Vaxter har ett hallbart forsvar som utmanar mikroorganismer
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Nya forskningsresultat visar att hallbar resistens mot patogener inom jordbruket &r nagot som
kan komma att forverkligas inom snar framtid. Studier om vaxters immunférsvar rapporterar
tecken pa att naturliga vaxtpopulationer redan har ett taligt och varierat forsvar som dessutom
evolverar mycket snabbt. Nar patogener och véxter har en mycket intim relation paverkar de
varandras utveckling genom att de férsoker 6vervinna varandras attack- och forsvars-molekyler.
Inom jordbruket kan detta stalla till med problem om grédan har lag genetisk variation. Forslag
for att forbattra grodors resistens mot sjukdomar utan genteknisk och kemisk bekampning
inkluderar strategisk utsattning av vaxter med manga skilda resistensgener.

Attackmolekyler och effektorutlst forsvar

Alla véxter har ett véalorganiserat forsvar for att tala olika former av stress i deras miljo och gor
det inte latt for sjukdomsframkallande mikroorganismer som bakterier, virus, svampar och
svamplika organismer att infektera dem. Férutom konstitutiva forsvar som ett vaxigt yttre holje
och en hard cellvagg av cellulosa maste patogener ta sig forbi flera inducerbara vaxtforsvar for att
kunna parasitera pa sin vard. Inne i sjalva vaxtcellen finns proteiner i cellmembranet som standigt
overvakar det apoplastiska utrymmet (det vatskefyllda utrymmet mellan cellvagg och
plasmamembran). Dessa receptorproteiner kanner igen valbevarade strukturer som finns hos
manga patogener, bland annat den pisklika svans som finns hos bakterier och kitin i svampars
celler. Detta basala forsvar har mikroorganismer utvecklat ett satt att undga. Manga patogena
oomyceter, svampar och bakterier har nagot som kallas effektorproteiner eller avirulensproteiner
(Awr), dessa kan binda till forsvarsreceptorerna och hindra att en larmsignal skickas vidare
genom cellen. Né&r dessa effektorproteiner kommer in till vaxtcellens cytosol bedrar de istéllet
patogenen. De kan ndmligen upptéackas av effektorutldsta och patogenspecifika
resistensproteiner. Dessa flyter omkring i véxtens alla celler och har evolverats fram med en enda
uppgift: detektera effektorprotiner.

Gener som kodar for effektorutlost resistens (R) uppvisar en otrolig mangfald. | genomet hos en
sort av vanligt ris (Oryza sativa L, Japonica) har 480 R-gener lokaliserats och manga av dessa
har en uppsjo av genvarianter (alleler). Genen Pi-ta till exempel har sammanlagt minst 220 alleler
bland riskultivarer, alla med potential att kunna skydda véxten fran patogener och deras
effektorproteiner. Kultivarer innehallande Pi-ta odlas i stor utstrackning i varlden for den har
visats férmedla resistens mot de vanligaste varianterna av en patogen, svampen Magnaporthe
grisea, som orsakar en mycket omfattande sjukdom. Det har uppskattats att M. grisea forstor
grodor som skulle kunnat foda 60 miljoner manniskor varje ar, sa ett hallbart forsvar ar en
mycket atravard egenskap inom jordbruket.

Det patogenspecifika forsvarets struktur och funktion
De exakta mekanismerna for hur forsvarsreaktionen gar till har annu inte beskrivits i detalj, men
studier om R-proteiners form och interaktion har beskrivits till viss del. Proteinerna har en



generell proteinstruktur (Figur 1) med en amino- och en karboxyl-terminal och kallas NB-LRR
for de innehaller normalt en nukleotid bindande doméan (NB) och en leucinrik repetition (LRR).
Sedan finns det ett antal varianter av en tredje doméan, X i Figur 1. Hos vara vanliga spannmal
(och alla &kta grésvaxter) ar den vanligaste X-doménen en struktur kallad coiled coil, vars
funktion &r nast intill okand idag. Mycket lite & kdnt om domanernas roller men den
hypervariabla LRR-domanen har en viktig roll for igennkanning av patogener, de har visats binda
till en mangd Avr-proteiner i
manga vaxter. NB-doméanen
har visats binda till
energibadrare som adenosin-

trifosfat (ATP) och kan Figur 1. En generell proteinstruktur av en forsvarsmolekyl som kodas av
mycket val vara ansvarig for resistensgener. X = skiftande doman, NBS binder ATP och LRR binder

S ; till patogena attackmolekyler. N och C star for amino- och karboxyl-
?(:Ejlenr Ittlllelrgnd:(?r:\llgi?;!ei%r:ns terminal. Bild omritad fran McHale et al. (2006).

da LRR upptéckt en patogen.
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Resistens med direkt och indirekt aktivitet

Hittills har tva olika konkreta verkningsmekanismer pavisats angadende hur NB-LRR-gener
forsvarar véaxten. Bada former leder till en hyperkanslig respons (HR) som &r en typ av lokal
programerad celldod. Genom att doda enstaka celler som blivit infekterade forhindras i manga
fall fortsatt patogen tillvaxt. Det finns flera exempel dar direkt interaktion har demonstrerats.
Bland annat hos RGA5 och Pi-ta, tva gener i ris som ger resistens mot M. grisea, och Stbh6 i vete
(Triticum aestivum) som ger resistens mot svartpricksjuka, en sjukdom som drabbar vanligt vete
och durumvete (T. turgidum ssp. durum). Indirekt interaktion har ocksa hittats i ett flertal
exempel, bast beskrivet hos backtrav (Arabidopsis thaliana) dar proteinet RIN4 skyddas av R-
proteinet RPM1 fran bakterien Pseudomonas syringae och dess effektor, AvrRPM1. Figur 2
beskriver bada interaktionerna. Vid direkt interaktion binder R-proteinet till effektorn. Bindning
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Figur 2. Direkt och indirekt interaktion mellan R-proteiner och patogena
effektormolekyler. | steg 1 binds antingen effektorn direkt till R-proteinet eller till
effektorns mélprotein inne i véxtcellen som redan angripits. Detta resulterar i en
strukturandring i R-proteinet som tillater att ADP byts ut mot ATP vilket aktiverar R-
proteinet (2). En signal skickas vidare genom véxtcellen som ofta utldser en lokal
celldod. Hydrolys av ATP tillbaka till ADP (3) far R-proteinet att aterga till inaktiv
form (4). Bild delvis omritad fran Bent & Mackev (2007)
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gor att proteinet andrar form sa att den ATP-bindande fickan exponeras. R-proteinet aktiveras
troligen da av att en fosformolekyl binder den redan narvarande adenosindifosfatmolekylen
(ADP) och bildar ATP och sénder en signal vidare genom cellen for att aktivera andra gener/
proteiner som tillslut ofta leder till HR. Den indirekta versionen gar till pa ett liknande satt, men
R-proteinet binder istéllet till effektorns malprotein (ett protein i véaxtcellen) medans R-proteinet
overvakar proteinets integritet. Responsen utloses da effektorn forstor eller modifierar
malproteinets aktivitet i vaxtcellen.

Den réda drottningen och R-geners evolution

En evolutionar infallsvinkel kan anvandas for att forsta forsvarets funktion djupare. Den
evolutionara forskningen om vaxters effektorutlosta forsvar har pagatt i minst 60 ar och vilka
faktorer som styr forsvarets utveckling har visats vara en formidabel utmaning att beskriva. Flera
hypoteser om forsvarets utveckling cirkulerar i forskningsvarlden och manga fragor finns kvar att
besvara. Vad som &r sakert ar att da en patogen och en véxt uppvisar en intim relation éver lang
tid kan de paverka varandras utveckling i form av ett coevolutionart kretslopp. En forandring i
proteinstruktur hos den ena parten dvertréffas av den andre for att kunna 6verleva. Darav kommer
ocksa en lovande hypotes som forsoker forklara den stora diversiteten av R-gener med en del
handfasta och stodjande bevis. Hypotesen beskriver att balanserande selektion utvas pa standigt
omstrukturerande genetiska varianter av resistens och avirulensgener och att detta bevarar alleler
over tid. Den teorin kallas réda drottninghypotesen efter boken Alice i spegellandet. I boken
sager den roda drottningen till Alice att hon maste springa allt vad hon kan for att sta kvar pa
samma plats. Detta kan ses som en metafor inom resistensforskningen till att vaxters R-gener
standigt maste utvecklas om véxtarten ska éverleva.

CyKkliskt kretslopp av stor genetisk variation

Den stora variationen i R-gener som ses i vaxtriket idag har inte uppkommit genom nagon
forhojd mutationsfrekvens dar nya bassubstitutioner introduceras med hégre hastighet an for
nagon annan funktionell genklass. Det verkar istéllet vara ett faktum att flera klassiska
mekanismer agerar samtidigt pa generna och snabbt genererar nya varianter. Duplikation
(kopiering) av gener och gensegment tillsammans med rekombination som standigt mixar och
blandar om genomet har visats sta for en stor del av den snabba anpassning och utveckling som
sker. For att behalla en stor mangd nya och gamla genvarianter dver evolutionr tid behdvs ocksa
en balanserande selektion.

Den mest troliga bevarande kraften med atervinning av alleler inom réda drottninghypotesen &r
via nagot som i biologiska termer kallas negativ frekvensberoende selektion (Figur 3). Denna
selektion gar ut pa att en allel ger storre fordel (storre fitness) da den &r ovanlig i en population.
Desto fler individer som bér pa allelen, desto storre blir risken att patogenen selekteras for att
kunna undvika att bli upptéckt av den. Den typen av selektion kan forklaras med att om véxter
med en allel, R, &r resistenta mot en patogen (som bar p& motsvarande Avr™ infektionsallel)
kommer R™ 6ka i frekvens i vaxtpopulationen. Detta sétter ett tryck p& patogenen som inte langre
kan infektera sin vird, s& deras dominanta Avr*-allel sjunker i frekvens till fordel for patogener
med Avr . Avr ~ kénns inte igen av vaxtens R* sd véaxtpopulationens forsvar blir ineffektivt.
Allelen R™ sjunker da i frekvens samtidigt som den Avr ~ -resistenta allelen R ~ 6kar. Detta tvingar
en ny vag av selektion dver patogenpopulationen. Patogenens evolution svarar med att den



ursprungliga Avr™-allelen éter 6kar i frekvens SRR

vilket sluter kretsloppet da vaxtens

resistensallel, R*, som funnits kvar i Véster miotaglioa ——
populationen i 1ag frekvens ater far en stor AurEhegfisioeant R+ hogfrekvent
fordel. Pa sa vis kan gener och alleler som

tillfalligt tappat sin férdel finnas kvar i en

population dver lang tid. Till och med dver i ity
gransen for artbildning.

Implikationer for jordbruket

. . Vaxt istent: Vaxt ttagli
Med kunskap kring detta vaxt-patogen system g nagirakvent el
kommer ocksa anvandbar information. VVéxters

immunfdrsvar uppvisar stor mangfald, Selektion for R-

e\./OIVerar Snatzbt mfad_manga mek_amsmer och Figur 3. Ett cykliskt kretslopp kan bevara forbrukade
visar tecken pa Utha_l I_'g resolstens ' r_]aturen' alleler dver tid. R = véxtalleler, Avr = patogenalleler.
Jordbrukssystem skiljer fran naturliga Bild omgjord efter Jones & Dangl (2006).

populationer i hanseendet att odlingar i

jordbruk ofta bestéar av stora monokulturer av genetiskt liknande individer. Detta ar en effekt av
domesticering da man foradlar véxter efter specifika egenskaper, exempelvis hog avkastning och
mer naringsrika frukter och fron. Den artificiella selektionen kan liknas vid en genetisk
flaskhalseffekt som tar bort en stor del av den genetiska variationen i en population. Ovanliga R-
alleler som i en naturlig population skulle finnas kvar genom balanserad selektion kan férsvinna
helt ur odlade grodor, ofta tillsammans med upp till 90% av variationen. Detta har visats ske efter
domesticeringen av vilda risvarianter som skapat det ris vi ater idag. En effekt av homogena
grodor i en situation dér en patogen introduceras ar att mikroben har ett stérre 6vertag &n normalt.
De lyckas ibland sla ut stora delar av skordar vilket paverkar miljontals manniskor.

Populationer med stor genetisk variation och darmed evolutionér potential klarar sig battre mot
sjukdomar. Déarfor har forlag pa hur man skulle kunna 6ka resistensen hos grodor utan kemisk
bekampning eller gentekniska metoder kretsat kring att odla och rotera en mangfald av R-gener i
tid och rum. Detta kan sétta stor press pa patogenen som inte finner ndgon bra angreppspunkt. Ett
annat forslag ar att via avelsprogram korsa kultivarer som innehaller resistens som kontrolleras av
en eller ett fatal gener, detta kallas resistensgen-pyramidisering. Pa sa satt kan en gréda innehalla
flera stora grupper av gener som visats vara uthalliga och gora grodor mer resistenta mot
sjukdomar. Hur effektiva dessa metoder &r finns det annu inget svar pa, men om uthallig resistens
nas inom jordbruket kommer manga skérdar, och darmed méanniskoliv kunna raddas.
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