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Streszczenie: Rosliny w toku ewolucji wyksztalcity zr6znicowane mechanizmy dziatajace na poziomie
lokalnym i systemicznym, ktére maja na celu przystosowanie ich do zycia w danym srodowisku. Jed-
nym z tych mechanizméw jest szeroko poj¢ty system obronny rosliny skierowany przeciwko oddziaty-
waniom czynnikdéw biotycznych, do ktérych zaliczy¢ nalezy migdzy innymi atak patogenéw. Pierwsza
lini¢ obrony rosliny przed atakiem patogendw stanowi tzw. odpornos¢ konstytutywna strukturalna,
uwarunkowana budowa anatomiczna rosliny oraz odpornos¢ konstytutywna chemiczna obejmujaca nie-
korzystny wplyw wydzielanych przez rosliny metabolitdw wtérnych bezposrednio na patogeny. Glowna
rol¢ w obronie konstytutywnej strukturalnej odgrywa epiderma i peryderma. Epiderma charakteryzuje
si¢ obecnoscia warstwy kutyny i woskow oraz mozliwoscia wystgpowania na jej powierzchni wloskow
lub kolcodw, w korzeniach zas wlosnikow. Wazna bariera strukturalng jest rowniez sama $ciana komoérko-
wa. Przerwanie ciaglosci epidermy w wyniku zranienia i obecnos¢ naturalnych otwordw (aparaty szpar-
kowe, przetchlinki i hydatody), ktore sa potencjalnymi miejscami ataku patogena, powoduje pokonanie
przez niego pierwszej linii obrony rosliny. Druga lini¢ obrony stanowi odpornos¢ systemiczna, do ktdrej
zalicza si¢ nabyta odpornos¢ systemiczna — SAR (ang. Systemic Acquired Resistance) i indukowang
odpornosé systemiczna — ISR (ang. Induced Systemic Resistance). Indukowana odpornos¢ systemiczna
jest badana pod wzglgdem mechanizmu jej powstawania i szlakdw sygnatowych zaangazowanych w
przewodzenie sygnatu ISR do innych tkanek i organdw rosliny, ale przede wszystkim ze wzgledu na
mozliwos¢ poprawy jakosci i ilosci plondw oraz wykorzystania w ochronie roslin przeciwko patoge-
nom. Powszechne wykorzystanie tego zjawiska w uprawie roslin mogtoby przyczynié si¢ w znaczacy
sposob przynajmniej do obnizenia ilosci stosowanych w rolnictwie srodkow ochrony roslin. Najlicz-
niejsza grup¢ patogendw roslin stanowia patogeny grzybowe, gtownie grzyby nekrotroficzne, do kto-
rych zalicza si¢ migdzy innymi gronowca szarego (Botrytis cinerea), Fusarium oxysporum oraz grzyby z
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rodzaju Alternaria, a takze lggniowca Phytophthora infestans. Porazenie przez B. cinerea powoduje u
wielu gatunkow roslin szara plesn, zgorzel siewek i zamieranie peddw u podstawy todygi — od roslin
doniczkowych i ogrodowych do drzewostandw iglastych i lisciastych. Grzyby z rodzaju Alternaria
wywolujg alternariozg ziemniaka lub pomidora, zgorzel siewek pomidora oraz czarna zgnilizng owocow,
a takze sa przyczyna czerni krzyzowych. Wigednigcie fuzaryjne wywotywane jest przez F. oxysporum,
a najgrozniejsza choroba ziemniakdw i pomidoréw — zaraza ziemniaka wywotywana jest przez P. infe-
stans. Grzyby nekrotroficzne porazajac tkanki, doprowadzaja do $Smierci komdrek gospodarza. Podczas
penetracji tkanek gospodarza grzyby nekrotroficzne wydzielaja specyficzne enzymy i mykotoksyny,
ktérych dzialanie prowadzi do $mierci komodrek gospodarza i umozliwia odzywianie si¢ jego martwa
tkankg. Choroby roslin wywotywane przez wymienione grzyby nekrotroficzne, czgsto przyjmujace
rozmiary epidemii prowadzacej do catkowitego zniszczenia plantacji, powodujq znaczace straty w rol-
nictwie, a zwlaszcza w ogrodnictwie. Obecnie, ochrona roslin przed infekcja grzybami nekrotroficznymi
opiera si¢ na przestrzeganiu zalecen agrotechnicznych w zakresie rodzaju gleby, terminu wysiewu roslin,
stosowania nawozow i ochrony chemicznej. Na poczatku lat 90. ubiegltego stulecia wykazano, ze za-
szczepienie ryzosfery ogorka bakteriami z rodzaju Pseudomonas powoduje wytworzenie indukowanej
odpornosci systemicznej, miedzy innymi przeciwko grzybowi Colletotrichum orbiculare powodujace-
mu antraknoz¢ ogorka. Dalsze badania wykazaly, ze ten rodzaj odpornosci jest indukowany przez
ryzobakterie promujace wzrost roslin — PGPR (ang. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). Bakterie z
rodzajow Azospirillum, Herbaspirillum, Enterobacter, Acetobacter, Azotobater i Pseudomonas, ktdre
kolonizujac korzenie roslin promuja ich wzrost, przyczyniaja si¢ do ryzoremediacji i uzyzniania gleby, a
bakterie z rodzajow Bacillus, Pseudomonas i Serattia ograniczaja choroby infekcyjne i wywotywane
przez roslinozerne owady. W artykule przestawiono molekularny mechanizm powstawania indukowa-
nej odpornosci systemicznej przeciwko nekrotroficznym patogenom grzybowym w $wietle najnow-
szych wynikow badan i przyktady indukcji ISR przez niepatogenne szczepy Pseudomonas nalezace do
PGPR. Wybrane czynniki Pseudomonas odpowiedzialne za indukcj¢ ISR podzielono na czynniki bezpo-
$rednie i posrednie. Do czynnikdéw bezposrednich zaliczono konkurencj¢ o zelazo i produkcje antybioty-
kéw, a do bezposrednich: bakteryjny lipopolisacharyd (LPS) oraz wydzielane przez szczepy Pseudo-
monas metabolity: massetolid A, pochodng N-alkilowanej benzylaminy — NABA (ang. N-alkylated
benzylamine) i lakton N-acylo-L-homoseryny (AHL).

Stowa kluczowe: grzyby nekrotroficzne, indukowana odpornos¢ systemiczna, ryzobakterie promujace
wzrost ros$lin, Pseudomonas.

Summary: In the course of its evolution, plants have developed various mechanisms that act on the local and
systemic levels and which role is to adapt plants to the environment they live in. One of these mechanisms
is widely recognized plant defense system directed against biotic factors, to which belongs, among the
others, pathogen attack. The first line of the defense against pathogen attack is so called structural constitu-
tive resistance determined by plant anatomical structure and chemical constitutive resistance consisting of
unfavorable effect of plant secondary metabolites against the pathogens. Epidermis and periderm play a
main role in structural constitutive defense. Layers and waxes are present in epidermis and there are tricho-
mes and thorns on its surface, and on the surface of roots — hairy roots. Cell wall itself is also a very important
structural barrier. Lack of the continuity of epidermis, caused by wounding or the presence of the natural
openings (stomata, spiracles and hydathodes that are the potential places of the pathogen attack), enables
pathogens to overcome the first line of defense. Systemic acquired resistance (SAR) and induced systemic
resistance (ISR) constitute the second line of plant defense system. Induced systemic resistance has been
studied in respect of mechanism of its development and in respect of signaling pathways that transmit the
ISR signal to distant plant tissues and organs. The main reason of research, however, is prospect to exploit
this phenomenon as the plant protection system against pathogens. Utilization of ISR in agriculture could
possibly at least significantly decrease the amount of chemical pesticides. The largest group among plant
pathogens is fungal pathogens, mainly necrotrophic fungi including grey fungus — Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, Alternaria species and pathogenic oomycetes — Phytophthora infestans. B. cinerea infection
causes grey mold disease, seedling blight and the death of stem in many plant species — in pot plants and
crops as well as in conifer and broadleaved trees and shrubs. Fungi of Alternaria genus cause potato or
tomato alternariosis, blight of tomato seedlings and infest vegetables and black spot disease in crucifers.



ISR W OCHRONIE ROSLIN PRZED PATOGENNYMI GRZYBAMI 131

Fusarium wilt caused by F oxysporum is the most destructive disease of potato and tomato, while P,
infestans causes potato blight. Necrotrophic fungi can infect living tissues, but their development and reproduc-
tion take place only on death tissue. Necrotrophic fungi secrete specific enzymes and mycotoxins during the
penetration of host tissues. These substances cause the death of host cells and enable pathogen to feed in the
host's death tissue. Plant diseases caused by described above necrotrophic fungi are very often epidemic, and
lead to destruction of entire field causing significant yield losses in agriculture, horticulture and fruit farming.
Plant protection against infection of necrotrophic fungi is currently based on keeping the agrotechnical rules
regarding soil quality, term of planting, use of fertilizers and chemical protection. At the beginning of 90" last
century it has been reported on ISR induction by inoculation of cucumber rhizosphere with bacteria of
Pseudomonas genus against Colletotrichum orbiculare, that causes anthracnose in cucumbers. Further research
has shown, that this kind of resistance was induced by plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), which
colonizing plant roots promote plant growth, rhizoremediation and soil fertilization (4zospirillum, Herbaspi-
rillum, Enterobacter, Acetobacter, Azotobater i Pseudomonas). On the other hand it reduced disease symptoms
caused by pathogens and herbivorous insects (Bacillus, Pseudomonas i Serattia). In this paper, we describe
molecular mechanisms of ISR induced against necrotrophic fungal pathogens in a light of the current results of
research. We provide also examples of ISR induction by nonpathogenic Pseudomonas strains that belong to
PGPR. Selected Pseudomonas factors responsible for ISR induction have been divided into direct and indirect
factors. Direct factors constitute a competition for iron and antibiotics production and indirect factors bacterial
lipopolysaccharide (LPS), Pseudomonas metabolites massetolide A, N-alkylated benzylamine derivative (NABA)
and N-acyl-L-homoserine lactone (AHL).

Keywords: induced systemic resistance, necrotrophic fungi, plant growth-promoting rhizobacteria, Pseu-
domonas.

1. WSTEP

Ewolucja roslin doprowadzita do wyksztalcenia zréznicowanych mechanizméw
dziatajacych na poziomie lokalnym i systemicznym, ktdre maja na celu przeciwdziatanie
szkodliwym czynnikom biotycznym i abiotycznym [24]. Roslina odpowiada na atak
patogena poprzez produkcje specyficznych czynnikdéw sygnatowych, wsrdd ktorych
kluczowa role odgrywaja fitohormony: kwas salicylowy (SA), kwas jasmonowy (JA)
i/lub etylen (ET) [62]. Ich akumulacja w roslinie wplywa na poziom i specyficznos¢
odpowiedzi obronnej przeciwko okreslonym patogenom [14]. Ogodlnie przyjete jest, ze
patogeny biotroficzne sa wrazliwe na odpowiedz roslin zalezng od SA, podczas gdy
odpornos¢ przeciwko patogenom nekrotroficznym i roslinozernym owadom opiera si¢
na obronie zaleznej od JA i/lub ET [21, 27]. Przenikanie si¢ réznych szlakow
sygnatowych pozwala roslinie na odpowiednie dostosowanie strategii obrony do typu
atakujacego patogena [25, 26]. Kluczowa role w tych oddzialywaniach odgrywaja
regulatory transdukcji sygnatu dziatajace na zasadzie sprzezenia zwrotnego, np. NPR1
(ang. Non-Expressor of PR genes 1) [49, 67], grupa czynnikdw transkrypcyjnych
WRKY, w tym WRKY62 [28], glutaredoksyna GRX480 [31] lub wystgpujaca u
wszystkich Eukaryota kinaza MPK4 (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase 4)
[6]. Na uwage zashuguja réwniez czynniki, ktore pozwalaja na przenikanie i integracje
szlakéw sygnatowych JA i ET, m.in. czynnik transkrypcyjny MYC2 lub ERF1 (ang.
Ethylene-Response Factor 1) [16, 38, 41].

Indukowana odpornos¢ systemiczna — ISR (ang. Induced Systemic Resistance)
to stan zwigkszonej, niespecyficznej odpornosci roslin na wszystkie typy patogendw:
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wirusy, bakterie, grzyby, a takze nicienie i roslinozerne owady [58]. Za indukcje ISR
odpowiadaja szczepy nalezace do bakterii promujacych wzrost roslin — PGPR (ang.
Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), gtdéwnie Pseudomonas, Bacillus i
Serratia [63]. Dalsze badania dowiodty, ze ISR moze by¢ indukowana réwniez przez
grzyby, w tym grzyby mikoryzy arbuskularnej [22, 33, 40] i syntetyczne ultrakrotkie
lipopeptydy, takie jak np. P1 (C,-KKKK), P2 (C -KLLK) [7]. Indukowana
odporno$é¢ systemiczna powoduje tzw. zjawisko promowania reakcji obronnych (ang.
priming) charakteryzujace si¢ szybsza i/lub silniejsza aktywacja mechanizmow
obronnych w wyniku ataku patogena [19, 59]. Odpornos¢ raz wzbudzona zapewnia
ochrone catej roslinie, niekiedy przez znaczna czes¢ jej zycia [57]. Na podstawie
badan mutantéw niezdolnych do akumulacji lub biosyntezy SA (nahG, eds5-1, sid2-
1) wykazano, ze indukcja ISR u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) przez szczep
Pseudomonas fluorescens WCS417r nie zalezy od kwasu salicylowego. Z kolei,
analiza mutantéw niewrazliwych na JA i ET (jarl-1, coil-1, edsS8, etrl, elnl-7)
wykazala, ze fitohormony te sga niezbgedne do indukcji ISR [9, 56]. Kolonizacja
korzeni przez PGPR nie prowadzi jednak do wzrostu poziomu biosyntezy JA i ET
i nie jest bezposrednio zwigzana z aktywacja gendéw zaleznych od JA i/lub ET [55].
Kolejnym wymaganym skladnikiem w szlaku indukcji ISR jest biatko o funkcji
regulatorowej: NPR1. Wiele wskazuje, ze NPR1 w ISR pehi funkcje regulatorowe
w cytoplazmie [50]. Mutanty rzodkiewnika nprl nie wykazuja ISR w wyniku
kolonizacji korzeni przez szczepy nalezace do PGPR, tj. P. fluorescens WCS417r
[39] lub Pseudomonas putida LSWI17S [1].

Indukowana odpornos¢ systemiczna jest fenotypowo podobna do nabytej odpor-
nosci systemicznej — SAR (ang. Systemic Acquired Resistance), ktora obejmuje
cala rosling w odpowiedzi na lokalna, pierwotna infekcje wywotana przez patogeny.
Skutkiem zaréwno ISR, jak i SAR jest odpornos$¢ roslin przeciwko szerokiemu
spektrum patogendw, jednak te dwa zjawiska cechujg si¢ réznymi mechanizmami
transdukcji sygnatu. SAR jest zwigzana z lokalnym i systemicznym wzrostem poziomu
endogennego kwasu salicylowego (SA) oraz zmianami w transkrypcji duzej liczby
genow [48], w tym gendw kodujacych biatka PR (ang. Pathogenesis-Related) [8].
Wykazano, ze biatko regulatorowe NPR1 jest konieczne do transdukcji sygnatu
zaleznego od SA, a jego rola w indukcji SAR jest inna niz w przypadku ISR. Mutacja
w genie nprl prowadzi do blokowania ekspresji genow PR zaleznych od SA i
indukcji SAR [36, 62].

W artykule przedstawiono molekularny mechanizm powstawania indukowanej odpornosci
systemicznej w swietle najnowszych wynikéw badan oraz wybrane czynniki szczepow
Pseudomonas odpowiedzialne za indukcje ISR przeciwko nekrotroficznym grzybom patogennym.

2. RYZOBAKTERIE PROMUJACE WZROST ROSLINY

Ryzobakterie promujace wzrost rosliny — PGPR po raz pierwszy zostaly
zdefiniowanie przez Kloeppera i Schrotha w 1978 r. jako bakterie glebowe, ktore
kolonizuja korzenie roslin i stymuluja ich wzrost [cyt. za 68]. Do PGPR zalicza si¢
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wolno zyjace bakterie glebowe obecne w strefie korzeniowej oraz bakterie endo-
fityczne zasiedlajace komorki korzeni i niepowodujace symptoméw chorobowych u
gospodarza [68]. Ryzobakterie moga zwigkszac tolerancje roslin na stres abiotyczny
[65] i stymulowaé wzrost roslin m.in. przez wiazanie i redukcje azotu atmosferycz-
nego [17], produkcje fitohormonow (auksyny, cytokininy, gibereliny) [3], obnizenie
produkcji etylenu w wyniku dziatania deaminazy 1-aminocyklopropano-1-karboksy-
lowej (ACC) [20] i indukowa¢ mechanizmy obronne roslin [37].

Szczepy Pseudomonas indukujace ISR naleza do klasy y Proteobacteria
obejmujacej m.in. niepatogenne endofityczne szczepy bakterii, tj. P. fluorescens, P.
putida, Pseudomonas chlororaphis i Pseudomonas aureofaciens [5]. Wykazano,
ze szczepy dwodch pierwszych gatunkéw odgrywaja kluczowa role w indukeji ISR
przeciwko patogennym grzybom nekrotroficznym. Analiza genomu P. fluorescens
Pf-5 wykazata obecno$¢ duzych klastrow genow odpowiedzialnych za sekrecje
antybiotykéw i sideroforow, jak i detoksyfikacje, ktéra jest niezbedna podczas
kolonizacji korzeni [10]. Tlumaczy to wysoka skutecznos¢ PGPR w kolonizacji
korzeni roslin-gospodarzy. Rosliny wydzielaja réwniez zwiazki, ktore dziataja
chemotaktycznie na symbiotyczne mikroorganizmy [18, 51]. Na podstawie badan
dowodzacych, ze kwas L-jabtkowy wydzielany przez korzenie rzodkiewnika dziata
chemotaktycznie wytacznie na szczep Bacillus subtilis FB17 [45] mozna
przypuszczaé, ze szczepy Pseudomonas nalezace do PGPR wymagaja jak dotad
niepoznanego i szczepowo charakterystycznego sygnatu do kolonizacji gospodarza.

3. SZLAK SYGNALOWY INDUKOWANEJ ODPORNOSCI
SYSTEMICZNEJ

Inokulacja ryzosfery rzodkiewnika szczepem P. fluorescens WCS417r, indukuja-
cym ISR prowadzi w korzeniach do zmian w ekspresji 97 genow [60]. Analiza
mutantow typu knock-out wykazata, ze gen MYB72 jest istotnym elementem
podczas pierwszych etapow kaskady indukcji ISR u rzodkiewnika [47]. Ekspresja
MYB72 zachodzi wylacznie w odpowiedzi na kolonizacje korzeni przez PGPR i
jest wysoce specyficzna. Gen MYB72 koduje czynnik transkrypcyjny MYB72 —
TF MYB72 (ang. MYB72 Transcription Factor) i nalezy do duzej rodziny gendéw
R2R3-MYB [66]. Mutanty rzodkiewnika myb72-1 i myb72-2 nie sa zdolne do
indukcji ISR przeciwko Pseudomonas syringae pv. tomato, Hyaloperonospora
parasitica, Alternaria brassicicola i B. cinerea. Nadekspresja genu MYB72 nie
zwigksza poziomu odpornosci w stosunku do roslin kontrolnych, co $wiadczy o
obecnosci dodatkowego czynnika niezbednego do indukcji odpornosci. Test dwuhy-
brydowy drozdzy wykazal, ze TF MYB72 wspdldziata z czynnikiem transkrypcyjnym
EIL3, ktéry nalezy do rodziny czynnikdéw transkrypcyjnych EIN3. EIN3 i jego
paralogi — EIL1 i EIL2 sa kluczowymi czynnikami transkrypcyjnymi ekspresji genow
pozytywnie regulowanych przez ET. Jednak, ekspresja MYB72 nie zalezy od ET, a
kolonizacja korzeni przez szczep P. fluorescens WCS417r prowadzi do aktywacji
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RYCINA 1. Model indukcji ISR w roslinie [wg 54, 56]: Rozpoznanie przez rosling elicytorow PAMP
ryzobakterii prowadzi do zmian w ekspresji gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne (TFs). Czynniki
transkrypcyjne MYB72 i EIL3 oraz biatko NPR1 sa niezbgdne do indukcji ISR. Ekspresja genow
kodujacych TFs moze prowadzi¢ do akumulacji nieaktywnych TFs w cytoplazmie. W odpowiedzi na
atak patogena dochodzi do modyfikacji potranslacyjnych TFs, ktérych aktywacja wplywa na ekspresj¢
gendw zaleznych od JA i/lub ET

FIGURE 1. Model of ISR induction in plant [according to 54, 56]: Plant recognition of rhizobacteria
PAMP elicitors leads to changes in the expression of genes encoding transcription factors (TFs). Tran-
scription factors such as MYB72 and EIL3 and NPR1 proteins are essential for ISR induction. Expres-
sion of genes encoding transcription factors can trigger accumulation of non-active TFs in the cytoplasm.
In the response to a fungal pathogen attack, the posttranslational modifications of TFs occur, which
activation affects JA- and/or ET-dependent gene expression

ekspresji MYB72 w roslinach rzodkiewnika ekotypu Col-0 i w mutancie ein2-1.
Zakladajac, ze EIL3 funkcjonuje analogicznie do EIN3 i jego paralogéw mozna
postulowa¢ istnienie w korzeniach nieznanego jak dotad komponentu sygnatlowego
zaleznego od etylenu [56]. Analiza transkryptomu roslin rzodkiewnika, ktérego
ryzosfere zainokulowano szczepem P. putida LSW17S, a nastepnie zainfekowano
szczepem P. syringae pv. tomato DC3000, wykazata ekspresj¢ wielu genow
zaleznych od JA i/lub ET [1]. Sugeruje to, ze geny zalezne od JA i/lub ET
aktywowane w komorkach roslinnych w wyniku ataku patogena sa promowane w
wyniku indukcji ISR. Priming, w tym przypadku, moze opieraé¢ si¢ na akumulacji
badz modyfikacjach potranslacyjnych bialek sygnalowych, ktére po rozpoznaniu przez
rosling ataku patogena ulegaja aktywacji i wzmacniaja odpowiedz obronna rosliny.
Role biatek sygnatowych moga spetnia¢ czynniki transkrypcyjne (TFs) [55]. W
przeciwienstwie do wynikdéw poprzednich badan [60], wykazano, Zze kolonizacja
korzeni rzodkiewnika przez szczep P. putida WCS417r powoduje w liSciach zmiany
w ekspresji ponad 100 gendw kodujacych TFs [54], ktore obejmuja rodzing
czynnikow transkrypcyjnych AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE-RESPONSE
FACTORSs) uczestniczacych w regulacji szlakéw sygnatowych zaleznych od JA i
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ET [42] oraz MYC2 regulujacego ekspresje genow zaleznych od JA [54]. Akty-
wacja ekspresji genow w wyniku kolonizacji korzeni przez PGPR moze prowadzié
do akumulacji duzej puli nieaktywnych czynnikow transkrypcyjnych w cytoplazmie,
a w odpowiedzi na atak patogena w wyniku modyfikacji potranslacyjnych moze
nastgpowac ich aktywacja. Rosliny z ISR maja wigksza pule nieaktywnych czyn-
nikow transkrypcyjnych, dlatego odpowiedz obronna moze by¢ aktywowana silniej
i/lub szybciej, prowadzac do wzrostu poziomu odpornosci roslin na atak réznych
patogendéw (ryc.1) [55].

4. ELICYTORY INDUKOWANEJ QDPORNOSCI SYSTEMICZNEJ
U ROSLIN

Ryzobakterie promujace wzrost roslin moga oddziatywaé na patogeny roslin w
dwojaki sposdb: bezposrednio hamowaé rozwoj patogennych mikroorganizmow na
zasadzie oddziatywan antagonistycznych lub oddziatywaé posrednio poprzez wywoly-
wanie w roslinie reakcji odpornosciowej [4, 43].

Odpornos¢ przeciwko patogenom jest indukowana przez czynniki wydzielane przez
szczepy Pseudomonas nalezace do PGPR, ktére mozna podzieli¢ na czynniki
bezposrednie i posrednie. Czynniki bezposrednie opieraja si¢ na zjawisku konkurencji
o zelazo i produkcji antybiotykow, m.in. 2,4-diacetylofloroglucyny (DAPG) i fenazyny.
Czynnikami posrednimi sg ryzobakteryjne elicytory indukujace ISR, do ktérych zalicza
si¢ lipopolisacharyd (LPS), massetolid A, pochodna N-alkilowanej benzylaminy
(NABA) i lakton N-acylo-L-homoseryny (AHL) (tab.1). Rosliny maja bardzo czule
mechanizmy rozpoznajace specyficzne elicytory PGPR [69]. Czgsto mutanty pozba-
wione jednego z czynnikow indukujacych ISR sg nadal zdolne do indukcji odpornosci,
co dowodzi, ze rosliny rozpoznaja wiele elicytorow tego samego szczepu PGPR.
Nalezy podkresli¢, ze zdolnos¢ indukcji ISR w roslinie zalezy bezposrednio od
interakcji pomigdzy okreslonym szczepem bakterii, ktory nalezy do PGPR a
rosling-gospodarzem [63].

4.1. Czynniki bezposrednie

4.1.1. Siderofory

Zelazo jest pierwiastkiem $ladowym, ktérego obecnos¢ jest niezbedna do prawi-
dlowego rozwoju wszystkich organizméw. W przypadku mikroorganizméw glebowych
od dostepnosci zelaza zalezy nie tylko ich prawidtowy wzrost i rozwdj, ale i zacho-
dzace w nich procesy metabolizmu wtérnego. W warunkach niskiego stezenia w
srodowisku zelaza zarowno tlenowe, jak i beztlenowe bakterie glebowe — w tym
réowniez PGPR — produkuja chelatory specyficzne wzgledem jonéw Fe®', tzw.
siderofory [30]. Sa one wydzielane do srodowiska, gdzie wiaza jony zelaza tworzac
trwale kompleksy, ktore transportowane sa w sposob aktywny do wnetrza komoérki
przy udziale specyficznego receptora blony zewnetrznej, periplazmatycznego biatka
wiazacego i kompleksu permeaz blony cytoplazmatycznej. Siderofory wydzielane
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TABELA 1. Czynniki bezposrednie i posrednie Pseudomonas wywoluyjace ISR przeciwko
nekrotroficznym grzybom u réznych gatunkow roslin
TABLE 1. Direct and indirect factors of Pseudomonas triggering ISR against necrotrophic fungi
in various plant species

Czynniki Szczep PGPR Roslina Patogenny grzyb Literatura
Bezposrednie
Pseudobaktyna P. putida WCS358 Pomidor B. cinerea 30
fasola C. lindemuthianum
B. cinerea
2,4-diacetylofloro- P. fluorescens Q2-87 winorosl B. cinerea 62
glucyna (DAPG
Fenazyna Pseudomonas pszenica F. oxysporum 29
Posrednie
Lipopolisacharyd P. fluorescens CS374r rzodkiew E oxysporum 2
(LPS) P. fluorescens CS417r f sp. raphani
P. fluorescens CS417r gozdzik F. oxysporum f sp. dianthi
Massetolid A P. fluorescens SS101 pomidor P. infestans 52
N-alkilowana P. putida BTP1 fasola B. cinerea 34
benzylamina (NABA) ogorek C. lagenarium
Lakton N-acylo-L- P. putida IsoF pomidor A. alternata 46
homoseryny (AHL)

przez PGPR maja wigksze powinowactwo do zelaza niz te wytwarzane przez
patogenne mikroorganizmy obecne w ryzosferze [23]. Wysoka dostgpnos¢ cynku
w glebie zaktoca mechanizm pobierania Zelaza przez rosliny, nasladujac w ten sposob
warunki ograniczonej dostepnosci zelaza, ktore powoduja aktywacje ekspresji genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny MYB72 [53]. Szczepy P. fluorescens WCS417r
i P. putida WCS358r produkuja duzo sideroforéw chelatujacych jony zelaza. Nie
mozna wykluczy¢, ze indukcja ekspresji MYB72 jest spowodowana przez stres
wywolany niedoborem zelaza w roslinie, ktdry jest wynikiem kolonizacji korzeni przez
ryzobakterie. Potwierdza to indukcja ekspresji genu FRO2 (ang. Ferric Reduction
Oxidase?), kodujacego biatko niezbedne do prawidtowego poboru zelaza przez
korzenie, ktora nastgpuje w warunkach ograniczonej dostgpnosci zelaza i w wyniku
kolonizacji korzeni przez szczep P. fluorescens WCS417r [56].

Jednoznaczna rola sideroforéw zostata potwierdzona w indukcji ISR przeciwko
bakteryjnym patogenom [44]. Badania przeprowadzone na roslinach pomidora
(Lycopersicon esculentum) wykazaly, ze inokulacja systemu korzeniowego dzikim
szczepem P. putida WCS358 indukuje w roslinie oporno$¢ systemiczng przeciwko
B. cinerea, podczas gdy zastosowanie mutantow z nieaktywnym genem pseudobaktyny
(PB) prowadzi do utraty wiasciwosci indukcyjnych. Podobnie, wprowadzenie do
ryzosfery fasoli (Phaseolus vulgaris) szczepu P. putida WSC358 i wprowadzenie
wyizolowanej z niego pseudobaktyny powoduja zmniejszenie obszaru nekroz powsta-
jacych w wyniku infekcji przez Colletotrichum lindemuthianum i B. cinerea, jednak
w przypadku fasoli zaréwno dziki szczep P. putida WCS358, jak i mutanty PB sa
réwnie skuteczne w indukcji odpornosci [30]. Wigkszos¢ dotychczasowych badan
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dotyczacych indukowanej systemicznej odpornosci skupiona byta na roslinach
dwulisciennych i jak dotad niewiele wiadomo jest na temat ISR u jednolisciennych
ro$lin uprawnych. Szczep P. fluorescens WCS374r jest zdolny do indukeji ISR w ryzu
przeciwko patogennemu grzybowi liSci Magnaporthe oryzae. Analiza mutantow P.
fluorescens WCS374r wykazata, ze kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za
indukcje odpornosci sa siderofory typu pseudobaktyna. Inokulacja pseudobaktyna
(Psb374) pochodzaca ze szczepu P. fluorescens WCS374r wywolywala zwigkszenie
poziomu reakcji obronnych obejmujacych m.in. szybka akumulacj¢ zwigzkow fenolo-
wych w miejscu ataku patogena oraz nadtlenku wodoru [13].

4.1.2. Antybiotyki

Antybiotyki wydzielane przez PGPR dzialaja bezposrednio na patogeny, a nie na
sama rosling. Wlasciwosci tego rodzaju wykazuje wydzielana przez bakterie z rodzaju
Pseudomonas 2,4-diacetylofloroglucyna (DAPG) [64]. Szczep P. fluorescens CHAO
oprocz DAPG i innego antybiotyku — pioluteoryny (PLT), wydziela rowniez kwas
glukuronowy, ktory jest jednym z gtownych kwaséw produkowanych przez ten
szczep. Wykazano, ze mutant Aged (knock-out genu kodujacego dehydrogenaze
glukozy), ktory jest niezdolny do produkcji kwasu glukuronowego wykazuje zwigkszo-
ny poziom biosyntezy czynnikow przeciwgrzybowych dziatajacych przeciwko
Gaeumannomyces graminis var. tritici wywotujacemu choroby pszenicy [15].
Badania szczepu P. fluorescens Q2-87 charakteryzujacego si¢ wysokim poziomem
biosyntezy DAPG wykazaly, ze szczep ten indukuje odpornosé przeciwko B. cinerea
u winorosli podobnie jak szczep CHAO [61].

Poczatkowo postulowano, ze odpornosé roslin na wiedniecie fuzaryjne wywolywane
przez F. oxysporum wynika z konkurencji o wegiel i zelazo pomigdzy innymi
patogennymi i niepatogennymi szczepami Fusarium oraz Pseudomonas. Najnowsze
badania, opierajace si¢ na porownaniu biosyntezy antybiotykow 2,4-diacetylofloro-
glucyny (phlD+) i fenazyny (phzC+) przez bakterie z rodzaju Pseudomonas
wykazaly, ze efektywnos¢ indukeji reakcji odpornosciowej przez mutanta Pseudomonas
charakteryzujacego sie niedoborem DAPG (phlD-) byta podobna do tej, ktdra wykazuje
szczep dziki. Pozwala to wnioskowaé, ze DAPG nie odgrywa kluczowej roli w
indukowaniu odpornosci przeciwko Fusarium. Szczep phzC+ rowniez nie hamuje
wiednigcia fuzaryjnego, ale inokulacja korzeni szczepem phzC+ i niepatogennym
szczepem F. oxysporum Fo47 indukuje ISR przeciwko patogennym szczepom tego
grzyba. Dowodzi to, ze fenazyna produkowana przez PGPR z rodzaju Pseudomonas
odgrywa kluczowa role w ograniczaniu chorob wywolywanych przez F oxysporum
[29]. Sposréd 190 szczepdw bakterii wyizolowanych z ryzosfery roslin arbuza 68
syntetyzuje antybiotyki hamujace rozwoj chorob wywotywanych przez fakultatywnego
nekrotrofa Didymella bryoniae, co potwierdza wazna rol¢ antybiotykéw w ograni-
czaniu choréb wywotywanych przez grzyby nekrotroficzne [32].

4.2. Czynniki posrednie

4.2.1. Lipopolisacharyd
Lipopolisacharyd (LPS) jest integralnym skladnikiem zewngtrznej blony $ciany
komodrkowej bakterii Gram-ujemnych. Zbudowany jest z 4 czesci (w kolejnosci od



138 P. KACPRZAK, V. K. MACIOSZEK, A. K. KONONOWICZ

sciany komorkowej bakterii): lipidu A, rdzenia wewnetrznego, rdzenia wewnetrznego
i antygenu O-swoistego. Lipopolisacharyd szczepow P. fluorescens WCS374r i
WCS417r indukuje ISR u rzodkwi (Raphanus sp.) przeciwko F. oxysporum f. sp.
raphani, co potwierdzono przez zastosowanie oczyszczonego LPS z tych bakterii.
Mutanty pozbawione regionu O-swoistego lipopolisacharydu nie obnizyly jednak
nasilenia wystgpowania wigdnigcia fuzaryjnego. Lipopolisacharyd szczepu P.
fluorescens WCS417r indukuje ISR réwniez w roslinach gozdzika (Dianthus sp.)
przeciwko F. oxysporum f. sp. dianthi [2]. Pozwala to wnioskowa¢, ze LPS jest
kolejnym czynnikiem, ktory zwiazany jest z indukcja ISR w roslinach przeciw
grzybom nekrotroficznym.

4.2.2. Massetolid A

Cykliczny lipopeptyd — massetolid A, wyekstrahowany ze szczepu P. fluorescens
SS101 jest zwiazkiem, ktory ogranicza infekcje wywolywane m.in. przez P.
infestans. Massetolid A ma bardzo szerokie spektrum dziatania — niszczy zoospory
wielu gatunkéw patogendw roslin nalezacych do lggniowcdw (Oomycetes) z rodzaju
Pythium i Phytophthora oraz hamuje wzrost bakterii Mycobacterium tuberculosis
i Mycobacterium avium-intracellulare [12]. Ten biosurfaktant kodowany jest przez
trzy geny zgrupowane w 2 odrebnych klastrach: massA4 i wystepujace razem massB
i massC. Wykazano, ze transkrypcja massC jest hamowana w wyniku mutacji w
obrgbie genu massB. Sugeruje to, ze te dwa geny stanowia operon, podczas gdy
transkrypcja massA jest w pelni niezalezna od massBC i odwrotnie [11]. Badania
dowiodly, ze massetolid A pochodzacy ze szczepu P. fluorescens SS101 wyzwala
reakcje ISR u pomidora przeciwko P. infestans, podczas gdy inokulacja ryzosfery
mutantem P. fluorescens massA™ nie zapobiegata chorobie, co potwierdzilo role
massetolidu A w indukcji ISR u roslin [52].

4.2.3. Pochodna benzylaminy

Produkowana przez szczepy P. putida BTP1 pochodna N-alkilowanej benzylaminy
NABA (ang. N-alkylated benzylamine) jest kolejnym zwiazkiem zaangazowanym w
wywotywanie ISR w wielu roslinach [35]. Badania wykazaly, ze elicytorem, ktory
odgrywa kluczowa role w tym zjawisku, jest N,N-dimetylo-N-tetradecylo-N-
benzyloamon. Szczep BTP1 indukowal systemiczna odpornosé¢ w roslinach fasoli i
ogorka, ktére hodowane byly w srodowisku ubogim w zelazo (wzrost roslin na poditozu
CAA), przeciwko odpowiednio B. cinerea i Colletotrichum lagenarium. Zastoso-
wanie zarowno szczepu BTP1, jak i oczyszczonej pochodnej benzylaminy znaczaco
zredukowalo objawy chorobowe. W przypadku roslin pomidora bezposrednia aplikacja
NABA nie zwigkszyla odpornosci na szarg plesn powodowang przez B. cinerea w
odréznieniu od inokulacji korzeni szczepem P. putida BTP1, woéwczas zostal
zaobserwowany wzrost odpornosci pomidora na B. cinerea. Wytlumaczeniem tego
zjawiska moze by¢ fakt, ze roslina rozpoznaje inne determinanty P. putida BTP1 zdolne
do indukcji ISR u roslin z rodziny psiankowatych [34].

4.2.4. Lakton N-acylo-L-homoseryny (AHL)

Bakteryjny sygnal komunikowania sie — lakton N-acylo-L-homoseryny (AHL)
nalezy do grupy zwiazkéw produkowanych przez bakterie zaliczane do PGPR.
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Badania dowiodly, ze AHL indukuje zjawisko ISR. Jak dotad, niewiele wiadomo na
temat molekularnych aspektow reakcji roslin na ten bakteryjny sygnat. Wykazano
jednak jednoznacznie, ze bakterie P. putida 1soF kolonizujace korzenie pomidora
produkuja AHL, ktory podnosi poziom indukowanej systemicznej odpornosci roslin
pomidora przeciwko Alternaria alternata [46].

5. PODSUMOWANIE

Kolonizacja korzeni roslin przez PGPR prowadzi do indukcji systemicznej
odpornosci roslin przeciwko szerokiemu spektrum patogendw, w tym patogennym
grzybom. Ogromna réznorodnosé¢ substancji produkowanych przez obecne w
ryzosferze pozyteczne mikroorganizmy prawdopodobnie odgrywa ogromng rolg w
wyzwalaniu reakcji ISR. Zsekwencjonowanie genomdw bakterii nalezacych do PGPR
pozwoli na identyfikacj¢ gendw podlegajacych ekspresji podczas kolonizacji korzeni
i poznanie interakcji zachodzacych pomigdzy tymi bakteriami a ros$linami. Ryzo-
bakterie indukuja ISR w sposob dla siebie scisle specyficzny, czesto z udzialem wigcej
niz jednego elicytora, a sama skutecznos¢ inicjowanej reakcji odpornosciowej zalezy
od swoistosci interakcji PGPR — roslina. Dotychczasowe badania przyczynily si¢
do wyjasnienia mechanizmdéw indukcji ISR, jednak wiele aspektéw jest wciaz
niezbadanych. Wigkszos¢ dotychczasowych badan koncentrowala si¢ na interakcji
konkretnego szczepu ryzobakterii i gatunku rosliny. Biorac pod uwage mnogosé
szczepow zdolnych do indukcji ISR konieczne sa badania nad zaleznos$ciami
wystepujacych miedzy wieloma szczepami ryzobakterii i rosling. Komercyjne
zastosowanie PGPR indukujacych systemiczna odpornos¢ moze w przysztosci
stanowi¢ alternatywe dla powszechnie stosowanych fungicydéw w uprawach
szklarniowych i polowych roslin.
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