Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Zaklad Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin

ROZPRAWA DOKTORSKA

Karolina Kulak

Metabolizm wtérny w odpowiedzi immunologicznej wybranych
gatunkow Brassicaceae

Promotor

Dr hab. Pawel Bednarek, prof. IChB PAN

Poznan 2017



Dzigkuje mojemu promotorowi

Dr. hab. Pawtowi Bednarkowi

za wszelkqg pomoc, liczne wskazowki oraz cierpliwos¢ i wyrozumiatos¢
w trakcie realizacji i redagowania pracy.

Dzigkuje takze Prof. dr. hab. Maciejowi Stobieckiemu
Za pomoc W zrozumieniu tajnikow spektrometrii mas i wsparcie

Serdecznie dzigkuje Paniom
Danusi Ciesiolce | Malgosi Zielinskiej
za techniczng pomoc w laboratorium, rady i zyczliwos¢.

Szczegolne podziekowania kieruje do kolezanek i kolegow
Z Zaktadu Biochemii Produktow Naturalnych

Ani Wojakowskiej, Basi Swarcewicz,

Klaudii Chmielewskiej i Pawta Rodziewicza

za niezastgpiong atmosfere w pracy i po pracy.

Serdecznie dzigkuje kolezankom i kolegom

z Zaktadu Metabolomiki Funkcjonalnej Roslin

Marioli Pislewskiej-Bednarek, Marcie Pastorczyk, Ani Piaseckiej,
Nicolasowi Jedrzejczak-Rey i Pawtowi Czerniawskiemu

za nieskonczong przyjemnos¢ wspolnej pracy.

Ani Piaseckiej rowniez za pomoc w identyfikacji metabolitow.

Dziekuje rowniez zespotowi zaprzyjaznionego
Zaktadu Fizjologii Molekularnej Roslin.



Niniejszq prace dedykuje moim Rodzicom

oraz Bliskim, ktorzy pytali ,,jak idzie”



Przedlozona praca doktorska zostala wspétfinansowana z nastepujacych zrodet:

- projekt badawczy EMBO Installation Grant: ,,Secondary metabolites in plant — microbe interactions”

- projekt badawczy NCN PRELUDIUM pt. ,,Ewolucja metabolitow wtérnych peklnigcych role

W odpornosci roslin z rodziny Brassicaceae na infekcje”

Numer grantu: UMO-2013/09/N/NZ2/02080

Ponadto oswiadczam, ze jestem stypendystkg programu specjalnych stypendidéw naukowych
finansowanych z dotacji podmiotowej w ramach Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego
»Poznanskie Konsorcjum RNA” dla uczestnikow stacjonarnych studiéw doktoranckich przy Instytucie

Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu



SPIS TRESCI

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW .....cocuiiiiiiiiiiiiiiniiii s 8
. WPROWADZENIE LITERATUROWIE .....oiiitiieiteeiiteeestteeesteeessaeesnteeesntesassseasseessnteeesnsessnsesessesssnsnsesnsnnans 12
1.1. Uklad immunologiczny ro$lin ...............ccooooiiiiiiiiiii s 12
1.1.1. Interakcje ro$lina — MIKIOOIGANIZIM .......oviiviiieieieieee e 12
1.1.2. FOIMY OAPOTNIOSCI +..vviuviiientiitiiiie sttt sttt sttt bbb bttt sb et sb et e bbb e b see e e 12
1.1.2.1. Konstytutywne bariery ODIONNE ...........cciviieieieiiiiesese e 12
1.1.2.2. Odpornos¢ indukowana przez wzorce molekularne zwigzane z mikroorganizmami... 13
1.1.2.3. Odpornos¢ indukowana przez efektory ..........ccoovriieeiiienieniseere e 14
1.1.2.4. OdpOrnOSE SYSLEMICZINA ... .cuveiurienreeiteesteisieeaite et e steesteesieesieesnnesbeesbeesbeesbeeasneanneanneenneens 15

1.2. Metabolity wtérne w odpowiedzi odporno$ciowej roslin..................ccooeiiiiiiiiininiininn 15
1.2.1. Systematyka metabolitow zwigzanych z uktadem immunologicznym .............cccccevvrnennne 17
O O O 1 (0 01403 011 1)V Z5 SRR 17
1.2.0.0.0. SAPONINY ...ttt ettt b bbb e 18
1.2.1.1.2. GIUKOZYNOIANY ....cviiiieiiiiecie ettt sttt st st e ta e sbeeraenne s 18
1.2.1.1.3. Glukozydy DenzoKSazyNOnOW ...........cceruerireeniirieiisesee s 19
1.2.1.1.4. GlIKOZYAY CYJANOGENNE .....cuviieetieie ettt sreste et e sttt sre e be e e sresta e e e sreeraenaens 19
1.2.0.2. FIOBIEKSYNY ..ottt 20

1.3. Arabidopsis thaliana i inne gatunki z rodziny Brassicaceae jako rosliny modelowe .......... 24
1.3.1. Rozwoj narzedzi molekularnych w badaniach A. thaliana.............cccoevviviiiininiicicns 25
1.3.2. A. thaliana w rozwoju biologii TOSIIN. .......creiiiiiiicie e 26
1.3.2.1. A. thaliana w badaniach uktadu odporno$ciowego ro§lin............ccoevvrveriererereieniennnns 27
1.3.3. Inne gatunki modelowe w rodzinie BrasSiCaCeag. ............ccuvrerrerierieieinisese e 28
1.4. Metabolity wtorne w odpornosci gatunkow z rodziny BrassiCaceae ...........cc.ccocevererveennns 31
1.4.1. GIUKOZYNOIANY .....oiiiiiiiietiieete ettt b et 31
1.4.1.1. ROZnorodno$¢ Strukturalna.............coeeiiiiiiiiiiiieiee e 31
1.4.0.2. BIOSYNTEZA ......eeviiete sttt bbbttt bbbt ene 32
1.4.1.3. ReguUIACja DIOSYNTEZY .......coiuiiieeiiieee ettt sttt 35
1.4.1.4. Hydroliza glukozZynolanOw ..............cccuiiieriiiiieiisece e 36
1.4.1.5. Metabolizm glukozynolanéw w odpowiedzi 0dpOrnoSCIOWE] .........ceeveerverveererennennens 37
1.4.1.5.1. Zakonserwowanie szlaku PEN2..............ccccoiiiiii 39
1.4.1.6. Mechanizmy dziatania gluKOZynolanOow ............cccviririnenenieiieieise e 40
O 1 (T 1363 YA SR 41
1.4.2.1. SErUKEUrY CREIMICZNE . .....oviiiiiiieic ettt 41
O = Y101y 11 (-4 ST 42



1.4.2.3. Regulacja biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-karboksylowego................... 44

1.4.2.4. Funkcja fitoaleksyn indolowych W 0dpOrnosCi..........cuvererieieiieinieiiseseseseseeeeeiens 45
1.4.4. Metabolity szlaku fenylopropanoidOWEgO ..........ccccveieiieiieie i 46
1.4.4.1. Biosynteza fenylopropanoidOw ..........ccuiiviiiieiienie e 46
1.4.4.3. Funkcja fenylopropanoidOw W 0dpOInOSCl .......ccevvieerieienieesiseenesesee e 48
L. CEL PRACY ittt bbb bbbt e bbb n e 50
I MATERIALY TMETODY ......ooitiitiiiiitiaieetesiee st sseseesresseas e snesseesnesseesnessesssssnesseesnssneesnesnesseensessessessnes 51
3.1, StOSOWANE OACZYNNIKI ....evviiieieeciiee sttt et sne e 51
3.2. Przebieg eKSPerymentoOw .............ccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 52
3.2.1. Hodowla roslin w ziemi i inokulacja sporami P. CUCUMEFING.........cccovvirvrerenenierieieniainns 53
3.2.2. Hodowla roslin w warunkach in vitro i traktowanie wzorcem molekularnym flg22.......... 54
3.2.3. Ekstrakcja metabolitOwW ........cocuiiiiiiieiieiiesiie sttt 55
3.2.4. Analizy ultrasprawnej chromatografii cieczowej z detektorem fotodiodowym i
SPEKLIOMELIEM MASOWYITI ...viiiiieiieciie ettt st ettt et e st s teste e e s beeseesbesbeesbesbeeseesaestaenesreeneerens 55
3.2.5. Analiza danych i identyfikacja metabolitOW ...........ccceviriiiiiiiieie e 57
3.2.6. 1zolacja genomowego DNA i analiza real-time PCR (QPCR).......ccccoovviiiiniieneiciceiine 57
3.2.7. Analiza filogenetyczna i wybdr gendw do analiz ekSpresji .....c.eecvvereereeiienieiiisieceenene 59

3.2.8. Izolacja catkowitego RNA i analiza real-time PCR z odwrotng transkrypcja (RT-qPCR). 60

TV L WVYINTKE o bbbt b b e bbbt e bt b e n e n et nre s 67
4.1. Zdolnos$¢ do kolonizacji badanych gatunkéw Brassicaceae przez P.cucumerina............. 67
4.2. Identyfikacja metabolitow, ktérych akumulacja byla indukowana podczas odpowiedzi
immunologicznej badanych gatunkow ro§lin ..............cccoooiiiiiiiiii 69

4.2.1. Klasyfikacja metabolitdéw na podstawie widm absorbcji UV .......ccccoeviiiiiiiiinciinicne 73
4.2.2. Identyfikacja metabolitow metodami Spektrometrii Mas ........ooccvereeriereesensiesniee e siee e 76
4.3. Zréznicowanie w odpowiedzi metabolomicznej badanych gatunkéw Brassicaceae .......... 88
4.3.1. Roznice w odpowiedzi na inokulacje P. cucumerina lub rozpoznanie flg22...................... 88
4.3.2. Zasieg filogenetyczny indukowanych metabolitOw ..........ccccvviieiiiiiiiiiii e, 89
4.3.3. Zmiany ilo$ciowe w akumulacji metabolitOW...........ccoveiiiiiiiiiiieiic e 90

4.4. Badania filogenetyczne i transkryptomiczne szlakéw metabolicznych zwigzanych

Z odpowiedzia 0dPOrNOSCIOWE ...........coeiiiiiiiiiiict e 103
VL DYSKUSJIA L.t bbb e e 112
5.1. Metabolity indolowe w odpowiedzi na inokulacje P. cuCUMErina............cocvveiiriiivinnnnn. 113
5.1.1. Glukozynolany indolowe i produkty ich metabolizmu ..o 114
5.1.2. FItOAIEKSYNY ...ttt ettt et see et et aesee e nnas 116
5.1.3. Inne zZwigzKi INAOLOWE .....ocuviiiiiiiiieiiiiieie ettt 120

5.2. Metabolity szlaku fenylopropanoidowego w odpowiedzi na inokulacje P. cucumerina.. 121



5.3, INNE MELADOIITY ...t ettt 124

5.4. Poréwnanie zmian w akumulacji metabolitow po inokulacji patogenem i rozpoznaniu

IIAIVIP L. bbb bbbt b bbb bbb 125
5.5. Homologi genow zwiazanych z metabolizmem wtérnym tryptofanu................c...ccoeeeee. 128
5.6. POOSUMOWANIE ...ttt 128
W WWINTOSK Lttt b s bR bbbt e bbbt bbb bt e st bt 130
VL. STRESZCZENIE ...ttt bbb bbbtk ettt b ettt b et 132
VI LITERATURA ..o bbb bbb bbbt 134



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1MI3G - 1-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan (neoglukobrassycyna)

4CL - ligaza p-kumaroilo-koenzymu A (ang. 4-coumarate:coenzyme A ligase)
4-OH-ICN — 4-hydroksy-indolilo-3-karboksynitryl

4MI3G — 4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan (4-metoksyglukobrassycyna)
40GIcl3F - 4-0O-B-D-glukozylo-indolilo-3-formamid

40HI3G — 4-hydroksy-indolilo-3-metyloglukozynolan (4-hydroksyglukobrassycyna)

6-GlcO-ICOOGIc — glukozyd glukozo-6-hydroksy-indolilo-3-karboksylanu
6-GIcO-ICOOH — glukozyd kwasu 6-hydroksyindolilo-3-karboksylowego
6-HO-ICOOGIc - ester glukozowy kwasu 6-hydroksyindolilo-3-karboksylowego

AAOL - oksydaza indolilo-3-acetaldehydu (ang. Arabidopsis aldehyde oxidase 1)
ACDS6 — gen zwigzany z przys$pieszong $miercig komorek (ang. accelerated cell death 6)
ACT- kumaroilotransferaza agmatyny (ang. agmatine coumaroyl-transferase)

amu — jednostka masy atomowej (ang. atomic mass unit)

BABG — glukozydazy brassininy (ang. brassinin-associated S-glucosidase)

bHLH — czynniki transkrypcyjne posiadajagce domene typu helisa — petla — helisa (ang. basic helix-
loop-helix)

BLAST - narzedzie bioinformatyczne do poréwnywania sekwencji gendéw (ang. Basic Local
Alignment Search Tool)

C4H - hydrolaza kwasu trans-cynamonowego (ang. cinnamate 4-hydrolase)

CCR — reduktaza cynamoilo-koenzymu A (ang. cinnamoyl-coenzyme A reductase)
cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CHS — syntaza chalkonowa (ang. chalcone synthase)

CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja (ang. collision induced dissociation)

CID MS/MS — tandemowa spektrometria mas z kolizyjnie indukowang dysocjacja (ang. tandem mass
spectrometry with collision induced dissociation)

CYP — cytochromy P450

DAMP — wzorzec molekularny zwigzany z uszkodzeniem tkanki ro$linnej (ang. damage-associated
molecular pattern)



DIBOA-GlIc — glukozyd 2,4-dihydroksy-1,4-benzoksazyn-3-onu

DIMBOA-GIc — glukozyd 2,4-dihydroksy-7-metoksy-1,4-benzoksazyn-3-onu

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

DTC-MT - S-metylotransferaza ditiokarbaminianu (ang. dithiocarbamate S-methyltransferase)

ESI — jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. electrospray ionization)

ESP — biatko specyfikujace promujace powstawanie epitionitryli (ang. epithionitrile specifier protein)
ETI — odpowiedZ odpornosciowa zwigzana z efektorami (ang. efector-triggered immunity)

flg22 — 22-aminokwasowy peptyd odpowiadajacy wysoko zakonserwowanej domenie biatka
flagelliny

FLS2 — receptor transbtonowy rozpoznajacy flagelling (ang. flagellin sensing 2)
FOX1 — oksydoreduktaza zalezna od flawiny (ang. flavin-dependent oxidoreductase 1)
FWHM — szerokos¢ potéwkowa (ang. full width at half maximum)

GGP — y-glutamylopeptydazy (ang. gamma-glutamylpeptidase)

GGT - y-glutamylotranspeptydazy (ang. gamma-glutamyltranspeptidase)

GSH — glutation (ang. glutathione)

GST - S-transferazy glutationu (ang. glutathione S-transferase)

GWAS - badania asocjacyjne catego genomu (ang. genome-wide association studies)
H>0,— nadtlenek wodoru

HCN — cyjanowodor

HCT - transferaza hydroksycynamoilowa (ang. hydroxycinnamoyl-transferase)
HDMBOA-GIc — glukozyd 2-hydroksy-4,7-dimetoksy-1,4-benzoksazyn-3-onu

HR — reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitivity reaction)

I3A — indolilo-3-amina

I13G — indolilo-3-metyloglukozynolan (glukobrassycyna)

ICOOGIc — ester glukozowy kwasu indolilo-3-karboksylowego
ICOOH - kwas indolilo-3-karboksylowy

IGMT — O-metylotransferazy  glukozynolanow indolowych (ang. indole glukosinolate
O-methyltransferase)

ISCID — kolizyjnie indukowana dysocjacja w zrodle (ang. in source collision induced dissociation)



LRR-RK — receptor transbtonowy zawierajacy domen¢ bogata w reszty aminokwasu leucyny
(ang. leucine-rich repeat receptor kinase)

MAMP — wzorzec molekularny zwigzany z mikroorganizmem (ang. microbial-associated molecular
pattern)

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
Met — metionina

MS — spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MS/MS — tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass spectrometry)

MYB — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych (ang. myeloblastosis)

MY C — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych (ang. myelocytomatosis)

NB-LRR — receptor cytoplazmatyczny, zawierajacy domeng wigzaca nukleotydy oraz bogatg w reszty
aminokwasu leucyny (ang. nucleotide-binding leucine rich repeat)

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)
NSP — biatko specyfikujace promujace powstawanie nitryli (ang. nitrile specifier protein)

PAD3 - enzym katalizujacy przeksztatcenie kwasu dihydrokamaleksynowego w kamaleksyng
(ang. phytoalexin deficient 3)

PAL — amoniakoliaza fenyloalaniny (ang. phenylalanine ammonia lyase)
Pc2127 — Plectosphaerella cucumerina szczep 2127

PcBMM - Plectosphaerella cucumerina szczep BMM

PCR — reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
PDA — detektor fotodiodowy (ang. photodiode-array detector)

PEN2 — myrozynaza zwigzana z hydroliza glukozynolanow w wyniku rozpoznania patogenu
(ang. penetration 2)

PEN3 — biatko transporterowe zwigzane z odpowiedzig odpornosciowa po rozpoznaniu patogenu
(ang. penetration 3)

Phe — fenyloalanina

plazmid Ti — plazmid bakteryjny powodujgcy powstawanie guzoéw (ang. tumor-inducing plasmid)
ppm — liczba cze¢$ci na milion (ang. parts per million)

PR — biatka zwigzane z patogeneza (ang. pathogenesis-related)

PRR — receptory transmembranowe rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptor)

PTI — odporno$¢ indukowana przez wzorce (ang. pattern-triggered immunity)
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gPCR — ilosciowy PCR (ang. quantitative PCR)

Qg-ToF — analizator hybrydowy typu podwojny kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu przelotu

(ang. quadrupole quadrupole-time of flight)

QTL — locus cechy iloSciowej (ang. quantitative trait loci)

RA — kwas raphanusamowy (ang. raphanusamic acid)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROS — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RPM — iloé¢ obrotow na minute (ang. revolutions per minute)

RT-gPCR —ilosciowy PCR z odwrotng transkrypcja (ang. quantitative reverse transcription PCR)
SAR — systemiczna odpornos$¢ nabyta (ang. systemic acquired resistance)
SOT - sulfotransferazy (ang. sulphotransferase)

SURL1 - liaza typu C-S (ang. superroot 1)

T-DNA — transformujacy DNA (ang. transforming DNA)

TGG — hydrolazy glukozynolanéw (ang. thioglucoside glucohydrolase)

Trp — tryptofan

TSP — biatko specyfikujace promujgce powstawanie tiocyjanianéw (ang. thiocyanate specifier protein)

UGT - glukozylotransferazy (ang. UDP-glycosyltransferase)
UPLC — ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang. ultra performance liquid chromatorgaphy)
UV - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

WRKY 33 — czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny WRKY
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|. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1. Uklad immunologiczny roslin

1.1.1. Interakcje roslina — mikroorganizm

Ro$liny w s$rodowisku naturalnym sa w statym kontakcie fizycznym z licznymi
mikroorganizmami, z ktorymi moga wchodzi¢ w interakcje o charakterze mutualistycznym
lub antagonistycznym. Wsrod oddziatywan mutualistycznych wyrézni¢ mozna symbioze, ktora
charakteryzuje si¢ tym, ze roslina i mikroorganizm sg od siebie wzajemnie uzaleznione i niezbedne
sobie do rozwoju. Wsrod mikroorganizméw majacych antagonistyczny wplyw na rozwoj roslin
wystepuja grzyby, legniowce (Oomycetes), pierwotniaki, bakterie, fitoplazmy, wirusy oraz wiroidy.
Wszystkie mikroorganizmy, ktore powoduja infekcje i rozwdj choroby roslin okresla si¢ mianem
patogenow. Patogeny moga powodowac takie objawy chorobowe, jak: zmiany zabarwienia (biataczka,
zo6ttaczka, chloroza), nekrozy (zgnilizny, zgorzele), wigdnigcie, znieksztatcenia (m. in. skarfowacenie,
dziwotwory, ke¢dzierzowato$¢), naro$le, czy zrakowacenia. Wigkszo$¢, bo okoto 98% chorob roslin
powodujg patogenne grzyby i legniowce (ponad 80 000 jednostek chorobowych opisanych
w literaturze) [1]. Ze wzgledu na przebieg infekcji, mikroorganizmy patogenne mozna podzieli¢
na nekrotrofy, biotrofy i hemibiotrofy. Nekrotrofy usmiercajg zainfekowane komorki roslinne, by
zywi¢ si¢ irozwija¢ na martwej tkance. Z kolei biotrofy po zainfekowaniu rosliny odzywiaja si¢
i rozwijaja na zywej tkance roslinnej. Hemibiotrofy w poczatkowej fazie infekcji zachowujg si¢ jak
patogeny biotroficzne, by w poOzniejszym stadium rozwija¢é si¢ w sposob typowy dla

mikroorganizméw nekrotroficznych.

1.1.2. Formy odpornoSci

W odréznieniu od zwierzat kregowych, u ktérych mozna rozrézni¢ odporno$¢ wrodzona
(nieswoistg) i nabyta (swoistg), rosliny posiadaja jedynie wrodzone mechanizmy odporno$ciowe.
Rozpoznanie patogenu powoduje rozleglte zmiany w transkrypcji genéw roslinnych, w wyniku czego
nastgpuje wzmozona ekspresja genéw zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowa oraz uruchomienie
specyficznych szlakéw sygnalowych zwigzanych fitohormonami, takimi jak kwas salicylowy, kwas

jasmonowy czy etylen.

1.1.2.1. Konstytutywne bariery obronne

Pierwsza lini¢ obrony ro$lin przed patogenami stanowia konstytutywne bariery ochronne,
wsérod ktorych wyrdznia si¢ bariery fizyczne — kutikula oraz $ciana komorkowa [2], a takze

produkowane w sposob konstytutywny metabolity 0 charakterze antybiotycznym [3]. Kutikula
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znajduje si¢ w zewngtrznej warstwie epidermy wszystkich naziemnych organdow roslinnych i sktada
si¢ gtdéwnie z kutyny oraz woskéw [4]. Z kolei $ciana komoérkowa otacza kazda komoérke roslinng
i sktada si¢ z celulozy, hemicelulozy, pektyn, biatek oraz lignin [5]. Te dwie struktury chronig rosliny
zarowno przed patogenami i owadami, jak i przed stresami abiotycznymi. Stanowig bariere, ktorej nie
jest w stanie sforsowaé¢ wigkszos¢ patogendéw bakteryjnych, mogacych przedostawac si¢ do tkanek
ro§linnych glownie przez aparaty szparkowe lub poprzez zranienia. Patogeny grzybowe, lggniowce,
czy niektore bakterie posiadaja enzymy degradujace struktury S$ciany komorkowej i kutikuli.
Dodatkowo grzyby i legniowce maja zdolnos¢ do mechanicznego uszkodzenia sciany komorkowe;j
oraz warstwy kutikularnej przez rozwijajace si¢ na powierzchni ro$liny strzepki grzybni, ktore

penetruja komorki roslinne. [6].

MA IVI/P.\

\/ Receptor PRR

5™

Kaskada kinaz MAPK

o ®
Ef Se0
ektory .:.:
o0
Wi
. 0
[ ]

r’

C Metabolity

Biatko antyhiotyczne
odpornosci R\ / Yooty

Reakcja HR

Metabolity

\ / antybiotyczne

rypcja genow

| - Biatka PR

Reakcja HR

J

Depozycja kalozy Depozycja kalozy

Ryc. 1.1. Schemat przedstawiajacy roslinne mechanizmy odpowiedzi odporno$ciowej
A - odpornos¢ indukowana przez wzorce molekularne zwigzane z mikroorganizmem (MAMP)
B - odpornos¢ indukowana przez efektory

1.1.2.2. Odpornos$¢ indukowana przez wzorce molekularne zwiazane
z mikroorganizmami

Roslinne mechanizmy odporno$ciowe moga by¢ uruchamiane jeszcze przed przedostaniem sie
potencjalnego patogenu do tkanki roslinnej. Ten typ odpowiedzi odpornosciowej okres$la si¢ jako tak
zwana odpornos¢ indukowana przez wzorce (PTI; ang. pattern-triggered immunity), czyli odpowiedz

odpornosciowa, ktora jest uruchamiana po rozpoznaniu na powierzchni komoérki wzorca
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molekularnego zwiazanego z mikroorganizmem (MAMP; ang. microbial-associated molecular
pattern) [7] (Ryc. 1.1.A). Wzorce molekularne pochodza z reguly od makroczasteczek niezbednych
dla podstawowych funkcji zyciowych mikroorganizméw, dlatego tez sg one zwykle szeroko
zakonserwowane wsroéd potencjalnych patogenéw [8]. MAMP s3 rozpoznawane przez
wyspecjalizowane receptory transmembranowe PRR (ang. pattern recognition receptor), znajdujace
si¢ na powierzchni komorki roslinnej (Ryc. 1.1.A). Przylaczenie specyficznego wzorca do receptora
PRR prowadzi do indukcji odpowiedzi odpornosciowej typu PTI [9]. Mechanizm rozpoznania MAMP
badany byt na przyktadzie receptora FLS2 (ang. flagellin sensing 2), z Arabidopsis thaliana. Jest to
transbtonowy receptor typu LRR-RK (ang. leucine-rich repeat receptor kinase), ktory specyficznie
rozpoznaje biatko wici bakteryjnej flageling [10]. Kluczowa dla rozpoznania tego wzorca jest
22-aminokwasowa sekwencja znajdujaca si¢ na N-koncu tancucha peptydowego, ktora jest wysoce
zakonserwowana i stanowi epitop dla receptora FLS2. Dlatego tez analogiczny 22-aminokwasowy
peptyd (flg22), posiada zdolno$¢ do indukowania odpowiedzi odpornosciowej PTI. Uruchomienie
receptora PRR prowadzi do dalszego przekazywania sygnalu do wngtrza komorki, poprzez
specyficzne kaskady kinaz, co w efekcie powoduje zmiang w transkrypcji wielu gendw zwiazanych
z odpowiedzig odpornosciowa. W A. thaliana liczba genéw, ktore ulegaja zmienionej transkrypcji
wynosi nawet kilka tysiecy [11], a pierwsze zmiany w transkryptomie obserwuje si¢ juz po
15 minutach od traktowania flg22 [12]. Odpowiedz odporno$ciowa PTI obejmuje produkcje
reaktywnych form tlenu (ROS; ang. reactive oxygen species) i azotu (np. tlenek azotu), biosynteze
metabolitow antybiotycznych oraz bialek zwigzanych z patogenezg (PR; ang. pathogenesis-related)
[8]. W wyniku uruchomienia odpowiedzi odpornosciowej PTI dochodzi takze do zmian w budowie
sciany komoérkowej, ktore obejmujag depozycje kalozy — polisacharydu zbudowanego z reszt glukozy

potaczonych  wigzaniami -1,3 (Ryc. 1.1.A).

1.1.2.3. Odpornos¢ indukowana przez efektory

Odporno$¢ PTI moze by¢ przetamywana przez mikroorganizmy patogenne poprzez sekrecje
efektor6w bezposrednio do cytoplazmy komoérki gospodarza (Ryc. 1.1.B), co w konsekwencji
prowadzi do wrazliwosci indukowanej przez efektory (ang. effector-triggered susceptibility) [13].
Szacuje sig¢, ze pojedynczy szczep mikroorganizmu patogennego moze produkowac okoto 20-30
réznych efektorow [14], ktore sa zazwyczaj molekutami o charakterze biatkowym. Efektory moga by¢
rozpoznawane W roslinach przez kolejny rodzaj receptoréw — wewnatrzkomorkowe biatka odpornosci
R (Ryc. 1.1.B) [15]. Biatka odpornosci R sa receptorami typu NB—LRR (ang. nucleotide-binding
leucine rich repeat), ktore posiadaja domene wigzacg nukleotydy oraz domene bogatg w reszty
aminokwasu leucyny. Biatka odpornosci R moga rozpoznawac efektory w sposob bezposredni przez
wigzanie efektora do biatka R lub w sposdb posredni poprzez zwigzanie efektora do biatka

pomocniczego begdacego czescig kompleksu biatka R [14]. Badania profili transkryptomu roslinnego
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wykazaty, ze dziatanie bialek R moze powodowa¢ zmiany w transkrypcji od stu do tysigca genow
potencjalnie zwigzanych z odpowiedzia odpornosciows, wsrdd ktérych znajduje sie wiele genow
zwigzanych z przekazywaniem sygnatéw lub kodujacych czynniki transkrypcyjne [16-18].
Uruchomienie bialek odpornosci R prowadzi do indukcji odpowiedzi odpornosciowej
zwigzanej z efektorami — ETI (ang. efector-triggered immunity). Poniewaz dane biatko R jest
specyficzne dla konkretnego efektora, odpowiedZ odpornosciowa ETI jest okre§lana jako odpornosé
gen na gen [18, 19]. Uruchomienie odpowiedzi odpornosciowej ETI, podobnie jak w przypadku PTI
prowadzi do wielu zmian w zainfekowanej komorce roslinnej. Zalicza si¢ do nich natychmiastowy
wyptyw jonéw wapnia Ca** do cytoplazmy, tak zwany wybuch tlenowy, czyli nagle uwolnienie
reaktywnych form tlenu, aktywacja kinaz biatkowych indukowanych mitogenem (MAPK;
ang. mitogen-activated protein kinase), zmiany w ekspresji genow, czy depozycja kalozy w s$cianie
komoérkowej (Ryc. 1.1.B) [14]. Ponadto, forma odpornosci ETI jest zwigzana rowniez Z reakcja
nadwrazliwosci — HR (ang. hypersensitivity reaction) (Ryc. 1.1.B), ktora prowadzi do kontrolowanej

apoptozy zainfekowanych komorek roslinnych, zapobiegajac dalszemu rozwojowi infekcji.

1.1.2.4. Odpornos$¢ systemiczna

Odpowiedz odpornosciowa typu PTI, czy ETI ma charakter lokalny i jest ograniczona jedynie
do komorek lub tkanek zainfekowanych przez mikroorganizm patogenny. Dodatkowo ro$liny sg
zdolne do uruchamiania odpowiedzi odporno$ciowej, obejmujacej caly organizm, tak zwanej
systemicznej odpornosci nabytej (SAR; ang. systemic acquired resistance) lub systemicznej
odpornosci indukowanej (ang. induced systemic resistance), ktére mogag by¢ uruchamiane
odpowiednio przez bakterie patogenne kolonizujace czg¢$ci naziemne rosliny [20] lub kolonizujace
korzenie bakterie endofityczne [21]. OdpowiedZ odpornosciowa SAR moze by¢ dziedziczona
bezposrednio w kolejnym pokoleniu roslin potomnych poprzez zmiany w strukturze chromatyny [22],
a jej indukcja moze zachodzi¢ poprzez dziatanie szeregu réznych metabolitow, takich jak kwas

salicylowy z jego metylowana pochodna, czy fosforan-3-glicerolu [23].

1.2. Metabolity wtorne w odpowiedzi odpornosciowej roslin

Metabolity wtorne sg grupa niskoczasteczkowych zwiazkéw chemicznych naturalnego
pochodzenia. W przeciwienstwie do metabolitow pierwotnych (np. aminokwasy, cukry, tluszcze) nie
sa one niezbedne dla podstawowych procesow zyciowych, ale sg wykorzystywane w kontakcie ro§liny
ze $rodowiskiem zewngtrznym, zaréwno ozywionym, jak i nieozywionym [24]. Metabolity wtorne
cechuja si¢ ogromnym zrdéznicowaniem strukturalnym, a wystgpowanie poszczegdlnych zwigzkow
jest czesto ograniczone do matych grup filogenetycznych roslin, obejmujacych najczesciej taksony

nalezace do tej samej rodziny lub rodzaju [25, 26]. Pomimo tego, ze zidentyfikowano dotad juz ponad
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200 000 metabolitow wtornych, to mechanizmy bedace podstawa zdolnosci roslin do generowania
zmienno$ci chemicznej metabolitow pozostaja dotad nieznane [27].

Metabolity wtorne petig funkcje w kontakcie ros§liny z mikroorganizmami, zaréwno
patogennymi, jak i symbiotycznymi. Moga mie¢ dziatanie ochronne przed owadami roslinozernymi,
a z drugiej strony moga dziata¢ jako atraktanty dla owadow i zwierzat bioracych udzial w zapylaniu
kwiatow, czy przenoszeniu nasion. Metabolity wtorne sa roéwniez produkowane w odpowiedzi rosliny
na niekorzystne warunki $rodowiskowe lub w ramach oddzialywan allelopatycznych z innymi
ro$linami. Poza licznymi funkcjami biologicznymi pelnionymi w ro$linie zwiazki te moga by¢
rowniez wykorzystywane przez ludzi. Wéréd metabolitow wtdérnych wystepuja zwiazki o dzialaniu
prozdrowotnym [28], ktore posiadaja migdzy innymi wiasciwosci przeciwutleniajace, obnizajace
ryzyko powstawania nowotworéw [29], czy dzialanie przeciwwirusowe [30]. Roslinne metabolity
wtorne oraz ich pochodne stanowig bazg w procesie projektowania lekow, moga by¢ rowniez
wykorzystywane w produkcji srodkéw zapachowych i barwnikow.

Biosynteza antybiotycznych metabolitow wtornych jest jednym z istotnych i jednoczesnie
najdluzej badanych mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej roslin [31, 32]. Mechanizm ten jest
powszechny w krolestwie ro$lin, jednak wsréd produkowanych metabolitow istnieje duze
zroznicowanie strukturalne. Biosynteza tych zwigzkow moze by¢ indukowana zar6wno przez
biotyczne, jak i abiotyczne czynniki stresowe. Ws$réd czynnikow biotycznych indukujgcych
akumulacje metabolitow wystepuja owady roslinozerne, jak réwniez mikroorganizmy patogenne
[33-35]. Akumulacja metabolitow wtornych w odpowiedzi odporno$ciowej moze by¢ indukowana
rowniez na skutek wykrycia MAMP, jak w przypadku dziatania chityny, ktéora powoduje indukcje
biosyntezy metabolitow antybiotycznych w ryzu [36]. Wérdd czynnikdéw abiotycznych powodujacych
zwigkszenie biosyntezy metabolitéw wtornych wymieni¢ mozna jony metali cigzkich, promieniowanie
UV, czy nadtlenek wodoru [37, 38].

Znakomita wickszos¢ metabolitow wtornych, ktére sa produkowane w roslinach
W odpowiedzi na infekcje zidentyfikowano w gatunkach uzytecznych gospodarczo, takich jak zboza,
rosliny warzywne, czy krzewy i drzewa owocowe, na ktorych prowadzone sa liczne badania majace na
celu ciagle ulepszanie upraw i zwiekszanie plonéw. Badania, ktoérych celem jest poznanie funkcji
metabolitow wtornych prowadzone sa na gatunkach modelowych, jak A. thaliana, dla ktorych
otrzymanie informacji o funkcji metabolitow w odpornosci moze by¢ tatwiejsze i szybsze ze wzgledu
na opracowane liczne narz¢dzia molekularne. Co istotne, uzyskana w ten sposob wiedza czesto moze

by¢ przeniesiona na gatunki o znaczeniu gospodarczym.
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1.2.1. Systematyka metabolitow  zwigzanych z  ukladem
iImmunologicznym

Metabolity petnigce funkcje w odpowiedzi odpornosciowej moga by¢ klasyfikowane wedtug
kilku roznych kryteriow, do ktorych zalicza si¢ miedzy innymi struktura zwiazku, czy wspolny
prekursor. Powszechnie stosowanym podziatem jest tez sposob biosyntezy i akumulacji metabolitow,
wedtug ktorego dzieli si¢ je na dwie grupy: fitoantycypiny oraz fitoaleksyny [39]. Fitoantycypiny
stanowig grupe metabolitow syntetyzowanych konstytutywnie [39], z Kkolei fitoaleksyny
(z gr. phyton- roslina, alexis- obrona) sa metabolitami, ktére w warunkach normalnego wzrostu
wystepuja w znikomych ilo$ciach, a ich stezenie wzrasta znacznie w odpowiedzi na dzialanie stresow
biotycznych i abiotycznych [32]. Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze ten sam zwiazek moze mieé charakter
fitoantycypiny lub fitoaleksyny w r6znych gatunkach lub nawet w roznych organach tej samej rosliny.
Przyktadem takiego zwigzku jest sakuranetyna — flawanon o charakterze antybiotycznym, ktory jest
produkowany konstytutywnie miedzy innymi w tkankach czarnej porzeczki (Ribes nigrum) [40],
ale w lisciach ryzu (Oryza sativa) jest biosyntetyzowany de novo w przypadku infekcji patogenem
[41].

1.2.1.1. Fitoantycypiny

Fitoantycypiny, termin pierwszy raz uzyty przez VanEttena i wspotpracownikow [39],
stanowig pierwszg lini¢ obrony podczas inwazji rosliny przez patogeny. Sa to niskoczasteczkowe
metabolity o charakterze antybiotycznym, ktére sa syntetyzowane konstytutywnie lub uwalniane
z konstytutywnie obecnych prekursoréw po rozpoznaniu obecnosci patogenu. Wiele fitoantycypin
wystepuje w formie glikozydow i jest aktywowanych poprzez odiaczenie reszty cukrowej przez
odpowiednie glikozydazy [42]. Poczatkowo przypuszczano, ze aktywacja fitoantycypin zachodzi
w przypadku zniszczenia tkanki przez patogeny, jednak obecnie wiadomo, ze pewne fitoantycypiny
moga by¢ aktywowane jeszcze przed wtargnigciem patogenu do komorki, jako elementy tak zwanej
przedinwazyjnej odpowiedzi odpornosciowej [34, 43]. Fitoantycypiny sa zrdznicowang grupa
metabolitow wtornych, wséréd dobrze zbadanych klas tych zwigzkéw wyr6zni¢ mozna miedzy innymi

saponiny, glukozynolany, glukozydy benzoksazynonéw i glikozydy cyjanogenne (Ryc. 1.2).
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Ryc. 1.2. Przykladowe struktury fitoantycypin nalezacych do saponin (A), glukozynolanow (B),
glukozydéw benzoksazynonow (C) oraz glikozydéw cyjanogennych (D)

1.2.1.1.1. Saponiny

Saponiny sa to wystepujace w wielu gatunkach roslin glikozydy, ktore ze wzglgdu na strukture
chemiczng ich aglikonéw, mozna podzieli¢ na trzy gléwne grupy: triterpenoidy, steroidy
i glikoalkaloidy steroidowe [44]. Dziatanie antybiotyczne saponin opiera si¢ na zdolnosci
do przerywania integralnosci btony komorkowej patogenu poprzez wigzanie do steroli btonowych
[45]. Przyktadem dobrze scharakteryzowanych pod wzglgdem funkcjonalnym saponin sg
triterpenoidowe awenacyny, wystepujace w korzeniach owsa [46]. Wykazano, ze mutanty sad
(ang. saponin-deficient), z defektem w biosyntezie awenacyn charakteryzowaly si¢ wigksza
podatno$cig na patogeny grzybowe z rodzaju Gaeumannomyces i Fusarium [47]. Wéréd saponin
wymieni¢ mozna réwniez o-tomatyng (Ryc. 1.2.A) — zwigzek z grupy glikoalkaloidéw steroidowych,
zidentyfikowany w tkankach pomidora. Dziatanie antybiotyczne a-tomatyny, oprocz dzialania na
btong komodrkowa patogenu, moze opiera¢ si¢ na aktywacji kinazy fosfotyrozynowej, co prowadzi do
uwolnienia duzej ilo$ci reaktywnych form tlenu (wybuch tlenowy) i uruchomienia programowanej

$mierci komorki patogenu [48].

1.2.1.1.2. Glukozynolany

Szeroko badana grupa fitoantycypin sa rowniez glukozynolany (Ryc. 1.2.B), p-tioglikozydy

bedace pochodnymi réznych aminokwasow, zaréwno alifatycznych (alanina, leucyna, izoleucyna,
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walina i metionina), jak i aromatycznych (tryptofan, fenyloalanina i tyrozyna) [49]. Glukozynolany sa
produkowane gléwnie przez gatunki nalezace do rz¢du Brassicales [50]. Zwiazki te sg nieaktywne
biologicznie, jednak rozpoznanie przez ro$ling potencjalnych patogenéw moze aktywowac ich
hydrolize katalizowana przez wyspecjalizowane enzymy — -tioglukozydazy (myrozynazy). Na skutek
tej reakcji powstaja aktywne biologicznie produkty, wsrod ktéorych wyrdzni¢ mozna izotiocyjaniany,
charakteryzujace si¢ wysoka reaktywnoscig chemiczng [51]. Zwiagzki te oprocz funkcji w odpornosci

na infekcje majg dziatanie odstraszajace owady [52].

1.2.1.1.3. Glukozydy benzoksazynonow

Kolejng grupg metabolitow wtornych petniacych funkcje w odpowiedzi odpornosciowej roslin
sg glukozydy benzoksazynonow (Ryc. 1.2.C), wystepujace gldéwnie w gatunkach nalezacych do
rodziny traw (Poaceae), jak réwniez w kilku gatunkach dwuliSciennych [53]. Do gtéwnych zwigzkoéw
nalezacych do tej grupy zaliczy¢ mozna glukozyd 2,4-dihydroksy-7-metoksy-1,4-benzoksazyn-3-onu
(DIMBOA-GIc) i glukozyd 2,4-dihydroksy-1,4-benzoksazyn-3-onu 9 (DIBOA-GIc) (Ryc. 1.2.C).
Zwiazki te sg biologicznie aktywne w formie aglikonow, dla ktorych wykazano aktywnos¢ przeciwko
patogenom grzybowym w warunkach in vitro [54]. Deglukozylacja benzoksazynonow jest
katalizowana przez odpowiednie B-glukozydazy, ktore w warunkach normalnego wzrostu rosliny
znajduja si¢ w odmiennych kompartmentach komorki [42]. Istotng funkcj¢ benzoksazynonow
w odpowiedzi odpornosciowej potwierdza fakt, ze mutanty bx1l (ang. benzoxazinelessl)
charakteryzujace si¢ obnizonym poziomem biosyntezy tych zwiazkéw wykazuja duzo wigksza

podatno$¢ na penetracje przez patogen grzybowy Setosphaeria turcica [34].

1.2.1.1.4. Glikozydy cyjanogenne

Grupa niskoczasteczkowych metabolitow, ktore mogg petni¢ funkcje fitoantycypin sg szeroko
rozpowszechnione w $wiecie roslin glikozydy cyjanogenne (Ryc. 1.2.D) [55]. Zwiagzki te s3
B-D-glikozydami a-hydroksynitryli, bgdacych pochodnymi wybranych aminokwasow (tyrozyny,
fenyloalaniny, waliny, leucyny i izoleucyny) i podobnie jak glukozynolany sg nieaktywne biologicznie
[56]. Biologicznie aktywnym produktem hydrolizy glikozydow cyjanogennych jest cyjanowodor
(HCN). Wykazano, ze metabolit ten pelni funkcj¢ repelentu w interakcji rosliny z owadami, ale dotad
nie udowodniono jednoznacznie roli tego zwigzku w odpowiedzi odporno$ciowej przeciwko
mikroorganizmom  patogennym  [55]. W doswiadczeniach, w  ktorych  przeprowadzono
komplementacj¢ szlaku hydrolizy glukozydu cyjanogennego U jeczmienia, obserwowano
zahamowanie Kkolonizacji komorek przez Blumeria graminis f. sp. hordei, bedacym obligatoryjnym
maczniakiem wilasciwym tego gatunku [57]. Sugeruje to, ze cyjanowodér powstaty w wyniku

hydrolizy glikozydow cyjanogennych moze hamowaé rozwdj patogendéw biotroficznych.
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1.2.1.2. Fitoaleksyny

Fitoaleksyny jako funkcjonalna grupa metabolitow sa badane od ponad stu lat. Pierwsza
wzmianke dotyczaca fitoaleksyn datuje si¢ na 1911 rok, kiedy to francuski botanik Noel Bernard
odkryl, ze rosliny produkuja substancje antybiotyczne, wystepujace jedynie po zainfekowaniu ich
przez patogeny grzybowe [58]. Okreslenie fitoaleksyna zostato uzyte po raz pierwszy w 1940 roku
przez Miillera i Borgera, ktorzy zdefiniowali fitoaleksyny jako zwigzki chemiczne produkowane
de novo przez zywe komorki na skutek inwazji pasozyta [32]. W miar¢ powigkszania si¢ zasoboéw
wiedzy dotyczacej fitoaleksyn, ich definicja zmieniata si¢. Paxton w pracy przegladowej z 1981 roku
zdefiniowatl fitoaleksyny jako niskoczasteczkowe metabolity antybiotyczne, syntetyzowane
i akumulowane w ro$linie po jej ekspozycji na dziatanie mikroorganizméw patogennych [59].

Pierwsza zidentyfikowana fitoaleksyng byla pizatyna (Ryc. 1.3), ktéora wyizolowano
w 1960 roku z tkanek grochu zwyczajnego (Pisum sativum) po infekcji patogenem grzybowym
Sclerotinia fructicola oraz siedmioma innymi patogenami ro$lin [60]. Od tamtego czasu
zidentyfikowano ponad trzysta pi¢édziesigt fitoaleksyn w okoto stu gatunkach roslin nalezacych do
gromady nago- i okrytonasiennych [61, 62]. Poznane dotad fitoaleksyny charakteryzuja si¢ wysoka
heterogenicznoscia pod wzgledem struktury chemicznej (Ryc. 1.3), co wiecej, wykazuja aktywnos¢
biologiczng in vitro przeciwko duzej liczbie mikroorganizmow patogennych. Uwaza si¢ je rowniez za
markery molekularne odpowiedzi odpornosciowej roslin [63].

Fitoaleksyny sa wysoce zréoznicowang grupg metabolitow (Tabela 1.1) (Ryc. 1.3).
Poszczegolne klasy tych zwiazkoéw sa charakterystyczne dla waskich grup filogenetycznych roslin.
Przyktadowo rosliny nalezace do rzedu Brassicales produkuja prawie wytacznie fitoaleksyny nalezace
do grupy alkaloidow, pochodnych tryptofanu [64]. W przeciwienstwie do roslin krzyzowych, ktorych
wiekszo$¢ fitoaleksyn nalezy do jednej klasy zwiazkow, rosliny z rodziny wiechlinowatych (Poaceae)
produkujg zwigzki antybiotyczne nalezace do kilku réznych grup, wsérdéd ktérych wymieni¢ mozna

flawonoidy, terpeny, czy fenyloamidy (Tabela 1.1).
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Ryc. 1.3. Przyktadowe struktury fitoaleksyn nalezacych do réznych klas metabolitow wtdrnych

Szczegodlng pod tym wzgledem fitoaleksyng jest nalezacy do stilbendéw resweratrol (Ryc. 1.3),
wystepujacy w gatunkach, ktére nie sg ze sobg blisko spokrewnione. Zwigzek ten zostal opisany
u przedstawicieli winoro$lowatych (Vitaceae), motylkowatych (Fabaceae), w ro$linach jagodowych
i w pomidorze, a nawet w sosnowatych (Pinaceae), nalezacych do ro$lin nagonasiennych [65, 66].
Obecnos¢ tego zwigzku w wielu niespokrewnionych gatunkach wynika z faktu, Ze jego biosynteza
wymaga tylko jednego enzymu — syntazy stilbenowej , ktory jest mutantem syntazy chalkonowe;j,
powszechnej w krolestwie roslin. W zwiazku ze stosunkowo prostym szlakiem biosyntezy resweratrol
jest zwiagzkiem stosowanym w inzynierii metabolicznej. W badaniach funkcji in planta tego zwiazku
wykazano, ze jego biosynteza w tytoniu, w ktérym nie wystepuje naturalnie, powodowata zwigkszona
odporno$¢ na infekcje przez Botrytis cinerea, co dodatkowo podkres§la znaczenie resweratrolu

w odpowiedzi odpornosciowej roslin [67].
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Tabela 1. Roéznorodno$¢ fitoaleksyn indukowanych w roslinach na skutek dziatania

biotycznych i abiotycznych czynnikoéw stresowych (cze$ciowo na podstawie Ahuja & Kissen 2012
[63]); czynniki stresowe oznaczone odpowiednio: A — bakterie, B — grzyby, C — lggniowce,
D — wirusy, E — MAMP

. Czynnik Klasa _
Rodzina Gatunek ) Fitoaleksyna
stresowy zwiazku
] A. thaliana
Brassicaceae A, B, C, ]
(rzodkiewnik indolowy kamaleksyna [68]
(kapustowate) ) D, E
pospolity)
Cucurbitaceae Cucumis sativus . .
) B flawonoidy kukumeryna A i B [69]
(dyniowate) (ogbrek siewny)
Medicago sativa AB medikarpina, westitol,
(lucerna siewna) ’ westiton, satiwina
Medicago truncatula ] )
B . medikarpina
(lucerna) flawonoidy/
Cicer arietinum izoflawonoidy ) ) o
o ) E medikarpina, maakianina
(ciecierzyca pospolita)
Pisum sativum )
) B, E pizatyna
Fabaceae (groch zwyczajny)
(motylkowate) Glycine max )
] B glyceolliny
(soja warzywna)
Lupinus angustifolius prenylowane )
B luteon, witeon
(tubin waskolistny) pterokarpany
Phaseolus vulgaris )
B fazeolina [70]
(fasola zwyczajna)
Arachis hypogaea . .
B stilbeny resweratrol i jego pochodne

(orzacha podziemna)
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Pinus resinosa

(sosha czerwona)

pinosylwina i jej pochodna
eterowa [71]

stilbeny
Pinus taeda ] ]
pinosylwina, resweratrol [71]
(sosna taeda)
Pinus taeda . .
flawonoidy pinocembryna [72]
(sosna taeda)
Pinus radiata kwasy
- kwas benzoesowy [73]
) (sosna kalifornijska) karboksylowe
Pinaceae i
Pseudotsuga B dihydroflawonol,
(sosnowate) o ) )
menziessi flawonoidy dihydrokwercetyna,
(daglezja zielona) taksyfolina [74]
Picea abies ] o
lignany hydroksymatairesinol [75]
($wierk pospolity)
Cupressus
sempervirens weglowodo
P s Y glikozydy tropolonéw [76]
(cyprys wiecznie aromatyczne
zielony)
Zea mays B terpenoidy kauraleksyny, zealeksyny
(kukurydza
2wyczajna) B, E benzoksazynony | HDMBOA-GIc [77]
Avena sativa .
B, E fenolowe awenantramidy
(owies zwyczajny)
] ] momilaktony A i B,
diterpenoidy, ]
fitokassany, oryzaleksyny
Poaceae . -
o Oryza sativa flawonoidy sakuranetyna
(wiechlinowate) o B, E
(ryz siewny) N-p-kumaroylserotonina,
fenyloamidy N-feruloyltryptamina,
N-feruloylserotonina [78]
Sorghum bicolor . 3-deoksyantocyjanidyny,
B, E flawonoidy . o
(sorgo dwubarwne) luteolina, apigenina
Hordeum vulgare ) )
B flawonoidy dihydrokwercetyna [79]

(jeczmien zwyczajny)
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polifenole proantocyjanidyny [80]
Fragaria X ananassa kwas euskafowy,
(rézowate) [81]
Malus domestica ) ]
fenolowe bifenyle, dibenzofurany [82]
(jabton domowa)
bicykliczne V.
icoti apsidiol,
Nicotiana tabacum seskwiterpeny, p
(tyton szlachetny)
kumaryny skopoletyna
Solanaceae Capsicum annuum bicykliczne cansidiol
i apsidio
(psiankowate) (papryka roczna) seskwiterpeny P
(ziemniak) seskwiterpeny | rizytyna [84]
Vitaceae Vitis vinifera i .
. stilbeny resweratrol i jego pochodne
(winoroslowate) | (winorosl wlasciwa)

1.3. Arabidopsis thaliana i inne gatunki z rodziny Brassicaceae jako rosliny
modelowe

Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity) jest powszechnie wystepujacym gatunkiem
ro§liny zielnej z rodziny Brassicaceae (krzyzowe lub kapustowate), ktéry mozna znalez¢ na niemalze
wszystkich kontynentach. Jest rosling jednoroczng, kwitnie wiosng (kwiecien — maj), czasem drugi raz
jesienia. Zajmuje siedliska mato wymagajace, takie jak ugory, wysypiska, przydroza, ogrody, mury,
skarpy. Nie jest rosling uzyteczna gospodarczo, jednak wsrdéd gatunkéw blisko spokrewnionych
z A. thaliana wystepuja rosliny olejodajne (rzepak, rzepik), warzywa (kapusta, rzepa, kalafior, brokut,
rzodkiew), czy przyprawy (chrzan, gorczyca). Rzodkiewnik zostal wzigty pod uwage jako gatunek
modelowy w genetyce roslin po raz pierwszy w 1943 roku przez Friedricha Laibacha [85], ktory
wczesniej opublikowat informacje dotyczaca liczby chromosoméw tego gatunku [86], a takze uzyskat
szereg mutantow A. thaliana, wygenerowanych z uzyciem promieniowania X. W latach 80. XX wieku
genetycy roslin docenili takie cechy rzodkiewnika jak tatwos¢ hodowli w warunkach laboratoryjnych,
maty rozmiar, tatwo$¢ krzyzowania, czy krotki czas otrzymywania kolejnych generacji roslin [87].
Wszystkie te wilasnosci A. thaliana stanowily od poczatku o duzej uzytecznosci tego gatunku

w eksperymentach  genetycznych, jednak przetomem w badaniach rzodkiewnika bylo
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zsekwencjonowanie i publikacja jego kompletnego genomu w 2000 roku [88]. Nalezy zaznaczy¢, ze

byt to pierwszy catkowicie poznany genom roslinny i jeden z pierwszych genomow eukariotycznych.

1.3.1. Rozwdj narzedzi molekularnych w badaniach A. thaliana

Istotnym dla badan A. thaliana bylo opracowanie niezwykle tatwej i efektywnej metody
transformacji poprzez zanurzanie kwiatostanow w zawiesinie Agrobacterium tumefaciens,
(ang. floral dip) [89]. Umozliwito to nie tylko efektywne tworzenie linii transgenicznych, ale takze
opracowanie metody mutagenezy insercyjnej opartej na losowym uszkadzaniu gendéw rzodkiewnika
egzogennym DNA, co z kolei doprowadzito do utworzenia szeregu kolekcji mutantéw T-DNA
(transformujacy DNA) [90]. Kolekcje te poczatkowo mialy na celu uproszczenie eksperymentow
klonowania zmutowanych genéw w podejéciu klasycznej genetyki (ang. forward genetics), ktore
polega na definiowaniu genetycznych podstaw odpowiedzialnych za okreslony fenotyp. Kolekcje
mutantow insercyjnych tworzono z uzyciem odpowiednio zmodyfikowanego plazmidu Ti
(ang. tumor-inducing plasmid) A. tumefaciens o znanej sekwencji, co umozliwito szybka identyfikacje
miejsc insercji w genomie poprzez sekwencjonowanie, a nie w oparciu o fenotyp mutanta, ktory nie
zawsze W sposob widoczny rézni si¢ od typu dzikiego. Byto to pierwszym krokiem w badaniach
wykorzystujacych podejscie odwrotnej genetyki (ang. reverse genetics), ktore polega na definiowaniu
funkcji genow na podstawie efektow fenotypowych wynikajacych z ich specyficznego uszkodzenia.
Warto rowniez zaznaczy¢, ze metody mutagenezy insercyjnej, opracowane dla rzodkiewnika, zostaty
W pdzniejszym czasie zastosowane do badan gatunkow istotnych gospodarczo, takich jak ryz,
czy kukurydza [91, 92].

Poznanie genomu A. thaliana umozliwito rozwdj wielu narzedzi bioinformatycznych,
niezwykle przydatnych w badaniach dotyczacych biologii roslin. Jednym z takich narzedzi jest serwis
GENEVESTIGATOR, stuzacy do analiz ekspresji genow w badaniach biologii ros$lin, jak rowniez
W eksperymentach biofarmaceutycznych i medycznych. Bazy danych tego serwisu zawieraja wyniki
otrzymane w eksperymentach mikromacierzowych oraz gltebokiego sekwencjonowania RNA. Cze$é
dotyczaca badan roslin obejmuje kilkanascie gatunkow modelowych, jednak pod wzgledem liczby
dostepnych danych A. thaliana jest gatunkiem wyraznie dominujgcym nad pozostatymi (Tabela 1.2.).
Ogromna liczba dostepnych danych mikromacierzowych dla tego gatunku sprawia, ze rzodkiewnik

jest dobrym modelem do prowadzenia analiz koekspresji.
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Tabela 1.2. Wybrane gatunki roslin i odpowiadajace im zasoby danych dostepne w bazie serwisu

GENEVESTIGATOR (https://genevestigator.com/gv/doc/intro_plant.jsp; dostep: 19.09.2017)

Organizm Liczba Liczba préb Liczba Liczba
eksperymentéw warunkow | genotypow
Rzodkiewnik 667 11 790 1847 1161
Ryz 130 2527 324 368
Pszenica 97 2754 568 413
Lucerna 49 691 153 59
Pomidor 30 508 65 50
Tytof 4 150 4 4

Poza licznymi narz¢dziami molekularnymi, poznanie genomu A. thaliana dato podstawy
do zrealizowania kolejnych projektow dotyczacych genetyki rzodkiewnika. Wsrod nich wyrdzni¢
nalezy projekt 1001 genomoéw, ktérego celem bylo zbadanie zmiennosci gatunkowej wsrdd 1001 linii
wsobnych A. thaliana, wyprowadzonych poprzez naturalng selekcjg, pochodzacych z terenow Eurazji,
Ameryki Polocnej i potnocnej czgéci Afryki. Aktualnie sfinalizowano pierwszg faze badan, ktora
zakonczyla si¢ publikacjg szczegdtowej analizy genoméw 1135 linii A. thaliana [93]. Wyniki
uzyskane w projekcie doprowadzity do poznania historii rozprzestrzeniania si¢ tego gatunku
i pokazaty dystrybucje zmiennosci genetycznej poszczegdlnych linii rzodkiewnika, co dalo podstawy
do szerokich badan opartych na integracji genomu i epigenomu z fenotypem.

Projekt 1001 genomoéw przyczynil si¢ do powstania i1 rozwoju wielu narzedzi
bioinformatycznych i1 baz danych wykorzystujacych coraz wickszy zasdob wiedzy pozyskanej
w badaniach A. thaliana. Jednym z takich narz¢dzi jest easyGWAS — platforma umozliwiajaca
prowadzenie badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS; ang. genome-wide association studies).
Badania asocjacyjne polegaja na rownoczesnej analizie ogromnej liczby polimorfizméw genetycznych
rozmieszczonych w calym genomie oraz okreslaniu ich wptywu na dane cechy fenotypowe. Rozwoj
badan GWAS zalezy od znajomo$ci jak najwigkszej liczby genotypdéw danego gatunku,
a w przypadku A. thaliana, gdzie dostgpnych jest ponad 1000 genomoéw réznych linii, badania te staja

si¢ duzo tatwiejsze i bardziej precyzyjne.

1.3.2. A. thaliana w rozwoju biologii roslin

Od czasu opublikowania genomu A. thaliana, badania z uzyciem tego gatunku przyniosty

ogromny rozwdj wiedzy dotyczacej nie tylko genetyki, ale rowniez wielu innych aspektéw biologii
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ros§lin, poczawszy od biologii komorki ipoznanych przy uzyciu rzodkiewnika mechanizmow
réznicowania komorek i kontroli podziatdéw komorkowych, poprzez funkcje i mechanizmy dziatania
oraz szlaki biosyntezy fitohormonow [94], az po wplyw srodowiska zewnetrznego na rozwoj roslin.
A. thaliana jest modelem, dzigki ktoremu poznano takze mechanizmy transdukcji sygnatu, transportu
wewnatrzkomorkowego i pomiedzy komorkami, jak rowniez poszerzono zasoby wiedzy dotyczacej
biologii $ciany komorkowej, funkcji lignin, lipidow, czy molekularnych podstaw dziatania pomp,
kanatow i transporteréw. Dzieki badaniom rzodkiewnika uzyskano pierwsze znaczace informacje
dotyczace roslinnych biatek transporterowych [95]. Co moze by¢ nieco zaskakujace, rzodkiewnik jest
rowniez modelem stosowanym w badaniu powstawania drewna. Wykonane do tej pory doswiadczenia
wykazaty, ze istniejg regulacyjne mechanizmy molekularne zwigzane z wytwarzaniem drewna, ktore

sg zakonserwowane pomiedzy drzewami a A. thaliana [96].

1.3.2.1. A. thaliana w badaniach ukladu odpornosciowego roslin

Pomimo stosowania A. thaliana jako modelu w wielu dziedzinach biologii roslin, poczatkowo
gatunek ten nie byl rozpatrywany jako model do badan interakcji ro§lina — patogen. Sadzono, Ze
pospolity chwast bez znaczenia gospodarczego, o bardzo krotkim okresie wegetacyjnym, nie posiada
specyficznych mikroorganizmow patogennych. Jednak juz w latach 80. XX wieku udowodniono, ze
wirus mozaiki kalafiora i bakteria Xanthomonas campestris pv. campestris majg zdolnos$¢ do infekcji
rzodkiewnika [97, 98]. Wkrotce potem opisano rowniez patogeny, ktore mogg infekowaé A. thaliana
w $rodowisku naturalnym [99]. W krotkim czasie rzodkiewnik okazat si¢ by¢ rowniez dobrym
modelem do testowania hipotez zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowg w innych gatunkach roslin,
czego dobrym przyktadem jest zastosowanie tego gatunku jako modelu w genomice funkcjonalne;j
pomidora [100].

Mimo poczatkowego sceptycyzmu, badania A. thaliana dotyczace odpornosci roslin okazaty
si¢ przetomowe dla rozwoju wiedzy o roslinnym uktadzie immunologicznym i do dzi$ rzodkiewnik
jest bardzo waznym modelem w badaniach interakcji ro$lina — patogen [101]. Badania rzodkiewnika
pozwolity na ogromny rozw6j] wiedzy dotyczacej zardwno podstaw molekularnych uktadu
odpornosciowego roslin, jak i odpowiedzi roslin na organizmy roslinozerne. W latach 90. XX wieku
opracowano pierwsze protokoty badan interakcji roslina — patogen z uzyciem A. thaliana. Prowadzone
od tego czasu doswiadczenia z uzyciem rzodkiewnika doprowadzity do zidentyfikowania wielu
kluczowych elementow uktadu odpornosciowego roslin [102], wlaczajac rozpoznanie MAMP
i odporno$¢ PTI [103-105] oraz mozliwych szlakow transdukcji sygnatu uruchamianych po
rozpoznaniu wzorca molekularnego [106]. Ponadto, eksperymenty z uzyciem rzodkiewnika przyniosty
informacje dotyczgce transportu efektorow wirulencji do komorki roslinnej, ich rozpoznania
i odpowiedzi odpornosciowej ETI [107, 108]. Dzieki zastosowaniu modelu A. thaliana poszerzono

wiedze dotyczgcg funkcji metabolitow wtornych w odpowiedzi odpornosciowej [43] i pokazano
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zwigzki pomigdzy odpowiedzig odpornosciowq a szlakami sygnatowymi zaleznymi od fitohormonow
[109] . Badania asocjacyjne A. thaliana pozwolily migdzy innymi na identyfikacj¢ w genomie tego
gatunku loci zwigzanych z naturalng zmienno$cia w odpowiedzi rzodkiewnika na bakteri¢ patogenna
Pseudomonas syringae [110] i poszerzenie wiedzy dotyczacej funkcji znanych wczes$niej genow, na
przyktad ACD6 (ang. accelerated cell death 6) [111]. Z kolei badania ekspresji genéw przyniosty
istotne informacje dotyczace zmian w transkryptomie wywotanych wykryciem obecnosci patogenow
[112, 113]. Oprocz typowych analiz ekspresji genow, z uzyciem A. thaliana prowadzone sg takze
analizy koekspresji, dzigki ktorym zidentyfikowano geny zwigzane z odpowiedzia odporno$ciowa
roslin [113]. Analizy koekspresji umozliwiaja tworzenie ztozonych sieci powigzan pomigdzy genami,
dzieki ktérym mozliwe jest wyznaczanie genow o nieznanej dotad funkcji, ktére moga petic

kluczowe funkcje w odpowiedzi odpornosciowej [113, 114].

1.3.3. Inne gatunki modelowe w rodzinie Brassicaceae

Pomimo ogromu wiedzy, jaka posiadamy w wielu dziedzinach biologii roslin dzigki badaniom
na modelu A. thaliana, wiele aspektow dotyczacych rozwoju i kontaktu rosliny ze $rodowiskiem
zewnetrznym nie moze by¢ badanych przy uzyciu tego gatunku. Dlatego tez w rodzinie Brassicaceae
prowadzone sa projekty sekwencjonowania innych gatunkow i jak do tej pory opublikowano juz
siedemnascie petnych genomow gatunkow pokrewnych A. thaliana (Ryc. 1.4). Wszystkie gatunki,
ktorych genomy zostaly zsekwencjonowane posiadaja unikalne cechy, dzigki ktoérym staty sie
modelami interesujgcymi dla badaczy. Ponadto, bliskie pokrewienstwo tych gatunkow moze utatwic
analize funkcji ich gendéw poprzez transformacje A. thaliana. Co wiegcej, znajomos¢ kilkunastu
genomoéw gatunkéw blisko spokrewnionych daje mozliwosci badania ewolucji i nabywania badz

utraty przez rosliny okreslonych cech fizjologicznych.
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__ [ Brassica juncea
Brassica rapa
Hﬁ — Brassica napus
\_ Brassica oleracea
Raphanus raphanistrum
[ Thellungiella salsuginea
Schrenkiella parvula

Sisymbrium irio

I

Arabis alpina

[— Cardamine hirsuta

Leavenworthia alabamica
T Arabidopsis halleri
— - Arabidopsis lyrata

— Arabidopsis thaliana

Boechera stricta

Camelina sativa

L

__[ Capsella grandiflora

- Capselia rubella

Aethionema arabicum

Ryc. 1.4. Drzewo filogenetyczne gatunkdow z rodziny Brassicaceae, z opublikowang sekwencja genomu;
drzewo wygenerowane na podstawie sekwencji genu kodujacego 5.8S rybosomowe RNA metodg
tzw. najblizszego sgsiada (ang. neighbor joining); czerwonym konturem zaznaczono gatunki, ktore uzyte
zostalty w czesci eksperymentalnej niniejszej pracy

Jednym =z gatunkdw Brassicaceae, ktorego genom zostal zsekwencjonowany jest
Arabidopsis halleri (gesiowka hallera) [115]. Gatunek ten charakteryzuje sie zdolno$cig do adaptacji
w warunkach wysokiego stgzenia jonow metali cigzkich. Z tego wzgledu jest bardzo dobrym modelem
w badaniu tolerancji roslin na zanieczyszczenia srodowiska metalami ci¢zkimi, jak rowniez w badaniu
fitoremediacji i specjacji roslin w odpowiedzi na zmiany srodowiskowe. Innym gatunkiem z rodzaju
Arabidopsis 0 znanej sekwencji genomu jest Arabidopsis lyrata. Gatunek ten jest traktowany jako
model w badaniach funkcjonalnych, ewolucyjnych i ekologicznych rodzaju Arabidopsis. Przy uzyciu
tego modelu w porownaniu do A. thaliana mozliwe jest badanie podstaw nagtych zmian w rozmiarze
genomu [116]. Jednymi z najblizej spokrewnionych z rodzajem Arabidopsis gatunkow, ktorych
genomy zostaty zsekwencjonowane sa Capsella grandiflora i Capsella rubella, a poréwnanie tych

dwoch gatunkow pozwolito na badanie ewolucji samopylnosci [117].
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Gatunkiem blisko spokrewnionym z rodzajem Arabidopsis, ktérego genom opublikowano jest
réwniez Camelina sativa (Inicznik siewny), gatunek uprawiany dawniej jako roslina oleista. C. sativa
jest heksaploidem i z tego wzgledu jest stosowany jako model w badaniach ewolucji poliploidow.
Ponadto struktura genomu tego gatunku odzwierciedla genomy waznych gospodarczo gatunkéw
zrodzaju Brassica [118]. Wsrod roslin z rodzaju Brassica zsekwencjonowane zostaly genomy
czterech gatunkéw: Brassica rapa (kapusta wihasciwa) [119], Brassica juncea (kapusta sitowata/
gorczyca sarepska) [120], Brassica napus (kapusta rzepak) [121] i Brassica oleracea (kapusta
warzywna) [122]. Dwa z nich — B. rapa i B. oleracea sg gatunkami tak zwanego ,,Trojkata U”
(ang. Triangle of U). Teoria Trojkata U jest teorig ewolucji i zwigzkéw pomiedzy gatunkami z rodzaju
Brassica, ktora mowi, ze z trzech starych ewolucyjnie gatunkow powstaly trzy wspotczesne gatunki
warzyw i ro$lin olejodajnych, a wsérod nich B. napus i B. juncea [123, 124]. Dodatkowo znana jest
sekwencja genomu gatunku Raphanus raphanistrum (rzodkiew $wirzepa), ktory powstat z B. rapa
w wyniku triplikacji genomu, co pozwala na szersze badania ewolucyjne dotyczace powstawania
poliploidii. Ponadto gatunek ten moze by¢ modelem w badaniach dotyczacych duplikacji genow
[124].

Wsrod gatunkow Brassicaceae sg rowniez gatunki unikalne pod wzgledem zdolnosci tolerancji
stresow wysokiego zasolenia, chtodu, suszy, czy stresu oksydacyjnego: Thellungiella salsuginea
(Eutrema salsugineum) i Schrenkiella parvula (Eutrema parvulum/ Thellungiella parvula).
Zsekwencjonowanie ich genoméw [125-127] pozwala na uzycie tych gatunkow jako modeli
w badaniach dotyczacych tolerancji roslin na stresy abiotyczne. Poprzez badania poréwnawcze
genomoéw gatunkow blisko spokrewnionych mozliwe jest rowniez badanie ewolucji zroznicowania
morfologicznego. Z tego wzgledu zsekwencjonowany zostal genom Cardamine hirsuta (rzezucha
wlochata) [128], ktory moze stuzy¢ jako model w badaniu genetycznego podloza powstawania liscia
ztozonego. Sekwencjonowanie pelnego genomu kilku kolejnych gatunkéw z rodziny Brassicaceae:
Leavenworthia alabamica, Sisymbrium irio (stulisz gtadki), Aethionema arabicum [129], Arabis
alpina (gesiowka alpejska) [130] i Boechera stricta [131], pozwolito na prowadzenie w szerszym
zakresie badan ewolucyjnych, w tym badania roli niekodujacego DNA w regulacji genéw i w ewolucji
[129], badania mechanizméw wyciszania ekspresji genéw i metylacji DNA [130] oraz badan
porownawczych z A. thaliana [131].

Rodzina krzyzowych posiada aktualnie najwigcej gatunkdéw o znanym genomie, a kolejne
projekty sekwencjonowania genomow roslin Brassicaceae sa w trakcie realizacji. Powickszanie puli
znanych sekwencji genomowych gatunkow pokrewnych sprawia, ze A. thaliana wraz z innymi
ro§linami z rodziny Brassicaceae sg bardzo dobrym obiektem dla badan poréwnawczych
i ewolucyjnych [132]. Mimo, ze poszczegdlne genomy sekwencjonowane byly z reguly ze wzgledu
na szczegolne cechy danej rosliny, to znajomo$¢ dokladnych sekwencji genomowych kilkunastu
gatunkoéw nalezacych do jednej rodziny moze by¢ niezwykle uzyteczna w badaniu zakonserwowania

wielu réznych cech roslin, w tym uktadu immunologicznego czy biosyntezy metabolitow wtérnych.
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Na przyktad, badania porownawcze 1 ewolucyjne moga umozliwi¢ okreslenie stopnia
zakonserwowania metabolitow wtornych. Moga rowniez doprowadzi¢ do poznania nieznanych dotad
mechanizméw  réznicowania  ipowstawania  nowych  zwigzkéw  niskoczasteczkowych

0 wilasciwosciach antybiotycznych.

1.4. Metabolity wtorne w odpornosci gatunkow z rodziny Brassicaceae

1.4.1. Glukozynolany

Glukozynolany sa jedna z najlepiej zbadanych grup fitoantycypin. Zwiazki te sa
B-tioglukozydami, ktére moga by¢ syntezowane z ré6znych aminokwasdéw, co przyczynia si¢ do ich
duzej réznorodnosci strukturalnej [49]. W strukturze glukozynolandw wystepuja przynajmniej dwa
atomy siarki, z ktorych jeden tworzy wiazanie glukozydowe, a drugi wchodzi w sklad grupy
siarczanowej. Wystepowanie glukozynolandéw jest w zasadzie ograniczone do gatunkéw nalezacych
do rzedu Brassicales (kapustowce) [50]. Literatura podaje, ze w dotychczasowych badaniach

scharakteryzowano okoto dwiescie zwigzkow nalezacych do tej grupy metabolitow [49, 133].

1.4.1.1. Roznorodnos$¢ strukturalna

Najczgsciej stosowanym kryterium podzialu glukozynolanow jest rodzaj ich prekursora.
Pod tym wzgledem wsrod glukozynolanéw mozna wyrdézni¢ grupe zwigzkow alifatycznych, ktore
powstaja z aminokwasow tancuchowych: alaniny, izoleucyny, leucyny, metioniny i waliny oraz grupg
glukozynolanéw aromatycznych, wsrod ktéorych wyrodznia si¢ glukozynolany indolowe, pochodne
tryptofanu oraz glukozynolany benzylowe, pochodne fenyloalaniny i tyrozyny. Wsrdéd mozliwych
prekursoréw glukozynolanow wymieniany jest réwniez kwas glutaminowy [49]. Wyst¢powanie
poszczegdlnych klas glukozynolanow jest zroznicowane na poziomie rzgdu Brassicales, jedynie
glukozynolany aromatyczne wystepuja we wszystkich rodzinach, a obecnos¢ mtodszych ewolucyjnie
pochodnych metioniny ograniczona jest jedynie do rodzin Capparaceae (kaparowate), Cleomaceae
i Brassicaceae [134].

W przypadku pojedynczego gatunku wystgpowanie poszczegodlnych glukozynolanow moze
by¢ zréznicowane pomigdzy roznymi ekotypami [135], a nawet mi¢dzy organami tej samej rosliny,
jak w przypadku A. thaliana [136]. W tym gatunku zidentyfikowano dotad okolo czterdziesci
zwigzkow nalezacych do grupy glukozynolanéw alifatycznych (Ryc. 1.5B), m. in.: glukohirsutyna
(8-metylosulfinylooctyloglukozynolan), glukonapina (3-butyloglukozynolan), sinigryna
(2-fenyloetyloglukozynolan), czy glukoalissyna (5-metylosulfinylopentyloglukozynolan)
oraz cztery glukozynolany indolowe (Ryc. 1.5A): glukobrassycyna (indolilo-3-metyloglukozynolan;
I13G), neoglukobrassycyna (1-metoksy-13G; 1MI3G), 4-metoksyglukobrassycyna (4-metoksy-13G;
4MI3G) i 4-hydroksyglukobrassycyna (40HI3G) [49].
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Ryc. 1.5. Glukozynolany indolowe (A) 1 przyktadowe glukozynolany alifatyczne (B)
zidentyfikowane w A. thaliana i innych gatunkach Brassicaceae

1.4.1.2. Biosynteza

Dzigki badaniom prowadzonym na gatunku modelowym A. thaliana nie tylko
zidentyfikowano szereg glukozynolanéw, ale réwniez poznano szlaki ich biosyntezy (Ryc. 1.6).
Badania te byly tak efektywne, ze w przeciagu kilku lat zidentyfikowano ponad dwadziescia genéw
zwigzanych zbiosynteza tej grupy metabolitow [137] (Ryc. 1.6). Biosynteza glukozynolanow
obejmuje trzy gltowne etapy: wydluzanie tancucha aminokwasu prekursorowego, budowa
podstawowej struktury glukozynolanu i wtoérne modyfikacje aminokwasowego tancucha bocznego.
Wiasnie ta kilkuetapowa biosynteza jest zrédlem duzej réznorodnosci strukturalnej glukozynolandow

[137].
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Pierwszym etapem w biosyntezie glukozynolanow alifatycznych jest wydluzanie tancucha
metioniny, ktore jest katalizowane przez enzymy nalezace do grupy aminotransferaz, izomeraz
i dekarboksylaz [137]. Z kolei tryptofan, ktory jest prekursorem glukozynolanéow indolowych,
W przeciwienstwie do aminokwasow alifatycznych, nie ulega zadnym wstgpnym przemianom
(Ryc. 1.6). Kolejnym krokiem w biosyntezie glukozynolanow jest tworzenie ich podstawowej
struktury. W pierwszej reakcji prekursory aminokwasowe przeksztatcane sg w aldoksymy (Ryc. 1.6).
Reakcja ta jest katalizowana przez enzymy nalezace do rodziny monooksygenaz cytochromu P450
(CYP; ang.cytochrome P450), stanowigcych najwigksza grupe enzymoéw zwigzanych
z metabolizmem wtornym ro$lin. Enzymy CYP79B2 1 CYP79B3 odpowiedzialne sa
za przeksztatcanie tryptofanu [138, 139], fenyloalanina jest substratem dla enzymu CYP79A2 [140],
z kolei aminokwasy alifatyczne przeksztatcane sa w aldoksymy w reakcji katalizowanej przez enzymy
CYP79F1 i CYP79F2 [141, 142] (Ryc. 1.6). Powstale aldoksymy sg nastepnie utleniane przez enzymy
z grupy CYP83. Enzym CYP83B1 jest katalizatorem reakcji utleniania produktow pochodzacych
Z aminokwasow aromatycznych, z kolei produkty aminokwaséw alifatycznych sg utleniane w reakcji
katalizowanej przez enzym CYP83Al [143] (Ryc. 1.6). W kolejnych reakcjach do utlenionych
aldoksyméw wlaczany zostaje atom siarki. Poczatkowo sadzono, ze donorem siarki w biosyntezie
glukozynolanéw jest wolny aminokwas cysteina, jednak przeprowadzone badania wskazuja, ze siarka
wchodzgca w sklad struktury glukozynolanéw pochodzi z glutationu (GSH) - tripeptydu
zbudowanego z reszt aminokwasowych kwasu glutaminowego, cysteiny i glicyny [144]. Przypuszcza
si¢, ze w szlaku biosyntezy glukozynolanéw utlenione aldoksymy ulegajg reakcji katalizowanej przez
S-transferazy glutationu (GST; ang. glutathione S-transferase), w ktorej do struktury aldoksymu
dotaczana jest grupa zawierajaca siarke. Zaproponowane enzymy katalizujace te¢ reakcje w szlaku
biosyntezy glukozynolanéw alifatycznych, to GSTF11 i GSTU20, a w szlaku biosyntezy
glukozynolanéw indolowych GSTF9 i GSTF10 [137] (Ryec. 1.6). Nastepnie y-glutamylo-peptydazy
(GGP; ang. gamma-glutamylpeptidase) 1i3 Kkatalizuja reakcje odlaczenia reszty vy-kwasu
glutaminowego [145] (Ryc. 1.6). Kolejnym produktem posrednim w biosyntezie glukozynolanow sg
tiohydroksymiany powstajace w reakcji katalizowanej przez liazg typu C-S SUR1 (ang. superrootl)
[146] (Ryc. 1.6). Zwiagzki te sa nastgpnie przeksztalcane w desulfoglukozynolany w reakcji
katalizowanej przez glukozylotransferaze (UGT; ang. UDP-glycosyltransferase) UGT74B1 [147]
(Ryc. 1.6). Na podstawie badan koekspresji z genami kodujacymi enzymy szlaku biosyntezy
glukozynolandéw alifatycznych przypuszcza si¢, ze inna glukotransferaza — UGT74C1 moze
katalizowa¢ reakcje glukozylacji pochodnych metioniny [148]. Ostatnim etapem w biosyntezie
glukozynolanow jest przytaczenie grupy sulfonowej katalizowane przez sulfotransferazy (SOT;
ang. sulphotransferase) SOT16, SOT17 i SOT18 [149] (Ryc. 1.6).

Glukozynolany mogg ulega¢ wtdérnym modyfikacjom, zachodzagcym w obrebie reszty
pochodzacej z aminokwasu. W przypadku glukozynolanow alifatycznych mogg to by¢ reakcje

utleniania, hydroksylacji, alkenylacji i benzylacji. Z kolei glukozynolany indolowe moga podlegac
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reakcjom hydroksylacji i metylacji [137]. Reakcje hydroksylacji glukozynolanow indolowych
sg katalizowane przez enzymy podrodziny CYP81F. Enzym CYP81F2 zostat zidentyfikowany
w A. thaliana, jako odpowiedzialny za biosyntez¢ 4OH-13G [43, 150, 151], ktory przeksztalcany jest
nastepnie do 4MI3G przez O-metylotransferazy IGMT (ang. indole glucosinolate methyltransferase)
112 [152]. Oprocz CYP81F2, w biosyntezie 4OHI3G/4MI3G bierze udzial rowniez CYP81F3, a dla
enzymu CYP81F4 wykazano funkcj¢ w biosyntezie 1O0OHI3G/IMI3G [153]. Metylacja 10H-13G
katalizowana jest przez IGMTS5 [154].

1.4.1.3. Regulacja biosyntezy

W dotychczasowych badaniach gatunku modelowego A. thaliana zidentyfikowano grupe
6 czynnikoéw transkrypcyjnych, nalezacych do rodziny R2R3-MYB (ang. myeloblastosis), zwigzanych
z regulacjg biosyntezy glukozynolanow. Bialka te mozna podzieli¢ na dwa klady: pierwszy klad
stanowig MYB34, MYB51 i MYB122, regulujace biosyntezg glukozynolanow indolowych [155, 156],
z kolei w sklad drugiego kladu wchodzg MYB28, MYB29 i MYB76, dziatajace jako regulatory
biosyntezy glukozynolanow alifatycznych [157-159] (Ryc. 1.6).

MYB34, 51 i 122 reguluja caly szlak biosyntezy glukozynolanéw indolowych, za wyjatkiem
ekspresji gendéw odpowiedzialnych za wtorng modyfikacje I13G [155, 160], ale ich wplyw
na powstawanie tych zwigzkow nie jest jednakowy. Czynnik transkrypcyjny MYB34 ma wigkszy
wptyw na regulacje szlaku glukozynolanow indolowych w korzeniach, gdzie gléwnym
glukozynolanem indolowym jest 1IMI3G, z kolei MYBS51 jest bardziej istotny w lisciach, w ktorych
gtownym modyfikowanym glukozynolanem indolowym jest 4MI3G [160]. Dla czynnika MYB51
wykazano rowniez kluczowa role w regulacji akumulacji glukozynolanéw indolowych podczas
odpowiedzi A.thaliana na infekcje przez grzybowy patogen nekrotroficzny Plectosphaerella
cucumerina [161]. W przeciwiefstwiec do MYB34 i MYBS51 biatko MYBI122 nie jest kluczowym
w regulacji biosyntezy glukozynolanéw indolowych i petni jedynie funkcje dodatkowego czynnika
transkrypcyjnego [161].

Funkcja czynnikéw transkrypcyjnych MYB28, MYB29 i MYB76 w regulacji biosyntezy
glukozynolanéw alifatycznych zostata zaproponowana na podstawie wynikoéw analiz loci cech
ilosciowych (QTL; ang. quantitative trait loci) i analiz koekspresji opartych na danych
mikromacierzowych [159]. Analizy glukozynolanow w liniach z mutacjami w tych czynnikach
transkrypcyjnych wykazaly, ze biatka MYB28 i MYB29 zwigzane sg odpowiednio z biosynteza
glukozynolanéw alifatycznych dlugo- i krétkotancuchowych lub tylko krotkotancuchowych, a biatko
MYB76 petni funkcje dodatkowa w regulacji biosyntezy glukozynolandw alifatycznych [158].

Czynnikami transkrypcyjnymi regulujacymi biosynteze glukozynolanéw sg takze biatka
MYC2, MYC3 i MYC4 (ang. myelocytomatosis), reprezentujace rodzing biatek bHLH (ang. basic
helix-loop—helix). Bialtka MYC pelnig funkcj¢ regulacyjng poprzez tworzenie kompleksow
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z opisanymi wczesniej czynnikami MYB, np. dla biatka MYC3 wykazano interakcje z MYB51 [162].
Funkcje tych biatek udowodniono w badaniach potrdjnego mutanta A. thaliana myc2 myc 3 myc4,
ktory charakteryzowal si¢ zaré6wno obnizong ekspresja genow zwigzanych z biosynteza

glukozynolanow, jak i obnizong akumulacjg glukozynolanow alifatycznych i indolowych [163].

1.4.1.4. Hydroliza glukozynolanow

Glukozynolany w komorce ro$linnej nienarazonej na dziatanie stresow sg biologicznie
nieaktywne [50]. Jednak wutrata integralnosci blony komorkowej lub dziatanie czynnikéw
aktywujacych odpowiedz odpornosciows, moze prowadzi¢ do hydrolizy tych metabolitow (Ryc. 1.7).
Reakcja ta jest katalizowana przez wyspecjalizowane B-tioglukozydazy, znane réwniez jako
myrozynazy, ktére naleza do rodziny hydrolaz glikozydowych 1 [164] (Ryc. 1.7). Enzymy te moga
by¢ zlokalizowane w wyspecjalizowanych komoérkach parenchymy floemu [165] lub w komédrkach
szparkowych [166]. Glukozynolany z kolei znajduja si¢ w odrgbnych komorkach, co pozwala na
fizyczna separacje enzymow 1 substratdow. Poczatkowo myrozynazy uwazano za grup¢ hydrolaz
glikozydowych 1, wyr6zniajaca si¢ budowa centrum katalitycznego enzymu, w ktérym zamiast dwoch
reszt glutaminy, niezbg¢dnych w przeprowadzaniu reakcji hydrolizy, wystgpuje jedna reszta glutaminy
i jedna kwasu glutaminowego [167]. Na tej podstawie w A. thaliana zidentyfikowano sze$¢ enzymow,
oznaczonych jako TGG (ang. thioglucoside glucohydrolase) [167]. Obecnie wiadomo, ze aktywno$é
myrozynazy moga mie¢ rowniez enzymy, ktorych centrum katalityczne zbudowane jest z dwoch reszt
kwasu glutaminowego. Takimi enzymami sa miedzy innymi zidentyfikowane w A. thaliana PEN2
i PYK10, dla ktoérych wykazano funkcje w hydrolizie glukozynolanéw indolowych [43, 168].

W wyniku procesu hydrolizy glukozynolanow uwalniane sg niestabilne aglikony, ktore
przeksztalcane sg w réznorodne produkty koncowe (Ryc. 1.7). Wsérdéd produktow koncowych
metabolizmu glukozynolanow wymieni¢ mozna nitryle, epitionitryle, tiocyjaniany i izotiocyjaniany
(Ryc. 1.7), z ktorych te ostatnie charakteryzuja si¢ najwigcksza reaktywnoscig chemiczng i aktywnos$cia
biologiczng. Ze wzgledu na te wlasciwosci izotiocyjaniany odpowiadajg za funkcje glukozynolanow
alifatycznych, zwigzane m. in. z odstraszaniem insektow. Izotiocyjaniany powstajace w Wyniku
hydrolizy glukozynolanéw indolowych sa wysoce niestabilne chemicznie i1 sa spontanicznie
przeksztalcane w dalsze produkty takie jak: indolilo-3-karbinol, indolilo-3-acetonitryl,
3,3’-dindolilo-metan, czy askorbigen [169] (Ryc. 1.7). Klasa powstajacych produktow hydrolizy
glukozynolanéw zalezy od obecnosci oddziatujagcych z myrozynazami biatek specyfikujacych
(ang. specifier protein), promujacych przeksztatcanie glukozynolanow w epitionitryle [170], proste
nitryle [171] oraz tiocyjaniany [172] (Ryc. 1.7). W przypadku braku obecnosci biatek specyfikujacych
glownym produktem hydrolizy glukozynolandw sg izotiocyjaniany (Ryc. 1.7).
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glukozynolany

uszkodzenie tkanki wykrycie patogenu

Ryc. 1.7. Schemat hydrolizy glukozynolanéw indukowanej przez uszkodzenie tkanki lub wykrycie
patogenu. TFP, NSP i ESP- biatka specyfikujace promujace przeksztalcanie glukozynolanéw odpowiednio
w tiocyjaniany, nitryle i epitionitryle

1.4.1.5. Metabolizm glukozynolan6w w odpowiedzi odpornosciowej

Funkcje poszczegélnych glukozynolandow w odpornosci na infekcje mozna zweryfikowaé
dzieki dostepnosci mutantéw A. thaliana z defektami w biosyntezie tych zwiazkow. Mutant
myb28 myb29 (myb28/29), ktory nie produkuje glukozynolanéw alifatycznych [159] okazat sie
bardziej wrazliwy na Sclerotonia sclerotiorum i szczep B. cinerea B05.10 w poroéwnaniu do roslin
typu dzikiego [68, 173]. W przypadku pojedynczych mutantow myb28 i myb29 S. sclerotiorum
wykazat wigksza wirulencje jedynie wobec pierwszego z nich, co sugeruje wigkszy wplyw na
odporno$¢ przeciwko S. sclerotiorum ditugotancuchowych glukozynolanéw alifatycznych [68]. Rolg
glukozynolanéw alifatycznych w odpornosci potwierdzono rowniez w badaniach niezaadaptowanego
szczepu bakterii Pseudomonas syringae, posiadajacego defekt w operonie zwigzanym z detoksyfikacja
izotiocyjanianow alifatycznych. Badany szczep cechowat si¢ zwickszong wirulencja wobec mutanta
myb28/29 w poréwnaniu do ro$lin typu dzikiego, co pokazato istotny wplyw detoksyfikacji

izotiocyjanianéw na jego zdolno$¢ do infekcji [174]. Powyzsze wyniki pokazuja, ze pochodzace
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z glukozynolanow alifatycznych izotiocyjaniany moga peni¢ funkcje w odpornosci skierowanej
zaro6wno przeciwko mikroorganizmom grzybowym, jak i bakteryjnym.

U A. thaliana i innych gatunkoéw Brassicaceae, wykrycie mikroorganizmu patogennego
prowadzi do aktywacji metabolizmu glukozynolanéw indolowych zaleznego od myrozynazy PEN2
(ang. penetration 2) (Ryc. 1.7). Wykazano, ze biatko PEN2 jest zwigzane z blonami peroksysomoéw
i mitochondridow, a w przypadku wykrycia obecno$ci patogenu mitochondria zawierajagce PEN2 sg
transportowane do miejsca penetracji [175, 176]. Analiza mutanta pen2 A. thaliana wykazata, ze
charakteryzuje si¢ on zwigkszong, W poréwnaniu do typu dzikiego, penetracja komorek epidermy
przez szerokie spektrum mikroorganizméw patogennych, ws$réod ktoérych wymieni¢ mozna
zaadaptowane i niezaadaptowane legniowce [177], grzyby biotroficzne [178], hemibiotroficzne [175,
179] i nekrotroficzne [175, 180]. Wsrod badanych patogendéw nekrotroficznych na szczegdlng uwage
zastluguje gatunek Plectosphaerella cucumerina, nalezacy do typu grzybow workowych,
charakteryzujacy si¢ zdolno$ciag do infekcji wielu gatunkéw roslin, w tym rowniez A. thaliana
[43, 175, 181]. Do$wiadczenia z zaadaptowanymi i niezaadaptowanymi na A. thaliana szczepami
P. cucumerina pokazaty, ze mutant pen2 charakteryzuje si¢ zwigkszong wrazliwoscia jedynie na
szczep zaadaptowany tego patogenu [180].

Z metabolizmem glukozynolanéw indolowych zwigzane jest rowniez biatko PEN3, ktore
zostalo zidentyfikowane jako zlokalizowany w btonie komorkowej transporter ABC, ktory
przemieszcza si¢ PO rozpoznaniu patogenu do miejsca penetracji [182]. Analiza mutanta pen3
wykazata, ze podobnie jak mutant pen2, charakteryzowal si¢ zwickszong, w poréwnaniu do typu
dzikiego, penetracjag komorek rosliny przez patogeny, takie jak Blumeria graminis i Erysiphe pisi
[182]. Na podstawie przeprowadzonych dotad doswiadczen z uzyciem pojedynczych mutantow pen2
i pen3 oraz podwojnego mutanta pen2 pen3 wnioskowaé mozna, ze te dwa biatka dzialaja w tym
samym szlaku odpowiedzi odpornosciowej [182].

Profilowanie metaboliczne mutantow pen2 wykazato, ze szlak PEN2 prowadzi do powstania
innych produktow koncowych niz hydroliza glukozynolanow inicjowana uszkodzeniem komorki [43].
Linie pen2 charakteryzowaly si¢ defektem w akumulacji dwoch metabolitow: kwasu
raphanusamowego (RA) i indolilo-3-aminy (I3A) [43]. Struktury chemiczne RA i I3A sugeruja
odmienne prekursory biosyntezy tych zwiazkéw — I3A posiada pierscien indolowy, z kolei struktura
RA wskazuje, ze jest to produkt metabolizmu cysteiny. Co ciekawe, powstawanie tych metabolitow
jest uzaleznione od obecnoséci glutationu, co potwierdzono w badaniach mutantow pad2 i cad2,
posiadajacych defekt w biosyntezie tego tripeptydu [183, 184]. Obydwa mutanty charakteryzowaty si¢
zmniejszong akumulacja RA, a takze I3A w stosunku do typu dzikiego [43].

W liniach pen2 inokulowanych B. graminis obserwowano zwiekszong w poréwnaniu do typu
dzikiego akumulacje¢ 4MI3G, co pokazalo, ze w odpowiedzi odpornosciowej biosynteza
glukozynolanéw indolowych jest przekierowana do 4MI3G. Ponadto, zasugerowato to, ze biatko

PEN2 oprocz 13G moze hydrolizowa¢ tez 4MI3G [43]. Jako produkt koncowy tej reakcji
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zidentyfikowany zostat 4-O-f-D-glukozylo-indolilo-3-formamid (4OGIcI3F), dla ktérego defekt
w biosyntezie obserwowano w mutantach pen2 i cyp81f2 [185]. Doswiadczenia przeprowadzone na
mutancie cyp81f2, posiadajacym defekt w biosyntezie 4MI3G, wykazaly jego zwigkszong podatno$¢
na penetracj¢ komorek epidermy przez takie patogeny, jak B. graminis i E. pisi [43, 175],
Colletotrichum gloeosporioides [186], czy Phytophthora brassicae [177]. Badania podwojnego
mutanta pen2 cyp81f2 potwierdzity, ze oba enzymy reprezentujg ten sam mechanizm odpowiedzi
odpornosciowej oraz pokazaty, ze jedynie bioaktywne produkty hydrolizy 4MI3G pelnia funkcje
w odpornosci przedinwazyjnej A. thaliana [43].

Oprocz PEN2 w A. thaliana zidentyfikowano szereg innych potencjalnych myrozynaz.
Nie wiadomo jednak, czy ktore$ z tych enzymoéw, podobnie jak PEN2, sg zwigzane z metabolizmem
glukozynolanéw indolowych w odpowiedzi na infekcje. Glukozynolany indolowe moga by¢, podobnie
jak glukozynolany alifatyczne, metabolizowane przez myrozynazy TGG1 i TGG2 [166]. Jednak
podwdjny mutant tggl tgg2 nie wykazywat wigkszej wrazliwosci na infekcj¢ szczepem B. cinerea
B05.10 w poroéwnaniu do typu dzikiego [173], co moze $wiadczy¢ o tym, ze te myrozynazy nie petnia
funkcji w odpowiedzi odpornosciowej. Poniewaz pozbawiony glukozynolanow indolowych potrojny
mutant myb34 myb51 myb122 i mutant pen2 cechuja si¢ podobng wrazliwoscia na infekcje przez
P. cucumerina przypuszcza sie, ze PEN2 jest gtdéwng myrozynaza zwigzang z funkcja odpornosciowa
tych tioglukozydow [161]. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze wigkszo$¢ prowadzonych dotad badan
dotyczacych funkcji glukozynolandéw indolowych dotyczyla jedynie lisci. Dlatego tez mozliwe, ze
w innych organach A. thaliana znajduja si¢ enzymy pelnigce podobne funkcje. W korzeniach
rzodkiewnika infekowanych przez patogen grzybowy Verticillium longisporum zaobserwowano
zwigkszong ekspresj¢ genu PEN2-LIKEL, ktory jest najblizszym homologiem PEN2 [187], co moze
swiadczy¢ o potencjalnym wystgpowaniu innych myrozynaz petnigcych funkcje podobne do PEN2.
Zgodnie z tg hipoteza wykazano, ze enzymy BABG (ang. brassinin-associated S-glucosidase) BABGa
i BABG.b, begdace bliskimi homologami PEN2-LIKE1 z B. rapa, sa odpowiedzialne za aktywacj¢
glukozynolanow indolowych w szlaku biosyntezy brassininy — jednej z fitoaleksyn B. rapa [188].

1.4.1.5.1. Zakonserwowanie szlaku PEN2

Biorac pod uwage ogromne zroéznicowanie metabolitow wtornych oraz brak wczesniejszych
doniesien o produktach szlaku PEN2 w gatunkach Brassicaceae poza A. thaliana, poczatkowo nie
wiadomym bylo, czy szlak ten wystepuje roéwniez w pokrewnych gatunkach. Przekierowanie
biosyntezy glukozynolanéw indolowych do 4MI3G oraz ich hydrolize do RA i I3A podczas
odpowiedzi na inokulacje B. graminis f. sp. hordei, potwierdzono réwniez u Arabidopsis lyrata,
Arabidopsis halleri, Olimarabidopsis pumila, Olimarabidopsis cabulica, Crucihimalaya lasiocarpa,
Cardamine hirsuta, Sisymbrium irio, Thellungiella salsuginea i Arabis alpina [189]. W przynajmniej

pieciu z badanych gatunkéw zidentyfikowano potencjalne ortologi biatka PEN2. W A. lyrata,
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C. rubella, B. rapa i A. alpina (dostgpne wowczas sekwencje genomow) poszukiwane bylty rowniez
ortologi genow CYP81F2 i PEN3. Ortolog PEN3 znaleziono we wszystkich badanych gatunkach,
z kolei CYP81F2 byl nieobecny w blisko spokrewnionym z A. thaliana gatunku C. rubella [189].
W gatunku tym nie zidentyfikowano rowniez ortologa PEN2, ktory razem z CYP81F2 jest kluczowy
dla biosyntezy ihydrolizy 4MI3G [189]. Utrata tych gendéw byta skorelowana z brakiem
glukozynolanow indolowych oraz RA i I3A w C. rubella [189]. Ogolnie wykazano, ze mechanizm
metabolizmu glukozynolanow indolowych przez biatko PEN2 jest ewolucyjnie stary i szeroko
zakonserwowany wsrdd gatunkéw kapustowatych oraz, ze podstawienie glukozynolanéw indolowych

W pozycji 4 moze mie¢ istotne znaczenie w odpowiedzi odpornosciowej [189].

1.4.1.6. Mechanizmy dzialania glukozynolanéw

Funkcja glukozynolanow najcze$ciej wigzana jest z wiasciwosciami antybiotycznymi
izotiocyjaniandw, co obserwowano w badaniach aktywno$ci biologicznej tych zwiazkéw
w warunkach in vitro. Izotiocyjaniany alifatyczne maja dziatanie antybiotyczne przeciwko licznym
bakteriom [190], jak rowniez zdolno$¢ do hamowania wzrostu patogendéw grzybowych, takich jak
Fusarium oxysporum [191], Alternaria brassicicola [192], czy S. sclerotiorum [68]. Najwicksza
aktywno$¢ antybiotyczng przeciwko S. sclerotiorum wsrod badanych zwigzkow stwierdzono dla
izotiocyjanianu pochodzacego od 8-metylosulfinylooctyloglukozynolanu [68]. Z kolei RA i I3A
wykazywaly toksyczno$¢ wobec sporow zaadaptowanych i niezaadaptowanych na A. thaliana
szczepOéw P. cucumerina [180]. Jednak mutant cyp81f2, ktory w przeciwienstwie do mutanta pen2 nie
posiadat defektu w biosyntezie RA i I3A [43], charakteryzowal si¢ podobng do pen2, a zwigkszong
w stosunku do typu dzikiego, wrazliwoscia na infekcje P. cucumerina [180]. Sugeruje to, ze pomimo
potencjalnych wiasciwosci antybiotycznych RA i I3A nie pelnig in planta istotnej funkcji
w odpornosci [180].

Whyniki przeprowadzonych dotad eksperymentéw wskazuja, ze produkty hydrolizy
glukozynolanéw charakteryzujg si¢ nie tylko wtasciwosciami antybiotycznymi, ale rowniez mogg by¢
zwigzane z innymi mechanizmami odpowiedzi odpornosciowej. Doswiadczenia na mutantach pen2,
pen3, myb28/29, tggl tgg2 i pen2 pen3 wykazaly potencjalng interakcje pomiedzy metabolizmem
glukozynolanbw a programowang S$miercig komorki, uruchamiang podczas odpowiedzi
odpornosciowej. Mutanty myb28/29 i tggl tgg2 charakteryzowaly si¢ zahamowaniem programowanej
$mierci komoérki po inokulacji roslin niezaadaptowanymi szczepami bakterii P. syringae i maczniaka
rzekomego Hyaloperonospora arabidopsidis [193]. Z kolei mutanty pen2 i pen3 charakteryzowaty sie
defektem w uruchamianiu programowanej $§mierci komorki po rozpoznaniu efektoréw pochodzacych
z nickompatybilnych szczepéow H. arabidopsidis badz P. syringae. W podwdjnym mutancie
pen2 pen3 efekt mutacji byt addytywny, w wyniku czego obserwowano utrat¢ odpornos$ci na

awirulentne w stosunku do typu dzikiego A. thaliana szczepy H. arabidopsidis [194]. Poniewaz
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programowana $mier¢ komorki jest waznym elementem odpornosci ETI, uzyskane wyniki wskazujg
na powigzanie glukozynolanow i produktow ich metabolizmu z odpowiedzig odpornosciowa
indukowang przez efektory.

Przeprowadzone doswiadczenia wskazaty tez, ze mutanty z defektem w szlaku biosyntezy
i metabolizmu 4MI3G (myb51, cyp79b2 cyp79b3, cyp83bl, ugt74bl, cyp81f2 i pen2) charakteryzuja
si¢ mniejszg zdolnoscig do depozycji kalozy w odpowiedzi na wzorzec molekularny flg22 [150].
Na podstawie tych wynikow przypuszcza sig, ze produkty metabolizmu 4MI3G powstajace w szlaku
PEN2 dziataja podczas odpowiedzi PTI jako zwiazki sygnatowe inicjujace biosyntezg tego

wzmacniajacego §ciang komoérkowa polisacharydu.

1.4.2. Fitoaleksyny

1.4.2.1. Struktury chemiczne

Wsréd gatunkéw z rodziny Brassicaceae zidentyfikowano dotad ponad 40 fitoaleksyn
nalezacych do zwiazkow indolowych. Ze wzgledu na ich strukture, przypuszcza sie, ze metabolity te
sa pochodnymi tryptofanu, co wykazano dla czes$ci zwiazkow w badaniach z uzyciem radioaktywnie
znakowanego prekursora [64]. Zwiazki te znaleziono w okoto 30 sposréd ponad 3700 gatunkow
Brassicaceae (w wigkszo$ci w gatunkach z rodzaju Brassica) [64]. W gatunkach Nasturtium officinale
(rukiew wodna), Barbarea vulgaris (gorczycznik pospolity), oraz Barbarea vena (gorczycznik
wiosenny) zidentyfikowano rowniez fitoaleksyny fenolowe - nasturleksyny [195].

Znane fitoaleksyny ro$lin z rodziny Brassicaceae podzielono na kilka grup wedhug kryterium
ich struktury [64]. Biorac pod uwage, ze fitoaleksyny badane sa w pojedynczych gatunkach
Brassicaceae, najczgsciej w tych o znaczeniu gospodarczym, nie mozna okre§li¢ jednoznacznie

zasiggu wystepowania tych metabolitow.
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Ryc. 1.8. Wystepowanie wybranych fitoaleksyn zidentyfikowanych w rodzajach
nalezacych do rodziny Brassicaceae

1.4.2.2. Biosynteza

Mimo zidentyfikowanych licznych fitoaleksyn indolowych, dotad niewiele wiadomo
0 szlakach ich biosyntezy i enzymach katalizujacych odpowiednie reakcje oraz o produktach
posrednich. Jednag z nielicznych fitoaleksyn z ro$lin Brassicaceae, dla ktérej znany jest szlak
biosyntezy jest kamaleksyna (3-tiazol-2’-yl-indol) (Ryc. 1.9) — pierwsza zidentyfikowana fitoaleksyna
A. thaliana, ktéra pierwotnie zostala wyizolowana z innego gatunku z rodziny Brassicaceae —
Camelina sativa, a wystgpuje rowniez w innych pokrewnych gatunkach, nalezacych do trybu
Camelineae [189].

Kamaleksyna pierwszy krok szlaku biosyntezy, ktorym jest oksydacyjna dekarboksylacja
tryptofanu, katalizowana przez enzymy CYP79B2 i CYP79B3, dzieli z glukozynolanami indolowymi.
W wyniku tej reakcji powstaje indolilo-3-acetaldoksym [196] (Ryc. 1.9). W kolejnym etapie powstaty
aldoksym jest przeksztalcany w indolilo-3-acetonitryl w reakcji katalizowanej przez enzymy
CYP71A12 i CYP71A13 [197, 198] (Ryc. 1.9). W strukturze kamaleksyny wystepuje pierScien
tiazolowy pochodzacy z glutationu [183]. Reszta glutationu jest wiaczana do struktury kamaleksyny
w reakcji katalizowanej miedzy innymi przez transferazg glutationu GSTF6 [199] (Ryc. 1.9).
Nastepnie y-glutamylopeptydazy (GGP) 1 i 3 [145] i y-glutamylotranspeptydazy (GGT; ang. gamma-
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glutamyltranspeptidase) 1 i 2 usuwaja reszt¢ kwasu glutaminowego z konca N- peptydu [199]. Reszta
glicyny odlaczana jest przez niezidentyfikowane karboksypeptydazy [145] (Ryc. 1.9). Enzymem,
ktory katalizuje dwie ostatnie reakcje w szlaku biosyntezy kamaleksyny jest CYP71B15 (PADS3;

ang. phytoalexin deficient 3) [200] (Ryc. 1.9).
CYP79B2
CYP79B3

indolilo-3-acetaldoksym

MYB34
pYBSS CYP71A12
liRIss CYP71A13 CYP71A12
indolilo-3- . _
. [indolocyjanohydryna]
-acetonitryl
GSTF6 CYP71B6 FOX1
inne GST(?) CYP71B6
. . . i ilo-3- indolilo-3-
WRKY33 indolilo-3-acetonitryl-GS indolilo-3 :
-karbaldehyd karbonylonitryl
GGP1 GGT1
GGP3 GGT2 AAO1 lcvpszcz
indolilo-3-acetonitryl-CysGly  kwas indolilo-3-  4-hydroksy-indolilo-
lkarboksypeptydaza -karboksylowy -3-karbonylonitryl

indolilo-3-acetonitryl-Cys

lCYP71815

kamaleksyna

Ryc. 1.9. Szlak biosyntezy kamaleksyny, kwasoéw indolilo-3-karboksylowych oraz indolilo-3-
karbonylonitryli

Ze szlakiem biosyntezy kamaleksyny wigze si¢ czeSciowo biosynteza kwasu
indolilo-3-karboksylowego i indolilo-3-karbonylonitryli. Produktem po$rednim w biosyntezie tych
pierwszych jest indolilo-3-acetonitryl, ktory podobnie jak w szlaku biosyntezy kamaleksyny, powstaje
z indolilo-3-acetaldoksymu w reakcji katalizowanej przez enzymy CYP71A12 i CYP71A13
(Ryc. 1.9). W testach in vitro pokazano, ze enzym CYP71B6 przeksztatca indolilo-3-acetonitryl
do indolilo-3-karbaldehydu i kwasu indolilo-3-karboksylowego, z kolei enzym AAO1
(ang. Arabidopsis aldehyde oxidase 1) katalizuje reakcje przeksztatcania indolilo-3-karbaldehydu do
kwasu indolilo-3-karboksylowego [201] (Ryc. 1.9). CYP71A12 peli funkcj¢ réwniez w szlaku
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biosyntezy indolilo-3-karbonylonitryli [202], w ktorym kolejne reakcje katalizuja enzymy
FOX1 (ang. flavin-dependent oxidoreductase 1) i CYP82C2 [202] (Ryc. 1.9). Ze wzgledu na szerszy
zasigg wystgpowania pochodnych kwasu indolilo-3-karboksylowego w poréwnaniu do kamaleksyny
przypuszcza sig, ze szlak biosyntezy tych pierwszych jest ewolucyjnie starszy [189].

Prowadzone badania wykazaly, ze prekursorami czesci fitoaleksyn rodziny Brassicaceae sa
glukozynolany indolowe. Doswiadczenia, w ktorych zastosowano znakowany radioaktywnie I3G
pokazaly, ze zwiazek ten moze by¢ substratem w biosyntezie wazaleksyn A i B, metoksybrasseniny
i rapaleksyny A, produkowanych m. in. przez gatunek T. salsuginea [203] (Ryc. 1.8). I3G jest rowniez
prekursorem biosyntetycznie powigzanej z wazaleksynami brassininy, wystepujacej w gatunku
B. rapa [188, 204]. 13G jest aktywowany do biosyntezy brassininy na drodze hydrolizy katalizowanej
przez myrozynazy BABG [188]. Z kolejnymi reakcjami zwigzany jest enzym SURI, ktory bierze
udziat w biosyntezie 13G [188]. W tym szlaku biosyntezy zidentyfikowano tez S-metyltransferaze
DTC-MT (ang. dithiocarbamate S-methyltransferase), ktora jest odpowiedzialna za przeksztatcanie
ditiokarbaminianu (ostatniego produktu posredniego) do brassininy [188]. Zidentyfikowano réwniez
dwie monooksygenazy cytochromu P450 CYP71CR1 i CYP7ICR2, ktore katalizuja reakcje
przeksztalcania brassininy odpowiednio w cyklobrassining i spirobrassining [205]. Pomimo
przynaleznosci do odmiennych klas zwigzkéw brassinina posiada cechy wspdlne w  strukturze
z fitoaleksynami nalezacymi do grupy nasturleksyn (Ryc. 1.8). Dlatego przypuszcza si¢, ze zwiazki te
sa pochodnymi glukozynolanéw benzylowych [195].

1.4.2.3. Regulacja biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-
karboksylowego

Regulacja biosyntezy fitoaleksyn indolowych zostata dotad czesciowo poznana w przypadku
kamaleksyny. W badaniach szlaku biosyntezy tej fitoaleksyny wykazano, ze jej akumulacja jest
zalezna od kaskady kinaz MAPK3/MAPKG6, ktora reguluje transkrypcje gendéw kodujacych
odpowiednie enzymy szlaku biosyntezy kamaleksyny [206]. Pomimo dos$¢ szerokiej wiedzy
dotyczacej szlaku biosyntezy kamaleksyny, niewiele wiadomo o czynnikach transkrypcyjnych
pemiagcych funkcje regulujace ten szlak. Wykazano dotad, ze czynnik transkrypcyjny WRKY33
przylacza sie do promotora genéw CYP71A13 i CYP71B15, wptywajgc tym samym na aktywacje
szlaku biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-karboksylowego (Ryc. 1.9). Pewne jest jednak, ze
nie jest to jedyny regulator wplywajacy na biosynteze tej fitoaleksyny, poniewaz defekt w jego
biosyntezie powodowatl zmniejszong akumulacje¢ kamaleksyny jedynie w poczatkowej fazie infekcji
[207]. Poniewaz kamaleksyna i kwas indolilo-3-karboksylowy dziela pierwszy krok biosyntezy
z glukozynolanami indolowymi, przypuszczano, ze czynniki transkrypcyjne MYB34, MYB51
i MYB122, pehiace funkcje w regulacji biosyntezy tych zwigzkow, moga odgrywaé podobna rolg

W biosyntezie fitoaleksyn. Stwierdzono, ze czynniki MYB maja wplyw jedynie na biosynteze
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indolilo-3-acetaldoksymu, ktory jest wspolnym prekursorem wszystkich produktow metabolizmu
tryptofanu, nie wykazano jednak wplywu tych czynnikéw transkrypcyjnych na kolejne etapy
biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-karboksylowego [208] (Ryc. 1.9).

1.4.2.4. Funkcja fitoaleksyn indolowych w odpornosci

Jedyng fitoaleksyna Brassicaceae, dla ktorej dotad jednoznacznie udowodniono funkcje
w odpowiedzi odpornos$ciowej jest kamaleksyna. Co ciekawe, funkcja kamaleksyny w odpornosci
przeciwko patogenom nie dotyczy wszystkich mikroorganizméw. W badaniach z uzyciem mutanta
pad3 z defektem w biosyntezie kamaleksyny wykazano, ze ten zwigzek nie ogranicza wzrostu
wirulentnych szczepow bakterii P. syringae [209], ale z drugiej strony mutant pad3 charakteryzowat
si¢ wicksza podatnoscia na zakazenia B. cinerea i A. brassicicola [197, 210]. Podwdjny mutant
pen2 pad3 wykazywal zwigkszona wrazliwo$¢ na zaadaptowane, jak i na niezaadaptowane szczepy
P. cucumerina [180]. Co wigcej, fenotypy pojedynczych i podwdjnego mutanta pen2 pad3 po infekcji
wykazaly, ze podczas gdy metabolizm glukozynolanow indolowych zwigzany jest z kontrola
penetracji patogendéw do komorek epidermy, kamaleksyna hamuje dalszy rozwoj mikroorganizmow
patogennych i ich rozprzestrzenianie si¢ w innych komorkach [43, 177]. Wskazuje to, ze pomimo
wspolnego prekursora i poczatkowej czesci szlaku biosyntezy, glukozynolany indolowe i kamaleksyna
odgrywaja role w odpowiedzi odpornosciowej na innych etapach rozwoju mikroorganizmu
patogennego, pelnigc funkcje odpowiednio w odpornosci przed- i poinwazyjnej [43, 175]. Jeszcze
wigkszy niz w mutancie pen2 pad3 defekt w odpornosci poinwazyjnej obserwowano w podwojnym
mutancie A. thaliana cyp79b2 cyp79b3. Wieksza wrazliwos¢ tej linii wykazano po infekcji przez
zaadaptowane i niezaadaptowane szczepy P. cucumerina [180], czy Phytophthora brassicae [177].
Poniewaz mutant cyp79b2 cyp79b3 charakteryzuje si¢ duzo silniejszym fenotypem niz mutant
pen2 pad3, mozna przypuszczaé, ze oprocz kamaleksyny muszag w A. thaliana wystgpowaé inne
pochodne tryptofanu petnigce funkcje w odpornosci poinwazyjnej. Mozliwe, ze funkcje ta peinia
pochodne kwasu indolilo-3-karboksylowego oraz indolilo-3-karbonylonitryle. Funkcja pochodnych
kwasu indolilo-3-karboksylowego w odporno$ci nie zostata dotad poznana ze wzgledu na brak
specyficznych mutantow z defektem w ich biosyntezie. W przypadku indolilo-3-karbonylonitryli
mozliwe bylo uzyskanie mutanta cyp82c2, ktory charakteryzowal si¢ defektem w biosyntezie
4-hydroksy-indolilo-3-karboknylonitrylu  (4-OH-ICN) [202]. Linia ta byla bardziej wrazliwa
w porownaniu do typu dzikiego A. thaliana na zakazenia szczepem P. syringae pv. tomato DC3000.
Ponadto, mutant cyp82c2 wykazywal zwickszong wrazliwo$¢ na patogeny nekrotroficzne
A. brassicicola i B. cinerea, ale nie na patogen biotroficzny Golovinomyces orontii, co moze
$wiadczy¢ o potencjalnej funkcji 4-OH-ICN w odpowiedzi odpornosciowej [202].

Jak dotad wiedza dotyczaca aktywnosci biologicznej i mechanizmoéw dziatania fitoaleksyn

Brassicaceae jest bardzo ograniczona. Wydaje sig, ze fitoaleksyny moga dziata¢ na btony komérkowe
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patogenéw lub jako inhibitory proceséw oddychania [211]. Fitoaleksyna, dla ktorej wykazano
dziatanie toksyczne na btony komoérkowe jest kamaleksyna [212]. W badaniach in vitro wykazano
dziatanie toksyczne kamaleksyny przeciwko niezaadaptowanym i zaadaptowanym na A. thaliana
szczepom P. cucumerina [180], a takze przeciwko A. brassicicola i P. syringae pv. maculicola [212,
213]. Drziatanie antybiotyczne in vitro wobec patogenow A. brassicicola i B. cinerea zblizone do

kamaleksyny wykazano roéwniez dla 4-OH-ICN [202].

1.4.4. Metabolity szlaku fenylopropanoidowego

Fenylopropanoidy stanowia klase zwiazkéw fenolowych, pochodzacych od aminokwasu
aromatycznego fenyloalaniny. Zwigzki te wystepuja powszechnie w catym krélestwie ro$lin, ale
poszczegdlne metabolity z tej klasy sa charakterystyczne dla mniejszych grup filogenetycznych.
Zwiazki fenylopropanoidowe mozna podzieli¢ na kilka gtownych grup: ligniny i lignany, flawonoidy,
stilbeny, kumaryny oraz kwasy hydroksycynamonowe.

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze gatuneck modelowy A. thaliana produkuje szereg
pochodnych szlaku fenylopropanoidowego, wsrdd ktorych wystepuja zarowno metabolity
cytoplazmatyczne, jak i wchodzace w sktad Sciany komorkowej [214]. Wsérod fenylopropanoidow
A. thaliana zidentyfikowano zwigzki nalezace do grupy flawonoidéw [215] oraz pochodnych kwasow
hydroksycynamonowych, wsrod ktorych wyréznia si¢ glukozydy monolignoli, kumaryny,
czy pochodne kwasu synapinowego [214-217]. Wystepowanie fenylopropanoidéw w A. thaliana jest
organospecyficzne — w lisSciach gtownymi zwigzkami sg glikozydy flawonoli i estry kwasu
synapinowego, z kolei w korzeniach — glukozydy monolignoli (koniferyna i syringina) oraz kumaryny
(skopolina) [218].

1.4.4.1. Biosynteza fenylopropanoidow

Kilka pierwszych reakcji w szlaku fenylopropanoidowym jest wspdlnych dla wszystkich
rodzajow zwiazkdéw powstajacych w tym szlaku metabolicznym i nazywa si¢ je centralnym szlakiem
fenylopropanoidowym (Ryc. 1.10). Pierwszym etapem w metabolizmie fenylopropanoidow jest
deaminacja fenyloalaniny z utworzeniem kwasu trans-cynamonowego, Katalizowana przez
amoniakoliaze fenyloalaniny (PAL; ang. phenylalanine ammonia lyase) (Ryc. 1.10). Ro$liny mogg
posiada¢ kilka izoform tego enzymu, przyktadowo A. thaliana posiada cztery funkcjonalne izoformy
PAL (1-4) [219]. W kolejnym etapie powstaly kwas trans-cynamonowy jest przeksztalcany przez
hydroksylaze kwasu cynamonowego (C4H; ang. cinnamate 4-hydrolase) do kwasu p-kumarowego
(Ryc. 1.10). W nastgpnej reakcji katalizowanej przez ligaze p-kumaroilo-koenzymu A (4CL;
ang. 4-coumarate:coenzyme A ligase) powstaje p-kumaroilo-koenzym A (Ryc. 1.10). Rola enzymow

4CL w metabolizmie wtornym jest niezwykle istotna ze wzgledu na produkt ich reakcji —
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p-kumaroilo-koenzym A, ktory jest substratem we wszystkich dalszych reakcjach szlaku
fenylopropanoidowego [220]. Metabolit ten jest nastgpnie przekierowywany do szlaku biosyntezy
pochodnych kwasow hydroksycynamonowych Iub flawonoidow (Ryc. 1.10) i bierze udziat
w reakcjach katalizowanych odpowiednio przez reduktaze cynamoilo-koenzymu A (CCR;
ang. cinnamoyl-coenzyme A reductase) i hydroksycynamoilo transferaze (HCT;
ang. hydroxycinnamoyl-transferase) lub syntaze¢ chalkonowa (CHS; ang. chalcone synthase).
Podobnie jak w przypadku PAL, A. thaliana posiada rowniez cztery izoformy enzymu 4CL (1-4)
[221]. 4CL1 i 4CL2 przypisuje si¢ funkcj¢ zwigzang z biosyntezg lignin [222], a 4CL4 zwigzany jest
najprawdopodobniej ze szlakiem kwasu ferulowego i synapinowego [221]. Z kolei 4CL3 wigze sie

Z biosynteza flawonoidow [222].
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Ryc. 1.10. Uproszczony schemat biosyntezy metabolitow nalezacych do szlaku
fenylopropanoidowego, z zaznaczonymi enzymami katalizujagcymi reakcje tzw. centralnego
szlaku fenylopropanoidowego; strzalkami przerywanymi oznaczono kilkuetapowe czgsci
szlaku
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1.4.4.3. Funkcja fenylopropanoidow w odpornosci

Wsrod pochodnych fenylopropanoidowych badanych dotad w kontekscie potencjalnej funkcji
w odpornosci A. thaliana wystgpuje grupa pochodnych kwasow hydroksycynamonowych
oraz flawonoidy. Wsréd pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych  zidentyfikowanych
w A. thaliana obserwowano zaréwno takie, ktorych akumulacja byla indukowana po infekcji
patogenami — wchodzace w sktad Sciany komorkowej pochodne benzoesowe i cynamonowe [214,
223] lub takie, ktorych ilo$¢ zmniejszata si¢ w odpowiedzi na infekcje, np. jablczan kwasu
synapinowego W lisciach [215], czy koniferyna, syringina i skopolina w korzeniach [218, 224].
Przypuszcza si¢, ze trzy ostatnie zwiazki pelnig funkcje prekursoréw metabolitow istotnych
w odpowiedzi odpornosciowej, takich jak ligniny stanowigce barier¢ fizyczng oraz skopoletyna,
bedaca fitoaleksyng [224]. W A.thaliana zidentyfikowano réwniez pochodne kwaséw
hydroksycynamonowych i poliamin, takie jak: p-kumaroiloagmatyna, feruloiloagmatyna,
p-kumaroiloputrescyna i feruloiloputrescyna, ktore charakteryzowaty sie zwigkszong akumulacja po
infekcji lisci rzodkiewnika przez nekrotroficzny patogen grzybowy A. brassicicola [216].
W przeciwienstwie do pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych biosynteza flawonoidow
w lisciach A. thaliana infekowanych patogenem bakteryjnym P. syringae pv. tomato DC3000 nie
zmieniala si¢ [215].

Funkcje wybranych pochodnych fenylopropanoidowych w odpornosci A. thaliana badano
dzigki dostgpnosci mutantow z defektami w biosyntezie poszczegdlnych metabolitow. Jednym
z takich mutantow byt fahl, ktory nie posiada hydrolazy kwasu ferulowego, niezbednej w biosyntezie
kwasu synapinowego [225]. Wykazano, ze odporno$¢ A. thaliana na infekcje B. cinerea moze by¢
zwigkszona przez promieniowanie UV-B, aefekt ten jest zalezny od obecnosci nieuszkodzonego
allelu FAH1 [225]. W A. thaliana zidentyfikowano réwniez gen kodujacy enzym kumaroilotransferaze
agmatyny (ACT), zwigzany z biosynteza pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych i poliamin.
Wygenerowany mutant A. thaliana act charakteryzowat si¢ znacznie wigksza wrazliwoscig na infekcje
przez A. brassicicola w porownaniu do typu dzikiego, co pokazato, ze te pochodne kwasow
hydroksycynamonowych moga petni¢ funkcj¢ w odpowiedzi odporno$ciowej rzodkiewnika [216].
Wsréd mutantow rzodkiewnika z defektami w biosyntezie pochodnych fenylopropanoidowych
wyizolowano takze linie z defektami w szlaku biosyntezy fenylopropanoidow: tt (ang. transparent
testa) oraz ref (ang. reduced epidermal fluorescence). Mutant tt4, ktory nie posiada funkcjonalnej
syntazy chalkonowej — enzymu Kkatalizujgcego pierwszy etap Dbiosyntezy flawonoidow,
charakteryzowat si¢ zaburzeniami we wzroscie, rozwoju, czy odpowiedzi na stres oksydacyjny [226-
228], ale nie wykazano dotad zmian w fenotypie tego mutanta pod wzgledem odpowiedzi

odpornosciowej przeciwko patogenom [215]. Rowniez w przypadku linii ref3 z mutacjami w genie

48



C4H, zaburzajacymi funkcje tego enzymu, obserwowano jedynie anomalie zwigzane ze wzrostem
i rozwojem rosliny (m. in. kartowatos$¢ i sterylno$¢ osobnikéw meskich) [229].

Dzigki przeprowadzonym dotad licznym badaniom dotyczacym szlaku fenylopropanoidowego
w A. thaliana poszerzono wiedz¢ dotyczacg m. in. biosyntezy lignin [230], czy szlaku biosyntezy
flawonoidéw [231]. Doswiadczenia z A. thaliana wykazaly réwniez funkcje fenylopropanoidow
w odpornosci na stresy abiotyczne, takie jak promieniowanie UVB [232], czy susza [233]. Jednak
niewiele wykonanych dotad badan wskazuje na istotng role tych metabolitow w odpornosci
rzodkiewnika na mikroorganizmy patogenne. By¢ moze zwiazki te nie pelnig w A. thaliana tak waznej

roli jak glukozynolany, czy fitoaleksyny indolowe.
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Il. CEL PRACY

Celem pracy doktorskiej byla charakterystyka zmian zachodzacych w szlakach
metabolicznych zwigzanych z odpowiedzia odpornosciowa gatunkéw z rodziny Brassicaceae.
Do realizacji eksperymentdw wybrano pie¢ gatunkow krzyzowych, wsrod ktorych wystepowat
gatunek modelowy A.thaliana oraz cztery inne gatunki — C. rubella, C. hirsuta, T. salsuginea
i A. alpina (Ryc. 1.4). Wybrane ro$liny nalezg do grupy 19 gatunkow Brassicaceae, dla ktorych
poznano pelne sekwencje genomowe, co pozwala na ich badanie nie tylko na poziomie metabolomu,
ale rowniez na poziomie genomu i transkryptomu. Ponadto, wybrane gatunki s3 w ré6znym stopniu
spokrewnione z A. thaliana i pokrywaja wicksza cze$¢ drzewa filogenetycznego roslin Brassicaceae
0 znanym genomie (Ryc. 1.4). Patogenem, ktorego uzyto do inokulacji roslin byt gatunek grzyba
nekrotroficznego P. cucumerina, dla ktérego wykazano wcze$niej zdolnos¢ do infekcji zaréwno
A. thaliana, jak i wielu innych gatunkow roslin. Dowiedziono réwniez, ze P. cucumerina indukuje
w A. thaliana biosynteze metabolitow wtornych pelnigcych funkcje w odpornosci tego gatunku
modelowego. W celu uzyskania pehiejszego obrazu zmian zachodzacych w metabolizmie wtérnym
roslin podczas odpowiedzi odpornos$ciowej, oprocz patogenu w dos§wiadczeniach uzyty zostat wzorzec
molekularny zwigzany z mikroorganizmem, ktorym byt flg22. Ten 22-aminokwasowy peptyd zostat
dotad bardzo dobrze scharakteryzowany w kontek$cie uruchamiania odpowiedzi odpornosciowej
A. thaliana.

Cel pracy mial by¢ osiggniety poprzez wykonanie analiz metabolomu, transkryptomu
i genomu wybranych gatunkow Brassicaceae. W wykonanych eksperymentach przeprowadzono
analize niecelowang metabolomu, w ktorej poszukiwane byly metabolity charakteryzujace sie
zwigkszong akumulacja po inokulacji patogenem lub w odpowiedzi na MAMP. Pozwolilo to na
okreslenie filogenetycznego zasiegu wystepowania badanych zwiazkdéw oraz poréwnanie zmian w ich
akumulacji pod wptywem dwodch réznych czynnikéw biotycznych. W ramach pracy dokonano
identyfikacji w genomach badanych gatunkow potencjalnych ortologéw oraz dalszych homologow
genow zwigzanych z metabolizmem wtornym tryptofanu oraz fenyloalaniny w A. thaliana. Dla
wybranych podczas analiz filogenetycznych genéw wykonano analizy RT-QPCR, ktore pozwolity
okreslic wptyw badanych czynnikow biotycznych na ekspresje tych genow. W kolejnym kroku
pozwolito to na cze¢sciowa korelacj¢ zmian zachodzacych na poziomie transkryptomu i metabolomu.

Identyfikacja nowych zwigzkow peliacych funkcje w odpowiedzi odpornosciowej
oraz poznanie ich szlakow biosyntezy moze prowadzi¢ do poszerzenia wiedzy o ukladzie
odpornosciowym ro§lin oraz by¢ podstawa do dalszych badan majacych na celu okreslenie
mechanizmu dziatania tych metabolitbw w odpowiedzi odpornosciowej. Ze wzgledu na to, ze
w rodzinie Brassicaceae wystepuja liczne gatunki uprawne, informacje uzyskane w badaniach
Z zastosowaniem gatunkéw modelowych mogg mie¢ znaczenie w badaniach roslin o znaczeniu

gospodarczym.
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I1l. MATERIALY I METODY

3.1. Stosowane odczynniki

Rozpuszczalniki uzywane do ekstrakcji metabolitow, izolacji kwasow nukleinowych oraz do analiz

chromatograficznych:

e acetonitryl (czystos¢ LC/MS): VWR, Prolabo Chemicals, Francja
o dimetylosulfotlenek (DMSO): BioShop, Kanada

e chloroform (czysto§¢ CZDA): POCH, Polska

e izopropanol (czysto§¢ CZDA): POCH, Polska

e ctanol 96% (czystos¢ CZDA): POCH, Polska

o woda dejonizowana w systemie Mili-Q Plus: Milipore, USA

¢ woda destylowana, autoklawowana o pH 8,7 (izolacja genomowego DNA)

Odczynniki do izolacji RNA, DNA, odwrotnej transkrypcji, real-time PCR i elektroforezy:

kit do izolacji catkowitego RNA RNeasy Plant Mini Kit: Qiagen, Niemcy

e B-merkaptoetanol: Fluka, Szwajcaria

o DNaza | (RNase-Free DNase): Qiagen, Niemcy

o zestaw do odwrotnej transkrypcji Omniscript RT kit: Qiagen, Niemcy

e inhibitor rybonukleaz (do odwrotnej transkrypcji) RNasin Plus RNase Inhibitor: Promega,
USA

e Tris: BioShop, Kanada

e chlorek sodu (NaCl): CHEMPUR, Polska

e kwas wersenowy (EDTA): BioShop, Kanada

e dodecylosiarczan sodu (SDS): BioShop, Kanada

e kwas octowy: CHEMPUR, Polska

e kwas solny (HCI): POCH, Polska

e zestaw do real-time PCR iTag™ Universal SYBR Green Supermix: Bio-Rad, USA

Pozostate odczynniki:

o kwas mrowkowy: Sigma-Aldrich, Polska — do analiz UPLC-UV i UPLC-MS
e pozywka PDA (ang. potato dextrose agar)

e pozywka MS (Muraschige & Skoog): Sigma, Polska

e jednowodny kwas 4-morfolinoetylosulfonowy (MES): MP Biomedicals, USA
e sacharoza (czystos¢ CZDA): POCH, Polska
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e podchloryn sodu: POCH, Polska
o wodorotlenek sodu (NaOH): CHEMPUR, Polska
o wodorotlenek potasu (KOH): CHEMPUR, Polska

Standardy wykorzystywane podczas analiz UPLC-UV i UPLC-MS:

e tryptofan, tyrozyna: Sigma-Aldrich, Polska

o 4-metoksy-indolilo-3-metyloglukozynolan ~ (4MI3G) -  otrzymany od Bednarka
i wspotpracownikow [43]

e kamaleksyna — otrzymany od Bednarka i wspotpracownikow [43]

o kwas raphanusamowy: Fluka, Szwajcaria

o kwas indolilo-3-karboksylowy: Sigma-Aldrich, Polska

3.2. Przebieg eksperymentow

W ZIEMI W WARUNKACH IN VITRO

U U

INOKULACJA PATOGENEM TRAKTOWANIE MAMP
(P. CUCUMERINA) (FLG22)

U L1

[ HODOWLA ROSLIN 1 [ HODOWLA ROSLIN ‘]

[ ZBIOR LISCI ] [ ZBIOR LISCI/SIEWEK ]
IZOLACJIA IzOLACJIA EKSTRAKCJA
GENOMOWEGO DNA CALKOWITEGO RNA METABOLITOW
ANALIZA ANALIZA ANALIZA ANALIZA
REAL-TIME PCR REAL-TIME PCR UPLC-UV UPLC-MS
Z ODWROTNA
TRANSKRYPCJA
[ ANALIZA DANYCH ] [ ANALIZA DANYCH ] [ ANALIZA DANYCH ]
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1)
2)

3)
4)

5)
6)

1)

2)

3)

4)

3.2.1. Hodowla roslin w ziemi i inokulacja sporami P. cucumerina

Do przeprowadzenia eksperymentoéw uzyto nastepujacych nasion:

A. thaliana — ekotyp Columbia-0,

C. rubella — ekotyp Monte Gargano, numer w zasobach NASC (ang. Nottingham Arabidopsis
Stock Center): N22697,

C. hirsuta — ekotyp Oxford, nasiona otrzymane od grupy prof. M. Tsiantisa [128],

T. salsuginea — ekotyp Shandong, numer w zasobach NASC: N22504,

A. alpina — ekotyp Pajares, nasiona otrzymane od grupy prof. G. Couplanda [130],

podwoéjny mutant A. thaliana cyp79b2 cyp79b3, uzyskany od Zhao i wspotpracownikow
[234].

Hodowla roslin przebiegata wedtug kolejnych etapow:

nasiona wybranych gatunkow wysiane do doniczek z ziemig — umieszczone na 7 dni
w ciemnosci, w 5°C, w celu wernalizacji nasion niezbgdnej w przypadku A. alpina,

doniczki z nasionami przeniesione do komory hodowlanej, w warunkach statej temperatury
i wilgotnosci powietrza (22°C, wilgotnos¢ 60%) oraz w kontrolowanych warunkach
naswietlania (10/14h dziefi/noc); odpowiednia wilgotnos¢ podioza byta utrzymywana przez
podlewanie woda,

dwutygodniowe siewki byly pojedynczo przenoszone do krazkow torfowych Jiffy-7
0 $rednicy 44 mm (Jiffy, Niemcy) nawilzonych woda z 0,1% (v/v) nawozem Wuxal®
(Kazgod, Polska); odpowiednia wilgotno$¢ podloza byta utrzymywana przez podlewanie
woda,

rosliny wzrastalty przez kolejne 2-3 tygodnie w komorze hodowlanej, w warunkach jak

w punkcie 2.

Jako patogen uzyto dwoch szczepoéw grzyba nekrotroficznego Plectosphaerella cucumerina

BMM i 2127 (zaadaptowany i niezaadaptowany na A. thaliana), otrzymanych od grupy prof. Moliny

[180]. Roztwoér wodny sporéw obydwu szczepdw przygotowano poprzez wyplukiwanie sporéw

z grzybni hodowanych na podtozu PDA przy uzyciu plastikowych glaszczek laboratoryjnych. Stezenie

sporé6w bylo wyznaczone przy uzyciu komory zliczeniowej Biirkera, a otrzymany roztwor byt

rozcienczony do stezenia 1,25%10% sporéw/ml i przechowywany w 20% roztworze glicerolu

w temp. -80°C.

4 — 5 tygodniowe rosliny byly spryskiwane roztworem spordw otrzymanym przez

rozcienczenie 1ml sporéw o stezeniu 1,25%10% sporéw/ml w 24 ml wody dejonizowanej, do

otrzymania 25 ml roztworu sporéw o ostatecznym stezeniu 5 * 10° sporow/ml. Rownolegle rosliny
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kontrolne byly spryskane 25 ml wody dejonizowanej. Spryskane rosliny umieszczono w zamknigtych
pojemnikach z przezroczystym wieczkiem w celu utrzymania wilgotno$ci, w temperaturze pokojowe;j
1 przy naturalnym oswietleniu.

Zbierano trzy niezalezne proby po 24 (do ekstrakcji catkowitego RNA), 48 i 72 godzinach
(do ekstrakcji metabolitow) oraz po 5 dniach (do ekstrakcji genomowego DNA) od inokulacji. Na
kazdg probe sktadaty si¢ liscie, ktorych masa sumaryczna wynosita 50 — 70 mg (do ekstrakcji
genomowego DNA i catkowitego RNA) lub 100 — 200 mg (do ekstrakcji metabolitow) §wiezej masy.
W kazdej probie znajdowaty sie¢ licie zrywane z réznych roslin w celu zminimalizowania wptywu
zmienno$ci biologicznej. Proby natychmiast po zebraniu byly zamrozone w cieklym azocie
i przechowywane pézniej w temperaturze -80°C, przed eckstrakcja byly ponownie umieszczane

w cieklym azocie.

3.2.2. Hodowla ros$lin w warunkach in vitro i traktowanie wzorcem
molekularnym flg22

Do hodowli roslin w warunkach in vitro uzyto tych samych nasion roslin, co w przypadku
hodowli prowadzonej w ziemi. Hodowla w warunkach in vitro byta przygotowywana pod komora

Z laminarnym przeptywem powietrza w warunkach sterylnych w nastepujacy sposob:

1) sterylizacja nasion wybranych gatunkow: plukanie 30 sek. w 70% etanolu, ptukanie 7 min
w 1% roztworze podchlorynu sodu, ptukanie w autoklawowanej wodzie dejonizowanej 1 min

2) przeniesienie sterylnych, wysuszonych nasion do ptytek 24-dotkowych (ok. 6 — 8 nasion
W jednym dotku) z 1,5 ml pozywki MS z 0,5% dodatkiem sacharozy i odczynnika MES,
0 pH 5,7 (ustalone przy uzyciu 1M roztworu KOH)

Zamknigte sterylnie ptytki byly umieszczone w lodowce w 4°C przez 7 dni, po tym
przeniesione do komory hodowlanej (temp. 23°C, naswietlanie 16/8h dzien/noc, bez kontroli
wilgotnosci) na 13 dni.

Jako wzorzec molekularny zwigzany z mikroorganizmem zastosowany zostat flg22 —
22-aminokwasowy peptyd, stanowigcy fragment bakteryjnego biatka flagelliny, otrzymany
z Departamentu Plant — Microbe Interactions Instytutu Maxa Plancka w Kolonii. 15 pl roztworu flg22
0 stezeniu 10 mM dodawano do ptynnej pozywki, w ktdrej prowadzono hodowle roslin, do uzyskania
ostatecznego stezenia 1 uM flg22 w kazdym dotku plytki hodowlanej. Do dolkéw z roslinami
stanowigcymi probe kontrolng dodano takg samag objeto$¢ wody dejonizowanej. Po 24 godzinach od
traktowania flg22 zbierane byly trzy niezalezne proby. Na kazdg z nich sktadaty si¢ cate siewki z kilku
dotkow, ktorych masa sumaryczna wynosita 100 — 200 mg ($wiezej masy). Proby tuz po zebraniu byty
zamrozone w ciekltym azocie i przechowywane p6zniej w temperaturze -80°C. Przed ekstrakcjg proby

byly ponownie umieszczone w ciektym azocie.
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3.2.3. Ekstrakcja metabolitow

Proby zamrozone w cieklym azocie byly poddawane homogenizacji przy uzyciu mtynka
kulowego firmy Retch. Homogenizacja byta prowadzona 2 x 30 sekund z czestotliwoscia wytrzasania
30 Hz. Rozpuszczalnikiem ekstraktu byt 100% DMSO, dodawany w proporcji 2,5 ul DMSO na 1 mg
swiezej masy proby. Po homogenizacji proby bylty wirowane 20 min, w temperaturze 4°C,
z predkoscig 15000 obrotéw na minutg (RPM; ang. revolutions per minute). Otrzymany supernatant

byt nastgpnie uzyty w analizach chromatograficznych.

3.2.4. Analizy ultrasprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
fotodiodowym i spektrometrem masowym

Analizy chromatograficzne byty przeprowadzone przy uzyciu aparatu Acquity do
ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC), z detektorem fotodiodowym PDA (ang. photodiode-
array detector) (UPLC-UV) i dodatkowo z detektorem fluorescencyjnym (Waters, USA). Analizy

chromatograficzne byty prowadzone w warunkach rozdziatu opisanych w Tabelach 3.1 1 3.2.

Tabela 3.1. Warunki rozdziatu chromatograficznego

Chromatograf cieczowy Acquity (Waters)

Wprowadzanie proby automatyczna komora nastrzyku
Kolumna Acquity UPLC HSS T3

Wymiary kolumny 2,1 x 150 mm, $rednica ziarna 1,8 pm
Temperatura kolumny 22°C

Objetos¢ nastrzyku 10 ul

Przeptyw 0,350 ml/min

Faze ruchoma stanowily rozpuszczalniki:

o faza A- 99,9% woda/ 0,1% kwas mrowkowy (v/v)
o faza B- 98% acetonitryl/ 1,9% woda/ 0,1% kwas mrowkowy (v/v)
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Tabela 3.2. Stosowany gradient rozpuszczalnikoéw w rozdziale chromatograficznym

Czas[min] % A % B
0 100 0
0,5 100 0
22 75 25
29 20 80
30 0 100
35 0 100
36-55 100 0

Analizy chromatograficzne prowadzone w uktadzie Acquity byly sprz¢zone dodatkowo

ze spektrometrem masowym (UPLC-MS) micrOToF-Q Il (Bruker Daltonics, Niemcy) z hybrydowym

analizatorem typu kwadrupol — analizator czasu przelotu. Rozdziat prowadzony byt w tych samych

warunkach, jak w przypadku analiz UPLC-UV. Widma masowe MS zarejestrowano w trybie jonow

dodatnich i ujemnych. Dla wybranych prob przeprowadzono analizy CID (ang. Collision Induced

Dissociation) MS/MS i zarejestrowano widma fragmentacyjne MS? w trybie jonéw dodatnich

i uyjemnych. Wysoka rozdzielczo$§¢ aparatu pozwolita na okre§lenie doktadnych mas czgsteczek

protonowanych i deprotonowanych [M+H]*/ [M-H] z btgdem ponizej 5 ppm. Parametry dzialania

spektrometru masowego opisano w Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Parametry uktadu micrOToF-Q Il

Zrédlo jonow
Analizator

Napiecie w Zrédle jonow
Temp. w zrodle

Gaz nebulizujacy
Przeplyw gazu suszacego
Gaz kolizyjny

Energia kolizji

ISCID

Rozdzielczo$¢ ukladu

Zakres rejestrowanych mas

Kalibracja aparatu

ESI (elektrorozpraszanie)
Qg-ToF

+/- 4,5 kV

220°C

azot 0,4 bara (bezposredni nastrzyk)
41/min (bezposredni nastrzyk)
argon

20-30eV

SeVv

15 000 FWHM (przy 200 m/z)
100 — 1000 m/z

wewnetrzna i zewngtrzna - Klastrami
mréwczanu sodu
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3.2.5. Analiza danych i identyfikacja metabolitow

Dane uzyskane w analizach UPLC-UV byly analizowane przy uzyciu oprogramowania
Empower 3.0 (Waters, USA). Dane uzyskane w analizach chromatograficznych sprzezonych
z detektorem masowym byly procesowane przy pomocy programu Data Analysis 4.0 (Bruker,
Niemcy). Obliczenia statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu Microsoft Office Excel
oraz Prism 5.

Identyfikacja metabolitow byla oparta na poréwnaniu czaséw retencji i widm UV
otrzymanych w analizach chromatograficznych z danymi uzyskanymi dla dostgpnych standardow.
Identyfikacja potencjalnych struktur poszczegélnych metabolitow opierata si¢ na analizie masowych
widm fragmentacyjnych oraz na informacjach dostepnych w literaturze i bazach danych, wsrdd

ktorych korzystano z baz:

1) KNApSACcK: http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html,
2) ChEBI: https://www.ebi.ac.uk/chebil/,
3) METLIN: http://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage.

3.2.6. I1zolacja genomowego DNA i analiza real-time PCR (qPCR)

Genomowe DNA bylo izolowane z liSci wybranych gatunkow zmodyfikowana metoda

Edwardsa. 1zolacja przebiegata wedtug kolejnych etapow:

1) homogenizacja materiatu roslinnego z uzyciem minittuczkéw (Eppendorf, ) w 300 pl buforu
Edwardsa:
o 200 mM Tris/HCI pH 7,5
o 250 mM NaCl
o 25mMEDTA
o 0,5% SDS
2) inkubacja otrzymanego homogenatu 10 min. w temperaturze 65°C z wytrzasaniem 500 rpm,
nastepnie inkubacja 10 min na lodzie,
3) dodanie 200 pl zimnego chloroformu i krotkie wytrzasanie az do potaczenia faz,
4) wirowanie 5 min. w temperaturze 4°C z predkoscia 15 000 rpm,
5) przeniesienie 200 pl supernatantu do nowej probowki i dodanie 200 pl zimnego izopropanolu;
nastepnie delikatne mieszanie przez kilkukrotne odwracanie probowki
6) wirowanie (jak w punkcie 4)
7) zlanie supernatantu i ptukanie otrzymanego osadu w zimnym 70% alkoholu etylowym przez

dodanie 500 ul etanolu, wytrzasanie do momentu oderwania osadu od dna probowki,
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wirowanie 3 min. w temperaturze 4°C z prgdkoscia 15 000 rpm i zlanie etanolu znad osadu;
czynno$¢ powtarzano cztery razy,

8) uzyskany osad pozostawiono w temperaturze pokojowej do catkowitego odparowania resztek
etanolu i nastepnie zawieszono w 50 ul wody destylowanej, autoklawowanej o pH 8,7,

9) stezenie i czystos¢ uzyskanego DNA sprawdzono przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop

(Thermo Scientific, USA).

Genomowe DNA uzyskane z liSci roslin inokulowanych patogenem stuzylo jako matryca
do ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR lub qPCR), w ktorym oznaczono
wzgledng ilo$¢ grzybowego genu B-tubuliny w zainfekowanej tkance roélinnej. Reakcje
przeprowadzono z uzyciem zestawu do real-time PCR iTaq™ Universal SYBR Green Supermix firmy
BioRad. Do kazdej reakcji dodano odpowiednig objetos¢ roztworu DNA, w ktorej znajdowato sie
100 ng matrycy, specyficzne startery (1 pl kazdy) (Tabela 3.4), objeto$¢ odczynnika Supermix wedtug
zataczonego protokotu oraz woda dejonizowana do objetosci reakcji 20 pl. Genem referencyjnym byta

roslinna aktyna.

Tabela 3.4. Sekwencje starterow uzytych w reakcjach qPCR

Sekwencje starteréw

F CAAGTATGTTCCCCGAGCCGT

B-tubulina
R GAAGAGCTGACCGAAGGGACC
) F  CCGGTATTGTGCTGGATTCT
A. thaliana
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
F  CCGGTATTGTGCTGGATTCT
C. rubella
R AATTTCCCGTTCTGCTGTTG
F  CCGGTATTGTGCTGGATTCT
aktyna C. hirsuta
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
) F  CCGGTATCGTGCTGGATTCT
T. salsuginea
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
) F  CCGGTATTGTGCTGGATTCT
A. alpina
R AATTTCTCGCTCTGCTGTTG

Program gPCR

Wstepna denaturacja 95°C, 3 min
Denaturacja 95°C, 30 sek
Przylaczanie starterow  54°C, 30 sek 35x

Wydluzanie starteréow 72°C, 1 min
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3.2.7. Analiza filogenetyczna i wybor genow do analiz ekspresji

Przeprowadzona analiza filogenetyczna opierata si¢ na wyznaczeniu w badanych gatunkach
potencjalnych ortologéw 1 dalszych homologéw wybranych genéw A. thaliana, zwigzanych
z metabolizmem tryptofanu oraz ortologéw gendéw zwiagzanych ze szlakiem fenylopropanoidowym.
Korzystano z sekwencji gendw A. thaliana dostgpnych w serwisie internetowym Phytozome 12

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#). W zasobach tego serwisu znajdowaly si¢ rowniez

sekwencje genéw C. rubella oraz T. salsuginea. Sekwencje kodujace genow C. hirsuta zostaty
udostepnione przez zespot prof. M. Tsantisa, ktory prowadzit projekt sekwencjonowania genomu
C. hirsuta [128]. W przypadku genomu A. alpina, dost¢pne sg jedynie sekwencje poszczegdlnych
chromosoméw, bez anotowanych genoéw. Sekwencje homologéw z A. alpina byly wyznaczone
poprzez analize poroOwnawcza sekwencji A. thaliana z uzyciem narzedzia BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) zaimplementowanego w programie BioEdit Sequence Alignment Editor
7.2.5. Struktury genow zostaly wyznaczone poprzez analize poréwnawcza z sekwencjami kodujacymi
genow A. thaliana.

Potencjalne ortologi genow A. thaliana w gatunkach C. rubella i T. salsuginea byty
wyszukiwane z uzyciem narzedzia BLAST zaimplementowanego w serwisie Phytozome. Wybodr
gené6w byl oparty na najwigkszym stopniu podobienstwa sekwencji nukleotydowych. W celu
sprawdzenia, czy wybrane geny C. rubella i T. salsuginea sg ortologami poszczegdlnych gendow
A. thaliana przeprowadzono odwrotng analiz¢ BLAST w poréownaniu do genomu A. thaliana.
Potencjalne ortologi w gatunku C. hirsuta zostaly wybrane na podstawie anotacji genomu tego
gatunku udostepnionej przez zespot prof. M. Tsantisa.

Wybrane geny ze wszystkich badanych gatunkow zostaly wykorzystane do przeprowadzenia
analizy filogenetycznej, ktora zostala wykonana na podstawie sekwencji aminokwasowych.
Sekwencje aminokwasowe dla wszystkich gendw uzyskano przez uzycie funkcji translacji sekwencji
nukleotydowych w programie BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5. Sekwencje aminokwasowe
byly nastepnie uzyte w analizie dopasowania wielu sekwencji (MSA; ang. multiple sequence
alignment),  przeprowadzonej z uzyciem narzedzia ClustalW  Multiple  Alignment
zaimplementowanego w programie BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5. Uzyskane dane
postuzyly do wygenerowania drzew filogenetycznych, przeprowadzonego w programie Mega 7.0.14

metoda tzw. najblizszego sasiada (ang. neighbor joining).
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3.2.8. Izolacja calkowitego RNA i analiza real-time PCR z odwrotna
transkrypcja (RT-qPCR)

Izolacja catkowitego RNA =z lisci badanych gatunkéw byta przeprowadzona zgodnie
z procedurg opisang w zestawie RNeasy Plant Mini Kit. Dodatkowo w procedurze uzyto enzymu
DNAza I w celu zapobiegniecia zanieczyszczenia otrzymanego RNA genomowym DNA. Stegzenie
oraz czysto$¢ uzyskanego RNA sprawdzono przy wuzyciu spektrofotometru NanoDrop
(Thermo Scientific, USA). Dodatkowo jako$¢ uzyskanego RNA sprawdzono poprzez rozdziat
elektroforetyczny uzyskanego materialu na zelu agarozowym. Uzyskane catkowite RNA
przechowywano w temperaturze -20°C.

Wykonana analiza real-time PCR z odwrotng transkrypcja pozwolita na sprawdzenie zmian
W ekspresji wybranych genéw po inokulacji patogenem. W celu wykonania analiz ekspres;ji
wybranych genéw wyizolowane catkowite RNA poddane byto reakcji odwrotnej transkrypcji przy
uzyciu zestawu Omniscript RT, wedtug zataczonego protokotu. Dodatkowo, w celu ochrony RNA
zastosowano inhibitor rybonukleaz RNasin Plus RNase Inhibitor. Do kazdej reakcji dodano objgtos¢
RNA, w ktorej znajdowaly si¢ 2 pug matrycy. Reakcja prowadzona byta w objetosci 20 pl. W wyniku
przeprowadzonej reakcji odwrotnej transkrypcji powstat cDNA, ktory po przeprowadzonej reakcji
zostal rozcienczony cztery razy.

Otrzymane ¢cDNA stuzyto jako matryca w reakcji real-time PCR, w ktorej sprawdzono poziom
ekspresji wybranych genow wzgledem genu referencyjnego, ktorym byta aktyna. Reakcje
przeprowadzono z uzyciem zestawu do real-time PCR iTag™ Universal SYBR Green Supermix.
Do kazdej reakcji dodano 1 pl roztworu cDNA i po 1 pl roztworu starteréw specyficznych dla
poszczegdlnych gendw wybranych na podstawie wykonanych analiz filogenetycznych (Tabela 3.5).
Startery byly zaprojektowane manualnie w regionach jak najbardziej specyficznych dla danego genu
i sprawdzane przy uzyciu narzg¢dzia bioinformatycznego OligoAnalyzer

(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) lub projektowane byly automatycznie przy uzyciu narzedzia

bioinformatycznego Primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Reakcje byly prowadzone
w objetosci 20 pl. Do oznaczen ilosciowych otrzymanych wynikow uzyto wartosci wzglednej

ekspresji wygenerowanych przez program Bio-Rad CFX Manager 3.1 (BioRad, USA).
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Tabela 3.5. Sekwencje starterow specyficznych dla badanych genow

Sekwencje starterow

) F CCGGTATTGTGCTGGATTCT
A. thaliana
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
F  CCGGTATTGTGCTGGATTCT
C. rubella
R AATTTCCCGTTCTGCTGTTG
F CCGGTATTGTGCTGGATTCT
aktyna C. hirsuta
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
. F  CCGGTATCGTGCTGGATTCT
T. salsuginea
R AATTTCCCGCTCTGCTGTTG
) F CCGGTATTGTGCTGGATTCT
A. alpina
R AATTTCTCGCTCTGCTGTTG
F AACAAAAAGAAACCGTATCTGCCAC
At4g39950.1
R TCCTAACTTCACGCATGCTATCTC
F AGTGCAAAGAAACCGTCTCTCCCGC
Carubvl0004524 o 10 AACCTCACGCAGGCTATCTC
CVP79R2 F AAAAGAAACTGTCTCTCCCGC
CARHR246750 R TCCTAACTTCACGCATGCTATCTC
Thhalv10024861 F GATAAAAAGAAATTGTCTCTCCCGC
m R TCCTAGCCTCACGCAAGCTATCTC
. F GACAAGAAGAAACTGTCTCTCCCTC
ortolog A. alpina
R TCCTAGCCTCACGCAAGCTATCTC
F CAAGTCAAGTCTCGGAATGTC
At2g22330.1 R GAGGATGCAACTTCTTGTTTCG
F CAAGTCTAGTCCCGGATCGTT
Carubvi0025388 o\ GGATGCAACTTCTTGTTTCT
CVP79R3 F CAAGTCAAGTCTCGGAATGTC
CARHR113560 R GAGGATGTAGCTTCTTGTTTTGTG
F CAAGTCTAGTCCCGGAACGTC
Thhalv10000114 R GAGGATGCATCTTCTTGTATTG
_ F CAAGTCTAGTCCCGAAACGTC
ortolog A-alpina o ¢ ) GGATGCAACTTCTTGTTTTG
F GGCAACAAACCATGTCGTATCAAG
At4g31500.1 R CGTTGACACTCTTCTTCTCTAACCG
F GGCAACAAACCATGTCGTATCAAG
cypa3BL Carubvi0007516 o 1T TTACACTCTTCTTCTCTAACGG
F GTCAACAAACGATGTCGTATCAAG
CARHR034820 R CGGTTGCACTCTTCTTCTCTAA
F GGCAACAAACCATGTCGTATCAAG
Thhalv10004064 s

CGTTGGCACTCTTCTTCTCTAACGG
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ortolog A. alpina

GGCAACAAACCATGTCGTATCAAG
CGTTGGCACTCTTCCTCTCTTACGG

AACTAGACCAACCCAAGTATTACAG

F
R
F
At5g57220.1 R GCTTTTGCCTTTTTCAACACTTCAG
E  AACTTGACCAACCCAAGTATTACAG
CyPaLED CARHR27I010 o GCTTTCGCCTTTTTCAATACTTCAG
F  AACAAGACCAACCCAAGTATTACAG
Thhalv10013359 o o 1 TTGGCCTTTTTCATCACTTCAG
 F  AACAAGACCAACCCGAGTATTACAG
ortolog A alpina o ¢ T TCGCCTTTTTTAACACTTCAG
FE  TCCAAAACTCTGGGAAAACGCAG
At3926830.1 R GCCAATCCCCAATCGAAGAAGT
CYPTIBIS  carbuiooiiszy [ CCOCCAACTACATCCCAGGAA
R GCTCTCCACTCTTCACCGTTG
F  CGAAAGGCATTACATCCCAGGAA
Carubvi0017053 o A CACTCCACTCGTCACCGAAT
F  CAGGATCAACGGTTTCAATGCTAG
At2g30750.1 R ATACTCTTCTCGCTTTCGATTG
CYPTIAL  carbuiogeanse T CACCCTGATACCGCAAGGGAT
R CCAGCCTGTAATCCGCTATCC
E  AGATGTTGATGTTTTCTCTGTGC
Carubvi0023058 o T ACTGGAGGCTGAGGGATCG
A2GI0TTOL F  TGGGATCCGTGGTTTCAATAA
R GAACTTGGAATCCACTGTTCT
CYPTIAR  carubuiogeagia T CACCCTGATACCGCAAGGGAT
R CCAGCCTGTAATCCGCTATCC
E  AGATGTTGATGTTTTCTCTGTGC
Carubvi0024755 o GTACTGGAGGCTGAGGGATCG
F  GCTTGGGCTATTGGACGTAA
Al224180.1 R ACTTCCTCAGTCGCTTTCCA
F  GACGGCGAAGATGGTCAAGTT
Carubvi0023049 o cocTGGGAAAATATCCGCC
F  CAGCAAAATGCTGATCAAGTT
CYPTIBO  Carubvi0023053 o 1 GGAATATATCGGCAGE
F  TGTCAATACATGGGCGATTG
CARHRI8020 o AcTTCcTcAGTCGCTTTCCA
 F  CCGAGATGCTTCCATTTCCAT
ortolog A alpina o 110G AGGAAGACGGTTATG
F  GCTCTTGAGACACCAACTTCAT
CYPTISS  At3g53280.1 R CATCACCGTGGAATGCTGAC
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GGCTTTTATCTTCGACAGAGA

F
Carubvi0018377 o 111G AGTACTTCCTCAGCTCCT
E  AGCTCTTACCCTCGAAAAGGA
Carubvi0018574 o 1TGAGCACTTCCTGAGCTC
FE  CTAACGAGACACCAACCTCA
CARHRIG3IE0 o ATGAAGCCTTGAATGCTGAC
F  CAAGACGGTCGGAGCAAGGTT
Thhalv10010307 o 16 ATGATACCTTCTTGACCAACAC
F  TAAGACGGTCGGAACAGGGTT
Thhalv10010309 o ¢ T TGATACCTTCTTGACCAAC
~ F TCCAAAGAAGGAGCTGAGGA
ortolog A alpina o 6 ) A CAACACTTGGCTCTCG
F  TAGTCGCTGGTGTTGCCTT
Atlg13l101 R GATTCTCCATCTTTCTCTTGCTTG
F  GAAAGAGTCAGCTTTGACGCA
Carubv10015900 o - A ATCGCTGAGCAACTCAAA
F  TGGTTGTGGAGCTTCTGAA
CARHROL3480 o CGTTTTCCTCGTCGATGAAC
CYPTIBT  trratvioograss T CIACCTCACACATGTTTGCGA
R TCATTCTTGTAGCCACCGTCT
FE  CTCTTCTTGAAAAAATCTCCGACC
Thhalv10023132 o A TTCCGAACCGGAGTAGCAT
F  CGATATCCACAAGTGCAAGTT
Thhalv10007439 o oG G ATTAAGATGTTCGTCGAG
 F  CGGATTTCTGGCCAGAACAA
ortolog A-alpina o o T TCCATCTTTCTCATGE
F  GAGAGCAAAGTCGGCTCTTTT
At3926190.1 R GGATCACAAGCTTCAGGTAGTG
CYPTIB2L  caruRiaesy T CCTATCTGCGACCAGTTTGT
R CAGTCTACATACAATACTAGCGGT
F  CGCGACCAGGTTGTTTTCTTA
Thhalv10005677 o ¢ cGGATTTCGAGAGTTTCTTG
F  GCTAACAGCGACCAAATTGTT
At3926200.1 R CTCAGCAGATTTCGAGAGTTT
CYPTIB2  caruriazpa, T COCTTATCATCTCCACACGA
R CATGTCACTCTCCTCTTCTCTAAT
F  TGCCTCCAGATTGTTTACTTAC
Thhalv10004058 o - AGATTTAGTGAGTTTCTTGACG
F  GATTCAGGCGAAATTCGCTTTCT
CYP71B23  At3g26210.1 R

CCACAACATCTGGAGTCTCTAATA



CTCTGAAGCTTCTCAGAAACA

Carubv10019518 GGCCTGAATCTTTTCTGACCT
CGTTTTCCTCGTCGATGAAC

CARHR147240 CGCCTGAATCTTTTCAGACC
GGCTTTGAAGCAATCTCCAG

Thhalv10003650 AACCATCCAAGACCAGCAAC

ortolog A. alpina

AATCACTGGTCAAAGCAAGAGC
CATACCAGCAACGTGAACACA

CCCACAAAAGCTGATTCGTT

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R /15044250.1 R CACCATCACCAATTTCAAGTACTC
F  TGGTCTAAAAACACGGAGAAGC
CARHRO056050
R CACCATAGAACTGGATTTTCGG
F  GCCGCAGTCTTAGGTGAAT
CARHR218850
R CCCAGTCTTATCGCTTTGGAT
F TATTCGTCGAGCTTGCAGG
CARHR188470
R GCTCTTCTTCTGTCTTTCCAAGG
F  AAATCATGGAGCTTGCAGGT
 CARHR188490
homologi R ATATGCTCTTGCACCACTTTATCC
CYP71A12/ F  CATCCTCTGAGTTCTTTGGCA
CARHR256060
CYP71A13 R TGATGGCTCTTCGTGATC
W e [ F  TAGTGGGAAGAAAACACCTCC
CARHRIS7040 o AAGTCCGCGGAAGAGACTA
F  ATATTTTACGACGGGCGTGAT
CARHR157050
R ATCCGCCAAGATTTCGCTTA
F  CCATAGTTCTTGTTTTGGGTTTCAG
CARHRIS7060  © ~TTGAAGGTCTTCTTCTGATACTCT
F  GTACCAGCTGATTCAGGAACA
CARHRI57030 o 1CAGAGGAGTTTAGACCGGA
F  GTGATCAACGCGGAGGATC
At237040.1 R TGTCTCCGATAGCTCCACC
F  AACATGGCGATCAACGAGG
Carubv10022721 o A CACCGTTACCAATGGTGG
F  TAAGGTCACGGTACTGGCT
PAL1
CARHRIZISAO o GreTcTeAcAaGeTCCTCCT
F  CAAGATGAACGGAGGAGAAGTG
Thhalvi0016314 o -\ cTGGCTTCCTAAACTCCTC
Cotoa A aloina F GTTAGCGGAGTAGCATCACAC
gA-aipind o GAGTTTCACCTCCAAGATTCACC
F  GTGGCGGTTACTACGAAGAC
DAL At353260.1 R CTTGAAGTCTCCGCTAACTCAA
Carubrl001675 : GCGGTGATGACAAAGACTGT

AAGACTCAGCTAGCTCAACCT
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ATAACGAAGCATGTGGCGG

F
CARHR289320 o G AAGACTCCGCTAGCTCAAC
F  TTCACCAAAACGGCAAAATCG
Thhalvi0010153 o 1 ACAGGTCTCCGATACTCCTC
rtoloa A aloina T CCAAAACGGCAAAACCGAAG
gA-alpina o AACGATGCTCCACCAAGATT
F  GAACTCAGGCCTAAAGAAGGG
At5004230.1
PAL3 5904230 R GAAGCGGATCAATCTTGTGAA
F  GAACTCAGGCCTAAAGAAGGG
At5g04230.2 R GCGTAACCAAGAACATACCGAT
F  TCCTCCAAGTGGTTGACC
At3910340.1 R CTATAGCCGATGTTCCTTCCTC
F  GAGCTTTGCAACCAAAACAACG
Carubv10013086 o - ~1C AACGTCTCTCCTCCTAA
F  CTCTAGCGATCCATTGAACTGG
DAL CARHRO84820 o CGGTTCATGCTCTCCATCA
F  AAGTTATGTCCGCGATGTTCG
Thhalvi0020170 o cGTACCGATCTTGTTTAGG
F  AAGTTATGTCCGCGATGTTCG
Thhalv10020168 o -1 ACCTGCAACGATCTTGTT
o p alna T TACAAGCAGAACAACAACCACG
gA-aipihd - o TCACTCCTCCGTTAGCCA
F  GAACAAGCAGTTTCTCAGGTGA
Atlg51680.1 R TAGGCAAGGCTTAGTGGC
; F  CCGCAAGAAGTGATGGAGAAA
Carubvi0008746 o ;GG AAATGACGTGGACGT
soLL F  GGAGAAACAGAGCACCAACA
CARHRO41840 o TG AAAACTGGCGGCGATT
F  CTCCTCCGAGACAACATCC
Thhalvi0011357 o A cGTCACTACTGTTGCTGC
 F  GCCACAACAAGAAGCCATG
ortolog A alpina o 1 AGTAAGTGTACACGTGTCC
F  GAAGAACCACGAGTGGACTC
At3921240.1 R GAGACTACAGAGCATGATGGAG
F  GCACAAGAAGTGATGATCGCT
soLo Carubvl0013386 o 1T AAGAGTATACCTCGCCG
F  GAGTTCGCCGCTAAACCAT
CARHR097140.1 o A\ GTTATTGCGCCGATGAAGG
" F CGAGGTATACACTTACGCCG
ortolog A-alpina o 5 A AGCTTTGGCTTGTTTAGTG
F TGCAGCTCTACACGAACC
acLy /19650601 R ACAAGGCTTGTCGGAAACA
F

Carubv10020070

GATCACTGCAGCTATACACGAACC



R CGAGCCGACAATGAGACAA
F  GATAACCGCGGCTTTACATGA
CARHR056540.1 o AGCCAACGATTAGACAAGGC
E  ACCACAAATTCACAAAACGGC
Thhalv10022462 o torcTeTCCGTAGGTGTAGE
~ F  TGCTCTACACGAACCTCAGAT
ortolog A alpina o A TCCCACGATTAGGCAAGAC
F  GTGCTCCAACAACAAACGC
At3g21230.1 R GGTTGTTGAGGAATCTCCGTC
F  GTGCTCCAACAACAAACGC
Carubvi0013305 o A AGTGGAGTCACCCTCTC
F  GGTGCTCCAACAACAAACAC
seLs CARHRO97130.1 o CGTAAATAGACGACCAGTGGC
E  GACGTTGATGGTTGCGTG
Thnalv10020403 o -G GTGAAGTTGAGATTAGGG
F  TTGCTCTCTCCTTCCTTGC
Thhalv0020406 o+ A GCTAACGAAACGCCG
F  ATTGAAGAAGGAGCTTGAAGACG
Thhalvi0020439 o - 16T AATGGTATCGACCACTTT

Program gPCR

Wstepna denaturacja 95°C, 3 min

Denaturacja 95°C, 30 sek <«
Przylaczanie starterow  54°C*, 30 sek 35x
Wydluzanie starterow 72°C, 1 min —

*dla genéw PALL1 w A. thaliana i C. hirsuta oraz PAL2 w A. thaliana temp. wynosita 51°C



V. WYNIKI

4.1. Zdolnos¢ do kolonizacji badanych gatunkow Brassicaceae przez
P. cucumerina

Wybrane do przeprowadzenia doswiadczen szczepy grzybowego patogenu nekrotroficznego
P. cucumerina 2127 i BMM (Pc2127 i PcBMM) sa odpowiednio niezaadaptowane i zaadaptowane
na A. thaliana [180, 235]. Okre$lenie zdolnosci tych szczepow do kolonizacji pozostatych wybranych
gatunkéw Brassicaceae bylo istotne dla poprawnej interpretacji zmian zachodzacych w szlakach
metabolicznych tych rodlin w odpowiedzi na inokulacje poszczegdlnymi szczepami. Poziom
kolonizacji ro$lin okreslono wstgpnie poprzez obserwacje makroskopowa rozwoju objawow
chorobowych, a nastgpnie oznaczono ilosciowo biomase¢ patogenu w inokulowanych lisciach.
Obserwacje makroskopowe pokazaly rozleglta nekroze¢ tkanek jedynie w przypadku A. thaliana
inokulowanego szczepem PcBMM (Ryc. 4.1). W przypadku C. rubella obserwowano wystgpowanie
licznych plam nekrotycznych powstalych po inokulacji szczepem Pc2127. Pojedyncze plamy
nekrotyczne byty widoczne rowniez po inokulacji A. thaliana szczepem Pc2127 i C. hirsuta szczepem
PcBMM (Ryc.4.1). W przypadku T. salsuginea i A. alpina nie obserwowano zadnych
makroskopowych objawow infekcji zar6wno po inokulacji Pc2127, jak i PcCBMM (Ryc. 4.1).
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P. cucumerina
2127 BMM

A. thaliana

C. rubella

C. hirsuta

T. salsuginea
g ®
o - .

Ryc. 4.1. Makroskopowe objawy kolonizacji wybranych gatunkéw Brassicaceae przez
szczep 2127 i BMM patogenu nekrotroficznego P. cucumerina. Zdjecia wykonane 5 dni
po inokulacji
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Biomasa patogenu zostata okreslona 5 dni po inokulacji roslin poprzez analiz¢ qRT-PCR
wzglednej ilosci grzybowego genu B-tubuliny w zainfekowanej tkance roslinnej. Analiza ta pokazata
znacznie wigkszy, w poréwnaniu do szczepu Pc2127, rozwdj szczepu PCBMM w A. thaliana, ktory
jest prawdopodobnie jedynym zywicielem dla tego patogenu wsrdd badanych gatunkéw Brassicaceae
(Ryc. 4.2). W przypadku pozostatych gatunkow wzgledna ilos¢ genu B-tubuliny obu szczepoéw byta
nie wigksza niz w przypadku szczepu Pc2127 na A. thaliana (Ryc. 4.2). Analizy te wykazaly, ze
wzgledem pozostatych gatunkow Brassicaceae oba szczepy (Pc2127 i PCBMM) zachowuja sie jak

szczepy niezaadaptowane.

o

* %

B Pc2127
B rPcsvm

PcB-tubulina/aktyna

o W _ mm o= i — i
At Cr Ch Ts Aa

Ryc. 4.2. Wzgledna ilo$¢ genu B-tubuliny P. cucumerina w stosunku do ro$linnego genu aktyny,
oznaczona w liSciach 5 dni po inokulacji; At- A. thaliana, Cr- C. rubella, Ch- C. hirsuta, Ts- T. salsuginea,
Aa- A. alpina; Wykres przedstawia reprezentatywne wyniki, uzyskane w jednym z dwdch niezaleznych
doswiadczen; ilos¢ probek n=3; ** p < 0,01 (test t-Studenta)

4.2. Identyfikacja metabolitow, ktorych akumulacja byla indukowana
podczas odpowiedzi immunologicznej badanych gatunkow roslin

Podczas analiz UPLC-UV prébek ze wszystkich badanych gatunkow zaobserwowano tacznie
158 pikow, ktérych powierzchnia na chromatogramach uzyskanych dla ekstraktow z lisci roslin
inokulowanych patogenem lub siewek traktowanych wzorcem molekularnym byta istotnie wigksza
W porownaniu do odpowiednich probek kontrolnych. Na tej podstawie zatozono, ze piki te
reprezentujg metabolity, ktorych akumulacja byta indukowana w odpowiedzi na P.cucumerina

(122 piki) lub flg22 (36 pikow) (Ryc. 4.3 1 4.4). Najwigcej pikow reprezentujacych metabolity
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indukowane po inokulacji patogenem — 39, zaobserwowano w probkach z A. thaliana, kolejno dla
C. hirsuta takich pikow bylto 36, dla T. salsuginea — 20, a dla C. rubella — 17 (Ryc.4.3). Gatunkiem,
dla ktorego obserwowano najmniejszg ilo$¢ (10) pikow reprezentujacych metabolity indukowane po
inokulacji P.cucumerina byt A. alpina (Ryc. 4.3). Metabolity, ktorych akumulacja wzrastata
w odpowiedzi na flg22, obserwowano jedynie dla trzech z badanych gatunkow Brassicaceae:
C. rubella (21 pikéw), A. thaliana (14 pikow) i T. salsuginea (1 pik) (Ryc. 4.4). Wsréd tych gatunkow
C.rubella byt jedynym, w ktorym flg22 wywotywal wzmozong akumulacj¢ wigkszej liczby
metabolitow w porownaniu do inokulacji P. cucumerina.

Piki reprezentujace metabolity, ktorych stezenia wzrastaly w odpowiedzi na zastosowane
czynniki biotyczne obserwowane byly w calym zakresie chromatograméw. We wszystkich gatunkach
po inokulacji patogenem oraz w trzech gatunkach traktowanych flg22 (A. thaliana, C. rubella
i T. salsuginea) obserwowano zmiany akumulacji zwigzkéw wzglgdnie bardziej hydrofilowych, ktore
byly wymywane z kolumny w poczatkowym etapie rozdzialu z przewazajaca zawartoscia fazy wodnej
(Ryc. 4.3, 4.4). W probkach z trzech gatunkéw inokulowanych P. cucumerina (A. thaliana, C. hirsuta
i T. salsuginea) wzrost akumulacji obserwowano réwniez dla kilkunastu metabolitow o bardziej
hydrofobowych, obserwowanych w etapie rozdzialu z przewazajaca zawartoscig fazy organicznej
(Ryc. 4.3). Z kolei rozpoznanie flg22 powodowalo zwigkszenie akumulacji tego rodzaju metabolitow

jedynie w dwoch z badanych gatunkow (A. thaliana i C. rubella) (Ryc. 4.4).
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<+—— Ryc. 4.3. Poréwnanie reprezentatywnych chromatograméw (273 nm) uzyskanych podczas analiz
UPLC-UV ekstraktéw metabolitow otrzymanych z lisci roslin kontrolnych (kolor czarny) i inokulowanych
P. cucumerina, 72 h po inokulacji (kolor czerwony); zaznaczone zostaly piki, ktorych powierzchnia w prébkach
inokulowanych byta znaczaco wigksza w porownaniu do probek kontrolnych
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Ryc. 4.4. Porownanie reprezentatywnych chromatograméw (273 nm) uzyskanych podczas analiz UPLC-UV
ekstraktow metabolitow otrzymanych z siewek roslin kontrolnych (kolor czarny) i traktowanych flg22, 24 h po
traktowaniu (kolor czerwony); zaznaczone zostaly piki, ktorych powierzchnia w probkach traktowanych byta
znaczaco wigksza w porownaniu do probek kontrolnych
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4.2.1. Klasyfikacja metabolitow na podstawie widm absorbcji UV

Wstepna identyfikacja metabolitow, polegajaca na przypisaniu ich do odpowiednich klas
zwiazkow zostata przeprowadzona na podstawie uzyskanych widm UV, poprzez poréwnanie ich
widmami UV dostepnych standardéw lub opublikowanymi w literaturze. Wsrod indukowanych
metabolitbw na tej podstawie sklasyfikowano m.in. szereg zwigzkéw indolowych, bedacych
produktami metabolizmu tryptofanu (Ryc. 4.5). Na podstawie widma UV oraz czasu retencji
zgodnego ze standardem zidentyfikowano wstepnie tryptofan (nr 15) i 4MI3G (nr 44). Podobienstwo
widm UV metabolitow nr 3, 5, 7, 13, 41, 43, i 75 do powyzszych standardow pozwolito na wstepne
ich przypisanie do klasy zwiazkoéw indolowych. Na podstawie widma UV i czasu retencji standardu
zidentyfikowano rowniez kamaleksyne (nr 95), ktora jest zwigzkiem indolowym, ale posiada
charakterystyczne widmo réznigce si¢ od typowej pochodnej tryptofanu. Na podstawie podobienstwa
do widma kamaleksyny zidentyfikowano wstepnie dwa metabolity (nr 48 i 102), ktére mogg by¢
pochodnymi tej fitoaleksyny. Podobienistwo metabolitu nr 45 do standardu kwasu indolilo-3-
karboksylowego wskazuje, ze moze by¢ on pochodna tego zwiazku. Na podstawie widma UV
oraz czasu retencji zgodnego ze standardem zidentyfikowano rowniez zwigzek bedacy produktem

ubocznym metabolizmu glukozynolanéw — kwas raphanusamowy (nr 2).
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Ryec. 4.5. Przyktadowe widma UV metabolitow, ktorych akumulacja wzrastata po inokulacji P. cucumerina
lub traktowaniu flg22, nalezacych do klasy zwigzkéw indolowych oraz kwas raphanusamowy;

w nawiasach kwadratowych podano numery metabolitow wedlug Ryc. 4.3 i 4.4; widma normalizowane
wzgledem osi Y
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Wstepna identyfikacja metabolitow indolowych, oprocz obserwacji charakterystycznych widm
UV, mozliwa byla réwniez poprzez analizy UPLC-UV typu dzikiego i podwodjnego mutanta
A. thaliana cyp79b2 cyp79b3 z defektem w szlaku biosyntezy pochodnych tryptofanu. Porownanie
chromatograméw uzyskanych podczas analiz probek z siewek typu dzikiego i linii cyp79b2 cyp79b3
ujawnito wsrod niesklasyfikowanych metabolitow trzy zwiazki (nr 5, 75 i 103) charakteryzujace si¢
zwigkszong akumulacjag w odpowiedzi na flg22 w ro$linach typu dzikiego, ale nieobecne w probkach
z mutanta (Ryc. 4.6). Brak tych metabolitow w ekstrakcie z liSci cyp79b2 cyp79b3 sugeruje, ze sa one
pochodnymi tryptofanu.
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Ryc. 4.6. Poréwnanie reprezentatywnych chromatograméw (273 nm) uzyskanych podczas analiz UPLC-
UV ekstraktéw metabolitow otrzymanych z siewek A. thaliana traktowanych flg22 (kolor fioletowy — typ
dziki, czarny — podwéjny mutant cyp79b2 cyp79b3), 24 h po traktowaniu; zaznaczono piki reprezentujace
niezidentyfikowane metabolity nalezace do grupy pochodnych tryptofanu

Na podstawie widm UV dostepnych w literaturze, ws$réd metabolitow indukowanych
zidentyfikowano wstgpnie rowniez zwiazki nalezace do grupy fenylopropanoidow (Ryc. 4.7).
Metabolity bedace pochodnymi kwaséw hydroksycynamonowych posiadaja charakterystyczne widma
UV z maksimum absorpcji przy dlugosci fali okoto 300/307/315/320 nm. Ze wzglgdu na
podobienstwo do widm kwaséw hydroksycynamonowych [236, 237], metabolity nr 11, 16, 17, 20, 24,
27, 30, 31, 32, 34, 37, 42, 56 i 70 zostaly wstepnie zaklasyfikowane do grupy pochodnych tych
zwigzkéw (Ryc. 4.7).
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Ryc. 4.7. Przyktadowe widma UV metabolitow, ktoérych akumulacja zwigkszata si¢ po inokulacji
P. cucumerina lub traktowaniu flg22,

nalezacych do grupy fenylopropanoidow; w nawiasach
kwadratowych podano numery metabolitéw wedlug Ryc. 4.3 i 4.4; widma normalizowane wzgledem osi Y

Duza czeg$¢é metabolitow indukowanych po inokulacji P. cucumerina lub traktowaniu flg22
posiadata widma UV, ktore réznity sie¢ od tych charakterystycznych dla pochodnych indolowych,
czy fenylopropanoidow (Ryc. 4.8). Dodatkowo, dla wielu metabolitow ze wzgledu na ich niskie
stezenie w badanych probkach nie uzyskano dobrej jakosci widm UV, dlatego tez ich klasyfikacja

do odpowiedniej grupy zwigzkow na tej podstawie byta niemozliwa.
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Ryc. 4.8. Przyktadowe widma UV metabolitéw charakteryzujacych si¢ zwickszong akumulacja po

inokulacji P. cucumerina lub traktowaniu flg22, ktorych nie sklasyfikowano na podstawie widma UV;
W nawiasach podano numery metabolitow wedtug Ryc. 4.3 1 4.4; widma normalizowane wzglgdem osi Y
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4.2.2. ldentyfikacja metabolitow metodami spektrometrii mas

Identyfikacja czg$ci metabolitow charakteryzujacych si¢ zwiekszong akumulacja po inokulacji
P. cucumerina lub w odpowiedzi na flg22 byla przeprowadzona poprzez sprze¢zenie UPLC
z detektorem masowym. Zastosowanie Wwysokorozdzielczego spektrometru mas, w ktorym
rejestrowane byly widma masowe zaréwno w trybie jonow dodatnich, jak i ujemnych (odpowiednio
protonowanych [M+H]*, sodowanych [M+Na]* i deprotonowanych [M-H]), a doktadnosé
rejestrowanych jonéw wynosita ponizej 5 ppm, dato mozliwo$¢ precyzyjnego okreslenia sktadow
elementarnych poszczeg6lnych metabolitow. Informacji o strukturze dostarczyly réwniez analizy
widm fragmentacyjnych MS?2. Identyfikacja metabolitow oprocz analizy widm fragmentacyjnych
oparta byla na informacjach dostepnych w bazach danych.

Sposrod wszystkich metabolitow, ktorych akumulacja byta zwigkszona na skutek inokulacji
patogenem lub traktowania wzorcem molekularnym, zidentyfikowano 41 zwigzkéw (Tab. 4.1).
Najwigcej wérdd zidentyfikowanych metabolitow bylo pochodnych szlaku metabolizmu tryptofanu
(19 zwigzkow) oraz pochodnych szlaku fenylopropanoidowego (15 zwigzkow). Oprocz tryptofanu
(nr 15), wérod zidentyfikowanych produktow metabolizmu tego aminokwasu wystepowal 4MI3G
nalezagcy do grupy glukozynolanéw indolowych (nr 44), a takze produkty metabolizmu tych
glukozynolanéw (nr 2, 41, 43), pochodne kwasu indolilo-3-karboksylowego (nr 3, 7, 13, 45),
metabolity nalezace do grupy fitoaleksyn indolowych i ich pochodne (nr 48, 57, 67, 95, 102, 108, 109)
oraz inne pochodne indolowe (nr 6, 8, 54) (Tab 4.1). Wsérdd metabolitow szlaku
fenylopropanoidowego zidentyfikowane zostaly pochodne kwasu p-kumarowego (nr 17, 20, 24, 30,
34, 37), kwasu ferulowego i hydroksyferulowego (nr 11, 16, 42, 52, 56), synapinowego (nr 32, 70),
kwasu kawowego (nr 27) oraz zwigzek nalezacy do grupy lignanow (nr 31) (Tab. 4.1).

Poza pochodnymi szlaku metabolizmu tryptofanu i szlaku fenylopropanoidowego, wsrod
metabolitow charakteryzujacych si¢ zwiekszona akumulacja w odpowiedzi na inokulacje
P. cucumerina lub wykrycie flg22, zidentyfikowano rowniez nalezaca do aminokwasow tyrozyne
(nr1) i ester glukozowy kwasu syryngowego (nr 12), bedacy pochodng kwasu benzoesowego
oraz megastigmatrienon (nr 93), nalezacy do terpenoidow (Tab. 4.1). Na podstawie widm
fragmentacyjnych zwigzki nr 4 i 58 sklasyfikowano odpowiednio, jako pochodng glukozydu kwasu
pantotenowego i pochodna N-acetylo-fenyloalaniny (Tab. 4.1). W czasie retencji odpowiadajacym
pikowi nr 85 i nr 9 zidentyfikowano jony charakterystyczne dla pochodnej kwasu ttuszczowego —
malonylowanego estru glukozowego kwasu 9,10-dihydrojasmonowego oraz pochodnej glukozowej
kwasu salicylowego (Tab 4.1). Jednak widma UV metabolitow reprezentowanych przez te piki na
chromatogramie uzyskanym w detektorze PDA r6znig si¢ od widm typowych dla kwasu jasmonowego
i salicylowego, co wskazuje, ze w czasach retencji odpowiadajacym pikom 85 i 9 wystepuja inne

metabolity, dla ktérych nie wyznaczono jonoéw molekularnych.

76



Tabela 4.1. Zidentyfikowane metabolity, ktorych akumulacja byta indukowana w badanych gatunkach Brassicaceae po inokulacji P. cucumerina lub traktowaniu flg22

Czas

Doktadna masa jonéw

Wzér fragmentacji MS/MS

Nr | retencji Nazwa zwigzku Masa Skiad [M+H]* [M-H] Blad Jonv dodatni | .
[min] czast. | elementarny Obserwowa Obserwowa [ppm]| Jony dodatnie ony ujemne
Obliczona 3 Obliczona s [M+H]* [M-H]
1 4,70 |tyrozyna 181 C9H11NO3 180,0672 180,0660 -3,4 180, 166
2 6,90 | kwas raphanusamowy (RA) 163 C4HsNO,S, 161,9689 161,9692 -2,2
glukozyd glukozo-6-hydroksy-
44 27
3 | 7,20 |indolilo-3-karboksylanu 501 | CyiHa7NO13 500,1410 = 500,1417 | -1,5 icl’g' 172’ 380, 278,
(6-GlcO-ICO0GIc) !
h luk k 77,52
a 755 Pochodnaglukozydukwasu 676 | CsHatN201: | 677,2705 | 677,2712 q,0 677,526,338,
pantotenowego 176
6 8,70 | nitrofenylo-3H-indolilo-3-on 252 C14HgN>0O3 253,0608 253,0616 -3,3
glukozyd kwasu 6-hydroksyindolilo-
7 8,90 | 3-karboksylowego 339 C15H17NOsg 338,0881 338,0872 2,7 338, 203, 175, 132
(6-GlcO-ICOOH)
8 9,15 | indolilo-3-karboksyaldehyd 147 CoH7NO 146,0600 146,0607 -4,2 146, 91, 85
9 | o930 Blukozyd/esterglukozowykwasu | g5 o L o 299,0772 | 299,0779 | -2,1
salicylowego
11 9,55 | N-feruloilospermidyna 321 C17H27N303 322,2124 322,2125 0,3 |322,305,177
12 9o °sterglukozowy kwasu 360 | CisH20010 359,0084 | 359,0984 | -0,1 359, 197, 182, 138
syryngowego
ester glukozowy kwasu 6-
13 9,60 |hydroksyindolilo-3-karboksylowego | 339 C1sH17NOg 338,0881 338,0867 4,2 i:?' i;:’ i:i' 176,
(6-HO-ICOOGlc) 2%
15 10,50 |tryptofan 204 C11H12N720; 203,0826 203,0827 -0,3 igg' igé' 185,142,
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16 1075 OrO-glukozydkwasus- 534 | CarH3001s 533,1512 | 533,1507 | 1 533,371, 191, 107
hydroksyferulowego
17 10,85 k.was p-kumaroilo-galaktarowy 356 C1sH16010 355,0671 3550661 27 355, 209, 191, 163,
(izomer 1) 133
kwas p-kumaroilo-galaktarowy 355, 209, 191, 163,
20 11,55 — 356 C15H16010 355,0671 355,0670 0,3 119, 85
24 | 12,35 | kwas p-kumaroilo-glukuronowy 356 Ci1sH16010 355,0671 355,0667 1,1 355, 209, 191
27 12,75 | kwas neochlorogenowy 354 C16H1809 353,0878 353,0868 3 353,191, 127, 65
ester glukozowy kwasu 325, 186,177, 163,
30 13,25 & y 326 C15H180s 325,0929 325,0928 0,2 161, 158, 145, 117,
p-kumarowego 101
31 13,30 |glukozyd 7-hydroksylaryciresinolu 536 Ca6H34012 537,1978 537,1988 -1,9 537, 375, 327
32 | 13,50 | Ster glukozowy kwasu 386 | Ci7H22010 385,1140 | 385,1135 | 1,2 385,223
synapinowego
34 | 13,60 | p-kumaroiloagmatyna 276 C14H20N4O, | 277,1659 277,1664 -1,6 317’ 147,113,
37 13,85 glukozyd/ ester glukozowy 396 C1sH1g0s 325,0929 325,0915 42 325, 163, 145, 117,
kwasu p-kumarowego 89
41 | 14,65 |glukozyd dihydroaskorbigenu 469 C21H27NO11 468,1511 468,1502 1,9 ggi' iiz’ S, 247
42 14,68 | feruloilocholina 280 Ci15H22NO4 281,1627 281,1624 1,2 281, 119
498, 453, 440, 391,
15,40 | glukozyd dihydroneoskorbigenu 499 C22H29NO13 498,1617 498,1605 2,3 385, 210, 179, 164,
155, 119, 116, 101
4-metoksy-indolilo-3-metylo 477, 316, 283, 259,
1 2
5,60 glukozynolan (4MI3G) 478 | C17H22N2010S2 477,0643 477,0633 235,97
ester glukozowy kwasu indolilo-3-
15,90 | karboksylowego 323 Ci1sH17NO> 322,0932 322,0936 -1,2 322,202, 160, 116
(ICO0GIc)
16,80 | O-glukozyd hydroksykamaleksyny | 378 | C17H18N206S | 379,0958 379,0969 -2,9 |379, 217
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O-malonylowany kwas

52 18,10 il il 326 C14H1409 325,0565 325,0559 1,7
54 19,15 |indolilo-3-acetaldehyd 159 C10HgNO 160,0757 160,0757 -0,3 |160, 130,90
56 20,20 | N,N'-diferuloilospermidyna 497 C27H35N306 498,2599 498,2613 -2,8 322,234,177
57 | 20,80 | O-glukozyd hydroksykamaleksyny I 378 | Ci17H18N206S | 379,0958 379,0964 -1,5 379,217,131
58 | 21,15 pochodna N-acetylo-fenyloalaniny 483 | CasHogN3O7 | 484,2078 | 484,2087 -1,8 jgg' gs;' 448,
67 | 2388 | Malonylowany O-glukozyd 464 | CaoH2oN209s | 465,0962 | 465,0952 2,5 | 465,379,217
hydroksykamaleksyny
70 | 24,00 pochqdna glukozydu kwasu 588 Cs1HaoO11 5872498 587,2489 25 587, 515, 385, 367,
synapinowego 301
malonylowany ester glukozowy 461, 417, 375,
85 1 2520 kwasu 9,10-dihydrojasmonowego 460 Ca1H320u 461,2017 | 461,2017 01 357,213
93 | 25,75 | megastigmatrienon 190 C13H180 191,1430 191,1439 4,7 1(9);’ Ik, 1555
95 | 25,85 | kamaleksyna 200 C11HgN>S 201,0481 201,0480 0,6
102 | 26,50 | 6-metoksykamaleksyna 230 C12H10N,0OS | 231,0587 231,0592 -2,4
295, 249, 233,
108 | 28,60 | wazaleksyna B 294 | C13H14N20,S, | 295,0569 295,0560 3 217, 202, 162,
143, 115,91
295, 249, 233,
109 | 29,30 |wazaleksyna A 294 | C13H14N20,S, | 295,0569 295,0573 -1,2 217,202,132,

171, 162, 143,
130, 115, 91

Numery zwigzkéw odpowiadajg numerom na Ryc. 4.3. 1 4.4; mase czasteczkowg podano dla uproszczenia w zaokragleniu do jednosci, a podany sktad elementarny
dotyczy czasteczek poszczegdlnych metabolitow; btad [ppm] pomiedzy masg obliczong a obserwowang zostat obliczony automatycznie w programie Data Analysis
(Bruker, Niemcy);
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Identyfikacja metabolitow nalezacych do klasy zwigzkéw indolowych oparta byta cze¢§ciowo
na danych literaturowych oraz dostepnych standardach glukozynolanéw indolowych, kamaleksyny
i jej pochodnych [200] oraz pochodnych kwasu indolilo-3-karboksylowego [201]. Uzyskane widma
fragmentacyjne pozwolilty na potwierdzenie struktur takich zwigzkéw, jak przyktadowo 4MI3G
(nr44). Wsrod zidentyfikowanych metabolitow indolowych byly réwniez wazaleksyny A 1 B
(nr 108, 109), zidentyfikowane wczesniej w dwoch ekotypach T. salsuginea (wczeéniej T. halophila)
traktowanych CuCl, [203]. Na Ryc. 4.9 przedstawiono przyktadowe schematy fragmentacji
metabolitow indolowych, uzyskanych w jonizacji ujemnej (glukozyd dihydroaskorbigenu
i 6-GlcO-ICOOH) lub dodatniej (O-glukozyd hydroksykamaleksyny I1). Jon [M-H] deprotonowanego
glukozydu dihydroaskorbigenu posiada stosunek masy do tadunku m/z rowny 468,1502 amu
(ang. atomic mass unit) (Ryc. 4.9). We wzorze fragmentacji tego zwiazku obserwowano jon
m/z = 306, powstaly w wyniku oderwania fragmentu o masie 162, odpowiadajacemu czasteczce
dehydratowanej glukozy (CeH100s). Obserwowano réwniez jon m/z = 116, charakterystyczny dla
deprotonowanego jonu indolu (CgHeN) (Ryc. 4.9). Powyzsze dane oraz wygenerowany wzOr
sumaryczny dla danej masy (C21H27NO11) z bledem 1,9 ppm, pozwala przypisac jon m/z = 468 wilasnie
do struktury glukozydu dihydroaskorbigenu (nr 41).

Jon [M+H]" protonowanego O-glukozydu hydroksykamaleksyny Il (nr 57) posiada stosunek
masy do tadunku m/z = 379,0964 amu. W widmie fragmentacyjnym tego zwiazku obserwowano jon
m/z = 217 amu, ktéry powstat na skutek oderwania dehydratowanej czasteczki glukozy i odpowiadat
protonowanej czasteczce hydroksykamaleksyny (C11HgN20S). Jon m/z = 217 amu charakteryzowat si¢
najwigksza intensywnoscia, co wskazuje, ze podczas fragmentacji tego zwigzku wigzanie glikozydowe
bylo rozrywane z wyraznie najwigksza czestotliwoscia (Ryc. 4.9).

Dzi¢ki otrzymanym widmom fragmentacyjnym mozliwe bylo rozréznienie estru glukozowego
i glukozydu kwasu 6-hydroksy-indolilo-3-karboksylowego, posiadajacych te sama mase czasteczkowsg
rowng 339 amu (nr 7 i 13). Na Ryc. 4.9 przedstawiono widmo fragmentacyjne glukozydu kwasu
6-hydroksy-indolilo-3-karboksylowego z charakterystycznymi jonami m/z = 203 amu
i m/z =175 amu, powstatymi po odlgczeniu catej lub czesci dehydratowanej czasteczki glukozy oraz

jon o najwigkszej intensywno$ci — m/z = 132 amu, reprezentujacy deprotonowang czasteczke

hydroksyindolu (CsHgNO) (Ryc. 4.9).
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Ryc. 4.9. Schematy fragmentacji wybranych metabolitow indolowych, ktéorych akumulacja byla
indukowana w badanych gatunkach Brassicaceae w odpowiedzi na P. cucumerina lub flg22; masy
czasteczek obojetnych powstatych w wyniku fragmentacji jonéw podano dla uproszenia w zaokragleniu do
jednosci
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Identyfikacja metabolitow nalezacych do szlaku fenylopropanoidowego opierata si¢ glownie
na danych literaturowych [238, 239] oraz dostgpnych bazach danych. Wickszo$¢ zidentyfikowanych
zwigzkow  nalezacych  do  klasy  fenylopropanoidow  byla  pochodnymi  kwaséw
hydroksycynamonowych, ktére posiadaja charakterystyczne schematy fragmentacji, w roznych
potaczeniach z glukozg, innymi kwasami, czy poliaminami. Dzigki otrzymanym widmom
fragmentacyjnym w wiekszosci przypadkéw mozliwe byto okreslenie, czy metabolity, ktorych czescia
jest czasteczka glukozy majg strukture estru, czy glikozydu. Na Ryc. 4.10 przedstawiono przyktadowe
wzory fragmentacji zidentyfikowanych zwiazkéw nalezacych do szlaku fenylopropanoidowego.
Pierwszy z przedstawionych metabolitow — kwas p-kumaroilo-galaktarowy | (jon deprotonowany
0 stosunku masy do tadunku m/z = 355,0661 amu) jest pochodng kwasu kumarowego i kwasu
galaktarowego, dla ktorych wystepuja charakterystyczne jony fragmentacyjne odpowiednio
m/z = 163 amu i m/z = 209 amu (Ryc. 4.10).

Jednym ze zidentyfikowanych metabolitow szlaku fenylopropanoidowego byl nalezacy do
grupy lignanow — glukozyd 7-hydroksylaryciresinolu. Widmo masowe dla tego zwiazku
zarejestrowano w trybie jondw ujemnych, a w widmie fragmentacyjnym jednym z najbardziej
intensywnych jonow byt jon m/z = 375 amu, powstaly na skutek oderwania obojetnej czasteczki
dehydratowanej glukozy o masie 162 amu, odpowiadajacy widmu masowemu hydroksylaryciresinolu
[240] (Ryc. 4.10).

Wsréd zidentyfikowanych metabolitow fenylopropanoidowych byty réwniez pochodne
aminowe kwasu ferulowego. Jedna z nich byta N,N’-diferuloilospermidyna, ktérej widmo masowe
zarejestrowano w trybie jonéow dodatnich ([M+H]" = 498,2613 amu). W widmie fragmentacyjnym
tego zwigzku obserwowano jon protonowany m/z = 177 amu, charakterystyczny dla kwasu
ferulowego, jon m/z = 234 amu, reprezentujacy potaczenie jednej czasteczki kwasu ferulowego
z czasteczka spermidyny oraz jon m/z = 322 amu, ktory powstal poprzez oderwanie fragmentu o masie

176 amu, charakterystycznego dla kwasu ferulowego [241] (Ryc. 4.10).
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Ryc. 4.10. Schematy fragmentacji wybranych metabolitow szlaku fenylopropanoidowego, ktorych
akumulacja byta indukowana w badanych gatunkach Brassicaceae w odpowiedzi na P. cucumerina
lub flg22
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Indukowane metabolity, nalezace do innych klas zwigzkow chemicznych, niz pochodne
indolowe lub fenylopropanoidowe stanowily najmniejsza grupe wsrod wszystkich zidentyfikowanych
metabolitow. Jednym z tych zwiazkow byl ester glukozowy kwasu syryngowego (Ryc. 4.11),
reprezentowany przez jon deprotonowany [M-H]" = 359,0984 amu. W widmie fragmentacyjnym tego
zwigzku obserwowano charakterystyczny dla deprotonowanego Kwasu Syryngowego jon
m/z =197 amu (CyHyOs), powstaly w wyniku oderwania obojetnego fragmentu o masie 162
(dehydratowana glukoza) (Ryc. 4.11).

Jednym ze zidentyfikowanych metabolitow byt rowniez megastigmatrienon, nalezacy
do terpenoidow. Widmo masowe tego zwigzku zarejestrowano w trybie jondéw dodatnich
i obserwowano jon protonowany [M+H]* = 191,1439 amu (Ryc. 4.10). W widmie fragmentacyjnym
obserwowano jony m/z = 144 amu, m/z = 133 amu i m/z = 105 amu, ktore powstaty poprzez
oderwanie fragmentéw tancucha bocznego i grup CHs przytaczonych do pierscienia aromatycznego
(Ryc. 4.11).
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Ryc. 4.11. Schematy fragmentacji wybranych metabolitow, zidentyfikowanych jako zwiazki inne niz
pochodne indolowe i fenylopropanoidy, ktérych akumulacja byta indukowana w badanych gatunkach
Brassicaceae w odpowiedzi na P. cucumerina lub flg22

Widma masowe uzyskano rowniez dla 55 z 71 pozostatych badanych metabolitow (Tab. 4.2).
Mimo, ze dla 15 z tych zwigzkow otrzymano rowniez widma fragmentacyjne (Tab. 4.2), nie bylo to
wystarczajace do identyfikacji ich struktur. Przy uzyciu oprogramowania Data Analysis, dla
wigkszosci metabolitow, ktore byly reprezentowane przez jony protonowane lub deprotonowane
0 stosunkowo niskich stosunkach masy do fadunku (m/z < 500), wyznaczono jedynie mozliwe sktady

elementarne (Tab. 4.2).
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Tabela 4.2. Zestawienie danych otrzymanych w analizach UPLC-UV i UPLC-MS, dotyczacych

metabolitow indukowanych, ktorych struktury nie zostaty zidentyfikowane

Czas . . Mozliwy
Nr retencji Masa jonu | Masa jonu Widmo fragmentacyjne sklad
zwigzku ncj [M+H]* [M-H]~ g vl
[min] elementarny
5 8,50 550,1255
10 9,45 484,1421 CasH23NO7
14 9,90 197,0973 CusH120
583,2602
18 11,20 615,2122
19 11,45 394,1365
21 11,75 brak brak
C16H16N4O4
22 11,95 327,1119 CotH15N20,
319,0911
23 12,00 6251020 625, 447, 368, 243, 191, 97 C15H16N20s6
25 12,55 448,1929 448, 332, 213
474,1476
26 1275 1 g079762
367, 209, 191, 176, 161,
28 12,95 367,1129 150, 119
29 13,20 391,1916 C18H3009
33 13,55 brak brak
C16H20N20g
35 13,65 367,1119 C1iH2oNiO10
36 13,65 brak brak
38 14,10 brak brak
C18H33NO11
39 14,15 440,2103 440, 337, 201 CasHsNsO,
308,0906
40 14,40 478,1384
492,1205
46 16,00 brak brak
47 16,50 513,2063 513, 448, 333, 307, 199, 128
49 17,00 442,1166
50 17,70 brak brak
51 17,70 brak brak
C2H27N503
53 18,45 410,2164 CatHuNO;
C21H18N206
55 20,15 393,1091 CaHuN:O5
59 22,20 223,0707 C10H12N204
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60 22,60 221,0689 CgH1407
C22H24Ng0O2
61 22,75 431,1929 C21H28N4O¢
C20H32010
62 23,45 brak brak
63 23,65 191,1455 191, 150, 116, 89 Ci3H150
64 23,70 819,3074
65 23,80 brak brak
66 23,88 brak brak
319,0919 | 540, 493, 473, 450, 420,
68 23,90 540,1673 | 311, 200, 166
69 23,98 805,3258
70 24,02 587,2489
71 24,05 377,0899 C18H1609
72 24,30 589,2668
73 24,35 554,1364 554, 377, 290, 235, 145, 99
C20H20N206
74 24,50 385,1384 C21H16N6O2
C15H20N40g
162,0238
75 24,65 365,0807 C19H14N20g
585, 567, 543, 507, 494,
76 24,65 585,2678 432 420 378, 299
77 24,70 302,1067 C10H15Ns506
78 24,70 brak brak
249,0542
9 SR 521,0557
80 24,80 645,2517
805, 773, 682, 651, 599,
81 ahiss HU R 554, 459, 367, 277, 221
82 25,10 563,3072
83 25,10 461,1976 C2gH2806
84 25,15 789,2973 | 789, 745, 459, 210, 135
86 25,40 620,0988
87 25,40 brak brak
88 25,45 561,1183 561, 412, 330, 299
89 2555 | 403,1488 CaoH22N207
C18H20013
90 25,60 467,0752 CusH22N2010S5
603, 555, 478, 450, 432,
91 25,65 603,2784 601,264 388, 285
92 25,65 191,1463
94 25,75 709,4019
96 25,90 573,2061
97 26,20 643,2749
98 26,35 brak brak
99 26,40 brak brak
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100 26,45 brak brak
283,1463
101 26,50 353 1501 C19H20N403
103 26,75 525,2678
104 27,20 brak brak
105 27,35 661,2556 637,2288
106 27,35 573,2191
107 27,90 245,0777 CyH12N2056
110 28,80 469,2793 469, 307, 97 C25H400s
589, 420, 389, 358, 333,
111 HLE SRS 295, 247, 216, 146

4.3. Zroznicowanie w odpowiedzi metabolomicznej badanych gatunkow
Brassicaceae

4.3.1. Roznice w odpowiedzi na inokulacje P. cucumerina
lub rozpoznanie flg22

Wykonane analizy UPLC-UV wykazaly znaczne zrdznicowanie w liczbie metabolitow,
ktorych poziom akumulacji zwigkszal si¢ po inokulacji P. cucumerina lub traktowaniu flg22
(Ryc. 4.12). Najwiecej metabolitbw indukowanych po inokulacji patogenem wystgpowato
w gatunkach A. thaliana, C. hirsuta i T. halophila. Z kolei metabolomiczna odpowiedz na flg22 byta
silniejsza w A. thaliana i C. rubella niz w przypadku pozostatych gatunkéw, zarowno pod wzgledem
ilosci, jak i poziomu indukcji akumulacji metabolitow (Ryc. 4.12, 4.14). C. rubella byt ponadto
jedynym gatunkiem, w ktorym wiecej metabolitow byto indukowanych po traktowaniu flg22 niz
po inokulacji P. cucumerina (Ryc. 4.12).

Metabolitami, ktorych akumulacja byla indukowana w zblizonym stopniu zaréwno
w odpowiedzi na inokulacje patogenem, jak i rozpoznanie flg22 byly pochodne kwasu indolilo-3-
karboksylowego i p-kumaroiloagmatyna, nalezagca do pochodnych kwasow hydroksycynamonowych
(w gatunkach A. thaliana i C. rubella), 4MI3G (T. halophila) oraz glukozyd dihydroneoaskorbigenu
(A. thaliana) (Ryc. 4.14). Biosynteza kamaleksyny i jej pochodnych oraz wazaleksyn byta silnie
indukowana po inokulacji patogenem, natomiast po traktowaniu flg22 zwiekszenie akumulacji tych
fitoaleksyn byto tak niskie, ze nie zostaly one zarejestrowane w badanych probkach przez detektor
UV, a jedynie w przypadku kamaleksyny i 6-metoksykamaleksyny przez bardziej czuly detektor
fluorescencyjny. Wyrazna roznica w indukcji akumulacji po inokulacji patogenem lub traktowaniu
flg22 byla obserwowana w grupie pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych. Indukcje
akumulacji réznych pochodnych kwasu ferulowego, hydroksyferulowego, kumarowego, kawowego,
czy synapinowego po inokulacji P. cucumerina obserwowano we wszystkich badanych gatunkach.

W probach roslin traktowanych flg22, wéréd indukowanych metabolitow zidentyfikowano jedynie
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pochodne kwasu kumarowego, ktore z jednym wyjatkiem wystepowaly wylacznie w gatunku
C. rubella.

4.3.2. Zasie¢g filogenetyczny indukowanych metabolitow

. A. thaliana

I C rubella

. C. hirsuta

. T. salsuginea
A. alpina

36

Ryc. 4.12. Diagram Venna przedstawiajacy specyficzno$¢ gatunkowa metabolitow, charakteryzujacych sig
zwickszona akumulacja po inokulacji P. cucumerina. Liczby w odpowiednich podzbiorach pokazujg ilo$¢
metabolitéw specyficznych gatunkowo lub wspolnych dla kilku gatunkdéw, wartosci obok poszczegolnych
czgsci diagramu oznaczaja catkowitg liczbe metabolitéw indukowanych w kazdym gatunku

Na podstawie poréwnania czasow retencji, widm UV oraz MS stwierdzono, Ze obserwowany
wzrost akumulacji wigkszosci metabolitow byt specyficzny gatunkowo (Ryc. 4.12 i 4.13). Jedynie
22 zwigzki z 93 indukowanych metabolitow, charakteryzowaly si¢ podwyzszong biosynteza
w przynajmniej dwoch z badanych gatunkow. Jedynym metabolitem, ktory wystgpowat w czterech
Z pigciu badanych gatunkow (z wyjatkiem C. rubella) i we wszystkich jego akumulacja zwigkszata si¢
po inokulacji P. cucumerina byt 4MI3G (nr 44) (Ryc. 4.3). Siedem kolejnych metabolitow: RA (nr 2),
6-GlcO-ICOOGIc (nr 3), 6-GIcO-ICOOH (nr 7), 6-HO-ICOOGIc (nr 13), p-kumaroiloagmatyna
(nr 34), ICOOGIc (nr 45) i niezidentyfikowany zwigzek nr 85, charakteryzowato si¢ wzmozong
biosynteza wtrzech z badanych gatunkow. 14 metabolitow: di-O-glukozyd kwasu
5-hydroksyferulowego (nr 16), kwas p-kumaroilo-glukuronowy (nr 24), ester glukozowy kwasu
synapinowego (nr 32), glukozyd dihydroneoaskorbigenu (nr 43), O-malonylowany kwas
hydroksyferulowy (nr 52), O-glukozyd hydroksykamaleksyny Il (nr 57) i kamaleksyna (nr 95), a takze
niezidentyfikowane zwigzki nr 14, 23, 26, 39, 62, 80 i 87 bylo indukowanych w dwoch z badanych

gatunkow Brassicaceae (Ryc. 4.3).
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Metabolity indukowane specyficznie w A. thaliana, C. rubella i C. hirsuta stanowily okoto
50% wszystkich metabolitow, ktorych akumulacja byta zwigkszona w odpowiedzi na patogen
lub MAMP w tych gatunkach. Najwigkszym odsetkiem zwigzkéw indukowanych specyficznie
gatunkowo cechowat si¢ T. salsuginea (85%), z drugiej strony u A. alpina metabolity specyficzne
gatunkowo stanowity jedynie 30% wszystkich zwigzkéw indukowanych po inokulacji P. cucumerina.
Najwigcej wspolnych metabolitéw o powigkszonej akumulacji, bo az 15, miaty gatunki A. thaliana
i C. hirsuta (Ryc. 4.13). Z kolei A. thaliana z najblizej z nim spokrewnionym C. rubella miaty
6 wspolnych indukowanych metabolitow (Ryc. 4.13).

Rozpoznanie flg22 spowodowato zwigkszenie akumulacji 8 metabolitow wspolnych dla
A. thaliana i C. rubella, stanowiacych odpowiednio 60 i 41% wszystkich metabolitow indukowanych,
wystepujacych w tych dwoch gatunkach (Ryc. 4.14). Wsrod tych zwigzkow byty pochodne kwasu
indolilo-3-karboksylowego (nr 3, 7, 13 i 45), p-kumaroiloagmatyna (nr 34), a takze
niezidentyfikowane metabolity nr 75 i 103. Jedyny zwiazek indukowany po traktowaniu flg22
T. salsuginea byt jednoczesnie indukowany specyficznie tylko w tym gatunku (Ryc. 4.14).

23

. A. thaliana
. C. rubella
I T salsuginea

Ryc. 4.13. Diagram Venna przedstawiajacy specyficzno$§¢ metabolitow, ktorych akumulacja byta
indukowana w odpowiedzi na flg22. Liczby w odpowiednich podzbiorach pokazuja ilo$¢ metabolitow
specyficznych gatunkowo lub wspolnych dla kilku gatunkéw, warto$ci obok diagramoéw oznaczaja
catkowitg liczbe metabolitow indukowanych w kazdym gatunku

4.3.3. Zmiany ilosciowe w akumulacji metabolitow

We wszystkich badanych gatunkach obserwowano metabolity, ktorych stgzenie po inokulacji
patogenem badz traktowaniu flg22 wzrastalo co najmniej 7-krotnie w poréwnaniu do warunkow
kontrolnych. Najwigcej takich zwigzkow - 6 byto w A. thaliana. Oprocz szeregu metabolitow
zidentyfikowanych w tym gatunku, 15 zwiazkoéw o nieznanych strukturach charakteryzowato sig
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przynajmniej 3-krotnym wzrostem biosyntezy po inokulacji P. cucumerina lub traktowaniu flg22
(Ryc. 4.14). W pozostatych badanych gatunkach poza metabolitami zidentyfikowanymi rowniez
obserwowano od czterech (A. alpina) do dziesigciu (C. hirsuta) zwiazkow o nieznanej strukturze,
ktore charakteryzowatly si¢ przynajmniej 3-krotng indukcja akumulacji po inokulacji P. cucumerina
(Ryc. 4.14). Rozpoznanie flg22 powodowato wysoki, w porownaniu do innych gatunkéw, wzrost
akumulacji metabolitéw w gatunku C. rubella (Ryc. 4.14). Wérdéd tych metabolitow, oprocz zwigzkow
zidentyfikowanych, co najmniej 3-krotny wzrost akumulacji obserwowano dla sze$ciu metabolitow
0 nieznanej strukturze (Ryc. 4.14).

Poréwnujac zmiany zachodzace w profilach metabolitéw po inokulacji ro$lin dwoma
szczepami P. cucumerina (2127 i BMM) zaobserwowano, ze akumulacja wigkszosci indukowanych
zwigzkéw w gatunku A. thaliana byta wyzsza w przypadku zaadaptowanego szczepu PCBMM, niz
w przypadku szczepu niezaadaptowanego Pc2127 w obu punktach czasowych (Ryc. 4.14). W gatunku
C. rubella, przeciwnie do A. thaliana, akumulacja wigkszosci metabolitéw byta wyzsza po inokulacji
szczepem Pc2127 w poréwnaniu do szczepu PCBMM. W przypadku pozostatych badanych gatunkow
Brassicaceae roznice w akumulacji metabolitow w odniesieniu do uzytego szczepu patogenu

wystepowatly jedynie dla pojedynczych zwiazkow (Ryc. 4.14).
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<4+— Ryc. 4.14. Zmiany w akumulacji metabolitow okreslone krotnoscia réznicy pomiedzy
powierzchnia pikoéw reprezentujacych poszczegoélne zwiagzki indukowane w badanych gatunkach
Brassicaceae po inokulacji jednym z dwoch szczepow P. cucumerina (2127 lub BMM) lub traktowaniu
flg22, odpowiednio 48 i 72h lub 24h po inokulacji/traktowaniu, w odniesieniu do prob kontrolnych; $rednia
z trzech niezaleznych eksperymentow

Dla metabolitéw, ktorych struktury zostaly zidentyfikowane, przeprowadzono szczegodtowa
analize ilo$ciowa zmian zachodzacych w ich po inokulacji P. cucumerina. W A. thaliana, w ktorym
zidentyfikowano 18 zwigzkéw charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacja po inokulacji
patogenem, obserwowano wyrazne roznice w poziomie biosyntezy tych metabolitow ze wzgledu
na uzyty szczep P. cucumerina (Ryc. 4.15). Prawie wszystkie zidentyfikowane produkty metabolizmu
tryptofanu charakteryzowaly si¢ najwyzszym poziomem akumulacji 72 h po inokulacji szczepem
PcBMM (Ryc. 4.15). Wérod tych zwiazkow jedynie 4MI3G charakteryzowat si¢ zblizong indukcja
akumulacji bez wzgledu na uzyty szczep patogenu i czas po inokulacji (Ryc. 4.15). Wsrod
zidentyfikowanych pochodnych tryptofanu inokulacja PCBMM powodowata najwickszy, wzgledny
wzrost akumulacji kamaleksyny i 6-GlcO-ICOOH (Ryc. 4.15). RA, ktory jest produktem ubocznym
szlaku PEN2 ulegal, podobnie jak 4MI3G, zwickszonej biosyntezie niezaleznie od szczepu
P. cucumerina (Ryc. 4.15). Prawie wszystkie zidentyfikowane pochodne fenylopropanoidowe,
podobnie jak produkty metabolizmu tryptofanu, charakteryzowaly si¢ najwigksza akumulacja 72 h
po inokulacji PCBMM (Ryec. 4.15). Jedynym metabolitem, nalezagcym do tej klasy zwigzkow, ktorego
akumulacja byta indukowana w réwnym stopniu przez oba szczepy P. cucumerina byt glukozyd
7-hydroksylaryciresinolu (Ryc. 4.15). Ostatni zidentyfikowany metabolit, ktory zostat sklasyfikowany
jako pochodna N-acetylofenyloalaniny, charakteryzowat si¢ zwickszong akumulacjg jedynie 72 h
po inokulacji PcBMM (Ryc. 4.15).
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Ryc. 4.15. Akumulacja zidentyfikowanych metabolitow w kontrolnych i inokulowanych
P. cucumerina lisciach A. thaliana 48 i 72 h po inokulacji. Ilo§¢ metabolitdw przedstawiono jako
powierzchni¢ pod pikiem zarejestrowana przy dlugosci fali 273 nm; przedstawiono
reprezentatywne wyniki uzyskane w jednym z trzech niezaleznych eksperymentéw; n = 3, wartos¢
p (test t-Studenta): * <0,05, **<0,01, ***<0,001
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W C. rubella zidentyfikowano z jednym wyjatkiem wytacznie metabolity nalezace do klasy
zwigzkéw indolowych i fenylopropanoidowych. W przeciwienstwie do A. thaliana, w tym gatunku
akumulacja wickszosci zidentyfikowanych metabolitow byta indukowana silniej po inokulacji Pc2127
(Ryc. 4.16). Najsilniej indukowanymi zwigzkami byty pochodne kwasu indolilo-3-karboksylowego
i pochodne kamaleksyny (Ryc. 4.16). W tym gatunku obserwowano rowniez zwigkszenie akumulacji
kamaleksyny, jednak stgzenie tego metabolitu wyrazone powierzchnig pod pikiem nie bylo tak
wysokie, jak w przypadku A. thaliana (Ryc. 4.15, 4.16). Wsrod zidentyfikowanych pochodnych
fenylopropanoidowych nie wystepowaly tak duze roéznice w ich akumulacji ze wzgledu na uzyty
szczep P. cucumerina, jak w przypadku pochodnych indolowych (Ryc. 4.16). Jedynym
zidentyfikowanym w C. rubella zwigzkiem, ktoérego akumulacja byta indukowana w wigkszym
stopniu po inokulacji PCBMM byta tyrozyna (Ryc. 4.16).
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Ryc. 4.16. Akumulacja zidentyfikowanych metabolitow w kontrolnych i inokulowanych P. cucumerina
lisciach C. rubella 48 i 72 h po inokulacji. Tlo$¢ metabolitow przedstawiono jako powierzchnie pod pikiem
zarejestrowang przy dlugosci fali 273 nm; przedstawiono reprezentatywne wyniki uzyskane w jednym
z trzech niezaleznych eksperymentow; n = 3, wartos¢ p (test t-Studenta): * <0,05, **<0,01, ***<0,001
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Drugim gatunkiem pod wzgledem ilo$ci metabolitow, ktorych akumulacja byta indukowana
po inokulacji P. cucumerina byt C. hirsuta. W tym gatunku zidentyfikowano 14 metabolitow, ktore
Zjednym wyjatkiem nalezaly do klas zwigzkow indolowych 1 pochodnych szlaku
fenylopropanoidowego (Ryc. 4.17). W odréznieniu od dwoch poprzednich, w C. hirsuta nie
obserwowano znacznych réznic w indukcji akumulacji ze wzgledu na uzyty szczep P. cucumerina
(Ryc. 4.17). Unikalne dla C. hirsuta, w porownaniu do wszystkich gatunkdéw, w ktorych wystepowat
4MI3G, byto zwigkszenie akumulacji tego glukozynolanu jedynie 72 h po inokulacji (Ryc. 4.17).
W przeciwienstwie do A. thaliana i C. rubella w C. hirsuta nie zaobserwowano istotnych rdznic
w indukcji akumulacji pochodnych kwasu indolilo-3-karboksylowego ze wzgledu na uzyty szczep
P.cucumerina (Ryc. 4.17). W przypadku zidentyfikowanych pochodnych  kwasow
hydroksycynamonowych, inokulacja obydwoma szczepami P. cucumerina wywotywata zwigkszenie
akumulacji tych zwigzkéw na podobnym poziomie (Ryc. 4.17). Jedynym wyjatkiem byl ester
glukozowy kwasu synapinowego, ktérego wzmozona biosynteza byla obserwowana jedynie po

inokulacji PcBMM (Ryc. 4.17).
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Ryc. 4.17. Akumulacja zidentyfikowanych metabolitow w kontrolnych i inokulowanych P. cucumerina
lisciach C. hirsuta 48 i 72 h po inokulacji. Tlo$¢ metabolitow przedstawiono jako powierzchni¢ pod pikiem
zarejestrowang przy dlugosci fali 273 nm; przedstawiono reprezentatywne wyniki uzyskane w jednym
z trzech niezaleznych eksperymentow; n = 3, wartos¢ p (test t-Studenta): * <0,05, **<0,01, ***<0,001
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Wsrod metabolitow zidentyfikowanych w T. salsuginea byly zwiazki indolowe, pochodna
szlaku fenylopropanoidowego oraz metabolit nalezacy do grupy kwasow benzoesowych (Ryc. 4.18).
W tym gatunku, w przypadku wigkszo$ci metabolitow, nie obserwowano istotnych roéznic ze wzgledu
na inokulacje poszczegdlnymi szczepami P. cucumerina (Ryc. 4.18). Wyjatkiem byly wazaleksyny,
ktore charakteryzowaly si¢ wyraznie wigkszg biosynteza po inokulacji PcCBMM (Ryc. 4.18).
Wazaleksyny byly jednoczesnie metabolitami o najwigkszej indukcji akumulacji sposrod wszystkich
zidentyfikowanych w T. salsuginea (Ryc. 4.18). Z kolei kwas raphanusamowy byt jedynym
zwigzkiem, ktory ulegal silniejszemu zwigkszeniu akumulacji po inokulacji Pc2127 (Ryc. 4.18).
Jedyna zidentyfikowang pochodna fenylopropanoidowa byl kwas neochlorogenowy, ktorego
zawarto$¢ w inokulowanych lisciach byta zblizona w przypadku obu uzytych szczepow P. cucumerina
(Ryc. 4.18). PcBMM wywotywal rowniez zwigkszenie akumulacji estru glukozowego kwasu
syryngowego, 72 h po inokulacji (Ryc. 4.18).
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Ryc. 4.18. Akumulacja zidentyfikowanych metabolitow w kontrolnych i inokulowanych P. cucumerina
lisciach T. salsuginea 48 i 72 h po inokulacji. Tlos¢ metabolitow przedstawiono jako powierzchni¢ pod
pikiem zarejestrowang przy dtugosci fali 273 nm; przedstawiono reprezentatywne wyniki uzyskane
w jednym z trzech niezaleznych eksperymentow; n = 3, warto$¢ p (test t-Studenta): * <0,05, **<0,01,
**%<0,001
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Zidentyfikowane metabolity, ktorych akumulacja byta indukowana w A. alpina nalezaty do
glukozynolanéw indolowych i produktéw ich metabolizmu oraz do zwiazkéw fenylopropanoidowych
(Ryc. 4.19). W tym gatunku, podobnie jak w C. hirsuta i T. salsuginea, dla wigkszosci zwigzkoéw nie
obserwowano roznic w akumulacji ze wzgledu na uzyty szczep P. cucumerina (Ryc. 4.19). A. alpina
charakteryzowat si¢, w porownaniu do innych gatunkow, najwickszym nasileniem biosyntezy 4MI3G
i kwasu raphanusamowego (Ryc. 4.19). Indukcja akumulacji pochodnych fenylopropanoidowych
w A. alpina takze roznita si¢ od zmian w biosyntezie tych zwigzkéw w innych gatunkach. Kwas
p-kumaroiloglukuronowy w A. alpina ulegat wyraznemu zwigkszeniu biosyntezy 48 h po inokulacji
(wC. rubella 72 h po inokulacji), z kolei di-O-glukozyd kwasu 5-hydroksyferulowego
charakteryzowat si¢ w A. alpina wzmozona biosynteza jedynie 72 h po inokulacji (w C. hirsuta
481 72 h po inokulacji) (Ryc. 4.19).
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Ryc. 4.19. Akumulacja zidentyfikowanych metabolitbw w kontrolnych i inokulowanych P. cucumerina
lisciach T. salsuginea 48 i 72 h po inokulacji. Tlos¢ metabolitow przedstawiono jako powierzchnie pod
pikiem zarejestrowang przy dhugosci fali 273 nm; przedstawiono reprezentatywne wyniki uzyskane
W jednym z trzech niezaleznych eksperymentow; n = 3, warto$¢ p (test t-Studenta): * <0,05, **<0,01,
**%<0,001
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W przeciwienstwie do inokulacji P. cucumerina, zmiany w akumulacji metabolitow wywotane
obecno$cig peptydu flg22 obserwowane byly jedynie w trzech gatunkach: A, thaliana, C. rubella
i T. salsuginea (Ryc. 4.20 i 4.21). Wsr6d metabolitow A. thaliana, charakteryzujacych si¢ zwickszong
akumulacjag w odpowiedzi na wykrycie flg22 zidentyfikowano tryptofan i jego pochodne, wsrod
ktorych wystepowata grupa pochodnych kwasu indolilo-3-karboksylowego i kamaleksyna, a takze
kwas raphanusamowy zwigzany z metabolizmem glukozynolanéw indolowych (Ryc. 4.20A).
Zwigkszona akumulacja tryptofanu byla charakterystyczna dla odpowiedzi na zastosowany MAMP,
poniewaz w probach otrzymanych z roslin inokulowanych patogenem nie obserwowano indukcji
biosyntezy tego aminokwasu. Zidentyfikowano réwniez jedna pochodng fenylopropanoidowa —
p-kumaroiloagmatyne (Ryc. 4.20A). W T. salsuginea obserwowano tylko jeden metabolit
charakteryzujacy si¢ podwyzszong akumulacja w odpowiedzi na flg22, ktorym byt 4MI3G
(Ryc. 4.20B). Co ciekawe, traktowanie flg22, w przeciwienstwie do inokulacji P. cucumerina, nie

powodowato zwigkszenia biosyntezy tego zwigzku w pozostatych badanych gatunkach (Ryc. 4.20).
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Ryc. 4.20. Akumulacja metabolitow, w kontrolnych i traktowanych flg22 siewkach A. thaliana (A)
i T. salsuginea (B) 24 h po aplikacji f1g22. Tlo$¢ metabolitow przedstawiona jako powierzchnia pod pikiem
zarejestrowana przez detektor PDA przy dtugosci fali 273 nm lub detektor fluorescencyjny (kamaleksyna);
dane reprezentatywne uzyskane w jednym z trzech niezaleznych n=3,
warto$¢ p (test t-Studenta): *- <0,05, **<0,01, ***<0,001

eksperymentdw;

W odpowiedzi na wykrycie flg22 w siewkach C. rubella nastgpowato zwigkszenie akumulacji
najwigkszej, w porownaniu do pozostatych gatunkow, liczby metabolitow, wsrod ktorych
zidentyfikowano pochodne indolowe, fenylopropanoidowe i jedng pochodng kwasu benzoesowego
(Ryc. 4.21). W tym gatunku obserwowano silng indukcj¢ biosyntezy wszystkich pochodnych kwasu
indolilo-3-karboksylowego, kamaleksyny i 6-metoksykamaleksyny, a takze tryptofanu, ktérego
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w A
fenylopropanoidowe byty pochodnymi kwasu kumarowego (Ryc. 4.21).

akumulacja byta silniejsza niz thaliana. Wszystkie zidentyfikowane metabolity
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Ryc. 4.21. Akumulacja metabolitow, w kontrolnych i traktowanych flg22 siewkach C. rubella 24 h po
aplikacji flg22. Tlo§¢ metabolitow przedstawiona jako powierzchnia pod pikiem zarejestrowana przez
detektor PDA przy dilugosci fali 273 lub detektor fluorescencyjny (kamaleksyna
i 6-metoksykamaleksyna); dane reprezentatywne uzyskane w jednym z trzech niezaleznych
eksperymentow; n = 3, warto$¢ p (test t-Studenta): *- <0,05, **<0,01, ***<0,001

nm
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4.4. Badania filogenetyczne i transkryptomiczne szlakéw metabolicznych
zwigzanych z odpowiedzia odpornosciowa

Przeprowadzone analizy filogenetyczne mialy na celu wyznaczenie w badanych gatunkach
ortologow genow zwigzanych z biosyntezg metabolitow wtornych A. thaliana, petniacych funkcje
w odpowiedzi odpornosciowej tego gatunku. Cytochromy P450 (CYP), o aktywnosci monooksygenaz,
stanowig jedna z najwigkszych rodzin enzymow zwigzanych z metabolizmem wtornym.
W A. thaliana zidentyfikowano dotad 246 gendéw kodujacych enzymy nalezace do tej rodziny,
podzielonych na 72 podgrupy (http://www.p450.kvl.dk/p450.shtml). Na Ryc. 4.22 przedstawiono

drzewo filogenetyczne wybranych 17 podgrup monooksygenaz CYP A. thaliana, zawierajacych 89
monooksygenaz P450. Wyboru dokonano ze wzgledu na przynalezno$¢ do tych podgrup enzyméw

zwigzanych ze szlakiem metabolizmu tryptofanu.
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Aby zidentyfikowa¢ w badanych gatunkach potencjalne ortologi oraz dalsze homologi genéw
kodujacych monooksygenazy P450 zwigzane z metabolizmem tryptofanu w A. thaliana, wykonano
analize¢ pordwnawcza sekwencji aminokwasowych z uzyciem narzedzia BLAST, a nastepnie dla
wyznaczonych gendéw wygenerowano drzewa filogenetyczne (Ryc. 4.23). T¢ samg analizg
przeprowadzono réwniez dla enzyméw PAL (amoniakoliaza fenyloalaninowa) i 4CL (ligaza
4-kumaroilo-koenzymu A) z A. thaliana, ktore zwiazane sa ze szlakiem fenylopropanoidowym
(Ryc.4.24). W  przeciwienstwie do C. rubella, C.  hirsuta i T. salsuginea

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml#), geny A. alpina, nie posiadaja dotad nadanych

anotacji, dlatego na potrzeby niniejszej pracy wybrane geny zostaly anotowane jako Aa_ort
(oznaczenie genu z A. thaliana). W tabeli 4.3 podano pozycje wybranych gendéw na odpowiednich
chromosomach A. alpina, wedlug bazy danych NCBI  (National Center for Biotechnology

Information: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabela 4.3. Geny A. alpina zidentyfikowane jako ortologi wybranych monooksygenaz P450 A. thaliana

Gen Oznaczenie chromosomu | Pozycja genu ha chromosomie

Aa_ortCYP71B5

LT669792.1 (ch5)

18574844 — 18576582

Aa_ortCYP71B6

LT669793.1 (ch6)

25617861 — 25619378

Aa_ortCYP71B7

LT669788.1 (chl)

10583459 — 10585019

Aa_ortCYP71B23

LT669792.1 (ch5)

2571367 — 2569330

Aa_ortCYP79B2

LT669794.1 (ch7)

1285375 — 1287416

Aa_ortCYP79B3

LT669793.1 (ch6)

16691307 — 16689165

Aa_ortCYP81F2

LT669795.1 (ch8)

39081315 — 39084161

Aa_ortCYP83B1

LT669794.1 (ch7)

25442483 — 25444117

Aa_ortPAL1 LT669791.1 (ch4) 42637525 — 42639276
Aa_ortPAL2 LT669792.1 (ch5) 18528090 — 18526351
Aa_ortPAL4 LT669795.1 (ch8) 2232896 — 2234576
Aa_ort4CL1 LT669791.1 (ch4) 5357557 — 5361113
Aa_ort4CL2 LT669790.1 (ch3) 23417396 — 23420877
Aa_ort4CL3 LT669789.1 (ch2) 26265226 — 26261308
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Ryc. 4.23. Drzewa filogenetyczne potencjalnych ortologéw i dalszych homologéw genow CYP zwigzanych
z metabolizmem tryptofanu w A. thaliana wygenerowane na podstawie sekwencji aminokwasowych
metoda tzw. najblizszego sasiada (ang. neighbor joining);. zalaczone mapy cieplne przedstawiajg wzgledne
zmiany w ekspresji wybranych gendéw 24h po inokulacji ro$lin P. cucumerina 2127 okreslone na podstawie

analiz RT-qPCR ($rednia z trzech niezaleznych eksperymentow, liczba probek n = 9)
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Ryc. 4.24. Drzewa filogenetyczne potencjalnych ortologéw genow PAL i 4CL A. thaliana, wygenerowane
na podstawie sekwencji aminokwasowych metodg tzw. najblizszego sgsiada (ang. neighbor joining);
dotaczone mapy cieplne przedstawiaja wzgledne zmiany w ekspresji wybranych gendéw 24h po inokulacji
roslin P. cucumerina 2127 okre$lone na podstawie analiz RT-qPCR ($rednia z trzech niezaleznych
eksperymentdw, liczba probek n = 9)

Dla wybranych genow sprawdzono jak ich ekspresja zmienia si¢ po inokulacji roslin
patogenem. Do tych eksperymentow uzyty zostat szczep P. cucumerina 2127, ze wzgledu na fakt, ze
W przeciwienstwie do szczepu PCBMM, byl o niezaadaptowany na wszystkich gatunkach badanych
ro$lin (Ryc. 4.1 — 2). Wyniki analiz wykonanych przy pomocy RT-qPCR pokazaly, ze ekspresja
ortologow gendéw CYP79B2, CYP79B3, CYP81F2, CYP83B1, CYP71B6, CYP71B15, CYP71A12
i CYP71A13 byta indukowana po inokulacji patogenem (Ryc. 4.23). Jednym z genow, ktdérego
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ekspresja nie ulegata indukcji byt Carubv10007516 (C. rubella), bedacy ortologiem genu CYP83B1
z A. thaliana (Ryc. 4.23). Co wigcej, ekspresja tego genu byta na granicy wykrywalno$ci zaréwno
W probach z roslin kontrolnych, jak i inokulowanych (Ryc. 4.25).
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Ryc. 4.25. Relatywna ekspresja genu CYP83B1 z A. thaliana i jego ortologdéw, zidentyfikowanych
W pozostatych badanych gatunkach Brassicaceae (w kolejnosci: C. rubella, C. hirsuta, T. salsuginea,
A. alpina). Analiz¢ przeprowadzono dla préb lisci roslin kontrolnych i inokulowanych P. cucumerina 2127
zebranych 24 h po inokulacji. Dane przedstawiajg reprezentacyjne wyniki otrzymane w jednym z trzech
niezaleznych eksperymentow; warto$¢ p (test t-Studenta): **<0,01, ***<0,001

W C. hirsuta obecne sg pochodne kwasu indolilo-3-karboksylowego, jednak wykonane
analizy filogenetyczne nie zidentyfikowaty w tym gatunku ortologéw genow CYP71A12 i CYP71A13,
ktore w A. thaliana koduja enzymy zwigzane ze szlakiem biosyntezy tych pochodnych tryptofanu
(Ryc. 4.23) [201]. Analizy ekspresji dalszych homologow CYP71A12 i CYP71A13 w C. hirsuta,
wykazaly, ze zaden z wyznaczonych homologow CYP71A12 i CYP71A13 w tym gatunku nie ulegat
zwickszonej ekspresji po inokulacji patogenem w takim stopniu, jak geny CYP71A12 i CYP71A13
w A. thaliana lub ich ortologi w C. rubella (Ryc. 4.23, 4.26). Ponadto, ekspresja badanych
homologéw w probach kontrolnych C. hirsuta byta w wigkszosci przypadkéw duzo wyzsza niz

CYP71A12 i CYP71A13 w A. thaliana i ich ortologow w C. rubella (Ryc. 4.26).
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Ryc. 4.26. Relatywna ekspresja genow CYP71A12 i CYP71A13 A. thaliana i ich ortologow
zidentyfikowanych w C. rubella oraz najblizszych homologdéw tych genéw zidentyfikowanych w gatunku
C. hirsuta, wzgledem genu referencyjnego aktyny; analiza przeprowadzona dla lisci roélin kontrolnych
i inokulowanych P. cucumerina 2127, proby zbierane 24h po inokulacji; dane przedstawiajg

reprezentacyjne wyniki otrzymane w jednym z trzech niezaleznych eksperymentow; warto$¢ p
(test t-Studenta): *<0,05, **<0,01, ***<0,001

Analizy zmian w ekspresji gendw wywotanych inokulacjg patogenem wykonano réwniez dla
genéw kodujacych inne monooksygenazy P450 A. thaliana oraz ich potencjalnych ortologow
wyznaczonych w pozostatych badanych gatunkach. Wsérod tych gendéw byly ortologi CYP71B7,
CYP71B23, CYP71B22, CYP71B21 i CYP71B5 (Ryc. 4.23). Geny te oraz ich ortologi mozna podzieli¢ na
dwie grupy: geny, dla ktorych ekspresja wszystkich (CYP71B22, CYP71B7) lub jedynie czgsci (CYP71B5,
CYP71B23) zidentyfikowanych ortologéw byta indukowana po inokulacji patogenem (Ryc. 4.27). Wsréd
genow kodujacych monooksygenazy CYP zidentyfikowano unikalny dla A. thaliana CYP71B38, ktorego
ekspresja byta indukowana po inokulacji patogenem (Ryc. 4.23, 4.27).
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Ryc. 4.27. Relatywna ekspresja wybranych homologow genow CYP zwigzanych z metabolizmem
tryptofanu w A. thaliana i ich ortologéw, zidentyfikowanych w pozostatych badanych gatunkach
Brassicaceae (Carubv- C. rubella, CARHR- C. hirsuta, Thhalv- T. salsuginea, Aa_ort- A. alpina),
wzgledem genu referencyjnego aktyny; analiza przeprowadzona dla lisci roslin kontrolnych
i inokulowanych P. cucumerina 2127, proby zbierane 24h po inokulacji; dane przedstawiajg
reprezentatywne  wyniki  otrzymane w  jednym z trzech niezaleznych eksperymentow;
wartos¢ p (test t-Studenta): *<0,05, **<0,01, ***<0,001

Poza genami kodujagcymi monooksygenazy P450 sprawdzono rowniez zmiany w ekspresji
genow PAL i 4CL, ktore katalizujg pierwsza 1 ostatnia reakcj¢ centralnego szlaku
fenylopropanoidowego, zwigzanego z biosyntezg wszystkich pochodnych fenylopropanoidowych.
A. thaliana posiada po cztery izoformy enzyméw kodowanych przez te geny. Przeprowadzone
W niniejszej pracy analizy filogenetyczne pokazaty, ze w pozostatych badanych gatunkach
Brassicaceae, z wyjatkiem T. salsuginea, wystepuja po trzy izoformy enzymu PAL, ktére sg
kodowane przez ortologi genéw PAL1, PAL2 i PAL4. T. salsuginea podobnie jak A. thaliana posiada
cztery izoformy enzymu PAL, ktére sa kodowane przez ortologi genéow PAL1 i PAL2 oraz dwa
ortologi genu PALA4. Z kolei gen PAL3 w A. thaliana jest specyficzny dla tego gatunku. W przypadku
genow kodujacych enzymy 4CL w wigkszosci badanych gatunkéw wyznaczono potencjalne ortologi

wszystkich izoform znanych z A. thaliana. Jedynym wyjatkiem byt T. salsuginea, w ktéorym nie
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znaleziono ortologa genu 4CL2 (Ryc. 4.24). Wykonane analizy wykazaty, ze ekspresja genow PAL nie
zmieniala si¢ istotnie po inokulacji patogenem (Ryc. 4.24). Nieznaczny wzrost ekspresji obserwowano
dla genéw CARHR131540.1, Aa_ortPAL2, PAL3_2 i CARHR084820.1, jednak zwigkszenie ekspresji
tych genow nie bylo istotne statystycznie. W przypadku genow 4CL, tylko dwa z nich: 4CL2
i Aa_ort4CL1 charakteryzowaly si¢ okoto dwukrotnie wigkszg ekspresja po inokulacji badanych roslin
patogenem. Dla o$miu kolejnych gendow, wsrod ktorych byty: CARHR097140.1, CARHR097130.1,
CARRHR056540.1, Carubv10020070m, Thhalv10020406m, Thhalv10020403m, Aa_ort4CL2
i Aa_ort4CL3 obserwowano nieznaczny wzrost ekspresji po inokulacji patogenem, jednak wartosci

tego wzrostu nie byly istotne statystycznie w odniesieniu do wartosci ekspresji roslin kontrolnych
(Ryc. 4.24).
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V. DYSKUSJA

Przedmiotem przedtozonej pracy doktorskiej byta charakterystyka zmian, jakie zachodza
w szlakach metabolicznych zwiazanych z odpowiedzia odpornosciowa gatunkéw modelowych
Zrodziny Brassicaceae. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow udato si¢ zidentyfikowad
struktury 35 metabolitow, ktore w badanych gatunkach Brassicaceae charakteryzowaly si¢ zwickszona
akumulacjag w odpowiedzi na inokulacje P. cucumerina lub na rozpoznanie wzorca molekularnego
zwigzanego z patogenem. Zidentyfikowane metabolity nalezalty w wigkszosci do zwiazkow
indolowych 1 fenylopropanoidowych. Oprocz metabolitow nalezacych do tych dwodch grup
zidentyfikowano rowniez pojedyncze zwiazki nalezagce do pochodnych kwaséw benzoesowych
i terpenoidéw, a takze aminokwasy i ich pochodne.

Identyfikacje metabolitow prowadzono w oparciu o dane literaturowe, dostgpne standardy
ibazy danych przy wuzyciu metod UPLC-UV oraz UPLC-MS/MS. Pomimo uzycia
wysokorozdzielczych technik chromatograficznych z zastosowaniem detektoréow fotodiodowego,
fluorescencyjnego i wysokorozdzielczego spektrometru masowego, nie bylo mozliwe rozwigzanie
struktur wszystkich metabolitow, ktore ulegaly w badanych gatunkach Brassicaceae zwigkszonej
akumulacji po inokulacji P. cucumerina lub w odpowiedzi na flg22. Bioragc pod uwage, ze jedna
roslina moze produkowaé nawet kilka tysiecy roznych metabolitow, przy zastosowaniu systemu
chromatograficznego nawet o wysokiej rozdzielczosci niemozliwe jest uniknigcie koelucji kilku lub
nawet kilkunastu metabolitow. Tym samym niemozliwe jest uzyskanie miarodajnych widm UV,
charakterystycznych dla pojedynczych zwigzkéw iich identyfikacja. Retencja kilku metabolitow
Wtym samym czasie uniemozliwia tez wykonanie analizy iloSciowej dla danego metabolitu
na podstawie wielko$ci piku obserwowanego na chromatogramie otrzymanym w detektorze PDA.
Trudnosci w rozwigzywaniu struktury metabolitow moze powodowac rowniez zbyt niskie stezenie
interesujacych zwigzkow, ktore uniemozliwia otrzymanie dobrej jakosci widm UV, jak réwniez moze
ogranicza¢ mozliwosci otrzymywania masowych widm fragmentacyjnych. Otrzymywanie widm
fragmentacyjnych, ktore w wielu przypadkach sg kluczowe dla wyznaczenia przypuszczalnych
struktur zwigzkow, moze by¢ utrudnione takze przez koelucj¢ kilku metabolitow. Jesli badany
zwiagzek wymywa si¢ z kolumny w tym samym czasie, co metabolit o znacznie wigkszym stezeniu jest
duze prawdopodobienstwo, ze wlasnie ten metabolit bedzie ulegal fragmentacji w komorze kolizyjnej
spektrometru masowego. Dla czgsci metabolitdw w niniejszej pracy nie udalo si¢ otrzymac takze
widm masowych, co moze by¢ spowodowane wilasciwosciami tych zwigzkow, ktore uniemozliwiaja
lub znacznie utrudniaja ich jonizacjg.

Wielu metabolitow nie udato si¢ zidentyfikowa¢ ze wzgledu na brak ich struktur
i charakterystycznych jonéw w bazach danych. Przykladowo w bazie KNApSAcK
(http://kanaya.naist.jp/knapsack_jsp/top.html; dostgp: 18.09.2017) umieszczono dotad struktury

626 metabolitow zidentyfikowanych w A. thaliana, a dla kazdego z pozostatych badanych w niniejszej
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pracy gatunkow Brassicaceae liczba opublikowanych struktur metabolitow wynosi ponizej 10.
Stanowi to jedynie niewielki utamek szacowanej liczby zwigzkow chemicznych produkowanych przez
te rosliny.

Jak wykazano w przeprowadzonych eksperymentach jedynie w przypadku okoto 24%
zwigzkow obserwowano zwigkszong akumulacje w przynajmniej dwoch z badanych gatunkow.
Pokazuje to ogromne zréznicowanie produkowanych metabolitow, nawet wsrod gatunkow nalezacych
do tej samej rodziny i wskazuje na zachodzace procesy ewolucji odpornosci roslin zwiazanej
z akumulacja metabolitow. Sledzenie ewolucji metabolitow wtornych umozliwia korelacja wynikow
uzyskanych na poziomie metabolomu, z wynikami na poziomie genomu i transkryptomu. Znajomos¢
sekwencji ortologdbw gendw zwigzanych z Dbiosynteza okre$lonej grupy metabolitow,
zidentyfikowanych w wielu blisko spokrewnionych gatunkach oraz okreslenie zasiegu
filogenetycznego wystepowania poszczegolnych metabolitow moze prowadzi¢ do poznania
mechanizméw ewolucji szlakow metabolicznych zwiazanych z odpowiedzig odpornosciowa roslin na

infekcje.

5.1. Metabolity indolowe w odpowiedzi na inokulacje¢ P. cucumerina

Pochodne indolowe stanowily najwickszg grupe zidentyfikowanych w niniejszej pracy
metabolitow charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacja po inokulacji P. cucumerina.
Identyfikacja tych zwiazkéw byta ulatwiona ze wzgledu na dostepne standardy oraz liczne dane
literaturowe obejmujace widma UV, czy widma masowe. W tej grupie metabolitow bylto tez najwiecej
zwigzkow, ktorych biosynteza byla indukowana w przynajmniej dwdch z badanych gatunkow. Jak
wykazano  we wczesniejszych  badaniach, metabolity indolowe s3 grupa zwigzkow
rozpowszechnionych wsrod roslin z rodziny Brassicaceae [64, 189].

W niniejszej pracy obserwowano zwigkszong ekspresje genéw CYP79B2 i CYP79B3,
kodujacych w A. thaliana enzymy katalizujace pierwszy krok biosyntezy wszystkich pochodnych Trp
peligcych funkcje w odpowiedzi odpornosciowej [138, 139]. Bylo to zgodne z danymi
literaturowymi, wedlug ktorych indukcje ekspresji tych gendéw obserwowano w 5-tygodniowych
lisciach A. thaliana 24 h po inokulacji P. cucumerina [160]. W niniejszej pracy zidentyfikowano
potencjalne ortologi CYP79B2 i CYP79B3 we wszystkich badanych gatunkach Brassicaceae. Podobnie
jak w przypadku CYP79B2 i CYP79B3 z A. thaliana, geny te ulegaly zwigkszonej ekspresji po
inokulacji patogenem, co wskazuje na zakonserwowanie ich funkcji w odpowiedzi odpornosciowe;j

wszystkich badanych gatunkow.
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5.1.1. Glukozynolany indolowe i produkty ich metabolizmu

AMI3G (nr 44) byt w niniejszej pracy jedynym, sposrod obecnych konstytutywnie
w A. thaliana glukozynolanoéw indolowych, ktory ulegal zwigkszonej akumulacji w odpowiedzi
na infekcj¢. Zwigkszenie biosyntezy tego zwigzku obserwowano rowniez w liSciach C. hirsuta,
T.salsuginea iA.alpina. C. rubella byt jedynym wsrod badanych gatunkow, dla ktorego
nie obserwowano zwigkszonej biosyntezy 4MI3G, co jest zgodne z wcze$niejszymi badaniami
stwierdzajacymi brak akumulacji glukozynolanéw indolowych w tym gatunku [189]. W C. hirsuta,
T, salsuginea i A. alpina wyznaczono potencjalne ortologi genow CYP83B1 i CYP81F2, ktore
weczesniej zostaty zidentyfikowane w A. thaliana jako geny kodujace enzymy zwigzane z biosynteza
AMI3G [43, 137]. Zwigkszona akumulacja 4MI3G korelowata ze wzrostem ekspresji tych genow
oraz ich potencjalnych ortologéw. Liscie T. salsuginea charakteryzowaty si¢ nizsza w pordéwnaniu
do innych indukcja ekspresji CYP83B1 i CYP81F2, co moze by¢ przyczyng stosunkowo niskiej
indukcji akumulacji 4MI13G w tym gatunku. Brak akumulacji 4MI13G w C. rubella korelowat z kolei
z brakiem potencjalnego ortologa genu CYP81F2. Mimo, ze C. rubella nie produkuje glukozynolanow
indolowych, w gatunku tym zidentyfikowano ortolog genu kodujacy monooksygenazg CYP83B1 —
Carubv10007516 (Ryc. 4.23). Analizy real-time PCR wykazaly znikoma ekspresje tego genu zarowno
w liSciach ro$lin kontrolnych, jak i inokulowanych, co wydaje si¢ koordynowa¢ z nieobecno$cia
glukozynolanéw indolowych w C. rubella. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze znikoma ekspresja CYP83B1
nie moze by¢ jedyna podstawa molekularng braku glukozynolanéw indolowych. Mozna
to wywnioskowac z fenotypu mutanta A. thaliana rntl-1, ktory pomimo defektu w genie CYP83B1
wcigz akumulowat te metabolity [242]. Fenotyp ten ttumaczy si¢ przejeciem funkcji CYP83BI1 przez
monooksygenaze CYP83Al, ktora jest zdolna katalizowaé, chociaz z obnizong wydajnoscia,
odpowiednig reakcje [242].

Szereg mikroorganizméw patogennych, wilacznie z zaadaptowanymi i niezaadaptowanymi
szczepami P. cucumerina indukuje zwigkszong akumulacj¢ 4MI3G w A. thaliana [177, 180]. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy, podobnie jak dane literaturowe wskazuja, ze akumulacja tego
glukozynolanu nie jest zalezna od uzytego szczepu P. cucumerina. Wykonane wcze$niej
eksperymenty wskazujg, ze inokulacja patogenami B. cinerea i B. graminis, oprocz A. thaliana,
powoduje zwiekszong produkcje 4MI3G réwniez w innych gatunkach Brassicaceae [189]. Wyjatkiem
byt badany rowniez w niniejszej pracy T. salsuginea, w ktérym inokulacja B. graminis po 16h nie
powodowata zwiekszonej akumulacji 4MI3G [189]. Co ciekawe gatunek ten charakteryzowal sie
réwniez najmniejszg zmiang w akumulacji tego glukozynolanu w odpowiedzi na P. cucumerina.
Mozna wiec przypuszczaé, ze generalnie w T. salsuginea wptyw infekcji na indukcje biosyntezy
4MI3G jest najstabszy wérod badanych gatunkéw. C. hirsuta byt jedynym badanym gatunkiem,

w ktorym nie obserwowano zwigkszonej akumulacji 4MI3G 48 h po inokulacji, z kolei po 72 h
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biosynteza tego zwiazku byta wyraznie podwyzszona w porownaniu do roslin kontrolnych. Dane
literaturowe podaja, ze zwickszona akumulacja tego zwigzku byta obserwowana w C. hirsuta 16 h po
inokulacji B. graminis i 40 h po inokulacji B. cinerea [189]. Nalezy zaznaczy¢, ze poziom akumulacji
metabolitow zalezy nie tylko od szybkosci ich biosyntezy, ale rowniez od tempa ich dalszych
przemian. Stad brak indukcji akumulacji 4MI3G w C. hirsuta 48 h po inokulacji moze wynikaé nie
z braku zwigkszonej biosyntezy, ale z jednoczesnego nasilonego metabolizmu tego glukozynolanu.

Podczas przeprowadzonych w niniejszej pracy eksperymentow w trzech z badanych gatunkéw
(A. thaliana, T. salsuginea i A. alpina) obserwowano zwigkszong biosyntez¢ RA (nr 2) po inokulacji.
C. hirsuta byt jedynym gatunkiem wsrod badanych, w ktorym obserwowano RA, ale jego biosynteza
nie byta indukowana. RA jest jednym z produktéw szlaku metabolizmu glukozynolanéw indolowych
zaleznego od myrozynazy PEN2. Jednak obecno$¢ RA w podwodjnym mutancie A. thaliana
cyp79b2 cyp79b3 sugeruje, ze metabolit ten moze by¢ réwniez produktem metabolizmu innych
zwiazkow, np. glukozynolanéw alifatycznych. Przeprowadzone dotad badania wskazywaly,
ze W A. thaliana na skutek inokulacji zaadaptowanymi i niezaadaptowanymi szczepami P. cucumerina
dochodzi do indukcji akumulacji tego metabolitu [180]. W przeciwienstwie do uzyskanych wynikow,
dane literaturowe wskazujg, ze akumulacja RA byta indukowana takze w C. hirsuta po inokulacji
B. graminis i B. cinerea. Z kolei w T. salsuginea patogeny te nie powodowaly zmian w biosyntezie
RA [189]. Zrbznicowanie pomiedzy danymi literaturowymi a uzyskanymi w niniejszej pracy
wynikami w akumulacji RA w C. hirsuta i T. salsuginea moze by¢, tak jak w przypadku 4MI3G
zwigzane z roznicami w szybkosci biosyntezy i dalszego metabolizmu tego zwigzku.

W doswiadczeniach przeprowadzonych w niniejszej pracy najwyzsza wsrod wszystkich
badanych gatunkéw indukcje akumulacji 4MI3G i RA po inokulacji obserwowano w gatunku
A. alpina. Z akumulacjg tych metabolitow korelowata najwigksza wérod badanych gatunkow indukcja
ekspresji  zidentyfikowanych ortologow genéw kodujacych enzymy CYP79B2 i CYP79B3.
Jednoczesnie gatunek ten charakteryzowat si¢ najmniejsza liczba metabolitow, ktorych biosynteza
zwigkszala si¢ po inokulacji patogenem. Podobne wyniki uzyskano w opublikowanych wczes$niej
badaniach, w ktorych liscie A. alpina infekowane byly przez B. graminis i B. cinerea [189]. Budowa
morfologiczna tego gatunku, réznigca si¢ znacznie od pozostatych badanych roslin, moze wskazywac
na silniejsze konstytutywne bariery ochronne, ktéore moga wydajniej powstrzymac infekcje wielu
mikroorganizméw patogennych. Dodatkowo duze zmiany w akumulacji 4MI3G i RA sugeruja, ze
mechanizm przedinwazyjnej odpowiedzi odpornosciowej zwigzany ze szlakiem PEN2 w A. alpina jest
bardziej efektywny w poréwnaniu do pozostatych badanych gatunkéw Brassicaceae. Mozna wigc
przypuszcza¢, ze silne fizyczne bariery konstytutywne w polaczeniu z efektywnym szlakiem PEN2
powstrzymujg w A. alpina infekcje na jej bardzo wczesnych etapach i dlatego w tym gatunku nie
dochodzi do indukcji akumulacji metabolitow, ktore mogg petni¢ funkcje w odpowiedzi poinwazyjne;j.
Odwrotna korelacje pomigdzy efektywnoscig odpowiedzi przedinwazyjnej a zwigkszong akumulacija

metabolitbw zwigzanych z odpornoséciag poinwazyjng potwierdzaja badania mutanta pen2, ktorego
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fenotyp wskazuje na wyzsza akumulacje¢ kamaleksyny 1 6-GlcO-ICOOH po infekcji, w porownaniu do
typu dzikiego A. thaliana [43, 161].

Wsrod pochodnych  glukozynolanéw indolowych zidentyfikowano rowniez glukozyd
dihydroaskorbigenu (nr 41) i glukozyd dihydroneoaskorbigenu (nr 43), ktorych akumulacja byta
indukowana po inokulacji patogenem lisci A. thaliana i A. alpina. Askorbigen i jego pochodne,
a wérod nich heksozyd dihydroaskorbigenu, byly raportowane wczes$niej w rzodkiewniku [201].
Co wigcej, wymieniona pochodna glikozydowa dihydroaskorbigenu ulegata zwigkszonej akumulacji
w A. thaliana 24 h po traktowaniu roslin roztworem azotanu srebra (AgNO3) [201]. W dwoch innych
gatunkach nalezacych do rodziny Brassicaceae - Cardamine diphylla i T. salsuginea zidentyfikowano
odpowiednio glukozyd dihydroaskorbigenu [243] i glukozyd dihydroneoaskorbigenu [244]. Glukozyd
dihydroaskorbigenu pochodzacy z tkanek C. diphylla byt drugim przypadkiem identyfikacji
glikozylowanej pochodnej indolowej askorbigenu, jednak akumulacja tego zwiazku nie byla zwigzana
z zadnym stresem biotycznym badz abiotycznym [243]. Z kolei akumulacja glukozydu
dihydroneoaskorbigenu zidentyfikowanego wczesniej w gatunku T. salsuginea zwigzana byla
z poddaniem ro$lin stresowi promieniowania UV [244]. W przeprowadzonych w niniejszej pracy
eksperymentach nie obserwowano zwickszonej akumulacji tego zwigzku w T. salsuginea. By¢ moze
indukcja biosyntezy glukozydu dihydroaskorbigenu w tym gatunku zwiazana jest jedynie z jego
odpowiedzig na stresy abiotyczne. Dane literaturowe wskazuja, ze z odpowiedzig na inokulacje
patogenem w tym gatunku zwigzany jest neoaskorbigen, ktory ulegat zwiekszonej akumulacji dwa dni
po inokulacji lisci T. salsuginea przez patogen Leptosphaeria maculans [244]. Co wigcej, askorbigen
i neoaskorbigen byly zidentyfikowane w kontrolnych i inokulowanych patogenem Plasmodiophora
brassicaccae korzeniach 1-tygodniowych siewek Brassica napus [245]. Zwigkszong akumulacj¢ tych
zwigzkoéw obserwowano w korzeniach B. napus trzy tygodnie po inokulacji i sklasyfikowano je jako
fitoantycypiny [245]. Obserwowano dla nich rowniez tagodne dziatanie ograniczajace wzrost in vitro

dwoch patogenow grzybowych Rhizoctonia solani i Sclerotinia slerotiorum.

5.1.2. Fitoaleksyny

W wykonanych w niniejszej pracy eksperymentach zidentyfikowano kilka z ponad 40
znanych metabolitow nalezacych do grupy fitoaleksyn indolowych, charakterystycznych dla gatunkow
z rodziny Brassicaceae. Wsrdod tych zwigzkow byla kamaleksyna (nr 95) i jej pochodne:
6-metoksykamaleksyna (nr 102), dwa O-glukozydy hydroksykamaleksyny (nr 48 i 57)
i malonylowany O-glukozyd hydroksykamaleksyny (nr 67), a takze wazaleksyny A (nr 109) i B
(nr 108). Indukcje¢ akumulacji kamaleksyny obserwowano w lisciach A. thaliana i C. rubella
po inokulacji przez oba szczepy P.cucumerina. Biosynteza tej fitoaleksyny zalezna jest od
zidentyfikowanych w A. thaliana genow CYP79B2, CYP79B3, CYP71A12, CYP71A13 i CYP71B15.
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Przeprowadzone analizy filogenetyczne wskazaly na istnienie dwoch potencjalnych ortologow genu
CYP71B15 oraz czterech potencjalnych ortologow genéw CYP71A12, CYP71A13 w C. rubella.
Akumulacja kamaleksyny korelowata ze zwigkszona ekspresja wszystkich genow zwigzanych
z biosynteza tego metabolitu w A. thaliana. W przypadku ortologéw genu CYP71B15 tylko jeden
z nich — Carubv10017053 ulegat zwickszonej ekspresji po inokulacji. Z kolei wérod potencjalnych
ortologbw CYP71A12, CYP71A13 wszystkie charakteryzowaly si¢ znacznie wyzsza ekspresja
po inokulacji P. cucumerina w porownaniu do roslin kontrolnych. Wyst¢gpowanie dwoch
potencjalnych ortologow CYP71B15, CYP71A12 i CYP71A13 wC. rubella jest prawdopodobnie
wynikiem duplikacji tych genoéw. Brak zwickszonej ekspresji jednego z ortologow CYP71B15
wskazuje, ze gen ten stat si¢ pseudogenem lub ulegt neofunkcjonalizacji. Z kolei, zwigkszona
ekspresja wszystkich ortologow CYP71A12 i CYP71A13 $wiadczy o potencjalnej funkcji tych genow
w odpowiedzi odpornosciowej C. rubella. Mozliwe, ze po duplikacji powstate geny nabyly inne
funkcje, niz znana z A. thaliana rola w szlaku biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-
karboksylowego lub tez powstale zduplikowane geny maja ta sama funkcje.

Dane literaturowe podajg, ze biosynteza kamaleksyny w A. thaliana moze by¢ indukowana
w niewielkim stopniu juz 16 h po inokulacji lisci rzodkiewnika sporami B. graminis [43, 189].
Zwigkszona biosynteza kamaleksyny byta obserwowana rowniez 24 h po inokulacji tego gatunku
przez zaadaptowane i niezaadaptowane szczepy P. cucumerina [180]. Akumulacja kamaleksyny 24 h
po inokulacji P. cucumerina korelowata ze zwigkszong ekspresja genow CYP71B15 i CYP71A13,
obserwowang w 5-tygodniowych lisciach A. thaliana [161]. Zwigkszong ekspresje CYP71B15,
CYP71A12 i CYP71A13 obserwowano rowniez po infekcji 4 — 5 tygodniowych lisci przez P. syringae
[197]. W niniejszej pracy w A. thaliana oprocz znacznie zwigkszonej ekspresji genow CYP71B15
i CYP71A13, obserwowano rowniez indukcje ekspresji CYP71A12. Wykonane eksperymenty
wykazaty, ze poziom ekspresji CYP71A12 po inokulacji jest zblizony do CYP71A13, przeciwienstwie
do danych literaturowych, ktore pokazywaly nizszy poziom ekspresji CYP71A12 po infekcji
P. syringae, w poréwnaniu do CYP71A13 [197]. Sugeruje to, ze poziom ekspresji CYP71A12 jest
zalezny od rodzaju uzytego patogenu i w przypadku patogendw grzybowych jest wyzszy niz przy
uzyciu patogenu bakteryjnego.

W niniejszej pracy oprocz kamaleksyny obserwowano takze 6-metoksykamaleksyne,
dla ktérej powierzchnia piku w C. rubella po inokulacji byta wyzsza w poréwnaniu do kamaleksyny.
Podobnie, dane literaturowe podaja, ze akumulacja tego metabolitu byta wyzsza w poréwnaniu do
kamaleksyny 16 h po inokulacji C. rubella sporami B. graminis [189]. Jednak 40 h po inokulacji tego
gatunku sporami B. cinerea poziom akumulacji kamaleksyny i 6-metoksykamaleksyny byt zblizony.
Sugeruje to, ze w C.rubella to wtasnie 6-metoksykamaleksyna jest kluczowg fitoaleksyng. Inne
pochodne kamaleksyny: dwa O-glukozydy hydroksykamaleksyny i malonylowany glukozyd
hydroksykamaleksyny byly w niniejszej pracy zidentyfikowane w liSciach A. thaliana i C. rubella

po inokulacji P. cucumerina. Zwigzki te byly zidentyfikowane wczesniej jedynie w lisciach
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rzodkiewnika traktowanych azotanem srebra (AgNO3) [200]. Wystgpowanie zmodyfikowanych form
kamaleksyny moze wpisywac si¢ w teori¢ strategii obronnej roslin polegajacej na produkowaniu
zroznicowanych strukturalnie metabolitow antybiotycznych. Formy glikozylowane pochodnych
kamaleksyny, analogicznie do glukozynolanéw, czy innych glikozylowanych metabolitow, moga by¢
nieaktywne biologicznie i stanowig zabezpieczenie rosliny przed zbyt duzym st¢zeniem zwigzkow
potencjalnie toksycznych dla komoérki roslinnej. Z drugiej strony formy glikozylowane moga by¢
produkowane w reakcji detoksyfikacji kamaleksyny przez patogen, co obserwowano wczesniej
w eksperymentach z uzyciem kultur patogenu grzybowego Sclerotinia sclerotiorum, hodowanego
z dodatkiem kamaleksyny, w ktérym wykazano, ze zwiazek ten zostal catkowicie zmetabolizowany
do kilku pochodnych [246]. We wczesniejszych badaniach w gatunku modelowym A. thaliana
zidentyfikowano réwniez inng fitoaleksyng indolowa — rapaleksyne A [203], ktorej nie obserwowano
W niniejszej pracy, prawdopodobnie ze wzgledu na zbyt niskie stezenie tego zwiazku. Nie mozna tez
wykluczy¢ mozliwosci, ze zwiazek te produkowany jest tylko w odpowiedzi na niektdre patogeny.

Na podstawie przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy analiz zidentyfikowano réwniez
kilka pochodnych kwasu indolilo-3-karboksylowego: 6-GlcO-ICOOH (nr 7), 6-HO-ICOOGIc (nr 13),
6-GlcO-ICOOGIc (nr 3) i ICOOGIc (nr 45). Metabolity te charakteryzowaty si¢ zwickszona
akumulacja w inokulowanych lisciach A. thaliana, C. rubella i C. hirsuta. Cze¢$¢ z tych zwigzkow
zidentyfikowano wczesniej w tych trzech gatunkach [189]. W A. thaliana opisano ponadto cze$ciowo
szlak biosyntezy kwasu indolilo-3-karboksylowego (ICOOH) [201]. Stad wiadomo, zZe
biosyntetycznie ICOOH jest powigzany z kamaleksyng. Jednak bioragc pod uwage, ze pochodne
ICOOH s3 akumulowane w gatunkach produkujacych kamaleksyn¢ oraz w przynajmniej jednym
dodatkowym gatunku (C. hirsuta), mozna domniemac¢, ze szlak biosyntezy ICOOH jest ewolucyjnie
starszy od szlaku biosyntezy kamaleksyny. Wsrod enzymow katalizujacych reakcje biosyntezy tego
zwigzku oprocz CYP79B2 i CYP79B3 wystepuja CYP71A12, CYP71A13 i CYP71B6. Jak
wspomniano powyzej w niniejszej pracy zidentyfikowano po dwa potencjalne ortologi genow
CYP71A12 i CYP71A13 w C. rubella, jednak w C. hirsuta, ktory podobnie jak A. thaliana i C. rubella
produkowat pochodne ICOOH, nie stwierdzono obecno$ci ortologow tych genoéw. Ponadto, zaden
z badanych bliskich homologow CYP71A12 i CYP71A13 w C. hirsuta nie ulegal zwigkszonej
ekspresji po inokulacji. Korelacja danych metabolomicznych i transkryptomicznych w tym przypadku
wskazata, ze w C. hirsuta moze istnie¢ alternatywny szlak biosyntezy ICOOH.

W C. rubella zidentyfikowano dwa potencjalne ortologi genu CYP71B6, ktorych ekspresja
byta silnie indukowana po inokulacji i korelowata ze zwigkszeniem akumulacji pochodnych ICOOH
w tym gatunku. Wystepowanie w C. rubella dwoch ortologow CYP71B6, podobnie jak CYP71A12
i CYP71A13, moze by¢ spowodowane duplikacjg, ktéra doprowadzita do powstania dwoch
funkcjonalnych genéw. W przypadku CYP71B6 w A. thaliana zmiany w ekspresji po inokulacji
patogenem nie byly tak wyrazne. Moze to §wiadczy¢ o obecnos$ci innego genu, kodujacego odmienny

enzym pehigcy funkcje w biosyntezie ICOOH. Sugeruja to rowniez do$wiadczenia z uzyciem
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mutanta cyp71b6, w ktoérym nie stwierdzono catkowitego braku tego metabolitu [201]. Teze t¢ moze
dodatkowo potwierdza¢ fakt, ze ekspresja potencjalnego ortologa CYP71B6 zidentyfikowanego
w C. hirsuta nie zmieniata si¢ po inokulacji, mimo, ze w tym gatunku obserwowano indukcje
akumulacji pochodnych ICOOH. Z drugiej strony, w gatunku A. alpina, ktory nie produkowat tych
zwigzkow obserwowano indukcje¢ ekspresji zidentyfikowanego ortologa CYP71B6. Wskazuje to
na istnienie alternatywnego szlaku metabolicznego, petnigcego funkcje w odpowiedzi A. alpina
na inokulacj¢ patogenem, w ktéry zaangazowany jest enzym CYP71B6.

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze infekcja A. thaliana przez mikroorganizmy
patogenne powoduje indukcje akumulacji réznych pochodnych tego metabolitu [215, 218].
Zaadaptowane i niezaadaptowane szczepy P. cucumerina powodowaly zwigkszenie akumulacji
6-GlcO-ICOOH w A. thaliana [180]. Ponadto, zwigzek ten oraz ICOOGIc byty indukowane nie tylko
w A. thaliana, ale rowniez w C. rubella i C. hirsuta po infekcji lisci sporami B. cinerea [189]. Dane
literaturowe oraz wyniki otrzymane w niniejszej pracy pokazuja, ze akumulacja ICOOH i jego
pochodnych moze by¢ wywotana zaréwno przez réznorodne czynniki biotyczne, jak i abiotyczne.
Zwiazki te moga petni¢ funkcje w odpornosci badanych gatunkéw Brassicaceae, jednak ze wzgledu
na brak linii A. thaliana z defektem w biosyntezie tych metabolitow, okreslenie jednoznacznego ich
wplywu na odporno$¢ byto jak dotad niemozliwe. Co ciekawe dane literaturowe wskazuja,
ze W A. thaliana ICOOH jest tez metabolitem wchodzacym w sklad $ciany komorkowe;j,
a przeprowadzone badania wykazaly, ze akumulacja ICOOH zwigzanego ze S$ciang komorkowa
zwiekszata si¢ pod wplywem inokulacji lisci tego gatunku szczepami bakterii P. syringae [215].
Jednak w celu uzyskania ekstraktow metabolitow zwigzanych ze $ciang komdrkowg niezbgdne jest
przeprowadzenie ekstrakcji z uzyciem enzyméw rozktadajacych elementy S$ciany komorkowej
lub hydrolizy zasadowej. Analiz takich nie wykonano w niniejszej pracy, dlatego tez nie wiadomo
czy ICOOH moze tez wystgpowaé w postaci zwigzanej ze $ciang komérkowa w innych gatunkach
Brassicaceae.

W lisciach C. hirsuta inokulowanych P. cucumerina obserwowano roéwniez indukcje
akumulacji indolilo-3-karbaldehydu (nr 8). Metabolit ten zostal juz wczesniej zidentyfikowany
w lisciach A. thaliana traktowanych AgNOs; i wykazano, ze jest on produktem posrednim w szlaku
biosyntezy kwasow indolilo-3-karoksylowych [201]. Zidentyfikowano go réwniez w korzeniach
Brassica napus (kapusta rzepak) infekowanych P. brassicae [245]. W niniejszych badaniach
C. hirsuta byt jedynym sposrod wszystkich gatunkéow produkujacych pochodne kwasu indolilo-3-
karboksylowego, w ktorym obserwowano rowniez zwigkszong akumulacje indolilo-3-karbaldehydu.

Ze szlakiem biosyntezy kamaleksyny i kwasu indolilo-3-karboksylowego taczy si¢ réwniez
biosynteza indolilo-3-karbonylonitryli [202]. Jednym ze zwigzkéw nalezacych do tej grupy jest
4-hydroksyindolilo-3-karbonylonitryl (4-OH-ICN), ktorego szlak biosyntezy zidentyfikowano
w A. thaliana [202]. Jednak ze wzgledu na to, ze metabolit ten jest nietrwaly, w ekstraktach badanych

siewek A. thaliana infekowanych P. syringae zidentyfikowano jedynie produkty jego katabolizmu
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[202]. W analizach wykonanych w ramach niniejszej pracy nie zidentyfikowano zadnego tych
produktow ani w ekstraktach z lisci infekowanych P. cucumerina, ani z siewek traktowanych flg22.
Sugeruje to, ze biosynteza 4-OH-ICN moze by¢ indukowana przez specyficzne czynniki biotyczne
i dodatkowo moze zachodzi¢ tylko w niektorych organach.

Wsrod  zidentyfikowanych w  niniejszej pracy fitoaleksyn indolowych byly rowniez
wazaleksyny A i B (nr 109 i 108), ktorych zwigkszona biosynteze obserwowano w lisciach
T.salsuginea inokulowanych P. cucumerina. Piki reprezentujace te dwie fitoaleksyny
na chromatogramach uzyskanych w analizach chromatograficznych z detektorem PDA byly
jednocze$nie najwigksze pod wzgledem powierzchni ws$rod  wszystkich  metabolitow
charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacja w T. salsuginea po inokulacji patogenem.
We wczesniejszych badaniach w tym gatunku obserwowano réwniez kilka innych fitoaleksyn
indolowych: biswazaleksyny Al i A2, metoksybrassening B i rapaleksyng A [203], ktore jednak nie
zostaty zidentyfikowane w eksperymentach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy. By¢ moze
stezenie tych zwiazkoéw byto ponizej poziomu detekcji uzytej aparatury. Szlak biosyntezy wazaleksyn
w T. salsuginea pozostaje dotad nieznany. Dane literaturowe wskazujg, ze z tym szlakiem moga by¢
zwigzane geny, ktorych ortologi sa obecne rowniez w innych gatunkach z rodziny Brassicaceae, ale
nie w A. thaliana [203]. Dlatego badanie tylko jednego modelu — A. thaliana nie jest wystarczajace dla
uzyskania informacji prowadzacych do poznania mechanizméw odpornosciowych roslin z rodziny
Brassicaceae.

C. hirsuta i A. alpina bytly w niniejszej pracy gatunkami, dla ktorych nie zidentyfikowano
zadnych fitoaleksyn indolowych. Trudno$ci w identyfikacji fitoaleksyn charakterystycznych dla roslin
z rodziny Brassicaceae sg spowodowane obecnoscig w ich strukturze atomu siarki. Siarka, jako silny
nukleofil moze atakowac¢ centra elektrofilowe innych czgsteczek, np. karbonyli, czy nitryli. Duze
czasteczki moga zawiera¢ kilka centrow elektrofilowych, co prowadzi do tworzenia si¢ duzej liczby
izomerow 1 w konsekwencji prowadzi do duzej ré6znorodnos$ci strukturalnej zwigzkéw zawierajacych
atomy siarki. Brak zidentyfikowanych fitoaleksyn w tych dwoch gatunkach moze wynika¢ rowniez
Z ograniczen aparatury analitycznej, co zaobserwowano m. in. w przypadku kamaleksyny
i 6-metoksykamaleksyny. Pomimo wzglednie duzego stezenia tych zwigzkow i obserwowanych
duzych pikow reprezentujacych te zwigzki na chromatogramie otrzymanym w detektorze PDA, ich
jonizacja w detektorze masowym byta bardzo staba, a widma masowe tych zwigzkow byty na granicy

detekcji.

5.1.3. Inne zwiazki indolowe

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw zidentyfikowano réwniez dwa inne zwigzki

indolowe, ktorych akumulacja byta indukowana w liciach C. hirsuta po inokulacji P. cucumerina:
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nitrofenylo-indolilo-3-on (nr 6) i indolilo-3-acetaldenyd (nr 54). Do tej pory nie odnotowano
W literaturze obecnosci w roslinach zwigzkow indolowych posiadajacych w swojej strukturze
pierécien nitrofenolowy, jednak nalezy zaznaczy¢, ze struktura nitrofenylo-indolilo-3-onu jest jedynie
hipotetyczna i powinna by¢ potwierdzona poprzez wykonanie widma NMR tego zwigzku. Z kolei
indolilo-3-acetaldehyd do tej pory byt opisywany glownie w kontekscie biosyntezy kwasu indolilo-3-
octowego, ktory nalezy do auksyn, hormonéw roélinnych peklnigcych funkcje regulujace
W embriogenezie, wzroscie roslin, rozwoju kwiatu, czy powstawaniu owocoéw [247]. Nie ma jak dotad
w literaturze doniesien o potencjalnej roli tego zwigzku w odpowiedzi odpornosciowej roslin
przeciwko mikroorganizmom patogennym. By¢ moze zwigkszona akumulacja tych zwiazkow
zwigzana jest z tym, ze stanowig one produkty posrednie w biosyntezie metabolitow o dzialaniu

antybiotycznym.

5.2. Metabolity szlaku fenylopropanoidowego w odpowiedzi na inokulacje
P. cucumerina

Szlak fenylopropanoidowy jest szeroko rozpowszechniony w catym kroélestwie roslin, jednak
poszczegdlne metabolity moga by¢ charakterystyczne dla mniejszych grup filogenetycznych.
Przeprowadzone dotad badania wskazujg, ze wiele tych zwiazkow peini funkcje fitoaleksyn
w licznych gatunkach roslin nalezagcych do rodzin dyniowatych, motylkowatych, sosnowatych,
czy wiechlinowatych i winoro§lowatych [63, 69, 72]. Jednak dotad niewiele bylo doniesien o roli
metabolitow fenylopropanoidowych w odpowiedzi odporno$ciowej gatunkdéw z rodziny Brassicaceae.

W niniejszej pracy zidentyfikowano kilkanascie metabolitow charakteryzujacych si¢
zwigkszong akumulacja po inokulacji P. cucumerina, nalezacych do klasy kwasow
hydroksycynamonowych i ich  pochodnych, stanowigcych duza grupe  zwiazkow
fenylopropanoidowych. Zwiazki te wystepuja w przyrodzie w postaci wolnej lub zwigzanej ze $ciana
komoérkowa. Ze wzgledu na zastosowang w niniejszych badaniach metodg¢ ekstrakcji, w otrzymanych
ekstraktach wystgpowaly jedynie metabolity cytoplazmatyczne. Wsrdéd zidentyfikowanych
metabolitow byly pochodne glukozowe kwasu synapinowego (nr 32 i 70) wystepujace w lisciach
A. thaliana i C. hirsuta inokulowanych P. cucumerina. W pozostatych badanych gatunkach
nie obserwowano zwigkszonej akumulacji tych zwigzkéw. Pochodne kwasu synapinowego
zidentyfikowano wczesniej w gatunku Brassica oleracea (brokut) oraz w innych lisciastych gatunkach
krzyzowych [248], tacznie z gatunkiem modelowym A. thaliana. Wykazano, ze estry kwasu
synapinowego petnia w rzodkiewniku funkcje ochronne przed promieniowaniem UV [249]
oraz posrednio wptywaja na odpornos¢ przeciwko B. cinerea [225]. O przypuszczalnej roli kwasu
synapinowego w odpornosci roslin pisano wczesniej takze w odniesieniu do odmian Brassica rapa

odpornych i wrazliwych na zakazenia bakteriami Xanthomonas campestris [250].
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W niniejszej pracy oprocz pochodnych kwasu synapinowego zidentyfikowano rowniez
pochodne kwasu hydroksyferulowego (nr 16), ferulowego (nr 42), kumarowego (nr 24 i 34)
i kawowego (nr 27), ktérych biosynteza byta zwigkszona po inokulacji roslin P. cucumerina. Zwiazki
te obserwowano we wszystkich badanych roslinach, jednak wystepowanie poszczegodlnych
metabolitbw bylo ograniczone do jednego lub dwoch gatunkow. Cze$¢ ze zidentyfikowanych
metabolitow w tej grupie stanowily pochodne glukozydowe — glukozydy lub estry glukozowe.,
np. w lisciach C. hirsuta i A. alpina inokulowanych P. cucumerina wystgpowat glukozyd kwasu
5-hydroksyferulowego (nr 16). Literatura szeroko opisuje pochodne kwaséw hydroksycynamonowych
jako zwiazki petnigce funkcje w odpowiedzi roslin zar6wno na stresy biotyczne, jak i abiotyczne.
Akumulacja tych zwigzkéw moze by¢ indukowana w roslinach w odpowiedzi na wiele
mikroorganizméw patogennych, moga one takze peli¢ funkcje w reakcji nadwrazliwosci
generowanej przez infekcje patogenami [251]. Zwigkszong biosyntez¢ pochodnych kwasu ferulowego,
czy 5-hydroksyferulowego, spowodowang infekcja Fusarium oxysporum wykazano wcze$niej
m. in. w badaniach B. rapa [252]. Z kolei kontakt tego gatunku z patogennymi bakteriami powodowat
indukcj¢ akumulacji jablczanu kwasu kawowego [253]. Pomimo niezbyt duzej ilosci badan
dotyczacych zwigzkéw fenylopropanoidowych w gatunkach zrodziny Brassicaceae, wiele
metabolitow nalezacych do grupy pochodnych kwasdéw hydroksycynamonowych zidentyfikowano
m. in. w lisciach réznych odmian jgczmienia [238], co bylo pomocne w rozwigzywaniu struktur
metabolitbw w niniejszej pracy.

Jednym ze zidentyfikowanych w niniejszej pracy zwigzkow byl kwas neochlorogenowy
(nr 27), ktorego biosynteza byta indukowana w lisciach T. salsuginea po inokulacji P. cucumerina.
Metabolit ten jest izomerem kwasu chlorogenowego, nalezacego do grupy pochodnych kwasowych
kwasoéw hydroksycynamonowych. Kwasy chlorogenowy i neochlorogenowy sa estrami kwasu
kawowego i chinowego. W literaturze nie ma doniesien dotyczacych potencjalnej funkcji tego
zwigzku w odpowiedzi odpornosciowej roslin. Do tej pory byt on badany jedynie w kontekScie
potencjalnych wlasciwosci antyoksydacyjnych w eksperymentach dotyczacych zywnosci
prozdrowotnej lub nutrifarmaceutykow [254, 255]. Inokulacja P. cucumerina powodowata
zwigkszenie biosyntezy rowniez innej pochodnej kwasowej kwaséw hydroksycynamonowych —
kwasu p-kumaroilo-glukuronowego (nr 24), ktory zidentyfikowano w lisciach C. rubella i A. alpina.
Pochodne kwasu glukuronowego nie byly wczesniej raportowane w kontekscie ich potencjalnej
funkcji w odpowiedzi odpornosciowej. Literatura podaje jedynie, ze kwas urydyno-5’-difosfo-D-
glukuronowy moze by¢ prekursorem pektyn, pelnigcych funkcje wzmacniajgce §ciany komodrkowe;j
w przypadku wykrycia mikroorganizmu patogennego w A. thaliana [256], a wolny kwas glukuronowy
moze aktywowac odpornos¢ systemiczng [257].

W niniejszej pracy zidentyfikowano réwniez kilka amidow kwaséw hydroksycynamonowych,
bedacych pochodnymi poliamin, wsrod ktorych byly  N-feruloilospermidyna (nr  11)

i NN -diferuloilospermidyna (nr 56) oraz p-kumaroiloagmatyna (nr 34), charakteryzujace sig¢
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zwigkszong akumulacja w lisciach C. rubella po inokulacji P. cucumerina. Akumulacja
p-kumaroiloagmatyny byta indukowana réwniez w lisciach C. hirsuta i A. thaliana inokulowanych
P. cucumerina. Grupa amidowych pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych jest szeroko
opisywang ze wzgledu na funkcje w odpowiedzi odpornosciowej roslin. Wedlug danych
literaturowych sa one metabolitami o dziataniu antybiotycznym, produkowane w odpowiedzi
na infekcje mikroorganizmami patogennymi [258]. Wykazano, ze akumulacja tych zwiazkow jest
indukowana w lisciach jeczmienia infekowanych Blumeria graminis [259], czy w lisciach ziemniaka
(Solanum tuberosum) infekowanych Phytophthora infestans [260]. Istotng funkcje amidow kwasoéw
hydroksycynamonowych w odpornosci wykazano rowniez w badaniach transgenicznego pomidora
z nadekspresja enzymu kluczowego w biosyntezie tych zwigzkow, ktory wykazywal zwigkszona
odporno$¢ na zakazenie bakteriami P. syringae [261]. Jak dotad opublikowano tylko jedno doniesienie
o potencjalnej funkcji amidéw kwasow hydroksycynamonowych w odpowiedzi odporno$ciowej
A. thaliana [216]. Wykonane eksperymenty z jednej strony pokazywaty zwigekszong akumulacj¢ tych
zwigzkéw po inokulacji lisci A. brassicicola, z drugiej, wskazaty na wigksza wrazliwo$¢ mutanta
z defektem w biosyntezie amidow kwasoéw hydroksycynamonowych na infekcje [216]. Wyniki
uzyskane w niniejszej pracy pokazaly, ze metabolity te moga bra¢ udziatl nie tylko w odpowiedzi
odpornosciowej A. thaliana, ale rowniez innych gatunkow z rodziny Brassicaceae.

Na  podstawie  przeprowadzonych  analiz  zidentyfikowano  takze  glukozyd
7-hydroksylaryciresinolu (nr 31), ulegajacy zwigkszonej biosyntezie w liSciach A. thaliana
inokulowanych P. cucumerina. Zwigzek ten nalezy do jednej z grup pochodnych kwaséw
hydroksycynamonowych — lignanéw. Pochodne glikozydowe hydroksylaryciresinolu zostaty
wczeéniej zidentyfikowane w ekstraktach korzeni gatunku Carex distachya nalezacego do rodzaju
turzyc [262]. Niewiele jest jednak doniesien dotyczacych roli tych zwigzkow w odpowiedzi
odporno$ciowej roslin przeciwko mikroorganizmom patogennym. Metabolity te sa pochodnymi
monolignoli, bedacych prekursorami lignin, stad ich funkcja w odpornosci roslin moze by¢ zwigzana
ze wzmacnianiem $ciany komorkowe;.

Ostatnim  zidentyfikowanym w niniejszej pracy metabolitem nalezagcym do szlaku
fenylopropanoidowego byta feruloilocholina (nr 42), ktéra charakteryzowata si¢ zwigkszong
akumulacjg w lisciach C. hirsuta po inokulacji P. cucumerina. Estry zwigzkow fenolowych i choliny
dotad zidentyfikowane byly jedynie w nasionach licznych gatunkow nalezacych do rodziny
Brassicaceae i stuzyly jako narzedzie chemotaksonomiczne roslin krzyzowych [263]. Jednak do tej
pory nie bylo doniesien o funkcji tych metabolitow w odpowiedzi odpornosciowej roslin z rodziny
Brassicaceae.

Wszystkie  pochodne  fenylopropanoidowe sg  produktami  centralnego  szlaku
fenylopropanoidowego, ktorego pierwszg i ostatnig reakcj¢ katalizujg odpowiednio enzymy PAL
i 4CL. W niniejszej pracy poprzez analize filogenetyczng zidentyfikowano we wszystkich badanych

gatunkach potencjalne ortologi genéw kodujacych enzymy PAL i 4CL, w A. thaliana (Ryc. 1.10).
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Analiza transkryptomiczna genéw PAL z A. thaliana i ich ortologdéw z pozostatych gatunkéw
wykazata, ze zaden z nich nie ulegal istotnym statystycznie zmianom w ekspresji po inokulacji
P. cucumerina. Liczne badania wskazujg, ze ekspresja genow kodujagcych enzymy PAL moze byé
zréznicowana w poszczegolnych tkankach roslinnych, a takze moze si¢ zmienia¢ pod wpltywem
réznorodnych czynnikéw S$rodowiskowych. W przypadku odpowiedzi A. thaliana na obecnosé
patogenu grzybowego B. cinerea, enzymy PAL nie pelnig istotnej funkcji, co udowodniono
w badaniach podwoéjnych i poczwoérnych mutantow A. thaliana (pall pal2 i pall pal2 pal3 pal4)
[264]. Jednak w przypadku wirulentnego szczepu bakterii P. syringae, mutanty te charakteryzowaty
si¢ wiekszymi objawami chorobowymi i wzrostem bakterii w porownaniu do typu dzikiego [264].
Ponadto, wykazano, ze infekcja P. syringae powoduje zwigkszenie w A. thaliana ekspresji PALL,
ale nie pozostatych genow PAL. W interakcji A. thaliana z legniowcem Peronospora parasitica
obserwowano rowniez aktywacje promotora genu PAL1 [265]. Roéznice pomigdzy danymi
literaturowymi, a otrzymanymi w trakcie realizacji niniejszej pracy moga by¢ spowodowane
specyficzng odpowiedzig A. thaliana na rézne mikroorganizmy patogenne. W przypadku genéw 4CL
oraz ich ortologéw ekspresja po infekcji zwigkszata si¢ jedynie dla dwoch: 4CL1 w A. alpina i 4CL2
w A. thaliana. Dane literaturowe wskazuja, ze zardwno enzym 4CL1, jak i 4CL2 w A. thaliana
zwigzane sg z biosyntezg lignin [266]. Zwickszona ekspresja genu 4CL1 w A. alpina wskazuje,
ze gatunek ten moze charakteryzowaé si¢ silng odpowiedzig odporno$ciowa zwigzang z biosynteza
lignin tworzacych fizyczng bariere, zabezpieczajacg przed mikroorganizmami patogennymi. Pomimo
braku istotnych zmian w ekspresji wigkszo$ci badanych ortologow PAL oraz 4CL
w przeprowadzonych w niniejszej pracy analizach zidentyfikowano kilkanascie pochodnych
hydroksycynamonowych charakteryzujacych sie wzrostem akumulacji po inokulacji P. cucumerina.
Moze to bys spowodowane faktem, ze konstytutywna ekspresja tych gendéw jest wystarczajaca dla
zwiekszonej biosyntezy metabolitow szlaku fenylopropanoidowego, a regulacja aktywnosci tych
enzymow moze zachodzi¢ na poziomie potranslacyjnym.

W niniejszej pracy obserwowano rowniez indukcje akumulacji pochodnej fenyloalaniny
(pochodna N-acetylo-fenyloalaniny; nr 58). Fenyloalanina jest prekursorem wszystkich metabolitow
szlaku fenylopropanoidowego, jak dotad nie ma jednak doniesien literaturowych dotyczacych
N-acetylo-fenyloalaniny lub jej pochodnych i ich funkcji w odpornosci roélin na zakazenia

powodowane przez mikroorganizmy patogenne.

5.3. Inne metabolity

Wsrod  zidentyfikowanych metabolitow charakteryzujacych si¢ zwigkszona akumulacja
spowodowang inokulacja P. cucumerina byto rowniez kilka zwigzkéw nalezacych do innych klas niz
indolowe, czy fenylopropanoidowe. Jednym z takich zwigzkoéw byt ester glukozowy kwasu

syryngowego (nr 12), wystepujacy w lisciach T. salsuginea. Kwas syryngowy zostal dotad
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zidentyfikowany w wielu gatunkach roslin, m. in. Conyza canadensis (konyza kanadyjska), Castanea
crenata (kasztan japonski), czy Polygonum bistorta (rdest wezownik). Zwigzek ten dotad byt badany
ze wzgledu na wlasciwosci prozdrowotne oraz dziatanie antybakteryjne, czy przeciwutleniajace. Ester
glukozowy kwasu syryngowego zostal zidentyfikowany w tkankach Bryophyllum pinnatum
(zyworddka pierzasta), gatunku uzywanego jako fitoterapeutyku [267]. Nie wykazano jednak dotad
funkcji kwasu syryngowego, badz jego pochodnych w odpornosci roslin przeciwko mikroorganizmom
patogennym, jednak jego wlasciwosci antybakteryjne wskazuja, ze moze mie¢ rowniez dziatanie
antybiotyczne na mikroorganizmy patogenne roslin.

Podobnie, zidentyfikowany w lisciach C. hirsuta, inokulowanych sporami P. cucumerina,
megastigmatrienon (nr 93), nalezacy do grupy terpenoidow, nie byl wczesniej opisywany
W kontekscie odpowiedzi odpornosciowej roslin na zakazenia mikroorganizmami patogennymi.
Jedyne doniesienia literaturowe dotyczace tego metabolitu dotycza jego wlasciwosci zapachowych
[268, 269]. Terpenoidy sa grupa zwigzkow chemicznych, ktorych funkcje biologiczne nie zostaty
dotad doktadnie opisane. Ze wzglgdu na ogromne zrdéznicowanie strukturalne tej grupy metabolitow
wtornych funkcje te moga charakteryzowac si¢ duza réznorodnoscia.

W lisciach C. rubella inokulowanych P. cucumerina czgsciowo zidentyfikowano réwniez
pochodng glikozydu kwasu pantotenowego (nr 3). Kwas pantotenowy jest jednym ze sktadnikow
mieszaniny zwigzkow opisywanych jako witamina Bs i jest szeroko opisywany ze wzglgdu
na wlasciwosci prozdrowotne tej witaminy. Niewiele jest doniesien dotyczacych funkcji kwasu
pantotenowego lub jego pochodnych w odpowiedzi odpornos$ciowej roslin. Dane literaturowe podaja,
7ze kwas pantotenowy moze by¢ istotny w odpowiedzi buraka cukrowego (podgatunek buraka

Zwyczajnego — Beta vulgaris) na zakazenia patogenem grzybowym Cercospora beticola [270].

5.4. Porownanie zmian w akumulacji metabolitow po inokulacji patogenem
I rozpoznaniu MAMP

Rozpoznanie flg22 powodowato silna odpowiedz zwigzang ze zwickszong akumulacja
metabolitow w dwoch z badanych gatunkow: A. thaliana i C. rubella. W trzech pozostatych gatunkach
Brassicaceae: C. hirsuta, T. salsuginea i A. alpina, w przeciwienstwie do odpowiedzi na inokulacj¢
P. cucumerina, nie zaobserwowano odpowiedz na rozpoznanie flg22 na poziomie zmian w akumulacji
metabolitow. Jedynym  wyjatkiem byl wzrost akumulacji 4MI3G w T. salsuginea.
Wysokoprzepustowe analizy trankryptomiczne wykonane w Instytucie Maxa Plancka w Kolonii
wskazywaty, ze w A. alpina nie nastgpuje zmiana ekspresji zadnych genéw w odpowiedzi na flg22.
Sugeruje to, ze ten gatunek nie rozpoznaje flg22 jako wzorca molekularnego zwigzanego z patogenem
(wyniki nieopublikowane). W przypadku C. hirsuta i T. salsuginea zmiany w ekspresji genoéw
obserwowane byly tylko godzine po traktowaniu siewek flg22, w przeciwienstwie do A. thaliana

i C. rubella, w ktorych zmiany w ekspresji gendéw utrzymywaty sie rowniez po 9 i 24 godzinach.
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Sugeruje to, ze jedynie krotkotrwale zmiany w ekspresji genow w siewkach C. hirsuta i T. salsuginea
moga by¢ niewystarczajace dla uzyskania w procesie translacji odpowiedniej ilosci enzymow
i w konsekwencji do wystapienia zmian w akumulacji metabolitow (wyniki nieopublikowane).

Zidentyfikowane metabolity, ktorych akumulacja byta zwigkszona w siewkach A. thaliana
i C. rubella, podobnie jak w przypadku inokulacji P. cucumerina, nalezaty glownie do klas zwigzkoéw
indolowych i fenylopropanoidowych, jednak koncowe produkty tych szlakéw metabolizmu,
dla ktérych obserwowano zwigkszong akumulacje po inokulacji patogenem roznity sie od tych,
ktorych zwigkszong biosynteze indukowato rozpoznanie flg22. W siewkach A. thaliana traktowanych
wzorcem molekularnym, w przeciwienstwie do lisci inokulowanych patogenem, nie obserwowano
zwigkszonej akumulacji 4MI3G, ale wykazano wzrost akumulacji produktu szlaku PEN2 — RA. Dane
literaturowe, podobnie jak uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na zwickszong biosynteze
RA w A. thaliana 24 h po traktowaniu siewek flg22 [161]. W przypadku 4MI3G dane literaturowe nie
sa spojne, poniewaz podaja, ze akumulacja tego metabolitu moze by¢ zwigkszona w siewkach
A. thaliana w wyniku rozpoznania flg22 [161] lub nie ulega zmianom [150]. Brak jednoznacznych
zmian w akumulacji 4MI3G moze wigzal si¢ z rdznorodng wydajnoscia metabolizmu tego
glukozynolanu przez myrozynaze PEN2. Co istotne, proces ten jest nicodzowny dla depozycji kalozy
indukowanej rozpoznaniem flg22 [150].

Metabolitami indolowymi, ktérych akumulacja byla indukowana zaré6wno po inokulacji
patogenem, jak i po rozpoznaniu flg22 byly kamaleksyna i 6-metoksykamaleksyna oraz pochodne
kwasu indolilo-3-karboksylowego. Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi, ktore
podaja, ze biosynteza kamaleksyny moze by¢ indukowana nie tylko przez mikroorganizmy patogenne,
ale takze przez wzorce molekularne, jak flg22 [161], czy nawet czynniki abiotyczne, m. in. CuCl;
[203]. Podobnie pochodne kwasu indolilo-3-karboksylowego: 6-GIcO-ICOOH i ICOOGIc byty
wczesniej raportowane w A. thaliana, jako metabolity charakteryzujace si¢ zwigkszong akumulacja
po rozpoznaniu flg22 [161].

Wsrod metabolitow szlaku fenylopropanoidowego wystgpowat tylko jeden, charakteryzujacy
si¢ zwigkszong akumulacjg zaré6wno po inokulacji patogenem, jak i po rozpoznaniu flg22 —
p-kumaroiloagmatyna. W odréznieniu od metabolitow indukowanych po inokulacji P. cucumerina,
wsrod  ktorych zidentyfikowano pochodne kilku réznych kwaséw hydroksycynamonowych,
rozpoznanie flg22 prowadzito do zwigkszonej akumulacji jedynie pochodnych kwasu kumarowego
i galaktarowego. Jak do tej pory brak jest doniesien literaturowych dotyczacych pochodnych tych
metabolitow w odpowiedzi odpornosciowej gatunkow Brassicaceae. Wyniki uzyskane dla innych
gatunkow dotycza glownie funkcji tych zwigzkow w odpowiedzi odporno$ciowej na patogenne
grzyby. Pochodne kwasu kumarowego zostaly zidentyfikowane w kilku odmianach jgczmienia jako
zwiagzki zwigzane z odpornoscia przeciwko Fusarium graminearum [271]. W lisciach boréwki czarnej

obserwowano zwiekszong akumulacje pochodnych kwasu kumarowego po infekcji B. cinerea [272].
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Z kolei, dla kwasu galaktarowego wykazano, ze jego akumulacja moze by¢ indukowana w odmianie
ryzu odpornej na zakazenie patogenem grzybowym Rhizoctonia solani [273].

Charakterystyczna dla rozpoznania flg22 byla zwickszona akumulacja aminokwasow —
tryptofanu (nr 15) i tyrozyny (nr 1), ktorej nie obserwowano po inokulacji A. thaliana i C. rubella
patogenem. Indukcje¢ akumulacji tryptofanu, tyrozyny i innych aminokwaséw aromatycznych
obserwowano takze we wczesniejszych badaniach w lisciach A. thaliana traktowanych szczepem
P. syringae DC3000 [274]. W A. thaliana obserwowano tez zmiany w ekspresji genow zwigzanych ze
szlakami biosyntezy aminokwasow aromatycznych, powodowane infekcjg P. syringae [275]. Moze to
sugerowac, ze odpowiedz zwigzana ze zwigkszeniem akumulacji tych metabolitow jest zwigzana
jedynie z odpowiedzig na mikroorganizmy bakteryjne.

Poréwnujac zidentyfikowane metabolity, charakteryzujace si¢ zwigkszong akumulacja
po inokulacji patogenem lub traktowaniu MAMP stwierdzono, ze te dwa czynniki biotyczne
uruchamiajg te same szlaki metaboliczne, jednak wystepuja pewne réznice w koncowych produktach
tych szlakow, ulegajacych zwigkszonej akumulacji w odpowiedzi na patogen lub wzorzec
molekularny. Akumulacja jedynie czes$ci zwigzkéw byla wzbudzona pod wplywem dziatania obu
czynnikéw biotycznych, a wigkszo$¢ z nich byla specyficzna dla jednego z czynnikdéw biotycznych.
Rozpoznanie flg22 powodowato znacznie stabsza odpowiedZz pod wzgledem liczby metabolitow
charakteryzujgcych si¢ zwigkszong akumulacjg w A. thaliana, ale w przypadku C. rubella rozpoznanie
flg22 powodowato wzrost akumulacji wigkszej iloSci zwigzkéw niz inokulacja P. cucumerina.
Roznice w odpowiedzi roslin na inokulacje patogenem i rozpoznanie flg22 byto wida¢ nie tylko
w ilo$ci akumulowanych metabolitow, ale takze w poziomie ich indukcji, ktora dla A. thaliana byta
mniejsza w przypadku rozpoznania wzorca molekularnego niz po inokulacji patogenem. Poréwnanie
A. thaliana i C. rubella sugeruje, ze patogen posiadajacy wiele roznych czgsteczek, ktore mogg by¢
rozpoznawane przez rosling jako wzorce molekularne, czy efektory, nie zawsze wywoluje silniejsza
odpowiedz na poziomie metabolomu niz pojedynczy MAMP. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze niektore
obserwowane roznice w akumulacji poszczegélnych metabolitow pomiedzy roslinami traktowanym
flg22 i infekowanymi P.cucumerina mogg wynika¢ takze z rdéznic rozwojowych. Inokulacje
P. cucumerina przeprowadzano z uzyciem 5-tygodniowych ro$lin, z kolei doswiadczenia z flg22
przeprowadzano na 2-tygodniowych siewkach. Ponadto, rdznice w profilach metabolitow moga
wynika¢ z uzyskiwania ekstraktow z réznych organdéw, co wykazano w badaniach dotyczacych
metabolitow lisci i korzeni A. thaliana [214]. W niniejszej pracy ekstrakty metabolitow z roslin
inokulowanych patogenem uzyskane byly z lisci, zkolei po traktowaniu siewek wzorcem

molekularnym ekstrakty uzyskano z mieszaniny lisci i korzeni.

127



5.5. Homologi genéw zwigzanych z metabolizmem wtornym tryptofanu

W niniejszej pracy poszukiwano réwniez dalszych homologéw gendéw zwiazanych
z metabolizmem tryptofanu, znanych z A. thaliana: CYP71B7, CYP71B23, CYP71B5, CYP71B21
i CYP71B22. W literaturze nie ma jak dotad doniesien dotyczacych funkcji enzymow kodowanych
przez te geny w A. thaliana. Ortologi genu CYP71B7 zidentyfikowano we wszystkich badanych
gatunkach, aw T. salsuginea wystepowaty dwa takie geny. Wszystkie te geny ulegaty niewielkiemu
wzrostowi ekspresji po inokulacji P. cucumerina. Rowniez we wszystkich gatunkach zidentyfikowano
ortologi genu CYP71B5, w tym w C. rubella i T. salsuginea wyst¢gpowaly po dwa takie geny
i wszystkie z nich ulegaty niewielkiej indukcji ekspresji po inokulacji P. cucumerina. Z kolei bliski
homolog genu CYP71B5 — CYP71B38 byt specyficzny dla A. thaliana i w zadnym innym gatunku nie
zidentyfikowano ortologa tego genu. Geny CYP71B21 i CYP71B22 A. thaliana miaty swoje ortologi
w dwoch z pozostatych gatunkow: C. hirsuta i T. salsuginea i wszystkie te geny, z wyjatkiem ortologa
CYP71B21 w C. hirsuta ulegaty zwigkszonej ekspresji po inokulacji P. cucumerina. Zwigkszona
ekspresja tych genoéw w A. thaliana oraz pozostalych w pozostalych badanych gatunkach
(Ryc. 4.23,4.27) sugeruje, ze moga one petni¢ funkcje w odpowiedzi odpornosciowej, ktore
sg zakonserwowane wsrod gatunkow z rodziny Brassicaceae. W chwili obecnej trudno jest okreslié,
z jakimi szlakami metabolicznym i zwigzane sa te geny, jedynie w przypadku CYP71B7 analizy
koekspresji w A. thaliana sugeruja zwigzek tego genu ze szlakiem PEN2 (Bednarek

i wspolpracownicy, wyniki niepublikowane).

5.6. Podsumowanie

Analizy porownawcze kilku gatunkéw modelowych z rodziny Brassicaceae pokazaty,
ze nawet wsrod roslin blisko spokrewnionych wystepuje duza réznorodno$¢ metabolitow, ktorych
akumulacja jest indukowana po inokulacji patogenem badz rozpoznaniu wzorca molekularnego.
Wskazuje to na zachodzaca zmienno$¢ chemiczng oraz wpisuje si¢ w strategi¢ obronng ro$lin
polegajaca na wytwarzaniu zréznicowanych strukturalnie metabolitow o dzialaniu antybiotycznym.
Wiele z wyznaczonych w niniejszej pracy metabolitow nie zostato zidentyfikowanych ze wzgledu na
brak w literaturze i dostgpnych bazach danych informacji dotyczacych ich struktury. Pokazuje to,
ze pomimo intensywnych badan dotyczacych metabolitow roslinnych, wcigz wiele zwigzkoéw
pozostaje nieznanych. W $wietle przeprowadzonych w niniejszej pracy doswiadczen i uzyskanych
wynikéw wydaje sig, ze przeprowadzenie dodatkowych analiz, na przyktad z zastosowaniem techniki
magnetycznego rezonansu jadrowego, mogloby pozwoli¢ na identyfikacj¢ struktur nieznanych
metabolitow charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacjg po inokulacji patogenem oraz uzyskanie
peliejszej informacji dotyczacej klas zwigzkow charakterystycznych dla ro$lin z rodziny

Brassicaceae.
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Kolejnym po identyfikacji metabolitow etapem jest poznanie szlakow metabolicznych,
w ktorych powstaja. Wykonane w niniejszej pracy analizy ekspresji gendw sa pierwszym krokiem
do poznania ich potencjalnej funkcji w biosyntezie metabolitow wtornych. W przypadku A. thaliana
przypisanie takich genéw do poszczegodlnych szlakow metabolicznych jest w wielu przypadkach
utatwione dzigki analizom ko-ekspresji przeprowadzanej na podstawie dostgpnych baz danych
transkryptomicznych. Niestety takie narzedzia nie sg obecnie dostepne dla innych gatunkow
Brassicaceae. W tym przypadku mozliwe jest obecnie zastosowanie techniki CRISPR/Cas, ktéra
umozliwi otrzymanie mutantow z defektem w wybranym genie. Obserwacja fenotypu uzyskanych
mutantow moze wskaza¢ szlak metaboliczny, z ktéorym zwiazany jest dany gen i dodatkowo

zweryfikowa¢ funkcje tego szlaku w odpornosci na infekcje.
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V1. WNIOSKI

1. Wyniki uzyskane dla uzytych szczepow P. cucumerina pokazuja, ze stopien zaadaptowania
patogenu nie wplywa na nasilenie odpowiedzi odpornosciowej badanych gatunkow
Brassicaceae na poziomie metabolicznym. Moze to by¢ zwigzane z faktem, iz zwigkszona
akumulacja metabolitow petigcych funkcje odpornosciowe moze by¢é wywotywana

przez samo wykrycie potencjalnego patogenu na powierzchni tkanki roslinne;.

2. Obserwowane zmiany w akumulacji metabolitow sugeruja, ze pochodne szlaku indolowego
i fenylopropanoidowego pelnig istotng funkcje w odpowiedzi odpornosciowej zwigzanej

zZ biosynteza metabolitow we wszystkich badanych gatunkach Brassicaceae.

3. Duze zréznicowanie strukturalne metabolitoéw, ktorych akumulacja jest indukowana
po inokulacji patogenem badz po rozpoznaniu wzorca molekularnego wystepuje nawet wsrdd

blisko spokrewnionych gatunkow nalezacych do tej samej rodziny.

4. Tlos¢ wspolnych metabolitow, charakteryzujacych si¢ zwigkszong akumulacja w odpowiedzi
odpornosciowej na inokulacje patogenem, pomigdzy dwoma gatunkami nie zawsze wigze si¢

ze stopniem pokrewienstwa, co wida¢ na przyktadzie A. thaliana, C. rubella i C. hirsuta.

5. Wszystkie geny zwigzane z metabolizmem tryptofanu w A. thaliana posiadaja przynajmniej
W jednym z badanych gatunkéw ortologi, ktére zachowaly swoja funkcje w odpowiedzi

odporno$ciowe;.

6. Duplikacja i neofunkconalizacja oraz utrata zdolno$ci ekspresji poszczegolnych genow sa
prawdopodobnie gléwnymi mechanizmami prowadzacymi do dywersyfikacji metabolizmu

wtornego pomiedzy dwoma blisko spokrewnionymi gatunkami (A. thaliana i C. rubella).

7. Korelacja obserwowanych zmian w akumulacji pochodnych kwasu indolilo-3-
karboksylowego z informacja dotyczaca homologéw gendéw zwiazanych z biosynteza tego
metabolitu sugeruje, ze zwiazki te moga powstawa¢ w co najmniej dwoch alternatywnych

szlakach biosyntezy.

8. Indukcja ekspresji genow kodujacych monooksygenazy cytochromu P450 o nieznanej funkcji
wskazuje na ich potencjalng role w powstawaniu metabolitow bioracych udziat w odpowiedzi

odpornosciowe;.
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9. Brak wyraznych zamian w ekspresji genow zwigzanych ze szlakiem fenylopropanoidywom
sugeruje, ze w przeciwienstwie do metabolizmu tryptofanu szlak ten moze by¢ regulowany na

poziomie potranslacyjnym.

10. Brak wptywu flg22 na akumulacj¢ metabolitow w C. hirsuta i T. salsuginea sugeruje,
ze biosynteza metabolitow wtornych zalezna jest nie tylko od stopnia, ale takze od kinetyki

indukcji odpowiednich gendw.

11. Wigksza ilo$¢ rozpoznanych przez rosling wzorcow molekularnych, czy efektorow nie zawsze
prowadzi do silniejszej odpowiedzi zwigzanej ze zwickszong akumulacja metabolitow,
co wida¢ w pordéwnaniu odpowiedzi A. thaliana i C. rubella na inokulacje P. cucumerina
i rozpoznanie flg22.
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VIIl. STRESZCZENIE

Nadrzednym celem przedlozonej pracy doktorskiej byla charakterystyka zmian, jakie
zachodza w szlakach metabolicznych wybranych gatunkéw z rodziny Brassicaceae w odpowiedzi
odpornosciowej na inokulacje patogenem Plectosphaerella cucumerina lub rozpoznanie wzorca
molekularnego zwiazanego z mikroorganizmem flg22. Obiektem badan byt gatunek modelowy
Arabidopsis thaliana oraz cztery inne gatunki: Capsella rubella, Cardamine hirsuta, Thellungiella
salsuginea i Arabis alpina, ktore pokrywaja w duzej czeSci drzewo filogenetyczne wszystkich
gatunkéw Brassicaceae, posiadajacych zsekwencjonowany genom. Cel pracy mial by¢ osiagniety
poprzez badania na poziomie metabolomu, genomu i transkryptomu.

Analizy metabolomu opieralty si¢ na identyfikacji metabolitow zawartych w li§ciach
lub siewkach, ktéore w badanych gatunkach wulegaly zwigkszonej akumulacji odpowiednio
po inokulacji patogenem badz traktowaniu wzorcem molekularnym. Identyfikacja zostala wykonana
poprzez zastosowanie techniki ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) z uzyciem detektora
fotodiodowego (PDA) i fluorescencyjnego (FLR), dzigki czemu wykonano badania ilosciowe
oraz dokonano  wstepnej  klasyfikacji  czg$ci  metabolitow. Dzigki  sprzezeniu UPLC
Zz wysokorozdzielczym spektrometrem mas mozliwe bylo uzyskanie dokladniejszych danych
strukturalnych oraz wyznaczenie potencjalnych struktur czesci metabolitow. Okreslono filogenetyczny
zasieg wystepowania poszczegélnych metabolitéw oraz wykazano, ze metabolity, ktérych akumulacja
byta indukowana po inokulacji patogenem lub po traktowaniu wzorcem molekularnym, w duzej czesci
byly specyficzne gatunkowo. Jedynie okoto 20% z nich charakteryzowato si¢ zwigkszona biosynteza
W przynajmniej dwoch z badanych gatunkow Brassicaceae. Wsrod tych metabolitow byly grupy
zwiazkow nalezacych do pochodnych tryptofanu oraz fenyloalaniny, ktoére byly przynajmniej
czesciowo zakonserwowane w badanych gatunkach. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty
rowniez, ze w wyniku odpowiedzi odporno$ciowej na patogen badz wzorzec molekularny,
uruchamiane moga by¢ te same szlaki metaboliczne, jednak prowadza do zwigkszenia biosyntezy
roznych produktow koncowych.

Wystepowanie poszczegdlnych metabolitow zalezne jest od obecnosci w genomie
oraz ekspresji gendow zwigzanych ze szlakami ich biosyntezy. Dlatego tez w trakcie realizacji
niniejszej pracy wykonano analizy filogenetyczne wybranych gatunkéw Brassicaceae majace na celu
identyfikacje ortologow 1 dalszych homologéw gendéw zwigzanych z metabolizmem tryptofanu
i ze szlakiem fenylopropanoidowym A. thaliana. Nastepnie dla wybranych genéw przeprowadzono
analiz¢ zmian ekspresji, zachodzacych po inokulacji patogenem. Wyniki przeprowadzonych analiz
pozwolity na okreslenie filogenetycznego zasiggu wystepowania poszczegdlnych genow
oraz wykazaty, ze wigkszo$¢ z nich ulega zwigkszonej ekspresji po inokulacji P. cucumerina,

co wskazuje na potencjalng rol¢ tych gendw w odpowiedzi odpornosciowe;.
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Ostatnim etapem prac byta korelacja wynikéw uzyskanych na poziomie metabolomu, genomu
1 transkryptomu. Korelacja ta byta mozliwa tylko czgsciowo i byla skuteczna jedynie w przypadku
metabolitow 1 szlakow ich biosyntezy opisanych wcze$niej w gatunku modelowym A. thaliana.
Przeprowadzone analizy wykazaly, ze we wszystkich badanych gatunkach Brassicaceae wystgpuja
wcigz metabolity o nieznanych szlakach biosyntezy oraz geny, charakteryzujace si¢ zwigkszona

ekspresja po inokulacji patogenem, ktorych funkcja jest dotad niepoznana.
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