STRESZCZENIE

Wyspecjalizowane metabolity pochodzace od tryptofanu stanowig jeden z
centralnych komponentoéw odpornosci roslin Brassicaceae na infekcje, jednak nadal nie
jest jasne, w jakim stopniu ich funkcja obronna zalezy od aktywnosci biochemicznej, a
nie od przestrzennego i czasowego kontekstu ich akumulacji. Aby odpowiedzie¢ na to
pytanie, zrekonstruowano dwa szlaki biosyntezy fitoaleksyn indolowych w podatnym na
infekcje potrojnym mutancie Arabidopsis thaliana pen2 cyp71al2 cyp71al3, ktory
posiada defekt w biosyntezie kamaleksyny i pozbawiony jest przed-inwazyjnej gatezi
obrony opartej na glukozynolanach indolowych. Wprowadzone geny kodujace enzymy
wybranych szlakow umieszczono pod kontrola indukowalnych przez patogena,
aktywnych w epidermie promotoréw PENETRATION 2 (PEN2) oraz CYPS8IF2, a
uzyskane linie poddano infekcji nekrotroficznym grzybem Plectosphaerella cucumerina.

W pierwsze] kolejnosci przekonstruowano natywny szlak kamaleksyny aby
zmieni¢ jej komoérkowa lokalizacj¢. Ekspresja samego genu CYP71A413, kodujacego
pierwszy enzym szlaku, wspierata jedynie niewielkg akumulacj¢ kamaleksyny. Z kolei
rownolegta epidermalna ekspresja CYP71413 1 Phytoalexin Deficient 3, kodujacego
ostatni enzym szlaku, wyraznie poprawiata domknigcie szlaku w odpowiedzi na infekcje,
co wskazuje, ze pozostate wymagane aktywnos$ci transferazy S-glutationowej oraz -
glutamylowej peptydazy sa indukowane lokalnie 1 mogg zosta¢ wykorzystane bez
dodatkowej inzynierii. Co istotne, ilo§¢ produktow hydroksylacji 1 glikozylacji
kamaleksyny w liniach transgenicznych byta wyraznie zwigkszona wzglgedem roslin typu
dzikiego, co wskazuje, ze przeniesienie tej fitoaleksyny do epidermy naraza ja na wyzsza
aktywnos$¢ detoksykacyjng niz w natywnym miejscu biosyntezy w mezofilu. Pomimo
tego czeSciowego przekierowania, zrekonstruowana galaz istotnie ograniczata
proliferacj¢ P. cucumerina w poréwnaniu z mutantem wyjsciowym, wykazujac, ze
kamaleksyna zachowuje swoja funkcje obronng w nienatywnym przedziale
komoérkowym.

Uzywajac tego samego tta genetycznego wprowadzono do A. thaliana obcy szlak
brassininy z Brassica rapa. Co ciekawe, sama ekspresja genu kodujacego S-
metylotransferaze ditiokarbaminianowg z B. rapa byta wystarczajaca do wytworzenia
brassininy w tle z aktywnym PEN2, co wskazuje, ze zasadnicza droga od puli

glukozynolanoéw indolowych do posredniego ditiokarbaminianu jest zachowana mi¢dzy



tymi dwoma gatunkami i nie zalezy bezwzglednie od swoistego dla B. rapa enzymu
hydrolizujacego glukozynolany. Ko-ekspresja genu kodujacego p-tioglukozydowg
glukohydrolaze zwigzana z brassining w B. rapa (BABG) dodatkowo zwickszata
akumulacje¢ brassininy, wskazujac, ze enzym ten wydajniej uczestniczy w tworzeniu
indol-3-ylometylo-ditiokarbaminianu niz natywne enzymy A. thaliana. W otrzymanych
liniach transgenicznych brassinina byta dalej przetwarzana przez natywne enzymy
katalizujace hydroksylacje 1 glikozylacje. Z kolei tworzenie cyklobrassininy i
spirobrassininy wymagato dodatkowej ekspresji odpowiednio CYP7ICRI 1 CYP71CR2 z
B. rapa. Podobnie jak w przypadku kamaleksyny, linie produkujace brassining
wykazywaty istotne ograniczenie proliferacji P. cucumerina.

Lacznie wyniki te pokazuja, ze zaréwno natywna, jak i1 obca indolowa
fitoaleksyna moga zosta¢ funkcjonalnie odtworzone w poddanych infekcji komodrkach
epidermy podatnego tta A. thaliana, gdzie w znaczacy sposob ograniczajg proliferacje
patogenu. Wspiera to interpretacj¢, ze funkcja odpornosciowa metabolitow
pochodzacych od tryptofanu jest ksztaltowana gltownie przez ich aktywno$¢
biochemiczng, a nie przez komérkowa lokalizacje ich wytwarzania. Dodatkowo nasze
wyniki wskazuja na BABG jako szczegélnie efektywny enzym hydrolizujacy

glukozynolany do zastosowan w inzynierii fitoaleksyn indolowych u 4. thaliana.



