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Streszczenie: Endopasozytnicze nicienie osiadle, atakujace korzenie roslin stanowia powazny problem
nowoczesnego rolnictwa. W interakcji kompatybilnej nicienie cystowe do mechanicznej penetracji korzenia
wykorzystuja specyficzny organ aparatu ggbowego — sztylet. Wyspecjalizowane gruczoly wydzielnicze
umozliwiaja im syntezg i sekrecj¢ zwiazkow, ktore utatwiaja migracje przez tkanki korzenia oraz zmieniaja
program morfogenetyczny komorek gospodarza. W wybranej komoérce inicjalnej zachodzi reaktywacja
cyklu komérkowego, przebudowa $ciany komorkowej oraz intensyfikacja metabolizmu podstawowego i
wtérnego. Prowadzi to do powstania wielojadrowego syncytium, z ktorego nicienie pobieraja pokarm. Atak
nicieni uruchamia odpowiedz obronna rosliny, ale obserwuje si¢ rowniez jej hamowanie. Gruntowna wiedza
dotyczaca proceséw komdrkowych, zachodzacych podczas rozwoju syncytium, jest bardzo istotna przy
opracowywaniu nowych metod ochrony roslin przed tymi trudnymi do zwalczania szkodnikami.

Stowa kluczowe: nicienie cystowe, syncytium, sciana komorkowa, cykl komorkowy, auksyny, reakcja
obronna rosliny.

Summary: Endoparasitic sedentary nematodes infecting plant roots are an important problem of modern
agriculture. In a compatible interaction with their hosts, cyst nematodes use stylet for mechanical root
penetration. The specialized nematode oesophageal glands produce and secrete proteins that facilitate the
migration within the root and change morphogenetic program of plant cells. The changes in selected initial
cell involve cell cycle reactivation, cell wall modification and boosting of plant primary and secondary
metabolism. These leads to the multinuclear syncytium formation, which is the nematode feeding site.
Cyst nematode infection activate different plant defense responses, but their active suppression was also
observed. The deep understanding of cellular mechanisms involved in syncytium development is essential
for the development of new strategies for plant protection against these difficult to control pests.

Key words: cyst nematodes, syncytium, cell wall, cell cycle, auxin, plant defence.

*Publikacj¢ dofinansowano z projektu MNiSW N N302593938.



268 M. gWIECICKA, J. DABROWSKA, M. FILIPECKI
WSTEP

Nicienie (Nematoda) sa najliczniejsza grupa zwierzat wielokomorkowych wystepu-
jaca w wigkszosci ekosystemow [41]. Glownie sa to organizmy wolno zyjace, a
pasozytnicze nicienie glebowe stanowia tylko 15% wszystkich dotychczas poznanych
i opisanych gatunkow tych zwierzat [19]. Jednak ze wzgledu na mato specyficzne
objawy porazenia oraz niedobor skutecznych metod ochrony roslin, nicienie glebowe
sq bardzo ucigzliwymi szkodnikami wielu waznych ekonomicznie roslin uprawnych.
Wigkszos¢ strat w plonie przypisuje si¢ dziatalnosci endopasozytow osiadtych, do
ktérych naleza nicienie cystowe (matwiki, Globodera spp. i Heterodera spp.) i
guzaki (Meloidogyne spp.). Szkody spowodowane ich pasozytnictwem w $wiato-
wym rolnictwie szacuje si¢ na okoto 157 miliardéw dolaréw rocznie [1]. Nicienie
cystowe, w przeciwienstwie do guzakow, maja bardzo waski zakres zywicieli.
Najwazniejsze gatunki nicieni cystowych to: matwik ziemniaczany (Globodera
rostochiensis) 1 matwik agresywny (Globodera pallida), ktére atakuja ziemniaki,
matwik sojowy (Heterodera glycines) porazajacy soj¢, matwik burakowy (Hetero-
dera schachtii) pasozytujacy na burakach cukrowych i roslinach z rodzaju kapust-
nych. Wielu problemdéw przysparzaja rowniez matwiki zbozowe (Heterodera
avenae), pasozytujace glownie na pszenicy, jgczmieniu i owsie. Ich obecnos¢ wykry-
to na 50% najwiekszych europejskich i kanadyjskich obszarow uprawy zboz [39].

Po wniknigciu do korzenia rosliny gospodarza, nicienie cystowe indukuja powsta-
wanie wielojadrowego syncytium. Stanowi ono jedyne zrodto substancji pokarmowych
dla rozwijajacego sie nicienia i decyduje o jego dalszym rozwoju i rozrodzie. Indukcja
i rozwoj prawidlowo funkcjonujacego syncytium jest sterowana przez wydzieliny
nicieni, ktore bezposrednio lub posrednio zmieniaja profil ekspresji genow roslinnych
i modyfikuja program morfogenetyczny komorek korzenia [9]. Badania nad patogene-
za nicieni koncentruja si¢ zarowno na identyfikacji i opisie funkcji bialek przez nie
wydzielanych, jak rdwniez genow roslinnych, ktorych ekspresja ulega modyfikacji.
Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
precyzyjnej wymiany informacji pomigdzy nicieniem pasozytniczym a rosling zywi-
cielska, ktora w uktadzie kompatybilnym ujawnia niezwykla skale molekularnego
dopasowania tych odleglych ewolucyjnie organizméw.

ROZWOJ NICIENI CYSTOWYCH

W cyklu zyciowym nicieni cystowych wyrozniamy cztery stadia larwalne (L1—
L4) i zdolne do rozrodu stadium dojrzate. Pierwsze stadium L1 rozwija si¢ wewnatrz
jaj. Nastepnie, czes¢ osobnikéw mtodocianych (L2) opuszcza cysty i rozpoczyna
wedrowke w kierunku korzeni gospodarza. Wykluwanie si¢ larw L2 jest stymulo-
wane przez wydzieliny korzeniowe roslin zywicielskich, dzieki czemu cykl rozwojowy
nicieni jest w pelni skorelowany ze wzrostem i rozwojem roslin [39]. Wnikanie
nicieni cystowych do wnetrza korzeni oraz ich wewnatrztkankowa migracja odbywa
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si¢ poprzez mechaniczne uszkodzenia $cian komérkowych oraz ich hydrolize. Po
dotarciu do wewnetrznej czesSci kory pierwotnej nicienie wybieraja pojedyncza
komorke inicjalna — ISC (ang. initial syncytial cell) zdolng do zainicjowania
syncytium [22]. Nastepnie, na skutek atrofii miesni wora skorno-migsniowego nicienie
traca zdolnos¢ lokomocji i staja si¢ formami osiadlymi. Po wytworzeniu syncytium,
pasozyty przechodza jeszcze dwie wylinki, az do osiagniecia formy dorostej zdetermi-
nowanej plciowo. Dojrzate samce odzyskuja zdolnos¢ lokomocji i opuszczaja korzen
w poszukiwaniu samic, ktore powiekszajac swoje rozmiary przebijaja epiderme
korzenia. Po kopulacji, u samic rozpoczyna si¢ intensywny proces rozwoju jaj. Po
pewnym czasie samice obumieraja, a ich oskorek twardnieje i brunatnieje, przeksztat-
cajac sie w ochronny worek, cyste, wypelniony zwykle ponad 500 jajami [39]. Cysty
na ogot odpadaja od korzeni i pozostaja w glebie w stanie uspienia.

ZMIANY ULTRASTRUKTURALNE
ZACHODZACE W POWSTAJACYM SYNCYTIUM

Syncytium powstaje w wyniku czesciowej hydrolizy scian komdrkowych i zlewania
si¢ protoplastow komorek sasiadujacych. Zaobserwowano, ze juz w 18 godzin po
inokulacji nicieniami, w $cianach komorki inicjalnej tworza si¢ pierwsze duze otwory
miedzykomorkowe [22]. W tym czasie powstajace syncytium jest juz w nieznacznym
stopniu powiekszone. W poczatkowej fazie syncytium rozwija si¢ centrypetalnie w
kierunku walca osiowego, a nastgpnie w miar¢ obejmowania nowych komoérek
rozrasta si¢ rowniez w kierunku akropetalnym i bazypetalnym. W petni wyksztatcone
syncytium moze sktadaé si¢ z ponad 200 komorek. W miarg rozwoju, w powstaja-
cym syncytium, zachodzi wiele zmian ultrastrukturalnych prowadzacych do
zaggszcezenia cytoplazmy, wzrostu liczby rybosomow, ciatek thuszczowych, mitochon-
driéw i plastydow. Centralna wakuola zostaje zastapiona duza liczba matych wakuoli.
Natomiast jadro komoérki powieksza sie i przybiera nieregularne ksztalty. Sciana
komodrkowa ulega pogrubieniu, a w sasiedztwie elementow trachealnych ksylemu
tworza si¢, zbudowane z celulozy i innych polisacharydow, wrosty transferowe [22].
Dzigki nim wzrasta powierzchnia blony komdrkowej, co jednoczesnie zwigksza
powierzchni¢ wymiany substancji pokarmowych i transportu wody. W miejscu wbicia
sztyletu, w $cianie komodrkowej syncytium powstaje zatyczka pokarmowa (ang.
feeding plug; ryc. 1), ktéra najprawdopodobniej zbudowana jest z wydzielin nicienia
oraz komponentdw sciany komorkowej [39]. Chociaz funkcja zatyczek pokarmowych
nie zostala jak dotad sprecyzowana, wydaje si¢, ze uszczelniajg one perforacje w
scianie komorkowej, ktore powstaty po jej mechanicznym uszkodzeniu przez nicienie.
Na szczycie sztyletu gromadza si¢ wydzieliny nicieni uwalniane do wnetrza
cytoplazmy syncytium, ktore tworza cylindryczne struktury, tzw. rurki pokarmowe
(ang. feeding tubes; ryc. 1) [9]. Ich funkcja zwiazana jest z ulatwieniem nicieniowi
pobierania pokarmu z bardziej odleglych miejsc cytoplazmy. Pelnig rowniez rolg sit
molekularnych, ktore selekcjonuja pobierany pokarm, nie dopuszczajac do zatkania
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RYCINA 1. Model oddzialywan wydzielin nicienia na ekspresj¢ genéw i metabolizm komorek
gospodarza (wg [9] zmodyfikowany)

FIGURE 1. A model of interactions of nematode secretions with gene expression and
metabolism of host plant cells (acc. to [9] modified)

otworu sztyletu, np. matwiki burakowe pobieraja biatka o wielkosci 2040 kDa [55].
Po zakonczeniu cyklu zyciowego nicieni syncytia degeneruja.

ROLA BIALEK WYDZIELANYCH PRZEZ NICIENIE

Osiadte, endopasozytnicze nicienie sa grupa zwierzat, ktéra idealnie przystosowata
si¢ ewolucyjnie do prowadzenia pasozytniczego trybu zycia. Wyspecjalizowane
gruczoty wydzielnicze oraz sztylet umozliwiaja im synteze i sekrecje roznych
zwiazkow, dzigki ktorym komorki korzenia zostaja przeksztalcone w syncytium. Biatka
wydzielane przez nicienie wplywaja rowniez na ekspresje gendéw gospodarza, co
prowadzi do rozlegtych zmian morfologicznych, fizjologicznych oraz molekularnych
w komorkach korzenia [8]. Liczne badania przyczynily si¢ do sklonowania i
sklasyfikowania wielu genoéw nicieni oraz do stworzenia modelu oddziatywan
wydzielin na ekspresj¢ gendw i metabolizm komoérek gospodarza [9] (ryc. 1).
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W procesie pasozytnictwa nicieni wyrdézniamy dwa gltowne etapy: migracje
wewnatrztkankowa przez korzen gospodarza oraz utworzenie prawidtowo funkcjonu-
jacego syncytium. W obydwu tych etapach udziat biora biatka, ktore sa produkowane
w gruczotach gardzielowych nicieni, ulokowanych po ich brzusznej i grzbietowej
stronie. W trakcie migracji istotna rol¢ petnia gruczoty brzuszne produkujace biatka
modyfikujace $ciane komodrkowa, jak np. endoglukanazy, enzymy degradujace pekty-
ny, ksylanazy czy ekspansyny [10]. Natomiast biatka wydzielane przez grzbietowa
komorke wydzielnicza nicieni petnig zasadnicza funkcje przy indukcji i prawidlowym
funkcjonowaniu syncytium. Jednym z najlepiej poznanych bialek wydzielanych przez
nicienie jest mutaza choryzmianowa — CM (EC 5.4.99.5). Jest to kluczowy enzym
szlaku syntezy kwasu szikimowego, ktory bierze udzial w syntezie aminokwasow
aromatycznych (fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan), prekursorow metabolitow wtor-
nych (np. fitohormony) oraz zwiazkoéw bioracych udziat w odpowiedzi obronnej
rosliny (fitoaleksyny). Wydzielanie mutazy choryzmianowej do cytozolu komorek
gospodarza moze wptywaé na zmiang skltadu pochodnych kwasu szikimowego, a
tym samym modyfikowaé¢ program morfogenetyczny komoérek korzenia oraz
hamowa¢ reakcje obronne rosliny [50].

Biatka CLE (ang. CLAVATA3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION)
zidentyfikowane dotychczas tylko u roslin, reguluja wiele procesow fizjologicznych
zwiazanych ze wzrostem i rozwojem rosliny, np. roznicowanie sie tkanki meryste-
matycznej pedu i korzenia, jak réwniez rozwoj tkanki przewodzacej. Zbadano, ze
zwiazanie si¢ biatka CLV3 (CLAVATA3) z zewnatrzkomorkowa domena kinazy
receptorowej CLV1 (CLAVATAI) powoduje roznicowanie si¢ komorek merystemu
pedu u Arabidopsis thaliana [40]. Wspolczesne badania dostarczyly dowody
wydzielania przez matwika sojowego biatka SYV 46, wykazujacego podobienstwo
do roslinnych biatek sygnalnych CLE [52]. Udowodniono rowniez, ze roslinne biatka
CLE hamuja réznicowanie si¢ komorek i zarazem stymuluja auksyno-zalezna
proliferacje komoérek u rzodkiewnika [53], co moze mie¢ ogromne znaczenie w
rozwoju syncytium. Kolejnymi biatkami zidentyfikowanymi w wydzielinach nicieni
sa biatka wykazujace podobienstwo do roslinnych bialek bioracych udziat w
selektywnej degradacji biatlek w proteosomach na drodze ubikwitynacji [10]. W
roslinie jest to podstawowy mechanizm regulacji proceséw komodrkowych. Poprzez
wydzielanie biatek wykazujacych podobienstwo do Skp-1 (ang. S-phase kinase
associated protein 1), RING-H2 oraz ubikwityny nicienie moga oddziatywaé na
biatka zwiazane z przekazywaniem sygnatu, cyklem komoérkowym, reakcja obronng
oraz bra¢ udziat w transferze ubikwityny do bialek przeznaczonych do degradacji
[10]. W wydzielinach matwika ziemniaczanego zidentyfikowano zwigkszona ekspresje
gendow kodujacych biatka podobne do roslinnych bialek z rodziny RanBPMs
zlokalizowanych w centrosomach (ang. Ran-binding protein in the microtubule-
organizing centre) [44]. Ich funkcja zwiazana jest prawdopodobnie z zaburzeniami
prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego w syncytium. Co ciekawe, az 25%
biatek wydzielanych przez matwika sojowego zawiera sygnat lokalizacji jadrowej —
motyw NLS (ang. nuclear localization signal), co moze swiadczy¢ o
przekierowaniu tych bialek do jader komorek roslinnych, gdzie mozliwa jest
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bezposrednia interakcja z sekwencjami promotorowymi genéow wplywajaca na ich
ekspresje [11].

GENY ROSLINNE INDUKOWANE PRZEZ NICIENIE

Przeprogramowanie ekspresji gendw rosliny gospodarza jest niezbednym warunkiem
do powstania prawidlowo wyksztalconego i funkcjonujacego syncytium. Przy uzyciu
réznorodnych metod biologii molekularnej udato sie zidentyfikowaé cala game réznych
genow, ktore prawdopodobnie sa zaangazowane w proces pasozytnictwa nicieni [m.
in. 26, 29, 42, 45, 54]. Prace eksperymentalne wykorzystuja zardwno strategie masowej
identyfikacji genow (na skalg genomoéw) i ich produktow, a takze analityczne podejscia
obejmujace szczegdlowe badania ekspresji i regulacji pojedynczych genéw w potaczeniu
z analizami organizmdw z zaburzonym ich funkcjonowaniem poprzez mutacje,
nadekspresje czy wyciszenie. Dotychczas poznane geny roslinne, ktorych profile
ekspresji ulegaja zmianie zaréwno lokalnie w obrebie zainicjowanego syncytium, jak
réwniez systemicznie w porazonej roslinie, zwiazane sa m.in.: z reakcjami obronnymi i
odpowiedzia rosliny na zranienie, cyklem komoérkowym, modyfikacjami $ciany
komorkowej, regulacja cisnienia osmotycznego, metabolizmem podstawowym i wtdrnym,
czynnikami transkrypcyjnymi oraz geny, ktorych ekspresja jest Scisle zwigzana z
hormonami roslinnymi (np. auksyna, etylenem) [20].

Geny reakcji obronnych

Rosliny w drodze ewolucji wyksztalcity odpowiednie mechanizmy obronne
chronigce je przed atakami szkodnikow. Pierwsza lini¢ obrony stanowia liczne
modyfikacje morfologiczne w budowie roslin oraz synteza i wydzielanie zwiazkow
toksycznych [38]. Po przetamaniu pierwszej linii obrony przez szkodnika dochodzi
do uruchomienia molekularnego mechanizmu obrony opartego na szybkim zlokalizo-
waniu, rozpoznaniu oraz odpowiedzi na czynnik patogennosci.

Geny, ktére ulegaja indukcji w pierwszych godzinach po ataku nicieni, sa zwigzane
z odpowiedzig obronng rosliny na czynniki stresowe, wynikajace ze zranienia oraz
migracji nicienia wewnatrz tkanki korzeniowej. W odpowiedzi na uszkodzenie $ciany
komorkowej, roslina produkuje reaktywne formy tlenu i azotu. Indukcji ulegaja geny
kodujace peroksydazy, chitynazy, lipoksygenazy, inhibitory proteinaz oraz katalazy.
W trakcie patogenezy, aktywacji ulegaja rowniez szlaki metaboliczne zwiazane z
biosynteza fitoaleksyn, odktadaniem kalozy i lignin, ktore stanowia fizyczna bariere
dla pasozyta [20]. Analizy transkryptomu korzeni réznych gatunkéw roslin
porazonych nicieniami pasozytniczymi wykazaly zalezna od kwasu salicylowego
aktywacje ekspresji genéw kodujacych biatka PR (ang. pathogenesis-related
proteins) [3] oraz uczestniczacych w biosyntezie zwiazkdéw fenylopropenowych [37].

Kwas salicylowy, jasmonowy oraz etylen peinig role¢ mediatora odpowiedzi
obronnej roslin na infekcje wywotane takimi pasozytami, jak: wirusy, grzyby, bakterie
oraz nicienie. Pasozyty biotroficzne wykazuja wigksza wrazliwos¢ na odpowiedz
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obronng indukowana kwasem salicylowym. Natomiast kwas jasmonowy i etylen sa
elementami sygnalnymi odpowiedzi obronnej zwigzanej ze zranieniem po ataku gryzoni
lub pasozytéw powodujacych nekrozy tkanek roslinnych [21]. Nicienie pasozytnicze
roslin powoduja zranienie tkanki korzeniowej, ale sa réwniez organizmami biotro-
ficznymi, co moze stanowi¢ problem dla rosliny przy wiaczaniu odpowiedniego szlaku
odpowiedzi obronnej. Analizy mutantow Arabidopsis thaliana, charakteryzujacych si¢
zaburzeniami w syntezie kwasu salicylowego, wykazaly wrazliwos¢ roslin na porazenie
matwikiem burakowym, w przeciwienstwie do mutantow pomidora, ktore pomimo
obnizonego poziomu kwasu salicylowego nie wykazywaly wrazliwosci na guzaki [3].
Kolejne badania dowiodly, ze gléwna role w odpowiedzi na porazenie przez nicienie
tego rodzaju odgrywa kwas jasmonowy [6].

Roslina zaatakowana przez szkodnika bedacego jej naturalnym wrogiem, najczes-
ciej generuje odpowiedz obronna zwiazang z synteza specyficznych biatek odpornosci
R (ang. resistance proteins), ktore rozpoznaja konkretne biatka pasozyta syntetyzo-
wane przez geny wirulencji (4vr). Zalozenie o istnieniu specyficznej interakcja
miedzy produktami genow R rosliny a produktami genow Avr pasozyta jest podstawa
modelu gen-na-gen [4]. W wielu uktadach eksperymentalnych nie udalo si¢ jednak
potwierdzi¢ istnienia bezposrednich oddziatywan R-Avr, co doprowadzito do sformuto-
wania hipotezy straznika (ang. guard hypothesis), wedlug ktorej inne biatka gospoda-
rza posrednicza i koordynuja oddziatywania bialek R i Avr [31]. Do tej pory brak
jest opracowan potwierdzajacych istnienie tego mechanizmu w patogenezie nicieni
cystowych, jednak spokrewniony guzak poludniowy aktywuje u pomidora uprawnego
biatko odpornosci Mil.2 poprzez kompleks sygnalny ztozony z biatek HSP90-1, SGT1
oraz RMEI, ktoére przypuszczalnie wchodzi w interakcje z nicieniowym biatkiem Avr
[5]. Aktywacja reakcji obronnej z wykorzystaniem gendw R czesto prowadzi do
uruchomienia w miejscach infekcji programowanej smierci komodrki powodujac tak
zwang reakcje nadwrazliwosci — HR (ang. hypersensitive response). Co wiecej,
lokalna odpowiedz na porazenie pasozytem moze indukowaé nabyta systemowa
odpornos¢ — SAR (ang. systemic acquired resistance), dzieki ktorej cala roslina
staje si¢ odporna na infekcje [16]. Do tej pory zostato opisanych okoto 25 roslinnych
gendw R skierowanych przeciwko bialkom Avr nicieni, niosacych odpornos¢ na
osiadte endopasozyty z rodzaju Heterodera, Globodera i Meloidogyne [49].
Sposrod nich osiem poznano molekularnie i podobnie jak zdecydowana wigkszosé
gen6éw odpornosci na patogeny, kodowane przez nie biatka naleza do rodziny NBS
-LRR. W swojej sekwencji biatka te zawieraja charakterystyczne miejsce wigzace
nukleotydy — NBS (ang. nucleotide binding site) oraz rejon bogaty w tandemowe
powtorzenia leucyn — LRR (ang. leucin rich repeat). Analiza sekwencji tych bialtek
wskazuje takze na mozliwe interakcje ze szlakami sygnalnymi programowanej smierci
komorki oraz kaskadami kinaz MAPK [12].

Geny zaangazowane w rearanzacj¢ Sciany komorkowej

Modyfikacje sciany komérkowej, obejmujace procesy degradacji i syntezy nowych
komponentdw, sa podstawowymi procesami zachodzacymi podczas powstawania i
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rozwoju syncytium. W pierwszych dniach zerowania nicieni cystowych $ciana
komorek sgsiadujacych z komdérka inicjalng podlega czesciowej hydrolizie. Powstaja
w ten sposob otwory, przez ktére dochodzi (w bardziej bezposredni sposdb niz przez
plazmodesmy) do potaczenia protoplastow. Elementy strukturalne syncytium ulegaja
silnej hipertrofii, w zwiazku z czym otaczajaca je Sciana komorkowa musi byé¢
elastyczna i rozluzniona. Jednoczesnie, w odpowiedzi na wysokie ci$nienie osmo-
tyczne panujace wewnatrz syncytium, $ciana komodrkowa ulega pogrubieniu, a w
miejscach, gdzie syncytium graniczy z ksylemem, powstaja palczaste wrosty charak-
terystyczne dla komorek transferowych [22]. Poczatkowo sugerowano, ze za rozktad
Scian komdrkowych podczas indukeji i rozwoju syncytium odpowiedzialne sa enzymy
hydrolityczne produkowane i wydzielane przez nicienie. Jednak doktadne analizy
ekspresji gendw gospodarza udowodnity gtéwnie ich udziat w procesach rearanzacji
Sciany komorkowej powstajacego syncytium [46]. Podczas rozwoju roslin, w proce-
sach przebudowy i degradacji $ciany komorkowej bierze udziat swoista i specyficzna
mieszanka r6znych izoform enzymdéw hydrolizujacych i rozluzniajacych $ciang komor-
kowa. Nie dziwi zatem fakt zaangazowania zestawu enzymow w proces tworzenia
syncytium. Wykazano zwigkszong aktywnos$¢ endoglukanaz, liaz pektynianowych,
poligalakturonaz, endotransglikozylaz ksyloglukanu, jak roéwniez ekspansyn [46].
Badania na roslinach ziemniaka z wyciszonymi genami Cel7 i Cel9C1, ktére koduja
celulazy degradujace odpowiednio celuloze amorficzng i krystaliczna, wykazaty
zwiekszong odpornosé tych roslin na porazenie matwikiem ziemniaczanym [34].
Rozwdj nicieni na tych roslinach byt zahamowany w stadium L2, a co za tym idzie,
obserwowano mniejsza liczbg rozwijajacych si¢ samic (o 60% dla Cel7 i 31% dla
Cel9C1) w porownaniu z roslinami kontrolnymi. Ponadto u 89% samic rozwinigtych
na roslinach ziemniaka z wyciszonym genem Cel7 i 78% samic rozwinigtych na
roslinach z wyciszonym genem Ce/9C1 zaobserwowano brak jaj w cystach [34].
Ostatnie badania zidentyfikowaly kolejna grupe biatek roslinnych — ekspansyn,
zaangazowanych w modyfikacje $ciany komorkowej zachodzace podczas procesu
tworzenia syncytium. Bialka te biora udzial w procesach komoérkowych, w ktérych
dochodzi do modyfikacji ksztattu sciany komorkowej, a co za tym idzie calych
komorek. Poprzez kontrolg rozciagliwosci bialka te sa odpowiedzialne za wlasciwosci
mechaniczne Scian komdrkowych. Analizy transkryptomu korzeni rzodkiewnika
porazonych guzakiem potudniowym wykazaly wzrost ekspresji siedmiu gendéw a-
ekspansyn oraz dwoch B-ekspansyn w komorkach olbrzymich [54]. Ekspansyny
ulegaja podwyzszonej ekspresji rowniez w roslinach rzodkiewnika i pomidora po
porazeniu nicieniami cystowymi [54, 18]. Analiza funkcjonalna gen6w ekspansyn jest
utrudniona ze wzgledu na wysokie podobienstwo sekwencji i specyfiki dziatania
licznych izoform catej rodziny genowej, co stwarza konieczno$¢ analizy wielokrotnych
mutantéw czy wyciszania przynajmniej kilku genéw jednoczesnie.

Regulacja gospodarki wodnej

W ciagu doby nicienie pobierajg pokarm przewyzszajacy czterokrotnie objetosé
syncytium. Tak intensywne odzywianie wymaga kontroli oraz intensyfikacji przeptywu
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wody z ksylemu do syncytium. Proces ten moze by¢ usprawniony dzieki obecnosci
kanatow wodnych lub przenosnikéw w blonie komodrkowej syncytium. Analizy
transkryptomu korzeni Arabidopsis thaliana, ktére zostaly porazone matwikiem
burakowym, wykazaly, ze w syncytiach zwigkszonej ekspresji ulegaja przenosniki
btonowe — AtAAP6 (permeaza aminokwasowa) i AtPIP2-5 [43]. Wykazano réwniez
zwigkszong aktywno$¢ genoéw kodujacych akwaporyny u rzodkiewnika — AtPIP2a
[33] oraz u soi — GmPIP2-2 [36].

Metabolizm pierwotny i wtérny

Wysoka aktywno$¢ metaboliczna syncytium przejawia si¢ nie tylko w obrazie
cytologicznym, ale rowniez w podwyzszonej ekspresji gendw zwiazanych z
metabolizmem podstawowym i wtérnym. Odnotowano wysoka aktywnos¢ genow
zwigzanych z synteza bialek, metabolizmem weglowodanow, a takze metabolizmem i
transportem cukréw [2]. W korzeniach rzodkiewnika porazonych matwikiem
burakowym wzrasta poziom ekspresji gendw kodujacych lizofosfolipaze (LPPL),
fosfataze polifosforanu inozytolu (/PPP) i dehydrogenezg izocytrynianu (ISDGh) [27].
Na szczegdlng uwage zashuguja geny kodujace enzymy biorace udzial w szlakach
biosyntezy metabolitow wtdrnych, takich jak: flawonoidy, antocyjany, fenylopropanoidy
oraz skladniki wtornej $ciany komorkowej — ligniny i suberyny, a ktorych zwigkszona
ekspresje wykazano w korzeniach soi porazonych matwikiem sojowym [28]. Flawono-
idy stanowia jedna z najwigkszych grup metabolitow wtornych i biorg udziat m.in. w
odpowiedzi obronnej rosliny na porazenie organizmami pasozytniczymi, a takze sg
inhibitorami transportu auksyny w roslinie. Funkcja flawonoidéw w interakcji roslin z
nicieniami cystowymi nie zostala do konca wyjasniona. Ich indukcja moze by¢ przede
wszystkim zwiazana z odpowiedzia rosliny na zranienie. Jednakze flawonoidy moga
réwniez pehnié istotng rolg w procesie tworzenia syncytium. Wzrost poziomu flawono-
idow w rozwijajacym sie syncytium zaburza polarny transport auksyn, hamujac wyplyw
tego hormonu z komorki i powodujac tym samym jego akumulacje [32]. Przypusz-
czalnie, jest to proces niezbedny do powstania prawidlowo funkcjonujacego syncytium.
Dodatkowo, funkcja zwiekszonej produkcji flawonoidow moze byé zwiazana z
odktadaniem nowych poktadéw lignin w celu pogrubienia Scian komdrkowych
syncytium, aby zrownowazy¢ wysokie cisnienie osmotyczne panujace wewnatrz [20].

Reorganizacja i depolimeryzacja struktury cytoszkieletu

W trakcie rozwoju syncytium modyfikacjom podlega struktura cytoszkieletu,
stabilizujaca i nadajaca ksztalt komérce. W odpowiedzi na bodzce zewngtrzne, np.
atak nicienia pasozytniczego, elementy cytoszkieletu ulegaja reorganizacji. Wysoka
aktywnos¢ gendw kodujacych biatka aktyny (ACT2 i ACT7) oraz a-, 3- i y-tubulin
jest obserwowana zardéwno wewnatrz proliferujacych syncytiow, jak rowniez w
komorkach sasiadujacych w korzeniach rzodkiewnika porazonych matwikiem burako-
wym [13]. Zwigkszona ekspresje gendow kodujacych a- i B-tubuling (GmTubAl i
GmTubB4) wykazano réwniez w syncytiach indukowanych w korzeniach soi po
porazeniu matwikiem sojowym [36]. Podczas rozwoju syncytium nie zaobserwowano
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prawidlowych struktur szkieletu aktynowego, a raczej pojedyncze widkna rozproszone
w komorkach zywicielskich, co moze swiadczy¢ o jego depolaryzacji. We wezesnych
fazach rozwoju syncytium zachodzi roéwniez przestrzenna dezorganizacja mikrotubul.
Komorki sasiadujace maja prawidtowa organizacj¢ mikrotubul, co wskazuje na
odrgbnos¢ strukturalng syncytium. Sygnal o zmianach w ukltadzie mikrotubul nie
przechodzi do komorek sasiadujacych do czasu, gdy ulegna fuzji z syncytium [13].

Geny biatek cyklu komorkowego

Integralng czescia procesu indukcji i rozwoju syncytium jest reaktywacja cyklu
komédrkowego w komoérkach gospodarza. Syncytium jest tworem wielojadrowym
powstajacym poprzez polaczenie protoplastow sasiadujacych komorek, ktorych sciany
ulegly czesciowej degradacji. Jadra komorkowe sg znacznie powigkszone i przyjmuja
ameboidalny ksztalt, co jest wynikiem powielenia ilosci DNA wewnatrz otoczki
jadrowej na drodze endoreduplikacji. Analizy molekularne wykazaly, ze w trakcie
indukcji i rozwoju syncytium zwigkszonej ekspresji ulegaja geny zwigzane z cyklem
komorkowym [20]. U rzodkiewnika przeanalizowano profil ekspresji gendw
kodujacych biatka zwigzane z cyklem komorkowym — cykliny (cycBl; 1 i cycA2;1)
i kinazy zalezne od cyklin (cdc2a i cdc2b) podczas porazenia nicieniami cystowymi
[23]. Wykazano, ze wszystkie cztery geny ulegaja indukcji juz we wczesnych
godzinach pasozytnictwa nicieni, co sugeruje szybka reaktywacje cyklu komérkowego
przez nicienie. Lokalizacja transkryptow gendéw kinaz zaleznych od cyklin oraz
cykliny cycA2;1, w komdrkach sasiadujacych z syncytium sugeruje ich gotowosé
do podzialéw komorkowych oraz przylaczenia do szybko rozwijajacej sig¢ struktury.
Wysoka ekspresja cykliny cycBIl;1 w syncytium oraz brak podzialéw jadra
komorkowego $wiadezy o przebiegu cyklu komorkowego obejmujacego fazy G,-S-
G, z pominigciem mitozy [23].

Dodatkowo, badania z uzyciem inhibitorow cyklu komdrkowego — oryzaliny i
hydroksymocznika udowodnity, ze tylko zablokowanie cyklu komérkowego migdzy
faza G,/S oraz G /M w poczatkowych dniach porazenia hamuje indukcj¢ i rozwoj
syncytium [48]. Replikacja DNA jest zatem podstawa wytworzenia prawidtowo
funkcjonujacego syncytium, a co za tym idzie sukcesu reprodukcyjnego nicieni.
Komorki ulegajace inkorporacji do syncytium wykazuja wysoka aktywnos$¢ mitotycz-
ng. Zablokowanie cyklu komérkowego w fazie M w komodrkach sasiadujacych
doprowadza do zahamowania radialnego wzrostu syncytium. Ekspresja oraz
aktywacja genow kodujacych cykliny i zaleznych od nich kinaz regulowana jest
réwniez przez fitohormony: auksyne i cytokininy, ktore uwazane sg za istotne zwiazki
kontrolujace przebieg cyklu komérkowego oraz odgrywaja kluczowa role w indukcji
i rozwoju syncytium. Gen cykliny cycBI, 1 ulega szybkiej indukcji po potraktowaniu
korzeni Arabidopsis thaliana egzogenna auksyna. Co wigcej, prowadzenie kultury
zawiesinowej komorek Arabidopsis thaliana w plynnej pozywce pozbawionej
auksyn prowadzi do obnizenia poziomu transkryptow dla genow cyklin cycA42;1,
cycA2;2, cyeBl; 1, cycB2;2 [17].
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Udziat fitohormondw w procesie powstawania i rozwoju syncytium

Hormony roslinne biora udzial w regulacji proceséw wzrostowych, rozwojowych,
a takze w odpowiedzi rosliny na czynniki abiotyczne i biotyczne. Kontroluja istotne
dla komorek procesy, dlatego tez ich bezposredni udziat w rozwoju i prawidtowym
funkcjonowaniu syncytium jest bardzo prawdopodobny. Znaczaca rola fitohormonow,
gldwnie auksyny, w interakcji rosliny z nicieniem byla postulowana juz w latach
szesc¢dziesiatych dwudziestego wieku. Na przestrzeni lat wielu badaczy dostarczyto
dodatkowych dowoddw znaczenia auksyny w procesie pasozytnictwa nicieni.
Wykazano m.in., ze mutant pomidora dgt (diageotropica), niewrazliwy na auksyny,
jest de facto odporny na porazenie nicieniami cystowymi [24]. Liczba cyst przypada-
jaca na rosling byla o 71% nizsza w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi, a rozwija-
jace si¢ cysty byly mniejsze i charakteryzowaly si¢ obnizong iloscia jaj. Kolejne
badania wptywu auksyny na proces tworzenia i rozwoju syncytium przeprowadzono
z uzyciem syntetycznego promotora DRS5 [35], ktory aktywuje ekspresje genow w
obecnosci $ladowych ilosci auksyny. Ekspresja genu reporterowego obserwowana
byta juz w 18 godzin po inokulacji korzeni rzodkiewnika matwikiem burakowym w
komorkach sasiadujacych, co $wiadczy o udziale auksyn w przygotowaniu tych
komorek do ich integracji z syncytium. Wzrost poziomu auksyny w tworzacym sie¢
syncytium moze by¢ wynikiem jej bezposredniego wydzielania przez nicienie [15]
lub lokalnej akumulacji. Auksyny transportowane sa w roslinie bazypetalnie, z czesci
pedowych w kierunku korzenia. Ich polarny transport odbywa si¢ dzieki obecnosci
w blonie cytoplazmatycznej wyspecjalizowanych nosnikow transportujacych auksyne
do komorki (AUX) oraz kierujacych wyplywem IAA z komorki (PIN). Zidenty-
fikowano i scharakteryzowano rodziny genow kodujacych powyzsze nosniki. Odkryto
rowniez, ze nosniki transportujace auksyng¢ poza komodrke (PIN) moga zmieniaé
swoje polozenie w blonie komoérkowej, co moze prowadzi¢ do zmiany kierunku
transportu tego zwiazku [51]. Przy uzyciu mutantow rzodkiewnika (axr2/iaa7, pin
i pin2) z zaburzonym transportem auksyn, wykazano zahamowany rozwoj matwika
burakowego na korzeniach tych roslin [24]. Podobne wyniki obserwowano w
roslinach pomidora porazonych matwikiem ziemniaczanym, ktérych nasiona zostaty
zanurzone w kwasie naftyloftalamowym (NPA), bedacym inhibitorem polarnego
transportu auksyn [24]. Po przebadaniu nosnikéw transportujacych auksyng PIN,
Grunewald i wspolpracownicy [25], przedstawili przypuszczalny model manipulacji
transportem auksyny w trakcie tworzenia i rozwoju syncytium. Wedlug tego
schematu, w poczatkowych etapach powstawania syncytium nicienie hamuja
ekspresje genu pini, dzigki czemu zostaje zahamowany wyptyw auksyny z komorki
inicjalnej. W trakcie rozwoju syncytium w czasie, gdy przylaczane zostaja nowe
komorki sasiadujace, nicienie manipuluja ekspresja genow pin3 i pin4, a auksyna
jest transportowana do komorek sasiadujacych [25].

Ekspresja wielu genow, ktéra jest zwigkszona w porazonych korzeniach roslin,
jest regulowana przez auksyny. Reguluja one rowniez aktywnos¢ genu syntazy kwasu
I-aminocyklopropano-1-karboksylowego (ACC), ktéry bierze udzial w syntezie
etylenu, kolejnego hormonu roslinnego zaangazowanego w proces rozwoju i
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prawidltowego funkcjonowania syncytium. Etylen wplywa na ekspresje gendéw
zwigzanych z degradacja scian komoérkowych w trakcie rozwoju syncytium, kieruje
réwniez polarnym transportem auksyn w roslinie, doprowadzajac do akumulacji tego
fitohormonu w komorkach sasiadujacych ze struktura odzywiajaca. Doswiadczenia
na mutantach Arabidopsis thaliana, z nadekspresja gendw bioracych udzial w
odpowiedzi na etylen — etol, eto2, eto3, wykazaly, ze rosliny te charakteryzowaty
si¢ duza wrazliwoscia na porazenie matwikiem burakowym [7]. Takze eksperymenty
przeprowadzone w naszym laboratorium, na korzeniach pomidora po porazeniu
matwikiem ziemniaczanym, pokazuja znaczny wzrost ekspresji gendw niektorych
izoform enzyméw ACS i ACO uczestniczacych w syntezie etylenu (Swiecicka,
badania niepublikowane). Z przebadanych 21 gendéw az 17 ulegalo zwigkszonej
ekspresji w korzeniach soi po ich porazeniu matwikiem sojowym [47].

Badania prowadzone nad aktywnoscia promotora genu ARRS (ang. Arabidopsis
response regulator), zwiazanego z synteza auksyny i etylenu, wykazaly rowniez
istotny udzial cytokinin w rozwoju syncytium. Cytokininy uczestnicza w regulacji
podziatéw komorkowych (cytokineza), pobudzaja wzrost objetosciowy komorek,
indukuja rozwdj i rozgatezianie si¢ pedow, a takze opdzniajq procesy starzenia sie.
Cytokininy prawdopodobnie wydzielane sg przez nicienie. W wydzielinach guzaka
poludniowego (Meloidogyne incognito) i matwika burakowego zidentyfikowano
nastepujace zwiazki: rybozyd zeatyny, benzyloadening i izopentyloadenozyne [15].

PODSUMOWANIE

Na przestrzeni lat przeprowadzono wiele badan charakteryzujacych interakcje
roslin z nicieniami cystowymi. Analizy wielkoskalowe, jak np. sekwencjonowanie
fragmentéw cDNA, wykorzystanie genomowych mikromacierzy czy metod
proteomiki i metabolomiki pozwolily na jednoczesne analizowanie tysigcy gendw i
zaleznosci miedzy nimi. Niektorym nowo odkrytym genom przypisano istotng funkcje
W procesie pasozytnictwa nicieni cystowych. Jednakze dla wigkszosci z nich rola
w tym procesie nadal nie zostata doktadnie okreslona, a niekiedy ze wzgledu na
brak ich podobienstwa do znanych sekwencji uniemozliwiona jest nawet spekulacja
funkcji. Analiza funkcjonalna ogromnej liczby zidentyfikowanych genow, ktorych
ekspresja zmienia si¢ podczas porazenia nicieniami cystowymi nadal pozostaje w
fazie doswiadczalnej. Obejmuje ona wykorzystanie bogatych bibliotek mutantéw
insercyjnych rzodkiewnika i technik RNAi wraz z precyzyjnymi analizami fenoty-
powymi. Identyfikacja gendéw roslinnych oraz nicieniowych zaangazowanych w
kluczowe procesy pasozytnictwa przyczynia si¢ do opracowania nowych strategii
odpornosci na porazenie nicieniami cystowymi [12]. Moga one wykorzystywaé
dostarczenie molekut siRNA z syncytium do odzywiajacego sie nicienia i w ten
sposob mozliwe bedzie zaburzanie funkcjonowania najistotniejszych genéw nicienio-
wych. Innym sposobem moze by¢ produkcja siRNA poprzez promotor genu induko-
wanego pod wplywem obecnosci nicienia i wylaczenie w ten sposdb genu roslinnego,
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ktérego wzmozona ekspresja jest niezbedna podczas tworzenia syncytium. Sekwencje
promotorowe specyficznie reagujace na obecnos¢ nicienia mozna zastosowac do
produkcji innych substancji, np. bialek o aktywnosci przeciwnicieniowej. Wykorzys-
tanie nowych narzgdzi i metod (czgsto z pogranicza roznych dziedzin nauki) pozwa-
laja na systemowe, dynamiczne spojrzenie na pasozyta i jego gospodarza. Nie bez
znaczenia staje si¢ rowniez badanie konkretnej interakcji w kontekscie wspot-
wystepujacych oddziatywan ze srodowiskiem. W szczegdlnosci nalezy zwrdcei¢ uwage
na oddzialywania nicieni z innymi organizmami czy drobnoustrojami, w zdecydowanej
wigkszo$ci niepatogennymi czy wrecz dobroczynnymi.

Szeroko pojeta genomika i bioinformatyka zblizaja jezyk patologa, ekologa i biologa
roslin, co daje nadziej¢ nie tylko na opracowanie nowych metod ochrony roslin przed
tymi szkodnikami, ale rowniez dopracuje zasady zréwnowazonego funkcjonowania
czlowieka w $rodowisku.
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