
Tomaten beschermen zich tegen
indringers met de ‘tactiek van de
verschroeide aarde’: de cellen op
de plaats van infectie sterven af
en voorkomen daarmee dat het
pathogeen verder kan groeien.
Het proces begint al binnen een
minuut en is temperatuurgevoe-
lig, ontdekte Dr. Camiel de Jong.
Hij promoveerde 19 juni 2002
aan de Wageningen Universiteit.
Promotor was Prof. Dr. Ir. P.J.G.M.
de Wit en copromotor Dr. Ir.
M.H.A.J. Joosten; beiden zijn
werkzaam bij de leerstoelgroep
Fytopathologie van Wageningen
Universiteit.

Inleiding

De uitkomst van een plant-patho-
geen interactie wordt zowel door
de aanwezigheid van resistentie
(R) genen in de plant en corre-
sponderende avirulentie (Avr) ge-
nen in het pathogeen bepaald. Vol-
gens het gen-om-gen concept
bestaat er voor elk dominant R gen
dat aanwezig is in een waardplant-
populatie ook een corresponde-
rend dominant avirulentiegen gen
in de populatie van het pathogeen.
De herkenning van een AVR eiwit
door de plant een resulteert in een
overgevoeligheidsreactie, ofwel

Pagina 50 Gewasbescherming jaargang 34, nummer 2, maart 2003

Mededelingenblad van de Koninklijke Nederlandse Plantenziektekundige Vereniging

[P
R
O
M
O
T
I
E

Figuur 1: Model voor de rol van fosfatidylzuur (PA) aan de Cf4/Avr4 sig-
naaloverdracht.
Na perceptie van AVR4 door de cel wordt fosfolipase C geactiveerd. Dit en-
zym hydrolyseert vervolgens fosfatidylinositolbisfosfaat (PIP2) in inostoltris-
fosfaat (IP3) en diacyl glycerol (DAG). IP3 diffundeert in het cytosol alwaar
het Ca2+ vrijmaakt uit intracellulaire voorraden. DAG blijft in de mem-
braan en wordt door DAG kinase (DGK) omgezet in fosfatidylzuur. PA kan
direct of indirect NADPH oxidase activeren wat resulteert in de productie
van reactieve zuurstof radicalen (ROS). Tegelijkertijd schept PA , direct of in-
direct, de juiste condities in de plasmamembraan voor het plaatsvinden
van andere signaaltransductie processen zoals het openen van ion kanalen,
of activering van andere afweer signaaltransductie componenten van de
plant zoals MAP kinases of andere eiwit kinases. (PM: plasmamembraan)

Cf-afhankelijke afweerreacties,
geïnduceerd door avirulentie-
eiwitten van het tomaten-
pathogeen Cladosporium
fulvum
ofwel: Koude fataal voor zelfmoordtomaat
Camiel F. de Jong



hypersensitieve respons (HR) van
plantencellen in de waardplant.
De HR veroorzaakt het afsterven
(necrotiseren) van een beperkt
aantal plantencellen rond de pri-
maire infectiehaard, waardoor ko-
lonisatie van het plantenweefsel
door het pathogeen wordt voorko-
men. AVR eiwitten veroorzaken in
de plantencellen een scala aan re-
acties, waaronder de productie
van zuurstofradicalen. Zuurstofra-
dicalen spelen waarschijnlijk een
rol bij de activering van de afweer-
reactie en zijn betrokken bij de di-
recte afweer tegen het pathogeen. 

De interactie tussen de plantpa-
thogene schimmel Cladosporium
fulvum en tomaat volgt het hier-
boven beschreven gen-om-gen
concept. Van dit pathosysteem zijn
verscheidene resistentie- en aviru-
lentiegenen gekloneerd, waarbij
de corresponderende genenparen

Cf-4/Avr4 en Cf-9/Avr9 het best
zijn bestudeerd. 

Voor deze genenparen zijn al veel
pogingen gedaan om signaalover-
dracht te bestuderen in celsuspen-
sies van tomatenplanten, vaak
zonder succes. Daarom is in dit
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MoneyMaker Cf4 zaailingen die
AVR4 tot expressie brengen
Zaden van MoneyMaker tomaten-
planten zonder resistentie genen
die AVR4 tot expressie brengen
(Avr4+ MM-Cf0), MoneyMaker die
het Cf-4 resistentie gen tot expressie
brengt (MM-Cf4) en zaden afkom-
stig van een kruising tussen deze
genotypen (Cf-4/Avr4) werden ge-
zaaid onder standaard kas om-
standigheden. Nadat de hypocoty-
len waren verschenen werden de
zaailingen gedurende drie weken
geïncubeerd bij 20ºC of 33ºC. Uit-
eindelijk werden zaailingen die bij
33ºC “geincubeerd waren terug ge-
plaatst naar 20ºC.
(A) Bij 20ºC sterven Cf-4/Avr4 zaai-
lingen binnen 1 week na het ver-
schijnen van de hypocotylen terwijl
de Avr4+ MM-Cf0 (A4) en MM-Cf4
(C4) zaailingen zich normaal ont-
wikkelen. De foto is 3 weken na
zaaien genomen.
(B) Bij 33ºC ontwikkelen alle zaai-
lingen zich normaal, ook degenen
die zowel Cf-4 als Avr4 tot expressie
brengen. De foto is 4 weken na
zaaien genomen.
(C) Na het terug plaatsen van de
zaailingen van 33ºC na 20ºC ont-
wikkelen de Cf-4/Avr4 zaailingen
een systemische overgevoeligheids
reactie. Dit resulteert binnen drie
dagen na terugplaatsen in de dood
van deze plantjes. De foto is geno-
men drie dagen na het terugplaat-
sen van 33ºC naar 20ºC.



onderzoek gebruik gemaakt van
celsuspensies afkomstig van
transgene tabaksplanten, die ge-
transformeerd werden met het Cf-
4 of Cf-9 gen. In tegenstelling tot
celsuspensies van tomaat, reage-
ren deze celsuspensies van tabak
specifiek op een behandeling 
met het corresponderende aviru-
lentie-eiwit van Cladosporium
fulvum.

Vroege afweer-
reacties geïnduceerd
door het
avirulentiegen AVR9
in celsuspensies van
tabak 
We hebben de afweerreacties die
geïnduceerd worden door het
wildtype van AVR9 en enkele ge-
muteerde AVR9 eiwitten in Cf-9+-
tabaksbladeren en Cf-9+- tabak
celsuspensies bestudeerd. Injectie
van gemuteerde AVR9 eiwitten in
bladeren van zowel de tomaten
cultivar MoneyMaker (MM)-Cf9
als Cf-9+-tabaksbladeren en cel-
suspensies liet zien dat deze eiwit-
ten in vergelijking tot het wildtype
een andere necrose-inducerende
activiteit bezitten.

In vergelijking tot het wildtype ver-
toont een mutant (R08K) een ster-
ker vermogen om de productie
van zuurstofradicalen te induce-
ren, terwijl twee andere mutanten
(F10A en F21A) een lagere activi-
teit bezitten. Het wildtype en de
mutant R08K verhogen de pH van
het medium, terwijl behandeling
met de mutant F10A de pH min-
der, en behandeling met F21A de
pH helemaal niet verhoogt. Het is
opmerkelijk dat de door de AVR9
eiwitten geïnduceerde productie
van zuurstofradicalen al plaats
vindt bij concentraties die hon-
derd maal lager liggen dan con-
centraties die nodig zijn om de pH
van het extracellulaire medium te
verhogen.

AVR9 eiwitconcentraties die resul-
teren in een maximale pH-verho-
ging, zijn vergelijkbaar met con-
centraties die necrose induceren
na injectie in bladeren van zowel
de tomatenplant MM-Cf9 als Cf-
9+-tabaksplanten.

De behandeling van Cf-9+-tabaks-
celsuspensies met het wildtype re-
sulteerde in de activering van een
MAP kinase, terwijl de mutant
F21A slechts een geringe activering
van dit kinase induceerde. Het
wildtype van Avr9 induceerde ook
massale celdood 18 uur na toedie-
ning aan Cf-9+-tabakscelsuspen-
sies. Tabakscellen die geen Cf-9 tot
expressie brengen, bleven daaren-
tegen leven na toediening van de-
zelfde concentratie AVR9, hetgeen
de specificiteit van de inductie van
deze afweerreactie aantoont.

Cf-4/Avr4-
afhankelijke
afweersignalen
worden ondersteund
door de signaalstof
fosfatidylzuur (PA)
Wij hebben aangetoond dat zich
na behandeling van Cf-4+-tabaks-
cellen met AVR4 het fosfolipide
fosfatidylzuur (PA) ophoopt.

Twee minuten na toediening van
AVR4 begon zich de signaalstof
fosfatidylzuur reeds op te hopen.
Het omzettingsproduct van fosfat-
idylzuur, diacylglycerol pyrofosfaat
(DGPP), hoopte zich op vier tot
acht minuten na toediening van
AVR4. Het is nog niet duidelijk of
DGPP zelf een signaalstof is, of dat
het dient als een negatieve regula-
tor van de fosfatidylzuur signale-
ring. 

Een differentiële labelingsstrategie
toonde aan dat de signaalstof fos-
fatidylzuur voor het overgrote deel
gegenereerd wordt via de omzet-
ting van diacylglycerol (DAG) in

fosfatidylzuur door het enzym dia-
cylglycerol kinase (DGK). In sig-
naaltransductie processen kan
DAG zelf weer gegenereerd wor-
den via de hydrolyse van fosfatidy-
linositol 4,5 bisfosfaat (PIP2) door
het enzym fosfolipase C (PLC). 

Voorbehandeling van Cf-4+-ta-
bakscellen met de fosfolipase rem-
mers neomycine en U73122 blok-
keerde de door
AVR4-geïnduceerde ophoping van
fosfatidylzuur. Dit gaf aan dat fos-
fatidylzuur inderdaad gegenereerd
wordt via fosfolipase C. 

De AVR4-geïnduceerde productie
van zuurstofradicalen werd onder-
drukt door de NADPH oxidase
remmer diphenyleeniodonium ch-
loride (DPI), terwijl deze remmer
niet de door AVR4- geïnduceerde
ophoping van fosfatidylzuur rem-
de. Echter, beide AVR4-geïndu-
ceerde responsen werden op een
dosis-afhankelijke wijze onder-
drukt door de fosfolipase C rem-
mer U73122. Hieruit kan worden
geconcludeerd dat activering van
fosfolipase C en ophoping van fos-
fatidylzuur plaatsvinden vóórdat
zuurstofradicalen worden gepro-
duceerd. 

Behandeling van de Cf-4+-tabaks-
cellen met een wateroplosbaar,
synthetisch fosfatidylzuuranaloog
resulteerde in een acute, kleine,
niet-aanhoudende productie van
zuurstofradicalen. 
Deze gegevens demonstreren het
belang van de fosfolipide signale-
ring in de AVR4-geïnduceerde pro-
ductie van zuurstofradicalen. Ad-
ditionele studies toonden aan dat
ook AVR4-geïnduceerde verhoging
van de pH van het extracellulaire
medium en MAP kinase activering
door fosfolipase C remmers on-
derdrukt worden. Dit suggereert
dat ook deze processen afhankelijk
zijn van fosfolipase C.

Pagina 52 Gewasbescherming jaargang 34, nummer 2, maart 2003

Mededelingenblad van de Koninklijke Nederlandse Plantenziektekundige Vereniging

[P
R
O
M
O
T
I
E



Onderdrukking van
de door AVR9
geïnduceerde
afweerreacties bij
hoge temperaturen
hangt samen met
een afname van
elicitor-binding sites

De temperatuurgevoeligheid van
de Cf/Avr-afhankelijke afweerreac-
ties is al eerder beschreven; Injec-
tie van AVR4 of AVR9 in bladeren
van tomaat of tabak, die respectie-
velijk Cf-4 of Cf-9 tot expressie
brengen, resulteerde in necrose bij
20°C, terwijl bij 33°C deze reactie
volledig onderdrukt werd.

Bij 20°C necrotiseerden tomaten-
zaailingen die zowel het Cf gen, als
het corresponderende Avr gen tot
expressie brengen spoedig na kie-
ming als gevolg van een systemi-
sche overgevoeligheidsreactie. De-
ze zaailingen konden gered
worden door ze na kieming te in-
cuberen bij 33°C, maar ze stierven
snel af als ze teruggezet werden
naar 20°C.
Expressie-analyse van verschillen-
de genen die betrokken zijn bij de
afweerreactie, liet zien dat bij 33°C
de expressie onderdrukt was, ter-
wijl de expressie van deze genen
weer snel en gesynchroniseerd op
gang kwam na terugzetten van de
zaailingen naar 20°C.

Deze gesynchroniseerde inductie
van de overgevoeligheidsreactie
vormt een uitstekende basis voor
de identificatie van nieuwe genen

die betrokken zijn bij de afweerre-
actie. In celsuspensies ebde zowel
de AVR4- als de AVR9-geïnduceer-
de pH verhoging van het extracel-
lulaire medium langzaam weg na
incubatie bij de hoge temperatuur,
terwijl deze respons weer snel te-
rugkeerde na terugzetten van de
cellen naar 15°C.

Ook werden er verschillen in kine-
tiek tussen het verlies van AVR4-
en AVR9-geïnduceerde pH verho-
ging waargenomen bij hoge tem-
peraturen. Er is op het plasma-
membraan van zowel tomaten- als
tabakscellen een bindingsplaats
voor AVR9 aanwezig, waarvan
wordt gedacht dat deze de AVR9
receptor is, die betrokken is bij de
inductie van Cf-9/Avr9-afhankelij-
ke afweerreacties. 

De hoeveelheid AVR9 die bindt
aan microsomale fracties geïso-
leerd uit tabakscellen en geïncu-
beerd bij 33°C, was 80% lager in
vergelijking met fracties die stam-
men van tabakscellen die geïncu-
beerd werden bij 20°C. Deze afna-
me van AVR9 binding bleek te
worden veroorzaakt door een re-
ductie van de hoeveelheid AVR9
bindingsplaatsen en niet door een
afname van de affiniteit van de
bindingsplaats voor AVR9 zelf. Dit
gegeven vormt een moleculaire
basis voor de temperatuurgevoe-
ligheid van de Cf-9/Avr9-afhanke-
lijke afweerreactie.

Conclusies

Tomatenplanten die een resisten-
tiegen (Cf) tegen Cladosporium

fulvum tot expressie brengen, zijn
volledig resistent. De producten
van de resistentiegenen zoals Cf-4
en Cf-9 herkennen de door de
schimmel uitgescheiden corre-
sponderende producten van de
avirulentiegenen Avr4 en Avr9. 

De herkenning resulteert in een
overgevoeligheidsreactie, een
plaatselijk afsterven van cellen
rond de primaire infectiehaard (de
HR respons). 

Biochemische veranderingen die
voorafgaan aan het uiteindelijke
afsterven van de cellen, zijn de
productie van zuurstofradicalen,
influx van protonen en activering
van MAP kinases. 
De ophoping van de signaalstof
fosfatidylzuur wordt al circa één
minuut na herkenning van AVR4
veroorzaakt door het enzym fosfo-
lipase C en behoorde tot de vroeg-
ste responsen ooit waargenomen.
Deze ophoping bleek vereist voor
latere processen zoals de produc-
tie van zuurstofradicalen. 

Bij 33ºC wordt de AVR geïnduceer-
de overgevoeligheidsreactie on-
derdrukt. Dit wordt hoogstwaar-
schijnlijk veroorzaakt door de
dramatische reductie in het aantal
AVR bindingsplaatsen bij 33ºC ten
opzichte van 20ºC. Van deze tem-
peratuurgevoeligheid kan handig
gebruik gemaakt worden om af-
weer gerelateerde genen te identi-
ficeren doordat hun expressie
hiermee gesynchroniseerd kan
worden. Op de methode en de
daarmee geïdentificeerde sequen-
ties is onlangs patent verleend aan
Keygene en het Laboratorium voor
Fytopathologie.
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