STRESZCZENIE

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary jest organizmem grzybopodobnym
nalezacym do gromady Oomycota. Jako sprawca zarazy ziemniaka, P. infestans jest jednym
Z najgrozniejszych patogenow tej rosliny uprawnej w skali globalnej, przyczyniajagcym si¢
do strat w uprawach, szacowanych w skali $wiatowej na okoto 6.5 miliardow $ rocznie.
Sukces ekologiczny tego patogenicznego mikroorganizmu moze wynika¢ m.in., ze
sprawnego dostosowania metabolicznego na oddziatujace bodzce srodowiskowe, takie jak
niekorzystne czynniki abiotyczne lub organizm ro$liny-gospodarza. Dotychczasowa wiedza
na temat wplywu stresow abiotycznych i mikro-§rodowiska roslin zywicielskich na
(pato)biologie fitopatogenow, w tym P. infestans, pozostaje jednak bardzo ograniczona.

Jedna z najwczeséniejszych reakcji organizmu na dziatanie stresowych czynnikoéw
srodowiskowych jest wzmozone formowanie reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA),
ktore prowadzi do zaburzenia rownowagi redoks, czego efektem jest indukcja stresu
nitro-oksydacyjnego. Nalezy zatem zalozy¢, ze podtrzymanie prawidtowego
funkcjonowania komorki, przektadajace si¢ na adaptacje do bytowania patogenicznego
mikroorganizmu w niekorzystnych warunkach $rodowiska, jest mozliwe dzigki
przeprogramowaniu metabolicznemu, ktére prowadzi m.in. do efektywnego pomniejszania
nadmiernej ilosci RFT i RFA, a w konsekwencji utrzymania komorkowej homeostazy
redoks. Powyzsza sekwencja zdarzen nie zostata, jak dotad, rozpoznana
u fitopatogenicznych legniowcoéw. W zwigzku z powyzszym, nadrzednym celem pracy
doktorskiej byta charakterystyka zmian metabolicznych u P. infestans w odpowiedzi na stres
nitro-oksydacyjny indukowany podczas interakcji tego modelowego lggniowca ze
srodowiskiem, tj., z mikro-§rodowiskiem rosliny-gospodarza 1 niezaleznie Srodowiskiem
wzbogaconym w metal cigzki. Doswiadczenia prowadzono na strzepkach dwoch izolatow
P. infestans, tj., awirulentnym (avr MP 946) i wirulentnym (vt MP 977) wzgledem odmiany
ziemniaka 'Sarpo Mira'. W celu indukcji stresu nitro-oksydacyjnego patogen wzrastat
W obecnosci jonow kadmu (Cd), natomiast, aby zaindukowaé stres nitrozacyjny
w warunkach in vitro, patogen egzystowat w obecnosci zwigzkow donorowych RFA.

Pierwszy etap badan skoncentrowany byt na okresleniu wptywu jonow Cd na status
nitro-oksydacyjny w strukturach vr P. infestans. Na podstawie wyznaczonego indeksu
tolerancji wzgledem jonow Cd do dalszych analiz wybrano dwa stezenia, tj., 51 12.5 mg/l,

odzwierciedlajace odpowiednio umiarkowany i subletalny stres kadmowy. Hamowanie



wzrostu P. infestans w warunkach in vitro byto skorelowane ze wzmozonym generowaniem
RFT i RFA w strukturach patogena oraz zmianami w puli nitro-oksydacyjnych modyfikacji
kwasow nukleinowych 1 biatek. Umiarkowany stres kadmowy (Cd 5 mg/l) prowadzit do
zwiekszenia poziomu 8-nitroguaniny tylko w DNA oraz do zmniejszenia puli nitrowanych
biatek. Stres subletalny (Cd 12.5 mg/l) powodowal z kolei wzrost poziomu
8-nitroguaniny zarowno w RNA, jak i DNA oraz odpowiadat za zwigkszenie puli
nitrowanych i oksydowanych biatek. Dalsze analizy wykazaty, ze indukowany nizszym
stezeniem Cd stres nitro-oksydacyjny skutkowal zwiekszong ekspresja genu dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD), ktora byta skorelowana z indukcjg aktywnos$ci enzymatycznej SOD.
Wazrost aktywnosci enzymatycznej, w nastepstwie ekspozycji patogena na Cd, zanotowano
takze w przypadku katalazy (CAT), czemu towarzyszyl modyfikowany przez Cd wzor
izoenzymatyczny. Poszukujac korelacji migedzy zaleznymi od Cd zmianami w statusie
nitro-oksydacyjnym, a stopniem patogenicznosci vr P. infestans, wykazano, ze
umiarkowany stres kadmowy znaczaco zwigkszyl tempo rozwoju zarazy ziemniaka na
lisciach testowanych odmian.

W trakcie kolejnych etapow badan skupiono si¢ na identyfikacji elementow systemu
unieczynniajgcego RFA (systemu antynitrozacyjnego) w strukturach avr/vr P. infestans
w srodowisku farmakologicznie wzbogaconym w RFA oraz podczas kolonizacji tkanek
rosliny-gospodarza. W pierwszym etapie tej czesci badan na podstawie tempa wzrostu
kultury in vitro w obecnosci zwigzkow donorowych tlenku azotu (NO) i nadtlenoazotynu
(ONOQO"), wyznaczony zostat prog tolerancji P. infestans wzgledem RFA. Nastepnie, aby
zweryfikowac, czy i na ile P. infestans unieczynnia NO i ONOO", przeprowadzono analizy
detoksyfikacji obu RFA. Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, Zze zardwno stres
nitrozacyjny in vitro, jak i wzrost in planta wzmaga zdolno$¢ vr P. infestans do
dekompozycji NO. W strukturach avr P. infestans w obecno$ci donora ONOQO™ oraz podczas
wzrostu in planta odnotowano natomiast zwigkszong zdolno$¢ do dekompozycji
nadtlenoazotynu. W toku dalszych analiz wykazano, ze do sensoréw metabolicznych
zaangazowanych w skuteczne unieczynnianie RFA w strukturach P. infestans naleza
reduktaza S-nitrozoglutationu (GSNOR), dioksygenaza NO (NOD) oraz peroksyredoksyna
2 (PRX2). Efektywnos$¢ komponentdw systemu antynitrozacyjnego byta zalezna od wzorca
wirulencji patogena. U izolatu awirulentnego obserwowano wyzsza ekspresje PRX2,
a w warunkach in planta rowniez wyzsza ekspresje Pi-NOD. W strukturach vr P. infestans
odnotowano wyzszg aktywno$¢ GSNOR. Co istotne, po raz pierwszy u legniowcow

wykazano, ze NOD jest jednym z elementéw systemu antynitrozacyjnego, a jego funkcja



jest zwigzana z kontrolg poziomu endogennego NO podczas procesow rozwojowych oraz
wczesnych etapow infekcji.

Podsumowujac wyniki uzyskane w ramach przedstawianej dysertacji, nalezy
podkresli¢ wysoka plastycznos$¢ P. infestans i przystosowanie metaboliczne do bytowania
w niesprzyjajacych warunkach nitro-oksydacyjnych. Wykazano, ze indukcja systemow
antyoksydacyjnych i antynitrozacyjnych, umozliwia patogenowi przetrwanie w otoczeniu
wzbogaconym w Cd oraz w mikro-srodowisku rosliny-gospodarza. Odnotowane zmiany

mogg rowniez wplywaé na stopien patogenicznos$ci P. infestans.
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