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STRATEGIE KONSTRUOWANIA ROSLIN TRANSGENICZNYCH ODPORNYCH NA
NICIENIE

WSTEP

Pasozytnicze nicienie atakujace korzenie
ro$lin sa bardzo uciazliwa grupa organizmow
chorobotworczych, a ich zwalczanie jest eko-
nomicznie oplacalne jedynie przy pomocy bar-
dzo toksycznych i biologicznie trwatych nema-
tocydow. Prowadzi to do skazenia Srodowiska
glebowego. Z tego powodu ich stosowanie na-
potyka na zrozumialy i stale rosnacy opor opi-
nii publicznej. Kraje Unii Europejskiej stopnio-
wo zakazuja stosowania tych pestycydow.
Tymczasem straty w uprawie kilku waznych
dla naszego rolnictwa upraw (np. ziemniaka i
burakoéw cukrowych) powodowane przez ni-
cienie moga siegac¢ nawet 20-30% plonow. Al-
ternatywne i przyjazne dla Srodowiska metody,
ktoére powinny zastapi¢ ochrone chemiczng w
praktyce rolniczej znajduja si¢ wciaz w sta-
dium opracowywania. Istniejace metody alter-

natywne sa ekonomicznie nieoplacalne, trud-
ne do zastosowania i zawodne. Najprostsza me-
toda ograniczenia wyst¢powania nicieni jest
wprowadzenie do uprawy odmian posia-
dajacych naturalne geny odpornosci na nicie-
nie. Jednak geny te sa najczesciej wysoce spe-
cyficzne i skuteczne jedynie wobec bardzo
okresSlonych gatunkOow nicieni, a czasem nawet
tylko wobec pewnych patotypow danego ga-
tunku. Co wiecej, bardzo czesto odpornosc
przez nie warunkowana jest w warunkach po-
lowych przetamywana, co prowadzi do selekcji
nowego wirulentnego patotypu nicienia. Dla-
tego pomimo ogromnych naktadéw na hodow-
le odmian odpornych czas praktycznego wyko-
rzystania rolniczego wyhodowanej odmiany
jest niewiele dluzszy od czasu potrzebnego do
jej wytworzenia.

ZARYS STRATEGII WALKI Z NICIENIAMI

Sposrod pasozytujacych na roslinach nicie-
ni szczegoOlnie wazne sa matwiki (nicienie cy-
stowe) i guzaki. Tak jak u innych nicieni wyr6z-
niamy w ich cyklu Zyciowym 4 stadia larwalne
(J1 - J4) i stadium dojrzate, zdolne do rozrodu.
Sa to organizmy osiadte, ktorych sukces repro-
dukcyjny zalezy w duzej mierze od roSliny-go-
spodarza, ktora zainfekuja. Infekujac korzenie
roSlin postaci inwazyjne pasozyta (larwy sta-

dium J2) zmieniaja program morfogenetyczny
komorek korzenia, prowadzac do powstania w
nim organu odzywiajacego nicienia. W czasie
catego cyklu rozwojowego nicieni ten organ
jest dla nich jedynym Zrodlem substancji po-
karmowych.

Matwiki indukuja w korzeniach roSlin wie-
lokomorkowe struktury odzywiajace zwane
syncytiami. Tworza si¢ one poprzez poczatko-
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we silne rozroSniecie si¢ pojedynczych komo-
rek, a nastepnie zlanie si¢ ich protoplastOw w
wyniku rozpuszczenia fragmentow Scian ko-
morkowych. Natomiast guzaki indukuja po-
wstawanie tak zwanych komorek olbrzymich
(ang. giant cells). Sa to zespoty bardzo silnie po-
wickszonych pojedynczych komorek, z kto-
rych niciefi sukcesywnie pobiera pokarm. W
obrazie cytologicznym obu typOw organow
odzywiajacych wystepuja: hipertrofia komo-
rek, zanik centralnej wakuoli oraz proliferacja
retikulum endoplazmatycznego i rybosomow.
Celowe byloby wiec uzyskanie takich roSlin,
ktore w reakcji na inwazje patogena w ogole
nie wytworza organOw odzywiajacych lub wy-
tworza organy bardzo malo efektywne w do-
starczaniu pokarmu nicieniom. Dodatkowym
czynnikiem podnoszacym skutecznosc tej stra-
tegii odpornosci roslin jest fakt, ze larwy nicie-
ni, ktore zaindukowaly rozwo6j organu odzy-
wiajacego w korzeniach, traca zdolnosci loko-
motoryczne. Larwy te nie moga juz opuscic ko-
rzenia, ani tez zmieni¢ swojego miejsca w ko-
rzeniu. Ma to podstawowe znaczenie dla tego
mechanizmu odporno$ci na nicienie, gdyz w
przypadku nekrozy organu odzywiajacego lar-
wa nie jest w stanie ponownie zaindukowac
nowego organu i ginie. U guzakow i matwikow
wystepuje takze specyficzny epigenetyczny
mechanizm regulacji ptci poprzez iloSc i sktad
substancji odzywczych produkowanych i po-
bieranych z organu odzywiajacego. Dlatego
bardzo czesto odpornosc roslin na nicienie ob-
jawia si¢ zwickszona proporcja samcoOw w sto-
sunku do samic, ktoére dodatkowo produkuja
mniejsze iloSci jaj. Prowadzi to w efekcie ko-
Acowym do zmniejszenia zageszczenia nicieni
w glebie. Z punktu widzenia dlugofalowe;j
ochrony roslin mechanizm taki jest wystar-
czajacy dla redukcji strat powodowanych
przez nicienie.

Pierwszym etapem skutecznej walki z nicie-
niami powinno wiec by¢ poznanie reakcji ro-

sliny, ktore prowadza do wytworzenia w pelni
funkcjonalnego organu odzywiajacego pasozy-
ta. Nastepnie nalezy podja¢ proby takiego mo-
dyfikowania metabolizmu roSslin, aby reakcje
te nie mogly zosta¢ uruchomione przez larwy
nicieni. W ten sposob mozna bedzie uzyskac
odpornosc roslin na nicienie. Takie podejscie
ma przewage nad stosowaniem naturalnych
genoéw odpornosci, gdyz zmodyfikowane rosli-
ny powinny byc¢ odporne na cata grupe gatun-
kow nicieni tworzacych struktury odzywiajace
o podobnym planie budowy.

Strategia ta zostala zastosowana w finanso-
wanym przez Uni¢ Europejska w ramach 5 Pro-
gramu Ramowego projekcie ,Wytwarzanie ro-
Slin odpornych na nicienie pasozytnicze: ogra-
niczanie infekcji-gtodzenie nicienia” — ,Ma-
king plants resistant to plant parasitic nemato-
des: no access — no feeding” (akronim:
NONEMA). Autorzy tego projektu zdaja sobie
sprawe, ze uzyskanie odpornoSci przeciwko
organizmom takim jak nicienie przy uzyciu po-
jedynczego czynnika odpornosci jest trudne.
W wielu przypadkach interakcja jest bardzo
ztozona i patogen znajduje nieoczekiwane dro-
gi przelamania odpornosci. Dlatego o wiele
skuteczniejsze wydaje si¢ takie zmodyfikowa-
nie genomu roSliny, by stworzy¢ mozliwos¢
blokowania kilku etapow cyklu zyciowego ni-
cienia. Etapami, na ktorych koncentruja si¢ ba-
dania w ramach projektu NONEMA sa: migra-
cja patogena wewnatrz korzenia, reaktywacja
cyklu komorkowego w komorkach korzenia,
tworzenie potaczen miedzy komoérkami na-
lezacymi do syncytium. Odporne rosliny,
bedace potencjalnym rezultatem projektu, to
organizmy transgeniczne. Dlatego wsrod pod-
jetych badan znalazt si¢ specjalny pakiet robo-
czy, ktorego celem jest zapewnienie, ze obce
dla roSliny uprawnej geny (transgeny) beda
wytwarzac¢ swe produkty (wykazywac ekspre-
sje) tylko w okreslonych organach rosliny.

HAMOWANIE MIGRACJI LARW W KORZENIU

Larwy inwazyjne zarowno matwikow jak i
guzakow musza wejs¢ do korzenia i wewnatrz
niego migrowacC do miejsca, gdzie zainicjuja
powstanie struktury odzywiajacej. Migracje
ulatwiaja im wydzielane do korzenia substan-
cje zwane ogolnie czynnikami patogeniczny-
mi. Larwy te sa wyposazone w wysuwany szty-
let - sztywny organ podobny do igly do iniek-

¢ji, ktorym moga przebijac si¢ przez Sciany ko-
morkowe. Oprocz tego wydzielaja enzymy de-
gradujace Sciane, takie jak celulazy (5-1,4-endo-
glukanazy). Celulazy takie znaleziono zaré6wno
u matwikow (SMANT i wspoétaut. 1998), jak i u
guzakow (ROSSO i wspotaut. 1999). W trakcie
migracji nicienie moga tez wydzielaC enzymy
degradujace pektyny, takie jak liaza pektynia-
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nowa, co ulatwia przemieszczenie si¢ miedzy
komorkami gospodarza, ktore Scisle przylegaja
do siebie wlasnie dzieki warstwom pektyny.
Enzymy degradujace Scian¢ komorkowa sa
zwykle kodowane przez niewielkie rodziny ge-
now. Po przebiciu sie przez skorke korzenia
larwy guzakow migruja miedzykomorkowo, a
larwy matwikow — wewnatrzkomorkowo w
kierunku walca osiowego. Na tym etapie rosli-
na uruchamia mechanizm obronny w postaci
produkowania reaktywnych form tlenu (RFT)
w celu zabicia patogena. W odpowiedzi nicien
wydziela ochronne enzymy (peroksydazy,
dysmutaze nadtlenkowa), by inaktywowac
RFT gospodarza. Migracja larw konczy sie w
momencie znalezienia odpowiedniej komorki,
ktora stanie sie poczatkiem struktury odzy-
wiajacej nicienia. Taka komorka inicjalna dla
guzakow (rodzaj Meloidogyne) jest zwykle ko-
morka miekiszu drzewnego (WYSS i wspotaut.
1992), a dla matwikow (rodzaje Heterodera i
Globodera) — komorka prokambium lub pery-
cyklu (GOLINOWSKI i MAGNUSON 1991) lub na-
wet kory pierwotnej (GOVERSE i wspotaut.
2000b), zaleznie od kombinacji roslina/nicien.

Pierwszym krokiem w kierunku hamowa-
nia migracji nicieni w korzeniu jest wiec tu
dokladne zidentyfikowanie wydzielanych
przez larwy bialek (np. enzymow degra-
dujacych Sciang i peroksydaz) i ich genow nie-
zbednych dla sukcesu patogena na tym etapie.
W tym celu zastosowane zostaly rozne techniki
biologii molekularne;j.

Pierwsza z nich jest sporzadzenie subtrak-
cyjnej biblioteki cDNA. W tym celu wyizolowa-
ne zostaly wszystkie mRNA z larw J2 przed sta-
dium pasozytniczym zjednej strony oraz z larw
J3 iJ4 z drugiej strony. mRNA z pierwszej puli
(J2) zostaly przepisane za pomoca odwrotnej
transkryptazy na jednoniciowe czasteczki
cDNA (ang. complementary DNA — DNA o se-
kwencji komplementarnej do danego mRNA).
Takie cDNA uzyto to hybrydyzacji (laczenia
si¢) z tymi czasteczkami mRNA z larw J3+]4,
ktore sa wspoOlne dla obu puli. Czasteczki
mRNA nie tworzace hybryd z cDNA wyizolo-
wano, przepisano na cDNA i stanowia one bi-
blioteke subtrakcyjna cDNA, zawierajaca se-
kwencje specyficzne dla larw stadiow pasozy-
tujacych. Wsrod tych sekwencji poszukiwane
sa geny (biatka) pasozyta, ktorych ekspresja
(aktywnoS¢) pozwala patogenowi migrowac
wewnatrz korzenia i indukowac strukture

odzywiajaca.

Druga metoda jest porOwnawcze cDNA-
AFLP. AFLP (ang. amplified fragment length
polymorphism) to polimorfizm dtugoSci frag-
mentOw DNA namnozonych w reakcji PCR. W
tym przypadku mRNA larw J2 przepisano na
cDNA, ktore z kolei pocieto enzymami restryk-
cyjnymi. Otrzymane w ten sposOb fragmenty
powielono reakcja PCR i rozdzielono elektro-
foretycznie na zelu, uzyskujac charakterystycz-
ny uktad prazkéw. Procedure te przeprowa-
dzono osobno dla mRNA z przedniej i tylnej
potowy ciala nicienia. Mozna przypuszczac, ze
te prazki, ktore wystapia tylko w zelu z przed-
niej potowy ciala, beda reprezentowac poszu-
kiwane czynniki patogeniczne (gruczoly wy-
dzielnicze zlokalizowane sa w tej czeSci ciala).
Specyficznos¢ uzyskanych w ten sposob se-
kwengji jest dalej weryfikowana przy uzyciu
metody hybrydyzacji in situ, gdzie odpowied-
nio przygotowana sonda (fragment DNA lub
RNA) laczy sie z odpowiednim fragmentem
mRNA utrwalonego, np. w skrawku przekroju
podtuznego przez larwe J2. Zlokalizowanie ba-
danego mRNA na terenie gruczolow wydzielni-
czych robaka Swiadczy o zachodzacej tran-
skrypcji danego genu (o jego ekspresji) i po-
twierdza hipoteze, ze jest to czynnik patoge-
niczny.

Trzecia metoda jest sztuczne indukowanie
procesu wydzielanie u larw J2 za pomoca od-
powiednich substancji chemicznych. Wsrod
zebranych w ten sposob wydzielin (biatek) sa z
pewnoScia liczne czynniki patogeniczne.
Biatka te sa nastepnie rozdzielane elektrofore-
tycznie i sekwencjonowane.

Wykryte powyzszymi trzema metodami
geny (biatka) to kandydaci na najwazniejsze
czynniki patogeniczne na etapie migracji. Zna-
czenie kazdego takiego czynnika dla sukcesu
nicienia jako patogena powinno byc¢ najpierw
doktadniej zbadane, np. poprzez inaktywowa-
nie (wyciszenie) odpowiedniego genu w orga-
nizmie robaka i obserwowanie czy taki zmody-
fikowany organizm jest w stanie pomySlnie
przejS¢ przez etap migracji. Niestety, laborato-
ria nematologiczne nie dysponuja aktualnie
mutantami nicieni. ROwniez transformacja ni-
cieni pasozytniczych roslin z uzyciem tzw. kon-
strukcji antysensownych jest skomplikowana.
Mozna jednak wykorzystac zjawisko zwane in-
terferencja RNA (ang. RNA interference,
RNAIi), polegajace na inaktywacji wybranego
genu poprzez wprowadzenie do organizmu
czasteczek dwuniciowego RNA (dsRNA). Nie-
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dawno opracowano technike, ktora pozwala
zahamowac funkcje danego genu u modelowe-
go gatunku wolno zyjacego nicienia Caenor-
habditis elegans na drodze mikroiniekcji
czasteczek dsRNA komplementarnego do
mRNA genu, ktory ma by¢ wyciszony. Wystar-
czy wstrzyknac tylko kilka kopii dsRNA, by in-
aktywowac¢ nawet bardzo duze iloSci docelo-
wego mRNA. Co wiecej, dsSRNA fatwo przenika
zkomorki do komorki i mikroiniekcja nie musi
by¢ bardzo precyzyjna (MONTGOMERY i
wspolaut. 1998). Technika ta wykazala juz
swoja przydatnos¢ w przypadku nicienia — pa-
sozyta zwierzat Trypanosoma brucei (NGO i
wspotaut.1998), ale wymaga zaadoptowania
do uktadu roSlina/nicien. Oprocz mikroiniek-
¢ji planowane jest tez w ramach NONEMA mi-
krowstrzeliwanie dsRNA do jaj lub larw J2 w
sposob analogiczny do jednej z technik otrzy-
mywania roSlin transgenicznych. Nastepny
etap to infekowanie korzeni wrazliwych od-
mian roS$lin osobnikami matwikéw (lub guza-
kow) otrzymanych w wyniku transformacji
fragmentami dsRNA skierowanymi przeciw
roznym genom. Larwy, o najbardziej zahamo-
wanym rozwoju wewnatrz korzenia, wskazuja
na te geny nicienia, ktorych aktywnosc jest naj-
wazniejsza dla sukcesu patogena na etapie mi-
gracji i indukowania struktury odzywiajace;j.
Po ustaleniu, ktore z wydzielanych przez ni-
cienia czynnikOw patogenicznych sa najistot-
niejsze dla sukcesu patogena na etapie migra-
¢ji, wybrane bialka nicienia mozna inaktywo-
wac za pomoca odpowiednich przeciwcial
(immunoglobulin) wytwarzanych przez rosli-
ne transgeniczna specyficznie w miejscu infek-
¢ji patogena. Mimo ze roSliny nie maja systemu

immunologicznego takiego jak kregowce,
opracowano juz techniki pozwalajace na eks-
presje immunoglobulin przez komorki roslin-
ne (STIEKEMA i wspotaut. 1997). W tym celu na-
lezy przettumaczy¢ informacje zawarta w se-
kwencjach aminokwasOow fancucha ci¢zkiego i
lekkiego danej immunoglobuliny na sekwen-
cje nukleotydow i skonstruowac w ten sposob
dwa geny. Genami tymi (pod kontrola odpo-
wiednich promotorow) transformuje si¢ rosli-
ne. W komorkach, w ktorych znajda si¢ pro-
dukty obu genow, dojdzie do potaczenia si¢ po-
lipeptydow w funkcjonalna immunoglobuline.
Tak uzyskane przeciwciala otrzymaly angielska
nazwe plantibodies (od ang. plant antibodies).
Ich skutecznoS¢ zostala juz wykazana w
uktadzie pasozytniczym roSlina/wirus (TAVLA-
DORAKI i wspotaut. 1993). W przypadku nicie-
ni, syntetyzowane w odpowiednich komor-
kach korzenia przeciwciala beda w stanie inak-
tywowac czynniki patogeniczne nicienia i za-
hamowac inwazj¢ juz na etapie migracji. Jak juz
wspomniano, czynnikami tymi sa m.in. wydzie-
lane przez nicienia enzymy degradujace Sciane
komorkowa. Biatka te tacza sie z odpowiedni-
mi ligandami w roSlinie. Aby przeciwcialo
(plantibody) bylo efektywnym inhibitorem,
powinno ono laczy¢ sie wlasSnie z aktywnym
miejscem enzymu. Zlokalizowanie tego miej-
sca mozliwe jest dzi¢ki trojwymiarowemu mo-
delowaniu biatek. Technika ta w ramach
NONEMA pozwoli ustali¢c wspolne dla danej
rodziny genow (i biatek) domeny celulaz nicie-
niowych kluczowe dla ich enzymatycznej ak-
tywnosci. Przeciwcialo skierowane przeciw ta-
kiej domenie wykaze najwi¢ksza skutecznosc.

UNIEMOZLIWIENIE REAKTYWACJI CYKLU KOMORKOWEGO W KOMORKACH KORZENIA

Nastepny po migracji etap inwazji patogena
to zaindukowanie wybranej komorki inicjalne;j
do rozwoju w funkcjonalna strukture odzy-
wiajaca nicienia. Okazuje sie¢, ze integralna cze-
Scia tego procesu jest reaktywacja cyklu zycio-
wego tej wlasnie wyselekcjonowanej komorki
(DE ALMEIDA ENGLER i wspoétaut. 1999). Guzaki
powoduja ostatecznie wytworzenie od 2 do 12
wielojadrowych komorek olbrzymich, z kto-
rych kazda zawiera od 30 do 60 jader. Jest to wy-
nik reaktywacji cyklu komorkowego, ktorej wy-
nikiem sa liczne mitozy bez cytokinez. Syncy-
tium tworzone w wyniku interakcji z matwika-
mi jest tworem wielojadrowym, ale nie w wyni-

ku indukowanych mitoz, lecz jako rezultat
polaczenia protoplastow sasiednich komorek
za pomoca wielkich otworéw powstatych w
wyniku rozpuszczenia Scian komorkowych.
Jednak i w tym przypadku jadra sa powi¢kszo-
ne, o ameboidalnym ksztalcie, co jest wynikiem
powielenia ilosSci DNA wewnatrz otoczki jadro-
wej (endoreduplikacji). Tak wiec i tu niciefi po-
woduje wznowienie cyklu komorkowego. Zja-
wisko to bylo badane rowniez metodami biolo-
gii molekularnej i stwierdzono podczas induk-
¢ji struktury odzywiajacej nicienia podwyzsze-
nie ekspresji niektorych genéw kodujacych
biatka charakterystyczne dla poszczegolnych



Strategie konstruowania roslin transgenicznych odpornych na nicienie

335

etapow cyklu komorkowego, m. in. cyklin oraz
zaleznych od nich kinaz (GHEYSEN i wspotaut.
1997). Niezbednos¢ aktywacji cyklu komorko-
wego komorek korzenia dla sukcesu patogena
wykazano tez dla obu grup nicieni w doSwiad-
czeniach z uzyciem inhibitorow cyklu komor-
kowego: oryzaliny i hydroksymocznika (DE
ALMEIDA ENGLER i wspotaut. 1999). Zachodzi
wiec potrzeba szczegotowego poznania, ktore
biatka (geny) zwiazane z aktywacja cyklu ko-
morkowego ulegaja podwyzszonej ekspresji. Z
jednej strony mozna badac wzor ekspresji wy-
branych genoéw za pomoca hybrydyzacji in situ,
umozliwiajacej ustalenie, w ktorych komorkach
zachodzi transkrypcja (a wiec i ekspresja na po-
ziomie mRNA) danego genu. Jest to technika
wykonywana na utrwalonym juz materiale. Mo-
zliwe jest tez jednak monitorowanie tej ekspre-
sji in vivo przy uzyciu transgenicznych roslin
zawierajacych konstrukt: promotor badanego
genu + gen reporterowy. W tym uktadzie eks-
presja genu reporterowego (np. w postaci Swie-
cenia) wystapi tylko w takiej komorce, w ktorej
promotor badanego genu ulega aktywacji, a ba-
dany gen (np. gen cykliny) wykazuje petna eks-
presje w postaci wytworzonego biatka. W roli
genu reporterowego mozna wykorzysta¢ badz
gen zielonego fluoryzujacego biatka (ang. green
fluorescent protein GFP), badZ gen lucyferazy
(LUC). Pierwsze z tych biatek zostalo wyizolo-
wane z meduzy Aequorea victoria. Jego obec-
nos$¢ mozna monitorowac w roslinie za pomoca
bezposredniej obserwacji w mikroskopie flu-
orescencyjnym bez podawania egzogennych
substratow czy kofaktorow. Stwierdzono ekspe-
rymentalnie, ze GFP nie interferuje z rozwojem
struktury odzywiajacej nicienia ani z samym ni-
cieniem (GOVERSE i wspotaut. 1998). Alterna-
tywa jest gen enzymu lucyferazy ze Swietlika
Photinus pyralis. Obecnos¢ aktywnego genu w
danej komorce ujawniana jest po podaniu sub-
stratu: lucyferyny. Enzymatycznemu prze-
ksztalceniu lucyferyny towarzyszy emisja foto-
now, ktora moze by¢ rejestrowana przez odpo-
wiednia kamere. ROwniez w tym przypadku
stwierdzono doSwiadczalnie, ze podanie sub-
stratu nie zaburza rozwoju nicieni w korze-
niach gospodarza (GOVERSE i wspotaut. 2000a).

Po ustaleniu, ktore geny (biatka) odpowie-
dzialne za reaktywacje cyklu komorkowego sa
szczeglOlnie intensywnie wykorzystywane
przez nicienia (ich ekspresja znacznie wzra-
sta), mozna podja¢ probe zahamowania ich
ekspresji w miejscu, gdzie nicienn indukuje
strukture odzywiajaca. W tym celu nalezy
stransformowac roslin¢ tak, by uzyska¢ domi-
nujace negatywne mutacje wybranych genow,
ujawniajace si¢ tylko po zadzialaniu czynnika
patogenicznego wydzielanego przez nicienia.
Do tego konieczne jest zastosowanie w uzytym
konstrukcie promotora, ktory jest aktywowany
specyficznie przez te wydzieliny.

Mozna tez wykorzystac technike antysens.
Polega ona na stransformowaniu rosliny kon-
struktem zawierajacym fragment DNA o od-
wrotnej kolejnosci nukleotydow niz fragment
genu, ktorego ekspresje chcemy wyltaczy¢ (np.
cykliny). Specyficzna ekspresja takiego kon-
struktu na terenie komorki zaidukowanej
przez nicienia spowoduje wytworzenie frag-
mentOw mRNA, ktore beda taczyly si¢ (hybry-
dyzowaly) z mRNA genu docelowego (np. cy-
kliny). W ten sposob zostanie zablokowana
translacja: nie dojdzie do wytworzenia odpo-
wiedniego biatka, co uniemozliwi badz ostabi
reaktywacj¢ cyklu komoérkowego.

Wiadomo tez, ze aktywacja cyklu komorko-
wego moze byC stymulowana przez auksyny
(DOERNER i wspolaut. 1996). Zaburzenie
dzialania auksyn w roSlinie (w korzeniu) moze
wiec interferowac z rozwojem nicienia. I rze-
czywiscie, eksperymenty z uzyciem zmutowa-
nej odmiany pomidora ,diageotropica”, ktora
W znacznym stopniu jest niewrazliwa na poda-
wanie auksyny, wykazaly ze roSliny te sa prak-
tycznie odporne zarOwno na matwiki, jak i na
guzaki. Znane sa juz niektore geny, ktore sa od-
powiedzialne za metabolizm auksyn i ich per-
cepcje przez komorki rosliny (np. geny axr czy
abp). Wykorzystanie ich jako narzedzi przy ma-
nipulowaniu cyklem komoérkowym w celu
podniesienia odpornosci roslin na nicienie jest
rowniez jedna z metod wykorzystywanych w
ramach projektu NONEMA.

ZAHAMOWANIE ROZROSTU SYNCYTIUM

W przypadku matwikow, ktorych struktura
odzywiajaca jest syncytium, nicienie aktywuja
enzymy roSlinne, ktore katalizuja lokalny

rozklad Scian komoérkowych. Dzieki temu po-
wstaja otwory — polaczenia mi¢dzy sasiednimi
komorkami, co znacznie zwicksza efektyw-
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nosc¢ tego organu w odzywianiu pasozyta. Ba-
dania anatomiczno-cytologiczne wykazaty, ze
bardziej efektywne syncytia, te ktore odzy-
wiaja samice nicienia, maja liczniejsze i znacz-
nie wicksze otwory w Scianach niz syncytia
odzywiajace samce (GOLINOWSKI i wspotaut.
1996, SOBCZAK i wspotaut. 1997). GRUNDLER i
wspotaut. (1998) wykazali, ze w proces ten za-
angazowane sa celulazy roSlinne, ale prawdo-
podobnie funkcjonuje tu caly zestaw enzy-
mow, ktorych aktywnosc daje w efekcie fuzje
protoplastow komorek sktadowych syncy-
tium. Przebudowa i/lub degradacja Sciany ko-
morkowej sa czesto spotykanymi zjawiskami w
rozwoju roslin, np. w czasie wzrostu komorek i
catych organow, dojrzewania owocow, odcina-
nia organow, rozwoju elementéw floemu i ksy-
lemu. Za procesy te odpowiedzialne sa dwie
grupy bialek: enzymy degradujace Scian¢ ko-
moérkowa [$-1,4-endoglukanazy (celulazy), en-
dotransglikozylazy ksyloglukanowe, poligalak-
turonazy, metylesterazy pektynianowe] i eks-
pansyny (biatka umozliwiajace rozluznianie,
rozciaganie sie Scian komorkowych). Dotych-
czas zidentyfikowano wiele izoform wszyst-
kich tych biatek i wiadomo, ze kazdy indywidu-
alny proces rozkladu Sciany komorkowej wy-
maga swoistej i specyficznej mieszanki roz-
nych izoform enzymow degradujacych Sciane
komorkowa i ekspansyn. Mozna tu wykorzy-
sta¢ w duzym stopniu dobrze poznany i opisa-
ny w literaturze naukowej proces dojrzewania
owocow pomidora. Prace w tym zakresie na-
kierowane byly na wytworzenie owocOw po-
midora, ktore staja si¢ czerwone, ale nie
mickna. Dzi¢ki takim badaniom w pomidorze
znanych juz jest okoto 20 izoform ekspansyn i
kilka izoform celulaz. W celu uzyskania pomi-
dorow, ktore nie staja si¢ zbyt mickkie nawet w
stanie dojrzalym, probowano inaktywowac
mRNA odpowiednich biatek z zastosowaniem
techniki antysens (LASHBROOK i wspotaut.
1998, BRUMMEL i wspoétaut. 1999, ROSE i
BENNETT 1999).

Podobnie w przypadku interakcji rosli-
na/nicien nalezy najpierw zidentyfikowac te
biatka roslinne i te ich izoformy, ktore sa specy-
ficznie aktywowane dla rozpuszczania Scian
komoérkowych w obrebie tworzacego sie syn-
cytium. Jedna z metod identyfikacji uzywanych
w NONEMA jest tafnicuchowa reakcja polimery-
zacji z uzyciem odwrotnej transkryptazy (ang.
reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion RT-PCR). Technika ta pozwala ustali¢ czy
DNA danego genu ulega transkrypcji. Wymaga-

na jest do tego znajomosc¢ sekwencji nukleoty-
dow przynajmniej fragmentow badanego
genu. Dla wickszoSci celulaz i ekspansyn te se-
kwencje sa dostepne w bazach danych. W opar-
ciu o nie projektuje si¢ specyficzne dla danego
genu oligonukleotydy, tzw. primery, ktore przy
uzyciu odwrotnej transkryptazy pozwalaja
zsyntetyzowal odpowiadajacy danemu frag-
mentowi mRNA fragment DNA (czyli cDNA).
Jest on nastepnie powielany z zastosowaniem
tancuchowej reakcji polimeryzacji. Wynik po-
zytywny, tj. zsyntetyzowanie DNA, uzyskuje si¢
tylko wtedy, gdy w danej probce byt komple-
mentarny mRNA, a wiec gdy badany gen (na
przyktad gen ekspansyny 3 z pomidora) ulegat
ekspresji. Co wiecej, technika ta jest pot-iloSci-
owa i pozwala wstepnie oszacowac, jak silna
jest ta ekspresja. W przypadku interakcji rosli-
na/niciefl badana probka jest mRNA wiyzolo-
wany z samych syncytiow lub z fragmentow
korzeni zawierajacych syncytia. Nalezy przy
tym szczegoOlnie uwazac, by materiat pobierany
do izolowania mRNA nie zawieral innych tka-
nek z aktywnymi np. celulazami, takich jak roz-
nicujace si¢ elementy trachealne.

Technika RT-PCR nie dostarcza informacji
o bardziej szczegolowej lokalizacji ekspres;ji
badanych genow. Do tego celu w projekcie wy-
korzystywana jest hybrydyzacja in situ, ktorej
wynik obserwowany jest w mikroskopie
optycznym. Metoda ta pokazuje na przekrojach
przez korzen uzyskanych z utrwalonego mate-
riatu, w ktérych komorkach wystepuje ekspre-
sja badanego genu na poziomie mRNA. Ekspre-
sja genow lokalizowana jest tez na poziomie
biatka za pomoca technik immunocytoche-
micznych. W tym celu uzywane sa przeciwciala
(mono- lub poliklonalne) przeciw tym izofor-
mom bialek bioracych udziat w degradacji Scia-
ny komorkowej, na ktore wskazuja wyniki eks-
perymentow z RT-PCR. Korzenie zawierajace
syncytia utrwalone i zatopione w syntetycznej
zywicy sa ciecte na skrawki potcienkie (do mi-
kroskopu optycznego) lub ultracienkie (do mi-
kroskopu elektronowego). Na skrawkach tych
prowadzona jestlokalizacja z uzyciem przeciw-
cial, ktorej ostatecznym efektem jest wyznako-
wanie badanych biatek za pomoca np. fluoro-
chroméw w przypadku mikroskopu optyczne-
go lub ziaren ztota koloidalnego w przypadku
mikroskopu elektronowego.

Po ustaleniu powyzszymi metodami, ktore
biatka, w ktorych komorkach i na ktorym eta-
pie rozwoju syncytium sa szczegolnie aktywne
w tworzeniu otworow w Scianach komorko-
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wych, wybierane sa geny (i biatka), ktorych
wylaczenie (inaktywacja) pozwoli nie dopu-
Sci¢ do powiekszania si¢ syncytium. Nastep-
nym etapem jest wytworzenie roslin transge-

nicznych, posiadajacych antysensowne kon-
strukty genowe lub geny przeciwcial przeciw
wybranym biatkom, funkcjonujace pod kon-
trola specyficznych promotorow.

LOKALIZACJA EKSPRESJI GENOW WPROWADZANYCH DO ROSLINY

Opinia publiczna zwraca coraz wicksza
uwage na potencjalne niebezpieczenstwa
zwiazane z produkcja ZzywnoSci w oparciu o or-
ganizmy zmodyfikowane genetycznie (ang. ge-
netically modified organisms GMO). Dlatego
zaproponowane w projekcie NONEMA roz-
wiazania problemu nicieni w europejskim rol-
nictwie przy uzyciu roSlin transgenicznych
beda zaakceptowane przez konsumentow tyl-
ko wtedy gdy:

— zaoferowany produkt bedzie miat istotna
przewage nad dotychczasowymi rozwigzania-
mi,

— odpornos¢ bedzie wysoce specyficzna
dla organizmu docelowego,

— ekspresja transgenoOw nie wystapi w ja-
dalnych czeSciach rosliny i bedzie ograniczona
do wybranych miejsc w roSlinie,

— wprowadzone geny nie przedostana si¢
do innych gatunkow roSlin.

W zwiazku z tym szczegllne znaczenie ma
redukcja do minimum ekspresji transgenow
poza miejscami, gdzie maja one hamowac in-
wazje nicienia. Jest to przede wszystkim kwe-
stia uzycia odpowiednich promotorow, ktore
ulegaja aktywacji tylko na szlaku migracji nicie-
nia lub wewnatrz struktury odzywiajacej. Kilka
specyficznych promotorow tego typu jest juz
dostepnych, np. A#0728 (BARTELS i
wspotaut.1997), rpe (FAVERY i wspoOtaut.
1998), LEMMI9 (ESCOBAR i wspotaut. 1999) i
POLARIS (TOPPING i LINDSEY 1997), ale zaden z
nich uzyty pojedynczo nie zapewni w 100%
unikniecia ekspresji w miejscach niepozada-
nych. W ramach projektu NONEMA poszuki-
wane sa wiec promotory jeszcze bardziej spe-
cyficzne. W tym celu podjeto proby doskonale-
nia specyficznosci znanych promotorow za po-
moca analizy delecyjnej, tj. kolejnego wycina-
nia za pomoca enzymoOw restrykcyjnych wy-
branych fragmentow promotora i testowania
ich specyficznosci po zainfekowaniu korzeni
nicieniami. Aktywnos¢ promotora moze byc tu
monitorowana za pomoca dotaczonego za nim
genu reporterowego, np. genu uid A ko-
dujacego enzym glukuronidaze, ktory po poda-
niu odpowiedniego substratu daje reakcje

barwna — niebieski strat. Reakcja ta pozwala
zlokalizowac miejsce ekspresji genu, a wiec — i
aktywnosSci promotora. Przykladem udane;j
analizy delecyjnej jest tu promotor genu
TobRB7 (OPPERMAN i wspoétaut. 1994). Promo-
tor ten jest specyficznie aktywowany w korze-
niu, ale okazato sig, ze jego fragment o dlugosci
300 par zasad (ok. 25% dtugoSci oryginalnego
promotora) jest specyficznie aktywny w ko-
morkach olbrzymich indukowanych przez Me-
loidogyne. W ramach NONEMA poszukiwane
sa tez catlkiem nowe sekwencje regulacyjne
przy wykorzystaniu kolekcji promotorow
stworzonej z uzyciem tzw. putapki promotoro-
wej. Technika ta polega na transformowaniu
roslin konstruktem zawierajacym gen uid A po-
zbawiony promotora. W efekcie w roSlinach
transgenicznych niebieskie zabarwienie wy-
stepuje tylko wtedy i w tych komorkach, gdzie
sekwencje kodujace genu reporterowego zna-
lazty sie pod kontrola endogennego promoto-
ra, wykazujacego aktywnoSC transkrypcyjna.
Jesli ekspresja genu uid A badana jest w roSli-
nach uprzednio inokulowanych nicieniami,
mozliwe jest znalezienie takich osobnikow, w
ktorych gen reporterowy wyznakowat promo-
tor aktywny specyficznie w strukturze odzy-
wiajacej nicienia. Innym sposobem jest wyszu-
kiwanie tych mRNA, ktore sa syntetyzowane w
komorkach pomidora poddanych dziataniu
wydzielin nicienia, natomiast brak ich w ko-
morkach nie traktowanych wydzielinami. Wy-
kazanie nastepnie, ze tych mRNA brak jest row-
niez w todygach, lisSciach, kwiatach, siewkach i
nie infekowanych korzeniach jest potwierdze-
niem, ze chodzi tu o geny specyficznie ekspry-
mowane w odpowiedzi na atak nicienia. Po
przepisaniu tych sekwencji na cDNA i sklono-
waniu pelnowymiarowych cDNA ich promoto-
ry sa izolowane badz na drodze przeszukiwa-
nia komercyjnych bibliotek genomowych,
badz przy zastosowaniu odwrotnej reakcji PCR
ze strawionym genomowym DNA jako substra-
tem.

W przypadku uzycia pojedynczego promo-
tora, nawet uwazanego za specyficzny, niewiel-
kie ,przeciekanie” jego aktywnosci (to jest eks-
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presja w innych tkankach rosliny) jest nie do
unikniecia. Nie bedzie to jednak miato znacze-
nia tak dlugo jak dhlugo transgeniczne biatko
(majace np. hamowac reaktywacje cyklu ko-
morkowego) lub antysensowne mRNA nie
spotka odpowiednio: swego biatka docelowe-
go lub komplementarnego fragmentu mRNA. I
tak, w przypadku hamowania cyklu komorko-
wego z zastosowaniem negatywnych domi-
nujacych mutacji niewielka ekspresja zmuto-
wanego genu w zroznicowanych juz komor-
kach kory pierwotnej nie bedzie miata ujemne-
go wplywu na rosline, gdyz komorki te w swo-
im programie morfogenetycznym nie maja mi-
tozy i nie wytwarzaja biatek takich jak cykliny
czy zalezne od cyklin kinazy.

Z drugiej strony, zastosowanie przeciwcial
(plantibodies) zwicksza mozliwoSC precyzyj-
nej ekspresji. Dla eksprymowania genow dane-
go przeciwciala zastosowana zostanie para
promotoréw, ktore moga wykazywac aktyw-
noS¢ w roznych czesciach korzenia, ale pokry-
wanie sie ich aktywnoSci wystapi tylko na szla-
ku migracji patogena i/lub na terenie struktury
odzywiajacej nicienia. W ten sposob mozliwa
bedzie specyficzna co do miejsca ekspresja
kompletnego, funkcjonalnego przeciwciala.
Przeciwcialo sktada sie bowiem z dwoch iden-

tycznych tancuchow ciezkich i dwoch iden-
tycznych tancuchow lekkich i bedzie funkcjo-
nowac tylko w tej komorce, w ktorej wszystkie
te lancuchy sa syntetyzowane. Pare takich pro-
motorOw przydatna do hamowania migracji
larw w korzeniu za poSrednictwem przeciw-
cial stanowia na przyklad: promotor genu
Ppyk10 (PUZIO i wspotaut. 2000) - specyficznie
aktywny w ryzodermie i korze pierwotnej (kto-
redy pasozyt migruje) i promotor indukowany
przez zranienie, np. genu wun (HANSEN i
wspotaut. 1996).

Ostatecznym celem réznych strategii zasto-
sowanych w ramach projektu NONEMA jest uzy-
skanie odpornych roslin transgenicznych. Do
weryfikacji ich efektywnoSci w hamowaniu roz-
woju syncytiow postuza zaréwno metody anato-
miczno-cytologiczne (obserwacja morfogenezy
korzenia zainfekowanego nicieniami) jak i czy-
sto nematologiczne (porownanie liczby samic
rozwijajacych sie na korzeniach roSlin transge-
nicznych w poréwnaniu z roslinami kontrolny-
mi). Ewentualny sukces, po zaakceptowaniu
przez spotecznos¢ Unii Europejskiej, moze by¢
waznym krokiem w kierunku upowszechnienia
nieklasycznych metod otrzymywania roSlin
uprawnych odpornych na pasozyty.

STRATEGIES FOR CONSTRUCTION OF NEMATODE RESISTANT PLANTS

Summary

Plant-parasitic nematodes are very important
pests of many crops causing up to 20-30% losses of ag-
ricultural yield. Their traditional control relies on ex-
tremely toxic nematicides and breeding resistant
cultivars. As both methods have major disadvantages
(environmental pollution, long time-course of breed-
ing a new cultivar with resistance which is often bro-
ken by the pathogen after several years), an approach
based on genetic engineering seems to be a promising
alternative. Reproductory success of the nematodes
depends on induction and development of a feeding
site composed of modified plant cells. In a compatible
plant/pathogen interaction, nematode secretions
(pathogenicity factors) released consecutively into
the root change the morphogenetic programme of
plant cells via modification of expression of selected
plant genes which enables nematode’s migration, in-
duction of the feeding site and its proper develop-
ment into an effective feeding structure. Different
strategies to stop or to impair pathogen development
may be applied which interfere with nematode’s de-
velopment at different points of its life cycle. This ap-
proach has been adopted by an international research
project NONEMA” carried out within 5th Framework
Programme of the European Community for Research,
Technological Development and Demonstration.

First, pathogenicity factors are sought, recognised and
evaluated employing such methods as subtractive hy-
bridisation wusing cDNA libraries, comparative
cDNA-AFLP, microsequencing of nematode secre-
tions, dsRNA-mediated mRNA inactivation of candi-
date genes in nematodes. The factors thought to be in-
volved in: modification/dissolving of plant cell walls
during migration, protection against active oxygen
species produced upon infection by the host and in-
duction of feeding cells are search for. The selected
proteins — pathogenicity factors will be afterwards in-
activated by ,plantibodies” — specific immunoglo-
bulins synthesised in transgenic plants. This should
minimise pathogen’s success during early stages of in-
fection. Second, plant proteins up-regulated upon in-
fection are being identified using RT-PCR, in situ hy-
bridisation and immunolocalisation. These genes/pro-
teins involved in reactivation of cell cycle (necessary
for induction of feeding site development) or in modi-
fication of plant cell walls (including local dissolutions
of the walls) in developing feeding sites of cyst nema-
todes will be inactivated using ,plantibodies” or inhib-
ited at mRNA level using antisense constructs in trans-
genic plants. To maximise the chances of public accep-
tance for genetically engineered plants special atten-
tion is paid to use promoters with minimised expres-
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sion outside the area (plant tissues) of their action.
Some feeding site-specific promoters are already avail-
able but they are being improved by employing pro-

moter deletion techniques and also new ones are
sought.
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