ubikwitynowych wprowadzanych do rośli-ny przez fitopatogeny, szereg innych białek efektorowych atakuje białka, które są funkcjonalnie powiązane z układa-mi ubikwitylacji i degradacji białek w proteasomach (Ryc. 1). Białko AvrPiz-t z grzyba Magnaporthe oryzae oddziałuje z ligazą E3 APIP6 i promuje jej degradację, natomiast białko Avr3a lęgniowca P. infestans w ziemniaku stabilizuje ligazę ubikwitynową E3 (CMPG1) typu U-box, która jest normal-nie degradowana w proteasomach [37]. Białko efektorowe HaRxL44 syntetyzowane przez Hyaloperonospora arabidopsis oddziałuje z ligazą E3 i białkiem 19a kompleksu Mediato-

			

		

		
			
				ra, kierując go degradacji proteasomalnej [36,37]. Ralstonia solanacearum wywołująca u ziemniaka chorobę określaną jako śluzak, syntetyzuje białko GALA z motywem GAxA-LA zawierające domenę kasety F występującej w białkach współtworzących kompleksy ligaz ubikwitynowych SCF rozpoznających białka substratowe przeznaczone do ubi-kwitylacji. Przypuszcza się, że GALA konkuruje z białka-mi F współtworzącymi kompleksy ligaz ubikwitynowych SCF [30,37]. Białko efektorowe HopM1 z P. syringae pełni przypuszczalnie funkcję białka adaptorowego, które umoż-liwia kierowanie białka MIN7 (ARF-GEF) do ubikwitylacji [30,37]. Białko AvrRpt2 z P. syringae z aktywnością prote-azy cysteinowej wpływa na degradację proteolityczną bia-łek represorowych AUX/IAA ubikwitynylowanych przez kompleks ligazy SCFTIR1 pełniacy funkcję receptora auksyn [42,43]. Białko efektorowe XopD z X. campestris pv. vesica-toria w części C-końcowej zawiera domenę proteazy od-szczepiającej białko SUMO od białka 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 podatności rośliny na infekcję.

				Poznano też szereg białek efektorowych pochodzenia bakteryjnego, których aktywność jest nakierowana na ha-mowanie aktywności proteasomów. Białko XopJ syntetyzo-wane przez X. campestris pv. vesicatoria oraz jego homolog HopZ4 z P. syringae pv. lachrymans z aktywnością proteazy cysteinowej/acetylotransferazy trawią w roślinie białko RPT6 budujące podjednostkę 19S proteasomu [30,37,38]. Obydwa białka efektorowe kotwiczą w błonie plazmatycz-nej i dlatego się przypuszcza, że w tym przedziale subko-mórkowym hamowaniu podlega aktywność pewnej puli proteasomów. W ostatnim czasie ujawniono, że obok XopJ i HopZ4 aktywność proteasomów hamuje także szereg innych białek efektorowych (HopM1, HopAO1, HopA1, HopG1) syntetyzowanych przez P. syringae pv. tomato [64].

				Zakłócanie transportu pęcherzykowego

				Jak już wcześniej wspomniano białko efektorowe HopM1 z P. syringae oddziałuje z jednym z białek GEF (AtMIN7) współdziałającym z małymi białkami G z podrodziny ARF funkcjonującymi w transporcie pęcherzykowym. Białka GEF, w tym także AtMIN7, pośredniczy w wymianie zwią-zanego z ARF GDP na GTP, powodując aktywacje małego białka G. Wyniki doświadczeń pokazują, że wprowadzone do rzodkiewnika HopM1 pełni przypuszczalnie funkcję białka adaptorowego, które kieruje AtMIN7 do ubikwityla-cji [30,32,36,39]. W ostatnim czasie odkryto, że również biał-ko efektorowe RxLR24 lęgniowca Phytophthora brassicae oraz jego homolog z P. infestans wprowadzone do rzodkiewnika i ziemniaka oddziałują z szeregiem małych białek G z rodzi-ny RAB z podrodziny A (RABA1a, 2a, 4a) funkcjonujących w transporcie egzocytarnym z siateczki trans-Golgiego do błony plazmatycznej [65]. Inaktywacja białek RAB powodu-je hamowania eksportu, np. białek antybakteryjnych PR-1 i PDF1.2, które w tym wypadku pozostają w siateczce sród-plazmatycznej. W tytoniu (N. benthamiana) białko efekto-rowe AVR3a z Phytophthora infestans oddziałuje z białkiem DRP2 (ang. Dynamin-Related protein2), które jest GTPazą funkcjonującą w endocytozie. W ten sposób AVR3a hamuje 
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				endocytozę kinazy receptorowej AtFLS2 [36,39]. Wcześniej wykazano, że kinaza AtBAK1 fosforyluje ligazy ubikwity-nowe typu U-box (PUB12 i PUB13), które ubikwitynylują kinazę AtFLS2. Wyznakowana w ten sposób kinaza AtFLS2 ulega endocytozie zależnej od klatryny i jest kierowana do wakuoli litycznych, gdzie ulega degradacji proteolitycznej. W ten sposób dochodzi do czasowego odwrażliwienia ukła-du odpornościowego na aktywację przez flagelinę [1].

				Wyniki badań z ostatnich lat pokazują, że celem ata-ku białek efektorowych są również niektóre podjednostki kompleksu egzocysty funkcjonującego w kierowaniu pę-cherzyków egzocytarnych do określonego miejsca w błonie plazmatycznej. Białko efektorowe AVR1 z Phytophthora in-festans oddziałuje w ziemniaku z białkiem Sec5, zaś białko efektorowe AVR-Pii syntetyzowane przez Magnaporthe ory-zae oddziałuje w ryżu z białkami Exo70F2 i-F3 [35,36,66].

				Ingerowanie w procesy reorganizacji cytoszkieletu

				Wyniki szeregu dotychczasowych badań pokazują, że cy-toszkielet pełni w reakcjach odpornościowych ważne funk-cje. Potwierdzają to również badania białek efektorowych, których celem ataku są filamenty aktynowe i mikrotubule (Ryc. 1) [39]. Białko HopW1 z P. syringae pv. maculicola w komórkach rzodkiewnika i tytoniu powoduje demontaż sieci filamentów aktynowych. Rozpad cytoszkieletu akty-nowego hamuje endocytozę i zakłóca transport pęcherzy-kowy pomiędzy wczesnymi a późnymi endosomami oraz wakuolą [30,39]. Cytoszkielet aktynowy destabilizuje także białko HopG1 z P. syringae pv tomato, które w komórkach rzodkiewnika wnika do mitochondriów, gdzie oddziałuje z kinezyną pośredniczącą w sieciowaniu filamentów aktyno-wych z mikrotubulami. Oddziaływanie HopG1 z kinezyną powoduje łączenie się filamentów w wiązki aktynowe, co sprzyja wzrostowi podatności rzodkiewnika na infekcję [23,30,39]. Podatność na infekcję rośnie również po wpro-wadzeniu do komórek rzodkiewnika AvrPphB z P. syrin-gae, które oddziałuje z czynnikiem depolimeryzacji aktyny AtADF4 [39].

				Odporność rośliny tłumią również białka efektorowe, których celem ataku są mikrotubule. Białko HopE1, syntety-zowane przez P. syringae pv tomato, oddziałuje z kalmoduli-ną i białkiem MAP65 (ang. Microtubule-Associated Protein65) funkcjonującym w sieciowaniu przeciwbiegnących mikro-tubul. HopE1 oddziałuje najpierw z kalmoduliną, a następ-nie w formie heterodimeru wiąże MAP65. Oddysocjowanie MAP65 od mikrotubul powoduje hamowanie sekrecji bia-łek, w tym także białek antybakteryjnych PR [30,39]. Białko HopZ1a z P. syringae w obecności kwasu fitynowego ulega najpierw autoaktywacji poprzez acetylację reszty lizyny, a następnie, jako aktywna acetylotransferaza przenosi reszty octanowe z acetylo-CoA na tubulinę. Acetylacja tubuliny prowadzi do drastycznych zmian w sieci mikrotubul, które prowadzą do upośledzenia w transporcie pęcherzykowym [30,39]. Acetylotransferazą jest również białko AvrBsT z X. campestris pv. vesicatoria, które powoduje zakłócenia w formowaniu sieci mikrotubul. W tym wypadku AvrBsT modyfikuje w rzodkiewniku białko ACIP1 (ang. Acetyla-ted Interacting Protein1) oddziałujące z tubuliną, co staje się 

			

		

		
			
				przyczyną zmiany lokalizacji ACIP1 i tworzenia agregatów białkowych [30,39].

				Zaburzanie procesów zachodzących w chloroplastach i mitochondriach

				W badaniach prowadzonych w ostatnich latach uwaga wielu badaczy skupia się na chloroplastach, zwłaszcza na procesach zachodzących na świetle, które wpływają na reakcje odpornościowe. Na pierwszym miejscu należy tu wymienić produkcję przez PSII tlenu singletowego 1O2 oraz anionorodników ponadtlenkowych przez PSI, ale także, potwierdzany w wielu doświadczeniach, transport Ca2+ z cytoplazmy do chloroplastów [39,40]. Okazało się, że powyższe zmiany mają swój udział w aktywowanych przez flagelinę rozległych zmianach w ekspresji genów [40]. Interesujące wyniki uzyskano także w analizach ekspresji genów jądrowych kodujących białka funkcjonu-jące w chloroplastach NECG (ang. Nuclear Encoded Chlo-roplast-targeted Genes) [39,67] Okazało się, że cząsteczki typu MAMP/PAMP pochodzące z P. syringae pv. tomato już po 2 godz. od infekcji liści rzodkiewnika, aktywują ekspresję ponad 350 i hamują ekspresję około 500 genów NECG, spośród 3678 analizowanych genów. Po 4 godz. od czasu infekcji, liczba genów NECG, których ekspresja jest hamowana wzrasta do ponad 1100 [67]. Podobnie szybko zmienia się ekspresja genów NECG po wprowa-dzeniu do komórek białek efektorowych pochodzących z P. syringae [67]. Przeprowadzona przez autorów ana-liza sekwencji aminokwasowej 48 białek efektorowych bakterii z rodzaju Pseudomonas sugeruje, że aż 21 białek może wnikać do chloroplastów, a spośród 19 analizowa-nych białek z Xanthomonas pv. campestris, 10 białek przy-puszczalnie migruje do chloroplastów [67]. Jednakże w dotychczasowych badaniach zidentyfikowano zaledwie kilka białek efektorowych, które bezpośrednio ingerują w procesy zachodzące w chloroplastach. Przed ponad 10 laty poznano HopI1 z P. syringae, które w chloroplastach rzodkiewnika oddziałuje z białkiem szoku termicznego Hsp70, dezorganizuje ultrastrukturę tylakoidów i wyraź-nie hamuje syntezę kwasu salicylowego [33,39]. Inne biał-ko efektorowe HopN1 z P. syringae z aktywnością pro-teazy cysteinowej w liściach pomidora degraduje białko PsbQ współtworzące kompleks fotosystemu II, co powo-duje m. in. hamowanie produkcji ROS [33,39]. Wykazano też, że dwa inne białka z P. syringae, a mianowicie HopK1 i AvrRPS4 po wprowadzeniu do komórek rzodkiewnika ulegają proteolitycznemu rozcięciu, a następnie wnikają do chloroplastów [39].

				W ostatnim czasie zwrócono uwagę na stromule, jako te struktury tubularne, które umożliwiają komunikację chlo-roplastów z innymi organellami, w tym także z jądrem. Okazało się, że stromule odgrywają ważną rolę w reakcjach odpornościowych, pośrednicząc przypuszczalnie w trans-porcie H2O2 i kwasu salicylowego z chloroplastów do jądra [68]. W komórkach epidermalnych tytoniu funkcjonowanie stromuli zaburza białko XopL z Xanthomonas campestris pv. vesicatoria z aktywnością ligazy ubikwitynowej E3. Wyka-zano, że XopL oddziałuje z mikrotubulami, co powoduje zanikanie stromuli i ogranicza możliwość przemieszczania się chloroplastów w kierunku jądra [69].
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				W dotychczasowych badaniach zidentyfikowano tylko jedno białko efektorowe, które wnika do mitochondriów. Jest nim białko HopG1 z P. syringae, które w części N-koń-cowej ma sekwencję kierującą do mitochondriów. Jak już wcześniej wspomniano HopG1 w rzodkiewniku, tytoniu i pomidorze destabilizuje w mitochondriach cytoszkielet ak-tynowy poprzez oddziaływanie z kinezyną. Efektem dzia-łania HopG1 jest łączenie się filamentów w wiązki aktyno-we, co prowadzi do szeregu defektów rozwojowych, które przypuszczalnie mają związek z hamowaniem oddychania [23,30,39].

				Zakłócanie biosyntezy fitohormonów i ingerowanie w hormonalne szlaki sygnałowe

				Zagadnienia dotyczące wpływu białek efektorowych na biosyntezę fitohormonów oraz funkcjonowanie szla-ków i sieci sygnałowych aktywowanych przez fitohormo-ny zajmują w badaniach układu odpornościowego jedno z kluczowych miejsc [43]. W obecnym podrozdziale zostaną skrótowo omówione tylko te białka efektorowe, które w różny sposób zaburzają funkcjonowanie hormonów bezpo-średnio powiązanych z układem odpornościowym, a więc: kwasu salicylowego (SA), etylenu (ET) i kwasu jasmonowe-go (JA) (Ryc. 1) [30,41,42]. W kukurydzy, biosyntezę SA ha-muje mutaza choryzmianowa (Cmu1) syntetyzowana przez Ustilago maydis, natomiast w soi izochoryzmataza (PsIsc1) z lęgniowca Phytophthora sojae i (VdIsc1) grzyba Verticillium dalia. W obu przypadkach dochodzi do niepożądanych przemian intermediatów szlaku biosyntezy SA rozpoczy-nającego się od kwasu choryzmowego [70]. Biosyntezę SA hamuje również wspomniane już białko HopI1 z P. syringae, które w chloroplastach oddziałuje z białkiem szoku termicz-nego Hsp70 i dezorganizuje strukturę tylakoidów [39,41]. W rzodkiewniku białko HopD1 z P. syringae pv. tomato od-działuje z białkiem NTL9 z rodziny czynników transkryp-cyjnych NAC z motywem transbłonowym, kotwiczącym w błonie siateczki śródplazmatycznej. Przypuszcza się, że HopD1 zaburza migrację NTL9 do jądra, gdzie aktywuje ekspresję genu ICS1 kodującego kluczowy enzym szlaku biosyntezy SA [30]. W rzodkiewniku i bawełnie biosynte-zę SA blokuje białko efektorowe VdSCP41 z grzyba Verti-cillium dahliae, które oddziałuje z czynnikiem transkrypcyj-nym wiążącym kalmodulinę CBP60g i podobnym do niego SARD1 regulujących m. in. ekspresję genu ICS [71]. Szlaki sygnałowe aktywowane przez SA zakłóca wspomniane wcześniej białko AvrPtoB z P. syringae, które w obecności SA ubikwityluje NPR1, jedno z trzech białek receptorowych SA regulujących ekspresję genów aktywowanych przez SA [72]. Białko NPR1 występuje w cytoplazmie w formie homo-oligomerów, które w obecności SA i tioredoksyny dysocjują do monomerów migrujących do jądra, gdzie oddziałują z czynnikami transkrypcyjnymi TGA. Okazało się, że poziom NPR1 w jądrze musi podlegać ścisłej regulacji m. in. po-przez degradację w proteasomach. Wspomniane wcześniej białko XopJ z X. campestris, trawiące proteolitycznie podjed-nostkę RPT6 proteasomu, hamuje degradację białka NPR1 zakłócając w ten sposób ekspresję genów aktywowanych przez fitohormon [41,70]. Aktywowaną przez SA ekspresję genów PR1 w rzodkiewniku i soi hamują białka efektorowe 

			

		

		
			
				HaRxL62 i HaRxL96 z lęgniowca Hyaloperenospora arabidop-sis i PsAvh163 z Phytophthora sojae [70].

				Syntezę ET w rzodkiewniku hamuje białko HopAF1 z P. syringae, które 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 aktywowaną przez cząsteczki MAMP/PAMP biosyn-tezę ET [73]. W pomidorze, syntezę ET hamuje również białko XopD z X. euvesicatoria, które, jak już wcześniej wspomniano, odszczepia od czynnika transkrypcyjnego SlERF4 białko SUMO. Desumoilacja białka SlERF4 kieruje go do degradacji w proteasomach, co powoduje hamowa-nie syntezy ET [37,38,41].

				W dotychczasowych badaniach nie znaleziono białek efektorowych zakłócających syntezę JA, natomiast ziden-tyfikowano kilka białek, które ingerują w szlaki sygnałowe aktywowane przez ten fitohormon [30,41,74]. Białka HopX1 i HopZ1a z P. syringae degradują białka JAZ (ang. Jasmonate Zim Domain), które funkcjonują jako represory genów akty-wowanych przez JA. Białko HopX1 jest proteazą cysteino-wą trawiącą białka JAZ, natomiast HopZ1 z aktywnością acetylotransferazy/proteazy cysteinowej acetyluje JAZ, co ostatecznie sprzyja ich ubikwitylacji i degradacji prote-asomalnej [30,74]. Białko HopBB1 z P. syringae oddziałuje z białkiem JAZ3 oraz białkiem represorowym TCP14, co umożliwia tworzenie heterotrimeru TCP14/HopBB1/JAZ3 kierowanego do kompleksu ligazy ubikwitynowej SCFCOI1 [75]. Białko efektorowe RxL44 z lęgniowca Hyaloperonospora arabidopsis oddziałuje z białkiem MED19a kompleksu Me-diatora, kierując go do degradacji w proteasomach, co po-woduje wzmocnienie ekspresji genów związanych z JA i ET [74].

				W tym miejscu warto podkreślić, że białka efektoro-we ingerujące w funkcjonowanie SA i JA zaburzają także odporność szparkową [36]. Wiadomo, że aktywowane przez cząsteczki typu MAMP/PAMP zamykanie apa-ratów szparkowych jest jedną z ważniejszych odpowie-dzi obronnych przeciwdziałających infekowaniu rośliny [1]. Ruchy aparatu szparkowego reguluje głównie ABA, ale zamykanie szparek aktywuje również SA, podczas gdy JA działa antagonistycznie. Oczywiście, odporność szparkową zaburzają również te białka efektorowe, które blokują receptory PRR, zakłócają funkcjonowanie cyto-plazmatycznych kinaz RLCK, enzymów produkujących ROS i kanałów wapniowych, czy kinaz białkowych CPK i CIPK [30,36,53].

				Zaburzanie procesów transkrypcji i translacji genów

				Analizy porównawcze ekspresji genów związanych z aktywacją PTI oraz zmian towarzyszących wprowadzeniu do rzodkiewnika białek efektorowych z P. syringae zwró-ciły uwagę na zaskakująco duży, w obu przypadkach, za-kres zmian w ekspresji genów [44]. Aktywacja PTI przez cząsteczki MAMP/PAMP już po 2 godz. od infekcji po-woduje przeprogramowanie ekspresji około 1200 genów, z tego ekspresja około 400 genów rośnie, a maleje ekspresja około 800 genów. Supresji ulegają głównie geny związane 
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				z funkcjonowaniem chloroplastów, natomiast rośnie eks-presja genów związanych z produkcją ROS, fosforylacją białek, modyfikacjami potranslacyjnymi, odpowiedziami na SA, syntezą fitoaleksyn. Zmiany towarzyszące wpro-wadzeniu do komórek białek efektorowych z P. syringae pojawiają się nieco później i po 6 godz. rośnie ekspresja około 800 genów, a ekspresja około 600 genów maleje. Zmiany w ekspresji dotyczą głównie genów kodujących białka związane z regulacją transkrypcji i białka uczest-niczące w transporcie czynników transkrypcyjnych do ją-dra oraz białka funkcjonujące w autofagii, a także genów związanych z syntezą ABA [44]. W poprzednim podroz-dziale zwracano już uwagę na podobne analizy w ekspre-sji genów NECG (ang. Nuclear Encoded Chloroplast-targeted Genes) związanych z funkcjonowaniem chloroplastów. Również te analizy wskazują na równie szybkie i rozległe zmiany związane z aktywacją PTI i dalsze, równie szybkie zmiany towarzyszące wprowadzeniu białek efektorowych z P. syringae [67].

				Od jakiegoś czasu, duże zainteresowanie, również ze względów praktycznych, budzą białka efektorowe TAL (ang. Transcription Activator-Like) syntetyzowane przez bakterie z rodzaju Xanthomonas i Ralstonia [45,76]. Białka te w części C-końcowej mają motyw skierowujący do jądra (NLS), za którym jest położona domena kwaśna aktywująca transkrypcję, natomiast w części środkowej występuje do-mena utworzona z kilkunastu, do kilkudziesięciu 34-ami-nokwasowych powtórzeń. W każdym takim powtórzeniu w pozycjach 12 i 13 występuje dwuaminokwasowy motyw zmienny RVD (ang Repeat-Variable Diresidues) rozpoznają-cy określoną zasadę w DNA. Białka TAL mogą się wiązać do sekwencji promotorowych różnych genów, ale także, jak się przypuszcza, mogą oddziaływać z polimerazą RNA II i regulatorami negatywnymi polimerazy II [30,76]. W poje-dynczych doniesieniach wykazano, że w ryżu PthXo1 z X. oryzae pv. oryzae, a także PthXo2, PthXo3, AvrXa7, TalC i Tal5 aktywują ekspresję genów OsSWEET11-15 kodujących białka transportujące cukry z komórki do apoplastu [76]. Inne białko efektorowe AvrBs3 X. spp. aktywuje w pieprzu ekspresję genu UPA20 kodującego czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za regulację genów związanych z hyper-trofią, w tym m. in. genu ekspansyny-a. Obserwowany w tym wypadku nadmierny rozrost komórek epidermy pro-wadzi do pękania warstwy okrywającej, co sprzyja infek-cji bakteryjnej. Bakteria X. citri syntetyzuje kilka efektorów TAL (PthA, B, C i TalC), które w cytrynie aktywują ekspre-sję CsLOB1 kodującego czynnik transkrypcyjny odpowia-dający za powstawanie powierzchniowej chropowatości sprzyjającej infekcjom [76].

				Wspomniane już wcześniej białko efektorowe XopD z X. campestris pv. vesicatoria w liściach pomidora lokalizowane jest w ciałach jądrowych (foci) [30,46,47]. XopD jest stosun-kowo dużym białkiem (760 reszt aminokwasowych) obej-mującym cztery różne domeny pełniące odmienne funkcje (Ryc. 1). W części środkowej położona jest domena HLH od-działująca niespecyficznie z DNA i wiążąca czynnik trans-krypcyjny AtMYB30. Leżąca za nią domena EAR oddziałuje z czynnikami transkrypcyjnymi regulującymi ekspresję ge-nów związanych z odpornością i stresem, a w części C-koń-cowej występuje domena z aktywnością proteolityczną od-

			

		

		
			
				cinającą od białek małe białka SUMO. Czwarta, najmniejsza domena N-końcowa XopD pełni przypuszczalnie funkcję regulacyjną. Oddziaływanie XopD z białkiem AtMYB30 za-burza funkcjonowanie tego ważnego czynnika transkryp-cyjnego regulującego ekspresję genów związanych z odpor-nością, w tym m. in. genów związanych z metabolizmem długołańcuchowych kwasów tłuszczowych [46]. Aktyw-ność proteolityczną domeny C-końcowej XopD potwier-dzono w przypadku wspominanego już wcześniej czynnika transkrypcyjnego SlERF4. Desumoylacja SlERF4 prowadzi do jego degradacji proteolitycznej i hamowania produkcji etylenu [41]. Bakteria Pantoea agglomerans (dawniej Ervinia herbicola) syntetyzuje białko efektorowe HsvG, które w bu-raku aktywuje ekspresję genu HSVGT kodującego czynnik transkrypcyjny. Białko HsvG w części N- i C-końcowej ma motywy NLS, natomiast w części środkowej domenę HTH (ang. Helix-Turn-Helix) i dwa odcinki R1 i R2 odpowiedzial-ne za swoistość oddziaływania z DNA [30]. Białko PopP2 z R. solanacearum z aktywnością acetylotransferazy mody-fikuje reszty lizyny w wielu czynnikach transkrypcyjnych z rodziny WRKY liczącej w rzodkiewniku 74 białek [30]. W poprzednich podrozdziałach zwracano już uwagę na szereg białek efektorowych, które zaburzają funkcjonowanie fito-hormonów. W rzodkiewniku białko HopD1 z P. syringae pv. tomato zaburza transport czynnika transkrypcyjnego NTL9 do jądra, hamując w ten sposób ekspresję genu ICS1 kodu-jącego kluczowy enzym szlaku biosyntezy SA [30]. Białka HopX1, HopZ1a i HopBB1 z P. syringae ingerują w szlaki sygnałowe aktywowane przez JA [30,74,75], AvrRpt2 z P. syringae z aktywnością proteazy cysteinowej trawi białka represorowe AUX/IAA regulujące odpowiedzi na auksy-ny, a XopDXcc8004 z X. campestris stabilizuje białka represo-rowe DELLA zaburzając w ten sposób aktywację genów regulowanych przez gibereliny (GA) [30,43]. Białko HopM1 oddziałuje z GRF8/MIN10 z rodziny 14-3-3, powodując hamowanie transportu czynnika transkrypcyjnego BZR1 z cytoplazmy do jądra [30]. Białko BZR1 jest kluczowym ele-mentem szlaku sygnałowego aktywowanego przez brazi-nosteroidy (Br) [43].

				W poprzednich podrozdziałach zwracano uwagę na białko efektorowe HopU1 z P. syringae pv. tomato DC3000 z aktywnością mono-ADP-rybozylotransferazy, który w rzodkiewniku modyfikuje białka wiążące RNA, szczególnie białka GRP7 i GRP8 [30]. GRP7 oddziałuje z transkryptami mRNA kodującymi FLS2 i EFR, a także ze składnikami ukła-du translacyjnego, białkami eIF4E i S14. ADP-rybozylowa-ne GRP7 przestaje oddziaływać z transkryptami FLS2 i EFR, co prowadzi do obniżenia poziomu białek receptorowych FLS2 i EFR [30]. Białko efektorowe 30D08 nicienia Heterode-ra schachtii wprowadzone do komórek rzodkiewnika wnika do jądra, gdzie oddziałuje z białkiem SMU2 (ang. Suppressor of Mec-8 and Unc52 2) funkcjonującym jako białko pomocni-cze spliceosomu. Białko 30D08 powoduje zmiany w ekspre-sji 2180 genów, w tym genów związanych z obróbką, trans-krypcją i wiązaniem RNA [77]. Białko efektorowe PsAvh23 z Phytophthora sojae zaburza oddziaływanie podjednostki ADA2 z podjednostką katalityczną GCN5 kompleksu ace-tylotransferazy histonowej. Wiązanie podjednostki ADA2 współtworzącej kompleks acetylotransferazy SAGA zabu-rza acetylację histonu H3K9 i powoduje deregulację ekspre-sji genów związanych z odpornością [78].
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				UWAGI KOŃCOWE

				Prezentowane w pracy mechanizmy molekularne wyko-rzystywane w tłumienia odporności podstawowej i sprzy-jające opanowaniu rośliny przez atakujący fitopatogen dotyczą wyłącznie białek efektorowych syntetyzowanych i wprowadzanych do wnętrza komórek infekowanej rośli-ny .przez fitopatogenne bakterie, grzyby i grzybopodobne lęgniowce. Na podstawie informacji zawartych w pracy można łatwo się zorientować, że większość poznanych pod względem biochemicznym białek efektorowych pochodzi z kilku patogennych szczepów Pseudomonas syringae wy-wołujących bakteriozy. Są to szczepy: Pst DC3000 powodu-jący plamistość pomidora, rzodkiewnika i infekujący tytoń (N. benthamiana), Pss-pv. syringae zakażający bez, gruszę i fasolę, Pph-pv. phaseolicoloa wywołujący zarazę fasoli i Pta-pv. tabaci zakażający tytoń [22]. W badaniach labora-toryjnych, szczepem najczęściej wykorzystywanym jest P. syringae pv. tomato DC3000 syntetyzujący zestaw 29 białek efektorowych, które pod względem charakterystyki bio-chemicznej oraz sposobu ingerowania w funkcjonowanie białek docelowych w funkcjonowanie białek docelowych są najlepiej przebadanymi efektorami [23,30,79]. Poszczególne gatunki i patogenne szczepy bakterii z rodzaju Xanthomonas zakażają około 120 roślin jednoliściennych i 270 dwuliści-ennych, ale w badaniach białek efektorowych wykorzystu-je się kilka szczepów, 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 których poznano w sumie około 20 białek efektorowych [24,30]. Patogenne szczepy Ralstonia solanacearum zakażają ponad 200 roślin, w tym wiele roślin uprawnych, wywołując u roślin psianko-watych chorobę zwaną śluzakiem, np. zgniliznę ziemniaka. W badaniach białek efektorowych przez R. solanacearum poznano dotychczas tylko cztery białka (PopP2, GALA, RipAY RipTps), chociaż każdy z patogennych szczepów syntetyzuje zestaw około 60-75 białek [25,30]. Podjęte nie-dawno analizy białek efektorowych pochodzenia baktery-jnego pod kątem ich lokalizacji subkomórkowej, funkcji biologicznej oraz specyficzności względem białkom doce-lowym wykazały, że większość, bo prawie 70% tych białek atakuje dwa lub więcej białek docelowych z tej samej lub z różnych klas [26]. Potwierdzają to również, nieco zaskaku-jące, wyniki doświadczeń opublikowane w ostatnim czasie [80]. Techniką SLCA (ang. Split Luciferase Complementation Assay) badano w protoplastach pomidora oddziaływania pomiędzy pięcioma białkami efektorowymi z Pst DC3000 (HopAI1, AvrPto, HopA1, HopM1, HopAF1) a 279 kinaza-mi białkowymi pomidora. Na podstawie dotychczasowych badań było wiadomo, że tylko dwa z pięciu badanych bi-ałek efektorowych (AvrPto, HopAI1) ingerują w aktywność kinazową atakowanych białek, natomiast pozostałe trzy bi-ałka zakłócają funkcjonowanie zupełnie innych białek. Ho-pAF1 zaburza aktywność MTN1 i 2, enzymów funkcjonują-cych w syntezie etylenu [73], HopM1 atakuje MIN7, GRF8, a HopA1 oddziałuje z białkiem EDS1 funkcjonującym w ETI (Ryc. 1). Wyniki analiz pokazały, że połowa badanych kinaz białkowych oddziałuje z co najmniej jednym białkiem efek-torowym, 48% kinaz oddziałuje z wiecej niż trzema efek-torami, a tylko HopM1 nie oddziałuje z żadną z badanych kinaz białkowych [80]. Kinazy białkowe oddziałujące z efek-torami należą do różnych klas (RLK, RLCK, MAPK) i wiele 

			

		

		
			
				z nich funkcjonuje w odporności typu PTI i ETI, a także w aktywacji programowanej śmierci komórki (PCD) [80].

				W odróżnieniu od fitopatogenów bakteryjnych syn-tetyzujących zestawy kilkudziesieciu białek efektorowych, genomy grzybów i lęgniowców kodują setki takich efek-torów [81]. Wiedza na temat białek efektorowych syn-tetyzowanych przez grzyby była jeszcze niedawno bardzo ograniczona [82]. Pewien postęp nastąpił po tym jak w Magnaporthe oryzae zidentyfikowano konserwatywną struk-turę MAX (ang. Magnaporthe Avrs and ToxB like), która jak się okazało występuje w ośmiu poznanych białkach efek-torowych (AVR-Pia, AVR1-CO39, AVR-Pii, AVR-Pik, AvrPiz-t, AVR-Pita, Avr-Pi9 i PWL2) [27,81,83]. W Blume-ria graminis pv. hordei zidentyfikowano konserwatywną strukturę RALPH występującą u szeregu poznanych bi-ałek (AVRA1, AVRA13, AvrPm2), a u Melampsora lini pozna-no sześć białek efektorowych (AvrL567, AvrM, AvrP4, AvrP123, AvrL2 i AvrM14), z występujacym u niektórych białek podobieństwem strukturalnym [81]. W sumie, u dwóch grzybów biotroficznych (Blumeria graminis, Melamp-sora lini) i trzech hemibiotrofów (Magnaporthe oryzae, Lepto-sphaeria maculans, Fusarium oxysporum) poznano dotychczas około 20 białek efektorowych [27], a w infekowanych roślin-ach zidentyfikowano około dziesieciu immunoreceptorów wewnątrzkomórkowych NB-LRR rozpoznających niektóre z tych białek [27,84].

				Zdecydowanie więcej wiemy obecnie na temat liczby oraz funkcji biologicznej białek efektorowych syntetyzowanych przez lęgniowce. Identyfikowanie genów kodujących te białka w lęgniowcach ułatwia fakt, że wiele z nich posia-da charakterystyczne motywy (RxLR-dEER, Crinkler motif, CHxC, LxLFLAK) [28,81]. Motyw RXLR (Arg-reszta do-wolnego aminokwasu-Leu-Arg) występuje za motywem stanowiącym sygnał sekrecyjny, a poprzedza domenę efek-torową zlokalizowaną w części C-końcowej. W strukturze krystalicznej tych białek wyodrębniono jeszcze domenę WY (Trp, Tyr) tworzącą charakterystyczną pętlę WY [81,85]. Ge-nomy trzech gatunków hemibiotroficznych Phytophthora, a mianowicie P. infestans, P. ramorum i P. sojae zawierają odpo-wiednio 563, 396 i 374 genów kodujących białka z motywem RXLR [28], dlatego w dotychczasowych badaniach te białka stały się przedmiotem największego zainteresowania [28]. Właściwości i funkcję biochemiczną poznano, co najmniej częściowo, w przypadku około 20 białek z motywem RxLR i około 6 białek z rodziny CRN syntetyzowanych przez P. infestans, P. sojae i biotroficzny Hyaloperonospora arabidop-sis, a w roślinach zidentyfikowano szereg immunorecepto-rów NB-LRR rozpoznających niektóre z tych białek [27,28]. Początkowo przypuszczano, że motyw RXLR uczestniczy w transporcie endocytarnym białka z przestrzeni zawartej pomiędzy błoną haustorium a błoną plazmatyczną komór-ki roślinnej (Ryc. 1), jednakże wyniki najnowszych badań pokazują, że motyw RXLR jest odcinany proteolitycznie w haustorium,tak że do przestrzeni międzybłonowej migru-je domena efektorowa z acetylowaną na N-końcu resztą lizyny [86]. W badaniach poświęconych analizom ekspre-sji genów kodujących białka RXLR wykazano, że poziom transkryptów rośnie już na bardzo wczesnym etapie infek-cji [87]. W doświadczeniach, w których liście ziemniaka in-fekowano cystami z pięciu różnych szczepów P. infestans, 
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				a następnie po upływie 12 godz., gdy wewnątrz tkanki li-ściowej formują się już haustoria [88], izolowano materiał do analiz RNA. Okazało się, że w materiale pobranym do analiz po 12 godz. od infekcji, w pięciu różnych szczepach P. infestans zidentyfikowano transkrypty 245 genów RXLR. U każdego badanego szczepu ekspresji ulega 108 genów, 34 geny są transkrybowane u czterech szczepów, 29 u trzech, 30 u dwóch i 44 geny ulegają transkrypcji tylko u jednego szczepu [87]. Wykrywanie białek efektorowych RXLR w ko-mórkach rośliny jest prawie niemożliwe, ze względu na ich bardzo niski poziom, ale umożliwiają to techniki oparte na ekspresji w roślinie konstruktu takiego jak np. GFP-RXLR [89]. Wprowadzenie do N. benthamiana 52 konstruktów GFP-RXLR kodujących różne białka z P. infestans pozwoliło wykazać, że 41% wyznakowanych białek występuje w cy-toplazmie i jądrze, 25% w jądrze, 7% w cytoplazmie, 18% migruje do błony plazmatycznej. Ponadto, w doświadcze-niach, w których GFP-RXLR wprowadzono do rośliny infe-kowanej P. infestans ujawniono, że szereg białek GFP-RXLR gromadziło się wokół haustoriów [89].

				W kontekście prezentowanych tutaj informacji zasad-ne wydaje sie pytanie o to, dlaczego grzyby i lęgniowce syntetyzują setki białek efektorowych, podczas gdy geno-my bakterii kodują tylko dziesiątki takich białek. Biorąc pod uwagę prezentowane wyniki wskazujące na niemal masywną ekspresję genów RXLR już we wczesnej fazie infekcji, zagadkowe stają się wyniki pokazujące, że wyłą-czenie nawet jednego genu, np. AVR3a w P. infestans staje się przyczyną wyraźnego spadku wirulencji [90]. Analizy białek efektorowych pochodzenia bakteryjnego pod kątem ich specyficzności względem białkom docelowym [26], a także opisane wyżej wyniki najnowszych doświadczeń [80] prowadzą do wniosku, że większość tych białek atakuje w roślinach wiele białek docelowych. Na razie nie wiemy czy białka efektorowe grzybów i lęgniowców funkcjonują w roślinach inaczej, dlatego nie można zakładać, że ich duża liczba świadczy o ich funkcjonalnej redundancji. Pytania o różnice pomiędzy białkami efektorowymi bakterii, a bi-ałkami grzybów i lęgniowców stawiane są również w pracy opublikowanej w ubiegłym roku [91], jednakże, zdaniem autorów, proponowane w niej sugestie wydają się przed-wczesne, bowiem wiedza na temat swoistości substratowej, a także funkcji biochemicznej białek pochodzacych z grzy-bów i legniowców 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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Slowa kluczowe: bialka efektorowe fitopato-
genéw, tlumienie odpornosci podstawowej
Todlin, podatnosé rosliny na infekeje, immumo-
receptory NB-LRR/NLR

Wykaz skrétéw: ETI (ang. Effector-Triggered
Tnmunity) - odpornoé¢ aktywowana przez
efektor; ETS (ang. Effector-Triggered Susceptibili-
#) - podatnosé na infekcje wywolywana przez
efektor; NB-LRR (ang. Nucleotide-Binding-
~Leucine-Rich Repent) - immunoreceptor we-
wnatrzkomérkowy roslin rozpoznajacy biatko
efektorowe fitopatogena; NLR (ang. NOD-Li-
ke Receptor) - teceptor wewnatrzkomérkowy
podabny do receptoréw NODI i 2 czlowieka;
PRR (ang, Pattern Recognition Receptor) - recep-
tor blonowy rozpoznajacy okreslony wzorzec
molekularny obcej badz wiasnej czasteczld;
PTI (ang. PAMP-Triggered Tmmunity) - odpor-
n0s¢ aktywowana przez czasteczke MAMP/
PAMPi DAMP

STRESZCZENIE

Klad odpornoéciowy roélin obejmuje dwa, powigzane ze soba poziomy obrony lokal-

nej. Pierwszg 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 bialka efektorowe
wykorzystujace wspélne, ale takze swoiste dla réznych fitopatogenéw strategie molekular-
ne nakierowane na supresje ukladu odpornosciowego. Wiele bialek efektorowych atakuje
receptory PRR badz bialkowe i niebialkowe elementy szlakéw sygnalowych, inne zaklo-
caja wazne procesy komérkowe, w tym m. in.: ubikwitylacje i degradacje bialek w prote-
asomach, transport pecherzykowy, reoorganizacje cytoszkieletu, funkcjonowanie chloropla-
stéw i mitochondriéw, biosynteze fitohormonéw i przekazywanie sygnaléw hormonalnych,
ekspresje genéw. Efektem thumienia reakeji odpornosciowych przez bialka efektorowe jest
wazrost podatnosci rosliny na infekeje 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-
wnatrzkomérkowe NB-LRR/NLR rozpoznajace w spos6b bezposredni lub czgéciej w sposob
posredni wprowadzane do wnetrza komérek bialka efektorowe. Zmiany konformacyjne w
immunoreceptorze NB-LRR/NLR, towarzyszace rozpoznaniu bialka efektorowego, aktywu-
ja wewnatrzkomérkowe szlaki sygnalowe uruchamiajace caly wachlarz odpowiedzi obron-
nych typu ETI (ang. Effector-Triggered Immunity) stanowiacych druga linie obrony lokalnej.

WPROWADZANIE

W strategii obronnej roslin, odpornos¢ aktywowana przez czasteczki typu
MAMP/PAMP i DAMP stanowi pierwsza linie obrony, ktora nie tylko zapobie-
ga infekcjom, ale takze aktywnie zwalcza pojawiajace sie w roslinie fitopatogeny.
Odpornosé podstawowa, nazywana odpornoscia typu PTI (ang. PAMP-Trigge-
red Inmunity), wspoltworza reakcje obronne, w tym m. in.: produkcja w apopla-
scie aktywnych form flenu, zamykanie aparatow szparkowych, synteza i odkla-
danie w scianach komérkowych kalozy, biosynteza fitoaleksyn, synteza biatek
typu PR (ang. Pathogenesis-Related) i peptydow antybakteryjnych, biosynteza
fitohormonéw zwiazanych z odpornoscia, przeprogramowanie ekspresji tys
genéw. Odpornosé typu PTI jest wystarczajaco efektywna, by skutecznie chro-
nié rosline przez infekcjami i przeciwdziala¢ rozwojowi choréb. W pracy opu-
blikowanej niedawno w Postepach Biochemii podsumowano wyniki dotycheza-
sowych badan poswieconych identyfikowaniu czasteczek typu MAMP/PAMP i
DAMP, poznawaniu receptorow blonowych typu PRR (ang. Pattern Recognition
Receptor) rozpoznajacych te czasteczki i aktywujacych wewnatrzkomérkowe
szlaki sygnalowe inicjujace odpornosé lokalna PTI [1]. Jednakze w toku ewoludji
organizmy patogenne wyksztalcily szereg mechanizmow molekularnych umoz-
liwiajacych przelamywanie pierwszej linii obrony, a w efekcie sprzyjajacych
kolonizacji rosliny. W thumieniu odpornosci PTI, fitopatogeny z roznych grup
systematycznych wykorzystuja specjalne bialka oraz wiele r6znych matych cza-
steczek nazywanych ogélnie efektorami, ktére w rézny sposéb uczestnicza w
opanowaniu rosliny. Ostatecznie, supresja reakeji odporno: h 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 podkreslic, ze w literaturze naukowej termin efek-
tor uzywany jest w podwéjnym znaczeniu. W znaczeniu szerszym obejmuje on
r62ne bialka sekrecyjne, w tym rowniez enzymy degradujace niektore skladni-
ki komorek rosliny, ale takze czasteczki typu MAMP/PAMP oraz wiele innych
substancji, w tym réwniez toksyny produkowane przez rézne fitopatogeny. W
Kolonizadji roslin przez biotroficzne i hemibiotroficzne grzyby i grzybopodobne
legniowce (Oomycetes) szczeg6lna role ogrywaja efektory kierowane do apopla-
stu, zwlaszcza enzymy degradujace polisacharydy budujace sciany komérkowe,
inhibitory r6znych proteaz roslinnych, enzymy unieszkodliwiajace fitoantycypi-
ny i fitoaleksyny oraz czasteczki, ktére zaburzaja percepdje czasteczek MAMP/
PAMP, np. syntetyzowane przez niektére grzyby biatka Ecp6, Slpl z domenami
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