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Sammandrag

Diversiteten bland gener som ger resistens (R) mot infektionssjukdomar ar mycket stor i
vaxtriket, sarskilt i den effektorutlosta klassen av forsvaret. Denna artikel beskriver interaktioner
mellan vaxters effektorutlosta fosvar och patogeners effektorproteiner och undersoker
evolutionéra och genetiska mekanismer for uppkomsten av ny resistens. R-genprodukter har en
typisk doméanstruktur och interagerar bade direkt och indirekt med patogeners effektorproteiner.
Vid kontakt med ett effektorprotein utloses en forsvarsrespons som kan forhindra fortsatt patogen
tillvéxt. Flera genetiska mekanismer verkar samtidigt pa R-gener, nagot som resulterar i en hog
hastighet for uppkomst av nya R-varianter. Den intima samevolution som existerar hos manga
patogen-véxtsystem formar det evolutionéra utvecklingsmonstret av R-gener. Diversifierande
positiv selektion via den biologiska kapprustningsmodellen och bevarande negativ
frekvensberoende selektion ar bada viktiga samevolutionara processer. Denna artikel indikerar att
vaxters immunfdrsvar ar anpassningsbart och robust, men belyser ocksa den kunskapsbrist som
rader inom resistensforskningen.

Inledning

Véxters immunforsvar ar uraldrigt och har foljt en sjalvstandig evolutionar bana (Yue et al.
2012). Nar en patogen, till exempel en bakterie, svamp eller nematod tagit sig forbi mekaniska
hinder och in i en véxtcell méts den av inducerbara toxiner och tva klasser av R-proteiner. Den
ena R-genklassen &r ett monsterutlost forsvar (PUF) av membrangenomspannande
forsvarsproteiner med monsterigenkénningsreceptorer. Receptorerna har affinitet for bevarade
strukturella motiv hos mikrober (MAMP, microbe-associated molecular pattern) som till exempel
det bakteriella flagellproteinet eller kitin i svampceller (Erbs et al. 2008, Liu et al. 2012). PUF &r
ett generellt vaktsystem som patogener kan undga genom att utsondra effektorproteiner, proteiner
som nedreglerar receptorernas aktivitet (Aslam et al. 2008, Jakobek et al. 1993). Effektorerna
aktiverar dock istéllet den andra stora klassen av R-proteiner, det effektorutlosta forsvaret (EUF),
den klass som den har artikeln fokuserar pa. EUF bestar av nukleart lokaliserade R-gener med
tillhdrande R-proteiner som finns fritt flytande i véxtcellens cytosol (Armstrong et al. 2005).
Denna grupp av R-gener kallas NB-LRR pa grund av att dess proteiner oftast innehaller en
nukleotidbindande (NB) domén och en domén med leucinrika repetitioner (LRR). Hadanefter
refereras R-gener enbart till de effektorutlosta generna med NB-LRR-struktur. NB-LRR-gener
kodar for proteiner som verkar med direkt och indirekt interaktion med effektorproteiner. Vid
kontakt kan en mangd signalvagar initieras som kan leda till en hypersensitiv respons (HR), en
lokalt inducerad cellddd som férhindrar att patogenen sprider sig i véxten (Jia et al. 2000).
Effektorer med k&nd R-geninteraktion kallas avirulensproteiner (Avr), och bendmns med denna
term genom artikeln.

R-gener evolverar mycket snabbt, nagot som &r en viktig faktor for véxters 6verlevnad da manga
patogener har en stérre population och kortare generationstid an sin vard, darmed har de ocksa
storre anpassningspotential (Gandon & Michalakis 2002). | dagslaget ar det oklart hur vaxter och
patogener paverkar varandras utveckling. Denna information &r viktig i bedomningen om det
finns ett uthalligt forsvar hos vaxter och kan ha mycket stor betydelse for hur stor den arliga
skordavkastningen blir och bevarandet av vilda véaxter. Oavsiktlig introduktion av invasiva
patogena arter ar ett erkant problem med bade ekologiska och ekonomiska foljder (Perrings et al.
2002). Detta ar problematiskt da resistensgener i monokulturer av sadesslag i dagens jordbruk, till
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exempel vete, inte varit motstandskraftiga mot den introducerade patotypen (Hovmgller et al.
2002). Skulle patogener spridas i storre utstrackning kan konsekvenserna 6ka, inte minst for
redan hotade arter i naturen (Perrings et al. 2002). Detta ar nagot som gor fragan om hallbar
langtida resistens en prioritering for forskningen inom véxters immunitet.

Med denna motivation undersdks hér den underliggande genetiska variationen och evolutionara
mekanismer for véxters isolatspecifika resistensgener. I den forsta delen introduceras mangfalden
och strukturen av R-gener och avslutas med de viktiga hypoteser som artikeln bygger pa. I den
andra delen diskuteras amnet utifran ett evolutionart perspektiv. Med denna inblick och exempel
fran naturen och jordbrukssystem dras slutsatser om R-gener kan ge ett uthalligt skydd mot
patogener.

Effektorutlosta forsvarets struktur och funktion

Effektorutlosta NB-LRR-gener delas vanligen upp i flera funktionella familjer beroende pa vilka
ovriga aktiva doméner som ar kopplade till dem i proteinet. Gemensamt &r att de har en central
roll inom véxters immunforsvar, de anses stamspecifika och evolverar tillsammans med ett
specifikt patogenisolat, en genetisk variant eller patotyp av en infekterande mikroorganism. NB-
LRR-gener och dess motparter hos patogenen (Avr) ar darmed exempel som féljer gen-for-
genhypotesen (GFG-hypotesen), foreslagen av Harold Henry Flor (1942). Flor utvecklade
hypotesen for att forklara nedarvningen av patogenicitet och resistens utgaende fran studier av
linrostsvampens (Melampsora lini) interaktion med lin (Linum usitatissimum). | sin
oversiktsartikel ”Current Status of the Gene-For-Gene Hypothesis™ (1971) beskriver Flor ett
antagonistiskt patogen-vard-system dar varje infektionsgen hos patogenen har en motsvarande
resistensgen hos vardvéxten. Teorin utvecklades sedan vidare av Vanderplank (1978) for att
forklara den biokemiska processen for patogenicitet och resistens med Avr-/R-proteininteraktion.
Dessa hypoteser ligger som grund for stora delar av denna artikel och har varit viktiga fér nutida
molekylar karaktérisering av patogen-vérdinteraktioner.

Diversiteten av R-gener &r stor i vaxtriket och det effektorutlosta forsvaret med NB-LRR-motiv
innehaller den storsta gruppen. | en omfattande helgenomstudie av risvarianten (Oryza sativa var.
japonica), utford av Zhou et al. (2004), fann de 480 NB-LRR-gener uppdelade i 93 olika
genfamiljer, medan man i angiospermerna backtrav (Arabidopsis thaliana var. Col-0) och
tornlusern (Medicago truncatula) hittills har funnit 149 (Meyers et al. 2003) respektive 490
(Song & Nan 2014) sadana gener. Det totala antalet gener i arterna vantas vara anda fler. Vidare
fann Zhou et al. (2004) att NB-LRR-gener typiskt & polymorfa med flera alleler vardera och finns
i ett antal duplikat per genom. Diversifierande drivkrafter diskuteras djupare under ”Evolutionara
processer i vaxt-patogensystem”. Nedan presenteras R-genernas domaner, funktioner och
interaktioner med Avr-proteiner.



NB-LRR-proteinstruktur och domanfunktioner

Gener for effektorutldst resistens mot patogener kodar generellt fér en NB-domén och en LRR-
domén tillsammans med varierande N-terminaldoméner (Figur 1). De varierande doménerna
Toll/interleukin 1-receptorlik doman (TIR) och coiled coil (CC) ar vanliga bland R-proteiner,
men dess funktioner ar annu ej klarlagda och &mnet ar mycket debatterat (Krasileva et al. 2010).
Bade TIR- och CC-doméner i L6-proteinet hos lin respektive MLA-proteinet hos korn har visats
associera med andra TIR respektive CC-domaner och bilda ett komplex kallat en homodimer.
Denna interaktion verkar viktig for signalaktivering och HR. Da dimerisering forhindrats att ske

uteblir HR (Bernoux et al. 2011,
Maekawa et al. 2011). For att X = Funktion oklar NB = ATP-bindning  LRR = Effektorbindning
komplicera situationen utbytbar doman Vélbevarad Hypervariabel

ytterliggare har CC-domanen i N—{'¢ NB LRR c
risproteinet Pikm-1 visats
interagera direkt med Avr-Pik-D- Figur 1. Tecknad generell proteinstruktur hos effektorutlosta

: 2 resistensproteiner. X= skiftande domén, NBS binder ATP och LRR
pr(_)telnet fran Mggnaporthe binder till patogena attackmolekyler. N och C star fér N- och C-
grisea, en sporsackssvamp som terminal. Bild omritad fran McHale et al. (2006).
bland andra infekterar ris

(Kanzaki et al. 2012).

En intressant observation ar att TIR-NB-LRR-gener verkar vara mycket vanliga hos
gymnospermer, dikotyledona angiospermer och aterfinns dven hos basala angiospermer, men har
inte observerats i 6ppna lasramar hos monokotyledoner som dkta grasvéxter. Detta har tolkats

som att monokotyledoner har forlorat 270 - _
TIR-domanen (Cannon et al. 2002, " Ris
Zhang et al. 2014). Grasvaxters 240 1 Tornlusern
karaktaristiska R-genstruktur med 210 -

kanda motiv ar istallet CC-NB-LRR 180 -

(Bai et al. 2002). Zhou et al. (2004) g

fann 159 NB-LRR-gener med CC- g 120

motiv och 261 stycken med ett oként g 120 -

icke-TIR-motiv i risvarianten < 90 -

japonica, vilket pekar pa den

radande kunskapsbristen om vaxters 60

immunfdrsvar (Figur 2). Notera dven 30 - I

i Figur 2 att TIR-domanen (T) saknas 0 - [
hos ris men ar mycket vanlig hos XNL  CNL  TNL  NL ™ N
angiospermen tornlusern. Grupper av resistensgener

L ) ) Figur 2. Antalet resistensgener med vanliga domankombinationer
Det behdvs inte bara mer information s ris jamfsrt med tornlusern. N = nukleotidbindningsdoman, L
om TIR- och CC-doménerna, NB- = leucinrik repetition, X = oké&nt motiv, T= toll/interleukin 1-
domanens roll och mekanism ar inte receptorlik domén och C = coiled coil. Kombinationer med
heller fullstandigt klarlagd for négot forekomst under 10 stycken och pseudogener visas ej. Data av ris
. ) ar fran Zhou et al. (2004) och tornlusern fran Song & Nan (2014).
protein. Vad man vet ar att dess

aminosyrasekvenser varierar nagot mellan olika R-gener, men att funktionen ar val bevarad
genom evolutiondr tid. NB-domaner &r involverade i bindning av ett flertal energikatalysatorer
som ATP och GTP (Tameling et al. 2002). Eftersom NB-domaéner bibehallits i en mer eller
mindre konstant struktur dver lang tid och ar direkt kopplade till ATP-/GTP-aktivitet ar det troligt
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att de innehar en viktig roll for initieringen av signaltransduktionen som sker fran igenkanning av
en patogen attack till utlésandet av en forsvarsrespons (Meyers et al. 1999, Rairdan et al. 2008).
R-proteinet &r inaktivt dd ADP ar bundet till NB-domanen och aktiveras vid bytet till ATP.
Troligen andrar bytet proteinets form och exponerar LRR-doménen till cellens cytosol dér den
kan interagera med Avr-proteiner. Den exakta funktionen av ATP-bindning och hydrolys och vad
som aktiverar signaltransduktionen &r dock &nnu inte kant (DeYoung & Innes 2006, Williams et
al. 2011).

Manga vaxtpatologer dr eniga om att igenkanning av patogener mycket ofta beror av LRR-
doménaktivitet (Bahadur & Basak 2014, Hammond-Kosack & Jones 1997, Jia et al. 2000,
Krasileva et al. 2010), men &ven TIR- och andra icke-LRR-domaner har visats influera
specificiteten till Avr-proteiner (Cesari et al. 2013, Luck et al. 2000). LRR-doménen
karaktériseras av ett hypervariabelt antal leucinrika sekvensrepetitioner och enbaspolymorfi
(SNP, single nucleotide polymorphism pa engelska), basvariation mellan tva alleler dar en
substitution skiljer dem at. LRR-domanen i Pi-ta-genen hos ris bestar av en konsensussekvens av
omkring tio trinukleotidrepetitioner med motivet -LxxLxx-. Langden varierar dock mellan 16 till
75 baspar (bp) beroende pa hur manga inséttningar och borttagningar (indels) som andrat
sekvensen (Bryan et al. 2000, Costanzo & Jia 2009)

R-gener agerar med direkt (gen-gen) och indirekt (vakt) interaktion

Sedan GFG-hypotesen lades fram har ett febrilt sokande pagatt efter evolutionar och mekanistisk
information om hur ett sadant system skulle kunna fungera. R-proteiner och motsvarande Avr-
proteiner kan interagera med direkt protein-proteininteraktion och darmed foljer EUF Flors och
Vanderplanks modell. Till skillnad fran det forsta inducerbara forsvaret, PUF, som ar ett generellt
forsvar, sa finns det ocksa nutida stod for att NB-LRR-proteiner ar specifika for en eller ett fatal
effektor(er). Flera studier har kopplat samman samtida uttryck av en NB-LRR-gen och
motsvarande Avr-gen och pavisat direkt interaktion. R-proteinerna har aven pavisats vara fria
proteiner i vaxtcellers cytosol dar Avr-proteiner frislapps. (Armstrong et al. 2005, Dodds et al.
2004, Jia et al. 2000).

Det forsta exemplet av direkt interaktion mellan Avr- och R-gen beskrevs genom en utforlig
studie av Jia et al. (2000). De introducerade reportergen (GUS) och en alltid aktiv version av Avr-
Pita, en effektorgen fran M. grisea, till tva resistenta (Pi-ta) och tva mottagliga (pi-ta) kultivarer
av ris. De tva pi-ta-kultivarerna gjordes mottagliga genom att &ndra aminosyran serin till alanin
pa position 918 i LRR-doménen. Bada Pi-ta-vaxter med intakt LRR-doman utvecklade lokal HR
(visat genom lokal celldod och reducerad GUS-aktivitet) och friskhetstecken i évrigt medan bada
kultivarer med LRR”¥®-substitution visade svara sjukdomssymptom efter fyra dagars
inokulation. For att visa att just Pi-ta var ansvarig for igenkénnandet av patogenen utférdes ett
jast-tvahybridtest med HIS3 som reportergen. Samma princip anvandes dven av Catanzariti et al.
(2010) som tas upp i nasta exempel nedan.

Catanzariti et al. (2010) testade ifall det fanns nagon koppling mellan R-genen M hos lin och
effektorgenen AvrM hos CH5-patotypen av linrostsvamp. Studien utférdes med bland annat jast
tva-hybridmetoden, ett molekylart protokoll som &r framtaget for att studera protein-
proteininteraktioner. Experimentet testade ifall protein fran R-genen, M, kunde binda till
proteiner fran nagon av fem alleler av AvrM fran svampen (AvrM-A till -E). Om proteinerna
interagerar in vitro visas det genom transkription av en reportergen med efterféljande western-
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blot (immunoblot). Resultaten visade att AvrM-A och -D tillsammans med M uttryckte
reportergenen HIS3 vilket anses stddja hypotesen for direkt interaktion mellan en R-gen och
korresponderande Avr-gen. Deras resultat tyder ocksa pa att R-gener har specificitet for en till ett
fatal Avr-alleler. | en efterfoljande analys visades AvrM-A inducera en M-beroende HR in planta
da virginiatobak (Nicotiana tabacum) transformerats med M-genen fran lin och inokulerats av
Agrobacterium tumefaciens med en AvrM-klon fran linrostsvamp. Bada ovanstaende exempel
rapporterade att LRR-domanen pa NB-LRR-generna var ansvarig for igenkanning av de patogena
proteinerna. Vart att namna fran den sistnamnda studien &r att dven da proteininteraktion och HR
kunde pavisas in vitro och in planta sa var interaktionen och responsen pavisade med separata
forsok. Experimentet kopplade inte vardvaxtens HR direkt till just den proteininteraktion de fann.
Detta betyder att andra, ok&nda faktorer har kunnat spela stor roll for den resistens som
rapporterats.

Indirekt interaktion mellan patogener och vérdar har beskrivits med vad som kallas
vakthypotesen (inte att férvéaxla med PUF). Funktionen av Avr-proteiner beskrivs i ett
vaktscenario ha proteasaktivitet (spjalkande av proteiner) och nedreglerar véxtens forsvar genom
att stora specifika intercellulara proteiners normala aktivitet i véaxtcellen. Exempel pa detta har
beskrivits med bakterien Pseudomonas syringae och dess typ Il1-effektorprotein AvrRpt2. R-
proteiners uppgift i denna modell &r att skydda Avr-proteinernas angreppsmal. R-proteinet
bevakar malproteinets funktion och integritet genom att binda till det och skicka en signal som
utléser HR vid avvikelser. Teorin ar logisk i det faktum att det hittats ~149 patotypspecifika NB-
LRR-gener i backtrav (kultivar Col-0) medan redan antalet patotyper av en virulent bakterie
(Psedudomonas viridiflava) (som infekterar véxten) dverstiger det antalet (Jakob et al. 2002). Det
forhallandevis laga antalet R-gener skulle kunna motsvara antalet intercellulara angreppsmal hos
vardvéxten. Ett exempel som visar en sadan interaktion har studerats mellan backtravs RIN4,
RPM1, RPS2-proteiner och AvrRpt2 fran P. syringae. Mackey et al. (2003) visade att det
patogena receptorproteinet RIN4 som kontrollerar immunrespons via negativ aterkoppling
attackeras av AvrRpt2 och skyddas av NB-LRR-proteinerna RPM1 och RPS2. Forst nar AvrRpt2
forstorde RIN4 aktiverades antingen RPM1 eller RPS2, vilket i samtliga fall ledde till HR.
Studier likt denna visar aterigen den mangfald av system naturlig selektion kan astadkomma, och
att ingenting bor tas “svart pa vitt” i naturen.

Det senaste inom diskussionen kring vilken interaktionshypotes som bést beskriver verkligheten
tas upp under sektionen ”Diskussion”. Nedan avhandlas vixt-patogensystem vidare utifran ett
evolutionért perspektiv eftersom det kan tyckas att ingenting inom biologin &r begripligt, om det
inte betraktas mot bakgrund av evolutionen”- Theodosius Dobzhansky (1973).

Evolutionara processer i vaxt-patogensystem

Mangfalden av resistensgener speglar troligen de intima relationerna mellan patogener och véaxter
och det stora antalet patogenvarianter som forekommer. De grundlaggande interaktionerna har nu
diskuterats, men vilka processer styr utvecklingen? Och hur uppkommer genvariationen? Ett
uttalande av Kimura & Crow (1964) lyder 6versatt till svenska: ”Med hundratals nukleotider, var
och en kapabel till bassubstitutioner och andra mojliga permutationer uppkomna genom
sekvensomarrangemang, insattningar och borttagningar blir antalet mojliga genvarianter
astronomiska”. Salunda, om en patogen far en enda fordelaktig enbassubstitution som ger en



konformationell &ndring i de transkriberade effektorproteinerna kan infektionssannolikheten hos
vardvéxten teoretiskt 6ka markant. Ett empiriskt bevis pa att enbassubstitutioner av betydelse kan
forekomma finns dokumenterat av Bryan et al. (2000) dar de jamforde risvéxters resistens mot
M. grisea i Pi-ta/Avr-pita-systemet. En SNP i TCG-kodonet pa position 918 i LRR-doméanen som
kodar for serin bildar GCG, vilket kodar for alanin. De pavisade precis som Jia et al. (2000) att
véxter med vildtyp-Pi-ta var resistenta och de med T/G-SNP i LRR"**-lokuset var mottaglig for
infektion.

Nutida forskningsresultat visar att komplexa samevolutiondra processer verkar pa patogena
system i vaxtriket, atminstone mellan patogener och vardar med en intim och varaktig relation.
Detta synsétt ar 6verensstammande med flera besléktade teorier. Den biologiska kapprustningen
och roda-drottninghypotesen beskriver bada den utveckling som standigt maste ske vid
antagonistiska interaktioner. VVad som skiljer dem at ar den drivande evolutionara kraften. Positiv
selektion driver pa kapprustningen och negativ frekvensberoende selektion (NFS) driver roda
drottningen (Thrall et al. 2012). | bada fallen kan relationen fortga med en gen-for-genvis
utveckling. Dessa hypoteser tillsammans med genetiska mekanismer for uppkomst av ny genetisk
variation diskuteras nedan med syftet att forsta hur diversiteten som finns i vaxtriket har
uppkommit och ge insikt om framtida resistenskapacitet.

Selektion i jordbrukssystem och naturliga populationer

En faktor som bor ndmnas vid diskussion kring utvecklingen av resistens och dess komplexitet ar
att den genetiska variationen i jordbrukssystem inte nédvandigtvis aterspeglar den hos naturliga
populationer. | naturliga populationer finns det normalt bade storre interspecifik artvariation och
intraspecifik genetisk variation. Domesticerade vaxter uppvisar mindre genetisk variation pa
grund av artificiell selektion for atravarda egenskaper och den genetiska flaskhals som associeras
till den processen. Det har nyligen visats att mellan 80% till 90% av genvariationen hos
risvarianterna indica och japonica forsvann efter domesticeringen (Zhu et al. 2007). Att genetiskt
likartade grodor ofta odlas i monokulturer betyder ocksa att om kultivaren ar mottaglig for en
sjukdomsalstrande patogen Gkar risken att storre delar av skrden paverkas. Okande
sjukdomskanslighet ar nagot som typiskt ses i naturen hos populationer som paverkats av
demografiska processer som minskar genetisk diversitet (som genetisk flaskhalseffekt och drift)
(Spielman et al. 2004). Det finns dock data som foreslar att vilda och domesticerade arter
evolverar med liknande processer (till exempel samevolution), men med en annan dynamik.
Jordbrukaren odlar givetvis en kultivar som ar talig mot sjukdomar tills dess att en patogen
overvinner dess resistens. Om stor del av odlingen inte langre &r resistent byts kultivaren ut. Detta
satter ny press pa patoger i jordbruksfaltet som ater upplever skiftande allelfrekvenser. En studie
av Zhan et al. (2012) visade att frekvensen av virulensalleler hos Rhynchosporium secalis, en
patogen svamp pa korn, skiftade over tid i jordbrukssystem i Storbritannien. De studerade prover
fran svampen som tagits éver 21 ars tid pa olika falt och fann en cyklisk omséttning av sju
virulensalleler. Antalet alleler i en given patotyp 6kade &ven Over tid och detta korrelerade
positivt till antalet anvanda kultivarer éver undersokningsperioden. Detta resultat indikerar att en
samevolutionar analog existerar i jordbrukssystem, lik den process som véntas ske mellan manga
véxter och patogener i naturliga system.



Positiv selektion av fordelaktiga alleler (biologisk kapprustning)

Hur véxt-patogeninteraktioner formas studeras med stort intresse sedan JBS Haldane skrev
artikeln Disease and evolution (1949). Interaktionen involverar antagonistisk selektion mellan
bada parter. Patogenen forsoker infektera varden som i sin tur forsoker neutralisera patogenen. |
den forsta fasen i den biologiska kapprustningen utgdér patogenen en selektiv kraft mot vaxten
som antingen upptécker den och dverlever eller selekteras bort. Vid ihardigt patogentryck 6kar en
resistent véxtgenotyps frekvens snabbt i populationen genom positiv selektion, detta kallas for ett
selektivt svep (Lee et al. 2009, Woolhouse et al. 2002). Som Figur 3 illustrerar kan den
fordelaktiga haplotypen fixeras 6ver fa generationer genom att de vaxter som 6verlever till att
proliferera sprider sin genotyp
samtidigt som mottagliga véxters
genotyp da forsvinner ur den
effektiva genpoolen. X-axeln i
figuren visar ett hypotetiskt
tidsintervall och varje sigmoid
kurva dr en nyuppkommen allel.
| fas tva utgor den nu resistenta
vaxt-populationen en selektiv
kraft mot patogenen som ej
langre kan infektera vardvaxten. 5 - | | | |
Patogenen genomgar nu en 0 20 40 60 80 100 120

liknande haplotypsallning som _ _ Tidi(gonerstiner) _ _
véxten i fas ett. Om en ny Flgu”r 3. Illu§trat|on av hur selektiva svep pa fa generoatloner kan f|.><e_ra
virulent allel finns eller en fordelaktig allel pa bekgstnad av andra alleler. Gra och svarta I!njer

o) ar allelfrekvenser av nya fordelaktiga alleler hos pathogen respektive
uppkommer sa borjar forloppet véxtvard. Bild omarbetad frén Woolhouse et al. (2002) med tillstdnd
om pa nytt (Kanzaki et al. 2012).  fran Macmillan Publishers Ltd: Nature Genetics
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Allelfrekvens

De studier som har rapporterat stod for positivt selekterade R-gener har ofta analyserat skillnader
mellan antalet ickesynonyma (dN) och synonyma (dS) SNPs i gensekvenser fran LRR-doménen.
En ickesynonym SNP &r en bassubstitution i ett kodon som &ndrar aminosyra medan en synonym
SNP ar en bassubstitution som resulterar i samma aminosyra. Metoden (dN/dS) anvéndes bland
andra av Bittner-Eddy et al. (2000) for att bevisa positiv selektion i backtravs RPP13-gen som
ger resistens mot mjoldagg (som orsakas av den biotrofa oomyceten Peronospora parasitica). De
utforde testet mellan tre LRR-regioner i tre alleler av genen och fann dN/dS-vérden som
indikerade positiv selektion i alla jamforelser. Grundidén med dN/dS-testet &r att om
utvecklingen sker neutralt ackumulerar ickesynonyma och synonyma mutationer med samma
hastighet (dN/dS = 0). Om det i en jamforelse av SNP-data mellan analoga gensekvenser finns
fler ickesynonyma mutationer an forvantat (dN/dS > 1) sa har dessa ackumulerat med paverkan
fran nagon segregerande kraft. Detta kan vara en signal for selektion av fordelaktiga mutationer
(Yang & Bielawski 2000). Pa grund av att demografiska processer ofta skapar liknande genetiska
signaler som selektion gor, sa ar det dock svart att sarskilja dem med genetisk data. Darmed kravs
det att manga relevanta test och simuleringar ar éverensstammande for att pavisa olika typer av
selektion (och utesluta demografi).

| en sléktskapsanalys utford av Chen et al. (2010) anvandes dN/dS-metoden for att se ifall
positivt selekterad basvariation fanns mellan backtravs och lyrtravs (Arabidopsis lyrata) R-gener.
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De pavisade att ~60% av alla R-gener som aterfinns hos bada slaktingarna utvecklades med
positiv selektion och att de flesta baspolymorfierna var lokaliserade inom en LRR-doman. Hur
stor tillit som kan laggas pa resultatet &r dock osakert eftersom de endast anvéande sig av dN/dS-
metoden och inte tillampade nagon djupare analys. En starkande faktor i artikeln ar dock att
skribenterna baserat sina divergerande varden pa analys mellan enstaka domaner (upp till 100
kodon) istallet for att ha analyserat hela gener samtidigt. Detta undviker missvisande tolkningar
av resultat eftersom kontrasterande selektion mellan kodon i en hel gen kan resultera i snedvridna
resultat (Nei & Gojobori 1986, Parmley & Hurst 2007).

Positiv selektion kan vara en viktig kraft som ut6vats pa vaxtpopulationer, men kan inte vara
ansvarig for den stora diversitet vi ser hos R-gener eftersom den generellt tar bort allelvariation.
Mutationshastigheten for introduktion av nya SNPs kan inte heller forklara variationen da den
inte ar storre i R-gener an for nagot annat lokus (Kuang et al. 2004). Hos sexuellt reproducerande
vaxter behdver dven mutationen ske i det meristem som producerar gameten for att foras vidare
till n&sta generation, noterat i en dversiktsartikel av Walbot & Evans (2003). Sannolikheten for
fixering av en mutation &r aven relativt 1dg (Kimura, 1962). Andra krafter maste darfor vara av
betydelse for utvecklingen av ny resistens/avirulens och hastig anpassning, men vilka?

Samevolution med balanserande selektion (réda drottningen)

For att en population ska kunna inneha genetisk variation inom en resistensgen maste nagon
bevarande kraft verka pa alleler som forlorat eller aldrig gett nagon fordel. Extrem intraspecifik
poymorfism har demonstrerats for manga, ofta mycket gamla NB-LRR-gener (Gverensstimmande
med balanserande selektion), daribland backtravs RPP13 (Rose et al. 2004), LR10 i emmer
(Triticum dicoccoides) (Sela et al. 2012) och RCR3 i vildtomat (Solanum peruvianum) (Horger et
al. 2012). Denna typ av selektion kan bevara allelvariation genom 6verdominans (heterozygot
fordel) eller NFS (séllsynt fordel). Heterozygot fordel kan dock till exempel inte stamma for
RPP13, RPP5 och dvriga R-gener i backtrav, korn och vete pa grund av hog frekvens av
sjalvbefruktning (Allard & Adams 1969, Noél et al. 1999). Sjalvbefruktning ger en hdg
sannolikhet att tva alleler ar identiska via nedarvning. En population av frekvent sjalvbefruktande
individer har darfor en stor andel homozygota (och i dvrigt genetiskt lika) individer. Detta lamnar
0ss kvar med teorin om NFS som verkar med fluktuerande selektiva krafter.

Forloppet av en samevolutionadr cykel med NFS har beskrivits med flera modeller, den
matematiska laggfasmodellen, utvecklad av Nee (1989), ar en av dem (Figur 4). En enkel
biallelisk tolkning av modellen kan aterges enligt foljande resonemang, baserat pa Yang et al.
(2013): Lat en hypotetisk patogen infektera en véxtvard. Patogenen och vaxtvarden har bada (tva)
alleler for virulens respektive resistens. Allelerna ar specifika for ett protein enligt gen-for-
genmodellen. Patogenpopulationen lyckas med hjalp av avirulensallel Avr™ infektera
vaxtpopulationen. Véxtpopulationens motsvarande resistensallel, R™, 6kar da snabbt i frekvens
vilket far Avr™ att tappa sin effektivitet. Denna selekteras da emot till fordel for allel Avr ~, en
allel som vaxternas hogfrekventa R* ej kan binda till. Tanken ar att Avr™ inte forsvinner helt ur
genpoolen da den selekteras emot, utan finns kvar i mycket lag frekvens. Effekten av patogenens
dominanta allelbyte pa vaxtpopulationen &r att den Avr ~-kompatibla resistensallelen R ~ da okar i
frekvens (och R* minskar). Eftersom patogenens allel snabbt tappar sin fordel kommer den
selekteras emot. Har kommer den séllsynta fordelen for den ursprungliga avirulensallelen (Avr™)
in. Vaxtpopulationen &r lokalt anpassad till den nu vanligaste allelen (Avr 7) och alltsa inte
motstandskraftig mot Avr™ langre. Patogener som har den lagfrekventa allelen lyckas nu infektera
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vaxter med storre framgang  °5
igen sa att frekvensen av
Avr * 3ter stiger i
populationen. Cykeln bérjar

nu om pa nytt da /
vaxtpopulationens
motsvarande R*-allel stiger
i frekvens (Yang et al.
Tid

Allelfrekvens
o

-05

2013). Pa sa vis bevaras

och dteranvénds "gamla Figur 4. Illustration av en samevolutionar cykel enligt en biallelisk

eller fbr,beka?"? a”"aler i . laggfasmodell med negativ frekvensberoende selektion. Gra och svart linje ar
populationer Over tid enligt  allelfrekvens (y-axel) for de tv& patogena respektive vard-allelerna Gver tid (x-
NFS. Da den gra linjen i axel). Alleler &r lika frekventa vid interceptet med x-axeln (y = 0) och den ena

Figur 4 ndrmar sig sitt Yya,- dominerar vid y = 0,5. Den andra dominerar vid y = -0,5. Omarbetad fran Nee
eller ymin-Vvarde &r (1989) med tillstand fran Elsevier; Journal of Theoretical Biology.
min

patogenens Avr” respektive Avr dominerande. Vid interceptet med x-axeln ar Avr* och Avr ~ lika
frekventa. Samma resonemang géller for véxtpopulationen (svart linje). lllustrationen saknar ett
tidsintervall for det &r irrelevant, men i verkligheten skulle, i extrema fall, minst en generation
I6pa for dominansbyte av en allel.

Tre av NFS-teorins forutsdgelser har testats i en undersokning av Siemens & Roy (2005). De
testade ifall parasiter och patogener ar lokalt anpassade till den vanligaste vard-haplotypen, om
antalet lyckade angrepp &r farre hos vardpopulationer med stor genetisk diversitet och om
vardens fitness beror pa dess genotypfrekvens (lagre fitness om hogfrekvent). De anvéande tre
populationer av den apomiktiskt forokande arten Arabis holboelli och dess interaktion med en
rostsvamp och flera herbivorer. Apomixis betyder att véaxten forokar sig via froproduktion, men
dess fron &r ej fertiliserade. Under forloppet av studien fann de att rostsvampen var lokalt
adapterad till vaxtvarden och att total parasitism var lagre for vaxtpopulationen med storst
genetisk variation. Resultaten visar potential for negativ frekvensberoende selektion men ar
svartolkade da de dven inkluderade herbivorer utan ndgon intim relation med vaxten. De baserade
aven tolkningen av resultaten pa fa inventeringstillfallen. Studien utfordes ocksa tillsynes utan
nagon kontrollplot.

De basta exemplen i modern tid som pavisar samevolution med NFS kommer fran studier pa
sOtvattensmoluskers och andra evertebraters interaktioner med patogener. Dybdahl & Lively
(1998) lyckades exempelvis pavisa bade en samevolutionar cykel med laggfas och negativ
frekvensberoende selektion i en naturlig gastropodpopulation. Ett liknande exempel finns bland
vaxtpatogena studier. En sex ar lang faltstudie tillsammans med kontrollerade véxthusexperiment
har utforts pa lin/linrostsvamp-systemet av Thrall et al. (2012). De anvéande sex olika
vaxtpopulationer for infektionsinventering. Vid fem tillfallen/sdsong mattes infektionsgrad och
mellan 30-50 patotyper isolerades/population. Under inokulationsstudierna i vaxthus utfordes
totalt 14400 parvisa inokulationer med alla patotyper de isolerade éver inventeringsfasen. Ett
vigordst testande visade bland annat att bade véxt- och patogen-populationer evolverade mycket
snabbt och att Avr-alleler ateranvéandes efter de blivit ineffektiva i stil med Figur 4 ovan (istallet
for de selektiva svep av enbart nya alleler som predikteras av kapprustningshypotesen). De
lamnar alltsa klara tecken pa att samevolution via NFS kan vara evolutionéart stabil i



experimentella férhallanden, nu aterstar att se om resultaten &r replikerbara och dven stammer for
naturliga system.

Andra tecken pa bevarandet av R-gendiversitet genom balanserande selektion skulle kunna vara
ett 6verflod av mellanfrekventa basvariationer som segregerat for mycket l&nge sedan. Detta kan
upptackas med koalescensstudier dar tiden till ndrmsta anfader simuleras (Tian et al. 2002). | en
mycket extensiv studie av Kuang et al. (2004) rapporterades att tva alleler fran sallats (Lactuca
sativa) resistensgenkandidater TDM och TC8 var snarlika tva alleler fran sléktingen vildsallats (L.
saligna) homologa gener LA8 och LB3, trots att de ar tva skilda arter. Denna transspecifika likhet
i resistensgener ar ett exempel pa hur balanserad selektion troligen bevarat allelvariation 6ver
lang tid, aven éver gransen for artbildning.

Genetiska mekanismer i olika perspektiv

Flera studier har rapporterat att hastigheten for uppkomst av ny resistens inte handlar om nagon
unik evolutiondr mekanism eller 6kad hastighet av nya punktmutationer. En stor del av gen-
variationen uppkommer genom att ett flertal klassiska genetiska omarrangemang verkar samtidigt
och resulterar i hastig utveckling (Lee et al. 2009, Mondragon-Palomino & Gaut 2005, Paterson
et al. 2009, Yang et al. 2013, Zhang et al. 2014). Nagra mekanismer som nyligen rapporterats for
utvecklingen av nya effektiva alleler ar felparning vid replikation och rekombination, ektopisk
rekombination, ojdmn éverkorsning, alternativ splitsning av RNA-transkript och inversioner.
Dessa paverkar oftast LRR-domanen. For uppkomsten av nya gener ar olika typer av duplikation
(med mikroRNA-interaktion), och transposonaktivitet vanligast. Efter duplikation divergerar
genkopior vidare med ovanstaende mekanismer. Nagra av dessa mekanismer diskuteras nedan.

En vanlig mekanism for diversifiering av LRR-doméner &r replikationsslirande (slip strand
mispairing pa engelska). Detta resulterar i indels som forlanger eller forkortar LRR-doménen och
da paverkar bindningsspecificitet till :
Avr-protiner (Figur 5). Denna
mekanism har nyligen observerats hos
bland annat homolga Pi2/9-gener
mellan ris, durra, backtrav och
grusskafting (Brachypodium
distachyon) (Wu et al. 2012).

Hypervariabla B-flak

"\ Genkonversion blandar om
LRR, ojamn 6verkorsning
andrar antalet LRR

Ojamn overkorsning och ektopisk
rekombination (ickereciprokt utbyte
respektive utbyte av DNA-segment
mellan icke-homologa loci) under
meios har pavisats hos sallat, ris och
backtrav (Kuang et al. 2004, Meyers et
al. 2003). Wu et al. (2012) — oA

. . Indels och inversioner - \
rapporterade nyligen en mosaik av andrar B-flaks orientering Nt

LRR_TOUY dar flera aterfanns pa flera Figur 5. Proteinstrukturforutsagelse av LRR-domanen fran sallats
loki, bade inom och me”_an gene':- R-gen DM3. Bild omarbetad fran Michelmore et al. (2013).
Detta skulle kunna ske vid ektopisk

rekombination/genkonversion. De pavisade dven heterogen utvecklingshastighet mellan gener
inom famijen Pi2/9 i ris, noterat via stor nukleotiddiversitet. Tillsammans indikerar studiernas
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resultat att genkonversion och ojamn 6verkorsning har varit viktiga processer for utvecklingen av
R-gener och att en kombination av olika genetiska processer resulterar i en hastighetsskillnad i
utveckling mellan underfamiljer.

Totalt elva splitsningsvarianter av RNA-transkript fran Pi-ta i ris har funnits, varav tva med helt
utbytt C-terminal. Detta visar att post-transkriptionell splitsning, och inte bara gen eller
allelvariation kan vara en bidragande mekanism for diversifiering av patogenresistens hos véxter
(Costanzo & Jia 2009). R-gener hos backtrav (Lawrence et al. 1995, Whitham et al. 1994), b6na
(Phaseolus vulgaris) (Ferrier-Cana et al. 2005) och tomat (Solanum lycopersicum) (Schornack et
al. 2004) anvander ocksa splitsningsvarianter, men dess relevans for uthalligt skydd mot sjukdom
ar oklar (Severing et al. 2011).

Genduplikation &r ocksa en diversifierande kraft. Duplicering kan ske av korta sekvenser till hela
gener, genblock och genom. Vid duplikation kan gener antingen kopieras till ett narliggande
lokus eller flyttas till ett avldgset lokus via till exempel transposition och sedan divergera vidare
via andra vanliga mutagena krafter (Luo et al. 2012). Det har visats att 60% av grasvaxters R-
gener ingar i familjer som ar arrangerade i tata grupperingar av divergerande kopior. Paterson et
al. (2009) visade i en helgenomstudie att upp till 79% av genomet hos majs (Zea mays) och 55%
hos durra bestar av duplicerade retrotransposoner. Att manga gener med repetitiva LRR-
sekvenser ligger fysiskt tatt tillsammans runt ett lokus kan bidra till en dynamisk
evolution/adaptivitet. Tat packning som formar en lang sekvens med hypervarierande repetitioner
ger rekombination utrymme att omarrangera och skapa nya sekvenser (Zhang et al. 2014).

Pa den stdrsta intragenomiska skalan hittas duplikation av kromosomsegment och hela genom
(polyploidisering). Efter en polyploidisering hédnder det dock att delar av det kopierade materialet
forsvinner genom selektiv genradering och genetisk drift (Paterson et al. 2009, Zhang et al.
2014). Studier har nu visat att de extra R-generna som blivit kvar efter en segmentduplikation
mycket ofta blir mal for diploidiseringsresistenta mikroRNA, korta RNA-strangar med
genreglerande aktivitet som inte ar kansliga for genradering. En féreslagen funktion for detta ar
att reglera doseringen av duplicerad R-gentranskription (Zhai et al. 2011, Zhang et al. 2014). Det
ar frestande att spekulera att denna funktionella plasticitet kan vara en mekanism som tillater
bevarandet av dverflodiga gener med adaptiv poteintial, utan nagon storre fitnesskostnad.

Duplikationer kan lamna spar som ar synliga i ett genom over evolutionar tidsskala och kan till
och med bevaras dver artbildningsprocesser. | en studie av Yang et al. (2013) antog de att om
samevolution-hypotesen med cyklisk NFS (atervinning av alleler) var korrekt borde paraloga R-
gener mot M. grisea kunna hittas i avlagsna slaktingar till ris. Paralog betyder att homologa gener
ar besléktade genom duplikation. Efter en omfattande fylogenetisk studie av fyra vélsekvenserade
genom (majs, durra, grusskafting och ris) valdes de fem snabbast evolverande genfamiljerna ut
till vidare analys. Paraloga gener av RP3/Pc fran alla arter utom ris, Rp1/Pi37 fran majs och
AC134922 fran ris klonades in till riskultivarerna Shin2 och TP309 for resistensexperiment. Yang
et al. (2013) fann totalt 28 helt nya R-gener mot infektion av M. grisea. Fran dessa var 15 stycken
paraloga R-gener fran andra arter. Forutom att ge resistens mot M. grisea i ris ger durras Pc-B-
gen resistens mot rotrost fran Periconia circinata i sitt ursprungliga genom och RP3 i majs ger
resistens mot rostsjuka fran Puccinia sorghi. Detta ar ett unikt fynd som visar att dven fast det ar
41-47 miljoner ar sedan ris och durra delade en gemensam forfader (Paterson et al. 2004), sa har
transspecifika gener (gener som 6verlevt artbildning) behallit en resistensfunktion éver lang tid.
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Diskussion

Denna artikel har med olika exempel fran samtida forskningsresultat diskuterat funktion och
evolution av det effektorutldsta forsvaret hos vaxter for att belysa méjligheten for uthallig
resistens hos vilda och domesticerade vaxter. Artikeln visar att utvecklingen av ny resistens ar
snabb pa grund av de manga genetiska mekanismer som verkar pa generna. Denna artikel visar
ocksa att dynamiken mellan R-gener och Avr-gener i manga fall ar cyklisk och att R-alleler kan
stanna kvar i en population dver lang tid, aven efter dess effektivitet minskat. Manga av de
paraloga duplikationshandelser som beskrivits ar uraldriga och aterfinns mellan avlagset
besléktade arter. Detta stodjer teorin att roda-drottninghypotesen (GFG-specificitet med NFS och
cyklisk allelomsattning) &r en viktig kraft som paverkar samevolutionen i vaxt-patogensystem.
Det ger ocksa tecken pa att adaptiv genetisk variation inte eroderar bort Gver tid. Fler tecken pa
uthallighet kommer av att upplagringen av gener via exempelvis duplikationer utgér en pool for
potentiell framtida resistens da generna/allelerna kan ateranvandas och hastigt omarrangeras sa
nya varianter uppstar. Att varje gen normalt har manga alleler som standigt forandras pekar ocksa
pa att de kan evolvera i takt med patogenens utveckling. En allel kan i manga fall aven motsta
flera liknande patotyper. Ett av de exempel denna artikel tagit upp &r backtravs allel RPP13-ND
som ar 2000 gav resistens mot 5 patotyper av oomyceten P. parasitica vilken orsakar mjéldagg,
sa forsvaret ar flexibelt. Fler bevis pa plasticitet kommer av att NB-LRR-gener visats interagera
med bade direkt och indirekt interaktion, R-genpar kan interagera och ge resistens och ett R-
protein har ofta affinitet for fler &n ett Avr-protein.

Denna plasticitet ar dock inkompatibel med GFG-hypotesen som diskuterats i artikeln.
Fenomenet att en R-allel kan binda flera olika effektorproteiner (Bittner-Eddy et al. 2000, Cesari
et al. 2013) tyder pa att R-alleler inte ar helt specifika for ett protein. Férutom RPP13-ND sa kan
protein fran R-allelen RGAS5-A i ris exempelvis binda direkt till bade Avr-Pia och Avr1-CO39
fran M. grisea (Cesari et al. 2013). GFG-hypotesen kan dock majligen forutse observationen att
flera R-gener kan interagera for medge resistens mot en patogen om genpar fran véxtvarden
interagerar med genpar fran patogenen (Cesari et al. 2013, Vy et al. 2014). Att genpar interagerar
tillsammans for att ge resistens kan indikera att forsvaret ar en kvantitativ egenskap (quantitative
trait pa engelska) vilket Gppnar upp nya mojligheter att studera forsvaret.

Det finns &ven ett ofdrklarat fenomen inom vakthypotesen som ocksa diskuterats i den har
artikeln. De vaktade véxtproteinerna anses vara i en evolutionart instabil situation, ndgot som
granskats i en perspektivartikel av Hoorn & Kamoun (2008). De postulerar att tva olika selektiva
krafter motverkar varandra pa det vaktade proteinets interaktionsdoman beroende pa om en
effektiv R-gen finns eller inte. Om det finns ett forsvar bor evolutionen gynna en starkare
interaktion mellan Avr-protein och det vaktade proteinet for att ge starkare respons. Om inget
forsvar finns bor evolutionen gynna minskad affinitet till Avr-proteinet for att undga dess
destruktiva effekt (Hoorn & Kamoun 2008). Denna typ av instabilitet kan paverka den
evolutionara uthalligheten av systemet. En hogre grad av komplexitet an tidigare formodat borjar
lyftas fram och visar ett behov av att modifiera de grundldggande hypoteserna. Hypoteserna ar
dock annu inte motbevisade och &r fortfarande anvéndbara som grund for fortsatta studier.

I naturlig milj6 existerar fortfarande stora, hdlsosamma populationer med olikartad intraspecifik

genetisk och interspecifik artvariation, nagot som ar viktigt for att kunna evolvera och
samexistera. | extensiva jordbrukssystem av genetiskt homogena monokulturer dar risken for
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infektion ar storre finns ocksa tecken pa uthalligt forsvar. Riskultivarer innehallande de
effektorutdsta R-generna Pi-ta och Pi-k som ger forsvar mot M. grisea odlas 6ver stora delar av
varlden pa grund av att singlettgenerna visats vara resistenta mot manga patotyper av svampen.
Av enbart Pi-ta har 220 alleler funnits (Thakur et al. 2013) som tillsammans ger uthallig resistens
mot de tio mest frekventa, och minst sju andra patotyper i Amerika (Jia et al. 2009). Thakur et al.
(2013) meddelar att Pi-ta-genen och dess variation &ven ar effektiv i olika delar av Indien. |
Yunnan (Kina) analyserades nyligen 218 isolat av M. grisea. Dar hittades Avr-pita i medel hos
~59% av isolaten (Li et al. 2014) vilket tyder pa att Pi-ta ar mycket viktig varlden éver och ger
uthallig resistens, d&ven om antropogen spridning av patogener okar.

Denna artikel bearbetade endast NB-LRR-klassen av resistensgener och dessa har visats
ineffektiva mot obligat nekrotrofa patogener. Effektorutlést HR kan inte begransa deras tillvéxt
eftersom dessa organismer behtdver doda celler for att kolonisera en vaxt (Faris et al. 2010). Hos
backtrav motverkas dessa patogener med hjalp av att producera sma doser av camalexin, ett toxin
som forhindrar bade nekrotrof bakterie- och svamp-tillfaxt (Veronese et al. 2004). Aven andra
typer av forsvar existerar. Sammantaget indikerar exemplen ett stabilt och uthalligt forsvar i
naturen.

Det hander dock att ingen resistensgen klarar av patogentrycket (PUF inkluderat), sarskilt om
abiotisk stress verkar samtidigt. For att forbéattra situationen i agrikulturella system utan
gentekniska ingrepp eller kemisk bekampning féreslas har test av en odlingsstrategi dar hog
artdiversitet placeras ut pa falten. Pa sa satt kan forluster minskas da mottagliga bestand av
grodor blir mer utspridda och far mojlighet att undga kontakt med patogenen. For att inte hindra
skordeffektivitet kan en mangfald av arvslinjer av samma kultivar med liknande genetisk
bakgrund, men olika R-gener istallet odlas samtidigt med en slumpvis placering. Olika R-gener
bor ocksa bytas ut dver tid for att férhindra att multiresistenta patogener uppstar. Detta skulle
kunna skapa ett diversifierande selektionstryck pa patogenen som da far det svart att na en
fitnesstopp i det evolutiondra landskapet. Darmed kan samevolutionscykeln méjligen brytas och
tiden som en R-gen &r effektiv forlangas (Zhan et al. 2012). Utvecklingen av metoder for att
hastigt kunna se vilka patogena Avr-gener som ar aktiva i ett jordbruksfélt skulle méjligen kunna
hjélpa till att effektivisera en strategisk utplacering av resistensgener. Exempelvis kan
mikromatriser eller RT-PCR (polymeras-kedjereaktion med omvand transkription) anvéndas.
Framtida studier alaggs att avgora effektiviteten av dessa strategier.

Nagot som saknas inom resistensforskningen &r storskaliga helgenomstudier och
interaktionsstudier om resistens 6ver interspecifik niva. Experimentella bevis for roda drottningen
(NFS med cyklisk omséttning av alleler) har hittills mestadels behandlat parvisa system med
konstanta populationsstorlekar dér effektorproteiner visat intim relation till specifika Avr-
proteiner (Gokhale et al. 2013). | framtiden skulle det darfor vara intressant att se hur uthallig
vaxtresistensen ar i ett system innehallande flera véxtarter och fler an en patogen (storre
ekologisk komplexitet). En viktig generaliseringsbegransning inom samevolution via roda-
drottninghypotesen ar ndmligen att modellen forutsatter konstant populationsstorlek. Den
teoretiska modellen blir instabil nér stokasticitet introduceras i form av populationsfluktuationer
hos varden (Gokhale et al. 2013). Inkluderar modellen fler &n en patogen eller en till trofisk niva
(herbivori pa vaxtvarden till exempel) kan dven den evolutiondra dynamiken bli kaotisk (Dercole
et al. 2010). En syntes mellan populationsekologi och evolutionsgenetik skulle kunna komma
nara verklig komplexitet och besvara manga aterstaende fragor inom resistensforskningen. Detta
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har &ven foreslagits i en opinionsartikel av Johnson & Stinchcombe (2007).

Finns det ett uthalligt forsvar mot ett potentiellt kat patogentryck? Det behévs mer detaljerad
kunskap om de celluléra resistensmekanismerna, R-proteindomaners funktion, vad som reglerar
R-genuttryck och om hur R-gener och patogener utvecklas i ett evolutiondrt perspektiv for att
kunna studera och med sakerhet bedéma om ett uthalligt forsvar finns. De teorier och bevis som
granskats i denna artikel visar dock att det effektorutlosta forsvaret &r valutvecklat,
anpassningsbart och robust i naturen. Aven fast det finns manga fall dar grédor och naturliga
populationer inte &r resistenta/ toleranta sa starker nutida resultat hypotesen om att ett uthalligt
forsvar (atminstone inom jordbruket) skulle kunna nas inom snar framtid.
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