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BIOTECHNOLOGICZNE METODY WPROWADZANIA ODPORNOSCI
U ROSLIN NA NICIENIE

Pasozytnicze nicienie sg szeroko rozpowszechnionymi szkodnikami powodu-
jacymi znaczgce straty w uprawach roslin — zwiaszcza w krajach klimatu
tropikalnego i subtropikalnego. Nieco mniejsze zagrozenie stanowiag dla upraw
roslin klimatu umiarkowanego. Biorgc pod uwage duzg wartos¢ strat w plonach
(w skali swiata szacowang na okoto 100 mld dolardéw rocznie) (Sasser i Freckman
1987), intensywnie poszukuje sie skutecznych metod zwalczania tych szkodni-
kéw. Poza wprowadzeniem prawidtowego zmianowania, stosowaniem srodkéw
chemicznych (nematocydéw) i metod biologicznych (grzyboéw z rodzaju Verticil-
lium i Nemathophtora), najskuteczniejszg ochrone przed nicieniami zapewnia
wprowadzanie do uprawy odpornych odmian roslin, co powoduje zmniejszenie
juz istniejgcej populacji nicieni. Ros$liny uprawne najczesciej nie posiadaja
jednak genéw warunkujgcych odpornos¢ na nicienie. Trzeba je do nich wpro-
wadzac¢ z genomow dzikich krewnych lub z genoméw obcych gatunkéw. Badania
prowadzone w tym zakresie koncentrujg sie przede wszystkim na powodujacych
najwieksze straty w rolnictwie nicieniach z rodzaju Globodera i Heterodera
(matwiki) oraz Meloidoggne (guzaki).

W tej pracy przedstawiono najpierw to, co jest konieczne dla zrozumienia
mechanizmow odpornosci roslin na nicienie, tojest cykl zyciowy tych pasozytéw
oraz budowe i funkcjonowanie indukowanych przez nie w korzeniach organéw
(struktur) odzywiajacych: syncytiow i komoérek olbrzymich (ang. giant cells). Na
tym tle oméwiono nastepnie dotychczasowe osiggniecia biotechnologii w poszu-
kiwaniu odpornosci na te nicienie.

CYKL ZYCIOWY NICIENI

MATWIKI
W cyklu zyciowym matwikow wystepujg cztery pokolenia larw i pokolenie
osobnikow dojrzatych (ryc. 1). Larwy pierwszego stadium (J1) rozwijajg sie
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Ryc. 1 Cykl rozwojowy matwikoéw (Heterodera ssp.).

A) larwa drugiego stadium w ostonce jajowej. B) wedrujace larwy drugiego stadium. C) osiadte,

niezréznicowane piciowo larwy drugiego stadium po zaindukowaniu syncytium. D) zr6znicowane

pitciowo larwy trzeciego stadium. E) zréznicowane piciowo larwy czwartego stadium (syncytium

samca degeneruje). F) dojrzale ptciowo osobniki; samiec opuszcza kutykule trzeciego stadium lar-
walnego i wedruje do samicy, ktéra po zaptodnieniu zaczyna sktadac jaja.
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w jajach zawartych we wnetrzu cystiw nich przechodza pierwsza wylinke. Larwy
drugiego stadium (J2) sag larwami infekcyjnymi. Przebijaja ostonke jaja, wycho-
dzg z cyst i rozpoczynajg poszukiwanie rosliny gospodarza. W korzeniach roslin
zywicielskich indukujg rozwo6j syncytium i przechodza na osiadly tryb zycia.
Larwy infekcyjne matwikoéw nie sg zréznicowane piciowo. Réznice w budowie
primordiéw genitalnych samic i samcow stajg sie widoczne przed rozpoczeciem
wylinki do stadium J3 (Grundier 1989). Po zakonczeniu fazy J3 larwy samcow,
bez przerw na pobieranie pokarmu, przechodzg dwie bezposrednio po sobie
nastepujgce wylinki i po osiagnieciu dojrzatosci ptciowej opuszczaja korzenie.
W rozwoju samic kolejne wylinki sg zawsze przedzielone krétszymi lub dtuzszymi
okresami pobierania pokarmu. Dojrzate samice odzywiajg sie caly czas kosztem
rosliny gospodarza. Po zaptodnieniu, w jajach bedacych jeszcze w ciele samic,
rozwijaja sie larwy pierwszego stadium (JI), a z oskodrka ostaniajacego jaja
powstaje ochronna cysta. Pomimo ze wiekszo$¢ gatunkéw matwikow jest obli-
gatoryjnie amfimiktyczna (Triantaphyllou i HIRSCHMANNn 1980), wyniki doswiad-
czen z réznymi wariantami warunkow rozwoju nicieni i porazonych przez nie
roslin wskazujg, ze pte¢ matwikéw jest determinowana epigenetycznie (Raski
1950, Mugniery i Fayet 1981, Wyss i Grundler 1992).

GUZAKI

W rozwoju guzakodw, podobnie jak w rozwoju matwikéw, wystepuja cztery
stadia larwalne i pokolenie sktadajgce sie z osobnikéw dojrzatych. Infekcyjne
larwy tych nicieni (J2) inicjuja w korzeniach rozwdj komérek olbrzymich, ktére
sa funkcjonalnymi odpowiednikami syncytiow. Po zainicjowaniu komoérek ol-
brzymich, larwy przez okoto 14 dni pobierajg z nich pokarm, po czym szybko
przechodza trzy wylinki. W obrebie oskérka larwy drugiego stadium przeksztat-
caja sie w osobniki dojrzate, ktére wznawiajg pobieranie pokarmu irozpoczynaja
sktadanie jaj. Wiekszos¢ guzakow to gatunki partenogenetyczne. Teoretycznie
ich populacje powinny sktada¢ sie wytgcznie z samic. Jednak w niekorzystnych
warunkach nawet 60% populacji moga stanowi¢ samce lub formy interseksualne
(Triantaphyllou i Hirschmann 1980). Potwierdza to teorie epigenetycznej regu-
lacji ptci nicieni.

STRATEGIA NICIENI W POCZATKOWYM STADIUM INFEKCJI

MATWIKI

Infekcyjne larwy matwikéw wchodza do korzeni w strefie wierzchotkowej
(strefa elongacyjna i wtosnikowa). Poczatkowo poprzez tkanki koiy pierwotnej
przemieszczajg sie w kierunku walca osiowego, a nastepnie migruja wzdtuz osi
korzenia. Ich aparat gebowy jest zaopatrzony w stosunkowo masywny sztylet.
Postugujac sie nim niszczga one mechanicznie lezace na trasie ich wedréwki
komoérki gtebszych warstw miekiszu korowego i endoderme. Czasem penetruja
rowniez wnetrze walca osiowego. Blisko brzegu walca osiowego nakiuwajag
delikatnie kilka komérek, prébujac zainicjowa¢ w nich zmiany prowadzace do
powstania syncytium. Po znalezieniu wtasciwie reagujgcej komarki przez okoto
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7 godzin trwajg nieruchomo ze sztyletem wbitym do wyselekcjonowanej komarki.
W tym czasie tracg zdolnos¢ lokomocji i przechodzga na osiadly tryb zycia,
rozpoczynajac pobieranie pokarmu (Wyss 1992), o czym $wiadcza pulsacyjne
ruchy miesni przetyku. Pobieranie pokarmu odbywa sie w trzech kolejno po sobie
nastepujacych fazach. Faza pierwsza jest faza wtasciwego pobierania pokarmu
i trwa okoto 1,5 h. Po niej nastepuje faza druga, podczas ktorej larwy wyciagaja,
a nastepnie ponownie wprowadzajg sztylet do syncytium. W trzeciej fazie przez
kanat sztyletu larwy wprowadzaja do syncytium swoja wydzieline. Z wydzieliny
tej powstaje tak zwana rurka pokarmowa (ang. feeding tube), ktéra umozliwia
nicieniom pobieranie pokarmu z cytoplazmy syncytium. Po utworzeniu rurki
pokarmowej caty proces rozpoczyna sie od poczatku i trwa z przerwami (kolejne
wylinki) przez caty okres zycia nicieni (Wyss 1992).

GUZAKI

Larwy guzakéw wchodzg do korzeni w strefie elongacji. Stad, przeciskajac
sie miedzy komérkami miekiszu korowego, migruja ku wierzchotkowi korzenia,
a nastepnie wykonujg zwrot o 180°, wchodza w obszar réznicujgcego sie walca
osiowego i zmierzaja ku nasadzie korzenia. W strefie r6znicowania tkanek
przechodza na osiadty tryb zycia i indukujg rozwéj komoérek olbrzymich. Okrezng
trase wedréwki larw zmierzajacych do walca osiowego poprzez wierzchotek
korzenia mozna wyttlumaczy¢ istnieniem mechanicznej bariery, jaka stanowi dla
nich potozona na granicy kory pierwotnej i walca osiowego endoderma. Z kolei
wybér miedzykomorkowej drogi migracji przez larwy guzakéw ttumaczy budowa
sztyletu tych nicieni. Ma on mniejsze rozmiary niz sztylet matwikéw i z tego
powodu nie nadaje sie do wykonania duzych otworéw w $Scianach komoérek.
W zwigzku z tym przemieszczajgce sie w korzeniach larwy, wydzielanymi przez
siebie enzymami rozpuszczajg blaszki srodkowe, a sztyletu uzywajg do rozsu-
wania tarasujgcych im droge komérek (Wyss i wspotaut. 1992).

MORFOGENEZA SYNCYTIOW | KOMOREK OLBRZYMICH

SYNCYTIA

Skiad komorkowy i ultrastrukture syncytiéw formujacych sie pod wptywem
matwikéw badano u wielu gatunkéw roslin (JONES i Northcote 1972, WYSS
iwspc')}aut. 1984, Bleve-Zacheo i Zacheo 1987, Golinowski i Magnusson 1991,
Magnusson | Golinowski 1991, Grymaszewska | Golinowski 1991). W tej pracy
przedstawiono wyniki obserwacji przeprowadzonych na porazonej matwikiem
burakowym modelowej roslinie, jaka w badaniach nematologicznych jest rzod-
kiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana), ryc. 2a, (Siimons i wspo6taut. 1991).
w korzeniach tej rosliny inicjalng komérka syncytiow powstajacych pod wpty-
wem larw samic jest zazwyczaj komérka prokambialna przylegta do juz zrézni-
cowanych naczyn proto- lub metaksylemu. Komérka ta pod wptywem nicienia
intensywnie powieksza sie. Wzrasta w niej ilos¢ organelli, takich jak mitochon-
dria, plastydy i diktiosomy. Nastepuje tez proliferacja endoplazmatycznego
retikulum (ER) i zwieksza sie gestos¢ optyczna cytoplazmy. Centralna wakuola
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rozpada sie na liczne, mniejsze. Po kilku godzinach w $cianach komoérki inicjal-
nej pojawiajg sie otwarcia tgczace ja z sgsiednimi komérkami prokambialnymi,
majacymijuz podobnie zmieniony protoplast. Syncytium powigksza sie stopnio-
Wo0 poprzez rozpuszczanie odcinkdéw Scian i fuzje protoplastéw kolejnych komé-
rek walca osiowego. Rozprzestrzenia sie w walcu osiowym wzdtuz wigzek prze-
wodzacych akro- i bazypetalnie (ryc. 2b). W tym czasie sgsiednie komorki
prokambium i komérki perycyklu dzielg sie na catej dtugosci syncytium itworza
uktad tkanek podobny do budowy wtérnej korzenia. Komaorki endodermy zamie-
raja, a tkanki kory pierwotnej i epiblema sg rozrywane przez rozrastajacy sie
walec osiowy. Poza rejonem gtowy nicienia syncytium zostaje otoczone warstwa-
mi komoérek perydermalnych. Przy syncytiach nastepuje zahamowanie réznico-
wania drewna pierwotnego. Wigzki floemowe sg przesuniete ku brzegowi walca
osiowego. Wzrasta w nich ilos¢ elementéw przewodzgcych. W zaawansowanym
stadium rozwoju obecne w syncytiach ameboidaine jadra znacznie sie powie-
kszajg, eo w potaczeniu z silng kondensacja nukleoplazmy $wiadczy o ich
wysokiej aktywnosci metabolicznej. Retikulum endoplazmatyczne tworzy w syn-
cytiach chrakteiystyczne koliste uktady a w pewnych miejscach — zwarte
obszary tubularnych cystern. W cytoplazmie pojawiaja sie liczne ciata lipidowe.
Sciany syncytiéw sg zwykle grube i nie ma w nich czynnych plazmodesm. Przy
naczyniach formuja sie na nich wyrostki transferowe, ktére powiekszajg powie-
rzchnie pobierania wody i substancji pokarmowych.

Syncytia, z ktérych pobierajg pokarm larwy samcéw, sg usytuowane na
brzegu walca osiowego i sg inicjowane w perycyklu (ryc. 2c). Rozprzestrzeniajg
sie w tej tkance i w prokambium. Ze wzgledu na stabszy przyrost objetosci
komérek majg znacznie mniejsze rozmiary niz syncytia samic (Grundler i Wspot-
aut. 1994). Inne cechy, ktére rézniagje od syncytiéw samic, to prawie catkowity
brak przerw w ciagtosci scian komoérkowych w rejonach oddalonych od gtowy
nicienia i stabszy rozwéj wyrostkéw transferowych, ktére wkrotce po powstaniu
zlewaja sie ze sobg tworzac struktury przypominajgce raczej zgrubienia Sciany
komérkowej niz typowe wyrostki.

KOMORKI OLBRZYMIE

Larwy guzakodw inicjujg powstawanie zespotu komorek olbrzymich ztozonego
z 2 do 12 komorek w strefie réznicowania tkanek korzenia, w sgsiedztwie naczyn
protoksylemu. Komoérki poddane dziataniu nicieni znacznie sie powiekszaja (lyc.
2d). Zachodzg w nich synchronicznie liczne mitozy bez cytokinez. Wzrasta tez
ploidalnos¢ jader — nawet do 64 n (Jones 1981). Tworzace zesp6t komoérki tacza
sie ze sobg za posrednictwem zmodyfikowanych plazmodesm. Nastepuje tez
proliferacja komorek w korze pierwotnej, co prowadzi do powstania wyrosli
otaczajgcej zarowno nicienia, jak i komoérki, z ktérych pobiera pokarm (Endo
1975).

Ciagtos¢ tkanek przewodzacych jest zachowana dzieki réznicowaniu sie
dodatkowych elementéw drewna i tyka. W czasie rozwoju komérek olbrzymich
wzrasta w nich proporcjonalny udziat cytoplazmy w stosunku do wakuoli, a na
Scianach sasiadujgcych z naczyniami tworzg sie rozbudowane systemy wyro-
stkéw Sciany komoérkowej. Cytoplazma ma strukture podobng do cytoplazmy
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komorek metystematycznyeh. Jadro komorkowe jest powiekszone i ameboidal-
ne, a ilos¢ diktiosoméw i mitochondridéw wzrasta. Membrany ER sg stosunkowo
nieliczne, a rybosomy (wolne lub w polisomach) sa rozproszone w catej cytopla-
zmie. Otwarcia w Scianie komorkowej nigdy sie nie tworza (Jones 1981).

Ryc. 2. Zmiany w tkankach korzenia rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) porazonych
matwikiem burakowym [Heterodera schachtii) i guzakiem p6étnocnym (Meloidogyne in-
cognita) .

A) przekro6j poprzeczny przez korzen rosliny nie zainfekowanej: B) syncytium (*) samicy matwika w

stadium J3; C) syncytium (*) samca matwika w stadium J3; D) przekr6j przez wyro$l i komorki

olbrzymie (*) zaindukowane przez guzaka; widoczne ciato nicienia (N). Powigkszenie A, B, C — 500x,
D — 250x.
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ZMIANY AKTYWNOSCI GENOW W ORGANACH INDUKOWANYCH
PRZEZ NICIENIE

Nie sg znane do tej pory nawet podstawowe mechanizmy regulujace tworzenie
i funkcjonowanie organéw odzywiajacych nicienie. Zdolno$¢ jednego gatunku
nicienia do ich indukowania w setkach gatunkéw roslin (Meloidogyne incognita
ma ponad dwa tysigce gatunkodw roslin gospodarzy) nie moze by¢ wyttumaczona
tylko poprzez bezposrednie oddzialywanie wydzielin nicienia na kluczowe enzy-
my w metabolizmie roslin. Podobnie tez wszystkich obserwowanych zmian nie
da sie wyttumaczy¢ jako prostego dziatania lokalnego ukitadu dawca-biorca
stworzonego przez nicienia. Aktywny udzial genéw gospodarza w tworzeniu
i funkcjonowaniu organdéw odzywiajacych wydaje sie by¢é oczywisty. Niestety
brak jest niepodwazalnych, bezposrednich dowodéw na poparcie tej teorii
(Siimons 1993). Powszechnie wiadomo jest jednak, ze rozwijajgce sie organy
odzywiajgce maja silnie zageszczong cytoplazme z duzg iloscig organelli, szcze-
gélnie mitochondriéw, rybosomoéw i endoplazmatycznego retikulum, dlatego za
pewnik nalezy uznaé, ze przynajmniej te geny gospodarza, ktére biorg udziat
w regulowaniu aktywnosci i funkcji tych organelli, sg w pewien sposéb kontro-
lowane przez nicienie. Dodatkowo silnie powiekszone, ameboidalne jagdro komor-
kowe wskazuje na duzag aktywnos¢ gendéw roslinnych (Burrows 1992). Pewne
Swiattlo na mechanizm oddzialtywania nicieni na rosline moze rzuci¢ fakt, ze
specyficzne dla wydzielin wtosnia spiralnego (Trichinella spiralis) przeciwciata
wykazujg obecnosé jego wydzielin w jadrze komoérek gospodarza (Despommier
1990, Lee iwspobtaut. 1991). Co wiecej, okazuje sie, ze w wydzielinie tego nicienia
jest substancja bardzo podobna do czynnika transkrypcji (Pozio i BRUSCHi 1994).
Sugerowatoby to, ze pasozyt oddziatywuje bezposrednio na specyficzng ekspresje
genow komorek miesnia. Wiosien spiralny jest, co prawda, pasozytem zwierzat
i cztowieka, ale indukuje w ich komérkach miesniowych takze powstawanie
syncytiéow. Poprzez mozliwe analogie mozna przyja¢ zatozenie, ze nicienie roslin-
ne moga bezposrednio oddziatywaé na genetyczne mechanizmy regulacji aktyw-
nosci metabolicznej komérki.

Do tej pory podjeto tylko kilka préb zanalizowania sktadu biatek w syncytiach
i komérkach olbrzymich oraz poréwnania ich ze sktadem biatek w roslinach nie
porazonych przez nicienie. Nie wykazano jednak istnienia zadnych istotnych
réznic. Co wiecej, niespodziewanie, wieksze i istotniejsze roznice w ich skladzie
zaobserwowano w lisciach porazonych roslin, gdzie pojawito sie nowe biatko, niz
w ich korzeniach (Hammond-Kosack i wspotaut. 1990).

Poszukiwanie genoéw aktywowanych (prawie) specyficznie w komorkach ro-
slinnych — organach odzywiajacych nicienie przebiega zasadniczo dwoma dro-
gami. Pierwsza z nich to zastosowanie metody odczytu réznicujgcego (ang.
differential display) bibliotek cDNA. Jednym ze zidentyfikowanych genow,
aktywnym w organach pokarmowych nicieni, jest gen Nem2 kodujacy katalaze.
Pojawia sie on w organach zaindukowanych przez G. palliiia i M. incognita
w korzeniach ziemniaka (Niebe1 i wspétaut. 1995). Katalaza steruje rozpadem
nadtlenku wodoru do wody i tlenu. Nadtlenek wodoru jest uznawany za sub-
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stancje sygnatowg, stymulujgca reakcje obronne w komodrkach roslinnych.
Zwiekszona produkcja katalazy w zainfekowanych korzeniach moze sugerowad,
ze nicienie wytworzyty mechanizm wiodacy do obejscia lub ostabienia systemu
obronnego roslin poprzez zlikwidowanie lub ograniczenie ilosci czynnika je
indukujgcego, czyli nadtlenku wodoru (Gheysen i Van Montagu 1995).

Z kolei w korzeniach Arabidopsis porazonych przez H. schachtii zaobserwo-
wano akumulacje glikoproteidu (thioglikozydazy). Jest on jednak produkowany
tylko w komorkach perydermalnych otaczajgcych syncytium, a samo syncytium
jest go catkowicie pozbawione (Grundier iwspoétaut. 1994, Schmidt 1995). Nieco
bardziej specyficzng ekspresje dwoéch ekstensyn (biatek strukturalnych $ciany
komorkowej, pojawiajacych siepod koniec rozwoju Sciany i stabilizujgcych po-
taczenia pomiedzy jej sktadnikami) zaobserwowano w komérkach otaczajgcych
komérki olbrzymie zainicjowane przez ill incognita (Van der Eycken i wspoétaut.
1992, 1994). Z drugiej strony, nie znaleziono istotnych ilosci ekstensyny w Scia-
nach komoérek olbrzymich. Wysunieto wiec hipoteze, ze dla zachowania opty-
malnych mozliwo$ci pobierania pokarmu z systemu waskularnego do komdrek
olbrzymich niezbedne jest zachowanie Scian komoérek olbrzymich w stanie jak
najbardziej pierwotnym. Natomiast sciany komérek tworzacych wyrosl stanowiag
w tym uktadzie mechaniczny system zabezpieczajgcy komérki olbrzymie przed
nadmierng ekspansjg. W przypadku infekcji matwikami synteza ekstensyn
miata miejsce tylko w komérkach zniszczonych przez nicienia w czasie jego
migracji.

Role ochronng mozna tez przypisywa¢ produktowi genu Lemmi9, ktory
wykazuje wysoka aktywno$¢ w komdrkach olbrzymich zaindukowanych przez
AL incognita w korzeniach pomidora. Gen ten wykazuje bardzo duze podobien-
stwo do genu leal4A (ang. late — embryogenesis abundant) z genomu baweiny.
Jest on szczegblnie aktywny w pdznych stadiach embriogenezy, ajego produkt
jest prawdopodobnie odpowiedzialny za ochrone zarodka przed wysychaniem
w czasie dojrzewania nasion. Przypuszczalng rolg genu Lemmi9 moze wiec by¢
ochrona cytoplazmy komorek olbrzymich przed wysychaniem (Van der Eycken
i wspotaut. 1994).

Druga drogg badania zmian w ekspresji genow w syncytium lub komadrkach
olbrzymich jest analiza aktywnosci regiondw regulatorowych genoéw, to jest
promotoréw. Sg one czesto aktywne (tzn. umozliwiajg synteze danego biatka)
tylko na okreslonym etapie rozwoju rosliny lub w okreslonym organie. Bardzo
efektywnym narzedziem monitorowania aktywnosci promotoréw na poziomie
komérkowym jest gen markerowy GUS (uidA) kodujacy enzym 3~glukuronidaze.
Gen ten jest przytlgczany do promotora, ktérego funkcja i sekwencjajest znana.
Zestaw taki, na drodze transformacji, jest wprowadzany do genomu rosliny i po
jej regeneracji obecnos$¢ produktu genu GUS moze by¢ wykryta poprzez reakcje
z odpowiednim substratem na poziomie komérkowym, wskazujac na aktywnosé
testowanego promotora (Jefferson i wspoétaut. 1987).

Metoda ta znaleziono, jak dotad, tylko pare promotoréw wykazujgcych
podwyzszong aktywnos$¢ w strukturach odzywiajgacych nicienie. Jednym z nich
jest promotor genu TobRB7, kodujgcego membranowe biatko kanatowe. Normal-
nie gen ten ulega krétkotrwatej ekspresji we wczesnych etapach rozwoju walca
osiowego. W korzeniach porazonych przez nicienia promotor tego genu jest
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aktywny w caltym zespole komérek olbrzymich (Opperman i wspétaut. 1994,
Taylor i wspOtaut. 1992). Poprzez stopniowe skracanie dtugosci oryginalnego
promotora (dtugosci okoto 1,8 kb) uzyskano ostatecznie odcinek DNA o dtugosci
okoto 0,3 kb, ktory jest specyficznie i wylgcznie aktywny w komorkach olbrzy-
mich organu odzywiajgcego zaindukowanego przez nicienia.

Drugim przykiadem jest promotor genu kodujgcego kinaze cdc2a. Biatko to
jest znane jako jeden z kluczowych regulatoréw cyklu komérkowego. W nieza-
infekowanych roslinach jest ono aktywne tylko w dzielgcych sie komdérkach
tkanek merystematycznych. W organach odzywiajacych nicienie najwieksza
aktywnos$¢ promotora cdc2a zostata zaobserwowana trzy dni po wniknieciu
patogena do korzenia, a nastepnie stopniowo malata (Niebe1 i wspotaut. 1994).
Role tego genu mozna stosunkowo prosto wyjasni¢ w komdérkach olbrzymich,
gdyz powszechnie jest znany zachodzacy w nich proces wielokrotnych mitoz nie
zakonczonych cytokineza (Jones 1981). Znacznie trudniejsze jest wyttumaczenie
aktywnosci tego genu w syncytiach, ktoérych jadra nie przechodza mitozy. Jednag
z ewentualnych mozliwosci jest indukowanie w nich poczatkowych faz mitozy,
po ktorych zostaje ona przerwana i zablokowana, co prowadzi jednak do
ewentualnej endoreduplikacji materiatu genetycznego (Gheysen i Van Montagu
1995).

Kolejnym przykitadem promotora aktywnego w organach pokarmowych ni-
cienia jest promotor genu kodujgcego reduktaze hydroksymetyloglutaiy-
lokoenzymu A (HMGR). Enzym ten petni kluczowa role w mechanizmach syntezy
terpenoidéw i steroli (Cramer 1992). Promotor tego genu jest aktywowany
wkroétce po wyselekcjonowaniu komérki inicjalnej ijest aktywny przez caty okres
rozwoju zespotu komoérek olbrzymich (Weissenborn i wspétaut. 1994). Jest to
szczegblnie interesujgcy promotor, gdyz nicienie sg catkowicie zalezne od swojego
gospodarza pod wzgledem doptywu i skladu steroli, ktérych nie sg w stanie
samodzielnie syntetyzowac¢ (Chitwood i Lusby 1991).

Wydaje sie, ze dalsze badania wykaza, ze geny gospodarza, aktywne w orga-
nach odzywiajacych nicienie, sg takze aktywne w innych tkankach lub specyfi-
cznych stadiach rozwojowych rosliny. Jednakze, pomimo ze geny i mechanizmy
gospodarza nie sg uruchamiane specyficznie przez infekcje nicienia, to posiada
on zdolno$¢ wywotania catosciowych zmian korzystnych dla siebie (Burrows
1992).

Z kolei inne badania prowadzone przy uzyciu zestawu: promotor-gen GUS
wykazaty, ze wiele powszechnie stosowanych w biologii molekularnej promoto-
row o wysokiej aktywnosci w korzeniach, jak CaMV 35S, roi A-D, nos, {gamma}-
TIP czy T-cytbyto catkowicie wytgczanych w wyniku infekcji nicieniowej (Goddijn
i wspotaut. 1993). Wydaje sig, ze w ten spos6b pasozyt moze zmuszaé¢ komorki
gospodarza do wytgczenia pewnych szlakéw metabolicznych i do przestawienia
catej maszynerii biosyntezy biatka na potrzeby budowania organu odzywiajacego
i dostarczanie pozywienia nicieniowi.

Dysponowanie promotorem o (prawie) specyficznej ekspresji w organie odzy-
wiajacym nicienie jest bardzo wazne dla konstruowania metodami inzynierii
genetycznej linii roslin odpornych na te patogeny. Dlatego niewielka liczba
znanych promotoréw, aktywnych w syncytiach i komérkach olbrzymich, spowo-
dowata podjecie poszukiwan nowych, aktywnych promotoréw. Wykorzystano
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w tym celu takze gen GUS, tym razem jednak pozbawiony promotora. W wyniku
transformacji i regeneracji gen ten wtacza sie losowo do genomu rosliny i w wielu
przypadkach podtgcza sie do jakiego$ promotora, tworzgc funkcjonalng catosc.
Taki hybrydowy gen (promotor z ro$liny stransformowanej + gen GUS) przejawia
swojg organowo- i/lub rozwojowo specyficzng ekspresje, ktdra moze by¢ Sledzo-
na w laboratorium po podaniu substratu odpowiedniego dla GUS (Kertbundit
i wspétaut. 1991). Ta metoda znakowania i ,wytawiania” promotorow jest stoso-
wana od paru lat w kilku europejskich laboratoriach. Analiza ponad 1000
transgenicznych linii modelowej rosliny Arabidopsis thalianawykazuje, ze tylko
okoto 5% ,wytowionych” w ten spos6b promotoréw wykazuje wzmozong aktyw-
no$¢ w miejscu infekcji nicieniowej, przy czym nie jest to indukcja scisle
specyficzna. Zwykle ekspresje GUS obserwuje sie tez w innych miejscach w ro-
Slinie.

ZASTOSOWANIE BIOTECHNOLOGII WE WPROWADZANIU ODPORNOSCI
NA NICIENIE

Nematocydy sg obecnie najbardziej toksycznymi pestycydami stosowanymi
w rolnictwie, a co gorsza— jednoczesnie najmniej skutecznymi i najtrudniejszy-
mi w stosowaniu. Z tego powodu w wielu krajach rozwinietych odchodzi sie
powoli od ich stosowania i szuka nowych, praktyczniejszych i bezpieczniejszych
dla srodowiska rozwigzan (Atkinson i wspoétaut. 1994).

Nadmiernego wzrostu populacji pasozytniczych nicieni mozna uniknaé¢ po-
przez stosowanie prawidtowego zmianowania i zachowanie odpowiednio dtugich
przerw pomiedzy kolejnymi uprawami podatnymi na tego samego nicienia. Jest
tojednak najczesciej warunek niemozliwy do spetnienia, gdyz wiekszos$¢ nicieni
ma bardzo szerokie spektrum gospodarzy, a niektdére ich gatunki potrafig
przetrwaé¢ w stanie anabiozy nawet do o$miu lat.

Inng mozliwosciag jest zastosowanie w spos6b masowy naturalnych wrogoéow
nicieni, takich jak grzyby z gatunkéw Nemathophtora gynophiia czy Verticillium
chlamydosporium. W badaniach laboratoiyjnych byly one w stanie zniszczyé
nawet 95% populacji nicieni, ale w praktyce okazalo sie, ze dziatajg bardzo wolno
i sg niezwykle trudne do zastosowania, chociaz zapewniajg skuteczng i trwatg
ochrone (Burrows i wspétaut. 1994).

Ostatnig mozliwoscia unikniecia strat powodowanych przez nicienie jest
wprowadzenie odpornosci do odmian uprawnych. Nalezy tu wyjasni¢, ze w przy-
padku nicieni za rosline odporng uznaje sie takg, ktéra uniemozliwia powieksza-
nie sie obecnej juz populacji nicieni. Oznacza to, ze za rosliny odporne uwaza
sie takie, na ktorych rozwijaja sie masowo tylko samce i sporadycznie pojedyncze
samice (Muller 1989). Problem polega jednak na tym, iz najczesciej gatunki
uprawne nie posiadaja odpowiednich genéw odpornosci na nicienie i trzeba je
przenosi¢ z genomow ich dzikich krewnych, lub catkowicie obcych gatunkow.
Stosowane do tego tradycyjne metody hodowlane sg bardzo czasochtonne i nie
zawsze skuteczne.

Kilka znanych gendéw warunkujacych odpornos$¢ na nicienie jest obecnie juz
w czesci lub w catosci sklonowana. Ich biochemiczna funkcja nie jest jednak
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znana, podobnie zresztg jak wiekszosci innych genéw odpornosci. Efekty ich
dziatania sa zazwyczaj podobne do nadwrazliwosci i prowadza do szybkiego
obumierania protoplastu zaindukowanego organu odzywiajgcego nicienie.

Tak zwany gen Mi pochodzacy z Lycopersicon pemvianum wprowadzono do
genomu pomidora (L. esculentum). Jest to pojedynczy, dominujacy gen o dtugosci
okoto 1,5 Mb i w najblizszej przysztosci powinien zosta¢ catkowicie zsekwen-
cjonowany i sklonowany. Zapewnia on odporno$¢ na nicienie z rodzaju Meloido-
gyne (stad nazwa) ijest, jak na razie, jedynym komercyjnie dostepnym genem
odpornosci na te nicienie w uprawie pomidoréw (Roberts 1992). Okazuje sie
jednak, ze klasyczne lub nawet bardziej udoskonalone techniki hodowlane nie
umozliwiajg przeniesienia tego genu do innych roslin uprawnych niz pomidor.

Ro6zne geny zapewniajgce odpornos¢ na H. schachtii wystepuja w trzech
dzikich gatunkach rodzaju burak (Beta), lecz do tej poty nie udato sie wyhodowac
odmiany uprawnej odpornej na matwika burakowego i posiadajgcejjednoczesnie
zdolnos¢ do produkcji cukru w stopniu umozliwiajagcym jego optacalng produ-
kcje. Obecnie podjeto kolejne proby osiggniecia tego celu poprzez hodowle linii
translokacyjnych buraka cukrowego (trisomicznych krzyzéwek buraka cukro-
wego z jego dzikim odpornym krewnym, ktdre po crossing-over w mejozie moga
dac¢ ptodne diploidatne potomstwo posiadajace juz gen odpornosci w wymienio-
nym odcinku genomowego DNA) noszacych gen odpornosci przeniesiony
z B. procumbens. Dla tych linii trwajg juz zaawansowane prace nad identyfika-
cja, mapowaniem i klonowaniem tego genu (Jung i wspdétaut. 1992).

Kilka dzikich podgatunkéw ziemniaka (Solanum tuberosum) posiada geny
odpornosci na niektére patotypy Globodera rostochiensis i G. pallida, podczas
gdy inne patotypy nie wywotujg reakcji obronnych rosliny. Skomplikowany sktad
genomu ziemniaka bardzo utrudnia mapowanie i klonowanie interesujacych
gendw (Pineda i wspoOtaut. 1993).

Trwajg oczywiscie poszukiwania innych genéw warunkujacych odpornosc¢
na nicienie. Przykladem jest wyselekcjonowanie 12 r6znych mutantoéw rzodkiew-
nika (Arabidopsis) oznaczonych jako AMi i posiadajacych czesciowa, lub catko-
witg odpornos¢ na nicienie guzakowe lecz tylko czesciowg na matwiki (Niebel
i wspoétaut. 1994). Z wyselekcjonowanych 12 mutantéw wiekszo$s¢ wykazuje
zaburzenia wzrostu i rozwoju, a co wiecej, tylko jeden z nich okazat sie by¢
rzeczywiscie odpornym w testach przeprowadzonych in vitro.

Zmudno$é metod klasycznych ilustruje fakt, ze nad wprowadzeniem odpo-
rnosci na matwika burakowego do buraka cukrowego pracuje siejuz od przeszto
80 lat i dopiero ostatnio osiggnieto to dzieki metodom biotechnologicznym.
Wydaje sie, ze trudnosci zwigzane z wprowadzeniem gendéw odpornosci do
odmian uprawnych zostang ostatecznie pokonane dopiero metodami inzynierii
genetycznej w potaczeniu z transformacja roslin. Aktualnie, przekazywanie
obcego DNA za posrednictwem Agrobacterium tumefaciens (por. przeglad Ghey-
"SEN i wspotaut. 1992) jest technika tak zaawansowana, ze tylko nieliczne rosliny
nie dajg sie stransformowac¢ w ten sposéb. Wtedy pozostajg jeszcze do wykorzy-
stania inne mozliwosci, jak na przyktad mikrowstrzeliwanie DNA (poréwnaj
artykut Genetyczna transformacja roslin w tym zeszycie). Ponadto metody biote-
chnologiczne moga by¢ w przysztosci wykorzystane do modyfikowania i ulepsza-
nia naturalnych genéw odpornosci uzywajac technik rekombinacji DNA.
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Niezaleznie od zastosowania genéw odpornosci, rozwéj pasozytniczego nicie-
nia mozna przerwa¢ w wielu miejscach jego cyklu rozwojowego, poczynajac od
uniemozliwienia mu opuszczenia ostonki jajowej, a na p6znych, zaawansowa-
nych stadiach rozwojowych konczgc. W dalszej czesci artykutu przedstawimy
mozliwe biotechnologiczne metody uzyskania odpornosci roslin, prowadzacej do
przerwania rozwoju nicieni, w kolejnosci chronologicznej, w jakiej interferuja
one z ich cyklem zyciowym.

OPUSZCZANIE OSLONKI JAJOWEJ

Larwy niektorych gatunkéw matwikéw wymagajg przed opuszczeniem oston-
kijajowej pobudzenia pewnymi substancjami, pochodzacymi z wydzielin korze-
niowych. Poprzez wprowadzenie zmian w metabolizmie korzenia, prowadzgcych
do zmniejszenia ilosci tych zwigzkéw mozna, teoretycznie, uzyskaé rosliny nie
stymulujace larw nicieni do opuszczaniajaj. Strategia ta majednak pare stabych
punktéw. W ogdlnej populacji jaj pewna ich czes¢ rozwija sie zawsze do sta-
dium wedrownych larw infekcyjnych, opuszczajgcych ostonke jajowg bez
uprzedniej stymulacji wydzielinami korzeniowymi. Prowadzi to do szybkiego
wyselekcjonowania nowej wirulentnej populacji nicieni i obejscia uzyskanej ta
droga odpornosci. Dodatkowo okazato sie, ze niezwykle trudno jest wyizolowac
czynnik aktywny, a nawet po dokonaniu tego moze okazac¢ sie, ze metabolizmu
korzenia nie da sie zmieni¢ w takim stopniu, aby zwigzek stymulujgcy byt
produkowany w ilo$ciach nie powodujgcych pobudzeniajaj (Siimons i wspétaut.
1994b).

ROZPOZNANIE GOSPODARZA

Po opuszczeniu jaja wedrowna larwa drugiego stadium poszukuje potencjal-
nego gospodarza, kierujac sie do zrodia substancji stymulujgcych (innych niz
substancje indukujgce opuszczenie jaja) czyli korzenia (Ciemens 1994). Po
dotarciu do niego larwa poczatkowo wedruje bardzo destrukcyjnie przez miekisz
korowy aby, po dotarciu do walca osiowego, zmieni¢ swoje zachowanie na
znacznie bardziej subtelne. Swiadczy to niewatpliwie o zdolnosci nicienia do
rozpoznawania potrzebnych mu tkanek i komoérek. Molekularny mechanizm
tego procesu musi by¢ podobny u wielu gatunkéw nicieni, gdyz potrafig one
indukowa¢ organy odzywiajagce w korzeniach wielu gatunkéw roslin. Wprowa-
dzenie zmian w metabolizmie korzenia moze prowadzi¢ do ograniczenia infekcji.
Metoda ta posiada jednak takie same ograniczenia jak opisana poprzednio
(Sijmons i wspotaut. 1994b).

BIALKA TOKSYCZNE DLA NICIENI

Idea tej metody polega na wprowadzeniu do genomu rosliny genéw koduja-
cych biatko toksyczne dla nicienia. Pobranie przez nicienia toksycznego biatka
produkowanego specyficznie tylko w organie odzywiajagcym, lub tez konstytu-
tywnie w catej roslinie, powinno prowadzi¢ do jego Smierci lub przynajmniej
zahamowa¢ i ostabi¢ jego rozwoj. Oczywiscie biatko to nie powinno by¢ toksyczne
dla rosliny. Kluczowym problemem byto znalezienie substancji dziatajacej wy-
starczajaco silnie na nicienia. Pod uwage brano egzotoksyne (substancje produ-
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kowana przez rézne szczepy Bacillus thuringensis), kolagenaze i inhibitor protei-
nazy (Sijmons i wspotaut. 1994a).

Do tej pory udato siejuz praktycznie stworzy¢ system funkcjonujacy w opar-
ciu o inhibitor trypsyny sklonowany z genomu wspiegi chinskiej (Vigna sinensis)
(CPTI) i soi (Atkinson i wspo6taut. 1994). Obecnos$¢ CPTI nie ma znaczgcego
wptywu na natezenie infekcji i wczesne stadia rozwoju syncytium, jak tez nie
powoduje przerwania lub opdéznienia rozwoju samcow. Powodujejednak zmniej-
szenie wielkos$ci osobnikéw obu pici i ponad dwukrotne zmniejszenie wzglednej
liczby samic w stosunku do samcoéw.

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE PRZECIW WYDZIELINOM NICIENI

Fragmenty DNA kodujace sekwencje tanncuchéw immunoglobulin specyficz-
nie aktywnych wobec wydzielin nicienia mozna wprowadzi¢ do genomu rosliny
i wywotacé ich ekspresje. Wydzieliny larw nicieni wstrzykniete do wyselekcjo-
nowanych przez nie komoérek zostanag zneutralizowane przez obecne w ich
cytoplazmie przeciwciata. Przeciwciata wigza sie z reguty z centrami aktywnymi
enzymow, przeciw ktorym zostaty wyprodukowane. Enzymy czy tez inne zwigzki
stymulujace, zawarte w wydzielinach nicieni, po potaczeniu z przeciwciatami nie
beda juz w stanie aktywnie oddziatywa¢ na metabolizm komérek gospodarza
i nie bedzie mozliwe tym samym zaindukowanie przez nicienia organu odzywia-
jacego (Schots i wspotaut. 1992). To podejscie znalaztojuz praktyczna realizacje
w fitopatologii: w ten sposéb wprowadzono gen odpornosci do roslin tytoniu

warunkujacy ich odpornos$¢ na porazenie wirusami (Tavladoraki i wspétaut.
1993).

BIALKA TOKSYCZNE WOBEC STRUKTURY ODZYWIAJACEJ NICIENIA

Po zaindukowaniu organu odzywiajgcego dalszy rozwdéj larw nicieni osiadtych
odbywa sie kosztem asymilatow gospodarza pobieranych za posrednictwem tego
wysoce wyspecjalizowanego organu. Larwy nie moga juz nigdy wiecej zmienié
swego potozenia, a nawet nie sg w stanie zaindukowa¢ ponownie powstania
nowego organu odzywiajacego, jezeli stary zostanie uszkodzony. Co wiecej, od
efektywnosci tego organu zalezy przyszta ptec nicienia. Wszelkie zaburzenia lub
ograniczenia w doptywie zwigzkéw pokarmowych powodujg tworzenie sie mniej-
szej liczby samic. Te zalezno$¢ mozna wykorzysta¢ do konstruowania roslin
transgenicznych odpornych na nicienie. Jesli taka roslina bedzie syntetyzowac
jakakolwiek toksyne niszczgca syncytium, spowoduje to zatrzymanie doptywu
pokarmu itym samym Ssmier¢ nicienia. Wazng zaleta takiego podejscia jest fakt,
ze ma ono charakter ogélny, redukuje niebezpieczenstwo specyficznosci gatun-
kowej i pojawienia sie mutantdéw odpornych. Gtdwnym problemem jest jednak
stworzenie mechanizmu specyficznie uruchamiajgcego produkcje toksyny w or-
ganie odzywiajacym. Cata gama toksycznych genoéw jest znana i moze by¢ tatwo
wykorzystana. Pod uwage moga by¢ brane substancje, takie jak nukleazy,
proteinazy, glukanazy, lipazy, czynniki transkrypcji, przeciwciata i toksyny.
Najwazniejszym problemem jest jednak takie zmodyfikowanie genomu rosliny,
aby gen kodujacy toksyne byt aktywny tylko i wytgcznie w zaindukowanej
komérce lub tez aby byt aktywny we wszystkich komoérkach, ale jego produkt

17 — Kosmos



732 Mirostaw Sobczak i wspétautorzy

byt neutralizowany w komorkach nie porazonych przez patogena. W oparciu o te
koncepcje zaproponowano model dwukomponentowego systemu sktadajgcego
sie z dwoch réznych promotoréw i dwéch gendéw (Sijmons 1993).

Praktyczng realizacje tego systemu mozna oprze¢, na przykiad, na parze
zwigzkoéw: barnaza-barstar. Barnazajest rybonukleaza toksyczng dla komorek.
Enzym ten pochodzi z bakterii Bacillus amyloliquefaciens i posiada swdj we-
wnatrzkomadrkowy inhibitor zwany barstar. Oba zwigzki sg matymi jednotancu-
chowymi biatkami, ktére reaguja ze sobg w proporcji 1:1, przez co barnaza ulega
rozcieciu i dezaktywacji (Hartiey 1988, 1989). Gen kodujacy barnaze jest
przytaczony do promotora o stabej ekspresji w normalnych tkankach rosliny, ale
silnie aktywnego w organie odzywiajgcym nicienia. Natomiast gen kodujacy
sekwencje barstarjest pod kontolg promotora konstytutywnie aktywnego w catej
roslinie, ale blokowanego w organie odzywiajacym nicienia (np. CaMV 35S). Po
wprowadzeniu catego systemu do genomu rosliny w normalnych warunkach
mamy wiec nastepujaca sytuacje: barnazajest produkowanaw matych ilosciach,
gdyzjej promotor jest mato aktywny, ijest natychmiast blokowana przez barstar
produkowany obficie, gdyz jego gen jest potaczony z wysoce aktywnym promo-
torem. Sytuacja zmienia sie, gdy dojdzie do zaindukowania przez nicienia organu
odzywiajgcego. Jak wczesniej wspomniano, promotor biatka barstar jest bloko-
wany w organach odzywiajgcych nicienie, dlatego tez inhibitor ten nie jest diuzej
produkowany w tych komoérkach. Jako biatko wewnatrzkomodrkowe nie jest tez
wydzielany przez komérki sgsiednie i eksportowany do komorek wyselekcjo-
nowanych przez nicienie. Natomiast barnaza, ktérej genjest potgczony z promo-
torem nie ulegajacym zablokowaniu przez nicienie, lub nawet przez nie aktywo-
wanym, jest produkowana dalej. Powyczerpaniu sie zapasow inhibitora, w ciggu
krotkiego czasu nagromadzaja sie duze ilosci barnazy, co doprowadza do Smierci
komorki inicjalnej organu odzywiajacego. Dodatkowa zaletg tego systemu jest
brak koniecznosci uzycia specyficznego promotora. Kazdy przypadkowy wzrost
ekspresji genu toksycznego poza strukturg odzywiajagcg bedzie natychmiast
neutralizowany przez barstar. Tylko tam, gdzie nastapi zahamowanie aktywnosci
genu neutralizujgcego, czyli w zaindukowanym organie odzywiajgcym nicienia,
dojdzie do ujawnienia sie efektu genu toksycznego (Sijmons 1993).

FEROMONY

Samce poszukujac i wedrujac do samic sg przywabiane feromonami picio-
wymi wytwarzanymi przez samice. Ich skiad nie jest niestety do tej pory znany.

Istnieje kilka mozliwosci zaktécenia tego procesu. Mozna wprowadzi¢ do
genomu rosliny geny produkujace feromony nicieni w duzych ilosciach i poprzez
to swego rodzaju zagtuszanie uniemozliwi¢ samcom okres$lenie kierunku, z kt6-
rego dochodzi sygnat chemiczny, lub tez wprowadzi¢ geny substancji szybko
dezaktywizujacych feromony nicieni. Inng metodg moze by¢ wprowadzenie
zmian w metabolizmie roslin, uniemozliwiajgcych im produkcje endogennych
prekursoréw ewentualnie potrzebnych nicieniowi do produkcji feromonéw. Te
metody sg jednak catkowicie hipotetyczne i prawdopodobnie nigdy nie wyjda
poza stadium mozliwosci teoretycznych.
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BIOTECHNOLOGICAL METHODS OF INTRODUCING RESISTANCE TO NEMATO-
DA IN PLANTS

Summary

The parasites nematoda cause large losses in plant crops, therefore search is continued for new,
more efficient and less toxic for the environment methods of crop protection against those parasites.
To understand the mechanism of resistance to nematoda it is indispensable to know their life cycle,
as well as structure and function of the induced by nematoda in plant tissues, i.e. syncytia and giant
cells. Their description is followed by discussion of changes in gene expression of the host plant,
occurring in response to the pathogen attack. This forms the background for presentation of recent
achievements of biotechnology in search for nematoda resistance.
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