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1. STRESZCZENIE

Stres zwigzany z infekcjg mikroorganizmami patogenicznymi jest istotnym czynnikiem
ograniczajgcym wzrost i plonowanie roslin uprawnych. Przebieg interakcji roslina — patogen
oraz jej koncowy rezultat sg zalezne od stadium rozwojowego rosliny, jej kondycji
fizjologicznej, mechanizmow obrony i cech patogena. Pseudomonas syringae pv lachrymans
(Psl) nalezy do patogenow hemibiotroficznych i powoduje u roslin dyniowatych, w tym
u ogorka, kanciastg plamistosc lisci (ang. angular leaf spot).

Uznaje sie, ze za prawidtowg reakcje roslin na stres na poziomie komérkowym
odpowiedzialna jest koordynacja szlakéw metabolicznych realizowanych przez rézne
kompartmenty, a takze sprawna wymiana sygnatdw miedzy nimi. Szczegdlng role w tych
procesach przypisuje sie chloroplastom i mitochondriom, ktére sg uznawane za czute
sensory zmian zachodzacych w srodowisku, w tym takze zwigzanych z infekcjg patogenami.
Chloroplasty i mitochondria sg odpowiedzialne za powstawanie i przekazywanie sygnatow
retrogradowych do jadra komoérkowego. Sygnaty te regulujg ekspresje gendéw, ktore koduja
biatka zaangazowane w reakcje roslin na stres.

Abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe mogg wywotywac¢ stan nadmiaru energii
wzbudzenia, ktéra prowadzi do uniwersalnych nastepstw: zaburzenia transportu elektronow,
wzmozonej redukcji plastochinonu (PQ) i generowania reaktywnych form tlenu (RFT), ktore
produkowane w nadmiarze odpowiadajg za stres oksydacyjny. Uwaza sie jednak, ze RFT
petnig rowniez wazna role w przekazywaniu sygnatow redoks w komaérce roslinne;j.

Za regulacje poziomu RFT oraz RFT-zaleznej sygnalizacji redoks odpowiada system
antyoksydacyjny, ktérego waznymi elementami sg: katalaza (CAT), dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) oraz cykl askorbinian-glutation (AA-GSH). Zasadniczg funkcjg cyklu
AA-GSH jest usuwanie nadmiaru H,O; oraz utrzymywanie AA i GSH w formie zredukowanej.
Stan redoks AA i GSH ksztaltowany przez: peroksydaze askorbinianowg (APX), reduktaze
dehydroaskorbinianowg (DHAR), reduktaze monodehydroaskorbinianowg (MDHAR)
i reduktaze glutationowg (GR) jest réwniez zrédtem sygnatow redoks, a GSH wraz
z tioredoksynami (Trx), glutaredoksynami (Grx) i peroksyredoksynami (Prx) uczestniczy
w regulacji aktywnosci biatek waznych dla odpowiedzi roslin na stres.

Istotnym elementem utrzymania homeostazy organizmu, potrzebnym do zachowania
rownowagi miedzy procesami wzrostu i obrong przed stresem, sg regulacje metaboliczne.
Uznaje sie, ze w mechanizmie generowania, przetwarzania i odbioru sygnatéw
metabolicznych uczestniczg cukry i metabolity oddechowe, takie jak kwas L-jabtkowy (L-MA)
I kwas szczawiooctowy, a takze aminokwasy oraz enzymy biorgce udziat w metabolizmie
fotosyntezy, oddychania i fotooddychania. Waznymi regulatorami szlakow metabolicznych

i sygnalizacji redoks sg dinukleotydy nikotynoamidoadeninowe: NAD(P)H i NAD(P)".
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Celem pracy jest rozpoznanie roli chloroplastéw i mitochondriow w powstawaniu
sygnatéw oksydoredukcyjnych i metabolicznych u ogoérka siewnego po infekcji Psl i ich
znaczenia dla powstawania lokalnej i ogolnoustrojowej (systemicznej) odpowiedzi na
infekcje.

W pracy wykazano, ze infekcja Psl obnizata konduktancje szparkowg i prowadzita do
ograniczenia wymiany gazowej oraz transpiracji. W odpowiedzi na atak patogena
stwierdzono wzrost wartosci niefotochemicznego wygaszania fluorescencji (NPQ).
Wykazano takze obnizenie intensywnosci netto fotosyntezy oraz maksymalnej wydajnosci
kwantowe] fotosystemu II, PSIl (Qy), a takze wzrost intensywnosci oddychania
mitochondrialnego, co $wiadczyto o rearanzacji metabolizmu na korzys¢ oddychania. Mogto
to stuzy¢ ograniczeniu podazy asymilatow dla patogena przy jednoczesnym zapewnieniu
energii i sity redukujgcej w postaci NADH.

W reakcjach roélin na stres wazng role petnig antyoksydanty. Wykazane w pracy
poinfekcyjne zmiany aktywnosci SOD i CAT oraz zmiany ekspresji kodujgcych je gendw
Swiadczyly o przesunieciu rownowagi w kierunku prooksydacyjnym w poczatkowym stadium
patogenezy oraz o mobilizacji ochrony antyoksydacyjnej zaleznej od SOD i CAT w stadium
poznym. Zmiany aktywnosci APX, DHAR, MDHAR i GR po infekcji oraz wspétczynnikéw
redoks [AA)/[DHA] i [GSH]/[GSSG], oznaczonych zaréwno w ekstrakcie catkowitym, jak
i w chloroplastach, $wiadczyty o uruchomieniu sygnalizacji redoks stresu biotycznego
zaleznej od RFT, AA i GSH. Akumulacja AA zaréwno na poziomie komoérkowym, jak
i w chloroplastach lisci trzeciego pietra mogta by¢ odpowiedzialna za ochrone
antyoksydacyjng w poczatkowej fazie patogenezy. W poéznej fazie patogenezy, zaréwno
w chloroplastach, jak i na poziomie komorkowym stwierdzono mobilizacje obrony
antyoksydacyjnej, ktéra charakteryzowata sie wzrostem zawartosci GSH i aktywnosci GR.

Stwierdzony spadek intensywnosci netto fotosyntezy moégt by¢ sprzezony
Z obnizonym poziomem ekspresji genu kodujacego duzg podjednostke
karboksylazy/oksygenazy 1,5-bisfosforybulozy (RuBisCOy) w lisciach trzeciego pietra. Przy
ograniczonej podazy CO, z uwagi na przymkniete aparaty szparkowe rekompensata
w asymilacji CO, mogta nastepowac przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianowej
(PEPC), dla ktérej stwierdzono poinfekcyjny wzrost poziomu ekspresji genu. Konsekwencjg
obnizonej intensywnosci fotosyntezy byto tez zmniejszenie stezenia D-glukozy, ktéra mogta
by¢ roéwniez wykorzystywana do biosyntezy glukozo-6-fosforanu (G6P) z udziatem
heksokinazy (HK). W liSciach pietra trzeciego stwierdzono zaréwno wzrost stezenia G6P, jak
i wzrost poziomu ekspresji genu kodujgcego HK. Zwigkszona podaz G6P byta sprzezona ze
wzrostem poziomu ekspresji genu kodujgcego dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa
(G6PDH) i aktywnosci G6PDH, co mogto sprzyja¢ powstawaniu NADPH. Poinfekcyjne

obnizenie stosunku redoks [NADPH]/[NADP*] w lisciach pietra trzeciego mogto oznaczac
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zuzywanie NADPH w reakcjach biosyntezy metabolitow wtérnych waznych w reakcjach
obronnych. O intensyfikacji oddychania $wiadczyt poinfekcyjny wzrost stezenia kwasu
L-jabtkowego (L-MA) i kwasu szczawiooctowego oraz wzrost aktywnosci dehydrogenazy
L-jablczanowej (L-MDH) i fumarazy. Akumulacja L-MA mogta tez aktywowacé czoétenka
jablczanowe odpowiedzialne za wyprowadzanie sity redukujacej z chloroplastow
i mitochondriow lisci trzeciego pietra. Wykazany wzrost zawarto$ci aminokwasow: Gly, L-Ser,
L-Glu i L-GIn mogt by¢ zwigzany z poinfekcyjng rearanzacjg metabolizmu azotu oraz
zapewniaC substraty do biosyntezy metabolitbw waznych z punktu widzenia reakcji
obronnych (np. GSH).

Dzieki zastosowaniu inhibitorow fotosyntetycznego fancucha transportu elektronow:
DCMU i DBMIB badano jak stan redoks PQ wptywa na rozwéj choroby wywotanej przez Psl,
obrone antyoksydacyjng zalezng od enzymow cyklu AA-GSH oraz rownowage cukrow.
Wykazano, ze zachwianie rownowagi PQ zaréwno na korzy$¢ formy zredukowanej, jak
i utlenionej przyspiesza pojawienie sie symptomow infekcji. Gdy w puli PQ dominowata
forma utleniona stwierdzono nasilenie objawéw choroby. Z kolei przesuniecie réwnowagi PQ
w kierunku formy zredukowanej byto zwigzane z usuwaniem nadmiaru energii wzbudzenia
na drodze niefotochemicznej, a takze promowato obrone antyoksydacyjng zalezng od AA.

W niniejszej pracy wykazano, ze mechanizmy dostosowawcze do stresu byly
generowane nie tylko w lisciach zakazonych, ale réwniez w lisciach nie majacych
bezposredniego kontaktu z patogenem. W liSciach pigtego pietra roslin zakazonych
stwierdzono podobny trend zmian badanych parametréw jak w zainfekowanych lisciach
trzeciego pietra. Mogto to by¢ przejawem aklimatyzacji ro$lin i sprzyja¢ zachowaniu

réwnowagi miedzy procesami wzrostu i obrony przed stresem biotycznym.



Strona |10

ABSTRACT

Stress associated with infection with pathogenic microorganisms is an important
factor limiting growth and vyielding of crop plants. The course of the plant — pathogen
interaction, as well as its final result depend on the developmental stage of the plant, its
physiological condition, defense mechanisms and pathogen characteristics. Pseudomonas
syringae pv lachrymans (Psl) belongs to hemibiotrophic pathogens and causes in
Cucurbitaceae, including cucumber, the disease called angular leaf spot.

It is recognized that the appropriate plants response to stress at the cellular level
depends on the coordination of metabolic pathways carried out by various compartments and
on the efficient exchange of signals between them. A special role in these processes is
attributed to chloroplasts and mitochondria that are considered as sensitive sensors of
changes occurring in the environment, including pathogens infection. Chloroplasts and
mitochondria generate and transmit retrograde signals to cell nucleus. These signals
regulate the expression of genes that encode proteins involved in plant reactions to stress.

Abiotic and biotic stressors can cause a state of excess excitation energy which leads
to universal consequences: disturbances in electron transport, increased reduction of
plastoquinone (PQ) and generation of reactive oxygen species (ROS) responsible for
oxidative stress when they are overproduced. However, it is believed that ROS also play an
important role in redox signaling in the plant cell.

ROS level regulation and ROS-dependent redox signalization are under control of the
antioxidant system. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and the ascorbate-
glutathione (AA-GSH) cycle are crucial elements of this system. The essential function of the
AA-GSH cycle is scavenging the excess of H.O. and maintaining AA and GSH in reduced
forms. The redox status of AA and GSH formed by: ascorbate peroxidase (APX),
dehydroascorbate reductase (DHAR), monodehydroascorbate reductase (MDHAR) and
glutathione reductase (GR) is also a source of redox signals and GSH together with
thioredoxins (Trx), glutaredoxins (Grx) and peroxyredoxins (Prx) is involved in the regulation
of activity of proteins important to plants in response to stress.

Metabolic regulations are important elements of maintaining the plants’ homeostasis
and they are needed to protect the balance between growth and stress defense processes. It
is considered that sugars and respiratory metabolites, such as L-malic acid (.-MA) and
oxaloacetic acid, likewise amino acids and enzymes, involved in photosynthesis metabolism,
respiration and photorespiration, participate in the mechanism of generation, processing and
perception of metabolic signals. Nicotinamide adenine dinucleotides: NAD(P)H and NAD(P)*

are the important regulators of metabolic pathways and redox signalization.
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Recognition of the role of chloroplasts and mitochondria in the formation of
oxidoreductive and metabolic signals in cucumber after Psl infection and determination of
their importance for the development of local and systemic response to disease are the aim
of this PhD thesis.

The study showed that Psl infection limited stomatal conductance and led to the
limitation of gas exchange and transpiration. There was an increase in non-photochemical
guenching (NPQ) value after pathogen attack. It was also shown that the net photosynthesis
and the maximum quantum yield of photosystem Il, PSIlI (Qy) were decreased, while the
intensity of mitochondrial respiration was increased suggesting metabolism rearrangement in
favor of respiration. It may limited assimilates supplementation for the pathogen and provided
energy and reducing power as NADH.

Antioxidants play an important role in plants reactions to stress. Post-infectious
changes in SOD and CAT activities and in genes expressions encoding them indicated
shifting the prooxidative balance in the early infection phase as well as the mobilization of the
antioxidative protection dependent on SOD and CAT in the late infection phase. Changes in
APX, DHAR, MDHAR and GR activity after infection as well as in [AA]J/[DHA] and
[GSH]/[GSSG] redox ratios, determined both at the cellular level and in chloroplasts,
indicated activation of RFT, AA and GSH-dependent biotic stress signaling. AA accumulation
both at the cellular level and in chloroplasts of the third true leaves could be responsible for
antioxidant protection in the initial phase of pathogenesis. The mobilization of antioxidant
defense characterized by the increase in both GSH content and GR activity was found in the
late phase of pathogenesis, both in the chloroplasts and at the cellular level.

The decrease in net photosynthesis intensity could be coupled with a decreased
expression level of the gene encoding 1,5-bisphosphoribulose carboxylase/oxygenase large
subunit (RuBisCOy,) in the third true leaves. Limitation of CO, supplementation accompanied
by stomatal closure could lead to CO. assimilation mediated by phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) for which a post-infectious increase in the level of its gene expression
was found. The reduction of D-glucose content was the consequence of limited
photosynthesis rate and D-glucose could also be used for glucose-6-phosphate (G6P)
biosynthesis catalyzed by hexokinase (HK). Increase in both G6P concentration and
expression level of HK gene were found in the third true leaves. Increased GG6P
supplementation was coupled with an increase in the expression level of the gene encoding
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) as well as an increase in G6PDH activity,
which could have contributed to the formation of NADPH. The post-infectious reduction of the
redox [NADPH]/[NADP*] ratio in the third true leaves could be associated with the
consumption of NADPH in biosynthesis pathways of secondary metabolites important in

defense reactions. The intensification of respiration was demonstrated by the post-infectious
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increase in L-malic acid (L-MA) and oxaloacetic acid concentrations as well as an increase in
L-malate dehydrogenase (L-MDH) and fumarase activities. L-MA accumulation could also
activate malate shuttles responsible for deriving of reducing power from chloroplasts and
mitochondria of the third true leaves. The increase in amino acids: Gly, L-Ser, L-Glu and
L-GIn contents could be connected with the post-infectious rearrangement of nitrogen
metabolism as well as could provide substrates to biosynthesis of metabolites important for
defense reactions (for example GSH).

It was investigated how PQ redox status affects the development of Psl-induced
disease, AA-GSH cycle enzymes-dependent antioxidant defense as well as sugars balance
by using inhibitors of the photosynthetic electron transport chain: DCMU and DBMIB. It was
shown that the PQ equilibrium disturbance both in favor of the reduced and oxidized form
accelerates the appearance of infection symptoms. When the oxidized form in the PQ pool
was dominant the increased disease symptoms were noted. On the other hand shifting PQ
balance towards its reduced form was associated with the dissipation the excess excitation
energy by non-photochemical way as well as promoted AA-dependent antioxidative defense.

This study showed that stress adaptation mechanisms were generated not only in
infected leaves but also in leaves not being in direct contact with the pathogen. Similar trend
of changes in studied parameters was found in the fifth true leaves of infected plants
compared to the infected third true leaves. This trend could manifest the plants
acclimatization and favor maintaining a balance between growth and defense against the

biotic stress processes.
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2. WSTEP

2.1. Rosliny w warunkach stresu biotycznego

W ekosystemach naturalnych rosliny nieustannie poddane sg wpltywom

niekorzystnych czynnikow srodowiskowych. Kazdy taki czynnik oraz reakcja przez niego
wywotywana okre$lane sg mianem stresu. Wyrdznia sie dwa rodzaje stresu: abiotyczny
i biotyczny (Redondo-Goémez, 2013) (Tab. 1).

Tab. 1. Klasyfikacja stresowych czynnikéw sSrodowiska

Czynnik biotyczny

Czynnik abiotyczny

Woda:

Deficyt wody/susza
Nadmiar wody/zalanie

Sole mineralne:

Niedobdr soli mineralnych
Zasolenie

Temperatura:

Wychtodzenie
Stres cieplny

Promieniowanie:

Niedobdr/nadmiar promieniowania widzialnego
Promieniowanie UV

Gazy oddechowe:

Niedobor O2/CO2
Nadmiar O2/CO2

Skiad podtoza:

Obecnos¢ metali ciezkich
Zakwaszenie

Alkalizacja

Uszkodzenia mechaniczne

Mikroorganizmy patogeniczne:

Wirusy
Bakterie
Grzyby

Rosliny:

Konkurencja
Pasozytnictwo
Allelopatia

Zwierzeta:

Zgryzanie
Pasozytnictwo
Zdeptanie

Czynniki antropogeniczne:

Zanieczyszczenia przemystowe
Uzycie pestycyddw

2.1.1. Typy odpornosci roslin na patogeny

Przebieg i wynik interakcji roslina — patogen jest zalezny od wielu czynnikow, m.in.
wieku i kondycji fizjologicznej rosliny, jej mechanizmdéw obronnych oraz wtasciwosci czynnika

chorobotworczego. Jednym z typow odpornosci roslin jest niegoscinno$¢ (ang. non-host).
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Patogen nie moze woéwczas skolonizowa¢ rosliny z powodu istnienia naturalnych barier
strukturalnych (sciana komérkowa, warstwa kutykuli) i biochemicznych — wytwarzania przez
rosline toksycznych metabolitéw wtérnych (Jones i Dangl, 2006). Te konstytutywnie
funkcjonujgce mechanizmy obrony przed atakiem drobnoustrojéw sg wspomagane reakcjami
indukowanymi. Rozpoznanie obecnosci patogena odbywa sie przy udziale specyficznych
receptoréw PRRs (ang. pattern recognition receptors) w btonie plazmatycznej komérek
roslinnych. Ich aktywacja uwarunkowana jest pojawieniem sie swoistych dla patogenéw
wzorcédw molekularnych PAMPs (ang. pathogen-associated molecular patterns) lub
oligogalakturonidéw uwalnianych przez ro$line podczas uszkodzenia tkanki, DAMPs (ang.
damage-associated molecular patterns). W obu przypadkach reakcje te okresla sie jako
odpornoé¢ typu PTI (ang. PAMP triggered immunity). Percepcja PAMPs lub DAMPSs przez
PRRs skutkuje uruchomieniem wewnatrzkomorkowej kaskady sygnalizacyjnej, w ktorej
uczestniczg m.in. reaktywne formy tlenu (RFT) oraz kationy Ca?*, biatka wigzgce GTP (biatka
G), kinazy aktywowane mitogenami i hormony, takie jak kwas salicylowy (SA), kwas
jasmonowy (JA), etylen, kwas abscysynowy (ABA) i auksyny. Efektem sygnalizaciji
Z udziatem wymienionych czynnikdbw sg zmiany w ekspresji okreslonych gendéw jadrowych
i uruchomienie przez rosline reakcji obronnych (Rys. 1) (Vidhyasekaran, 2014). Jednym
Z lepiej poznanych wzorcow PAMP jest flagelina — biatko budujgce podjednostke wici
bakteryjnej, ktéra jest niezbedna do ruchu mikroorganizmu (Ciarroni i wsp., 2018).

Gdy dochodzi do przetamania odpornosci rosliny przez patogen, staje sie ona dla
niego gospodarzem (ang. host) (Chisholm i wsp., 2006). Mikroorganizmy chorobotwércze sg
wowczas w stanie zahamowac lub catkowicie zablokowaé odpornos¢ typu PTI. Dzieki
specyficznym efektorom (czynnikom wirulencji) dochodzi do rozwiniecia sie u danego
gatunku rosliny-gospodarza podatnosci na chorobe wywotang przez efektory — ETS (ang.
effector triggered susceptibility). W odpowiedzi na dany efektor roslina mobilizuje okreslone
biatko NB-LRR (ang. nucleotide-binding and leucine-rich repeat). U ro$lin wyksztatca sie
wowczas odporno$¢ indukowana przez efektory, ETI (ang. effector triggered immunity). ETI
uwaza sie za rodzaj odpowiedzi PTI, w ktérej dochodzi nie tylko do powstania odpornosci na
chorobe, ale réwniez do uruchomienia reakcji nadwrazliwosci, HR (ang. hypersensitive
response) polegajgcej na $mierci komérek rosliny-gospodarza w miejscu zakazenia i przez
to zablokowaniu dalszego rozprzestrzeniania sie infekcji (Miller i wsp., 2017; Jones i Dangl|,
2006). Wykazano, ze odpornos¢ typu ETI jest warunkowana obecnosécig u roslin czynnika R,
natomiast awirulencja patogena (niezdolnos¢ do wywotania choroby) zalezna jest od
wystepowania u niego czynnika Avr. W obu przypadkach wystepowanie tych czynnikow
podlega dziedziczeniu. W modelu gen na gen przyjmuje sie, ze na kazdy roslinny gen
odpornosci (R) przypada okreslony gen awirulencji (Avr) patogena. Model gen na gen

zaktada, iz w wypadku préby kolonizacji rosliny, u ktorej dochodzi do ekspresji genu R przez
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patogen z aktywnym genem Avr, mikroorganizm chorobotwdrczy zostaje rozpoznany, co
w konsekwencji prowadzi do uruchomienia proceséw obronnych i powstania odpornosci.
W kazdym z pozostatych przypadkow (brak genu R lub Avr) u rosliny rozwija sie choroba
(Flor, 1971; Shehzadi i wsp., 2017).

Odpornos¢ rosliny warunkowana obecnoscig czynnikdbw R moze by¢ tlumiona
pojawieniem sie kolejnych efektoréw u patogena lub eliminacjg czynnikéw Avr. Ekspresja
kolejnych serii efektorow idzie jednak w parze z rozpoznawaniem ich przez nowe czynniki R.
Podczas interakcji roslina — patogen dochodzi wiec do nieustannego przeplatania sie faz
ETS oraz ETI. Schemat, w ktérym po pierwotnej fazie PT| obserwuje sie okresowg zmiane
poziomu odpornosci rosliny na dany drobnoustréj chorobotworczy i cykliczne przejscia ETS-

ETI zostat okreslony jako model zygzaka (Rys. 1) (Jones i Dangl, 2006).

PTI | ETS | ETI | ETS | ETI

© @

——————————— b N\ b\ Prog efektywne]

** odpornosci

rosliny na patogen

Wzgledny poziom odpornosci

Czas

Rys. 1. Model zygzaka w interakcji roslina — patogen

Podczas préby kolonizacji przez patogen, roslina nie bedgca dla niego gospodarzem
manifestuje pierwotny typ odpornosci oparty na rozpoznaniu wzorcow molekularnych
swoistych dla patogendow lub oligogalakturonidow uwalnianych z uszkodzonych tkanek
rosliny (PAMPs lub DAMPSs, niebieskie gwiazdki). Dochodzi wowczas do ujawnienia sie
odpornoéci PTI. W wyniku adaptacji patogendw i ekspresji specyficznych dla nich efektorow
(czynnikéw wirulenciji, zielone siedmiokaty i pomaranczowe kota) dochodzi do przetamania
PTI i podatnosci rosliny na ETS. W kolejnej fazie biatka NB-LRR (zielony i pomaranczowy
ksiezyc) rozpoznajg okreslony efektor, co aktywuje ETI. Amplituda tego typu odpornosci jest
wieksza niz dla PTI i czesto przekracza prog wywoftania reakcji HR. Ekspresja kolejnych
efektoréw (zotte siedmiokaty, niebieskie kota) prowadzi do wyttumienia ETI i spadku
odpornoéci rosliny. Selekcja naturalna sprzyja jednak ekspresiji kolejnych alleli dla biatek NB-
LRR (zétty i niebieski ksiezyc), ktére rozpoznajg okreslone efektory i wprowadzajg rosline
w kolejng faze ETI. Szczegodtowy opis i wyjasnienie skrotow w tekscie nad rysunkiem.

Infekcja moze doprowadzi¢ do powstania w catej roslinie systemicznej odpornosci
nabytej, SAR (ang. systemic acquired resistance) na ten sam lub inny czynnik
chorobotworczy. Moze sie ona ujawnic u roslin, u ktérych rozwineta sie odpowiedz HR, ale
réwniez pod wptywem induktorow SAR, takich jak elicytory (Mishina i Zeier, 2007).
W pierwszej fazie SAR dochodzi do rozpoznania patogena oraz powstania i transmisji

sygnatéw o infekcji do czesci rosliny, ktére nie majg bezposredniego kontaktu z patogenem.
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Nastepnie w komérkach docelowych dochodzi do rozpoznania tych sygnatéw i uruchomienia
mechanizmow aktywujgcych geny SAR. Ekspresja tych gendw objawia sie biosyntezg biatek
zwigzanych z patogenezg (PR; ang. pathogenesis-related proteins) i fitoaleksyn, a takze
lignifikacjg scian komorkowych. Biatka PR ograniczajg rozwéj patogendéw i w efekcie hamujg
infekcje rosliny. Wyrdznia sie 17 klas biatek PR, a do najwazniejszych z nich nalezg: lizozym,
chitynazy i B-1,3-glukanazy rozktadajgce polimery Sciany komdrkowej patogendw (Ali i wsp.,
2018). Fitoaleksyny powstajg de novo, po ataku rosliny przez patogen. Sg to zwigzki
mikrobdjcze nalezgce do réznych grup zwigzkow organicznych. Przyktadami sg niektore
flawanony, stilbeny i saponiny (Singh i Singh Chandrawat, 2017). Odktadanie lignin
(polimerow  zwigzkéw  fenolowych), a takze suberyny, glikoprotein bogatych
w hydroksyproling i nieorganicznych zwigzkéw wapnia i krzemu, jak réwniez formowanie
papilli na wewnetrznej powierzchni Sciany komorkowej sprzyja wytworzeniu bariery
ochronnej, ktérej patogen nie moze sforsowaé. Jest to wyraz uruchomienia przez rosline
strukturalnych mechanizmoéw obronnych. Przejawem SAR jest takze gromadzenie kalozy
w plazmodesmach. Dzieki temu przemieszczanie sie mikroorganizméw z komorki do komorki
ulega zahamowaniu (Métraux, 2001). Odpornos¢ SAR jest dtugotrwata (moze trwac przez
catg ontogeneze) i niespecyficzna, czyli skuteczna przeciwko roznym patogenom i nie jest
dziedziczona w sposéb klasyczny (Gao i wsp., 2015). Jednak rosliny z raz uruchomiong
odpornoscig SAR skuteczniej radzg sobie z ponowng infekcjg w poréwnaniu z reakcjg roslin
przy pierwszym kontakcie z patogenem. To zjawisko okresla sie mianem defensywnego
primingu (Espinas 1 wsp., 2016). Jako przyczyne tego zjawiska wymienia sie udziat
mechanizmow epigenetycznych, polegajgcych na regulacji ekspresji gendw bez zmian
w DNA. Niektére zmiany epigenetyczne mogg utrzymywac sie po ustgpieniu stresu i by¢
przekazywane komérkom potomnym na drodze mitozy lub mejozy. Mowa wodwczas
0 epigenetycznej pamieci stresu, ktéra odpowiada za lepsze tolerowanie stresu przez rosliny
kolejnych pokolen. Wymienia sie trzy podstawowe mechanizmy epigenetycznej kontroli
genomu: wyciszanie genow przez mate RNA (sRNA), metylacje DNA i modyfikacje histonéw
(Lechowska i wsp., 2014). Wykazano przyktadowo, ze rosliny potomne Arabidopsis thaliana,
ktérych pokolenie rodzicielskie zakazone bylo Pseudomonas syringae pv tomato (Pst)
wykazujg zwiekszong odporno$¢ na szkodniki owadzie. Autorzy tych badahn wigzali
zaobserwowane zjawisko ze zwiekszonym poziomem acetylacji dziewigtego aminokwasu
(lizyna, Lys) w histonie 3 (H3K9) w promotorach genéw indukowanych przez SA (Luna i Ton,
2012).

Wykazano, ze w roslinach poddanych stresowi biotycznemu wywotanemu przez
patogeny dochodzi do wzmozonej syntezy SA. Endogenny SA wykryto nie tylko
w zainfekowanych tkankach, ale rowniez w tych czesciach rosliny, ktére nie miaty uprzednio

kontaktu z patogenem. Dowodzi to, ze metabolit ten zaangazowany jest w indukcje SAR.
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Sygnalizacja za posrednictwem SA, prowadzgca do SAR jest zalezna od biatka
zawierajgcego powtérzenia ankiryny, NPR1 (ang. Non-expressor of Pathogenesis-Related
genes). W warunkach fizjologicznych biatko NPR1 wystepuje w cytozolu w postaci
nieaktywnego oligomeru. Po wystgpieniu stresu i akumulacji SA dochodzi do dysocjacji
oligomeru NPR1 i powstania aktywnych monomeréw, ktére ulegajg translokacji do jadra
komérkowego. Monomeryzacja NPR1 warunkowana jest stanem redoks komorki zaleznym
od GSH, ktéry redukuje siarke w wigzaniach disiarczkowych oligomeru NPR1. Wykazano, ze
do dysocjacji tego oligomeru wymagany jest odpowiedni poziom GSH w komorce.
U A. thaliana infekowanego P. syringae pv maculicola ES4326 wykryto monomeryczng
forme NPR1 przy stosunku [GSH]/[GSSG] przekraczajgcym 15:1 (Mou i wsp., 2003, Pieterse
I Van Loon, 2004). W jadrze komoérkowym monomery NPR1 wchodzg w interakcje
z czynnikami transkrypcyjnymi posiadajgcymi strukture zamka leucynowego. Czynniki te
wigzg motyw TGACG okreslonej sekwencji DNA, w wyniku czego dochodzi do ekspresji
genow zaleznych od NPR1 (Gao i wsp., 2015). Wykazano, ze na aktywnos¢ NPR1 ma
wptyw S-nitrozylacja tioli, ktéra promuje oligomeryzacje NPR1 i jego inaktywacje, co hamuje
SAR (Tada i wsp., 2008). Z motywem TGACG oddziatujg rowniez biatka NPR3 i NPR4, ktore
wigzg SA i dzialajgc jako adaptery ligazy E3 ubikwityny posredniczg w degradacji NPR1
w sposob zalezny od SA. Wykazano, ze mutanty npr3 i npr4, w ktérych nie dochodzi do
ekspresji NPR3 i NPR4 akumulujg wieksze ilosci oligomeréw NPR1, a w konsekwencji
odpowiedz SAR nie jest u nich wyzwalana (Fu i wsp., 2012). W miejscach inokulacji wysoki
poziom SA sprzyja jego wigzaniu sie z NPR3 majgcym niskie powinowactwo do SA.
Kompleks NPR3-SA posredniczy w degradacji NPR1 bedgcym supresorem HR, co promuje
programowang $mier¢ komorki, PCD (ang. programmed cell death) oraz ETI. W miejscach,
ktére nie majg bezposredniego kontaktu z patogenem zawarto$¢ SA jest niska i wowczas
wigze sie on wytgcznie z receptorem NPR4. Biatko to ma wysokie powinowactwo do SA. Nie
dochodzi zatem do réwnolegtego kompleksowania SA z NPR3, dlatego degradacja NPR1
jest zahamowana. W ten sposob promowana jest ekspresja genoéw zwigzanych z SAR (Mou
i wsp., 2003).

Czagsteczka SA nie jest transportowana przez floem z zakazonych czesci rosliny do
tkanek nie objetych infekcja. Uwaza sie, ze lotha pochodna SA — salicylan metylu (MeSA)
moze by¢ wydzielany do atmosfery przez np. zakazone liScie roslin, a nastepnie dociera¢ do
czesci tej samej lub innej rosliny i wyzwalaé w niej SAR. W literaturze wymienia sie takze
kilka innych metabolitbw zaangazowanych w indukcje SAR: dehydroabietinal, kwas
azelainowy, kwas pipekolowy, auksyny, glicerolo-3-fosforan i galaktolipidy (Gao i wsp.,
2015).

Oprécz SAR wyréznia sie takze systemiczng odpornos$é indukowang (ISR, ang.

induced systemic resistance), ktora jest uruchamiana przez ryzobakterie promujgce wzrost
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roslin, bytujgce w ryzosferze (PGPR, ang. plant growth-promoting rhizobacteria). Cechg
charakterystyczng ISR jest to, iz nie jest ona zwigzana z akumulacjg SA. Za przekazywanie
sygnatéw wyzwalajgcych ISR odpowiedzialne sg natomiast JA i etylen. (Vallad i Goodman,
2004). Najnowsze badania wskazujg, ze niektére mikroorganizmy PGPR, takie jak wybrane
szczepy grzybéw z rodzaju Trichoderma sg zdolne do indukcji posredniej (mieszanej)
odpornoséci, okreslanej mianem TISR (ang. Trichoderma-Induced Systemic Resistance),
ktora taczy szlaki SAR i ISR. Wykazano, ze w indukcji TISR mogg bra¢ udziat niektore
nienasycone aldehydy i alkohole oraz estry SA, ktére m.in. indukujg ekspresje gendw
kodujgcych biatka PR. Ws$rod nich wyrdznia sie biatka PR1 i PR5, ktére sg charakterystyczne
dla SAR oraz biatka PR4, ktorych obecnos¢ sSwiadczy o aktywacji szlakow

charakterystycznych dla ISR (Nawrocka i Matolepsza, 2013).

2.1.2. Interakcja ogoérek siewny — Pseudomonas syringae pv lachrymans (Psl)

Pseudomonas syringae pv lachrymans (Psl) jest jednym z 50 patowardw nalezgcych
do domeny Bacteria, gromady Proteobacteria, klasy Gammaproteobacteria, rzedu
Pseudomonadales, rodziny Pseudomonadaceae, rodzaju Pseudomonas i gatunku
Pseudomonas syringae. Jest to Gram-ujemna, tlenowa, pateczkowata bakteria wtasciwa nie
wytwarzajgca spor. Porusza sie za pomoca 1-5 polarnych wici. Jej srednie rozmiary wynoszg
0,5-1,0 x 1,5-4,0 um. Poszczegdlne patowary gatunku P. syringae charakteryzujg sie
zréznicowang budowg tancuchow polisacharydowych tworzgcych btone zewnetrzng komérki,
co wplywa na specyfike interakcji drobnoustroju z rosling-gospodarzem. Od zewnatrz
komorki Psl znajduje sie gesta otoczka ztozona z polisacharyddéw: lewanu i alginiandw,
lipopolisacharyddw i niewielkich ilosci biatek. Bakterie Psl hodowane na skosach z agarem
odzywczym tworzg owalne, lekko wzniesione, gtadkie, btyszczgce i catobrzegie kolonie
barwy biatawej (Olczak-Woltman i wsp., 2008).

P. syringae pv lachrymans (Psl) jest patogenem hemibiotroficznym i wywotuje u roslin
dyniowatych, w tym u ogdrka chorobe nazywang kanciastg plamistoscig lisci (ang. angular
leaf spot). Choroba ta uwazana jest za jedng z najpowazniejszych (zaraz po maczniaku
rzekomym) choréb tych roslin. Kanciasta plamistoS¢ lisci ogorka wystepuje zaréwno
w uprawach polowych, jak i pod ostonami. Najczestszymi miejscami wnikania patogena sa
naturalne otwory miedzykomoérkowe (m.in. aparaty szparkowe), a jego rozwojowi sprzyja
duza wilgotnos¢ powietrza oraz mechaniczne uszkodzenie tkanek. Infekcja Psl obniza jakos¢
plonéw z uwagi na wytwarzanie mniejszych i porazonych chorobg owocéw (Bhat i wsp.,
2010).

Choroba wywotywana przez Psl daje objawy nie tylko na lisciach, ale réwniez na

owocach, a nawet todygach. Charakterystycznymi cechami kanciastej plamistosci liSci
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ogoérka sg ciemnozielone, uwodnione plamy na spodniej stronie blaszki lisciowej. Plamy te
pozostajg ograniczone wigzkami przewodzgcymi. Przy duzej wilgotnosci wzglednej
powietrza w miejscach bezposrednio objetych infekcjg pojawiajg sie sluzowate wycieki, ktore
jako oznaki etiologiczne mogg utatwiaé¢ zdiagnozowanie infekcji. W warunkach deficytu wody
wycieki te zasychajg i tworzg biate bftonki. W zaawansowanym stadium bakteriozy na gérne;j
powierzchni lisci pojawiajg sie brgzowe nekrozy, otoczone charakterystycznymi,
chlorotycznymi obwodkami (halo). Infekcja hamuje réwniez rozwoj owocow, na ktérych
pojawiajg sie bezowe, miekkie, uwodnione plamy (Hossain i wsp., 2017, Olczak-Woltman
iwsp., 2009). W zaleznosci od podatnosci odmiany ogérka na infekcje Psl, kanciasta
plamisto$¢ lisci ogorka moze wywotywaé straty plonéw od 30 do 60% (Ktosinska i wsp.,
2014). W Polsce, w 2013 roku choroba wywotywana przez Psl wystgpita z réznym
nasileniem w wojewodztwach: lubelskim (39,0% porazenia lisci), podkarpackim (28,0%),
wielkopolskim (24,0%), swietokrzyskim (17,5%), tédzkim (14,0%), dolnoslgskim (12,5%),
matopolskim (11,5%), lubuskim (4,0%) i mazowieckim (3,3%) (Walczak i wsp., 2014).
Czynniki warunkujgce patogeniczno$¢ Psl to: toksyny bakteryjne, bakteriocyny,
enzymy, polisacharydy zewnagtrzkomérkowe (EPS), fitohormony i siderofory (Olczak-
Woltman i wsp., 2008). Psl wytwarza cztery toksyny nalezace do cyklicznych
lipodepsypeptydow: syringopeptyne, syringomycyne, syringostatyne i syringotoksyne.
Doprowadzajg one do gwattownej lizy $ciany komérkowej i powstawania poréw w btonie, co
ostatecznie prowadzi do nekrozy tkanki. Bakteriocyny sg biatkami o duzej masie
czgsteczkowej, wykazujgcymi toksycznos¢ w stosunku do innych szczepéw tego samego
gatunku. Do enzymoéw wytwarzanych przez Psl nalezg poligalakturonazy, pektynazy
i proteazy. Poligalakturonazy i pektynazy katalizujg hydrolize pektyn, z ktérych zbudowana
jest sciana komorkowa rosliny. Wykazano réwniez, ze w miare rozwoju infekcji wzrasta
aktywno$¢ proteaz, a w silnie uwodnionych miejscach objetych chorobg stwierdza sie
obecno$¢ wolnych aminokwasow pochodzacych z hydrolizy biatek lisci rosliny (Olczak-
Woltman i wsp., 2008). Polisacharydy zewnatrzkomoérkowe (lewan i alginian) sg
odpowiedzialne za powstawanie uwodnionych plam w miejscu infekcji. Podczas lizy komorek
do przestrzeni miedzykomdérkowych wyptywa woda zawierajgca jony, aminokwasy i biatka,
niezbedna do rozwoju bakterii. Panuje poglad, iz rolg EPS jest ochrona komoérek
bakteryjnych przed wysychaniem i indukowanymi mechanizmami obronnymi rosliny. Wsréd
fitohormonéw wytwarzanych przez Psl, ktére najprawdopodobniej biorg udziat w patogenezie
wyrdznia sie auksyny, cytokininy i etylen. Siderofory to zwigzki chemiczne o matej masie
czasteczkowej, ktore tworzg kompleksy z jonami Fe**. Dzieki wychwytywaniu tych jonéw ze
Ssrodowiska i ich chelatowaniu, Psl moze namnazac¢ sie na pozywkach ubogich w zelazo.

Przyktadem sideroforu jest fluoresceina (Olczak-Woltman i wsp., 2008).
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Identyfikacja bakterii z gatunku P. syringae na podstawie objawoéw choroby, jakie ta
bakteria wywotuje sprawia trudnosci. Zdarza sie, ze choroba manifestuje sie innymi
oznakami niz charakterystyczne, kanciaste plamy z chlorotyczng obwodkg. W celu wiasciwej
identyfikacji patogena wykonuje sie testy diagnostyczne bakterii wyizolowanych
z porazonych lisci. W pierwszym etapie przeprowadza sie test na fluorescencje komodrek
bakteryjnych na pozywce King B, na $wietle UV. W kolejnej fazie prowadzi sie testy
biochemiczno-fizjologiczne pozwalajgce na wyodrebnienie gatunku P. syringae w$rod
bakterii, ktore wykazaty fluorescencje w nadfiolecie. Najbardziej znanym jest test LOPAT
(Olczak-Woltman i wsp., 2007). Polega on na analizie zdolno$ci wytwarzania przez bakterie
lewanu (L), pomiarze aktywnosci oksydazy cytochromowej ¢ (O), analizie aktywnosci
pektynolitycznej (P), sprawdzeniu wytwarzania dihydrolazy argininy (A) oraz wywotaniu
reakcji nadwrazliwosci u tytoniu (T). Lewan jest wytwarzany przez wszystkie patowary
z gatunku P. syringae. Zbudowany jest z reszt fruktozy, ktére pochodzg z czgsteczek
sacharozy. Na pozywce zawierajgcej sacharoze P. syringae tworzy wypukie, btyszczgce
kolonie, co jest jednym z dowoddow na obecnos¢ w izolacie patowaréw tego gatunku.
W tescie O wykorzystuje sie specjalne pateczki z indykatorem redoks, ktére w kontakcie
Z kolonig bakterii wykazujgcych aktywnosé oksydazy cytochromu c zmieniajg barwe na
amarantowa. W przypadku P. syringae reakcja zmiany barwy nie zachodzi. W analizie
aktywnosci pektolitycznej na przekrojong bulwe ziemniaka naktada sie kultury bakterii
i obserwuje rozktad tkanki. U Psl mozna wykaza¢ stabg aktywnos$¢ pektolityczng. Test A
polega na wykryciu aktywnosci dwéch enzymow: desmidazy argininy i ureidazy cytruliny.
Enzymy te katalizujg reakcje powstawania ATP z argininy z jednoczesnym wydzieleniem
CO- i NHs. Powstawanie NHs jest reakcjg wskaznikowa, ktorg przeprowadza sie na pozywce
Thornley’a. Patowary P. syringae nie posiadajg enzymow rozktadajgcych arginine i wynik
testu na obecnos$¢ NHs; w pozywce jest negatywny. Inokulacja lisci tytoniu Psl prowadzi po 24
h od aplikacji drobnoustroju do gwattownego obumierania migkiszu i powstawania jasnej
nekrozy tkanki w miejscu inokulacji, co potwierdza wyzwolenie reakcji HR przez ten patowar.
Biochemiczno-fizjologiczne testy identyfikacyjne nie sg jednak doskonate: wymagajg duzego
naktadu czasu i nie zawsze dajg jednoznaczny wynik. Istniejg szczepy, zwlaszcza w obrebie
Psl, ktére nie wykazujg fluorescencji na pozywce King B lub manifestujg silng aktywnos$é
pektolityczng. Z tego powodu coraz czesciej prowadzi sie identyfikacje drobnoustrojow
metodami biologii molekularnej. Pozwalajg one na szybkie znalezienie réznic w sekwencjach
DNA miedzy patowarami poszczegdlnych gatunkéw lub miedzy szczepami w obrebie
patowaru (Olczak-Woltman i wsp., 2007).

Bakteryjna plamistoS¢ lisci ogorka wystepuje na terenie catej Polski. Walka
chemiczna z patogenem opiera sie na opryskiwaniu roslin fungicydami zawierajgcymi

chlorek triwodorotlenek dimiedzi, wodorotlenek miedzi (ll) i siarczan diwodorotlenek dimiedzi.
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Preparat aplikuje sie przed sezonem kwitnienia ze wzgledu na fitotoksyczny wptyw fungicydu
na kwiaty i owoce. Najlepszg strategig przeciwdziatania infekcji wywotywanej przez Psl jest
uprawa odmian odpornych na patogena. Niestety, odpornos¢ linii ogérka otrzymanych
dotychczas, ktore pierwotnie nie byty infekowane przez Psl zostata przetamana. Obecnie nie
sg znane odmiany catkowicie odporne na Psl. Dlatego prowadzone sg prace nad oceng
wybranych linii ogérka siewnego pod katem odpornosci zaréwno w fazie liscieni, jak

I pierwszych lisci na chorobe wywotywang przez Psl (Ktosinska i wsp., 2014).

2.2. Wspétdziatanie regulacyjne chloroplastéow i mitochondriéw
w odpowiedzi roslin na stres

Kompartmentacja komorki jest cechg charakterystyczng wszystkich organizmow
eukariotycznych. Sprzyja to przestrzennej i czasowej separacji szlakow metabolicznych oraz
ich niezaleznej regulacji. Z drugiej strony fizyczne oddzielenie poszczegdlnych organelli
wymaga koordynaciji ich aparatu enzymatycznego oraz sprawnego transportu metabolitow
(Jarvis | Lopez-Juez, 2013). Zgodnie z zatozeniami teorii endosymbiozy, chloroplasty
i mitochondria wyewoluowaty z komdrek sinic lub wolno zyjgcych bakterii, ktére stworzyty
symbiotyczny uktad z komoérkami innych organizmow. W wyniku ewolucji cze$¢ gendw
chloroplastéw i mitochondriow zostata przechwycona przez jadro komérek eukariotycznych,
jednak niewielki fragment genomu chloroplastowego i mitochondrialnego zostat w tych
organellach zachowany (Bayer i wsp., 2014). Z uwagi na fakt, iz nie tylko jgdro komérkowe
posiada wiasny materiat genetyczny, istnieje konieczno$¢ sprawnej, dwukierunkowe;j
komunikacji na drodze chloroplasty-mitochondria-jgdro komérkowe, ktéra zapewnia
koordynacje ekspresji genéw i prawidiowe funkcjonowanie ogdlnego metabolizmu

komoérkowego (Kmiecik i wsp. 2016).

2.2.1. Znaczenie stanu nadmiaru energii wzbudzenia w chloroplastach
w uruchamianiu reakcji odpornosciowych

Ostatnie lata badan w dziedzinie fizjologii stresu u roslin pozwolity opracowac
koncepcje, zgodnie z ktérg chloroplasty uwazane sg za czute sensory zmian zachodzgcych
w $rodowisku, w tym takze zwigzanych z infekcjg patogenami. Organelle te sg nie tylko
miejscem, w ktérym zachodzg reakcje jasnej i ciemnej fazy fotosyntezy, ale stanowig
rowniez wazne centrum szlakow biosyntetycznych, w ktorym powstajg hormony stresu (np.
ABA), metabolity wtérne (niektére izoprenoidy i pochodne erytrozo-4-fosforanu), a takze
reaktywne formy tlenu (RFT) i zwigzki uczestniczace w sygnalizacji redoks, ktére modulujg
ekspresje genéw jadrowych i sg odpowiedzialne za uruchomienie reakcji obronnych przeciw
patogenom (Delprato i wsp., 2015). Rosliny odbierajg bodziec swietlny i reagujg na jego

jakos¢ (sktad widmowy), natezenie oraz czas trwania. W komorce roslinnej kazda z tych
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wiasciwosci podlega okreslonym regulacjom. Natezenie i catkowita ilos¢ pochtanianego
przez rosline $wiatta wplywajg bezposrednio na chloroplasty i aparat fotosyntezy.
Pierwotnymi objawami zakiéceh zwigzanych z niewtasciwym oswietleniem s3g: zmiany
w statusie redoks fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw, intensyfikacja
wytwarzania tlenu singletowego (*O2) oraz wzmozona produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego (O.™), nadtlenku wodoru (H202) oraz rodnika hydroksylowego (OH")
(Christie i wsp., 2014). W wielu pracach podkresla sie dualistyczng nature RFT. Pierwotnie
uwazano je jedynie za uboczne produkty metabolizmu tlenu, ktérych nadprodukcja prowadzi
do stresu oksydacyjnego i zniszczenia struktury biomolekut, takich jak lipidy, biatka i kwasy
nukleinowe. Jednak w odpowiednim stezeniu RFT sg istotnym elementem zlozonej sieci
sygnalizacyjnej uruchamianej pod wptywem stresu, w tym stresu biotycznego (Foyer i wsp.,
2017). Funkcje RFT u roslin sg Scisle zwigzane ze Sciezkami sygnalizacyjnymi regulowanymi
przez fitohormony. Dowiedziono, ze RFT wspétdziatajg z etylenem, SA, JA, a takze
auksynami, cytokininami i giberelinami kontrolujgc wzrost i rozwdj roslin (Zwack i wsp.,
2016). Poziom RFT wptywa na stan redoks wielu metabolitow, ktére w komdérce tworzg
pozostajgcg w rownowadze termodynamicznej pare form: zredukowang i utleniong. Takimi
metabolitami sg np. tiole. Uznaje sie, ze RFT interferujg z tiolami w reakcjach syntezy SA
oraz uczestniczg w sygnalizacji zwigzanej z SA (Han i wsp., 2013). Efekty wspétdziatania
RFT z elementami Sciezek sygnalizacyjnych sg zalezne od rodzaju RFT, zwigzku, z ktorym
interferujg oraz typu komorki, w ktorej interakcja ma miejsce. Oprocz wplywu toksycznego,
dziatanie RFT moze mie¢ charakter regulacyjny lub naprawczy, a takze prowadzi¢ do PCD.
W ostatnim przypadku wskazuje sie na kluczowg role eliminacji niektérych komorek
w generowaniu odpornosci catej rosliny (del Pozo, 2016).

RFT wytwarzane w tylakoidach chloroplastéw podczas jasnej fazy fotosyntezy mogag
odgrywac zasadniczg role jako przekazniki sygnatéw pochodzacych ze Srodowiska, ktére
dostarczajg komorce informacji o jego stanie. Przyktadowo 'O, ktéry powstaje w wyniku
przeniesienia nadmiaru energii wzbudzenia z chlorofilu trypletowego na czgsteczke tlenu
trypletowego (30:) utlenia biatka i lipidy btonowe, co traktuje sie jako jeden z pierwszych
efektow sygnalizacji kierowanej z fotosystemu Il (PSIl) do jgdra komdrkowego (Foyer i wsp.,
2017). Inaktywacja oksydacyjna PSIl, zwlaszcza biatek D1 i D2 przez 'O, wigze sie
Z koniecznoscig ich ciggtej biosyntezy nawet kilka razy w ciggu godziny. Réwnolegle z tym
procesem odbywa sie degradacja utlenionych biatek PSIlI przez specyficzne proteazy.
Uwaza sig, ze produkty rozpadu biatka D1 mogag petni¢ role czgsteczek sygnatowych
regulujgcych ekspresje gendw jgdrowych, jednak hipoteza ta nie zostata jak dotad
potwierdzona u roslin wyzszych (Malnoé i wsp., 2014). Oprocz komponentéw PSII wrazliwe
na utlenianie przez 'O, sg takze wielonienasycone kwasy ttuszczowe i lipidy btonowe.

Produkty ich peroksydacji, w tym oksylipiny uwaZzane sg za markery uszkodzenh
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fotooksydacyjnych (Allahverdiyeva i wsp., 2015; Delprato i wsp., 2015). Najlepiej poznane
sciezki transdukcji sygnatébw wyzwalanych w chloroplastach i kierowanych do jadra
komorkowego (tzw. sygnalizacja retrogradowa, rozdziat 2.2.4), zaleznych od 'O, oparte sg
0 oddziatywanie z [p-karotenem oraz kodowanymi przez geny jgdrowe biatkami
chloroplastowymi EXECUTER 1i 2 (EX1, EX2) (Shumbe i wsp., 2016). Utlenianie -karotenu
i innych karotenoidéw przez O, prowadzi do ich rozpadu. Produkty degradacji karotenoidéw
oraz biatka EX1 i EX2 niezaleznie od siebie uruchamiajg lokalne i systemiczne szlaki
sygnatowe prowadzgce do zmian ekspresji gendw, ktore stanowig podstawe aklimatyzacji do
stresu (Carmody i wsp., 2016). 'O, moze by¢ takze wytwarzany w chloroplastach podczas
biosyntezy chlorofilu. Wykazano, ze mutant flu (ang. fluorescent) A. thaliana akumuluje
w ciemnosci protochlorofilid (prekursor chlorofilu). Ekspozycja tego mutanta na swiatto
inicijowata przeksztatcenie protochlorofilidu w chlorofil, czemu towarzyszyto wzmozone
generowanie '0,. Mogto by¢ to zwigzane z przekazywaniem czesci energii $wietlnej
niewykorzystanej do przeksztatcenia protochlorofilidu w chlorofil na czgsteczke 20, (Delprato
i wsp., 2015).

Do powstawania RFT w chloroplastach przyczynia sie takze ,wyciek” elektrondow
z fotosystemu | (PSI) i redukcja czgsteczki O, zamiast NADP*. Reakcja ta jest znana jako
reakcja Mehlera (cykl woda-woda). Jest ona sprzezona z transportem protonéw z wnetrza
tylakoidow do stromy i powstawaniem ATP bez jednoczesnej redukcji NADP™ (Dietz i wsp.,
2015; Foyer i wsp., 2017). Powstajgcy w reakcji Mehlera O™ jest redukowany do H.O- przy
udziale tylakoidowej miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej (CuzZnSOD). H:0-
ulega nastepnie redukcji przez kwas askorbinowy (AA) do wody, a reakcje te katalizuje
w chloroplastach peroksydaza askorbinianowa (APX) (Awad i wsp., 2015). Zuzycie tgcznie
czterech moli elektronéw pochodzacych pierwotnie z fotolizy wody do petnej redukcji jednego
mola O, umozliwia rozproszenie nadmiaru energii wzbudzenia i zagospodarowanie
elektrondw w pseudocyklicznej fosforylacji, chronigc aparat fotosyntetyczny przed
uszkodzeniami. Cykl woda-woda jest waznym zrodtem sygnatéw redoks zaleznych od RFT,
ktore w warunkach stresu sg przenoszone do jgdra komorkowego (Foyer, 2018).
W szczegolnosci, produkt posredni reakcji Mehlera — H202 z uwagi na swoj relatywnie dtugi
okres pottrwania moze dociera¢ bezposrednio do jadra komorkowego dziatajgc jako sygnat
0 stanie metabolicznym chloroplastow (Exposito-Rodriguez i wsp., 2017; Foyer, 2018).

Potencjaty redoks O," i H.0, sg relatywnie niskie w poréwnaniu z potencjatem 'O,.
W chloroplastach i mitochondriach O;™ jest szybko redukowany do H»O. przy udziale SOD,
jak rowniez na drodze nieenzymatycznej przy udziale antyoksydantéw takich jak AA. O ile
enzymy cyklu Calvina-Bensona nie sg inaktywowane przez O,", to ulegajg inaktywacji przez
H.O,. W mitochondriach natomiast O,™ moze utleni¢ np. akonitaze — enzym cyklu Krebsa
(Foyer, 2018).
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Wszystkie czynniki stresowe, bez wzgledu na pochodzenie, mogg wywotywaé stan
nadmiaru energii wzbudzenia, ktéra nie moze by¢é wykorzystana w fotosyntetycznym
tancuchu transportu elektronéw. Stan nadmiaru energii wzbudzenia jest spowodowany
obnizeniem sprawnosci fotosystemoéw, ich uszkodzeniami, a takze zmianami warunkéw
wegetacji roslin. Moze go wywotac zaréwno zbyt silne swiatto, jak i susza, zranienie, czy atak
patogena. Stan nadmiaru energii wzbudzenia prowadzi do uniwersalnych nastepstw:
zaburzenia transportu elektronow, wzmozonej redukcji plastochinonu (PQ) i generowania
RFT. Uniwersalne sg rowniez mechanizmy odpowiedzialne za dostosowanie rosliny do stanu
nadmiaru energii wzbudzenia: rozpraszanie tej energii na drodze niefotochemicznej (NPQ,
ang. Non-Photochemical Quenching), usuwanie RFT przez antyoksydanty enzymatyczne
i nieenzymatyczne oraz generowanie sygnatdw retrogradowych wysylanych do
mitochondriéw i jadra komorkowego. W rezultacie dochodzi do zmiany ekspresji genow, ale
nie tylko zwigzanych z optymalizacjg fotosyntezy, lecz réwniez prowadzacych do
uruchomienia reakcji obronnych, w tym zaleznych od SA. Odpowiedz ta zachodzi zaréwno
na poziomie lokalnym, jak i systemicznym (Szechynska-Hebda i Karpinski, 2013).
Powstawanie RFT w stanie nadmiaru energii wzbudzenia i ich uniwersalna rola
w przekazywaniu sygnatdw bez wzgledu na rodzaj bodzca zewnetrznego (nadmiar
promieniowania, odwodnienie, stres biotyczny, itd.) nie oznacza jednak indukowania
w jednakowym stopniu ekspresji tych samych gendéw i uruchamiania identycznych
odpowiedzi rosliny na rézne stresory. Regulacja specyficznych reakcji ze strony rosliny jest
uzalezniona od kombinacji trzech czynnikéw: typu RFT, ich lokalnego poziomu progowego,
a takze lokalizacji komoérkowej, gdzie dane RFT powstajg. Istotna jest takze zréznicowana
regulacja poziomu RFT przez elementy systemu antyoksydacyjnego w roznych
kompartmentach komorki (Karpinski i wsp., 1999). Z tego wzgledu rézne czynniki stresowe,
a nawet ten sam stresor w zaleznosci od natezenia indukujg specyficzne wzory ekspresji
gendw zaangazowanych w obrone, w tym kodujgcych enzymy antyoksydacyjne. Mozna
zatem powiedzie¢, ze unikatowa kombinacja czynnikdéw: rodzaj i stezenie oraz wydajnosé
usuwania RFT jest funkcjg réznowartosciowg zmiennej niezaleznej, jakg jest stresor (Mateo
I wsp., 2004). Eksperyment, w ktorym ro$liny A. thaliana przenoszono ze standardowych
warunkéw oswietlenia (150 umol fotondw m2 s1) na $wiattlo o niskim, wysokim lub bardzo
wysokim natezeniu wykazat, ze okreslona zmiana oswietlenia indukuje specyficzne zmiany
ekspresji genéw. W roslinach przeniesionych na $wiatto o niskim natezeniu (50-75 pumol
fotonow m? s?) stwierdzono ekspresje peroksysomowej izoformy SOD (CSD3)
i zlokalizowanej w btonie komodrkowej peroksydazy glutationowej GPX5. Rosliny
umieszczone na $wietle o wysokim natezeniu (400 umol fotondw m= s?) manifestowaty
podwyzszong aktywnos¢ chloroplastowych enzymow biorgcych udziat w reakcji Mehlera:

chloroplastowej izoformy SOD (FSD3), stromalnej APX (sAPX) oraz peroksydaz
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glutationowych GPX6 i GPX7, a takze cytozolowych izoform APX (APXs) i reduktazy
dehydroaskorbinianowej DHAR1. W przypadku bardzo wysokiego natezenia swiatta (1000-
1800 umol fotondw m2 s?) stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji APX2 (Szechynska-
Hebda i Karpinski, 2013).

Indukcje reakcji odpornosciowych roslin zalezng od chloroplastowych RFT
analizowano takze u transgenicznej odmiany tytoniu z nadekspresjg flawodoksyny
dziatajgcej jako antyoksydant chronigcy komponenty fotosyntetycznego tancucha transportu
elektronéw przed inaktywacjg oksydacyjng. Skutkiem dziatania flawodoksyny jest obnizenie
poziomu chloroplastowych RFT przy jednoczesnym braku wptywu na stezenie biologicznie
aktywnych form SA i JA oraz ekspresje gendw kodujgcych biatka PR (Zurbriggen i wsp.,
2009). Wykazano rowniez, ze potraktowanie egzogenng koronatyng (COR) Nicotiana
benthamiana z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego chloroplastowg peroksyredoksyne
2-Cys Prx wywotato nekroze komoérek. 2-Cys Prx zaangazowana jest w usuwanie H>Og,
a COR jest fitotoksyng wytwarzang przez zjadliwe szczepy Pseudomonas, m.in. Pst.
Wyciszenie ekspresji genu 2-Cys Prx u N. benthamiana wywotato utrate zdolnosci do
skutecznej obrony antyoksydacyjnej i wylgczenie mechanizméw prowadzgcych do
wytworzenia homeostazy redoks miedzy H.O, i systemem detoksykacji RFT. Aplikacja COR
skutkowata akumulacjg chloroplastowego H;O. w ilosci przekraczajgcej prog toksycznosci
dla N. benthamiana z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego 2-Cys Prx i prowadzita do
negatywnych zmian w postaci zmian nekrotycznych. Stwierdzono jednak, ze u tego samego
gatunku rosliny z zahamowang ekspresjg genu kodujgcego 2-Cys Prx nie dochodzi do
nekrozy komérek w odpowiedzi na Pst, ktory wyzwala u N. benthamiana odpowiedz typu
niegoscinnos¢ (Ishiga i wsp., 2012). Wykazano ponadto, ze u A. thaliana i roslin pomidora po
inokulacji Pst, ktory wytwarza COR, tlumiona jest ekspresja gendéw kodujgcych
peroksyredoksyny 2-Cys Prx, Prx IIE i Prx Q. Dochodzi wéwczas do akumulacji
chloroplastowego H>O- i szybkiego rozprzestrzeniania sie infekcji. Na obszarach objetych
chorobg pojawiajg sie zmiany chlorotyczne, a pdzniej takze zmiany nekrotyczne, ktére
otaczajg miejsca zajete przez chloroze. Aplikacja egzogennej COR wywotata podobne
zmiany wytgcznie u pomidora, co sugeruje, ze COR w potgczeniu z innymi efektorami roznie
ksztattuje intensywnos¢ wytwarzania RFT i specyficznie indukuje nekroze u réznych
gatunkéw roslin (Ishiga i wsp., 2012).

Istotng role w generowaniu odpowiedzi roslin na stres nadmiaru energii wzbudzenia
petni rowniez plastochinon (PQ). Wykazano, ze ekspozycja A. thaliana na nadmiar $wiatta
biatego lub promieniowania o dtugosci fali A = 680 nm wywotuje Smier¢ komorkowa. Z kolei
traktowanie tych roslin 3,4-dichlorofenylo-1,1-dimetylomocznikiem (DCMU), ktéry dziata po
akceptorowej stronie plastochinonu Qg i hamuje utlenianie plastochinonu Qa oraz redukcje

PQ skutkuje zablokowaniem transportu elektrondw, inhibicja wytwarzania H-O,,
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zmniejszeniem NPQ oraz zamknigciem aparatéw szparkowych. Natomiast traktowanie lisci
A. thaliana 2,5-dibromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinonem (DBMIB)  skutkuje
zahamowaniem przeptywu elektronéw ze zredukowanego PQ na kompleks cytochromowy
bef i wzmozonym wytwarzaniem H,O, oraz wzrostem NPQ i zamknieciem aparatéw
szparkowych. Dowiedziono réwniez, ze DCMU blokuje, a DBMIB promuje przejscie
z metabolizmu C; na CAM u Mesembryanthemum crystallinum. Taka zmiana metaboliczna
moze byC rowniez indukowana nadmiarem energii wzbudzenia, zasoleniem i atakiem
patogendw. Wyniki te swiadczg o kluczowej roli stanu redoks PQ oraz znaczeniu NPQ
w regulacji Smierci komérkowej w warunkach nadmiaru energii wzbudzenia (Karpinski i wsp.,
2013).

Chloroplasty nie sg jedynym zrédtem RFT w komorce roslinnej. Powstawaniem RFT
sprzezone jest z metabolizmem niemalze wszystkich innych kompartmentdéw: mitochondridw,
peroksysomow, glioksysoméw, a takze cytozolu i apoplastu. RFT wytwarzane w wielu
organellach stanowig uniwersalny sygnat i mogg by¢ wykorzystywane w réznych $ciezkach
sygnalizacyjnych. W btonie komodrkowej funkcjonuje oksydaza NADPH, ktéra katalizuje
reakcje utleniania frakcji cytozolowej NADPH przez tlen, co prowadzi do powstawania O3~
i HO, w apoplascie (Sagi i Fluhr, 2006). Sygnaty redoks, wynikajagce z wzajemnego
oddziatywania RFT i antyoksydantow mogg by¢ przekazywane lokalnie, z komorki do
komorki i systemicznie na zasadzie fali RFT (Schmitt i wsp., 2014). Autopropagacyjny
charakter fali RFT oznacza, iz kazda komdrka na drodze transferu sygnatéw redoks aktywuje
niezaleznie btonowg oksydaze RBOH (ang. Respiratory Burst Oxidase Homologue), co
prowadzi do wytwarzania RFT w apoplascie. Fala RFT moze dziata¢ zatem jako sygnat
stresu majgcy swoje zrodio w komorce bezposrednio narazonej na czynnik stresowy
i rozprzestrzeniajgcy sie systemicznie. Ten diugodystansowy transport sygnatéw redoks jest
wspomagany jonami Ca?* i hormonami (Bechtold i wsp., 2005 i 2008; Mittler i wsp., 2011;
Gilroy i wsp., 2014). Na podstawie eksperymentéw z udziatem mutantow AtrbohD i AtrbohF
A. thaliana wykazujgcych nadekspresje genéw kodujgcych oksydazy RBOH stwierdzono, ze
enzymy te odpowiadajg za wybuch tlenowy i wzmozone wytwarzanie O," po infekcji roslin
np. awirulentnym patogenem Pst. Uwaza sie, ze oksydaza AtRBOHF ma rowniez wigkszy
wplyw na aktywacje Smierci komoérkowej niz oksydaza AtRBOHD (Torres i wsp., 2002).
Istniejg mutanty, u ktérych reakcja HR wyzwalana po infekcji wirulentnym patogenem
zachodzi w sposob niekontrolowany. Nalezg do nich mutanty Isdl (ang. lesion simulating
disease 1) A. thaliana. Wykazujg one objawy niekontrolowanej $mierci komérkowej, RCD
(ang. Runaway Cell Death), charakteryzujgce sie niezdolnoscig do ograniczenia postepu
Smierci komorkowej po jej zainicjowaniu. Wykazano, ze ta cecha jest indukowana przez
egzogenny Oy (Aviv i wsp., 2002). Wybuch tlenowy wywotuje lokalng akumulacje SA

w komorkach sgsiadujgcych z miejscem infekcji oraz inicjuje ekspresje gendw kodujgcych
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biatka odpowiedzialne za obrone, w tym enzyméw antyoksydacyjnych. Niemoznos$é
akumulacji SA u mutanta Isd1 hamuje RCD. Wykazano, ze utrata funkcji AtRBOHD sprzyja
smierci komérkowej, co jest zalezne od SA. Zatem RFT generowane przez AtRBOHD moga
dziatan antagonistycznie z sygnatami zaleznymi od SA, ktére prowadzg do $mierci komorek
w obszarach sgsiadujgcych z miejscami objetymi infekcjg. Taki mechanizm ma na celu
sttumienie $mierci komorkowej w obliczu rosngcego poziomu SA, ktéry jest niezbedny do
zainicjowania odpowiednich reakcji obronnych poza pierwotnym obszarem zakazenia (Dang|
i Jones, 2001; Karpinski i wsp., 2013). Mutanty Isdl1 wykazujg rowniez zmniejszong
przewodnos¢ szparkowg, zmniejszong aktywnos$¢ katalazy (CAT), a takze zwiekszong
akumulacje etylenu i H.O, w warunkach RCD (Mateo i wsp., 2004; Mihlenbock i wsp., 2007).

Powstawanie RFT jest rowniez zwigzane z aktywnoscig innych oksydaz niz homologi
RBOH. Wpykazano, ze oksydaza szczawianowa uczestniczy w wytwarzaniu RFT
w komorkach korzenia kukurydzy poddanej stresowi suszy (Voothuluru i Sharp, 2013).
Stwierdzono réwniez, ze enzym szlaku fotooddychania, oksydaza glikolanowa jest istotnym
elementem zaangazowanym w odpowiedz rosliny typu niegoscinno$¢ na patogeny.
U N. benthamiana z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego oksydaze glikolanowg oraz
u mutanta A. thaliana posiadajgcego w genomie insercie T-DNA kodujgcego oksydaze
glikolanowg wystepuje ostabienie odpowiedzi typu niegoscinnosé na infekcje Pst. Ponadto
stwierdzono, ze u wspomnianego mutanta A. thaliana dochodzi do obnizenia akumulacji
H.0,, redukcji depozycji kalozy i zmniejszenia wycieku elektrolitow po inokulacji Pst (Rojas
i wsp., 2012).

Waznym zrédtem RFT, ktére mogg dziataC¢ jako sygnaty sg takze mitochondria.
Mitochondrialny enzym, dehydrogenaza proliny (ProDH) uczestniczy w powstawaniu reakcji
HR i intensyfikacji wytwarzania RFT przez dostarczanie elektronédw do tancucha
oddechowego. Wykazano, ze mutanty z wyciszong ekspresjg genu ProDH gromadzg mniej
RFT i odznaczajg sie zmniejszong intensywnoscig lokalnej smierci komorkowej oraz stabszag
reakcjg na awirulentne patogeny (Cecchini i wsp., 2011). Zaburzenia stanu redoks
w mitochondriach wptywajg na komdrkowg homeostaze redoks. Przeptyw elektronow
w mitochondrialnym tahcuchu transportu moze kontrolowaé biosynteze AA, poniewaz enzym
uczestniczagcy w jego powstawaniu, dehydrogenaza L-galaktono-1,4-laktonowa jest
zasocjowana z kompleksem | dehydrogenazy NADH i wykorzystuje utleniony cytochrom c
jako jedyny akceptor elektronéw (Millar i wsp., 2003). Ponadto powstajgcy w mitochondriach
kwas L-jabtkowy (L-MA) odpowiada za réwnowage redoks miedzy chloroplastami
i mitochondriami. Chloroplastowa dehydrogenaza jabtczanowa zalezna od NADPH, ktorej
aktywnos¢ regulowana jest przez tioredoksyne (Trx) wykorzystuje nadmiar NADPH do
redukcji szczawiooctanu w celu zregenerowania NADP* i zapobiezenia fotoinhibicji. Jednak

skuteczno$¢ tego mechanizmu zalezy od gradientu L-MA miedzy chloroplastami i cytozolem,
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a wzrost stezenia L-MA w cytozolu sprzezony jest z jego wyzszg zawartoscig
w mitochondriach (Nunes-Nesi i wsp., 2008). Wykazano réwniez, ze alternatywna oksydaza
mitochondrialna (AOXM) kontroluje stan redoks mitochondrialnego fancucha transportu
elektronéw i zapobiega nadmiernej redukcji jego komponentéw ze wzgledu na kierowanie
elektronéw na czgsteczke O, zamiast na kompleksy Il i IV fancucha oddechowego. U tytoniu
z obnizong aktywnoscia AOXM stwierdzono podwyzszony poziom O w mitochondriach.
Wykazano réwniez podwyzszong zawartos¢ NO w lisciach roslin, w ktorych aktywnosc
AOXM byta zahamowana, co swiadczy o tlumieniu przez ten enzym tworzenia NO
(Vanlerberghe, 2013).

2.2.2. Znaczenie cyklu askorbinian-glutation w stresie biotycznym u roslin

Stan redoks komorki jest ksztattowany przez zalezny od pH potencjat redoks kazdej
sprzezonej pary reduktor-utleniacz. Wptyw na potozenie stanu rownowagi termodynamicznej
w obrebie kazdej z par redoks majg warunki utleniajgco-redukujgce w komérce, zalezne od
stezenia RFT i antyoksydantéw nieenzymatycznych oraz aktywnosci antyoksydantéw
enzymatycznych. Jednymi z najwazniejszych antyoksydantow funkcjonujgcych w komoérce
roslinnej sg kwas askorbinowy (AA) i glutation (GSH) (Kuzniak i wsp., 2017). Zwigzki te sg
reagentami cyklu askorbinian-glutation (AA-GSH), ktérego zasadniczg funkcjg jest usuwanie
nadmiaru H>O, oraz utrzymywanie AA i GSH w formie zredukowanej. Cykl AA-GSH zachodzi
w chloroplastach, mitochondriach, peroksysomach i cytoplazmie (Koztowska-Szerenos
i Ciereszko, 2013). AA i GSH mogg bezposrednio przekazywac elektrony na czgsteczki lub
jony o wtasciwosciach utleniajgcych lub bra¢ udziat w enzymatycznych reakcjach redoks,
w ktorych utleniajg sie odpowiednio do kwasu monodehydroaskorbinowego (MDHA) i kwasu
dehydroaskorbinowego (DHA) oraz disulfidu glutationu (GSSG). Utlenianie AA do MDHA
moze by¢ katalizowane przez peroksydaze askorbinianowg (APX). W reakcji tej H.O- jest
akceptorem elektronow i ulega redukcji do wody. MDHA moze ulec dalszemu utlenieniu do
DHA lub enzymatycznej redukcji do AA przy udziale reduktazy monodehydroaskorbinianowej
(MDHAR), ktéra wykorzystuje NADH lub NADPH jako donor elektronéw. Regeneracja AA
moze réwniez zachodzi¢ na drodze redukcji DHA przy jednoczesnym utlenieniu GSH do
GSSG. Reakcje te katalizuje reduktaza dehydroaskorbinianowa (DHAR). Odzysk GSH
zachodzi na drodze enzymatycznej redukcji GSSG przy udziale reduktazy glutationowej
(GR), ktéra wykorzystuje czgsteczki NADPH jako donory elektronéw (Rys. 2) (Foyer i Noctor,
2011).

W chloroplastach MDHA ulega takze redukcji na drodze alternatywnej — przez
ferredoksyne. Podaje sie, ze MDHA ma kilkadziesigt razy wieksze powinowactwo do
elektronéw pochodzgcych z fotosyntetycznego fancucha transportu niz NADP*. Z tego

powodu rownowaga redoks miedzy AA i MDHA moze regulowaé wydajnosé powstawania



Strona |29

sity redukujgcej w postaci NADPH i efektywnosé wigzania CO, w cyklu Calvina-Bensona
(Kuzniak i wsp., 2017). Na drodze nieenzymatycznej, w srodowisku alkalicznym moze
dochodzi¢ rowniez do nieenzymatycznej redukcji DHA do AA przez GSH, co ma szczegdlne
znaczenie w chloroplastach. Gtéwny donor elektronéw dla cyklu AA-GSH, NADPH pochodzi
przede wszystkim z cyklu pentozofosforanowego. Podaz NADPH oraz zapotrzebowanie na
ten dinukleotyd w innych procesach, takie jak rearanzacja uszkodzonych bton komérkowych
I biosynteza metabolitow wtérnych istotnych dla uruchamiania reakcji obronnych rosliny
przed patogenami mogg zatem regulowacC potencjat antyoksydacyjny cyklu AA-GSH
(Doubnerova i RySlava, 2011).

GSSG
H203 ‘\ NAD(P)* NADPH
LN/
[ SoD ] [ APX ] MDHAR] m
\02-- HoO ¥ pbpia NAD(P)H NADP*

GSH

\. DHA

Rys. 2. Cykl askorbinian-glutation

O2" ulega dysproporcjonacji z wytworzeniem H.O, w reakcji katalizowanej przez SOD.
W reakcji katalizowanej przez APX H-O- jest usuwany, natomiast AA utlenia sie do MDHA.
AA regenerowany jest przy udziale MDHAR, ktora wykorzystuje NADH lub NADPH jako
donor elektronéw i katalizuje redukcje MDHA. W wyniku nieenzymatycznego utlenienia
MDHA powstaje DHA. DHAR katalizuje redukcje DHA do AA przy jednoczesnym utlenieniu
GSH do GSSG. Regeneracja GSH odbywa sie na drodze reakcji enzymatycznej z udziatem
GR, w ktérej GSSG jest akceptorem elektronéw pochodzgcych z NADPH.

AA — kwas askorbinowy, APX - peroksydaza askorbinianowa, DHA — kwas
dehydroaskorbinowy, DHAR - reduktaza dehydroaskorbinianowa, GR — reduktaza
glutationowa, GSH - glutation, GSSG - disulfid glutationu, MDHA - kwas

monodehydroaskorbinowy, MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinianowa, SOD -
dysmutaza ponadtlenkowa.

Biologiczna rola AA i GSH jest bardzo zréznicowana. Metabolity te biorg udziat m.in.
w regulacji proceséw wzrostu i podziatéw komérkowych, embriogenezie, kietkowaniu nasion
oraz kwitnieniu. Jednak nie wszystkie funkcje AA i GSH sg w petni poznane. Réwnowaga
redoks miedzy formg zredukowang i utleniong AA i GSH w rézny sposéb moze wplywaé na
efektywno$¢ obrony rodlin przed mikroorganizmami chorobotwoérczymi. Najlepiej poznang
funkcjg w procesie ksztattowania tej obrony jest regulacja przez AA i GSH stezenia RFT
poprzez usuwanie ich nadmiaru, co zapobiega szkodliwemu utlenianiu waznych dla komorki

czgsteczek lipidéw, biatek i kwaséw nukleinowych (Kuzniak i wsp., 2017). Ponadto AA jest
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kofaktorem enzyméw uczestniczagcych w powstawaniu etylenu, ktéry odgrywa role
w sygnalizacji stresu biotycznego i odpowiedzi ISR. AA bierze réwniez udziat w biosyntezie
zwigzkow fenolowych, takich jak flawonoidy i antocyjany, ktdre posiadajg wiasciwosci
antyoksydacyjne i stanowig substraty reakcji prowadzgcych do tworzenia barier
strukturalnych ograniczajgcych rozprzestrzenianie sie patogenéw. AA petni takze role
kofaktora enzyméw katabolizmu glukozynolanéw prowadzgcym do powstawania biologicznie
aktywnych pochodnych (m.in. estréw kwasu tiocyjanowego i izotiocyjanowego), ktére
dziatajg odstraszajgco i toksycznie np. na szkodniki owadzie. AA uczestniczy takze
w hydroksylacji proliny, ktéra wchodzi w sktad ekstensyn biorgcych udziat w sieciowaniu
Sciany komérkowej po ataku patogena (Arrigoni i De Tullio, 2002; Gallie, 2013; Veljovic¢-
Jovanovi¢ i wsp., 2017). W chloroplastach AA petni funkcje kofaktora deepoksydazy
wiolaksantyny, ktéra katalizuje przeksztatlcenie wiolaksantyny w zeaksantyne w cyklu
ksantofilowym. Proces ten zachodzi na $wietle i petni funkcje mechanizmu rozpraszajgcego
nadmiar energii wzbudzenia. Wymienia sie rowniez udziat AA w regeneracji form
zredukowanych innych antyoksydantow (np. o-tokoferolu) oraz w utrzymywaniu aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych (Zhang, 2013).

Wsréd funkcji GSH, ktére majg znaczenie dla reakcji roslin na biotyczne czynniki
stresowe wymienia sie jego zdolnos¢ do usuwania RFT w cyklu AA-GSH oraz w odrebnych
reakcjach m.in. katalizowanych przez peroksydaze glutationowg (GPX). GSH jako substrat
dla S-transferazy glutationowej (GST) uczestniczy réwniez w procesach detoksykacji
ksenobiotykow oraz w redukcji wodoronadtlenkéw lipidowych i regulacji aktywnosci biatek,
w tym enzymow poprzez ich odwracalng S-tiolacje (Noctor i wsp., 2012; Zaffagnini i wsp.,
2012). W procesie tym GSH wigze sie z resztami cysteiny (Cys) w czasteczce biatka
(glutationylacja), co prowadzi do wytgczenia lub wigczenia jego funkcji, ale takze chroni
biatko przed nieodwracalng inaktywacjg. Wazng funkcja GSH jest réwniez regeneracja
glutaredoksyn (Grx). Sg to niskoczgsteczkowe biatka, ktdére wykorzystujg GSH do redukc;ji
wigzan disiarczkowych docelowych biatek. Regeneracja zredukowanego GSH odbywa sie
przy udziale GR, ktéra wykorzystuje NADPH jako donor elektrondéw (Rys. 3A) (Stréher
i Millar, 2012; Rouhier, 2010). Grx wspétdziatajg rowniez z peroksyredoksynami (Prx). Na
podstawie liczby reszt katalitycznych Cys, ich pozycji w sekwencji aminokwasowej
I mechanizmu katalizowanej reakcji wyroznia sie cztery klasy Prx: 1-Cys Prx, 2-Cys Prx,
Prx Q oraz Prx Il (Tripathi i wsp., 2009). Biatka te uczestniczg w usuwaniu H>O-
i wodoronadtlenkoéw lipidowych. Moga posiada¢ jedng (1-Cys Prx) lub dwie reszty Cys
i funkcjonowa¢ jako monomery (1-Cys Prx, Prx Q i Prx IlI) lub dimery (2-Cys Prx).
W klasycznym modelu dziatania Prx, reprezentowanym przez 2-Cys Prx i Prx Q reszta Cys
jest utleniania do kwasu sulfenowego, a nastepnie redukowana przez drugg reszte Cys, co

prowadzi do powstania wigzania disiarczkowego w obrebie tej samej czgsteczki lub miedzy
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dwiema czgsteczkami Prx. Interakcja z Grx polega na tworzeniu heterodimeréw Grx z Prx Il
Heterodimery te ulegajg fatwo reakcji dysproporcjonowania, w wyniku ktérej powstajg
utlenione czagsteczki Grx i zredukowana forma Prx Il. Redukcja utlenionej Grx przez GSH
prowadzi do odtworzenia grup tiolowych Grx. Zredukowana Grx sprzega sie z produktem
utlenienia Prx przez wodoronadtlenki — kwasem sulfenowym, co umozliwia cykliczng

regeneracje zredukowanej Prx (Rys. 3B) (Kopczewski i Kuzniak, 2013).
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Rys. 3. Interakcja glutationu z glutaredoksynami i peroksyredoksynami w usuwaniu

wodoronadtlenkéw i regulacji aktywnosci biatek

(A) Zredukowana glutaredoksyna, Grx-(SH). reguluje aktywno$¢ okreslonego biatka
(czerwony szesciokat) poprzez jego odwracalng redukcje. Regeneracja Grx-(SH), z disulfidu,
Grx-S; zachodzi przy udziale glutationu, GSH, ktéry utlenia sie do disulfidu glutationu,
GSSG. Redukcja GSSG odbywa sie przy udziale reduktazy glutationowej, GR, ktora
wykorzystuje NADPH jako donor elektronéw.

(B) Wodoronadtlenki ROOH (w szczegdlnosci H.02) sg usuwane przez peroksyredoksyny,
Prx-(SH)., m.in. nalezace do rodziny Prx Il. Powstajgcy kwas sulfenowy, HS-Prx-SOH ulega
reakcji sprzegania z Grx-(SH). tworzgc heterodimer HS-Prx-S-S-Grx-SH. W wyniku jego
dysproporcjonowania powstaje Prx-(SH). oraz Grx-S,. Regeneracja Grx-(SH): z jej utlenionegj
formy zachodzi przy udziale GSH jako donora elektronow.
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Przesuniecie rownowagi RFT-antyoksydanty w kierunku prooksydacyjnym jest
jednym z pierwszych znamion reakgcji rosliny na stres biotyczny. W wielu interakcjach roslina
— patogen wykazano wptyw infekcji na zawartos¢ AA i GSH w tkankach zakazonej rosliny.
Po infekcji roslin pomidora Cladosporium fulvum stwierdzono poinfekcyjne gromadzenie
GSSG w liscieniach zakazonej rosliny (May i wsp., 1996). W uktadzie pomidor-Pst
stwierdzono zmniejszenie zawartosci GSH w tkankach podatnej na infekcje odmiany
pomidora i wzrost zawartosci AA u tej odmiany. Natomiast u odmiany odpornej na infekcje
wywotang przez Pst nie wykazano istotnych zmian zawartosci GSH i AA (Kuzniak
I Sktodowska, 2004b). Uwaza sie, ze zwigekszona zawartos¢ GSH w zakazonych tkankach
roslin moze odzwierciedlac intensywniejsze zapotrzebowanie na obrone antyoksydacyjng lub
by¢ zwigzana z zaangazowaniem GSH w sie¢ sygnatéw redoks lezacych u podstaw
sprawnych reakcji obronnych (Noctor i wsp., 2012). Przeciwnie, zmniejszona zawartos¢ AA
moze stuzy¢, zwtaszcza w poczatkowej fazie patogenezy, akumulacji RFT i uruchamianiu
sygnatéw stresu. Poinfekcyjny wzrost zawartosci GSH moze wéwczas sprzyjaé zachowaniu
bezpiecznej rownowagi miedzy wytwarzaniem i usuwaniem RFT tak, aby nie doszio do
przekroczenia progu ich toksycznosci (Kuzniak i wsp., 2017). W niektérych badaniach
zwraca sie uwage na mozliwos¢ uzupetniania niedoboréw jednego antyoksydantu innym
w celu zapobiezenia akumulacji RFT. Na przyktad w uktadzie eukaliptus-Phytophthora
cinnamomi stwierdzono poinfekcyjny wzrost zawartosci AA, ktéry rekompensowat
zmniejszong pule GSH (Dempsey i wsp., 2012). Inne badania interakcji patogen — gospodarz
wskazujg jednak, ze u roslin zmiany w puli AA i GSH oraz funkcje tych antyoksydantow
w patogenezie mogg by¢ niezalezne (Kuzniak i Sktodowska, 2001) lub synchroniczne, jak
w mitochondriach lisci A. thaliana zakazonych Botrytis cinerea kiedy wykazano spadek
zawartosci zaréwno AA i GSH (Simon i wsp., 2013).

Ro6zne modele zmian zawartosci AA i GSH oraz aktywnosci enzymdéw takich jak APX,
MDHAR, DHAR i GR, wskazujg ze AA i GSH nie petnig podczas infekcji wytgcznie roli
antyoksydacyjnej (Zhang i wsp., 2013). Wykazano, ze aplikacja AA w duzej dawce oraz
kwasu L-2-oksotiazolidyno-4-karboksylowego (zwigzek imitujgcy dziatanie GSH) fagodzito
objawy infekcji u dyni zakazonej wirusem zoitej mozaiki cukinii, natomiast zastosowanie
dimetylotiomocznika i tironu, ktére usuwajg RFT nie wywotywato takiego efektu (Zechmann
I wsp., 2007; Wang i wsp., 2011). Uwaza sie, ze stan redoks AA i GSH reguluje reakcje
obronne wyrazane poprzez ekspresje gendw biatek PR i synteze fitoaleksyn. Zaburzenia
réwnowagi RFT-antyoksydanty mogg natomiast inicjowaé sciezki sygnatowe prowadzace do
zmian w regulacji hormonalnej i ekspresji genéw (Kuzniak i wsp., 2017). Badania na
mutantach, u ktérych poziom AA i GSH byt obnizony wykazaty, ze okreslona zawartos¢
antyoksydantéw cyklu AA-GSH jest niezbedna do skutecznej obrony rosliny przed

patogenami. U mutanta pad2 (ang. phytoalexin-deficient 2) A. thaliana, u ktérego
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zahamowana zostata ekspresja genu kodujgcego pierwszy enzym szlaku biosyntezy GSH,
poziom tego metabolitu byt obnizony, a jednoczesnie obserwowano nizszg zawarto$é
kamaleksyny (fitoaleksyna indolowa) i utrate zdolnosci do indukowania odpowiedzi HR
(Parisy 1 wsp., 2007). U tego samego mutanta stwierdzono réwniez obnizony poziom
glukozynolanéw, ktérych biosynteza regulowana jest podazg siarki, ktérej donorem jest GSH.
Zmniejszona zawartos¢ glukozynolanédw u mutanta pad2 skutkowata jego mniejsza
odpornosécig na szkodniki owadzie (Schlaeppi i wsp., 2008). Mimo, iz AA i GSH sg ze sobg
Scisle zwigzane w cyklu AA-GSH, regulacja ich poziomu w zakazonej komorce odbywa sie
niezaleznie. W opozycji do wielu danych swiadczacych o koniecznosci utrzymania wyzszej
zawartosci GSH w zakazonych czesciach ro$lin stoi fakt obnizenia poziomu AA u mutantéw
A. thaliana, u ktoérych stwierdzono zwiekszong odpornos¢ na P. syringae i podwyzszony
poziom SA, ktéry jest mediatorem odpornosci na patogeny biotroficzne i hemibiotroficzne
(Pastori i wsp., 2003).

W komorce roslinnej kazdy kompartment charakteryzuje sie specyficznymi
mechanizmami wytwarzania i usuwania RFT, zgodnymi z jego wymaganiami
metabolicznymi. Z tego wzgledu sygnalizacja redoks oparta o RFT wytwarzane w danym
kompartmencie komoérki stanowi swego rodzaju ,odcisk palca’. Czasowo-przestrzenne
zmiany sygnatow zaleznych od RFT przyréwnuje sie do sygnatury wapniowej (Kuzniak
iwsp., 2017). Pierwszym przedzialem komorki, w ktérym ma miejsce bezposrednia
interakcja roslina — patogen jest apoplast. W apoplascie, pod wptywem stresu biotycznego,
dochodzi do wybuchu oksydacyjnego, tzn. gwattownej produkcji RFT przez oksydazy
NADPH bedace homologami RBOH, peroksydazy apoplastowe i oksydazy aminowe (Bolwell
I wsp., 2002). RFT intensywnie wytwarzane w apoplascie po ataku patogena mogg dziata¢
na niego toksycznie, ale sg takze wykorzystywane w reakcjach sieciowania zwigzkow
fenolowych. RFT utleniajgc prekursory fenolowe uczestniczg w powstawaniu lignin. Sprzyjajg
rowniez deponowaniu kalozy ograniczajgcej rozprzestrzenianie sie czynnika infekcyjnego (Li
I wsp., 2017). Wykazano, ze niektéore RFT, takie jak H.O. mogg przedostawac sie
z apoplastu do cytoplazmy, chloroplastéw, mitochondriow i jgdra komoérkowego przez
wyspecjalizowane biatka btonowe z rodziny akwaporyn i peroksyporyn (Tian i wsp., 2016).
Wykazano, ze sygnaty zalezne od H>O, docierajgce z apoplastu do chloroplastow mogag
inicjowac¢ wtérng produkcje RFT (Shapiguzov i wsp., 2012). Apoplastowy H,O, moze takze
indukowac¢ ekspresje gendéw chloroplastowych enzyméw cyklu AA-GSH: APX i GR (Hu
I wsp., 2005). Regulacja poziomu AA i GSH oraz aktywnos$ci enzyméw cyklu AA-GSH jest
czescig szlakow sygnatowych odpowiedzialnych nie tylko za optymalizacje fotosyntezy
Iinnych szlakow metabolicznych w chloroplastach, ale stanowi takze podtoze sygnatow
retrogradowych (rozdziat 2.2.4) wysytanych z chloroplastow do jgdra komorkowego

(Kopczewski i Kuzniak, 2013). Wiadomo, ze aktywne metabolicznie chloroplasty sag
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niezbedne do uruchomienia odpowiedzi HR. Szczegdlng role w tym procesie przypisuje sie
cyklowi AA-GSH zachodzacemu w chloroplastach (Mateo i wsp., 2004). Sygnaty redoks
zalezne od AA i GSH wysytane z chloroplastéw do jgdra komérkowego sg zaangazowane
w regulacje ekspresji genéw odpowiedzi na stres, w tym kodujgcych enzymy
antyoksydacyjne (Blanco i wsp., 2014). Enzymy antyoksydacyjne (np. SOD, APX, DHAR) sg
biatkami docelowymi dla Trx, a regulowanie aktywnosci tych enzyméw przez Trx decyduje
o ich znaczeniu w reakcjach obronnych (Begara-Morales i Loake, 2016). Stresory biotyczne
wplywajg na réwnowage redoks komoérek roslinnych, a cykl AA-GSH odgrywa istotng role
w ksztattowaniu poziomu RFT generowanych w odpowiedzi na atak patogendéw. Oprécz
bezposredniego udziatu w usuwaniu RFT, cykl AA-GSH chroni przed skutkami stresu
biotycznego poprzez aktywacje sygnatéw redoks i indukowanie mechanizméw obronnych,
a AA i GSH odgrywajg w tych procesach szczegdlng role. Ztozona interakcja miedzy AA
i GSH jest kluczowa dla warunkowania odpowiedzi roslin na stres zaréwno abiotyczny, jak
i biotyczny. Na poziomie komérkowym interakcja RFT — cykl AA-GSH generuje organellowo-
specyficzng sygnalizacje stresu, ktéra odgrywa istotng role w detekcji stresora, dekodowaniu
sygnatu stresu oraz aktywacji mechanizmoéw obrony na poziomie lokalnym (w miejscu

dziatania stresora) i systemicznym (Kuzniak i wsp., 2017).

2.2.3. Rola cukrow i enzymow ich metabolizmu w sygnalizacji stresu u roslin

Cukry odgrywaja u roslin istotng role nie tylko jako podstawowe zrodta wegla i energii,
ale rowniez ze wzgledu na swoje wtasciwosci regulujgce funkcje zyciowe podczas catej
ontogenezy (Rolland i wsp., 2006). Metabolity te ksztattujg metabolizm i procesy wzrostowe
komorek roslinnych regulujgc kietkowanie nasion, rozwdj organdw i starzenie sie. Zmiany
poziomu cukréw wplywajg na przebieg metabolizmu fotosyntezy, oddychania
mitochondrialnego, biosyntezy biatek i gospodarki azotowej. Cukry regulujg rowniez transport
i dystrybucje asymilatow od donora do akceptora oraz uczestniczg w procesach
magazynowania i dekompozycji zwigzkéw zapasowych. Istotng funkcjg cukrow jest takze
udziat w powstawaniu i przekazywaniu sygnatow, ktore modulujg ekspresje genow
(Ciereszko, 2002). Stezenie cukréw takich, jak glukoza, fruktoza i sacharoza moze
regulowaé poziom ekspresji okreslonych gendw jgdrowych. Zjawisko to okresla sie jako
kontrole metaboliczng (kontrole sygnatem metabolicznym) ekspresji gendéw jadrowych.
Udowodniono, ze ekspresja wielu gendéw kodujgcych enzymy katabolizmu zwigzkow
niecukrowych jest ttumiona, gdy zawartos¢ cukru w komoérce przekroczy pewng wartosc
progowg. Po raz pierwszy efekt ten zaobserwowano u mikroorganizmow i okre$lono jako
represje kataboliczng. Wystepuje ona réwniez u roslin, jednak jej podtoze molekularne jest
jeszcze stabo poznane (Jackowski i wsp., 2007). Metabolizm cukréw i sygnalizacja z ich

udziatem pozostajg w skomplikowanej sieci interakcji z hormonami. Uwaza sie, ze
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w komarce roslinnej biosynteza, metabolizm i sygnalizacja z udzialem cukréw, hormondw,
atakze RFT sg ze sobg scisle powigzane (Ramon i wsp., 2008). Synergistyczne
oddziatywanie cukréw lub ich pochodnych (np. alkohole polihydroksylowe, glikozydy)
i zwigzkéw fenolowych stanowi czes¢ zintegrowanego uktadu redoks, ktéry jest
odpowiedzialny za usuwanie RFT i przyczynia sie do tolerancji stresu, co ma miejsce
zwtaszcza w tych tkankach, w ktérych zawarto$¢ rozpuszczalnej frakcji cukréw jest
stosunkowo wysoka (Bolouri-Moghaddam i wsp., 2010).

Rola cukréw u roslin jest szczegolnie dobrze poznana dla glukozy, ktora stanowi
podstawowe Zrodto wegla i energii. Uznaje sie, ze glukoza bierze udziat przede wszystkim
w sygnalizacji podziatbw komorkowych, oddychaniu, biosyntezie polisacharydow
wchodzgcych w skfad sciany komérkowej i regulacji fotosyntezy (Jang i wsp., 1997).
Wykazano takze, ze cukier ten uczestniczy w indukcji ekspresji gendw kodujgcych enzymy
katalizujgce biosynteze metabolitow wtérnych zwigzanych z reakcjami obronnymi: syntaze
chalkonowg i amoniakoliaze L-fenyloalaniny (Kanwar i Jha, 2018).

Pierwszy enzym katabolizmu glukozy, heksokinaza (HK) zostat zidentyfikowany jako
swoisty sensor poziomu glukozy petnigc w jej metabolizmie funkcje katalityczne, ale réwniez
uczestniczac w zaleznych od glukozy procesach transdukcji sygnatéw (Jang i wsp., 1997;
Ciereszko, 2002). HK odgrywa kluczowg role w chloroplastowym i cytozolowym
metabolizmie glukozy, ale jej aktywnos¢ katalityczna zwigzana jest takze z mitochondriami,
w ktérych HK reguluje poziom glukozo-6-fosforanu (G6P) i RFT, stymulujgc mechanizmy
obrony antyoksydacyjnej i biosynteze zwigzkéw fenolowych (Moore i wsp., 2003). HK jako
sensor poziomu glukozy moze zatem w potgczeniu z hormonami i RFT kontrolowac podziaty
komorek i ich ekspansje. Glukoza pod wptywem HK ulega fosforylacji do G6P, ktory
nastepnie sprzega sie z nukleozydotrifosforanami tworzgc nukleozydodifosforan glukozy
(NDP-glukoza). Aktywne fosforany glukozy biorg udziat w glikozylacji zwigzkéw fenolowych,
biosyntezie AA, a wspodtdziatajgc z hormonami przyczyniajg sie do ustalenia homeostazy
komoérkowej, co moze sprzyjaé dostosowaniu rodliny do niekorzystnych warunkéw
Srodowiska (Xiao i wsp., 2000).

Uwaza sie, ze HK wystepuje w dwoch rodzajach: w potgczeniu z  biatkami
chloroplastowymi (typ A) oraz z N-terminalnym kohcem biatek btonowych (typ B). Drugi
rodzaj HK jest charakterystyczny dla cytozolu, stromy plastydoéw, aparatu Golgiego i btony
mitochondrialnej (Bolouri-Moghaddam i wsp., 2010). U A. thaliana wystepuje izoforma HK1
(AtHXK1), ktéra stuzy jako wewnatrzkomoérkowy detektor glukozy. Jest ona gtéwnie
zwigzana z mitochondriami, jednak jej obecnos¢ stwierdzono rowniez w jadrze komorkowym.
Jadrowa AtHXK1 moze by¢ elementem kompleksu biorgcego udziat w sygnalizacji zwigzane;j
z glukozg, ktory ttumi ekspresje genow fotosyntezy (Balasubramanian i wsp., 2007; Kanwar

i Jha, 2018). Aktywnos¢ sygnalizacyjna AtHXK1 wymaga obecnhosci dwdch podjednostek:
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VHA-B1 (ang. V-type proton ATPase subunit B1) i RPT5B (ang. Regulatory Particle 5B).
VHA-B1 jest jedng z trzech izoform podjednostki B peryferycznego kompleksu V1
w H*-ATPazie typu wakuolarnego i jest odpowiedzialna za wigzanie ATP. RPT5B jest
podjednostkg 19S rRNA, ktora wigze oba konce proteasomu 20S, aby zapewni¢ dostepnosé
i specyficznos¢ ATP dla biatek ubikwitynowanych. Przy niskim stezeniu glukozy docelowe
dla niej geny fotosyntezy ulegajg ekspresji regulowanej przez odpowiednie czynniki
transkrypcyjne. Przy wysokim stezeniu glukozy, cukier ten dyfunduje do jadra komoérkowego
I wigze sie z jgdrowg HK1. Powoduje to prawdopodobnie zmiane konformacyjng HK1, ktora
w zmienionej postaci, razem z VHA-B1 i RPT5B dziata jako represor transkrypcji genow
fotosyntezy (Stoltzman i wsp., 2008). Wykazano, ze u kukurydzy dochodzi do hamowania
mitochondrialnej HK przez ADP, mannoheptuloze i glukozaminy, przy jednoczesnym braku
wplywu tych zwigzkow na cytozolowg HK, co potwierdza role mitochondrialnej HK w detekdji
heksoz (da-Silva i wsp., 2001). Wskazuje sie rowniez, ze mitochondrialna HK moze
odgrywac kluczowa role w regulacji poziomu RFT. Mitochondrialna HK moze dziata¢ jako
sensor zmian w zapotrzebowaniu na G6P, ktéry stanowi istotny pétprodukt w wielu szlakach
metabolicznych zaleznych od stosunku ADP/ATP, np. w glikolizie, biosyntezie sacharozy,
cyklu pentozofosforanowym, biosyntezie celulozy, fenylopropanoidéw oraz flawonoidow
(Bolouri-Moghaddam i wsp., 2010). Powigzania metaboliczne miedzy glukozg, HK i RFT
majg miejsce nie tylko w mitochondriach. G6P moze stanowi¢ prekursor I-galaktozy i zasila¢
szlak Smirnoffa-Wheelera, ktérego produktem jest AA zaangazowany m.in. w usuwanie RFT
(Linster i wsp., 2008).

W konteks$cie sygnalizacji i uruchamiania odpowiedzi roslin na stres, w tym biotyczny,
wazng role odgrywa réwniez sacharoza. Jest ona jednym z najbardziej rozpowszechnionych
disacharyddw w przyrodzie. W roslinach wyzszych stanowi gtéwny nosnik szkieletow
weglowych transportowanych przez floem z aktywnych fotosyntetycznie lisci do akceptoréw
asymilatow. Wskazuje sie réwniez, ze sacharoza moze by¢ zaangazowana w regulacje
szlakdw biosyntezy antocyjanéw — metabolitow wtérnych o dziataniu antyoksydacyjnym
(Tauzin i Giardina, 2014). Sacharoza uczestniczy réwniez w procesach rozwoju roslin,
regulacji ich wzrostu, réznicowania tkanek i rozwoju organdéw, np. korzeni (Tognetti i wsp.,
2013). Hydroliza sacharozy dostarcza glukozy i fruktozy, ktére moga odgrywaé role
sygnalizacyjng. O ile funkcja sygnalizacyjna glukozy opiera sie przede wszystkim o interakcje
z HK, to dla fruktozy zaproponowano specyficzng $ciezke sygnalizacji z udziatem ABA
i etylenu (Li i wsp., 2011). Wykazano takze, ze wstepne traktowanie roslin ryzu egzogenng
sacharozg znacznie ztagodzito objawy infekcji wywotanej patogenicznym grzybem
Magnaporthe oryzae, co potwierdzito przypuszczalng role sacharozy jako metabolitu

uczestniczgcego w przekazywaniu sygnatéw stresu (Gomez-Ariza i wsp., 2007).
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Istotng role w metabolizmie sacharozy petnig inwertazy, ktére nieodwracalnie
hydrolizujg sacharoze do glukozy i fruktozy. Znane sg trzy grupy inwertaz: dwa typy inwertaz
kwasnych: nierozpuszczalna, zwigzana z apoplastem (CWInv, ang. Cell Wall Invertase)
i rozpuszczalna, zwigzana z wakuolg (Vinv, ang. Vacuolar Invertase) oraz
alkaliczne/obojetne (Alnv/NInv) zlokalizowane w cytozolu, mitochondriach i/lub w plastydach
(Tauzin i Giardina, 2014). Obie inwertazy kwasne sg regulowane potranslacyjnie przez
specyficzne inhibitory biatkowe, ktore nalezg do rodziny biatek zwigzanych z inhibitorami
metyloesteraz pektynowych (PMEI-RP, ang. Pectin Methylesterase Inhibitor Related Protein)
(Hothorn i wsp., 2004). Stwierdzono, ze podczas infekcji roslin dochodzi do réznych zmian
w poziomie ekspresji genu Vinv, w zaleznosci od ukfadu roslina — patogen. Po zakazeniu
bobu (Vicia faba) przez Uromyces fabae oraz winorosli wiasciwej (Vitis vinifera) przez
Erysiphe necator oraz Plasmopora viticola wykazano obnizenie poziomu ekspresji genu
Vinv, co wigzano ze zmniejszeniem zawartosci sacharozy w organach spichrzowych
(Voegele i wsp., 2006; Hayes i wsp., 2010). Natomiast w poczatkowej fazie infekcji rgcznika
pospolitego  (Ricinus communis) przez Agrobacterium tumefaciens stwierdzono
podwyzszong aktywnosc¢ Vinv. Z tego wzgledu doktadna rola Vinv w odpowiedzi roslin na
stres biotyczny nie jest wyjasniona (Wachter i wsp., 2003). Inaczej ksztaltuje sie poinfekcyjny
poziom ekspresji genu kodujgcego CWinv. Wykazano, ze w zdecydowane] wiekszosci
uktadéw eksperymentalnych poziom mRNA genu kodujgcego CWiIinv jest wyzszy po infekcji
roslin bakteriami, grzybami, czy wirusami. Ponadto stwierdzono, ze podczas infekcji
aktywnos¢ CWInv i reakcje obronne, takie jak indukcja ekspresji gendéw zwigzanych
z obrong, deponowanie kalozy, zahamowanie fotosyntezy lub lokalna $mier¢ komérek sg
skorelowane, co sprzyja ograniczeniu rozprzestrzeniania sie patogena. Wyciszenie genow
kodujgcych CWInv zaktdcato natomiast zdolnos¢ rosliny do prawidtowej odpowiedzi na atak
patogenow i ostabiato indukcje reakcji obronnych (Essmann i wsp., 2008).

Inwertazy zasadowe biorg udziat w procesach wzrostu i rozwoju roS$lin oraz
kietkowaniu nasion. Wykazano, ze aktywnosci inwertaz kwasnych i zasadowych sg ze sobg
sprzezone i podlegajg regulacji przez cukry. Zaproponowano, ze wzrost aktywnosci CWInv
moze by¢ konsekwencjg odpowiedniej podazy sacharozy, co wtdrnie wyzwala aktywnosc
Alnv i NInv (Essmann i wsp., 2008). Wykazano ponadto, ze Alnv i NInv stanowig elementy
uktadu antyoksydacyjnego zaangazowanego w homeostaze RFT, a takze uczestniczg
w procesach regulowanych przez hormony (Welham i wsp., 2009). Traktowanie egzogennym
kwasem giberelowym (GA) mutantéw z wyciszong ekspresjg gendw kodujgcych Alnv i Ninv,
ktore charakteryzowaty sie opoznieniem w kietkowaniu nasion przywracato prawidtowy
proces kietkowania (Martin i wsp., 2013). Wykazano réwniez, ze wraz ze wzrostem
aktywnosci CWInv dochodzi do wzrostu aktywnosci Alnv i NInv u groszku siewnego (Pisum

sativum), tytoniu i A. thaliana po infekcji przez patogeniczne legniowce. Jednak
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u transgenicznego tytoniu z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego CWiInv nie stwierdzono

zmian w aktywnosciach Alnv i NInv w interakcji rosliny z patogenem (Essmann i wsp., 2008).

2.2.4. Koncepcja sygnalizacji retrogradowej w komaérce roslinnej

Chloroplasty i mitochondria sg w ciggtym kontakcie biochemicznym ze sobg i innymi
kompartmentami komorki roslinnej. Szczegdlnie istotna wydaje sie komunikacja, w ktorej
sygnaty zbierane i przetwarzane w chloroplastach i mitochondriach wysytane sg do jadra
komoérkowego. Dzieki tym sygnatom (tzw. sygnatom retrogradowym) do jadra komdrkowego
dociera informacja o stanie funkcjonalnym chloroplastéw i mitochondridow, a skutkiem tego
jest regulacja ekspresji genéw jgdrowych, rowniez w warunkach stresu (Pogson i wsp.,
2008). Waznymi zrédtami sygnatow retrogradowych sg RFT, np. 10, O2" i H20,. Uwaza sie,
7ze biatka EX1 i EX2 sg mediatorami sygnatéw zaleznych od 'O, (rozdziat 2.2.1). EX1
odpowiada za percepcje O, wytwarzanego w chloroplastach, natomiast EX2 kontroluje
aktywno$¢ EX1. Wykazano, ze wyciszenie ekspresji gendw kodujgcych EX1 i EX2 u mutanta
ex1l ex2 flu A. thaliana ttumito catkowicie ekspresje gendw indukowanych przez 'O, np.
genow odpowiedzialnych za PCD (Lee i wsp., 2007; Gadjev i wsp., 2008). Uwaza sig, ze
H,O, jest zaangazowany w modulowanie ekspresji gendw za pomocg kaskad
sygnalizacyjnych z udziatem kinaz MAPK (ang. Mitogen Activated Protein Kinase) (Desikan
i wsp., 1999). Istotng role w powstawaniu i transmisji sygnatéw retrogradowych petnig takze
AA, GSH oraz enzymy cyklu AA-GSH. Stan redoks AA i GSH ksztattowany m.in. przez RFT
moze byc¢ traktowany jako informacja o stanie redoks w chloroplastach i mitochondriach,
ktora jest przekazywana do jgdra komoérkowego (rozdziat 2.2.2) (Kuzniak i wsp., 2017).

Za sygnalizacje retrogradowg odpowiada réwniez Mg-protoporfiryna IX (Mg-protolX),
potprodukt w szlaku biosyntezy chlorofilu. Mg-protolX jest negatywnym regulatorem ekspres;ji
genow fotosyntezy w jgdrze komodrkowym i chloroplastach. Gromadzi sie pod wptywem
stresu i po aplikacji norflurazonu (inhibitor ostatniej reakcji biosyntezy chlorofilu). Dlatego
uwaza sie, ze Mg-protolX jest odpowiedzialny za hamowanie reakcji fotosyntetycznych
i generowanie odpowiedzi na stres, w tym biotyczny (Pesaresi i wsp. 2007; Stenbaek
I Jensen, 2010). Badania nad mutantem gun (ang. genome uncoupled) A. thaliana, ktéry nie
wykazuje wyttumienia ekspresji gendw jadrowych zwigzanych =z fotosyntezg po
potraktowaniu norflurazonem wykazaty, ze w wyzwalaniu sygnatdw chloroplasty-jadro
komérkowe przez Mg-protolX posredniczy czynnik transkrypcyjny ABI4 (ang. ABA
Insensitive 4). Biatko GUN1 integruje sygnaty zwigzane z Mg-protolX, fotosyntetycznym
transportem elektrondéw oraz stresem oksydacyjnym w chloroplastach i jest odpowiedzialny
za ich transmisje do jgdra komérkowego. W odpowiedzi na sygnaty pochodzace od GUN1,

czynnik transkrypcyjny ABI4 hamuje ekspresje jadrowych gendéw fotosyntezy blokujgc
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wigzanie sie do DNA innych czynnikdéw transkrypcyjnych, ktére promuja te ekspresje (Moulin
i wsp., 2008; Jung i Chory, 2010).

Uwaza sie, ze za sygnalizacje retrogradowg odpowiedzialne sg réwniez komponenty
fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw. Szczegdlnie istotna w tym procesie
wydaje sie rola zredukowanego PQ i komponentéw po redukujgcej stronie PSI, zwlaszcza
ferredoksyny. Za transport sygnatébw o zmianie stanu redoks chloroplastow do jadra
komoérkowego odpowiada rowniez kinaza biatkowa STN7 (ang. Serine/Threonine-Protein
Kinase), ktora katalizuje odwracalng fosforylacje LHCII (ang. Light-Harvesting Complex II),
jak rowniez dtugoterminowg aklimatyzacje rosliny do zmiany jakosci lub natezenia Swiatta
(Oelze i wsp., 2008). Wykazano ponadto, ze elektrony, ktérych donorem jest zredukowana
ferredoksyna moga by¢ przekazywane na Trx i GSSG. Razem z Grx i Prx , Trx mogg bra¢
udziat w modyfikacji funkcji biatek docelowych. Uznaje sie, ze chloroplastowe i jgdrowe
czynniki transkrypcyjne mogg by¢ dezaktywowane lub aktywowane na drodze odwracalnych
reakcji redoks z udziatem Trx, Grx i Prx (rozdziaty 2.2.1, 2.2.2) (Rodermel, 2011).

Stwierdzono réwniez, ze w regulacji ekspresji gendéw jgdrowych zwigzanych
Z reakcjami roslin na czynniki stresowe uczestniczy 3’-fosfoadenozyno-5-fosforan (PAP).
Poziom chloroplastowego PAP jest pod kontrolg fosfatazy SAL1, ktéra katalizuje konwersje
PAP do AMP (Woodson i Chory, 2012). Wykazano, ze w warunkach silnego oswietlenia lub
suszy rosliny A. thaliana gromadzg w chloroplastach PAP, ktéry migruje do jadra
komdrkowego, gdzie hamuje aktywnos¢ 5-3' egzorybonukleaz. Prowadzi to do aktywac;ji
czynnikéw transkrypcyjnych i indukcji ekspresji gendéw kodujgcych biatka uczestniczgce
w uruchamianiu reakcji obronnych na stres (Estavillo i wsp., 2011; Woodson i Chory, 2012).
Co wiecej wykazano, ze SAL1 jest aktywna takze w mitochondriach, co $wiadczy
0 zaleznosci metabolicznej chloroplastéw i mitochondriow w ramach sygnalizacji
retrogradowej (Van Aken i Whelan, 2012).

Wskazuje sie rowniez na udziat cyklodifosforanu metyloerytrytolu (MEcPP),
prekursora izoprenoidow powstajgcych w  chloroplastowym szlaku MEP (ang.
MethylErythritol 4-Phosphate pathway). Szlak ten uwaza sie za zrodto sygnatdéw kierowanych
z chloroplastéw do jadra komérkowego w warunkach stresowych (Karpinski i wsp., 2013).
W warunkach prawidlowych MECPP jest przeksztatcany przy udziale syntazy
hydroksymetylobutenylodifosforanowej (HDS) do hydroksy-2-metylo-2-(E)-butenylo-4-
difosforanu (HMBPP). Wykazano, ze mutant cehl (ang. constitutively expressed
hydroperoxide lyase) A. thaliana z mutacjg w genie HDS gromadzi MEcPP. Mutant cehl
wykazuje zmiany w ekspresji gendw odpowiedzialnych za uruchamianie odpowiedzi na stres,
ktore sg zalezne od szlaku sygnalizacji SA i charakteryzuje sie zwigekszong odpornoscig na
P. syringae. Dowodzi to, ze akumulacja MEcPP w chloroplastach jest zwigzana z regulacjg

ekspresiji jgdrowych genow stresu (Rys. 4) (Xiao i wsp., 2012).
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STRES SRODOWISKOWY

NADP+ NADPH

chloroplast

} mitochondrium

: Odpowiedz na stres
jadro komarkowe blotyczny

Rys. 4. Interakcje metaboliczne miegdzy kompartmentami i Sciezki transmisji sygnatéw

retrogradowych w komérce roslinnej w warunkach stresu srodowiskowego

W cytozolu, peroksysomach, chloroplastach i mitochondriach funkcjonuje cykl AA-GSH.
Catkowita pula AA podlega zmianom w stresie, co stanowi element sygnalizacji redoks
zwigzanej z AA. W stanie nadmiaru energii wzbudzenia, ktéry jest charakterystycznym
nastepstwem wystgpienia np. stresu biotycznego w komodrce roslinnej dochodzi do
wzmozonego wytwarzania RFT: 1O, O, oraz H.O,. W chloroplastach i mitochondriach RFT
powstaja na skutek wycieku elektronow z fotosyntetycznego/oddechowego tancucha
transportu. Chloroplastowy !O. powstaje jako produkt przekazania nadmiaru energii
wzbudzenia z czgsteczki chlorofilu w PSII, natomiast O, jest produktem redukcji >0, w PSI.
Stan redoks PQ, potencjat redoks AA i GSH w chloroplastowym i mitochondrialnym cyklu
AA-GSH, stan redoks w mitochondrialnym fancuchu transportu elektronéw oraz RFT sg
zrodiem sygnatow retrogradowych kierowanych z chloroplastéw i mitochondriéw do jadra
komérkowego (przerywane strzatki). W przekazywaniu tych sygnatéw uczestniczg
specyficzne biatka, m.in.: EX1, EX2, STN7 i GUN1. Sygnaty te mogg byc¢ tez przekazywane
za posrednictwem chloroplastowej Mg-protolX i MEcCPP. Skutkiem odbioru sygnatéw
retrogradowych jest zmiana ekspresji genéw jgdrowych i biosynteza odpowiednich biatek
zaangazowanych w indukcje odpowiedzi rosliny na warunki srodowiska.

AA — kwas askorbinowy, AOX — oksydaza askorbinianowa, AP — akwaporyna, CAT —
katalaza, DHA — kwas dehydroaskorbinowy, DHAR - reduktaza dehydroaskorbinianowa,
EX1 — biatko EXECUTER 1, EX2 — biatko EXECUTER 2, GO — oksydaza glikolanowa, GSH
— glutation, GUN1 (ang. Genome UNcoupled) — biatko integrujace sygnaty retrogradowe,
MDHA - kwas monodehydroaskorbinowy, MDHAR - reduktaza
monodehydroaskorbinianowa, MEcPP - cyklodifosforan metyloerytrytolu, Mg-protolX -
Mg-protoporfiryna IX, POX — peroksydaza, PQ — plastochinon, PSI — fotosystem |, PSII —
fotosystem II, RBOH (ang. Respiratory Burst Oxidase Homolog) — homolog oksydazy
NADPH, RFT — reaktywne formy tlenu, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa, STN7 (ang.
Serine/Threonine-Protein Kinase) — kinaza biatkowa serynowo-treoninowa.



Strona |41

3. CEL PRACY

Chloroplasty i mitochondria, poza rolg w metabolizmie podstawowym (reakcje
fotosyntezy, oddychanie komorkowe), petnig takze funkcje czulych sensorow zmian
zachodzgcych w Srodowisku. W aktywnych fotosyntetycznie komorkach roslinnych stres
srodowiskowy, w tym biotyczny, wywotuje stan nadmiaru energii wzbudzenia, ktéry prowadzi
do zaburzenia transportu elektronéw, wzmozonej redukcji PQ i nadprodukcji RFT oraz
zaktécen w szlakach metabolizmu podstawowego, m.in. w fotosyntezie i oddychaniu
mitochondrialnym. W odpowiedzi na te zmiany komérka roslinna uruchamia program
dostosowania metabolicznego opartego o rozpraszanie nadmiaru energii wzbudzenia na
drodze niefotochemicznej, detoksykacje RFT z udziatem antyoksydantow enzymatycznych
i nieenzymatycznych oraz rearanzacje szlakdw biosyntezy metabolitow pierwotnych
i wtornych. Ma to na celu zrownowazenie reakcji obronnych i wzrostowych waznych z punktu
widzenia plonowania i konkurencji w ekosystemie. Aklimatyzacja rosliny do stresu wymaga
uruchomienia odpowiednich $ciezek sygnalizacyjnych, w tym sygnatéw retrogradowych
wyzwalanych w chloroplastach i mitochondriach, kierowanych do jadra komoérkowego
i regulujacych ekspresje genéw zwigzanych z odpowiedzig rosliny na dany czynnik stresowy.
Odbidr sygnatow stresu oraz ich wlasciwa integracja nie tylko na poziomie komérkowym, ale
takze lokalnym i systemicznym zapewnia aktywacje mechanizméw obronnych zaréwno
w miejscu bezposredniego dziatania stresora, jak i w catej roslinie.

Ogorek siewny jest waznym gospodarczo gatunkiem, podatnym na kanciastg
plamistos¢ lisci ogorka wywotywang przez Psl. Z powodu braku odmian catkowicie
odpornych na te chorobe istotne jest poznanie mechanizméw odpowiedzi obronnej u ogérka
w interakcji z Psl.

Celem pracy jest rozpoznanie roli chloroplastéw i mitochondriow w powstawaniu
sygnatébw metabolicznych i oksydoredukcyjnych u ogérka siewnego po infekcji Psl i ich
znaczenia dla ksztattowania lokalnej (w lisciu inokulowanym) i systemicznej (w liSciu
odlegtym od inokulowanego) odpowiedzi na infekcje. Zadania badawcze obejmowaty:

1. Charakterystyke interakcji ogérek — Psl w oparciu o analize objawéw infekciji
2. ldentyfikacje sygnatow generowanych w chloroplastach w warunkach stresu biotycznego
i ocene ich znaczenia funkcjonalnego na podstawie analizy:
o fluorescencji i stezenia chlorofilu,
e parametréw wymiany gazowej,
o aktywnosci cyklu AA-GSH,
e aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych CAT i SOD,
e stezenia wybranych cukrow i ich pochodnych oraz aktywnosci enzyméw metabolizmu
cukrow (G6PDH, HK, inwertazy)
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W celu okreslenia powigzan miedzy reakcjami fotochemicznymi fotosyntezy i odpowiedzig na

infekcje Psl zastosowano inhibitory fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow:
DCMU i DBMIB.

3. Rozpoznanie wzajemnych zaleznosci metabolicznych chloroplastéw i mitochondriow po

infekcji Psl i ich roli w regulacji lokalnej i systemicznej odpowiedzi obronnej na podstawie

analizy:

zawartosci dinukleotydéw: NAD(P)H i NAD(P)*,

stezenia wybranych metabolitéw i aktywnosci enzymow cyklu Krebsa,

zawartosci aminokwasow: Gly, L-Ser, L-Glu, L-GIn i L-Met,

poziomu ekspresji gendw kodujgcych enzymy zaangazowane w obrone

antyoksydacyjng, metabolizm wegla i azotu oraz regulacje redoks.
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4. MATERIALY | METODY
4.1. Uktad eksperymentalny

4.1.1. Uprawa Cucumis sativus L.

Nasiona ogoérka siewnego (Cucumis sativus L.) odmiany Cezar F1 (W. Legutko)
wyktadano na szalki Petriego, na cienkg warstwe ligniny nasgczonej wodg destylowang
i utrzymywano w ciemnosci, w temperaturze 30 °C, przez 24 h, a nastepnie przenoszono do
fitotronu (fotoperiod 16/8 h dzien/noc, natezenie o$wietlenia 350 umol m? s2, temperatura
23 °C, wzgledna wilgotnos¢ powietrza 50-60%). Rozwijajgce sie siewki pozostawiano przez
6 dni pod przezroczystg ostong ograniczajgcg parowanie wody. Jednotygodniowe siewki
pikowano do podioza glebowego Sterlux® (Hollas), suplementowanego granulatem Azofoska
(Florovit®), perlitem i mieszaning dolomitu z piaskiem (w proporcji 10 g granulatu, 2 dm?®
perlitu, 100 cm? dolomitu, 2 dm® piasku na 50 dm?® podioza). Rosliny ogorka uprawiano
w plastikowych doniczkach o objetosci 400 cm® przez cztery tygodnie w fitotronie,

w warunkach oswietlenia, temperatury i wilgotnoéci jw., podlewajgc je wodg wodociggowa.

4.1.2. Pseudomonas syringae pv lachrymans

Pseudomonas syringae pv lachrymans (Psl) nr IOR 1990 otrzymano z Banku
Patogentow Roslin Instytutu Ochrony Roslin w Poznaniu i przechowywano w temperaturze
-80 °C, w probdéwkach typu Eppendorf (1,5 cm?®), w 50% glicerynie. W celu przygotowania
zawiesiny Psl do inokulacji roslin ogérka, kulture bakterii rozmrazano, zawieszano w ptynnej
pozywce King B (LAB-AGAR™) w stosunku objetosciowym 1,5:10 i umieszczano na
wytrzgsarce rotacyjnej (150 g, 28 °C), na 48 h. Po tym czasie bakterie wysiewano za pomocg
ezy na podtoze King B zestalone agarem, na szalki Petriego o $rednicy 6 cm. Hodowle Psl
na podtozu statym prowadzono w temperaturze 28 °C, przez 72 h. Nastepnie bakterie
przenoszono ezg do 25 cm?® plynnej pozywki King B. Otrzymang zawiesine wytrzgsano
w kolbach Erlenmeyera o pojemnosci 100 cm?® na wytrzgsarce rotacyjnej (150 g, 28 °C) przez
24 h. W celu otrzymania zawiesiny bakterii do inokulacji roslin ogorka, hodowle bakterii
wirowano (10 000 g, 15 min, 4 °C) i po usunieciu supernatantu, otrzymany osad zawieszano
w 10 cm?® sterylnej wody destylowanej. Zawiesine ponownie wirowano w warunkach jw.
Procedure przemywania osadu powtarzano dwukrotnie. Otrzymany osad Psl zawieszano
w 10 cm?® sterylnej wody destylowanej. Koncowe stezenie komorek bakterii w zawiesinie
ustalano na podstawie spektrofotometrycznego pomiaru transmitancji przy dtugosci fali
L =630 nm. Do inokulacji roslin ogoérka stosowano zawiesine Psl o stezeniu 107 jtk cm™

(transmitancja 38%).
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4.1.3. Inokulacja roslin

Po czterech tygodniach od wysadzenia do podtoza glebowego, rosliny ogérka
dzielono na dwie grupy: inokulowane zawiesing Psl (Z) oraz kontrolne (K). Liscie wiasciwe
trzeciego pietra roslin ogérka grupy Z od spodniej strony inokulowano zawiesing Psl za
pomocg strzykawki bez igty. Aplikowano 1 — 2 cm? zawiesiny Psl (w zaleznosci od wielko$ci
blaszki lisciowej) w kilku — kilkunastu punktach, rownomiernie na catym lisciu (Rys. 1). W ten
sam sposob lisciom wiasciwym trzeciego pietra roslin kontrolnych (K) aplikowano sterylng
wode destylowang. Wszystkie rodliny uprawiano przez 7 dni od dnia zakazenia
w niezmienionych warunkach oswietlenia i temperatury, przy podwyzszonej wilgotnosci
(80-90%).

4.1.4. Warianty eksperymentalne

Do analiz pobierano liscie trzeciego pietra roslin kontrolnych (K3) i inokulowanych
zawiesing Psl (Z3) oraz nietkniete liscie pietra pigtego obu grup roslin (odpowiednio K5, Z5).
Materiat do analiz zbierano tuz po inokulacji (To) oraz 1 (T1), 2 (T2), 5 (Ts) i 7 (T7) dni od
inokulacji roslin ogérka. Do badan wykorzystywano ekstrakty z lisci (z pominieciem gtéwnych

wigzek przewodzgcych) lub chloroplastéow, chyba Ze podano inaczej (rozdziaty 4.2.1 — 3)

(RyS. 5). ‘

Ekstrakty
z lisci

\ i chloroplastéw | 48

Analizy w czasie
TOI Tll Tz: TS i T7

Rys. 5. Uklad eksperymentalny Cucumis sativus L. — Psl|

Liscie trzeciego pietra czterotygodniowych roslin ogérka traktowano wodg (K3) Ilub
inokulowano zawiesing Psl (Z3). Liscie pigtego pietra nie byty traktowane wodg (K5) ani
zawiesing Psl (Z5). Do analiz wykorzystywano liscie z pominigciem gtdwnych wigzek
przewodzgcych i wyizolowane z nich chloroplasty. Badania prowadzono w dniu inokulacji
(To) oraz 1 (T1), 2 (T2), 5(Ts) i 7 (T7) dni od inokulacji Psl.
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4.1.5. I1zolacja chloroplastow

W celu uzyskania zawiesiny chloroplastow, 5 g lisci ogorka (fragmenty blaszki
lisciowej miedzy wigzkami przewodzacymi) z kazdego wariantu eksperymentalnego
homogenizowano w 25 cm?® 50 mM buforu HEPES-KOH (pH = 7,5), zawierajgcego 0,3 M
sorbitol, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 1 mM MgClz, 10 mM NaHCOs i 0,5 mM ditiotreitol (DTT).
Homogenizacje prowadzono z uzyciem homogenizatora nozowego (Universal Laboratory
Aid, type MPW-309, Polska) w trzech etapach, po 30s kazdy: (1) 150 obr. min?,
(2) 200 obr. min*, (3) 150 obr. min. Otrzymane homogenaty przesaczano przez pojedynczg
warstwe Miracloth® (Merck Millipore) zwilzonego buforem do homogenizacji. Przesacz
wirowano (2 000 g, 2 min, 4 °C). Po usunieciu supernatantu, otrzymany osad zawieszano
w 0,75 cm® 50 mM buforu HEPES-KOH (pH = 7,5) bez dodatku DTT i nanoszono na
powierzchnie mieszaniny Percollu (GE Healthcare Percoll™) i dwukrotnie stezonego buforu
do homogenizacji bez DTT (1:1). Po wirowaniu (1800 g, 2 min, 4 °C) pobierano
ciemnozielong zawiesine chloroplastéw, ktérg trzykrotnie przeptukiwano 5 cm? buforu bez
DTT w celu usuniecia Percollu. Po kazdym ptukaniu zawiesine wirowano (3 500 g, 8 min,
4 °C). Otrzymany osad ostatecznie zawieszano w 0,75 cm? buforu bez DTT. Jakos$¢ i liczbe
wyizolowanych chloroplastéw oceniano pod mikroskopem $wietinym. Stopien uszkodzenia
chloroplastéw badano metodg fotoredukcji heksacyjanozelazianu ftripotasu (Heber
i Santarius, 1970). W zebranej frakcji chloroplasty nieuszkodzone stanowity 80-90%
wszystkich wyizolowanych chloroplastéw. Czysto$¢ frakcji chloroplastowej potwierdzano
poprzez pomiar aktywnosci katalazy (CAT, rozdziat 4.2.4.2), dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej (G6PDH, rozdziat 4.2.7) i fumarazy (rozdziat 4.2.8.4) — enzymow
znacznikowych odpowiednio dla: peroksysoméw, cytozolu i mitochondriéw. Stwierdzano
100% czystos¢ uzyskiwanej frakcji chloroplastow (aktywno$¢é ww. enzymow ponizej progu
detekcji).

4.1.6. Aplikacja inhibitoréw fotosyntezy

Inhibitory fotosyntetycznego tahcucha transportu elektronéw: 3-(3,4-dichlorofenylo)-
1,1-dimetylomocznik (DCMU) oraz 2,5-dibromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon
(DBMIB) rozpuszczano w niewielkiej ilosci odpowiednio: etanolu i dimetylosulfotlenku
(DMSO0), a nastepnie rozcienczano wodg destylowang do stezenia 100 uM (Karpinski i wsp.,
1999). Liscie trzeciego i piagtego pietra rodlin ogoérka opryskiwano przygotowanymi
roztworami inhibitorow 24 h przed inokulacjg Psl. Kontrole stanowity rosliny, ktérych liscie
trzeciego i pigtego pietra opryskiwane byty wodnymi roztworami etanolu i DMSO o stezeniu

1%o0 (V/v), nie zawierajgcymi inhibitoréw. Uzyskane warianty eksperymentalne: K3/5, Z3/5,
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K3/5 + DCMU, Z3/5 + DCMU, K3/5 + DBMIB oraz Z23/5 + DBMIB wykorzystywano do analizy

wybranych parametréw fizjologicznych i biochemicznych.

4.2. Metody eksperymentalne

4.2.1. Pomiar fluorescencji i oznaczanie zawartosci chlorofilu a

Detekciji fluorescencji chlorofilu a dokonywano fluorymetrem Handy FluorCam FC
1000-H (Photon System Instruments, Czechy). Pomiaru fluorescencji dokonywano w 10
réznych punktach blaszek lisciowych K3/5, Z3/5, K3/5 + DCMU, Z3/5 + DCMU,
K3/5 + DBMIB i Z3/5 + DBMIB w 3 niezaleznych powtoérzeniach eksperymentalnych, a wyniki
usredniano. Analiza prowadzona byla metodg wielokrotnego naswietlania swiattem
wysycajgcym w trybie pulsacyjnej modulacji amplitudy (PAM) w nastepujgcych etapach:

(1) Liscie roslin adaptowanych do ciemnosci (20 min) poddawano przez 5 s dziataniu
impulsow swiatta wysycajgcego (800 ms) — pomiar fluorescencji maksymalnej chlorofilu (Fw).
(2) Po 15 s od chwili rozpoczecia pomiaru uruchamiano $wiatto aktyniczne (620 nm)
i mierzono fluorescencje maksymalng przy danym natezeniu swiatta (Fp).

(3) Po 24 s pomiaru, co 12 s lidcie traktowano impulsem $wiatta wysycajgcego (800 ms) —
pomiar fluorescencji maksymalnej chlorofilu na swietle (Fuwn).

(4) Po 84 s od chwili rozpoczecia analizy wytgczono $wiatto aktyniczne, a liscie potraktowano
impulsami $wiatta wysycajgcego i dalekiej czerwieni (520 ms) — pomiar stacjonarnej
fluorescencji maksymalnej na swietle (Fuuss).

(5) W celu zmierzenia chwilowej fluorescencji maksymalnej podczas wygaszania
w ciemnosci (Fwon) traktowano liscie impulsami $wiatta wysycajgcego i dalekiej czerwieni
(520 ms).

Wizualizacji wynikéw pomiaru dokonano z wykorzystaniem programu FluorCam 7.0
(wersja 1.0.27.0), a zmierzone parametry fluorescencji pozwolity wyznaczy¢ maksymaing
wydajnos¢ kwantowg fotosystemu Il (Qy), wspofczynnik fotochemicznego wygaszenia
fluorescencji w stanie stacjonarnym (Qp) oraz wspotczynnik niefotochemicznego wygaszenia
fluorescencji w stanie stacjonarnym (NPQ):

Qv = (Fm-Fo)/Fum

QP = (FMLSS‘ Fths)/(FMLss' I:OLss)

NPQ = (FM‘FMLss)/FMLss
gdzie:
Fo — fluorescencja minimalna po adaptaciji roslin do ciemnosci

Fw — fluorescencja maksymalna po adaptacji roslin do ciemnosci
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Fuiss — stacjonarna fluorescencja maksymalna na Swietle
Fuwss — stacjonarna fluorescencja na Swietle
FoLss — stacjonarna fluorescencja minimalna na $wietle
Indeks zawartosci chlorofilu a w lisciach roslin ogérka oceniano za pomocg miernika

chlorofilu SPAD-502 (Konica Minolta, Japonia) i wyrazano w jednostkach wzglednych.

4.2.2. Termografia w podczerwieni i mikroskopia fluorescencyjna

Rozktad temperatury w lisciach ogérkach obrazowany byt z wykorzystaniem kamery
termowizyjnej na podczerwien (Flir, seria SC7000) dla lisci Z3 w czasie T2 i T.. W tych
samych punktach czasowych, za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego (Nikon, seria
ECLIPSE Ni, Japonia) zintegrowanego z kamerg cyfrowg (Nikon, seria DS-Filc),

wizualizowano autofluorescencije chlorofilu obszaréw lisci zmienionych w wyniku infekcji Psl.

4.2.3. Pomiar intensywnosci wymiany gazowej

Wewnatrzkomoérkowe stezenie dwutlenku wegla (Cj), intensywnosé¢ netto fotosyntezy
(Pn), przewodnictwo szparkowe (Gs) oraz intensywnosc transpiracji (E) okreslano przy uzyciu
analizatora gazowego podczerwieni CIRAS 2 (PP Systems, Hitchin, Wielka Brytania). Do
pomiarow wykorzystano komore PLC 4 Board (PP Systems, Hitchin, Wielka Brytania)
o powierzchni 2,5 cm?2. Natezenie wymiany gazowej w krgzkach o $rednicy 5 cm, wycietych
z lisci ogorka okreslano w ukfadzie zamknietym, przy przeptywie powietrza (21% Oo,
350ppm CO;) przez kuwete pomiarowg wynoszgcym 300 cm?® min™t. Pomiaréw dokonywano
przy natezeniu o$wietlenia 350 umol m? s, w statej temperaturze 25 °C. Wyniki pomiaréw
wyrazano w nastepujgcych jednostkach: Ci [umol CO, mol?], Py [umol CO, m? s?],
Gs [mmol H,0O m?2 s?], E [mmol H,O m2 s™].

Intensywnos$¢ oddychania mitochondrialnego (R) oznaczano przy uzyciu elektrody
Clarka (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, Wielka Brytania). Elektrode umieszczano
w komorze LD/2 o objetosci 5 cm® i podtgczano do urzadzenia do odczytu danych (CB1D).
Pomiaréw dokonywano dla krgzkéw o $rednicy 5 cm, wycietych z lisci ogorka, a wyniki
analizowano przy pomocy programu komputerowego Acquire. Badania prowadzono
w powietrzu (21% O., 350ppm CO;), w uktadzie zamknietym, przy natezeniu oswietlenia
350 umol m2 st i w statej temperaturze 25 °C. Intensywno$¢ oddychania mitochondrialnego

wyrazano w umol O, m2 s™,
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4.2.4. Antyoksydanty enzymatyczne i nieenzymatyczne
4.2.4.1. Przygotowywanie ekstraktéw enzymatycznych

W celu oznaczenia aktywnosci CAT, peroksydazy askorbinianowej (APX), reduktazy
dehydroaskorbinianowej (DHAR), reduktazy monodehydroaskorbinianowej (MDHAR),
reduktazy glutationowej (GR) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) homogenizowano 0,5 g
lisci ogdrka lub 0,3 cm?® zawiesiny chloroplastow odpowiednio w 2,5 lub 0,1 cm® 50 mM
buforu Na-fosforanowego (pH = 7,0), zawierajgcego 1 mM EDTA, 1% PVP i 1 M NaCl
(oznaczanie aktywnosci CAT) oraz 1 mM askorbinian sodu (Asc) (oznaczanie aktywnosci
APX, MDHAR, SOD) albo 2 mM pB-merkaptoetanol (oznaczanie aktywnosci DHAR).

Otrzymane homogenaty wirowano (18 000 g, 15 min, 4 °C).

4.2.4.2. Oznaczanie aktywnosci katalazy

Aktywnos¢ CAT (EC 1.11.1.6) oznaczano spektrofotometrycznie (Dhindsa i wsp.,
1981) na podstawie szybkosci rozkladu H;0,. Mieszanine reakcyjng sporzgdzano
z 0,025 cm? ekstraktu roslinnego, 1,825 cm?® 50 mM buforu Na-fosforanowego (pH = 7,0)
oraz 0,15 cm® 1% H.O,. Proba odnosna zawierata 0,025 cm?® buforu uzytego do
homogenizacji zamiast ekstraktu. Spadek absorbancji w prébach, wywotany rozktadem H,O-
mierzono przez 4 min, w temp. 25 °C, przy dlugosci fali A = 240 nm. Aktywnos¢ CAT

wyrazano w mmol H,O, mint mg? biatka (gnz202 = 36 mol* dm? cm?).

4.2.4.3. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy askorbinianowej

Aktywnos¢ APX (EC 1.11.1.11.)) oznaczano metodg spektrofotometryczng na
podstawie szybkosci utleniania Asc do dehydroaskorbinianu (DHAsc) (Nakano i Asada,
1981). Do 0,025 cm?® ekstraktu roslinnego dodawano 1,8 cm® 50 mM buforu
Na-fosforanowego (pH = 7,0), 0,025 cm® 1 mM EDTA, 0,05 cm?® 0,25 mM Asc i 0,1 cm®
25 uM H,0,. Prébe odnos$ng sporzgadzano dodajgc zamiast ekstraktu roslinnego 0,025 cm?
buforu do homogenizacji. Spadek absorbancji w prébach, wywotany utlenianiem Asc do
DHAsc mierzono przez 4 min, w temp. 25 °C, przy dtugosci fali A = 265 nm. Aktywnos$¢ APX

wyrazano w umol kwasu askorbinowego (AA) min’ mg? biatka (gaa = 14 mmol* dm® cm?).

4.2.4.4. Oznaczanie aktywnosci reduktazy dehydroaskorbinianowej

Aktywnos¢ DHAR (EC 1.8.5.1) oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie
szybkosci redukcji kwasu dehydroaskorbinowego (DHA) do AA (Hossain i Asada, 1984).
W celu sporzadzenia mieszaniny reakcyjnej do 0,05 cm?® ekstraktu roslinnego dodawano
1,15 cm® 50 mM buforu Na-fosforanowego (pH = 6,4), 0,4 cm® 13 mM zredukowanego

glutationu (GSH) i 0,4 cm® 10 mM DHAsc. Proba odnosna zawierata 0,05 cm? buforu do
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homogenizacji zamiast ekstraktu. Przyrost absorbancji w probach spowodowany redukcjg
DHA do AA mierzono przez 4 min, w temp. 25 °C, przy dtugosci fali A = 265 nm. Aktywnos¢é

DHAR wyrazano w pmol AA mint mg* biatka (eaa = 14 mmol* dm3 cm™).

4.2.4.5. Oznaczanie aktywnosci reduktazy monodehydroaskorbinianowej

Aktywnos¢ MDHAR (EC 1.6.5.4) oznaczana byta spektrofotometrycznie (4 min,
25°C, A = 340 nm) poprzez pomiar szybkosci utleniania NADH do NAD* (spadek
absorbancji) przez monodehydroaskorbinian (MDHAsc) generowany z Asc z udziatem
oksydazy askorbinianowej (AOX) (Arrigoni i wsp., 1981). Mieszanina reakcyjna zawierata
0,1 cm?® ekstraktu roslinnego, do ktérego dodawano 1 cm® 0,1 M buforu Tris-HCI (pH = 7,2),
0,2 cm® 200 uM NADH, 0,2 cm® 2 mM Asc i 0,2 cm® AOX o aktywnosci 5 U cm=. Préba
odnos$na zawierata 0,1 cm?® buforu do homogenizacji zamiast ekstraktu. Aktywno$¢é MDHAR

wyrazano w umol NADH min*? mg? biatka (enaon = 6,22 mmol*dm?® cm?).

4.2.4.6. Oznaczanie aktywnosci reduktazy glutationowej

Aktywnos¢ GR (EC 1.6.4.2) oznaczano spektrofotometrycznie (Beutler, 1975)
poprzez pomiar szybkosci utleniania NADPH do NADP* przez disulfid glutationu (GSSG)
w mieszaninie zawierajgcej 0,1 cm? ekstraktu roslinnego, do ktérego dodawano 0,25 cm?® 1 M
buforu Tris-HCI (pH = 8,0), 0,05 cm® 600 uM EDTA, 0,2 cm® 3 mM GSSG, 0,1 cm?® 100 uM
NADPH i 1,3 cm® wody destylowanej. Proba odno$na zawierata 0,1 cm?® buforu do
homogenizacji zamiast ekstraktu roslinnego. Spadek absorbancji monitorowano przez 4 min,
w temperaturze 25 °C, przy dtugosci fali A = 340 nm. Aktywnos¢ GR wyrazano w pumol

NADPH min?t mg* biatka (enaopn = 6,22 mmol™dm? cm?).

4.2.4.7. Oznaczanie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej

Metoda  oznaczania  aktywnosci SOD (EC 1.15.1.1) polegata na
spektrofotometrycznym pomiarze stopnia inhibicji redukcji btekitu nitrotetrazoliowego (NBT,
z0tty) do fioletowego diformazanu przez anionorodnik ponadtlenkowy (O:™) generowany
w wyniku fotochemicznej redukcji ryboflawiny na swietle UV (Beauchamp i Fridovich, 1971).
Do 2,85 cm® mieszaniny inkubacyjnej zawierajacej 1,45 mg EDTA, 3 mg NBT i 97 mg
metioniny w 50 cm® 50 mM buforu Na-fosforanowego (pH = 6,4) dodawano 0,05 cm?®
ekstraktu roslinnego i 0,1 cm?® roztworu ryboflawiny (2,3 mg w 100 cm® 50 mM buforu
Na-fosforanowego pH = 7,8). Zawartos¢ otrzymanych prébek mieszano i umieszczano w
50 cm® zlewkach 30 cm pod os$wietleniem sktadajgcym sie z dwéch lamp UV. Proby
inkubowano 10 min, a nastepnie mierzono absorbancje w temperaturze 25 °C przy dtugosci

fali A = 560 nm. W probie odnos$nej (zawierajgcej roztwoér buforowy do homogenizaciji
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zamiast ekstraktu roslinnego) zachodzita maksymalna redukcja NBT przez O,™ i odnotowano
dla niej maksymalng absorbancje (100%). Jednostka aktywnosci SOD (1U) odpowiadata
50% zahamowaniu redukcji NBT w poréwnaniu z probg odnosng. Aktywnos¢ enzymu

przeliczano na 1 mg biatka.

4.2.4.8. Elektroforeza natywna izoform dysmutazy ponadtlenkowej

W celu oznaczenia izoform SOD (Beauchamp i Fridovich, 1971) homogenizowano
0,5 g lisci ogorka w 2,5 cm® 50 mM buforu Tris-HCI (pH = 8,0) zawierajacego 3 mM EDTA,
1 mM DTT, 1 mM MgCl> i 2% PVP. Uzyskane homogenaty wirowano (15 000 g, 15 min,
4°C), a do supernatantéw dodawano bufor obcigzajgcy (40% sacharoza, 0,01% bfekit
bromofenolowy, 50 mM bufor Tris-HCI pH = 8,0) w stosunku objetosciowym 2:1.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w dwustopniowym gradiencie Zzeli
poliakrylamidowych. Otrzymane probki nanoszono na 5% zel zageszczajacy o nastepujgcym
sktadzie: 1,4 cm® wody, 0,6 cm® 0,5 M buforu Tris-HCI (pH = 6,8), 0,4 cm® 30% akrylamidu
i bisakrylamidu (Sigma), 0,015 cm® 10% nadtlenodisiarczanu diamonu i 0,01 cm?3
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy (TEMED, Sigma). Wtasciwa elektroforeza nastepowata
w 12% Zzelu rozdzielajgcym zawierajgcym 4,9 cm?® wody, 1,9 cm® 1,5 M buforu Tris-HCI
(pH=8,8), 6 cm® 30% akrylamidu i bisakrylamidu (Sigma), 0,04 cm® 10%
nadtlenodisiarczanu diamonu i 0,02 cm® TEMED. Kazda probka (zawierajgca 20 pg biatka)
byta nanoszona do odpowiedniej studzienki w kasecie aparatu do elektroforezy
(Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad). Rozdziat prowadzono w buforze elektrodowym
(10 mM Tris-HCI pH = 8,3, 80 mM glicyna), w temperaturze 4 °C, przy napieciu 200 V
prgdem statym o natezeniu 40 mA (w jednej gatezi obwodu) az do momentu dotarcia czota
barwnika do dolnej krawedzi zelu rozdzielajgcego.

Po elektroforezie wykonywano barwienie zeli w celu wykrycia trzech izoform SOD:
miedziowo-cynkowej (CuzZnSOD), zelazowej (FeSOD) i manganowej (MnSOD). Metoda
detekcji tych izoform oparta jest na reakcji dysproporcjonacji O, do H.O, katalizowanej
przez SOD. Na obszarach zelu wysyconych SOD dochodzito do hamowania redukcji NBT
przez O," (rozdziat 4.2.4.7) i obszary te pozostawaly niewybarwione. Barwienie zeli
poprzedzono preinkubacjg w obecnosci inhibitorow: KCN (inhibitor CuZnSOD) oraz H»0-
(inhibitor CuZnSOD i FeSOD). W celu detekgcji izoform: FeSOD i MnSOD Zele inkubowano
przez 15 min w 5 mM roztworze wodnym KCN (wizualizacja FeSOD i MnSOD) lub w 5 mM
H>0- (wizualizacja MnSOD). Identyfikacja wszystkich trzech izoform wymagata preinkubacji
zeli w wodzie destylowanej bez dodatku inhibitorow. W kolejnym kroku wszystkie zele
inkubowano bez dostepu swiatta przez 20 min w 0,05 M buforze Na-fosforanowym
(pH =7,8), zawierajgcym 2,45 mM NBT, 28 mM EDTA, 28 mM ryboflawine oraz 28 mM

TEMED (Sigma). Po przeptukaniu zeli w wodzie destylowanej inkubowano je na Swietle
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biatym przez 10 min w 0,05 M buforze Na-fosforanowym (pH = 7,8), az do pojawienia sie
fioletowego zabarwienia zeli i niewybarwionych prgzkéw w miejscach obecnosci izoform
SOD.

Pdlilosciowg analize aktywnosci izoform SOD prowadzono przy wykorzystaniu
urzgdzenia do dokumentacji zeli Gel Doc EZ System (BioRad) pracujgcym na
oprogramowaniu Image Lab Software (wersja 5.2.1). Monitorowano pola powierzchni
prazkow SOD (volume), ktére wyrazane byty w jednostkach wzglednych. Jako referencyjne
przyjeto pole powierzchni dolnego prazka SOD pochodzgcej z liscia pietra trzeciego rosliny

nieinfekowanej Psl i przypisano mu wartos¢ 1.

4.2.4.9. Oznaczanie aktywnosci oksydazy askorbinianowej

W celu oznaczenia aktywnosci AOX (EC 1.10.3.3) homogenizowano 0,25 g lisci
ogorka w 2,5 cm?® 0,1 M buforu Na-fosforanowego pH = 6,5, zawierajgcego 1 M NaCl.
Otrzymane homogenaty wirowano (15 000 g, 10 min, 4 °C). Zasada oznaczania aktywnosci
AOX polega na pomiarze szybkosci reakcji utleniania AA do DHA przez tlen, katalizowanej
przez AOX zawartg w ekstrakcie roslinnym (Pignocchi i wsp., 2003). Mieszanina reakcyjna
sporzgdzana byta z 0,05 cm?® ekstraktu, 0,75 cm® 0,1 M buforu Na-fosforanowego pH = 5,6,
0,1 cm® 0,5 mM EDTA i 0,1 cm® 0,2 mM Asc. Préba odnosna zawierata bufor do
homogenizacji zamiast ekstraktu. Mierzono spadek absorbancji wywotany utlenianiem AA
w prébach (4 min, 25 °C, A = 265 nm). Aktywno$¢é AOX wyrazano w umol AA mint mg?

biatka (eaa = 14 mmol™* dm? cm™?).

4.2.4.10. Oznaczanie zawartosci kwasu askorbinowego

W celu oznaczenia zawarto$ci AA i DHA homogenizowano 0,5 g lisci lub 0,3 cm?
zawiesiny chloroplastéw odpowiednio w 2,5 lub 0,1 cm® 10% kwasu trichlorooctowego
(TCA). Uzyskane homogenaty wirowano (18 000 g, 15 min, 4 °C). Zawartos¢ AA i DHA
oznaczano spektrofotometrycznie metodg bipirydylowg (Kampfenkel i wsp., 1995).
W $rodowisku kwasowym AA redukuje Fe®** do Fe?*, ktory tworzy z 2,2’-bipirydylem zwigzek
kompleksowy o barwie rézowe;.

Ekstrakty z lisci lub chloroplastéw 2z kazdego wariantu eksperymentalnego
rozdzielono na dwie serie (I i Il) po 0,1 cm® do osobnych probéwek typu Eppendorf. Do
kazdej probéwki dodano 0,1 cm® 0,2 M buforu Na-fosforanowego (pH = 7,4). W celu
oznaczenia catkowitej zawartosci AA i DHA do proéb | serii dodawano 0,05 cm® 10 mM DTT,
ktory redukuje DHA zawarty w probie do AA. Nastepnie proby z DTT inkubowano przez
15 min w temperaturze 37 °C, a po inkubacji nadmiar DTT usuwano przez dodanie 0,05 cm?®
0,5% roztworu N-etylomaleimidu (NEM). Réwnolegle do préb, w ktérych oznaczano

zawarto$¢ AA (seria Il) dodawano 0,1 cm® 0,2 M buforu Na-fosforanowego (pH = 7,4).
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W kolejnym etapie do wszystkich prob dodawano 0,4 cm?® 44% H3PO4, 0,2 cm® 4%
2,2’ -bipirydylu w 70% etanolu i 0,1 cm® 3% FeCls. Préby odnosne zawieraty 0,1 cm?® 10%
TCA zamiast ekstraktu roslinnego. Préby po homogenizacji zawiesiny chloroplastéw
sporzadzano w tej samej proporcji, jednak w dwukrotnie mniejszej objetosci. Tak otrzymane
mieszaniny inkubowano przez 60 min w temperaturze 37 °C, a nastepnie mierzono ich
absorbancje (25 °C, A =525 nm).

Zawartos¢ AA ([AA]) oraz catkowitg zawartos¢ AA i DHA ([AA+DHA]) oznaczano
w oparciu o roztwor wzorcowy AA (0,1 mg w 1 cm® 10% roztworu TCA). Zawartos¢ DHA
obliczano ze wzoru: [DHA] = [AA+DHA] — [AA]. Wyniki wyrazano w umol g* $wiezej masy

(6.m.) lisci lub w nmol g $.m. (oznaczanie AA i DHA w chloroplastach).

4.2.4.11. Oznaczanie zawartosci glutationu

Zawartos¢ GSH i GSSG w lisciach i chloroplastach ogoérka oznaczano metoda
spektrofotometryczng z uzyciem kwasu 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoesowego), DTNB (Brehe
i Burch, 1976). Zasada tej metody opiera sie na reakcji grup tiolowych (-SH) GSH z DTNB,
w wyniku ktérej powstaje zotty kwas 2-nitro-5-tiobenzoesowy.

Homogenizowano 0,5 g lisci lub 0,3 cm?® zawiesiny chloroplastéw odpowiednio w 2,5
lub 0,3 cm® 1% kwasu sulfosalicylowego, a uzyskane homogenaty wirowano (15 000 g,
15 min, 4 °C). Ekstrakty z kazdego wariantu eksperymentalnego przenoszono po 0,5 cm?® do
probéwek typu Eppendorf i zobojetniano 0,1 cm® 1 M trietanoloaminy. Nastepnie proby
podzielono na dwie réwne porcje po 0,3 cm? kazda uzyskujgc dwie serie prob.

W pierwszej serii préb oznaczano zawartos¢ GSSG. W tym celu dodawano do nich
0,01 cm? 2-winylopirydyny (etap precypitacji tioli). Tak przygotowane proby po wymieszaniu
poddawano 60 min inkubacji w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano (2680 g,
3 min, 25 °C). Réwnolegle w drugiej serii prob oznaczano catkowitg zawartos¢ GSH i GSSG.
Préby te nie zawieraty 2-winylopirydyny, ale byty uzupetniane 0,01 cm® 1% roztworu kwasu
sulfosalicylowego, inkubowane w temperaturze pokojowej (60 min) i wirowane (2680 g,
3min, 25 °C). Nastepnie proby 2z obu serii wykorzystywano do oznaczen
spektrofotometrycznych. Mieszanina reakcyjna zawierata: 0,02 cm? ekstraktu roslinnego
otrzymanego po inkubacji i wirowaniu, 0,15 cm® 0,07 M bufor Na-fosforanowy (pH = 7,8),
0,01 cm® 6,8 mM EDTA, 0,02 cm® 0,3 mM DTNB, 0,05 cm?® 0,01% albuminy z surowicy
bydlecej (BSA) i 0,05 cm® 0,2 mM NADPH. Préba odnos$na zawierata 0,02 cm?® 1% kwasu
sulfosalicylowego zamiast ekstraktu roslinnego. Tuz przed rozpoczeciem pomiaru
absorbancji do kazdej proby dodawano 1,2 U GR w celu zredukowania GSSG. Wszystkie
pomiary wykonywano w temperaturze pokojowej przez 15 min, A = 412 nm. Zawartos¢
GSSG ([GSSG]) oraz sume zawartosci GSH i GSSG w przeliczeniu na GSH ([TOTAL])

okreslano przez poréwnanie z absorbancjg préby zawierajgcej roztwér wzorcowy GSSG
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w 0,1 M buforze Na-fosforanowym (pH = 7,8) o stezeniu 0,5 umol dm=. Zawarto$¢ GSH
([GSH]) obliczano ze wzoru: [GSH] = [TOTAL] — 2[GSSG]. Wyniki wyrazano w nmol g* §.m.

4.2.5. Analiza zawartosci dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych

Metoda oznaczania zawartosci dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych polega na
spektrofotometrycznym pomiarze stopnia redukcji bromku 3-(4,5-dimetylotiazolilo-2)-2,5-
difenylotetrazoliowego (MTT) do fioletowego formazanu przez zredukowany etylosiarczan
fenazyny (PES) (Gibon i Larher, 1997). Wydajnos¢ redukcji MTT jest wprost proporcjonalna
do zawartosci dinukleotydéw w mieszaninie reakcyjnej. NAD* i NADP* zawarte w ekstrakcie
roslinnym po homogenizacji w srodowisku kwasowym redukowane sg przez odpowiednio:
etanol i glukozo-6-fosforan (G6P) przy udziale dehydrogenazy alkoholowej (ADH, EC
1.1.1.1) i G6PDH (EC 1.1.1.49), a powstajgce zredukowane dinukleotydy: NADH i NADPH
przekazujg elektrony na PES, ktory jest ich donorem dla MTT (Rys. 6). Homogenizacja
w Srodowisku kwasowym prowadzi do hydrolizy NADH oraz NADPH i umozliwia oznaczenie
NAD* i NADP*, natomiast w $rodowisku zasadowym dochodzi do hydrolizy NAD* oraz
NADP*, dzieki czemu mozliwe jest oznaczenie zawartosci form zredukowanych

dinukleotydow.
Etanol NAD+X PESted X MTTox )
Etanal x NADH PESox MT Trea
NADP* PESred MTTD:(
— X X )
GL6P NADPH PES.x MTTreq

Rys. 6. Enzymatyczny cykl redoks z udziatem dinukleotydéw: NAD(P)H i NAD(P)*

E

ADH i G6PDH katalizujg reakcje redukcji utlenionych dinukleotydéw: NAD* i NADP* przez
odpowiednio: (A) etanol i (B) G6P. Elektrony ze zredukowanych dinukleotydow: NADH
i NADPH sg nastepnie przenoszone przez PES na ich koncowy akceptor — MTT, ktory
redukuje sie do fioletowego formazanu. Wydajnosc¢ tej redukcji jest wprost proporcjonalna do
zawartosci dinukleotydow.

ADH - dehydrogenaza alkoholowa, G6P — glukozo-6-fosforan, G6PDH — dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa, GL6P — 6-fosfoglukonolakton, MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazolilo-
2)-2,5-difenylotetrazoliowy, PES — etylosiarczan fenazyny, red — forma zredukowana, ox —
forma utleniona.
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W celu oznaczenia zawartosci dinukleotydow: NAD(P)H i NAD(P)* homogenizowano
0,25 g lisci ogorka w 1 cm? 0,1 M NaOH (oznaczenie NADH i NADPH) lub 1 cm®0,1 M HCI
(oznaczenie NAD* i NADP*). Otrzymane homogenaty inkubowano w tazni wodnej w temp.
100 °C przez 5 min, a nastepnie schtadzano na lodzie i wirowano (10 000 g, 10 min, 4 °C).
Supernatanty zobojetniano odpowiednio 0,1 M HCI i NaOH i ponownie wirowano
w warunkach jw.

Nastepnie przygotowywano mieszaniny reakcyjne: do dwoch serii probowek typu
Eppendorf wprowadzano po 0,5 cm® mieszaniny sporzgdzonej z rownych objetosci 0,1 M
buforu trycyna-NaOH (pH = 8,0), 40 mM EDTA, 4,2 mM MTT, 16,6 mM PES oraz substratéw
dla enzymow: 5,0 M etanolu (seria A, Rys. 2A) albo 25 mM glukozo-6-fosforanu dipotasu
(G6PK,) (seria B, Rys. 2B). Do obu serii probéwek dodawano nastepnie 0,05 cm?®
zobojetnionych ekstraktow roslinnych po homogenizacji NaOH (oznaczenie NADH i NADPH)
albo HCI (oznaczenie NAD* i NADP*) i cato$¢ uzupetniano do 0,9 cm® 0,1 M roztworem
NaCl. Tak przygotowane proby inkubowano w tazni wodnej w temp. 37 °C przez 5 min.
Reakcje enzymatyczne rozpoczynano przez dodanie 0,1 cm® ADH o aktywnosci 100 U cm®
(seria A, Rys. 2A) lub 0,1 cm® G6PDH o aktywnosci 14 U cm™ (seria B, Rys. 2B). Préby
odnos$ne sporzgdzano dodajgc 0,1 cm® 0,1 M buforu trycyna-NaOH (pH = 8,0) zamiast
enzymu. Enzymatyczny cykl redoks trwat 40 min i byt przerywany przez dodanie 0,5 cm® 6 M
NacCl.

Nastepnie préby wirowano (10000 g, 5 min, 4 °C). Supernatant usuwano,
a wytrgcony osad formazanu rozpuszczano w 1 cm® 96% etanolu i mierzono absorbancje
przy dtugosci fali A = 570 nm w temp. 25 °C. Krzywg wzorcowg do oznaczenia zawartosci
NAD(P)H i NAD(P)* przygotowywano w zakresie 0-0,05 cm® 40 uM NAD* lub NADP*.

Zawartos$¢ dinukleotydéw wyrazano w nmol g* $.m.

4.2.6. Oznaczanie zawartosci cukrow | fosforanéw cukrow
4.2.6.1. Zawartos¢ D-glukozy, p-fruktozy i sacharozy

Zawartos¢ D-glukozy, D-fruktozy i sacharozy w liSciach ogorka oznaczano metodg
spektrofotometryczng wykorzystujagc enzymatyczny zestaw diagnostyczny (Boehringer
Mannheim/R-Biopharm).

W Srodowisku lekko zasadowym (pH = 7,6) D-glukoza ulega fosforylacji przez ATP do
G6P. Reakcje te katalizuje heksokinaza (HK):

HK
D-Glukoza + ATP » (Glukozo-B-fosforan + ADP

G6P w obecnosci G6PDH utlenia sie do 6-fosfoglukonolaktonu (GL6P). Akceptorem
elektronow w tej reakcji jest NADP™, ktéry redukuje sie do NADPH:

G6PDH
Glukozo-6-fosforan + NADP » G-Fosfoglukonolakton + NADPH + H*
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Przyrost absorbancji proby jest wprost proporcjonalny do ilosci powstajgcego NADPH
i zawartosci D-glukozy w materiale roslinnym.

Metoda oznhaczania zawartosci D-fruktozy w lisSciach ogérka polega na
spektrofotometrycznym pomiarze ilosci NADPH powstajagcego w wyniku redukcji NADP*
przez G6P, ktory jest koncowym produktem dwoéch nastepujgcych po sobie reakcii:
fosforylacji D-fruktozy przez ATP do fruktozo-6-fosforanu (F6P) przy udziale HK oraz

izomeryzacji F6P do G6P katalizowanej przez izomeraze fosfoglukozy (PGl):

HK
D-Fruktoza + ATP » Fruktozo-6-fosforan + ADP

PGI
Fruktozo-6-fosforan » Glukozo-6-fosforan

G6P utlenia sie do GL6P. Reakcje te katalizuje G6PDH. Elektrony oddawane przez G6P
pobierane sg przez NADP~, ktéry redukuje sie do NADPH. Stezenie NADPH powstajgcego
w mieszaninie reakcyjnej jest wprost proporcjonalne do zawartosci D-fruktozy w ekstrakcie
roslinnym.

W Srodowisku kwasowym (pH = 4,6) sacharoza ulega hydrolizie do D-glukozy

i D-fruktozy. Reakcja ta katalizowana jest przez p-fruktozydaze (inwertaze kwasng):

B-fruktozydaza
Sacharoza + H20 » D-Glukoza + D-Fruktoza

Zawartos¢ sacharozy w materiale ro$linnym ustala sie na podstawie réznicy zawartoSci
D-glukozy w mieszaninie reakcyjnej po i przed enzymatyczng hydrolizg sacharozy.

W celu oznaczenia zawartosci D-glukozy, D-fruktozy i sacharozy 100 mg lisci ogorka
ucierano na proszek w cieklym azocie, a nastepnie homogenizowano w 5 cm? cieptego
etanolu 80% (v/v). Homogenaty wirowano (15 000 g, 15 min, 4 °C). Procedure homogenizacji
osadu i wirowania powtarzano jeszcze dwukrotnie, a uzyskane supernatanty fgczono.
Uzyskiwano w sumie 12 cm?® ekstraktdéw, ktore odparowywano do sucha na wyparce
prézniowej w temp. 37 °C. Uzyskany osad zawieszano w 1 cm?® wody destylowane;
I wykorzystywano do oznaczen.

Mieszanine do oznaczania zawartosci D-glukozy sporzgdzano z 0,1 cm?® ekstraktu
roslinnego, do ktérego dodawano 1 c¢cm? buforu A (7,2 g trietanoloaminy, 110 mg NADP*,
260 mg ATP i MgSO. w 45 c¢cm?® wody, pH = 7,6) i 1,9 cm® wody destylowanej. Catos$¢
mieszano i mierzono absorbancje (A1) otrzymanej proby (25 °C, A = 340 nm). Nastepnie
inicjowano reakcje enzymatyczne dodajgc 0,02 cm? roztworu HK i G6PDH (320 U HK i 160 U
G6PDH w 1,1 cm?® wody). Proby mieszano i po 15 min mierzono ich absorbancije (A2, 25 °C,
A = 340 nm). Proba odnosna zawierata wode destylowang zamiast ekstraktu roslinnego.

W kolejnym etapie przygotowane mieszaniny wykorzystywano do oznaczenia zawarto$ci
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D-fruktozy. Dodawano 0,02 cm?® roztworu PGI (420 U w 0,6 cm? wody), préby mieszano i po
15 min mierzono absorbancije (As, 25 °C, A = 340 nm).

Préby do oznaczania zawartosci sacharozy sporzgdzano z 0,1 cm?® ekstraktu
roslinnego i 0,2 cm® buforu B (0,5 g zliofilizowanego buforu cytrynianowego i 720 U
B-fruktozydazy w 10 cm® wody, pH = 4,6). Catlo$¢ mieszano i inkubowano przez 10 min
w temp. 37 °C — etap hydrolizy sacharozy. Proba odnosna zawierata wode destylowang
zamiast ekstraktu roslinnego. Nastepnie dodawano 1 cm?® buforu A oraz 1,7 cm® wody
destylowanej i po wymieszaniu mierzono absorbancje prob (A, 25 °C, L = 340 nm).
W kolejnym kroku przeprowadzono reakcje enzymatyczne. Dodawano 0,02 cm?® roztworu HK
i G6PDH — oznaczanie sumy zawarto$ci D-glukozy wolnej i pochodzgcej z hydrolizy
sacharozy (catkowita D-glukoza). Po wymieszaniu i 15 min inkubacji (25 °C) mierzono
absorbancje prob (Azs, 25 °C, A = 340 nm). Nastepnie obliczano réznice absorbanciji:
AAcaikowita p-glukoza = (A2s — Ais)preba z ekstraktem — (A2s — Ais)proba odnosna

Zawartos¢ cukréw obliczano na podstawie nastepujgcych réznic absorbanciji:
D-glukoza: AAo giukoza = (A2 — At1)preba z ekstraktem — (A2 — A1)proba odnosna
D-fruktoza: AAo-fruktoza = (Az — A2)proba z ekstraktem — (A3 — A2)proba odnogna
sacharoza: AAsacharoza = AAcatkowita p-glukoza = AAop-glukoza.

Wyniki wyrazano w mg g $.m. (enaopr = 6,22 mmol™ dm? cm™).

4.2.6.2. Zawartos¢ glukozo-6-fosforanu

Zawartos¢ G6P w lisciach ogérka oznaczano metodg spektrofotometryczng opartg
0 pomiar stopnia redukcji NADP* do NADPH przez G6P katalizowanej przez G6PDH
(rozdziat 4.2.6.1). llos¢ powstatego w mieszaninie reakcyjnej NADPH jest wprost
proporcjonalna do zawartosci G6P w ekstrakcie roslinnym (Chen i wsp., 2002).

Homogenizowano 0,5 g lisci ogérka w 2,5 cm?® schiodzonego, 4% (v/v) HCIO.,.
Homogenaty inkubowano na lodzie przez 30 min, a nastepnie wirowano (20 000 g, 10 min,
4 °C). Uzyskane supernatanty zobojetniano za pomocg 5 M K;COs i ponownie wirowano
(20 000 g, 10 min, 4 °C) w celu przyspieszenia sedymentacji wytrgconego osadu KCIlO4. Po
usunieciu osadu do supernatantu dodawano 50 mg wegla aktywnego przemytego 1 M HCI.
Po wytrzagsaniu przez 15 min otrzymang zawiesine wirowano (20 000 g, 10 min, 4 °C).
Supernatanty wykorzystywano do oznaczenia zawartosci G6P.

Sporzgdzano 1 cm?® mieszaniny zawierajgcej 0,1 cm? ekstraktu roslinnego, 0,7 cm?
10 mM buforu HEPES-KOH (pH = 7,6), 0,05 cm® 0,2 mM NADP*, 0,1 cm® 4 mM MgCl,
i 0,05 cm® G6PDH o aktywnosci 20 U cm™. Préba odnos$na zawierata 0,1 cm?® 4% HCIO4
zamiast ekstraktu roslinnego. Absorbancje prob mierzono przed dodaniem G6PDH oraz po
4 min od dodania enzymu (25 °C, A = 340 nm).
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Zawarto$¢ G6P w lisciach ogorka wyrazano w pg gt $.m. (enappn = 6,22 mmol?t dm?3

cm?).

4.2.7. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej

Zasada metody oznaczania aktywnosci G6PDH (EC 1.1.1.49) polega na
spektrofotometrycznym pomiarze szybkosci utleniania G6P do GL6P przez NADP* (rozdziat
4.2.6.1). Szybkos¢ powstawania NADPH jest wprost proporcjonalna do aktywnosci G6PDH
(Sgherri i wsp., 2002).

Homogenizowano 0,5 g lisci ogdérka lub 0,3 cm® zawiesiny chloroplastow
(sprawdzenie czystosci frakcji) odpowiednio w 2,5 lub 0,1 cm® 50 mM buforu Tris-HCI
(pH = 7,7). Homogenaty wirowano (20 000 g, 15 min, 4 °C). Do sporzgdzenia mieszaniny
reakcyjnej uzywano 0,1 cm? ekstraktu roslinnego, 1,7 cm® 50 mM buforu Tris-HCI (pH = 7,0),
0,1 cm® 200 mM MgCl,, 0,05 cm® 10 mM NADP* i 0,05 cm® 80 mM G6P. Proba odno$na
zawierata bufor ekstrakcyjny zamiast ekstraktu roslinnego. Pomiar przyrostu absorbanciji
wywotanego powstawaniem NADPH prowadzono przez 4 min w temp. 25 °C przy dlugosci
fali A = 340 nm. Aktywno$¢ G6PDH wyrazano w nmol NADP* mint! mg? biatka

(enaopH = 6,22 mmolt dm3 cm't).

4.2.8. Oznaczanie wybranych metabolitéw i enzymoéw cyklu Krebsa
4.2.8.1. Zawartos¢ kwasu L-jabtkowego

Zawartos¢ kwasu L-jabtkowego (L-MA) w lisciach ogérka oznaczano
spektrofotometrycznie na podstawie pomiaru ilosci NADH gromadzonego w mieszaninie
reakcyjnej jako produktu reakcji redukcji NAD* przez L-MA Kkatalizowane] przez

dehydrogenaze L-jabtczanowg (L-MDH) (Mdllering, 1985):

L-MDH
Kwas L-jabtkowy + NAD* & » Kwas szczawiooctowy + NADH + H*

W mieszaninie reakcyjnej ustala sie stan rownowagi dynamicznej i w celu
przesuniecia tej rownowagi w prawo usuwa sie z ukfadu kwas szczawiooctowy. W tym celu
do $rodowiska reakcji wprowadza sie kwas L-glutaminowy (L-Glu) i aminotransferaze
L-glutaminian:szczawiooctan (GOT, EC 2.6.1.1), ktéra katalizuje reakcje przeniesienia grupy

aminowej z czgsteczki L-Glu na czasteczke kwasu szczawiooctowego:

Kwas szczawiooctowy GOT Kwas L-asparaginowy
+ +

Kwas L-glutaminowy Kwas 2-oksoglutarowy

L
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W celu oznaczenia zawartosci L-MA w lisciach ogdérka homogenizowano 0,5 g lisci
w 2,5 cm? wody destylowanej. Otrzymane homogenaty wirowano (15 000 g, 15 min, 4 °C).

Mieszanine reakcyjng sporzgdzano z 1 cm® 0,6 M buforu glicyloglicynowego
(pH = 10,0), 0,2 cm® 47 mM NAD*, 0,01 cm® GOT o aktywnosci 400 U cm3, 1,4 cm® wody
destylowanej i 0,1 cm?® ekstraktu roslinnego. Préba odno$na nie zawierata ekstraktu.
Mieszanine te inkubowano przez 3 min w temp. 25 °C i mierzono jej absorbancje przy
dtugosci fali A = 340 nm. Nastepnie dodawano 0,01 cm® L-MDH o stezeniu 5 mg cm™
i uzyskane proby inkubowano przez 10 min w temp. 25 °C. Po tym czasie ponownie
mierzono absorbancje mieszaniny przy dtugosci fali A = 340 nm. llos¢ wytworzonego NADH
byta wprost proporcjonalna do zawartosci L-MA w ekstrakcie roslinnym, ktérg wyrazano

w mg g §.m. (enaon = 6,22 mmol™* dm? cm™).

4.2.8.2. Zawartos¢ kwasu szczawiooctowego

Zawartos¢ kwasu szczawiooctowego w lisciach ogérka oznaczano metodg
spektrofotometryczng. W obecnosci L-MDH kwas szczawiooctowy z ekstraktu roslinnego
redukuje sie do L-MA. Donorem elektronéw w tej reakcji jest NADH. Spadek absorbancji
préby jest wprost proporcjonalny do ilosci utlenionego NADH i zawartosci kwasu

szczawiooctowego (Wahlefeld, 1974):

L-MDH .
Kwas szczawiooctowy + NADH + H* » Kwas L-jabtkowy + NAD*

Ekstrakty roslinne do oznaczania zawartoSci kwasu szczawiooctowego
przygotowywano wg procedury opisanej dla G6P (rozdziat 4.2.6.2).

Mieszanine reakcyjng sporzgdzano z 0,77 cm® 150 mM buforu Tris-HCI (pH = 7,6),
0,05 cm® 10 mM EDTA (sol sodowa, pH = 7,0), 0,05 cm?® 0,15 mM NADH oraz 0,03 cm?®
L-MDH o aktywnosci 67 U cm= i 0,1 cm?® ekstraktu roslinnego. Do przygotowania proby
odnos$nej uzywano 0,1 cm?® 4% (v/v) HCIO4 zamiast ekstraktu roslinnego. Absorbancje préb
monitorowano przed dodaniem oraz 4 min po dodaniu L-MDH (25 °C, A = 340 nm).

Zawartosc¢ kwasu szczawiooctowego wyrazano w mg gl s.m.

(enapH = 6,22 mmol™? dm? cm™?).

4.2.8.3. Aktywnosé dehydrogenazy L-jabtczanowej
Zasada metody oznaczania aktywnosci L-MDH (EC 1.1.1.37) polega na

spektrofotometrycznym pomiarze szybkosci utleniania  NADH do NAD* przez kwas

szczawiooctowy, ktory redukuje sie do L-MA (rozdziat 4.2.8.2). Spadek absorbancji wywotany
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utlenianiem NADH w prébie zawierajgcej L-MDH jest wprost proporcjonalny do aktywnosci
tego enzymu (Asahi i Nishimura, 1973).

Homogenizowano 0,5 g lisci ogorka w 2,5 cm® 50 mM buforu K-fosforanowego
(pH = 7,5). Homogenaty wirowano (14 000 g, 10 min, 4 °C). Otrzymane supernatanty
wykorzystywano do oznaczen.

Mieszanine reakcyjng sporzgdzano z 2,6 cm® 0,1 M buforu K-fosforanowego
(pH=7,5), 0,2 cm® 3,75 mM NADH, 0,1 cm® 6 mM kwasu szczawiooctowego i 0,1 cm?®
ekstraktu roslinnego. Spadek absorbancji monitorowano przez 4 min (25 °C, A = 340 nm).
Préba odnosna zawierata 0,1 cm? buforu K-fosforanowego (pH = 7,5) zamiast ekstraktu.

Aktywno$¢ L-MDH  wyrazano w nmol NADH min? mg?' biatka

(enapn = 6,22 mmol™* dm? cm™).

4.2.8.4. Aktywnos¢ fumarazy
Aktywnos¢ fumarazy (EC 4.2.1.2) oznaczano spektrofotometrycznie na podstawie
pomiaru szybkosci dehydratacji L-MA do kwasu fumarowego (Bergmeyer i wsp., 1974):

Fumaraza
Kwas L-jabtkowy » Kwas fumarowy + H20

Homogenizowano 0,5 g lisci ogérka lub 0,3 cm?® zawiesiny chloroplastéw (oznaczenie
czystosci frakcji) odpowiednio w 2,5 lub 0,1 cm® 50 mM buforu Tris-HCI (pH = 7,7).
Homogenaty wirowano (20 000 g, 15 min, 4 °C). Mieszanine reakcyjng sporzgdzano
z 0,05 cm?® ekstraktu roslinnego, 1,6 cm® 50 mM buforu Tris-HCI (pH = 8,0), 0,25 cm® 0,133%
Tritonu X-100 oraz 0,1 cm® 1,2 M L-MA. Proba odnosna zawierata 0,05 cm® buforu do
homogenizacji zamiast ekstraktu roslinnego. Spadek absorbancji wywotany dehydratacjg
L-MA monitorowano przez 4 min w temp. 25 °C przy dtugosci fali A = 240 nm. Aktywnos¢

fumarazy wyrazano w nmol L-MA min* mg? biatka (e..wa = 2,25 mmol™* dm?3 cm™).

4.2.9. Oznaczanie zawartosci biatka

Zawartos¢ biatka w ekstrakcie z lisci i chloroplastow ogorka oznaczano
spektrofotometrycznie metodg wykorzystujgcg kompleksowanie biatek przez biekit kumazyny
G-250 (CBB, ang. Coomassie Briliant Blue G-250) (Bradford, 1976). Zasadowe
i aromatyczne fancuchy boczne reszt aminokwasowych (Arg, His, Lys, Phe, Trp, Tyr) biatek
majg zdolnos$¢ tworzenia w roztworze H3zPO4 wigzan jonowych i oddziatywan hydrofobowych
z CBB. Zwigzanie biatka z CBB powoduje przesunigcie maksimum absorbcji barwnika
ZA =465 nm na A = 595 nm, czemu towarzyszy zmiana barwy roztworu z brunatnej na
niebieskg. Intensywnos¢ niebieskiego zabarwienia kompleksu biatko-CBB jest wprost

proporcjonalna do zawarto$ci biatka w mieszaninie reakcyjne;j.
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Dziesieciokrotnie rozcienczony ekstrakt enzymatyczny z lisci lub nierozcienczony
ekstrakt po homogenizacji zawiesiny chloroplastéw mieszano z odczynnikiem Bradford
(100 mg CBB w 50 cm? 95% etanolu, 100 cm?® 85% HsPO4, 850 cm?® wody dejonizowanej)
w proporcji objetosciowej 1:50 i tak otrzymane mieszaniny inkubowano przez 5 min w temp.
25 °C. Absorbancje préb mierzono przy diugosci fali A = 595 nm w kuwetach 1 cm.

Zawartos¢ biatka oznaczano przez poréwnanie z krzywg wzorcowg sporzgdzong dla
roztworéw albuminy surowicy bydlecej w 0,9% NaCl w zakresie stezen 0-500 pg cm

Zawartos$¢ biatka podawano w mg cm3,

4.2.10. Oznaczanie aminokwasow metoda HPLC

W celu oznaczenia zawartosci aminokwaséw: glicyny (Gly), L-seryny (L-Ser), kwasu
L-glutaminowego (L-Glu), L-glutaminy (L-GIn) i L-metioniny (L-Met) homogenizowano 0,5 g
lisci ogorka w 2,5 cm?® 80% metanolu (v/v). Homogenaty wirowano (20 000 g, 15 min, 4°C).
Uzyskane supernatanty odparowano do sucha na wyparce prozniowej w temp. 37 °C.
Nastepnie do powstatych osadéw dodawano 5 cm® 6 M HCI i przez 12 h prowadzono
hydrolize préb. W kolejnym etapie hydrolizaty odparowywano do sucha na wyparce
prézniowej w temp. 37 °C. Do rozpuszczenia probek stosowano bufor boranowy (pH = 9,11)
sporzgdzony poprzez zmieszanie roztworow A i B w stosunku objetosciowym 1:9. Roztwdr A
o0 objetosci 1 L otrzymywano poprzez rozpuszczenie 12,404 g HsBO; i 2,892 g NacCl
w wodzie destylowanej. Roztwér B sporzadzano z 19,108 g Na»B.O,+10H.O rozpuszczajgc
go w wodzie destylowanej (objetos¢ koncowa V = 1 L). Osady po hydrolizie rozpuszczano
w 1 cm? buforu boranowego zawierajgcego 10 mM B-merkaptoetanol.

Otrzymane probki poddawano rozdziatowi metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC, DIONEX, Sunnyvale, CA, USA) z wykorzystaniem chromatografu
wyposazonego w detektor fotodiodowy i fluorymetryczny na kolumnie z odwrdéconym
uktadem faz (Accucore C18, 150 nm x 4,6 mm, 2,6 um, ThermoScientific, USA), potgczonej
z prekolumng (Hypersil GOLD Drop-In guards, 10 mm x 4 mm, 5 mm), w temperaturze
40 °C.

Chromatografie prowadzono stosujgc gradient 40 mM buforu Na-fosforanowego
(pH = 7,8) (C) oraz mieszaniny acetonitrylu, metanolu i wody (45:45:10; viviv) (D) przy
przeptywie 2 cm® min?, w nastepujgcych warunkach: 0 — 1 min: 0% D; 1 — 18,1 min: 0 — 57%
D; 18,1 — 18,6 min: 57-100% D; 18,6 — 22,3 min: 100% D; 22,3 — 26 min: 0% D. Przed
naniesieniem proby (0,02 cm® na kolumne prowadzono derywatyzacje aminokwasow
o-ftaldialdehydem (OPA) w mieszaninie reakcyjnej sporzadzonej z: 0,375 cm?® 0,4 M buforu
boranowego (pH = 10,2), 0,075 cm® 20 uM roztworu aminokwasu wzorcowego/proby

badanej, 0,075 cm® OPA, 0,075 cm?® acetonitrylu, 0,48 cm® wody destylowanej. Detekcje
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OPA-pochodnych aminokwaséw prowadzono metodg fluorymetryczng przy fali wzbudzenia
A =340 nm i emisji L = 450 nm oraz metodg spektrofotometryczng (A = 338 nm). Maksima
pikbw pochodzgcych od OPA-pochodnych aminokwaséw na chromatogramach
identyfikowano przez poréwnanie z czasami retencji oraz widmami absorpcyjnymi on-line
OPA-pochodnych aminokwaséw wzorcowych: Gly, L-Ser, L-Glu, L-GIn, L-Met. Zawartos¢
aminokwasow w prébach badanych obliczano w oparciu o krzywg kalibracyjng wykreslong

dla roztworéw aminokwaséw wzorcowych i podawano w pmol g §.m.

4.2.11. Analiza wybranych metabolitéw metoda GC-MS

Metode chromatografii gazowej (GC) sprzezonej ze spektrometrig masowg (MS)
stosowano do oznaczenia wzglednej zawartosci mio-inozytolu, fitolu, a-, y- oraz 3-tokoferolu,
kwasow: glicerynowego, palmitynowego, linolowego, a-linolenowego i stearynowego,
3-fosfoglicerynianu, palmitynianu fitylu oraz trehalozy i rafinozy w lisciach ogoérka.

W celu przygotowania prob do oznaczen GC-MS ucierano na sucho 1 g
zliofilizowanych lisci ogérka. Ze wzgledu na zréznicowang budowe czasteczek
analizowanych metabolitéw, do ekstrakcji uzyto rozpuszczalnikébw o rdznej polarnosci:
n-heksanu, eteru dietylowego i metanolu. W pierwszym etapie ekstrahowano najmniej
polarne metabolity: tokoferole, dtugotancuchowe alkohole, kwasy karboksylowe i estry.
Proszek z lisci zalewano 20 cm® n-heksanu, dodawano 0,05 cm® heksanowego roztworu
n-dokozanu o stezeniu 1 mg cm™ (standard wewnetrzny) i poddawano ekstrakcji z uzyciem
mieszadta magnetycznego przez 30 min. Po sedymentacji osadu ekstrakt sgczono przez
bibute filtracyjng, a do osadu dodawano ponownie 20 cm?® n-heksanu (bez standardu
wewnetrznego) i procedure ekstrakcji powtarzano jeszcze dwukrotnie. Pozyskany przesgcz
odparowywano na wyparce prézniowej w temp. 65 °C pozostawiajgc ok. 0,5 cm?® ekstraktu,
ktéry uzupetniano n-heksanem do 1 cm?® uzyskujgc wiasciwg prébke do rozdziatu na
kolumnie GC. Wysuszony osad lisci po ekstrakcji n-heksanem zalewano nastepnie 20 cm?
eteru dietylowego i ekstrahowano kolejne metabolity: niskoczgsteczkowe kwasy
karboksylowe i estry analogicznie jak w pierwszym etapie. Po odparowaniu ekstrakiow do
sucha na wyparce prézniowej w temp. 40 °C uzyskany osad rozpuszczano w 0,5 cm?®
pirydyny. W otrzymanym roztworze prowadzono derywatyzacje metabolitow uzyskujgc lotne
pochodne trimetylosililowe. W tym celu do pirydynowego roztworu dodawano 0,05 cm?®
N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (BSTFA) zawierajacego 1% chlorotrimetylosilan
(TMCS). Derywatyzacje przeprowadzano ogrzewajgc roztwory w termobloku w temp. 70 °C
przez 30 min uzyskujac wiasciwe probki do analizy GC. Suchy osad liSci po ekstrakgcji eterem

dietylowym wykorzystywano do ekstrakcji metanolem niskoczgsteczkowych alkoholi
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i cukréow. Po ekstrakcji i odparowaniu ekstraktow (90 °C) prowadzono identycznie jak
poprzednio derywatyzacje z wykorzystaniem BSTFA i TMCS.

Przygotowane prébki ze wszystkich trzech serii ekstrakcji analizowano za pomoca
chromatografu gazowego HP 6890 wyposazonego w detektor masowy MSD 5973 (Agilent
Technologies, USA) z autosamplerem 7693A, elektroniczng kontrolg cisnienia i dozownikiem
Split/Splitless. Dozownik pracowat w trybie Split 1:50 w temperaturze 250 °C. Objetos¢
wprowadzanej do dozownika probki wynosita 0,001 cm?®. Rozdziat prowadzono na kolumnie
wypetnionej 5% difenylem i 95% dimetylopolisiloksanem (HP-5MS, 30 m x 0,25 mm,
0,25 um, Agilent Technologies) z szybkoscig przeptywu helu 1 cm® mint. Widma EIMS
uzyskiwano przy energii jonizacji 70 eV, co odpowiada przecietnej energii wigzanh
w czgsteczkach zwigzkéw organicznych, w temperaturze zrodta 230 °C i temperaturze
kwadrupola 150 °C. Detektor MS ustawiony byt na skanowanie mas czgsteczkowych
w zakresie 40-620 u. Chromatogramy rejestrowano w zaprogramowanym rezimie
temperatury zmieniajgcej sie liniowo w przedziale 50-320 °C z szybkoscig 3 °C min?. Dla
wszystkich probek chromatogramy zintegrowano w celu uzyskania czaséw retencji
i obszaréw pikéw chromatograficznych przy uzyciu oprogramowania Chemstation (Agilent
Technologies). W analizach GC-MS identyfikacja metabolitdw wymagata uwzglednienia
dwdéch niezaleznych parametréw analitycznych: widma masowego i wskaznika retencji (Van
Den Dool i Kratz, 1963). Do obliczenia wskaznikéw retencji pikow chromatograficznych
zastosowano roztwor n-alkanéw (Ce-Cao) W n-heksanie. Wartosci doswiadczalne wskaznikow
widm retencji i widm masowych poréwnywano z bazami literaturowymi (NIST’11, Adams 4).
Zawartosci analizowanych metabolitow obliczano wzgledem standardu wewnetrznego biorgc

pod uwage pola powierzchni pikdw na chromatogramach GC.

4.2.12. Oznaczanie profilu ekspresji genéw metoda qRT-PCR
4.2.12.1. 1zolacja RNA

Izolacja RNA z lisci ogérka wykonywana byta z uzyciem zestawu GeneMATRIX
Universal RNA Purification Kit (EURx®). Przed izolacjg przygotowywano bufory do
homogenizacji: roztwory LG i RL (elementy zestawu) mieszano z [B-merkaptoetanolem
w stosunku objetosciowym 100:1.

Liscie ogorka o masie 50 mg umieszczano w sterylnej probowce typu Eppendorf
i homogenizowano za pomoca plastikowej szpatutki w 0,3 cm® buforu do homogenizaciji
(0,2cm® buforu LG, 0,1 cm?® buforu RL). Prébe wirowano (20000 g, 4 min, 4 °C).
Supernatant przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf (RNase-free) i dodawano
0,2 cm® buforu RL. Po doktadnym wymieszaniu zawartos¢ probowki przenoszono do

minikolumny homogenizacyjnej umieszczonej w 2 cm? probéwce odbierajgcej. Minikolumne
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wirowano (11000 g, 2 min, 4 °C). Do probéwki odbierajgcej z przesgczem dodawano
0,3cm® 96% etanolu i cato$¢ mieszano przez pipetowanie. Otrzymang mieszanine
przenoszono do minikolumny wigzacej umieszczonej w probéwce odbierajgcej. Minikolumne
wirowano (11 000 g, 1 min, 4 °C). Przesacz usuwano. Do minikolumny dodawano 0,4 cm?
buforu ptuczagcego Wash DN1 i catos¢ ponownie wirowano (11 000 g, 1 min, 4 °C). Przesacz
usuwano, a do minikolumny umieszczonej w nowej probowce odbierajgcej dodawano
0,05 cm?® buforu DNR zawierajgcego 2 U (0,001 cm®) DNAzy | i cato$¢ inkubowano przez
10 min w temp. 25 °C. Nastepnie do minikolumny dodawano 0,4 cm?® buforu Wash RBL.
Minikolumne wirowano (11 000 g, 1 min, 4 °C). W kolejnym etapie dodawano 0,65 cm?®
buforu ptuczacego Wash RBW i minikolumne ponownie wirowano (11 000 g, 1 min, 4 °C).
Przesgcz usuwano, a minikolumne umieszano w nowej probéwce odbierajgcej. Po dodaniu
0,35 cm? buforu ptuczgcego Wash RBW minikolumne wirowano (11 000 g, 2 min, 4 °C). Po
usunieciu przesgczu minikolumne przenoszono do nowej probéwki odbierajgcej i dodawano
0,05 cm® wody wolnej od RNAz. Minikolumne wirowano (11 000 g, 1 min, 4 °C). Uzyskany

przesgcz w probéwce zawierat RNA wykorzystywany do dalszych etapéw analizy.

4.2.12.2. Oznaczanie stezenia, czystosci i jakosci preparatu RNA

Stezenie wyizolowanego RNA oceniano metodg spektrofotometryczng przy uzyciu
spektrofotometru  NanoDrop® (ND-1000). Absorbancje mierzono przy dtugosci fali
L = 260 nm, a zawartos¢ RNA wyrazano w ug cm przyjmujgc wynik 1 dla stezenia
40 ug cm=.

Czystosé preparatu RNA oznaczano w oparciu o pomiar stosunkéw absorbanciji:
AzsolAzgo Oraz Azeo/Azzo (NanoDrop®, ND-1000). Warto$¢ w przedziale 1,8 — 2,2 wskazywata
na wysokg czystos¢ uzyskanego RNA.

Jakosé otrzymanego preparatu oceniano przeprowadzajgc elektroforeze probek
w zelu agarozowym. Zel do elektroforezy sporzadzano rozpuszczajgc na gorgco 0,6 g
agarozy w 60 cm? buforu 1xTAE (40 mM Tris pH = 8,0, 20 mM kwas octowy, 1 mM EDTA).
Po przestudzeniu do uzyskanego roztworu dodawano 0,0015 cm?® bromku etydyny. Po
wymieszaniu roztwér wylewano do saneczek aparatu do elektroforezy i pozostawiano do
zastygniecia. Do 0,01 cm?® preparatu RNA zawierajgcego 5 ug RNA dodawano 0,002 cm?®
buforu 1xTAE i 0,004 cm?® buforu obcigzajgcego (15% glicerol, 0,1% EDTA, 0,025% bfekit
bromofenolowy, 0,025% cyjanoksylen). Uzyskany roztwér RNA przenoszono do studzienek
w zelu agarozowym. Elektroforeze prowadzono przez 45 min przy statym napieciu

U =100 V. Rozwiniety elektroforegram oceniano w $wietle UV w transiluminatorze.
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4.2.12.3. Odwrotna transkrypcja

Synteza komplementarnego DNA (cDNA) na matrycy RNA (reakcja odwrotnej
transkrypcji) zostata wykonana przy uzyciu zestawu NG dART RT Kit (EURx®).

Mieszanine reakcyjng przygotowywano w sterylnej, wolnej od nukleaz probéwce
0,2 cm?® (tzw. PCR-6wka). Jedna probka zawierata 0,002 cm? buforu 5xNG cDNA, 0,002 cm?®
wody wolnej od RNAz, 0,0005 cm?® starterow (Random Hexamer Primers), 0,0005 cm?
mieszaniny NG dART Mix (zawierajgcej deoksynukleotydy, odwrotng transkryptaze i inhibitor
RNAZ) oraz 0,005 cm? preparatu zawierajgcego 800 ng RNA. Zawarto$¢ probowki mieszano
i wirowano (10 000 g, 1 min, 25 °C), a nastepnie inkubowano kolejno przez 10 min w temp.
25 °C i 50 min w temp. 50 °C. Reakcje odwrotnej transkrypcji przerywano inkubujgc prébke

przez 5 min w temp. 85°C.

4.2.12.4. Reakcja Real Time PCR z wykorzystaniem fluoroforu SYBR-Green®

tancuchowg reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR) wykonano na
aparacie LightCycler 480 Il (Roche Applied Science) z uzyciem SensiFAST SYBR® No-ROX
Kit (Bioline). Analizowano ekspresje 19 gendw — 2 referencyjnych: genu biatka
ubikwitynopodobnego i genu a-tubuliny oraz 17 genéw badanych. Projekty starterow (Tab. 2)
oparto na podstawie sekwencji transkryptéw dostepnych w bazie danych Reference
Sequence (program BLAST, NCBI). Sprawdzano specyficznos¢ starterow dla okreslonych
transkryptow oraz analizowano, czy podczas reakcji nie bedg tworzy¢ sie niepozgdane
produkty splicingowe. Metoda gRT-PCR polega na monitorowaniu kinetyki fancuchowej
reakcji polimerazy w czasie jej trwania. W tym celu do mieszaniny reakcyjnej wprowadza sie
barwnik fluoroscencyjny tworzgcy kompleksy z DNA. Intensywno$c¢ fluorescencji emitowanej
przez te kompleksy jest wprost proporcjonalna do stezenia amplikonéw, ktérego przyrost
mozna analizowaé na biezgco. W badaniach ekspresji genéw uzyto barwnik SYBRGreen.

Reakcje qRT-PCR przeprowadzano w objetosci 0,015 cm3. Mieszanina reakcyjna
sktadata sie z 0,0075 cm® 2xMaster Mix SYBRGreen, 0,0025 cm?® 3 uM starteréw (lewego
i prawego) oraz 0,005 cm? 15-krotnie rozcienczonych preparatow cDNA lub przygotowanych
rozcienczen pozwalajgcych wykreslic krzywg wzorcowg. Krzywa wzorcowa skfadata sie
z pieciu punktow. Wyjsciowy roztwdr cDNA dla tej krzywej stanowita 4-krotnie rozcienczona
mieszanina dziesieciu losowo wybranych preparatow cDNA. Kolejne punkty krzywej
uzyskiwano poprzez 3-krotne, seryjne rozcienczenia mieszaniny cDNA. Kontrola negatywna
zawierata 0,005 cm? wody uzywanej do rozcienczen zamiast preparatu cDNA. tancuchowe

reakcje polimerazy prowadzono w warunkach podanych w Tab. 3.
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Tab. 2. Zestawienie genéw referencyjnych i badanych wraz z sekwencjami starteréw

Numer NCBI Gen Starter lewy Starter prawy
Biatko
o ACCTTGTGCTCCGTCTCAG CCTTCTTGTGCTTGTGCTTGAT
AY372537.1 ubikwitynopodobne
AJ715498 o-Tubulina GCACTGGTCTTCAAGGAT GTAAGGCTCAACGACAGA
GU248529 Katalaza TTCCAATCAATTACCGTCACAT ATTCTAATAGCCTCCTCTTCCA
Peroksydaza
GCAAGGATTCCAAGACTG GTAACCTCAACAGCAACAA
D88649 askorbinianowa
XM_004146902 Reduktaza glutationowa TAGTGCTGTTCCTTGTGCTGTT GCCGAAAGTTTGCTGTGTAGATG
Dysmutaza
GAACTGAAGCCTCCTCCATA CTCTATCTGTCTGTTAAGGTTGTC
XM_011654801 ponadtlenkowa
Duza podjednostka
ATATCTTGGCAGCATTCC TTCCATAGCATCGTCCTT
L21937 RuBisCO
Karboksylaza
. . ACTTCGTCTCCGTGATTCATACAT GGTTTGCTTGCTTCCATTATTTCC
AJ417435 fosfoenolopirogronianowa
Dehydrogenaza aldehydu
) AAGGTGGCAATCAATGGA GACGACAACAACATCAAGG
LT160744 3-fosfoglicerynowego
Dehydrogenaza glukozo-
CTCGGCAAGTTCCTGAATCG TCAACATCCACTGAAGCATCC

XM_004144692

6-fosforanowa

Dehydrogenaza

CAAGATGGAGGAACAGAAGTAG TTCGGTGACGGTTGATTG

XM_004137169 L-jabtczanowa

Dehydrogenaza

. ] CAAGAAGTCTACGAATCTCAGT CAGAAGTCATCAAGCCAAGA
NM_001308925 izocytrynianowa
XM_004152189 Fumaraza TGCCACACCTCTAACTCTTG CAACAGCCGTTCCACCTT
XM_004136337 Heksokinaza ATTCATCCTGAGCACACC CACACCTCTACGACGATT
XM_004142877.2 Dekarboksylaza glicyny TGCGGCTGGAGAATATGC CGTGTGCTGAGAGTGGAAT
XM_004144390 Oksydaza glikolanowa GTGGAAGCAGGTGTTGATGGAAT CAGAAATAGTGGCAGGAGCAAAGT
XM_004136929 Tioredoksyna M3 TTCAATCGCCGTCTTAATCC GTCCACACCAACTAGCATAA
KP727817.1 Inwertaza kwasna ACCATCCGCTTCATTATGC CGTCGTGCCTTGTATCATC
XM_004150438 Inwertaza zasadowa CTCTTGAAGGTCAGGAAT TTCTGGTCTGTTCATCTT

Tab. 3. Warunki reakcji gRT-PCR prowadzonej w obecnosci barwnika SYBRGreen

Program Parametry
Denaturacja )
95 °C, 5 min
wstepna
o 95°C, 10 s
Amplifikacja
(35 cyki) 55°C, 15s
cykli
Y 72°C,20s
Odczyt fluorescenciji
Krzywa 65-95 °C,
topnienia 0,1°Cs?
Schiodzenie
40°C, 30 s
aparatu
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Analiza krzywych topnienia wskazata na powstawanie pojedynczego produktu PCR
w kazdej reakcji. Otrzymane wyniki normalizowano wzgledem gendéw referencyjnych.
Obliczanie wzglednej ekspresji gendw przeprowadzano metodg podwojnej delty (metoda
Livak’a) z wykorzystaniem pakietu Project R, wersja 3.2.2 (GNU Project, Bell Laboratories,

Lucent Technologies).

4.3. Statystyczne opracowanie wynikow

Zawarte w pracy wyniki stanowig Srednig arytmetyczng z 3-7 niezaleznych powtorzen
eksperymentalnych. Przy wszystkich wynikach liczbowych podano odchylenia standardowe
(o). Dla kazdego wariantu eksperymentalnego i dla wszystkich punktéw czasowych jedno
powtdrzenie eksperymentalne pochodzito z jednej uprawy roslin. Doktadna liczba powtorzen
eksperymentalnych wskazana jest przy opisie danego parametru.

Istotnos¢ statystyczng uzyskanych wynikédw oceniano stosujgc test ANOVA rang
Kruskala-Wallisa (Statistica®, wersja 12). Badano hipoteze zerowg (Ho) o braku wptywu
danego czynnika oraz hipoteze alternatywng (Hi) o istotnym wplywie tego czynnika przy
poziomie istotnosci p<0,05.

Dane w jednym punkcie czasowym, ktére oznaczone sg tymi samymi literami alfabetu

pozostajg wobec siebie nieistotne statystycznie.



5. WYNIKI

5.1. Rozwdj infekcji Psl
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Pierwsze objawy kanciastej plamistosci lisci ogorka w postaci chlorotycznych plam

w miejscach inokulacji lisci Z3 pojawiaty sie w czasie T2 (Rys. 7A). W ciggu kolejnych 5 dni

plamy powiekszaty sie, stawaly sie nieregularne, a ostatecznie ulegaty nekrozie (Rys. 7B).

Przez caly okres prowadzenia analiz infekcja nie rozprzestrzeniala sie poza liscie Z3,

a nekrozy otoczone chlorotycznymi obwddkami byly ograniczone nerwami bocznymi.

-
K »

Rys. 7. Makroskopowe obja-
wy infekcji Psl

We wczesnej fazie infekcji (T2)
obserwowano chlorotyczne
zmiany obszarow inokulowa-
nych Psl| (czerwone, ciggte
strzatki, A).

Wraz z rozwojem choroby (T7)
wokét miejsc inokulacji poja-
wiaty sie nieregularne nekrozy
z chlorotycznymi obwodkami
(czerwone, przerywane strzat-
ki, B).

W T,, na lisciach po aplikacji
DCMU, pojawiaty sie jasne
nekrozy otoczone cienkimi,
chlorotycznymi obwodkami
(zotte, ciggte strzatki, C), ktére
w T obejmowaly wiekszg
powierzchnie liscia  (zétte,
przerywane strzatki, D).

Po aplikacji DBMIB, w T2, na
lisciach rozwijaly sie jasne
nekrozy bez chlorotycznych
obwodek (niebieskie, ciggte
strzafki, E), ktore  wraz
z uptywem czasu (T7) stawaty
sie ciemniejsze (niebieskie,
przerywane strzatki, F).
Makrofotografie na planszy sg
reprezentatywne.
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Po aplikacji DCMU i DBMIB pierwsze objawy makroskopowe w postaci nekroz
0 jasniejszym odcieniu i mniejszych rozmiarach wystgpity wczesniej, niz u roslin zakazonych
nietraktowanych inhibitorami. W przypadku DCMU nekrozy te byly otoczone cienkimi,
chlorotycznymi obwoddkami (Rys. 7C), natomiast po aplikacji DBMIB nie stwierdzono
obecnosci chlorotycznych obwddek (Rys. 7E). W T; zmiany chorobowe nasility sie
w stosunku do stwierdzonych w T, po aplikacji inhibitoréw. Stwierdzono rozwdj nekroz
otoczonych chlorotycznymi obwoddkami po aplikacji DCMU, ktére zajmowaly wiekszg
powierzchnie niz we wczesnej fazie patogenezy (Rys. 7D) i pozbawionych obwddek po

zastosowaniu DBMIB (Rys. 7F). Znamiona infekcji po aplikacji DBMIB w T7 przypominaty

objawy zakazenia mniej wirulentnym szczepem.

Rys. 8. Mikroskopowe i ter-
miczne objawy infekcji Psl

We wczesnej fazie infekcji (T2)
obserwowano zaburzenia flu-
orescencji chlorofilu w miej-
scach inokulacji (A) oraz obni-
zenie temperatury obszaréw
wokot miejsc inokulaciji lisci Z3
. (biate, ciggte strzatki, C). Wraz

| z rozwojem choroby (T7)
dochodzito do znacznego obni-
zenia fluorescencji chlorofilu
w miejscach inokulacji i w ich
sgsiedztwie (B) oraz wzrostu
temperatury miejsc inokulacji
(biate, przerywane strzatki, D).
Mikrofotografie i obrazy termo-
wizyjne na planszy sg repre-
zentatywne.

Rozwojowi choroby wywofanej przez Psl towarzyszyto znaczne zmniejszenie
intensywnosci autofluorescencji chlorofilu w lisciach Z3, szczegdlnie w miejscach inokulacji
(Rys. 8A, B).

Obrazowanie rozktadu temperatury powierzchni blaszki lisciowej ujawnito, ze obszary
wokot miejsc inokulacji lisci Z3 poczatkowo (T2) charakteryzujg sie nizszg temperaturg niz
regiony aplikacji Psl (Rys. 8C). Wraz z rozwojem infekcji (T-) efekt ten ustepowat, a nekrozie

obszardéw inokulacji towarzyszyto ich wysuszenie i wzrost temperatury (Rys. 8D).
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5.2. Analiza parametréw fluorescenciji chlorofilu

W dniu inokulacji Psl (To) liscie K6 odznaczaty sie o 48% wyzszg wartoscig NPQ
w porownaniu z K3. We wczesnej fazie patogenezy (T, T2) stwierdzono poinfekcyjny wzrost
wartosci NPQ w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 odpowiednio o 85 i 65% (Rys. 9A).

Istotne zmiany wartosci Qp po inokulacji stwierdzono jedynie w liSciach Z3 w czasie
T1 (wzrost 0 22% w stosunku do K3) i w Z5 w czasie Ts (wzrost 0 22% w poréwnaniu z K5).
Wartosci Qe 0znaczone dla lisci K3 i K5 nie réznity sie (Rys. 9B).

Wykazano, ze wylgcznie w péznym stadium patogenezy dochodzi do poinfekcyjnego
obnizenia wartosci Qv w lisciach Z3 (0 24% w Ts i 0 21% w T7; w poréwnaniu z K3).
Stwierdzono réwniez, ze w Ts i T7 w lisciach Z5 wartosci Qv sg wieksze odpowiednio o 24
i 22% niz w lisciach Z3 (Rys. 9C).

A 11 Rys. 9. Parametry fluorescencji

chlorofilu a w lisciach ogérka po

A aa An infekcji Psl
YT Mierzono: (A) niefotochemiczne
wygaszanie fluorescencji (NPQ), (B)
fotochemiczne wygaszanie fluores-
cencji (Qp) oraz (C) maksymalng
wydajnos¢ kwantowg fotosystemu |l

: (Qv). Wartosci dla danego punktu
0 _® ! czasowego oznaczone tymi samymi

Cras od '"Ok“'ac”d”'] literami alfabetu sg nieistotne

12 statystycznie wobec siebie przy

p<0,05 (n = 4).
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Stwierdzono, ze zastosowanie inhibitoréw fotosyntetycznego tancucha transportu
elektronéw (DCMU i DBMIB) wywotato wzrost wartosci NPQ w lisciach K3 we wszystkich
punktach czasowych, przy czym najwiekszg réznice oznaczono w Ts (wzrost NPQ o 79
i 114% odpowiednio dla DCMU i DBMIB w poréwnaniu z kontrolg). Podobng zmiane
stwierdzono dla lisci K5. W T7 NPQ lisci K& traktowanych DCMU byto o 55% wyzsze
w porownaniu z kontrolg, natomiast w Ti; stwierdzono o 57% wieksze NPQ lisci K5
traktowanych DBMIB w porownaniu z kontrolg (Rys. 9A, 10A, D). Stwierdzono, ze wartosci
Qe w lisciach K3 i K5 po potraktowaniu DCMU sg we wszystkich punktach czasowych
mniejsze niz dla odpowiedniej kontroli. W T7 oznaczono o 49% mniejsze Qp w lisciach K3
traktowanych DCMU w porownaniu z K3, ktérym nie aplikowano inhibitora (Rys. 9B, 10B).
Analogiczne zmiany stwierdzono dla Qv w lisciach K3 po potraktowaniu ich zaréwno DCMU,
jak i DBMIB. Najwigksze réwnice oznaczono w T7: po potraktowaniu DCMU w lisciach K3
warto$¢ Qv byta o 25% nizsza niz w kontroli, natomiast po aplikacji DBMIB licie K3 miaty
0 50% mniejsze Qv niz liscie K3, ktdre nie byty traktowane tym inhibitorem (Rys. 9C, 10C, F).

Pod wptywem inhibitoréw fotosyntetycznego fancucha transportu elektronéw profil
parametrow fluorescencji chlorofilu a zmienit sie. Stwierdzono, ze w poczatkowym stadium
patogenezy (T, T») infekcja stymuluje NPQ w lisciach Z3 potraktowanych DCMU (Rys. 10A).
Efekt ten jest silniejszy niz w lisciach nietraktowanych inhibitorem (Rys. 9A). Natomiast
w poznej fazie infekcji u roslin traktowanych DCMU trend poinfekcyjnych zmian byt
przeciwny i w Ts oraz T; w lisciach Z3 oznaczono odpowiednio o 58 i 51% nizszg warto$¢
NPQ niz w lisciach K3. Istotne statystycznie zmiany w wartosci NPQ dla lisci pietra pigtego
po inokulacji stwierdzono jedynie w T (obnizenie 0 40% w stosunku do kontroli) (Rys. 10A).
U roslin kontrolnych traktowanych DCMU wartosci NPQ w lisciach mtodszych byly wyzsze
niz w lisciach starszych: za wyjatkiem Ts, w kolejnych dniach analizy (To, T1, T2 i T7)
stwierdzono odpowiednio o 29, 33, 31, 30% wyzsze NPQ w lisciach K5. Z kolei u ro$lin
zakazonych wartos¢ NPQ byta wyzsza w lisciach Z5 0 93% w poréwnaniu z Z3 jedynie w Ts
(Rys. 10A).

Aplikacja DCMU wptyneta na poinfekcyjny wzrost wartosci Qp w lisciach Z3 w Ts
(wzrost 0 31% w stosunku do kontroli). Stwierdzono rowniez, ze w Ti1 i Tr wartosci Qp
w lisciach K5 stanowity odpowiednio 120 i 161% warto$ci Qe w lisciach K3 (Rys. 10B).

Potraktowanie roslin ogérka DCMU wywotato poinfekcyjny spadek wartosci Qv
w lisciach obu pieter. Efekt ten nasilat sie wraz z rozwojem infekcji i byt szczegdlnie
zauwazalny dla liéci pietra trzeciego. W T,, Ts i T7 wartosci Qv byty nizsze w lisciach Z3
odpowiednio o 38, 48 i 53% w stosunku do kontroli. W lisciach Z5 stwierdzono natomiast
obnizenie wartosci Qv 0 21% w stosunku do K5 jedynie w T,. Ponadto w T,, Ts i Ty,
w lisciach Z5 oznaczono odpowiednio o 52, 88 i 145% wyzsze wartosci Qy niz w lisciach Z3
(Rys. 10C).
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Po aplikacji DBMIB w Ts i Tz wartosci NPQ w lisciach Z3 byty nizsze w poréwnaniu
Z lisémi K3 odpowiednio o 40 i 63%. W tych samych punktach czasowych NPQ w lisciach Z5
stanowito natomiast odpowiednio 151 i 224% wartosci NPQ w lisciach Z3 (Rys. 10D).

Odwrotnie niz w przypadku DCMU, aplikacjia DBMIB wywotata w péznym stadium
infekcji obnizenie Qp w lisciach Z3 w poréwnaniu z lisémi K3 (o0 22 i 23% odpowiednio w Ts
i T7). W T7, w lisciach Z5 po aplikacji DBMIB oznaczono o 17% mniejszg wartos¢ Qp
w porownaniu z lis¢mi K5 traktowanymi tym inhibitorem. Réznice wartosci Qp miedzy lisCmi
K3 i K5 byly istotnie nizsze tylko w Ts (Rys. 10E).

U roslin traktowanych DBMIB w T2 0znaczono o 27% nizszg warto$¢ Qv w lisciach Z3
w porownaniu do K3. Podobnie jak w przypadku DCMU, w lisciach mtodszych po aplikacji
DBMIB oznaczono wyzsze wartosci Qv niz w lisciach starszych: w Ts i T7 wartosci Qv
w lisciach K5 byly odpowiednio o 35 i 56% wyzsze niz w lisciach K3. Ponadto w T, Ts i Tz
oznaczono odpowiednio o 35, 38 i 52% wyzsze wartoéci Qv w lisciach Z5 w poréwnaniu
z lisémi Z3 (Rys. 10F).
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Rys. 10. Parametry fluorescencji chlorofilu a w lisciach ogérka zainfekowanych Psl po
aplikacji inhibitorow fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow: DCMU (A, B,
C)i DBMIB (D, E, F)

Mierzono niefotochemiczne: (A, D) wygaszanie fluorescencji (NPQ), (B, E) fotochemiczne
wygaszanie fluorescencji (Qp) oraz (C, F) maksymalng wydajnos¢ kwantowg fotosystemu I,
(Qv). Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

5.3. Indeks zawartosci chlorofilu a

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zmian poinfekcyjnych indeksu zawartosci
chlorofilu a w lisciach Z3 i Z5. Wykazano jednak, ze w poczatkowej fazie patogenezy (T.),
w lisciach Z5 indeks zawartosci chlorofilu a jest 0 21% wyzszy niz w lisciach Z3 (Rys. 11A).

W T, po aplikacji inhibitorow fotosyntetycznego fancucha transportu elektronéw
wykazano poinfekcyjny spadek indeksu zawartosci chlorofilu a z 30 (K3) do 20 (Z3)
w przypadku DCMU i z 31 (K3) do 22 (Z3) w przypadku DBMIB. W tym samym punkcie
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czasowym stwierdzono o 62 i 48% wyzszy indeks zawarto$ci chlorofilu a w lisciach Z5
w porownaniu z Z3 (dane odpowiednio dla DCMU i DBMIB) (Rys. 11B, C).

50 - Rys. 11. Indeks zawartosci
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5.4. Parametry wymiany gazowej

Stres biotyczny zwigzany z infekcjg Psl wywotat w T obnizenie miedzykomdrkowego
stezenia CO: (Ci) w lisciach Z3 o0 8% w poréwnaniu z lisémi K3 (Rys. 12A). W tym punkcie
czasowym poinfekcyjny deficyt C; w Z3 byt sprzezony z obnizong intensywnoscig fotosyntezy
(Pn) w tych lisciach (Rys. 12B). W Ta, w lisciach Z5 stwierdzono wyzsze o 21% Py
w porownaniu z Z3. Natomiast w T7, w lisciach Z5 oznaczono o 10% wieksze Cioraz o 21%
wieksze Pnw poréwnaniu z Z3 (Rys. 12A, B).



Poinfekcyjnemu obnizeniu Py
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wzrost intensywnosci oddychania

mitochondrialnego (R) w lisciach Z3. Zaobserwowano zwiekszenie R od 2 umol O, m? s?

w lisciach K3 do wartosci 4 i 3 umol O, m? st w liciach Z3, odpowiednio w T, i T7. U roslin

zakazonych wykazano natomiast nizsze wartosci R dla lici Z5 niz dla lisci Z3, przy czym

statystycznie istotne roznice stwierdzono wytgcznie w T» (okofo 2 razy wyzsza wartos¢ R dla

lisci Z3 niz dla Z5) (Rys. 12C).
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Rys. 12. Intensywnos¢ wymiany
gazowej: (A) wewnatrzkomorko-
we stezenie CO. (Cj), (B) inten-
sywnos¢ netto fotosyntezy (Pn)
i (C) intensywnos$¢ oddychania
(R) w lisciach ogérka po infekcji
Psl

Wartosci dla danego punktu
czasowego oznaczone tymi samy-
mi literami alfabetu sg nieistotne
statystycznie wobec siebie przy
p<0,05 (n = 3).

Poinfekcyjne réznice w przewodnictwie szparkowym (Gs) i intensywnosci transpiracji

(E) w lisciach ogodrka stwierdzono wytgcznie w pdznym stadium patogenezy (T7). Wartosci Gs

oraz E w liciach Z3 byty woéwczas nizsze niz w K3: stwierdzono, ze Gs spada poinfekcyjnie

od 24% w poroéwnaniu z kontrolg, natomiast E maleje o 38% w poréwnaniu z kontrolg (Rys.

13A, B). W tym samym punkcie czasowym wartosci Gsi E w Z5 stanowity odpowiednio 131

i 161% wartosci dla Z3 (Rys. 13A, B).
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Rys. 13. Intensywnos¢ wymiany gazowej: (A) przewodnictwo szparkowe (Gs)
i (B) intensywnos¢ transpiracji (E) w lisciach ogérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 3).

5.5. Analiza wybranych antyoksydantéw

5.5.1. Aktywnosc¢ katalazy i ekspresja genu katalazy

We wczesnej fazie patogenezy (T:1) stwierdzono poinfekcyjne obnizenie aktywno$ci
CAT w liciach Z3 (spadek aktywnosci o 30% w porownaniu z kontrolg). Natomiast w T~
aktywno$¢ CAT w lisciach Z3 wzrosta o0 45% w poréwnaniu z kontrolg. Dla lisci pietra pigtego
w Ts i T stwierdzono odpowiednio o 25 i 40% wiekszg aktywnos¢é CAT w Z5 w poréwnaniu
zK5 (Rys. 14A). W To, T: i T, aktywnos¢ CAT, zaréwno u roslin kontrolnych, jak
i zakazonych byta wyzsza w lisciach mtodszych. Najwieksze roznice stwierdzono w Ti:
aktywno$¢é CAT byta wéwczas wyzsza o 38% w lisciach K5 w poréwnaniu z K3 i 0 84%
wieksza w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3 (Rys. 14A).

Poinfekcyjny wzrost aktywnosci CAT w lisciach Z3 w T; byt zbiezny ze wzrostem
ekspresji genu izoformy cytozolowej katalazy (cyt-CAT). W T, stwierdzono siedmiokrotny
wzrost ekspresji genu cyt-CAT w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg. Natomiast w T liscie
Z3 odznaczaty sie osmiokrotnie wyzszym poziomem ekspresji genu cyt-CAT w poréwnaniu
z K3. W lisciach Z5 infekcja roslin ogérka istotnie stymulowata ekspresje genu cyt-CAT
wytgcznie w T, kiedy to stwierdzono trzykrotny wzrost ekspresji genu cyt-CAT w lisciach Z5
w porownaniu z lisémi K5 (Rys. 14B). Wykazano ponadto, ze w lisciach K5 poziom ekspresji
genu cyt-CAT jest wyzszy w porownaniu z lis¢mi K3 przez caty okres trwania eksperymentu,
przy czym stwierdzone roznice malaty w czasie (w To poziom ekspresji genu cyt-CAT byt
szesciokrotnie wyzszy, a w Ty trzykrotnie wyzszy dla lisci K5 w poréwnaniu z K3). U roslin
zakazonych wykazano podobny trend, jednak statystycznie istotne rdznice stwierdzono
jedynie w T, kiedy to w liciach Z5 oznaczono pieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu
cyt-CAT w poréwnaniu z Z3. Stwierdzone roznice w ekspresji genu cyt-CAT miedzy lisci K5
i K3 oraz miedzy Z5 i Z3 odpowiadaty réznicom w poziomie aktywnosci CAT w tych lisciach
(Rys. 14A, B).
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Rys. 14. (A) Aktywnos¢ katalazy (CAT) i (B) wzgledna ekspresja genu cytozolowej
katalazy (cyt-CAT) w lisciach ogérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sag
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Na rysunku B wartosci liczbowe
wzglednej ekspresji genu cyt-CAT w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym
punkcie czasowym przyjeto jako 1.

5.5.2. Aktywnos¢ i ekspresja genéw enzymow cyklu Halliwella-Asady

Po inokulacji Psl wykazano obnizenie aktywnosci APX w ekstraktach catkowitych
zlisci Z3 i Z5 w poréwnaniu z kontrolg, jednak statystycznie istotne roznice stwierdzono
wytacznie w Ts i T7. Aktywnos¢ APX w lisciach Z3 byta wowczas nizsza odpowiednio o 49
159% niz w K3, a w lisciach Z5 mniejsza odpowiednio o 25 i 23% w porownaniu z K5
(Rys. 15A). Stwierdzono rowniez, ze aktywnos¢ APX jest wyzsza w lisciach K5
w porownaniu z K3 oraz jest wieksza w lisciach Z5 niz w lisciach Z3. W T, aktywno$¢é APX
w lisciach K5 byta wieksza o 33% niz w lisciach K3. W Ts i Tz wykazano odpowiednio o 73
i 145% wyzszg aktywnos¢ APX w lisciach Z5 w poréwnaniu z lis¢mi Z3 (Rys. 15A).

Trend poinfekcyjnych zmian aktywnosci DHAR w lisciach trzeciego pietra byt
odwrotny do obserwowanego dla APX. W T, stwierdzono wzrost aktywnosci DHAR
w lisciach Z3 o0 188% w poréwnaniu z K3. Wraz z uptywem czasu efekt ten stabt i w Ty
wykazano, ze aktywno$¢ DHAR w lisciach Z3 jest wigksza o 53% niz w liSciach K3
(Rys. 15B). W T1 i T, aktywnos¢ DHAR w liciach K5 byta wyzsza odpowiednio o 48 i 282%
niz w lisciach K3. W tych samych punktach czasowych aktywnos¢ DHAR w Z5 byta wyzsza
0 18% niz w lisciach Z3 (Rys. 15B).

Podobnie jak w przypadku DHAR, aktywno$¢ MDHAR w lisciach Z3 byta wyzsza od
aktywnosci tego enzymu w K3 w poznej fazie infekcji. W Ts i T7 stwierdzono odpowiednio
058 i 68% wyzszg aktywnos¢ MDHAR w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3. Stwierdzono
rowniez, ze w T7 aktywnos¢ MDHAR w lisciach Z5 jest 0 27% wyzsza niz w K5 (Rys. 15C).
Tak samo jak dla APX i DHAR wykazano, ze aktywnos¢ MDHAR w lisciach K5 jest wyzsza

od aktywnosci tego enzymu w lisciach K3, przy czym najwiekszg réznice stwierdzono w To



Strona |77

(aktywnos¢ wyzsza o 51%). U roslin zakazonych, w punktach czasowych T,, Ts i Tz
aktywno$¢é MDHAR byta natomiast nieznacznie nizsza w lisciach Z5 niz Z3 (Rys. 15C).

W T, w lisciach Z3 aktywnos¢ GR byta wyzsza niz w K3. Efekt ten utrzymat sie az do
T+, przy czym zaznaczyt sie najsilniej w Ts, gdy stwierdzono o 61% wyzszg aktywnos$¢é GR
w lisciach Z3 niz w K3. W T7, w lisciach Z5 stwierdzono wyzszg o 22% aktywnos$¢ GR
w porownaniu z lisémi K5 (Rys. 15D). W T, i Ts aktywnos¢ GR w lisciach K5 byta wieksza
odpowiednio 0 25% i 31% niz w K3. W Ts aktywnos¢ GR byta natomiast o 25% nizsza
w lisciach Z5 niz Z3 (Rys. 15D).
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Rys. 15. (A, E) Aktywnos¢ peroksydazy askorbinianowej (APX), (B, F) reduktazy
(DHAR),

reduktazy glutationowej

dehydroaskorbinianowej
(MDHAR) i (D, H)
i chloroplastach (E-H) po infekcji Psl

(C, G) reduktazy monodehydroaskorbinianowej
(GR) w lisciach ogorka (A-D)

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sag
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).
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Poinfekcyjne zmiany aktywnosci APX w chloroplastach lisci trzeciego pietra mialy
charakter dwufazowy. W poczatkowym stadium patogenezy (T: i T2) stwierdzono, ze
aktywnos¢ APX w chloroplastach lisci Z3 jest odpowiednio o 42 i 43% mniejsza niz
w chloroplastach lisci K3. W Ts i T; wykazano natomiast, ze aktywnos¢ APX
w chloroplastach lisci Z3 jest odpowiednio o 29 i 50% wyzsza w chloroplastach lisci K3
(Rys. 15E). Ponadto stwierdzono, ze aktywnosc¢ chloroplastowej APX jest wyzsza w lisciach
pietra pigtego niz w lisciach pietra trzeciego roslin obu wariantéw eksperymentalnych przez
caty okres trwania eksperymentu. U roslin kontrolnych maksymalng réznice miedzy lisémi K3
i K& w aktywnosci chloroplastowej APX oznaczono w Ts (aktywnos$¢ wieksza o 49% w K5
w porownaniu z K3). U roslin zakazonych najwiekszg roznice miedzy lisCmi Z3 i Z5
stwierdzono w Ti, kiedy aktywnosé APX w Z5 byta wieksza o 156% w poréwnaniu z Z3.
Wraz z rozwojem infekcji obserwowane réznice zmniejszaty sie (Rys. 15E).

Réznice w aktywnosciach DHAR w chloroplastach lisci trzeciego pietra ksztattowaty
sie podobnie jak dla chloroplastowej APX: w T1 i T2 wykazano mniejszg aktywnos¢ DHAR
w chloroplastach lisci Z3 (odpowiednio o 58 i 20% w stosunku do kontroli), natomiast w Ts
i Tz w chloroplastach lisci Z3 aktywnos¢ DHAR byta odpowiednio o 119 i 242% wyzsza niz
w kontroli. W chloroplastach lisci Z5 juz od wczesnej fazy infekcji stwierdzono stymulujacy
wplyw zakazenia na aktywno$¢é DHAR, przy czym wraz z postepem patogenezy efekt ten
nasilat sie i w T7 wykazano wzrost aktywnosci chloroplastowej DHAR 0 246% w poréwnaniu
z K5 (Rys. 15F). U roslin zakazonych stwierdzono, ze we wczesnej fazie infekcji (T1 i T2)
aktywnos¢ chloroplastowej DHAR w liciach Z5 jest odpowiednio o 210 i 90% wyzsza od
aktywnosci tego enzymu w chloroplastach lisci Z3 (Rys. 15F).

W chloroplastach lisci Z3 aktywnos¢ MDHAR roznita sie istotnie od aktywnosci tego
enzymu w chloroplastach lisci K3 wytgcznie w T2 i T7. W T, wykazano obnizenie o 40%
aktywnosci chloroplastowej MDHAR w Z3 w poréwnaniu z K3, natomiast w T7 — wzrost
aktywnoéci tego enzymu o 43% w stosunku do kontroli. W Tz, w chloroplastach lici Z5
wykazano obnizenie o 29% aktywnosci chloroplastowej MDHAR w stosunku do K5
(Rys. 15G). W T,, w chloroplastach lici Z5 wykazano wyzsza o 78% aktywno$¢ MDHAR
w poréwnaniu z Z3, a w T7 aktywnos¢ MDHAR w chloroplastach lisci Z5 byta nizsza o 40%
w poréwnaniu z Z3 (Rys. 15G).

W lisciach Z3, w T, stwierdzono obnizenie 0 24% aktywnosci chloroplastowej GR
w poréwnaniu z K3. W Ts i T7 wykazano natomiast odpowiednio o 22 i 23% wyzszg
aktywnos$¢ chloroplastowej GR w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg. W Ts,
w chloroplastach lisci Z5 stwierdzono nizszg o 19% aktywno$¢ GR w poréwnaniu z K5,
aw T7; wykazano wzrost aktywnosci tego enzymu w chloroplastach lisci Z5 o 18%

w poréwnaniu z K5 (Rys. 15H). W T, stwierdzono wyzszg o 25% aktywno$¢ chloroplastowe;j
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GR w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3, natomiast w Ts aktywnos¢ tego enzymu w lisciach Z5
byta 0 33% nizsza niz w chloroplastach lisci Z3 (Rys. 15H).

Po aplikacji DCMU poinfekcyjny trend zmian aktywnosci APX w lisciach pietra
trzeciego i pigtego nie ulegt zmianie, jednak najsilniejsze obnizenie aktywnosci tego enzymu
stwierdzono w péznym stadium patogenezy dla lisci Z3 (spadek odpowiednio 0 35 i 57%
w Ts i T; w poréwnaniu z lisémi K3) (Rys. 16A). U roslin traktowanych DCMU w Ty i Ts
stwierdzono, ze aktywnos¢ APX jest odpowiednio o 24 i 23% wyzsza w lisciach K5 niz
w lisciach K3. Natomiast w T wykazano trzykrotnie wyzszg aktywnos¢ APX w lisciach Z5
w poroéwnaniu z Z3 (Rys. 16A).

Po potraktowaniu DCMU aktywnos¢ DHAR w lisciach Z3 w czasie T: i T, byta wyzsza
0 31 i 30% od aktywnosci tego enzymu w lisciach K3, natomiast w Ts i T byta odpowiednio
029 i 34% nizsza niz dla lisci K3 (Rys. 16B). Po aplikacji DCMU w T7, w lisciach K5
stwierdzono wyzszg o 95% aktywnos¢ DHAR niz w lisciach K3. W Ts i T, u ro8lin
zakazonych potraktowanych DCMU stwierdzono odpowiednio o 183 i 249% wyzszg
aktywnos¢ DHAR w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3 (Rys. 16B).

U roslin traktowanych DCMU nie stwierdzono zmian aktywnosci MDHAR po inokulacji
Psl. Podobnie, jak w przypadku roslin kontrolnych, ktérych nie traktowano DCMU (Rys. 16C),
u rodlin po aplikacji tego inhibitora wyzszg aktywnos¢ MDHAR oznaczono w lisciach
mtodszych (K5): w To byta ona wieksza o 63% niz w lisSciach K3. W Ty i T; stwierdzono
wyzszg odpowiednio 0 17 i 32% aktywnos¢ MDHAR w lisciach Z5 roslin traktowanych DCMU
niz w lisciach Z3 (Rys. 16C).

Nie stwierdzono zmian aktywnosci GR po inokulacji Psl u roslin traktowanych DCMU.
W T: oraz w T w liciach K5 potraktowanych DCMU oznaczono wyzszg aktywno$¢ GR niz
w lisciach K3. Podobna zalezno$¢ w tych punktach czasowych dotyczyta lisci Z5 i Z3
traktowanych DCMU (Rys. 16D).

U roslin traktowanych DBMIB nie stwierdzono zmian aktywnosci wszystkich enzymow
po inokulacji Psl za wyjatkiem Z3 dla APX w T7i dla DHAR w T2 (Rys. 16E, F). W przypadku
APX, DHAR i MDHAR aktywnos¢ w lisciach mtodszych (K5) byta wyzsza niz w starszych
(K3). Takg samg zalezno$¢ stwierdzono miedzy lisémi Z5 i Z3. Szczegdlnie duze roznice,
widoczne we wszystkich punktach czasowych stwierdzono dla MDHAR. Przyktadowo, w Ts
oznaczono wyzszg o 55% (K5) i 59% (Z5) aktywnos¢ MDHAR w poréwnaniu do
odpowiednich kontroli. Taka sama zaleznos¢ utrzymywata sie dla APX i DHAR tylko

w niektorych punktach czasowych (Rys. 16E, F, G).
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Rys. 16. (A, E) Aktywnos¢ peroksydazy askorbinianowej (APX), (B, F) reduktazy

dehydroaskorbinianowej (DHAR),

(C, G) reduktazy monodehydroaskorbinianowej

(MDHAR) i (D, H) reduktazy glutationowej (GR) w lisciach ogérka zainfekowanych Psl

po aplikacji inhibitorow fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw: DCMU

(A-D) i DBMIB (E-H)

Wartosci dla danego punkiu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg

nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).
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W T i T; stwierdzono odpowiednio siedmio- i osmiokrotny wzrost poziomu ekspresji
genu cytozolowej peroksydazy askorbinianowej (cyt-APX) w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3
(Rys. 17A). W lisciach Z5 poziom ekspresji genu cyt-APX byt wyzszy niz dla K5 przez caty
okres trwania eksperymentu, jednak stwierdzone réznice nie byly istotne statystycznie
(Rys. 17A). Poziom ekspresji genu cyt-APX byt okoto pieciokrotnie wyzszy w lisciach K5 niz
w lisciach K3. Rdznica ta byta zbiezna z aktywnoscia APX w K5 w poréwnaniu do K3
(Rys. 15A, 17A). W T, stwierdzono réowniez siedmiokrotnie wyzszy poziom ekspresji tego
genu w liciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 17A).

W T, i T; poziom ekspresji chloroplastowej GR (chl-GR) byt odpowiednio pigcio-
i oSmiokrotnie wyzszy w Z3 niz w K3. Zmiany te poprzedzaty wzrost aktywnosci
chloroplastowej GR w pdznej fazie patogenezy. W lisciach mtodszych poziom ekspresji genu
chl-GR po infekcji nie zmieniat sie za wyjatkiem T,, gdy stwierdzono trzykrotnie nizszy
poziom ekspresji chl-GR w lisciach Z5 w poréwnaniu z lis¢mi K5 (Rys. 17B). W T2 i Tz
wykazano odpowiednio osiemnasto- i szesciokrotnie nizszy poziom ekspresji genu chl-GR

w lisciach Z5 w poréwnaniu z lis¢mi Z3 (Rys. 17B).
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Rys. 17. Wzgledna ekspresja genu: (A) cytozolowej peroksydazy askorbinianowej
(cyt-APX) i (B) chloroplastowej reduktazy glutationowej (chl-GR) w lisciach ogérka po
infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe wzglednej
ekspresji genéw w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym punkcie czasowym
przyjeto jako 1.

5.5.3. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej. Ekspresja genu chloroplastowej
dysmutazy ponadtlenkowej

Stwierdzono, ze aktywnos¢ SOD byta od 81 do 114% wyzsza w lisSciach Z3
w poréwnaniu z K3. Za te zmiany odpowiadaly izoformy manganowe SOD (MnSOD-2,
MnSOD-3, Mn-SOD-4) w T, oraz zelazowa (FeSOD) i miedziowo-cynkowe (CuzZnSOD-1,
CuzZnSOD-2) w Ts, ktoérych wzgledna aktywnos¢ rosta okoto trzykrotnie w poréwnaniu
z kontrolg (Rys. 18C, Tab. 4). W lisciach Z5 obserwowano efekt przeciwny, jednak tylko

w poznej fazie infekcji Psl: w Ts i T7 stwierdzono, ze aktywnos¢ SOD w tych lisciach jest
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nizsza odpowiednio o 51 i 61% w poréwnaniu z K5 (Rys. 18A). W T; mogto to by¢ zwigzane
z obnizeniem wzglednej aktywnosci izoform MnSOD-3, a zwlaszcza MnSOD-4 i FeSOD
(Rys. 18C, Tab. 4). Ponadto stwierdzono, ze w Ts i Ty aktywnos¢ SOD jest wyzsza
odpowiednio o 63 i 43% w lisciach K5 w poréwnaniu z K3 (Rys. 18C). Przeciwnie
ksztaltowata sie zalezno$¢é miedzy aktywnoscig SOD w lisciach Z3 i Z5. Przykladowo w T~
stwierdzono o 69% mniejszg aktywnos¢ SOD w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3 (Rys. 18A),
co mogto by¢ zwigzane z mniejszg aktywnoscig izoform MnSOD-2, MnSOD-3, MnSOD-4
i FeSOD (Rys. 18C, Tab. 4).

W chloroplastach lisci Z3 aktywnos¢ SOD byta wyzsza w poréwnaniu z kontrola.
Wykazano wzrost aktywnosci chloroplastowej SOD o0 44% w Ts i 0 55% w T7 (Rys. 18B).
W T; wzgledna aktywnos¢ FeSOD w lisciach Z3 byta wigksza o 118% w poréwnaniu
z kontrolg (Rys. 18C, Tab. 4). W T7, w lisciach Z5 wzgledna aktywnos¢ FeSOD byta
natomiast trzykrotnie nizsza niz w K5 (Rys. 18B, C, Tab. 4). Wykazano ponadto, ze w T;
aktywno$¢ SOD w chloroplastach lisci K5 byta o 44% wyzsza niz w chloroplastach lisci K3.
W Ts i T7 stwierdzono mniejszg odpowiednio o 39 i 41% aktywnos¢ SOD w chloroplastach
lisci Z5 w poréwnaniu z chloroplastami lisci Z3 (Rys. 18B). W T7, w lisciach Z5 stwierdzono
siedmiokrotnie nizszg aktywnos$¢ izoformy FeSOD w lisciach Z5 w poréwnaniu z lis¢mi Z3
(Rys. 18C, Tab. 4).
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Rys. 18. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w: (A) lisciach
i (B) chloroplastach ogérka oraz (C) rozdziat elektroforetyczny biatek SOD
wyizolowanych z lisci ogérka po infekcji Psl

W wyniku rozdziatu elektroforetycznego uzyskano siedem izoform SOD: manganowa
(MnSOD-1, MnSOD-2, MnSOD-3 i MnSOD-4), zelazowg (FeSOD) oraz miedziowo-cynkowg
(CuznSOD-1 i CuzZnSOD-2). Figura C na planszy przedstawia reprezentatywny
elektroforegram. Wartosci dla danego punktu czasowego na rysunkach A i B oznaczone tymi
samymi literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).
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Tab. 4. Wzgledna aktywnos¢ izoform dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) uzyskanych po
elektroforetycznym rozdziale SOD w warunkach natywnych

W wyniku rozdziatu elektroforetycznego uzyskano siedem izoform SOD: manganowg
(MnSOD-1, MNnSOD-2, MnSOD-3 i MnSOD-4), zelazowg (FeSOD) oraz miedziowo-cynkowg
(CuznSOD-1 i CuzZnSOD-2). Pole powierzchni kazdego prgzka na elektroforegramie
(Rys. 13C) odpowiada wzglednej aktywnosci danej izoformy. Aktywnos¢ izoformy
CuzZnSOD-2 w lisciach K3 w kazdym punkcie czasowym przyjeto jako 1,00. Wartosci dla
danego punktu czasowego i dla danej izoformy oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 3).

Czas od
inokulacji Izoforma K3 Z3 K5 Z5
[dni]

MnSOD-1 1,31+0,23(A) 1,25+0,18(A)
MnSOD-2 0,38+0,04(A) 0,19+£0,06(B)
MnSOD-3 0,44+0,02(A) 0,22+0,01(B)

To MnSOD-4 0,63+0,03(A) 0,16+0,03(B)
FeSOD 1,16£0,12(A) 0,88+0,07(A)
CuznSOD-1  1,28+0,07(A) 1,22+0,06(A)
CuzZnSOD-2  1,00+0,09(A) 0,88+0,13(A)
MnSOD-1 1,26+£0,22(A) 1,46+0,11(A) 1,31+0,04(A) 1,34+0,22(A)
MnSOD-2 1,03+0,07(A) 1,40+0,03(B) 1,06+0,07(A) 1,00+0,04(A)
MnSOD-3 0,83+0,06(A) 1,34+0,08(B) 0,89+0,06(A) 0,80+0,06(A)

T2 MnSOD-4 0,54+0,01(A) 1,34+0,23(B) 0,60+0,07(A) 0,63+0,11(A)
FeSOD 1,86+0,02(A) 1,51+0,04(B) 2,06+0,11(A) 1,97+0,08(A)
CuznSOD-1  1,23+0,18(A) 1,37+0,19(A) 2,46+0,13(B) 2,34+0,18(B)
CuznSOD-2  1,00+0,04(A) 1,06+0,03(A) 1,51+0,07(B) 1,49+0,15(B)
MnSOD-1 1,45+0,03(A) 1,41+0,23(A) 1,48+0,05(A) 1,41+0,03(A)
MnSOD-2 1,28+0,14(A) 1,38+0,04(A) 1,24+0,11(A) 1,10£0,11(A)
MnSOD-3 1,21+0,06(A) 1,41+£0,16(A) 1,17+0,03(A) 0,83+0,05(B)

T7 MnSOD-4 1,17+0,11(A) 1,45+0,11(A) 1,10+0,07(A) 0,38+0,01(B)
FeSOD 1,69+0,07(A) 3,86+0,09(B) 1,76+0,22(A) 0,59+0,06(C)
CuznSOD-1  1,10+0,09(A) 3,14+0,16(B) 1,41+0,14(A) 1,34+0,03(A)
CuznSOD-2  1,00+0,15(A) 2,48+0,06(B) 0,97+0,02(A) 0,97+0,07(A)

W T, i Tz, w lisciach Z3 stwierdzono odpowiednio siedmio- i o$smiokrotnie wyzszy
poziom ekspresji genu chloroplastowej SOD (chl-SOD) w poréwnaniu z kontrolg (Rys. 19).
W lisciach Z5, we wczesnej fazie patogenezy (Ti, T2) wykazano ponadto wzrost poziomu
ekspresji genu chl-SOD, natomiast w T7 — obnizenie poziomu jego ekspresji w porownaniu
z lisémi K5, co byto zbiezne ze zmniejszeniem aktywnosci FeSOD w tych lisciach, w tym
samym punkcie czasowym (Rys. 18C, 19, Tab. 4). Stwierdzono takze, ze w lisciach K5
poziom ekspresji genu chl-SOD byt wyzszy niz w lisciach K3, przy czym roznice malaty wraz
z uptywem czasu. U roslin zakazonych, we wczesnej fazie patogenezy (T1) poziom ekspresji
genu chl-SOD w lisciach Z5 byt siedmiokrotnie wyzszy, a w fazie poznej (T+) pietnastokrotnie

nizszy w porownaniu z poziomem ekspresji tego genu w Z3 (Rys. 19, Tab. 4).
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Rys. 19. Wzgledna ekspresja genu chloroplastowej dysmutazy ponadtlenkowej
(chl-SOD) w lisciach ogérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe wzglednej
ekspresji genu w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym punkcie czasowym
przyjeto jako 1.

5.5.4. Aktywnos¢ oksydazy askorbinianowej

Stwierdzono, ze w T, aktywno$¢ AOX w lisciach Z3 byta wyzsza 0 44% w poréwnaniu
z kontrolg, natomiast w T7 aktywno$¢ tego enzymu w Z3 byta nizsza o 31% w poréwnaniu
z K3. Infekcja Psl nie wywotata zmian w aktywnosci AOX w lisciach mtodszych (Rys. 20).
Statystycznie istotne réznice w aktywnosci AOX miedzy lis¢mi K3 i K5 stwierdzono wytgcznie
w T7. We wczesnej fazie patogenezy (T1) w lisSciach Z5 oznaczono nizszg o 36% aktywnosé
AOX niz w lisciach Z3. W T, w lisciach Z5 wykazano natomiast 0 94% wyzszg aktywnosc¢

AOX w poréwnaniu z lis¢mi Z3 (Rys. 20).
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Aktywnosc AOX
[umol Asc min! mg! biatka]

Czas od inokulacji [dni]

mK3 m/3 mK5 mZ5

Rys. 20. Aktywnos¢é oksydazy askorbinianowej (AOX) w lisciach ogoérka po infekcji Psl
Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

5.5.5. Zawartos¢ kwasu askorbinowego i glutationu

Przez caty okres trwania eksperymentu zawartos¢ AA w lisciach Z3 byta wyzsza niz
w K3, a zawarto$¢ DHA — nizsza. W T; stwierdzono wyzszg o 48% zawartos¢ AA w lisciach
Z3 w poréownaniu do K3, natomiast w Ts wykazano nizszg o 52% zawartos¢ DHA w lisciach
Z3 w stosunku do kontroli. W obu punktach czasowych wspoétczynnik redoks dla AA
oznaczony w ekstraktach z lisci (tot) — [AA]w/[DHA]w: byt okoto trzykrotnie wyzszy w lisciach
Z3 niz w lisciach K3 (Tab. 5). W przypadku lisci K5 i Z5 stwierdzono wigkszg zawartos¢ AA
w Z5 w porownaniu do K5 (z wyjatkiem Ts), jednak statystycznie istotne réznice oznaczono
wytgcznie w Tz (zawartos¢ AA w Z5 wieksza o0 44% w stosunku do K5). W T, w lisciach Z5
stwierdzono wyzszg o 91% zawartos¢ DHA w poréwnaniu z K5. Towarzyszyt temu okoto
dwukrotnie nizszy wspotczynnik redoks [AAJw/[DHA]w: W lisSciach Z5 w poréwnaniu z K5
(Rys. 21A, Tab. 5). Wykazano wyzszg zawartos¢ AA w lisciach K& w poréwnaniu z K3.
Najwiekszg roznice stwierdzono w Ts, kiedy to zawartos¢ AA w K5 byta 0 41% wyzsza niz
w K3. Ponadto stwierdzono, ze w poczgtkowej fazie patogenezy lisScie K3 miaty wyzszg
zawartos¢ DHA niz liscie K5 (maksymalnie o 42% w To). Natomiast w T7, w lisciach K5
zawartos¢ DHA byta 0 46% wyzsza niz w K3. W przypadku roslin zakazonych zawarto$¢ AA
byta wyzsza w lisciach Z5 niz w Z3 (z wyjatkiem Ts), maksymalnie o 29% w T7. Przeciwnie
niz u roslin kontrolnych, réznice w zawartosciach DHA miedzy lisémi Z3 i Z5 wraz z uptywem
czasu stawaly sie coraz wieksze i w T7 stwierdzono, ze zawarto$¢ DHA w liciach Z5 jest
wyzsza o0 175% w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 21A).

Stwierdzono, Zze zawarto$¢ GSH jest w pdznej fazie infekcji wieksza w lisciach Z3

w poréwnaniu do lisci K3, odpowiednio o 37 i 33% w Ts i T7. Po przejsciowym spadku (w T»)
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wykazano ponadto wiekszg zawartos¢ GSSG w lisciach Z3: w Ts 0 85% i w T; 0 103%
w porownaniu z lisémi K3 (Rys. 21B). W T7 oznaczono takze nizszy wspotczynnik redoks dla
glutationu [GSH]w/[GSSGJiwt W ekstraktach z lisci (tot) K3 niz Z3 (Tab. 5). W péznej fazie
patogenezy zawartos¢ GSSG w lisciach Z5 byta nizsza w poréwnaniu z Z3 (0 56% w Ts
i060% w T7), a wspotczynnik [GSH]i/[GSSGJiwt W tych punktach czasowych przyjmowat
odpowiednio o 144 i 163% wyzsze wartosci w Z5 niz w Z3 (Rys. 21B, Tab. 5). Podobnie jak
dla AA, stwierdzono, ze liscie K& majg wyzszg zawarto§¢ GSH niz liscie K3 (maksymalna
obserwowana roznica przypadata na Ts i wynosita 36% w stosunku do kontroli). W Ts i T~
stwierdzono rowniez wyzszg zawartos¢ GSSG w lisciach K5 niz w lisciach K3 (odpowiednio
0 91 i 186%). Efektem tych roznic byta wyzsza warto$¢ wspoétczynnika [GSH]wo/[GSSGliot dla
lisci K5 niz K3 we wczesnej fazie infekcji i jego nizsza warto$¢ w fazie pdznej (Tab. 5).
W poczatkowym stadium infekcji w lisciach Z3 stwierdzono wyzszg zawartos¢ GSH niz
w lisciach K3. Trend zmian obserwowany dla GSSG w Ts i T7 byt natomiast odwrotny:
stwierdzono nizszg, odpowiednio o 55 i 44%, zawartos¢ tego metabolitu w lisSciach Z5
w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 21B).

W chloroplastach lisci Z3 zawartos¢ AA byla wyzsza niz w chloroplastach lisci K3
tylko we wczesnej fazie patogenezy: maksymalna réznica wynosita 135% w poréwnaniu
Z kontrolg i byla stwierdzona w T.. Poza zmianami zawartosci AA w chloroplastach lisci
pietra trzeciego spowodowanymi infekcjg bakteryjng stwierdzono réwniez obnizenie jego
zawartosci w chloroplastach lisci K3 i Z3 wraz z czasem trwania eksperymentu. W catym
badanym okresie oznaczano nizszg zawartos¢ DHA w chloroplastach lisci Z3 w poréwnaniu
z K3. Najwigkszg roznice stwierdzono w Ti (zawarto$¢ mniejsza o 52% w stosunku do
kontroli). W T, stwierdzono natomiast najwiekszy wzrost (0 338%) wspoétczynnika redoks
[AA]cn/[DHA]cni dla chloroplastow (chl) lisci Z3 w poréwnaniu z K3 (Tab. 5). Zawartosé DHA
w poznej fazie infekcji byfa istotnie mniejsza w chloroplastach lisci Z5 w poréwnaniu z K5,
odpowiednio 0 43 i 52% w Ts i T7. Warto$¢ wspotczynnika [AA]cn/[DHA]ch byta wéwczas
dwukrotnie wieksza w chloroplastach lisci Z5 w porownaniu z K5 (Rys. 21C, Tab. 5).
Podobnie jak dla catkowitej zawarto$ci AA, stwierdzono, ze chloroplasty lisci K5 majg wyzszag
zawartos¢ AA niz chloroplasty lisci K3, a takze nizszg (z wyjatkiem T7) zawartos¢ DHA
w poréwnaniu do chloroplastow lisci K3 oraz wyzszg wartos¢ wspotczynnika [AA]cn/[DHA]chi
(Tab. 5). Najwiekszg roznice zawartosci AA miedzy chloroplastami lisci K5 i Z5 (0 343%
w stosunku do kontroli) oznaczono w T7, natomiast dla DHA (o 48% w stosunku do kontroli)
w Ti. Stwierdzono ponadto, ze we wczesnej fazie infekcji, w chloroplastach lisci Z5
zawartos¢ AA jest nizsza (o okoto 25%) w poréwnaniu z chloroplastami lisci Z3. W pdznej
fazie patogenezy chloroplasty lisSci Z5 miaty wyzszg o okoto 293% zawarto$¢ AA niz
chloroplasty lisci Z3 (Rys. 21C).
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W chloroplastach lisci Z3 stwierdzono wiekszg zawartos¢ GSH (w Ts 0 100% i w T
0 185%) niz w chloroplastach lisci K3. Zmianom tym towarzyszyt wzrost aktywnosci
chloroplastowej GR w tych samych punktach czasowych (Rys. 15H). Zawartos¢ GSSG
w chloroplastach lisci Z3 byta mniejsza niz w K3. Przez caly okres trwania eksperymentu
stwierdzono takze wiekszg wartos¢ wspétczynnika [GSH]cn/[GSSG]cn W chloroplastach (chl)
lisci Z3 w poréwnaniu z K3. W T rdznica byta szesciokrotna (Tab. 5). Po poczgtkowym
wzroscie (T1 i T2) i przejsciowym spadku (Ts) zawarto§¢ GSH po infekcji roslin ogérka byta
istotnie wyzsza w chloroplastach Z5 poréwnaniu z K3. Podobny trend, ale we wczesnej fazie
patogenezy stwierdzono dla GSSG. W T, i T,, w chloroplastach lisci Z5 wykazano wiekszg
odpowiednio o 50 i 37% zawarto§¢ GSSG w poréwnaniu z chloroplastami lisci K5
(Rys. 21D). We wszystkich punktach czasowych zawarto§¢ GSH w chloroplastach lisci K5
utrzymywata sie na wyzszym poziomie niz stwierdzona dla chloroplastow lisci K3; w miare
uptywu czasu réznice te stawaty sie coraz wieksze i w T; stwierdzono o 164% wyzszg
zawartos¢ GSH w chloroplastach lisci K5. Trend obserwowany dla GSSG byt natomiast
zmienny. We wczesnej fazie patogenezy chloroplasty lisci K& miaty nizszg zawarto§¢ GSSG
niz chloroplasty lisci K3. W T7 stwierdzono jednak wyzszg o 84% zawarto$¢ tego metabolitu
w chloroplastach lisci K5 w poréwnaniu z kontrolg. Mimo tego we wszystkich punktach
czasowych wspotczynnik redoks [GSH]cn/[GSSG]en utrzymywat sie w chloroplastach lisci K5
na wyzszym poziomie niz w chloroplastach lisci K3 (Tab. 5). U roslin zakazonych, we
wszystkich punktach czasowych (z wyjatkiem Ts) stwierdzono istotnie wyzszg zawarto$¢
GSH w chloroplastach lisci Z5 (nawet 0 68% w Ti1) niz w K5. W lisciach mtodszych roslin
zakazonych (Z5) stwierdzono takze wiekszg akumulacje GSSG niz w chloroplastach lisci Z3

(maksymalna zaobserwowana réznica wyniosta 183% w T7) (Rys. 21D).
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Rys. 21. Zawartos¢ kwasu askorbinowego (AA), kwasu dehydroaskorbinowego (DHA),

glutationu (GSH) i disulfidu glutationu (GSSG) w: (A, B) lisciach i (C, D) chloroplastach

ogoérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego i dla danego metabolitu oznaczone tymi samymi
literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).
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Tab. 5. Wspoétczynniki redoks kwasu askorbinowego (AA) i glutationu (GSH) w lisciach
i chloroplastach ogérka po infekcji Psl, zdefiniowane jako ilorazy zawartosci formy
zredukowanej i utlenionej: [AA]/[DHA] i [GSH]/[GSSG]

Zestawiono stosunki zawarto$ci metabolitdw oznaczonych w lisciach (tot) i chloroplastach
(chl). Wartosci dla danego punktu czasowego i dla danego wspétczynnika redoks oznaczone

tymi samymi literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

Wspoétczynnik _Czas Od..
redoks mokul_aCJl K3 Z3 K5 Z5
[dni]
To 5,5+0,2(A) 8,8+0,4(B)
T1 5,410,1(A) 9,2+0,6(B) 11,6+0,3(B) 6,9+£0,5(A)
[AA] i/ [DHA] ot T2 6,2+0,3(A) 9,31£0,2(A) 8,8+0,8(A) 7,620,1(A)
Ts 7,0£0,6(A) 20,3+0,5(B) 8,1+0,4(A) 9,7+0,9(A)
T7 8,7+0,3(A)  23,4+0,8(B) 6,5+0,9(A) 10,8%£1,0(A)
To 8,8+0,5(A) 15,4+0,3(B)
T1 10,2+1,2(A)  10,9+0,5(A) 13,5+0,8(A) 14,9+1,0(A)
[GSH]io/[GSSGlot T2 7,910,6(A) 14,2+0,4(B) 11,9+0,2(B) 13,710,3(B)
Ts 10,8+0,4(A) 8,0+0,8(A) 7,7£0,7(A)  18,8+0,9(B)
T7 13,4+0,6(A) 8,8+0,3(B) 5,7£0,3(C) 15,0+0,7(A)
To 4,2+0,6(A) 10,8+0,2(B)
T1 3,2+¢0,3(A) 13,4+0,9(B) 10,7+0,7(B) 9,1+0,3(B)
[AA]chn/[DHA]chi T, 3,2+¢0,1(A) 14,0+0,8(B) 11,1+0,1(B) 14,310,5(B)
Ts 3,8+0,8(A) 5,6+0,6(A) 13,3x0,3(B) 25,7+0,5(C)
T7 3,0£0,2(A) 6,3+0,3(B) 13,0+0,8(C) 23,9+0,7(D)
To 5,310,7(A) 8,910,3(B)
T1 5,4+0,3(A) 7,410,2(A) 9,3+0,1(B) 7,210,2(A)
[GSH]cn/[GSSG]eni T2 5,2+0,7(A) 7,0£0,8(A) 9,7+0,2(B) 7,7£0,3(A)
Ts 4,7+01(A)  19,1+0,3(B) 8,2+0,1(C) 9,6+0,8(C)
T7 4,5+0,6(A) 26,5+1,2(B) 6,5+0,9(A) 10,8+1,1(C)

5.6. Zawartos¢ dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych

Infekcja Psl wywotata wzrost wartosci wspotczynnika redoks [NADH]/[NADY]
w lisciach Z3 w poznej fazie patogenezy (Ts, T7), co byto zwigzane z poinfekcyjnym
wzrostem zawartosci NADH (o 51% w Ts i 0 41% w T7 w stosunku do K3) i obnizeniem
zawartosci NAD* (0 41% w Ts i 0 46% w Tz w stosunku do K3). W lisciach Z5 stwierdzono
natomiast wyzszg o 67% wartos¢ wspotczynnika [NADH]/[NAD*] w poréwnaniu z K5 jedynie
w T7 (Rys. 22A, Tab. 6). Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w zawartosci NAD*
i wartodci wspotczynnika [NADH]J/[NAD*] miedzy lisémi K5 i K3. Wykazano, ze w T1 i Ty,
w lisciach Z5 zawartos¢ NADH jest wieksza odpowiednio o 50 i 23% w stosunku do lisci Z3

(Rys. 22A, Tab. 6)
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We wczesnej fazie patogenezy nie stwierdzono réznic w wartosciach wspotczynnika
redoks [NADPH]/[NADP*] miedzy lisémi K3 i Z3 mimo statystycznie istotnego obnizenia
zawartosci NADH w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg. Podobnie jak dla ukfadu redoks
NADH/NAD®*, w Ts i T7 wspotczynnik redoks [NADPH]/[NADP*] w lisciach pietra trzeciego
zmieniat sie w wyniku infekcji, jednak w tym przypadku wykazano jego mniejszg wartos¢
w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3. Byto to wywotane obnizeniem zawartosci NADPH (o 64
i 67% odpowiednio w Ts i T7 w poréwnaniu do kontroli) i wzrostem zawartosci NADP* (o0 62
160% w tych samych punktach czasowych). Podobny trend poinfekcyjnych zmian
obserwowany byt w lisciach Z5 w pdznej fazie infekgji, kiedy to wykazano spadek wartosci
wspoétczynnika [NADPH]/[NADP*] w porownaniu z K5 (Rys. 22B, Tab. 6). Nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w zawartosci NADPH i NADP* miedzy lisémi K3 i K5. W T»
wykazano o 47% wyzszg zawartos¢ NADPH w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3 (Rys. 22B,
Tab. 6).
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Rys. 22. Zawartosé: (A) NADH i NAD* oraz (B) NADPH i NADP* w lisciach ogérka po
infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego i dla danej formy dinukleotydu oznaczone tymi
samymi literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).
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Tab. 6. Wspétczynniki redoks dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych w lisciach
ogorka po infekcji Psl zdefiniowane jako ilorazy zawartosci postaci zredukowanej
i utlenionej: [NADH]/[NAD*] i [NADPH]/[NADP"]

Wartosci dla danego punktu czasowego i dla danego wspétczynnika redoks oznaczone tymi
samymi literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

Wspoétczynnik Czas Od..
redoks mokul_aCJl K3 Z3 K5 Z5
[dni]

To 0,5+0,2(A) 0,6+0,1(A)
T1 0,4+0,1(A) 0,4+0,1(A) 0,6+0,2(A) 0,5+0,1(A)

[NADH]/[NAD*] T2 0,5+0,2(A) 0,6+0,2(A) 0,6+0,0(A) 0,610,2(A)
Ts 0,4+0,0(A) 1,2+0,0(B) 0,6+0,3(A) 0,8+0,1(A)
T7 0,5+0,1(A) 1,3+£0,4(B) 0,6+0,1(A) 1,0+0,3(B)
To 0,6+0,1(A) 0,6+0,2(A)
T1 0,6+0,0(A) 0,4+0,1(A) 0,6+0,0(A) 0,4+0,0(A)

[NADPH]/[NADP"] T2 0,6+0,1(A) 0,4+0,1(A) 0,5+0,1(A) 0,5+0,1(A)
Ts 0,6+0,1(A) 0,1+0,1(B) 0,5+0,0(A) 0,3+0,1(B)
T7 0,6+0,2(A) 0,1+0,2(B) 0,5+0,2(A) 0,3+0,0(B)

5.7. Zawartosé cukréw i aktywnosé enzyméw ich metabolizmu
5.7.1. Zawartos¢ p-glukozy, pD-fruktozy i sacharozy

Stres biotyczny wywotany infekcjg Psl spowodowat obnizenie zawartosci D-glukozy
w lisciach Z3 w poréwnaniu do K3 w przedziale czasowym T, — T7; (Rys. 23A). Nie
stwierdzono zmian po infekcji w lisciach Z5. W T, stwierdzono wyzszg zawartos¢ D-glukozy
w lisciach K5 w poréwnaniu z lisémi K3 (Rys. 23A).

W tych samych punktach czasowych (T, — T7), w ktérych stwierdzono nizszg
zawartos¢ D-glukozy w lisSciach Z3 w poréwnaniu do K3 wykazano wyzszg zawartosé
D-fruktozy w Z3 niz w K3. Najwieksza réznica (o 45% w stosunku do kontroli) oznaczona
zostata w T7 (Rys. 23B). W lisciach K5 zawartos¢ D-fruktozy byta wyzsza niz w lisciach K3
i inaczej niz w przypadku D-glukozy réznice zawartosci D-fruktozy utrzymywaty sie w catym
badanym okresie. W T: wykazano wyzszg o 33% zawartoS¢ D-fruktozy w lisciach Z5
w porownaniu z Z3 (Rys. 23B).

Poinfekcyjny wzrost zawartosci D-fruktozy w lisSciach Z3 w poréwnaniu z K3 byt
sprzezony z obnizeniem zawartosci sacharozy w tych samych punktach czasowych. W Ts
zawartos¢ sacharozy w lisciach Z5 zwiekszyta sie o 28% w poréwnaniu z lisémi K5
(Rys. 23C). Wykazano, ze odmiennie niz w przypadku D-glukozy i D-fruktozy, liscie K3 i K5

nie réznig sie statystycznie istotnie pod wzgledem zawartosci sacharozy w zadnym punkcie
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czasowym. W T, i Ts stwierdzono natomiast istotnie wyzszg (odpowiednio o 39 i 73%)

zawartos¢ sacharozy w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 23C).
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Rys. 23. Zawartos¢ cukrow:
(A) b-glukozy, (B)

i (C) sacharozy w lisciach ogor-

D-fruktozy

ka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu
czasowego Oznaczone tymi samy-
mi literami alfabetu sg nieistotne
statystycznie wobec siebie przy
p<0,05 (n = 4).

Po aplikacji DCMU zawartos¢ D-glukozy w lisciach K3 obnizyta sie. Podobne zmiany

miaty miejsce po infekcji w lisciach Z3, ktérym aplikowano DCMU, jednak nie byly one tak

intensywne jak stwierdzone w przypadku roslin nietraktowanych inhibitorem (Rys. 24A). Po

aplikacji DCMU wykazano wyzszg zawartos¢ D-glukozy w lisciach K5 w poréwnaniu z lisCmi

K3. Podobny trend zawartosci D-glukozy stwierdzono dla lisci Z3 i Z5, jednak w zadnym

punkcie czasowym stwierdzone réznice nie byly istotne statystycznie (Rys. 24A).

U roslin traktowanych DCMU nie stwierdzono zmian w zawartosci D-fruktozy po

infekcji, zarowno w lisciach starszych jak i miodszych (Rys. 24B). Po aplikacji DCMU
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zawartos¢ D-fruktozy w lisciach K5 byta wyzsza niz w K3 (w To 0 47%). Podobnie w lisciach
Z5 zawarto$¢ D-fruktozy utrzymywata sie na wyzszym poziomie niz w lisciach Z3. Najwiekszg
roznice, 0 45%, stwierdzono w T1 (Rys. 24B).

Infekcja nie spowodowata zmian zawartosci sacharozy u roslin traktowanych DCMU,
za wyjatkiem lisci mtodszych w Ts, kiedy stwierdzono o 24% wyzszg zawarto$¢ tego
metabolitu w poréwnaniu do kontroli. W catym badanym okresie w lisciach pietra pigtego
roslin kontrolnych i zakazonych zawartos¢ sacharozy utrzymywata sie na wyzszym poziomie
niz w odpowiednich lisciach pietra trzeciego (Rys. 24C).

U roslin traktowanych DBMIB w przypadku obu pieter nie wykazano réznic
w zawartosci D-glukozy miedzy liSémi kontrolnymi i zakazonymi. Jedynie w Ts stwierdzono
nizszg o 22% zawartos¢ D-glukozy w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3. W péznym stadium
patogenezy (Ts i T7) u roslin traktowanych DBMIB oznaczono nizszg odpowiednio o 28 i 31%
zawartosc¢ D-glukozy w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5 (Rys. 24D).

Stwierdzono, ze u roslin traktowanych DBMIB juz od T, zawartos¢ D-fruktozy
w lisciach Z3 byta nizsza w poréwnaniu z K3 (w T7 0 43% w stosunku do kontroli) (Rys. 24E).
Liscie K5 potraktowane DBMIB miaty natomiast wyzszg (o 38, 49 i 42% odpowiednio w Ty, T»
i T7) zawarto$¢ D-fruktozy w poréwnaniu z lisémi K3 potraktowanymi DBMIB (Rys. 24E).

Podobnie jak dla DCMU stwierdzono, ze infekcja Psl nie powoduje zmian zawartosci
sacharozy w lisciach obu pieter, ktére byty traktowane DBMIB (Rys. 24F). U roslin, ktérym
aplikowano DBMIB, w T7 oznaczono wyzszg o 93% zawartos¢ sacharozy w lisciach K5
w poréwnaniu z K3 i 0 123% wyzszg zawartos¢ tego cukru w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3
(Rys. 24F).
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Rys. 24. Zawartos¢ cukrow: (A, D) D-glukozy, (B, E) D-fruktozy i (C, F) sacharozy
w lisciach ogérka zainfekowanych Psl po aplikacji inhibitoréw fotosyntetycznego
fancucha transportu elektronéw: DCMU (A-C) i DBMIB (D-F)

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

5.7.2. Ekspresja genéw inwertazy kwasnej i inwertazy zasadowej

W wyniku infekcji Psl dochodzito do ok. sze$ciokrotnego obnizenia poziomu ekspresji
genu inwertazy kwasnej w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg. W lisciach Z5 podobne
zmiany stwierdzono jedynie we wczesnej fazie patogenezy. W T i T> wykazano odpowiednio
cztero- i siedmiokrotne obnizenie poziomu ekspresji inwertazy kwasnej w Z5 w poréwnaniu
z K5 (Rys. 25A). W tych samych punktach czasowych u roslin kontrolnych stwierdzono
odpowiednio szescio- i trzykrotnie wyzszy poziom ekspresji genu inwertazy kwasnej
w lisciach K5 w poréwnaniu do lisci K3. W przypadku ro$lin zakazonych istotne roznice

w poziomach ekspresji genu inwertazy kwasnej miedzy lis¢mi Z3 i Z5 stwierdzono w T1 1 T
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(odpowiednio siedmio- i osiemnastokrotnie wyzszy poziom ekspresji opisywanego genu w Z5
w stosunku do lisci Z3) (Rys. 25A).

Zmiany poziomu ekspresji genu inwertazy zasadowej w lisciach Z3 byty odmienne niz
stwierdzone dla inwertazy kwasnej. W T1, T2 i T; wykazano odpowiednio dziesiecio-, osmio-
i szesciokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu inwertazy zasadowej w lisciach Z3
w porownaniu z lisémi K3 (Rys. 25B). Przeciwnie niz w wypadku inwertazy kwasnej, liscie K5
nie roznity sie istotnie pod wzgledem poziomu ekspresji genu inwertazy zasadowej od lisci
K3. Stwierdzono natomiast odwrotny trend dla roslin zakazonych: we wszystkich punktach
czasowych poziom ekspresji genu inwertazy zasadowej byt odpowiednio piecio-, szescio-

I czterokrotnie nizszy w lisciach Z5 w porownaniu z lisémi Z3 (Rys. 25B).
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Rys. 25. Wzgledna ekspresja gendéw: (A) inwertazy kwasnej i (B) inwertazy zasadowej
w lisciach ogoérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punkiu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sag
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe wzgledne;j
ekspresji danego genu w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym punkcie
czasowym przyjeto jako 1.

5.7.3. Zawartos¢ glukozo-6-fosforanu i aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej. Ekspresja genéw heksokinazy i dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej

Stwierdzono, ze poinfekcyjnemu spadkowi zawartosci D-glukozy w lisciach Z3 w To,
Ts, i T7 (Rys. 23A) towarzyszy statystycznie istotny wzrost zawartosci G6P w tych lisciach,
odpowiednio 0 49, 42 i 42% w stosunku do kontroli. W lisciach Z5 infekcja Psl spowodowata
statystycznie istotny wzrost (0 45%) zawartosci tego metabolitu jedynie w T7 (Rys. 26A).

W Z3, wraz z poinfekcyjnymi zmianami zawartosci G6P rosta réwniez aktywnosé
G6PDH. W T, Ts i T7 stwierdzono odpowiednio o 84, 80 i 82% wyzszg aktywno$¢ G6PDH
w lisciach Z3 w porownaniu z K3. W lisciach mtodszych jedynie w T; oznaczono o 30%
wiekszg aktywno$¢ G6PDH w Z5 w poréwnaniu do K5 (Rys. 26B). We wszystkich punktach
czasowych, w lisciach K5 oznaczono wyzszg aktywnos¢ G6PDH w poréwnaniu z K3, przy
czym w T roznica aktywnosci byta najwieksza i wynosita 62%. Nie stwierdzono natomiast
roznic w aktywnosci GGPDH miedzy lisSémi Z5 i Z3 (Rys. 26B).
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Zmiany poziomu ekspresji genu HK po infekcji stwierdzono tylko w liciach starszych,
a w miodszych — nie. Poziom ekspresji tego genu w lisciach pietra pigtego byt nizszy niz
w lisciach pietra trzeciego, zaréwno u roslin kontrolnych, jak i zakazonych. W Ty, T1, T2 i Ty
stwierdzono odpowiednio siedmio-, czternasto- i dwudziestoczterokrotnie nizszy poziom
ekspresji genu HK w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 26C).

Podobnie jak w przypadku HK, wykazano wzrost poziomu ekspresji genu G6PDH
w lisciach Z3 w poréwnaniu z lisémi K3 (odpowiednio dziewigcio-, osSmio- i pieciokrotny w Ty,
T> i T7). Natomiast w lisciach mtodszych roslin zakazonych Psl ekspresja genu G6PDH
obnizata sie i w lisciach Z5 byta okoto sze$ciokrotnie nizsza niz w lisciach K5 (Rys. 26D).
W lisciach K& we wszystkich punktach czasowych stwierdzono wyzszy poziom ekspres;ji
genu G6PDH w poréwnaniu z lis¢mi K3. Odwrotna zaleznos¢ dotyczyta roslin zakazonych,
gdzie stwierdzono odpowiednio osmio-, piecio- i siedmiokrotnie nizszy poziom ekspresji genu
G6PDH w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 26D).
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Rys. 26. (A) Zawartos¢ glukozo-6-fosforanu (G6P), (B) aktywnos¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej (G6PDH) oraz wzgledna ekspresja genéw: (C) heksokinazy
(HK) i (D) G6PDH w lisciach ogoérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sag
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Na rysunkach C i D wartosci
liczbowe wzglednej ekspresji genéw HK i GGPDH w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3)
przyjeto jako 1.
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5.8. Wybrane metabolity i enzymy cyklu Krebsa

5.8.1. Zawartos¢ kwasu L-jabtkowego i szczawiooctowego. Aktywnosé
dehydrogenazy L-jabtczanowej i fumarazy

Po infekcji nastepowat wzrost zawartosci L-MA w lisciach Z3 i Z5, przy czym
w lisciach pietra trzeciego zmiany w stosunku do kontroli stwierdzono w przedziale
czasowym T, — T7, a w lisciach pietra pigtego od Ts (Rys. 27A).

Po infekcji zmieniat sie takze profil zawarto$ci kwasu szczawiooctowego w lisciach
Z3. W T» wykazano spadek jego zawartosci, a w Ts i Tz nastepowat wzrost, odpowiednio
0 28 i 26% w stosunku do K3 (Rys. 27B).

Poinfekcyjnemu wzrostowi zawartosci L-MA w lisciach Z3 w czasie T.-T7 towarzyszyt
wzrost aktywnosci L-MDH wzgledem kontroli mieszczacy sie w zakresie od 29 do 41%.
W lisciach Z5 aktywnos$¢ L-MDH nie réznita sie istotnie od stwierdzonej dla K5, z wyjgtkiem
T+, kiedy to wykazano wyzszg aktywnos¢ L-MDH dla lisci Z5 w poréwnaniu z K5 (Rys. 27C).
U roslin kontrolnych stwierdzono wyzszg aktywnos¢ L-MDH w lisciach K5 w poréwnaniu
z lisémi K3, maksymalnie o 33% w Ts. U roslin zakazonych nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic w aktywnosci L-MDH miedzy lisémi Z3 i Z5 (Rys. 27C).

Stwierdzono, ze w péznym stadium patogenezy (Ts, T7), w lisciach Z3 aktywnosc¢
fumarazy jest wyzsza o 43% w poréwnaniu z K3. W T7 stwierdzono takze wyzszg aktywnos¢
fumarazy w Z5 w poréwnaniu z K5 (Rys. 27D). W Ti1 aktywnos¢ fumarazy byta wieksza
w lisciach K5 w poréwnaniu z K3. W przypadku roslin zakazonych, w T1 aktywnos$¢ fumarazy
byta wyzsza o 21% w lisciach Z5 w porownaniu z lisémi Z3, natomiast od T, stwierdzono

wyzszg aktywnos$c¢ tego enzymu w liciach Z3 (w Ts 0 30% w poréwnaniu z Z5) (Rys. 27D).
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Rys. 27. Zawartosé: (A) kwasu L-jabtkowego (L-MA) i (B) kwasu szczawiooctowego
oraz aktywnos¢: (C) dehydrogenazy L-jabtlczanowej (L-MDH) i (D) fumarazy w lisciach
ogoérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punkiu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sag
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4).

5.8.2. Ekspresja genéw dehydrogenazy L-jabtlczanowej, fumarazy
i dehydrogenazy izocytrynianowej

Poinfekcyjnemu wzrostowi aktywnosci L-MDH w lisciach pietra trzeciego od T>do T~
(Rys. 27C) towarzyszyt wzrost poziomu ekspresji genu kodujgcego ten enzym. W lisciach Z3
stwierdzono okofo dziewieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu L-MDH w poréwnaniu
zK3. W przedziale T: — Tz wykazano okoto trzykrotnie nizszy poziom ekspresji genu
kodujgcego ten enzym w lisciach Z5 w poréwnaniu z lis¢émi K5 (Rys. 28A). Ponadto
stwierdzono, ze liscie K5 charakteryzujg sie okoto pieciokrotnie wyzszym poziomem
ekspresji genu L-MDH w poréwnaniu z lisCmi K3. Z kolei u roslin zakazonych, w Ty, T2 1 T
wykazano odpowiednio piecio-, szescio- i dziewieciokrotnie nizszy poziom ekspresji genu
L-MDH w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 28A).

W lisciach Z3 stwierdzono postepujgce w czasie zwiekszanie poziomu ekspresji genu
fumarazy w porownaniu z K3. W T byt on dziesieciokrotnie wyzszy w porownaniu z kontrola.
W lisciach Z5 wykazano natomiast obnizenie poziomu ekspresji genu fumarazy
w porownaniu z K5. We wczesnej fazie patogenezy (T2), w lisciach Z5 byt on trzykrotnie

nizszy w stosunku do poziomu wykazanego dla lisci K5 (Rys. 28B). U roslin zakazonych,
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w przedziale T1— T7 stwierdzono od piecio- do trzynastokrotnie nizszy poziom ekspresji genu

fumarazy w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 28B).

Stres biotyczny wywotany infekcjg Psl nie powodowat zmian ekspresji genu ICDH.

Wykazano jedynie réznice miedzy lisémi pietra trzeciego i pigtego. We wszystkich punktach
czasowych, w lisciach K5 poziom ekspresji genu ICDH byt czterokrotnie wyzszy niz

w lisciach K3, natomiast w lisciach Z5 byt on szesciokrotnie wyzszy niz w lisciach Z3

(Rys. 28C).
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Rys. 28. Wzgledna ekspresja
genow: (A) dehydrogenazy
L-jabtczanowej (L-MDH), (B) fu-
marazy i (C) dehydrogenazy izo-
cytrynianowej (ICDH) w lisciach
ogoérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu
czasowego oznaczone tymi samy-
mi literami alfabetu sg nieistotne
statystycznie wobec siebie przy
p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe
wzglednej ekspresji danego genu
w lisciach kontrolnych pietra trze-
ciego (K3) w kazdym punkcie cza-
sowym przyjeto jako 1.
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5.9. Ekspresja gendéw zwiagzanych z fotosyntezg

Obnizeniu wartosci Py, stwierdzonemu w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 w péznym
stadium patogenezy (Rys. 12B) towarzyszyto odpowiednio cztero- i dwukrotne obnizenie
poziomu ekspresji genu duzej podjednostki RuBisCO (RuBisCOy,) we wczesnej fazie
patogenezy (T1, T2) w lisciach Z3 w stosunku do K3. W lisciach Z5, we wszystkich punktach
czasowych stwierdzono natomiast okoto trzykrotnie wyzszy poziom ekspresji opisywanego
genu w porownaniu do K5 (Rys. 29 A). Liscie mtodsze roslin kontrolnych i zakazonych
charakteryzowaly sie wyzszym poziomem ekspresji genu kodujgcego RuBisCOy.
Stwierdzono pieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji genu RuBisCO,, w lisciach K5
w porownaniu z K3 i dziesieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji tego genu w lisciach Z5
w porownaniu z Z3 (Rys. 29A).

We wszystkich punktach czasowych wykazano okoto pieciokrotnie wyzszy poziom
ekspresji genu PEPC w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3. Podobng zaleznos¢ po infekciji
stwierdzono w lisciach pietra pigtego i tak w T1 i T7 wykazano odpowiednio dwu- i trzykrotnie
wyzszy poziom ekspresji tego genu w lisciach Z5 w poréwnaniu do K5 (Rys. 29B). Ponadto
u roslin kontrolnych w Ty, T1 i T2 stwierdzono wyzszy poziom ekspresji genu PEPC w lisciach
K5 niz w K3 (Rys. 29B).

Poinfekcyjne zmiany poziomu ekspresji genu 3PGAD w lisciach Z3 wykazano jedynie
w T7 (trzykrotny wzrost w poréwnaniu do K3), a w lisciach Z5 w czasie T2 (dwukrotny wzrost
w stosunku do K5) (Rys. 29C). Wykazano ponadto, ze w T7 poziom ekspresji genu 3PGAD
byt szesciokrotnie nizszy w lisciach Z5 w poréwnaniu z Z3 (Rys. 29C).

Stwierdzono, ze w T, i T7 poziom ekspresji genu TrxM3 byt odpowiednio pigcio-
i dziesieciokrotnie wyzszy w lisSciach Z3 w poréwnaniu do K3 (Rys. 29D). Infekcja nie
spowodowata zmian w ekspresji genu TrxM3 w lisciach pietra pigtego. Istotne roznice
miedzy poziomem ekspresji opisywanego genu w liciach trzeciego i pigtego pietra roslin
obu wariantow eksperymentalnych byty oznaczone w T, i T7. W lisciach K5 poziom ekspresji
genu TrxM3 byt w tych dniach odpowiednio dwu- i trzykrotnie wyzszy niz w liSciach K3,

a w lisciach Z5 trzy- i szesciokrotnie nizszy niz w lisciach Z3 (Rys. 29D).
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Rys. 29. Wzgledna ekspresja genéw: (A) duzej podjednostki karboksylazy
1,5-bisfosforybulozy (RuBisCOw), (B) karboksylazy fosfoenolopirogronianowe;j
(PEPC), © dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (3PGAD)
i (D) chloroplastowej tioredoksyny M3 (TrxM3) w lisciach ogérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punkiu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe wzglednej
ekspresji danego genu w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym punkcie
czasowym przyjeto jako 1.

5.10. Zawartos¢ aminokwasow

Stwierdzono, ze w T; zawartos¢ Gly, L-Ser, L-Glu i L-GIn w lisciach Z3 jest wieksza
niz w K3. W tym dniu wykazano o okoto 250% wigkszg zawarto$¢ Gly i L-Ser w lisciach Z3
w porownaniu do K3. Natomiast dla L-Glu i L-GIn stwierdzono odpowiednio o 67 i 149%
wiekszg zawartos¢ w lisSciach Z3 niz w lisciach K3. Podobng zalezno$¢ po infekcji
stwierdzono réwniez w T; dla Gly, L-Ser i L-GIn w lisciach Z5 (Rys. 30 A-D). W przypadku
L-Met zmiany po infekcji stwierdzono tylko dla lici pietra trzeciego — w T7 w liciach Z3
zawartos¢ aminokwasu byta okoto pieciokrotnie nizsza niz w K3 (Rys. 30E).

U roslin kontrolnych liscie K5 réznity sie istotnie od lisci K3 pod wzgledem zawarto$ci
aminokwasow i tylko w przypadku Gly i L-Glu w T7. Tego samego dnia u roslin zakazonych
wykazano natomiast istotnie nizszg zawarto$¢ wszystkich czterech aminokwaséw w lisciach
Z5 w poréwnaniu z Z3, przy czym najwieksza roznica stwierdzona byta dla L-Glu
(Rys. 30A, C). W T7 byly rowniez widoczne istotne réznice w zawartosdci L-Met w lisciach
trzeciego i pigtego pietra roslin kontrolnych i zakazonych. W tym dniu liscie K5 miaty o 28%
nizszg zawartos¢ tego aminokwasu w poréwnaniu do lisci K3, natomiast w lisciach Z5

stwierdzono o 180% wyzszg zawartos¢ L-Met niz w lisciach Z3 (Rys. 30E).
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Rys. 30. Zawartosé¢: (A) gli-
cyny (Gly), (B) L-seryny
(L-Ser), (C) kwasu L-glutami-
nowego (L-Glu), (D) L-gluta-
miny (L-GIn) i (E) L-metioniny
(L-Met) w lisciach ogoérka po
infekcji Psl

Wartosci dla danego punktu
czasowego oOznaczone tymi
samymi literami alfabetu sg
nieistotne statystycznie wobec
siebie przy p<0,05 (n = 3).
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5.11. Ekspresja gendéw dekarboksylazy glicyny i oksydazy
glikolanowej

W lisciach pietra trzeciego stwierdzono zmiany poziomu ekspresji genu
dekarboksylazy glicyny po infekcji. W T, stwierdzono trzykrotnie mniejszy poziom ekspresji
tego genu w lisciach Z3, natomiast w T7 byt on trzykrotnie wyzszy niz w K3. Po zakazeniu
poziom ekspresji genu dekarboksylazy glicyny byt réwniez wyzszy (odpowiednio trzy-
i szesciokrotnie w T2 i T7) w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi K5 (Rys. 31A). Stwierdzono,
ze poziom ekspresji genu dekarboksylazy glicyny w lisciach K5 byt w kazdym punkcie
czasowym oprocz Ty nizszy niz w lisciach K3. Ponadto w T, poziom ekspresji opisywanego
genu byt czterokrotnie wyzszy w lisciach Z5 w poréwnaniu z lisémi Z3 (Rys. 31A).

Poziom ekspresji genu oksydazy glikolanowej zmieniat sie pod wptywem stresu
biotycznego jedynie w Ti. Stwierdzono, ze w lisciach Z3 jest on pieciokrotnie nizszy
w poréwnaniu z K3, a w lisciach Z5 dwukrotnie wyzszy niz w K5 (Rys. 31B). Ponadto w Ty,
w lisciach Z5 poziom ekspresji genu oksydazy glikolanowej byt trzynastokrotnie wyzszy niz

w lisciach Z3 (Rys. 31B).
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Rys. 31. Wzgledna ekspresja genéw: (A) dekarboksylazy glicyny i (B) oksydazy
glikolanowej w lisciach ogérka po infekcji Psl

Wartosci dla danego punkiu czasowego oznaczone tymi samymi literami alfabetu sa
nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 4). Wartosci liczbowe wzgledne;j
ekspresji danego genu w lisciach kontrolnych pietra trzeciego (K3) w kazdym punkcie
czasowym przyjeto jako 1.

5.12. Zawartos¢ metabolitéw oznaczanych metoda GC-MS

Stwierdzono, ze w T, zawarto$¢ mio-inozytolu, a-, y-, i é-tokoferolu oraz kwasoéw:
palmitynowego i a-linolenowego byta wieksza w liciach Z3 niz w K3, przy czym zawarto$é
d-tokoferolu byta czterokrotnie wyzsza w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg. Wykazano
rowniez, ze w T7 zawarto$¢ mio-inozytolu i kwasow: palmitynowego oraz o-linolenowego byta
wyzsza w lisciach Z3 w porownaniu z K3. Tego dnia oznaczono takze wigekszg zawarto$é
trehalozy i rafinozy w lisciach Z3. W T, w lisciach Z5 stwierdzono obecnos¢ &-tokoferolu,

ktéry w K5, zaréwno w Ty, jak i T2 nie byt identyfikowany. W T wykazano obecnos¢ trehalozy
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w lisciach Z3 i Z5, a zawartos¢ rafinozy w lisciach Z5 byta znacznie wyzsza niz w K5. Tego
samego dnia stwierdzono, ze w Z5 zawarto$¢ kwasu glicerynowego jest nizsza niz w K5,
a poziom kwasow: palmitynowego i a-linolenowego jest wyzszy w Z5 niz w K5. W Ty
zawartos¢ rafinozy byta sze$ciokrotnie wyzsza w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5. W tym
samym dniu, w lisciach Z5 stwierdzono obnizenie zawartosci fitolu oraz dominujgcych form
tokoferolu: o i y w porownaniu z K5 (Tab. 7).

Wykazano, ze w Ty liscie K& majg wyzszg zawartoS¢ mio-inozytolu, fitolu i kwasow:
glicerynowego, linolowego, a-linolenowego (kwas dominujgcy) oraz 3-fosfoglicerynowego,
a takze osmiokrotnie nizszy poziom y-tokoferolu i pieciokrotnie mniejszg zawartos¢ rafinozy
w poréwnaniu z K3. Réznice w profilu metabolicznym miedzy lisCmi pietra trzeciego i pigtego
utrzymywaty sie w dalszych punktach czasowych. W T, stwierdzono nizszg zawartosé
rafinozy w lisciach K5 w poréwnaniu z K3. W T; taka zaleznos¢ dotyczyta 6-tokoferolu.
Wykazano réwniez, ze w T, zawartosc¢ y- i -tokoferolu w lisciach Z5 jest znacznie nizsza niz
w Z3. W T7 poziom y-tokoferolu byt znacznie nizszy w Z5 w poréwnaniu z Z3, natomiast
d-tokoferol w Z5 nie zostat oznaczony. W T, stwierdzono dwukrotnie nizszg zawartos¢
trehalozy i dwukrotnie wyzszy poziom kwasu a-linolenowego w lisciach Z5 w poréwnaniu
z lisémi Z3 (Tab. 7).



Tab. 7. Wzgledna zawartos¢ metabolitéow oznaczanych metoda GC-MS w lisciach ogoérka po infekcji Psl
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Podane wartosci wyliczane byty wzgledem standardu wewnetrznego (n-dokozan), po uwzglednieniu pol powierzchni pikéw na chromatogramach GC. Wartosci dla
danego punktu czasowego i dla danego metabolitu oznaczone tymi samymi literami alfabetu sg nieistotne statystycznie wobec siebie przy p<0,05 (n = 3).

. TO

Metabolit K3 K5 K3 z3 K5 z5 K3 z3 K5 z5
Alkohole
mio-inozytol 3,520,1(A) 6,90,2(B) 3,7+0,5(A) 8,4+0,6(B) 6,5+0,1(AB) 6,0+0,5(AB) 3,80,5(A) 7,3+0,4(B) 6,2+0,7(AB) 6,2+1,0(AB)
fitol 636,4+98,0(A)  985+42,0(B) 593,8+240,0(A) 934,3+561,7(A) 1325,9+650,0(A) 1196,7+626,1(A) 309,3+259,9(A) 350,5+98,2(A)  1234,4+180,2(B) 599,2+198,7(A)
Fenole
a-tokoferol 208,9453,9(A) 115,1+69,5(A) 94,2410,9(A)  199,4+15,4(B) 101,7425,3(A)  138,3+41,5(AB)  222,5+17,4(A)  152,0+1,1(B) 373,7486,1(A)  100,6+11,2(C)
y-tokoferol 147,5+48,8(A) 17,9+8,6(B) 50,245,6(A)  171,9+12,8(B) 23,247,6(AC) 18,9+1,1(C)  205,0+14,0(A) 165,7+18,8(B) 100,2+28,9(B) 14,6+8,5(C)
d-tokoferol 13,7+4,0(A) 8,2+4,0(A) 33,0+£10,2(B) 2,84+1,2(A) 59,3+3,8(A) 66,4+3,1(A) 2,8+4,0(B)
Kwasy karboksylowe
kw. glicerynowy 1,1£0,1(A) 6,1+1,0(B) 1,8+0,4(A) 3,0£0,2(A) 7,10,2(B) 2,8+0,1(A) 2,3+0,1(A) 4,7+1,0(B) 4,5+0,3(B) 3,0£0,2(A)
kw. palmitynowy 5,3+1,3(A) 5,3+0,7(A) 5,620,4(A) 9,9+0,2(B) 5,30,3(A) 10,1+0,7(B) 6,4%0,4(A) 15,2+0,8(B) 12,9+4,0(AB) 8,620,4(AB)
kw. linolowy 1,5+0,2(A) 2,740,3(B) 1,440,2(A) 1,640,1(A) 2,120,1(A) 2,940,3(A) 1,4+0,7(A) 2,7+0,4(A) 2,240,1(A) 2,620,7(A)
kw. a-linolenowy 39,4+1,4(A) 98,5+4,6(B) 47,8+6,2(A) 85,1+0,3(B) 130,2+2,2(C) 162,520,8(D) 45,8+2,1(A)  89,1%5,1(BC) 115,7+0,6(B) 75,3+4,4(C)
kw. stearynowy 1,0+0,0(A) 0,8+0,1(A) 0,840,1(A) 1,240,2(A) 1,1£0,1(A) 1,4+0,3(A) 1,0£0,2(A) 2,120,1(A) 1,4+0,4(A) 1,440,1(A)
kw. 3-fosfoglicerynowy 1,6+0,3(A) 3,3+0,4(B) 1,440,1(A) 2,1+0,4(AB) 3,30,1(B) 3,840,1(B) 1,3£0,1(A) 3,00,2(B) 2,9+0,2(B) 2,2+0,4(AB)
Estry
palmitynian fitylu 10,620,8(A) 12,55,0(A) 12,945,0(AB) 25,442 2(A) 11,1%3,0(B) 20,1+2,7(AB) 12,1+4,3(A)  20,2+15,3(A) 11,8+1,0(A) 9,347,3(A)
Cukry
trehaloza 2(A) - 0,3+0,1(B) ,4%0,1(A) 0,8+0,2(B) 0,4%0,1(A) 0,70,1(B)
rafinoza 1,0£0,1(A) 0,2+0,1(B) 1,0£0,2(A) +0,1(A) 0,1%0,2(B) 2,840,0(A) 1,0£0,2(A) 4,0+0,3(B) 0,520,1(C) 3,00,1(B)
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6. DYSKUSJA

Ogorek siewny jest waznym gospodarczo gatunkiem roslin warzywnych, ktérego
areat upraw w Polsce stanowi okoto 12% ogodlnej powierzchni polowej uprawy warzyw.
Wysoka wrazliwo$¢ ogorka na choroby wywotywane przez czynniki chorobotworcze
powoduje coroczne straty plonu. Jednym z grozniejszych patogendw ogoérka jest Psl,
sprawca kanciastej plamisto$ci lisci ogérka, ktéry zajmuje drugie miejsce — tuz po mgczniaku
rzekomym dyniowatych (Pseudoperonospora cubensis) — pod wzgledem wielkosci szkdd
wywotywanych w uprawach ogoérka. Spadek plonu ogorka spowodowany przez Psl moze
siega¢ nawet 60% (Ktosinska i wsp., 2014). Dane statystyczne wskazujg, ze sredni wskaznik
zakazen ogorka przez Psl w ostatnich latach wynosi 13% i wykazuje tendencje rosngca.
Choroba czesto przybiera charakter epidemii. Uznaje sie, ze przyczyng tego zjawiska mogag
by¢ zmiany klimatyczne, ktére sprzyjajg wzrostowi czestosci zachorowan roslin na choroby
wywotywane przez mikroorganizmy patogeniczne. Duza wilgotnos¢ powietrza i uszkodzenia
mechaniczne to tylko niektére czynniki, ktére utatwiajg infekcje ogérka przez Psl
i wystgpienie kanciastej plamistosci lisci. Choroba atakuje zaréwno rosliny uprawiane na
polach, jak i pod ostonami. Znaczne obnizenie plonowania wigze sie z ograniczeniem
powierzchni asymilacyjnej porazonych lisci. W uprawach dominujg odmiany ogérka mato
i Srednio podatne na kanciastg plamistos¢ lisci, do ktérych zalicza sie réwniez ,Cezar”
wykorzystywany w tej pracy. Brak odmian ogoérka catkowicie odpornych na Psl (Ktosinska
i wsp., 2014).

Zrozumienie mechanizmoéw odpowiedzi roslin na stres biotyczny jest konieczne
w kontekscie skutecznoéci klasycznej hodowli odpornosciowej i hodowli molekularnej drogg
transformacji rodlin uzytkowych (Rejeb i wsp., 2014). Jednym z priorytetowych celéw
producentéw zywnosci jest co najmniej dwukrotny wzrost produkcji owocow i warzyw do roku
2050, przy zachowaniu niezmienionej powierzchni gruntéw przeznaczonych pod uprawy.
Zuwagi na postepujgcy wzrost liczby ludnosci na sSwiecie, zmiany klimatu, wzrost
szkodliwo$ci oraz zmiany zasiegu wystepowania patogendw roslin, cel ten moze okazacé sie
trudny do osiggniecia (Aniot i wsp., 2008).

Badania reakcji rodlin na stresowe czynniki srodowiska koncentrujg sie na interakcji
roslin modelowych, np. A. thaliana i stresorow abiotycznych. Zdecydowanie mniej jest
opracowan dotyczgcych reakgji roslin uzytkowych na stres biotyczny i odnoszg sie one
najczesciej do odpowiedzi roslin na stres na poziomie komorek, tkanek lub organow. Watek
organellowo-specyficznych reakcji roslin na stres biotyczny poruszany jest w nielicznych
opracowaniach (Kuzniak i Sktodowska, 2005). W niniejszej pracy podjeto probe wyjasnienia
udziatu chloroplastéw i mitochondriéw w regulacji profilu metabolicznego i enzymatycznego

u ogoérka siewnego po infekcji Psl. Organizm roslinny stanowi zintegrowang catosc.
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Skuteczne reakcje na zmieniajgce sie warunki srodowiska wymagajg sprawnej kooperacji
miedzy jego czesciami, polegajgcej na wymianie sygnatdw miedzy miejscem percepcji
bodzca srodowiskowego, a organami rosliny, ktére nie byly bezposrednio narazone na jego
dziatanie. W celu scharakteryzowania odpowiedzi na stres zwigzany z zakazeniem Psl na
poziomie lokalnym i systemicznym, analizy prowadzono na lisciach zakazonych i tych nie
majgcych bezposredniego kontaktu z patogenem.

Podobnie jak w innych interakcjach roslina — patogen (Wijekoon i wsp., 2008;
Matsunaga i wsp., 2017) wykazano, ze wzrostowi pola powierzchni ognisk chorobowych na
lisciach ogdrka zakazonych Ps| towarzyszyta zmiana wygladu i tekstury miejsc infekgji
(Rys. 7A, B) zwigzana z odwodnieniem tkanki i kurczeniem sie liscia na skutek utraty turgoru
(Wang i wsp., 2012). Przy zastosowaniu cyfrowej termografii w podczerwieni (DIT, ang.
Digital Infrared Thermography), ktéra moze by¢ wykorzystana do obrazowania
wewnatrzkomérkowych proceséw metabolicznych sprzezonych ze stopniem uwodnienia
tkanek, wykazano, ze rozwoj objawow infekcji byt powigzany ze zmiang stosunkéw wodnych
w obszarach zmienionych chorobowo (Rys. 8C, D).

Rozwdj patogena moze prowadzi¢ do zmian w transpiracji i zaburzenia stosunkéw
wodnych. Wang i wsp. (2012) wykazali, ze we wczesnych stadiach zakazenia lisci ogorka
przez Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Foc) dochodzito do indukowanego przez
ABA zamkniecia aparatéw szparkowych zainfekowanych lisci, co ograniczyto transpiracje
i utrudnito termoregulacje. W konsekwencji nastepowat wzrost temperatury lisci w obszarach
zmienionych chorobowo w poréwnaniu z miejscami nieobjetymi infekcjg. Wzrost temperatury
obszardéw lisci ogérka zmienionych chorobowo w wyniku infekcji Psl stwierdzony w niniejszej
pracy w péznym stadium infekcji (T7) mogt by¢ zatem zwigzany z postepujacg nekrozag
komodrek, zaburzong termoregulacjg, zmniejszeniem  konduktancji  szparkowej
i zahamowaniem transpiracji (Rys. 7B, 8D, 13). Podobna, negatywng korelacje miedzy
intensywnoscig transpiracji, a temperaturg zainfekowanych organéw stwierdzono
w interakcjach ogorek — Pseudoperonospora cubensis (Lindenthal i wsp., 2005), soja —
Phytophthora sojae (McDonald i Cahill, 1999) i tyton — wirus mozaiki tytoniowej (TMV, ang.
Tobacco Mosaic Virus) (Chaerle i wsp., 2001).

6.1. Rozktad temperatury radiacyjnej lisci i wptyw infekcji na stan
fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw

W poczatkowej fazie patogenezy u roslin dochodzi do podobnych procesoéw, jakie
zachodzg w stanie nadmiaru energii wzbudzenia powodujgcym obnizenie sprawnosci PSII
i PSI oraz uszkodzenia przenosnikow elektronéw (Szechynska-Hebda i Karpinski, 2013).
Dodatkowo na sprawnos¢ fotosystemédw mogg wptywaé toksyny wydzielane zaréwno przez

patogeny, jak i przez rosline — gospodarza (Rolfe i Scholes, 2010). Ekspozycja rosliny na
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sSwiatto o duzym natezeniu wywotuje dynamiczne wysycenie centrow reakcji fotosystemow
i utrzymywanie przenosnikéw elektronow w formie zredukowanej. Prowadzi to do
nagromadzenia nadmiaru energii wzbudzenia, ktéra nie moze by¢ wykorzystana do
przeprowadzenia reakcji fotochemicznych (Ruban, 2016). Wykazano, ze w stanie hadmiaru
energii wzbudzenia w chloroplastach powstaje specyficzny sygnat fotoelektrofizjologiczny.
Wewnatrz- i zewnagtrzkomérkowa transdukcja tego sygnatu opiera sie na propagaciji fali RFT,
zmianach NPQ i Qy, a takze zmianach potencjatu elektrycznego bton komérkowych i moze
prowadzi¢ do uruchomienia mechanizmow kontroli proceséw aklimatyzacji lub obrony przed
stresem (Szechynska-Hebda i wsp., 2010). W wielu badaniach wykorzystywano
obrazowanie fluorescencji chlorofilu i pomiar jej parametrow jako sposob wykrywania infekcji
jeszcze przed pojawieniem sie objawow chorobowych. W badaniach nad interakcjg
A. thaliana — Pst wykorzystano wirulentne i awirulentne szczepy Pst w celu okreslenia réznic
w czasie i zakresie reakcji gospodarza w zaleznoéci od szczepu patogena. Stwierdzono, ze
po 3 h od inokulacji makroskopowe objawy infekcji nie byty zauwazalne zaréwno
w przypadku patogena wirulentnego, jak i awirulentnego. Pierwsze symptomy choroby byty
dostrzegalne po inokulacji patogenem awirulentnym 24 h od inokulacji. Dopiero po 48 h od
inokulacji Pst stwierdzono wystgpienie makroskopowych objawow infekcji patogenem
wirulentnym. W przypadku obu szczepéw Pst infekcja doprowadzita do spadku Qv w miejscu
infekcji zanim objawy choroby staly sie zauwazalne. Stwierdzono, ze obnizenie Qy byto
silniejsze i zaistniato wczesniej w lisciach inokulowanych awirulentnym szczepem Pst oraz
zalezato od stezenia inokulum. Wykazano takze, ze na najwczesniejszych etapach interakcji
z wirulentnym szczepem Pst dochodzito do przejsciowego wzrostu NPQ (Bonfig i wsp.,
2006). Uwaza sie, ze wzrost NPQ jest charakterystycznym objawem wystepujgcym u roslin
poddanych dziataniu stresu. Moze mie¢ to zwigzek z zablokowaniem przeptywu elektrondw
w tancuchu fotosyntetycznym, co stymuluje NPQ jako mechanizm ochronny. W pdzniejszych
stadiach infekcji dochodzi takze do nieodwracalnego spadku Qv (Rolfe i Scholes, 2010). Inni
autorzy wykazali obnizenie Qy w lisciach fasoli zakazonej Pseudomonas syringae pv
glycinea (Psg) (Zou i wsp., 2005). W niniejszej pracy wykazano, ze infekcja Psl prowadzi do
przejsciowego wzrostu NPQ oraz Qp, a takze przesunietego w czasie obnizenia Q.
Poczatkowy wzrost NPQ w lisciach Z3 mogt byé zwigzany z generowaniem nadmiaru energii
wzbudzenia w wyniku rozwoju patogena i uruchomieniem mechanizméw obronnych
w postaci jej rozpraszania na drodze niefotochemicznej. Stwierdzone zmiany NPQ w lisciach
pietra trzeciego miaty jednak charakter przemijajacy i w péznej fazie infekcji nie stwierdzono
roznic miedzy Z3 i K3 w wartosciach NPQ. W lisciach Z5 NPQ nie byto stymulowane
(Rys. 9A). Epizodyczny wzrost Qp w liSciach Z3, ktory nie utrzymat sie do pdznej fazy
patogenezy, ale miat wéwczas swoje odzwierciedlenie w lisciach Z5 swiadczyt o tym, ze PSII

nie byt uszkodzony za sprawg infekcji, a czes¢ energii wzbudzenia mogta by¢ w warunkach
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stresu zagospodarowana do przeprowadzenia reakcji fotochemicznych (Rys. 9B). W innej
pracy analiza wplywu kadmu na parametry fluorescenciji chlorofilu u dwéch odmian kapusty
biatej wykazata, ze u odmiany wczesnej dochodzito do obnizenia Qp u roslin potraktowanych
kadmem w poréwnaniu z kontrolg, natomiast u odmiany péznej stwierdzono nieznaczne
podwyzszenie Qp u roslin, ktérym aplikowano kadm (Borek i wsp., 2013). Z Kkolei
w badaniach nad interakcjg M. crystallinum — B. cinerea nie stwierdzono wptywu infekcji na
Qe (Nosek i wsp., 2015). Dane te wskazujg na zaleznos¢ kierunku zmian Qe zaréwno od
gatunku i odmiany rosliny, jak i rodzaju stresora. Natomiast za stwierdzone w niniejszej pracy
obnizenie Qv w lisciach Z3 w péznym stadium patogenezy mogta odpowiadaé zmniejszona
aktywno$¢ PSII, ktéra Swiadczyta o wytworzeniu stanu nadmiaru energii wzbudzenia
(Rys. 9C) (Foyer, 2018).

W poczatkowym stadium patogenezy reakcja na poziomie fotosyntetycznego
tancucha transportu elektronéw obejmowata wzrost NPQ i Qp. Postepujgce w wyniku rozwoju
objawow chorobowych zmniejszenie powierzchni asymilacyjnej i transpiracyjnej lisci Z3
(Chojak-Kozniewska i wsp., 2018) oraz zmiana stosunkow wodnych w zakazonej tkance
prowadzity do spadku Qv (Ts, T7), obnizenia konduktancji szparkowej (Rys. 13A),
ograniczenia transpiracji (Rys. 13B) i zaburzenia wymiany gazowej. Modulacja reakciji
fotochemicznych moze by¢ jednym z elementéw regulacji proceséw umozliwiajgcych
funkcjonowanie rosliny w warunkach s$rodowiska zmienionych pod wplywem infekcji
(Delprato i wsp., 2015).

Pomimo wielu badan, rola swiatta oraz znaczenie fotosyntezy w interakcji roslina —
patogen wymaga dalszych wyjasnien (Chandra-Shekara i wsp., 2006). Uznaje sie, ze
chloroplasty stanowig wazne centrum regulujgce reakcje roslin na stres. Sygnaly
pochodzenia chloroplastowego, ktére zapewniajg aktywacje reakcji obronnych roslin mogg
by¢ zwigzane z aktywnos$cig syntazy izochoryzmianu (ICS) odpowiedzialnej za powstawanie
kwasu izochoryzmowego. Kwas izochoryzmowy jest prekursorem SA — waznego induktora
odpornoéci roslin na patogeny biotroficzne i hemibiotroficzne. ICS zlokalizowana
w chloroplastach bierze réwniez udziat w syntezie filochinonu — przenosnika elektronéw
znajdujgcego sie po akceptorowej stronie PSI (Gawronski i wsp., 2013). Ponadto,
w warunkach nadmiaru energii wzbudzenia i zaburzen transportu elektronéw w tancuchu
fotosyntetycznym, ktére towarzyszg patogenezie, dochodzi do przesuniecia réwnowagi
miedzy utleniong i zredukowang formg PQ. Uznaje sig, ze akumulacja zredukowanego PQ
koreluje z uruchomieniem reakcji HR i indukcjg genéw obrony. Zmiany w puli PQ sg zrodtem
sygnatow retrogradowych wysytanych z chloroplastow (Nosek i wsp., 2015). Stan redoks PQ
odgrywa w tych organellach funkcje zasadniczego czujnika redoks i na poziomie komorki
uczestniczy w indukcji odpowiedzi na zmiany zachodzgce w Srodowisku (Nowicka i wsp.,

2009). Uwaza sie, ze PQ dziata jako gtéwny przetgcznik regulujacy ztozone reakcje na stan
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nadmiaru energii wzbudzenia, takie jak zmiany réwnowagi miedzy RFT i antyoksydantami,
przewodnictwa szparkowego, rownowagi metabolicznej i hormonalnej (Muhlenbock i wsp.,
2008; Kangasijarvi i wsp., 2014). Poza tym stan redoks PQ reguluje proces fosforylacji anten
energetycznych LHCII oraz biatka D1 w PSII, a takze moduluje ekspresje chloroplastowych
gendw kodujgcych podjednostki PSI oraz PSII i ekspresje jadrowych gendw kodujgcych SOD
oraz peroksydazy askorbinianowe APX1 i APX2 (Nowicka i wsp., 2009). Uzycie inhibitoréw
fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow: DCMU i DBMIB pozwala symulowac
zmienne warunki oswietlenia. Podanie DCMU imituje efekt wystepujacy podczas
aklimatyzacji do obnizonego natezenia Swiatta z powodu catkowitego utlenienia puli PQ,
natomiast DBMIB symuluje efekt powstajgcy w warunkach nadmiaru sSwiatta poprzez
zablokowanie odptywu elektronow ze zredukowanego PQ na kompleks cytochromowy bef.
Zastosowanie DCMU i DBMIB pozwala zatem poznaé udziat stanu redoks PQ w regulacji
réznych reakcji roslin na stres (Karpinski i wsp., 2013). W badaniach nad interakcjg
M. crystallinum — B. cinerea wykazano, Zze Swiatto jest konieczne do wyksztatcenia
odpornoéci lokalnej typu HR, a DCMU promuje rozw¢j infekcji u roslin o metabolizmie
fotosyntezy typu Cs. Natomiast po aplikacji DBMIB stwierdzono, ze wzorzec rozwoju infekcji
byt niezmienny i identyczny jak u roslin infekowanych bez uprzedniej aplikacji inhibitoréw
(Kuzniak i wsp., 2010; Nosek i wsp., 2015). W niniejszej pracy potwierdzono promujgcy
wptyw DCMU na rozwdj infekcji Psl u ogérka (roslina Cs). U roslin pretraktowanych DCMU
objawy infekcji we wczesnym stadium patogenezy przypominaty te stwierdzone dla roslin
nietraktowanych inhibitorami w pdznej fazie choroby (nekrozy otoczone chlorotycznymi
obwddkami). Po potraktowaniu lisci DBMIB, inaczej niz dla interakcji M. crystallinum —
B. cinerea (Nosek i wsp., 2015), wykazano réwniez odmienny wzor zmian wywotanych
infekcjg niz u roslin nietraktowanych tym inhibitorem, przypominajgcy objawy zakazenia
mniej wirulentnym szczepem patogena (Rys. 7).

Stosujgc inhibitory fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw wykazano, ze
w interakcji M. crystallinum — B. cinerea przyczyng spadku wartosci Qy u roslin zakazonych
po aplikacji DCMU nie byt czynnik stresowy, tylko stan redoks PQ (Gabara i wsp., 2012).
Wykazano takze, ze u rodlin M. crystallinum infekowanych B. cinerea utrzymanie PQ
w formie utlenionej (dzieki zastosowaniu DCMU) znacznie obnizato NPQ i Qp, ktére
odzwierciedla poziom energii wykorzystanej do przeprowadzenia reakcji fotochemicznych.
Podobnych zalezno$ci nie zaobserwowano dla roslin traktowanych DBMIB (Nosek i wsp.,
2015). Zredukowana forma PQ ma wtasciwosci antyoksydacyjne, uczestniczy w wygaszaniu
!0, i Oy oraz hamuje peroksydacje lipiddw i pemi role ochronng w stosunku do
komponentow PSIl w warunkach stresu sSwietlnego (Nowicka i wsp., 2009). Wykazane
w niniejszej pracy obnizenie Qy na poczatku rozwoju infekgcji w lisciach Z3 pretraktowanych

zarowno DCMU, jak i DBMIB wskazywato, ze sygnat wystany z PQ nie byt dominujacy
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w ksztattowaniu metabolizmu jasnej fazy fotosyntezy we wczesnej fazie patogenezy
(Rys. 10C, F). Potwierdzono jednak, ze odpowiedz rosliny na infekcje Psl byta dwufazowa.
Stan redoks PQ wptywat na poinfekcyjng sprawnos$¢ PSIl w péznym stadium choroby.
Pretraktowanie DCMU wywotato woéwczas obnizenie Qy w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3, co
mogto by¢ zwigzane z obnizeniem zawartosci chlorofilu (Rys. 10C, 11B) oraz przesunieciem
rownowagi PQ na korzy$¢ formy utlenionej. Nadmiar utlenionej formy PQ sprzyjat
gromadzeniu RFT, np. O2" w chloroplastach. O," modgt utlenia¢ komponenty PSII
i powodowaé obnizenie Qv lub dziata¢ jako czgstka sygnatowa uruchamiajgc kaskade
sygnatéw stresu biotycznego. Aplikacja DBMIB (przesuniecie réwnowagi PQ w kierunku
formy zredukowanej) rowniez wywotata poinfekcyjne obnizenie zawartosci chlorofilu w T~
w lisciach pietra trzeciego (Rys. 11C). Mimo spadku NPQ oraz Qp sygnat pochodzgcy z puli
PQ prowadzit wéwczas do powstrzymania poinfekcyjnego obnizenia Qy w lisciach Z3
w poréwnaniu z K3 (Rys. 10F). Zmiany w puli PQ w lisciach Z3 w pdznym stadium
patogenezy mogty byé sprzezone z obnizeniem aktywnosci APX i DHAR po aplikacji
zaréwno DCMU, jak i DBMIB w tych lisciach. Obnizenie aktywnosci APX mogto sprzyjac¢
podwyzszeniu wspoétczynnika redoks [AAJw/[DHA]wt | utrzymaniu AA w formie zredukowanej
(Rys. 16A, B, E, F). Udziat PQ w ksztattowaniu NPQ i Qp w lisciach ogorka zainfekowanych
Psl nie potwierdzat w catosci wynikdw uzyskanych przez innych autoréw. Stwierdzony na
poczatku patogenezy wzrost NPQ w lisciach Z3 pretraktowanych DCMU w poréwnaniu z K3,
ktorym aplikowano ten inhibitor mégt by¢ zwigzany z uruchomieniem mechanizméw
obronnych i wygaszaniem nadmiaru energii wzbudzenia na drodze niefotochemicznej
zpowodu wysycenia elektronami przenosnikow elektronow PSIl o potencjale
elektrochemicznym nizszym niz posiada PQ (Rys. 10A). Natomiast za obnizenie NPQ
i wzrost Qp W pdznym stadium infekcji w lisciach Z3 pretraktowanych DCMU w poréwnaniu
z odnosnymi K3 mégt odpowiadaé sygnat niezalezny od puli PQ (Rys. 10A, B). Z kolei
spadek NPQ i Qp w péznym stadium infekcji w lisciach Z3 pretraktowanych DBMIB
w porownaniu  z lisémi K3, ktérym aplikowano ten inhibitor mozna wyttumaczy¢
przesunieciem rownowagi w puli PQ na korzys¢ formy zredukowanej i przejeciem przez
zredukowany PQ funkcji ochrony PSII przed namiarem energii wzbudzenia (Nowicka i wsp.,
2009) (Rys. 10B, D). W pracy potwierdzono takze, ze zmiana stanu redoks PQ moze by¢
sygnatem regulujacym nie tylko odpowiedz lokalng, ale réwniez systemiczng. Wykazano, ze
na poczatku patogenezy w lisciach Z5 pretraktowanych DCMU dochodzi do przej$ciowego
zmniejszenia wartodci Qy w porownaniu z K5, ktérym aplikowano DCMU. W dalszym
przebiegu patogenezy nadmiernie utleniony PQ nie wptywat jednak na obnizenie Qv
w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5. Stwierdzono réwniez, ze podobnie jak w lisciach Z3,
zastosowanie DCMU spowodowato obnizenie wartosci NPQ w pdznej fazie choroby

w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5, co potwierdzato, ze zmiany w puli PQ generowane po
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potraktowaniu inhibitorem mogg mie¢ znaczenie sygnalne i posredniczy¢ w przekazywaniu

informaciji o stresie réwniez na poziomie systemicznym (Rys. 10).

6.2. Udziat antyoksydantow w reakcjach na stres biotyczny

Antyoksydanty enzymatyczne i nieenzymatyczne petnig w komorce roslinnej istotng
role w utrzymywaniu odpowiedniego poziomu RFT oraz wiasciwej homeostazy redoks.
Uwaza sie, ze zarowno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie stezenie RFT nie jest korzystne dla
komorki. RFT pozostajgce pod kontrolg systemu antyoksydacyjnego biorg udziat
w procesach wzrostu i rozwoju roslin, réznicowaniu komérek, powstawaniu i transmis;ji
sygnatéw stresu, a takze dziatajg toksycznie na patogeny i odpowiadajg za mobilizacje
mechanizmow obronnych rosliny (Mittler, 2017). Sposréd RFT generowanych po ataku
patogena najwieksze znaczenie przypisuje sie Q2" i H2O.. Ich stezenie, a posrednio rowniez
funkcja, sg kontrolowane przez systemy antyoksydacyjne, w tym SOD, CAT i APX
(Hernandez i wsp., 2001). Infekcja Psl wywotuje stres oksydacyjny (Grun i wsp., 2007).
Wykazany w badaniach bedacych przedmiotem tej pracy wzrost aktywnosci SOD w lisciach
Z3 w porownaniu z K3 (Rys. 18A) mdgt petni¢ role ochronng i by¢ zwigzany z koniecznoscig
usuwania O2" generowanego w stanie stresu oksydacyjnego po ataku patogena. Co wiecej
mogt stuzy¢ akumulacji H.O, — zwigzku waznego z punktu widzenia jego roli sygnalizacyjne;.
Nie potwierdzono jednak podobnych zmian aktywnosci SOD we wczesnej fazie patogenezy
w chloroplastach lisci Z3 (Rys. 18B), co wskazuje, ze dominujgce znaczenie dla catkowitej
aktywnoéci SOD mialy izoformy tego enzymu zlokalizowane w innych przedziatach
komoérkowych lub tez, ze mobilizacja ochrony antyoksydacyjnej chloroplastéw nie byta
konieczna albo zapewniaty jg inne mechanizmy. W badaniach odpowiedzi roslin
z nadekspresjg gendéw kodujgcych chloroplastowe izoformy SOD (FeSOD i CuZnSOD)
wykazano, ze ich odpornosé na stres oksydacyjny nie byfa istotnie wyzsza od wykazanej dla
roslin kontrolnych, np. u rosdlin A. thaliana traktowanych solami miedzi (Il) o wysokim stezeniu
(Pilon i wsp., 2011). Uwaza sie zatem, ze chloroplastowe izoformy SOD nie sg czynnikami
gwarantujgcymi tolerancje na stres abiotyczny. W niniejszej pracy stwierdzono jednak, ze
w péznym stadium infekcji aktywnosé chloroplastowej SOD w lisciach Z3 byla wyzsza
w poréwnaniu z kontrolg, a za te zmiany mogly odpowiada¢ izoforma FeSOD oraz
zwiekszony poziom ekspresji genu kodujgcego chl-SOD (Rys. 18B, C, 19). Wyniki te
Swiadczyly o potrzebie usuwania nadmiaru O w chloroplastach, gdy infekcja byta
Zaawansowana.

Wykazano, ze u ro$lin wystepujg trzy klasy CAT: CAT klasy pierwszej sag
zlokalizowane w tkankach prowadzacych fotosynteze i odpowiedzialne sg za usuwanie H.O;
powstajgcego podczas fotooddychania. CAT klasy drugiej dziatajg w ksylemie i moga

odgrywac role w procesach lignifikacji. CAT klasy trzeciej sg odpowiedzialne za usuwanie
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H.O, powstajgcego w cyklu glioksalanowym w glioksysomach podczas degradacji kwaséw
ttuszczowych w nasionach i u mtodych roslin (Dat i wsp., 2001). Wzglednie duza wartosc
statej Michaelisa (Kv) dla CAT: 20-25 mM H,O; sprawia, ze enzym ten nie ma duzego
powinowactwa do swojego substratu i nie wykazano roli regulatorowej CAT w powstawaniu
sygnatéw zaleznych od H>O- u roslin (Sofo i wsp., 2015; Kuzniak i wsp., 2017). W niniejszej
pracy stwierdzono dwufazowg zmiane aktywnosci CAT w lisciach Z3. W poczgtkowym
stadium infekcji stwierdzono zmniejszenie aktywnosci CAT w porownaniu z kontrolg,
natomiast w stadium poznym — jej wzrost, i to zaréwno w lidciu pietra trzeciego, jak i pigtego,
co mogto wynikac¢ ze wzrostu poziomu wzglednej ekspresji genu cyt-CAT w lisciach Z3 i Z5,
a takze ze wzrostu aktywnosci SOD w lisciach Z3 (Rys. 14, 18A). W lisciach Z3,
w poczgtkowym stadium patogenezy, mogta zatem istnie¢ koniecznos¢ utrzymania
podwyzszonego poziomu H2O,, ktéry jest zaangazowany w reakcje HR, dziata toksycznie na
patogeny i uczestniczy w lignifikacji oraz sieciowaniu polimerow scian komérkowych (Ros
Barceld i Gomez Ros, 2009). W pdznej fazie patogenezy istniata natomiast potrzeba
usuwania nadmiaru H.O, w celu ochrony przed jego toksycznym dziataniem. Stwierdzone
zmiany dla lisci Z5 mogly wskazywaé¢ na udziat CAT i SOD w regulacji stezenia RFT
w lisciach nie majgcych bezposredniego kontaktu z patogenem i ich roli jako elementu
sygnalizacji systemicznej. Kontrola stezenia O™ i H,O,, ktére sg istotne z punktu widzenia
przekazywania sygnatu o infekcji, stuzyla regulacji ekspresji genéw jadrowych
zaangazowanych w powstawanie odpowiedzi roslin na stres (Foyer, 2018). W interakcji
fasola — P. syringae pv phaseolicola (Psp) w lisciach inokulowanych réwniez dochodzito do
zmniejszenia aktywnosci CAT w poczatkowym stadium patogenezy, co interpretowano jako
konieczno$¢ utrzymania odpowiedniego poziomu H,O. dla skutecznej reakcji HR (Adam
i wsp., 1995).

Jednym z najwazniejszych elementéw ukfadu antyoksydacyjnego funkcjonujgcego
w komorce roslinnej i odpowiedzialnego za ksztattowanie jej rownowagi redoks jest cykl
AA-GSH (Foyer i Noctor, 2003). Zmiany zawarto$ci AA i GSH oraz wspotczynnikodw redoks
[AA]/[DHA] i [GSH)/[GSSG] wywotane stresowymi czynnikami srodowiska mogg by¢ dla
komorki sygnatami petnigcymi istotng role w regulacji szlakéw metabolicznych i generowaniu
reakcji dostosowawczych w odpowiedzi na stres (Noctor i Foyer, 2016). W ksztattowaniu
rownowagi miedzy zredukowang i utleniong formg AA i GSH biorg udziat enzymy cyklu
AA-GSH: APX, DHAR, MDHAR i GR oraz inne enzymy antyoksydacyjne, bezposrednio
niezwigzane z cyklem AA-GSH: AOX i GPX. AA jest utleniany na drodze enzymatycznej
(przy udziale APX) lub nieenzymatycznej przez H.O> do MDHA, ktory nastepnie utlenia sie
do DHA. Jednak rola AA w komorce roslinnej znacznie wykracza poza jego funkcje
antyoksydacyjng (Kuzniak i wsp., 2017). W mitochondriach lisci pomidora infekowanego

B. cinerea obserwowano, ze drugiego i trzeciego dnia patogenezy dochodzito do obnizenia
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zawartosci AA, natomiast od drugiego do pigtego dnia poinfekcyjnemu obnizeniu ulegata
takze zawartos¢ GSH. Zmiany te nie byty jednak skorelowane ze zmianami zawartosci DHA
i GSSG, co mogto byé spowodowane obnizeniem wydajnosci biosyntezy AA i aktywnosci
enzymow odpowiedzialnych za regeneracje AA i GSH (Kuzniak i Sktodowska, 2004b).
Stwierdzone w niniejszej pracy: poinfekcyjny wzrost zawartosci AA, spadek zawartosci DHA
oraz wzrost wspotczynnika redoks [AA]/[DHA]wt, a takze obnizenie aktywnosci APX i wzrost
aktywnosci DHAR w ekstrakcie catkowitym z liSci trzeciego pietra stuzyly regeneracji AA
i utrzymaniu jego funkcji antyoksydacyjnej. Akumulacji AA w poznej fazie rozwoju choroby
w lisciach Z3 mogto sprzyjaé réwniez obnizenie aktywnosci AOX, ktora jest gtdwnym
enzymem regulujgcym poziom AA w apoplascie. Podwyzszenie aktywnosci AOX w lisciach
Z3 w porownaniu z K3 we wczesnej fazie patogenezy i jej obnizenie w fazie péznej mogto
zatem stuzyé utrzymaniu odpowiedniego stezenia RFT w apoplascie w poszczegolnych
stadiach rozwoju choroby, co mialo znaczenie dla penetracji i wzrostu patogena
w apoplascie, powstawania odpowiednich sygnatéw zaleznych od RFT lub wptywato na
skuteczno$¢ ochrony antyoksydacyjnej (Rys. 20). Przesunieciu réwnowagi miedzy AA
i MDHA na korzys¢ AA w poznej fazie patogenezy w lisciach Z3 moégt rowniez sprzyjac
obserwowany w nich wzrost aktywnosci MDHAR. Obnizona aktywnos¢ APX sprzyjata
utrzymaniu réwnowagi miedzy AA i MDHA/DHA przesunietej w kierunku AA biorgcego udziat
w przekazywaniu sygnatéw stresu. Podobne zmiany stwierdzono réwniez dla AA i APX
w lisciach pietra pigtego, w ktérych dochodzito do poinfekcyjnego wzrostu poziomu AA (Tv)
i obnizenia aktywnosci APX (Ts, Ts), co $Swiadczyto o uruchomieniu podobnych
mechanizmoéw regulacyjnych zaleznych od AA w organach nie majgcych bezposredniego
kontaktu z patogenem (liscie systemiczne) (Rys. 15A-C, 21A, Tab. 5). W warunkach stresu
zmiany zawartosci GSH mogg by¢ podobne lub przeciwne do zmian zawartosci AA
(Dempsey i wsp., 2012; Simon i wsp., 2013). Wskazuje sie, ze GSH jest antyoksydantem
zintegrowanym na poziomie molekularnym i metabolicznym z SA podczas regulacji
odpowiedzi roslin na stan nadmiaru energii wzbudzenia (Karpinski i Szechynska-Hebda,
2012). Dowiedziono rowniez, ze GSH uczestniczy jako czgsteczka sygnalizacyjna w szlaku
sygnalizacji stresu biotycznego z udziatem biatka NPR1, zaleznego od SA. W obliczu stresu,
gdy gromadzony jest SA, dochodzi do redukcji siarki w wigzaniach disiarczkowych oligomeru
NPR1 przy udziale GSH. W wyniku tego NPR1 dysocjuje na monomery, ktére ulegajg
translokacji do jgdra komérkowego dziatajgc tam jako czynniki transkrypcyjne regulujgce
ekspresje genow stresu (Mou i wsp., 2003). Wykazano, ze transgeniczna odmiana tytoniu
o wyzszej zawartosci GSH charakteryzuje sie takze podwyzszonym stezeniem SA
I zwiekszonym poziomem ekspresji gendw pozostajgcych pod kontrolg zaleznych od NPR1
szlakow sygnalizacyjnych, w ktorych uczestniczy SA. Jednoczesnie nie stwierdzono zmian

w poziomie ekspresji genu kodujgcego GST, ktory nie jest kontrolowany przez NPR1.
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U opisanej odmiany tytoniu stwierdzono podwyzszong odpornos¢ na P. syringae (biotrof)
i niskg odpornosé¢ na B. cinerea (nekrotrof) (Ghanta i wsp., 2011). Zréznicowany udziat AA
i GSH w odpornosci na P. syringae wykazano rowniez u pomidora. Poréwnanie profilu zmian
w puli obu antyoksydantéw i aktywnosci metabolizujgcych je enzyméw u odmiany odpornej
i wrazliwej na P. syringae wykazato, ze GSH i GST sg waznymi elementami odpornosci na
P. syringae (Kuzniak i Sktodowska, 2004a). Wykazane w niniejszej pracy podwyzszenie
stezenia GSH w lisciach Z3, ktére towarzyszylo wzrostowi zawartosci AA w tych lisciach
w poéznym stadium patogenezy mogto by¢é sprzezone z enzymatyczng redukcjg GSSG do
GSH przez GR, dla ktorej w lisciach Z3 potwierdzono podwyzszenie aktywnosci w T, Ts i T+.
Po przejsciowym spadku zawartosci GSSG i wzroscie wspofczynnika redoks
[GSH]io/[GSSGlit W lisciach Z3 w porédwnaniu z kontrolg, w péznym stadium patogenezy
stwierdzono w tych liciach wzrost poziomu GSSG w poréwnaniu z K3, co mogto $wiadczyé
o zuzywaniu GSH w innych procesach, np. zwigzanych z generowaniem reakgji
odpornoéciowych i nieadekwatnej aktywnosci GR, ktéra nie byla wystarczajgca do
utrzymania GSH w stanie zredukowanym. Potwierdzato to obnizenie wspétczynnika redoks
[GSH]io/[GSSGJit W lisciach Z3 w poréwnaniu z lisémi K3 w Ts i T7. Wyniki zamieszczone
W niniejszej pracy $wiadczg rowniez o udziale GSH w dostosowaniu rosliny do stresu na
poziomie systemicznym i uruchomieniu w péznym stadium patogenezy podobnych jak
w lisciach Z3 mechanizméw regulacyjnych w lisciach Z5. Stwierdzono w nich wzrost
aktywnosci GR w poréwnaniu z K5, obnizenie zawartosci GSSG i wzrost wspotczynnika
redoks [GSH]/[GSSGlwt, co Swiadczyto o intensyfikacji regeneracji GSH potrzebnego do
usuwania RFT, detoksykacji przy udziale GST, sygnalizacji i reakcji obronnych
(Rys. 15D, 21B, Tab. 5).

GSH i AA mogg uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatow, ktérych zrodtem sg
chloroplasty. Sygnaty te prowadzg do zmian w ekspresji gendw kodujgcych biatka
uczestniczgce w reakcjach odpowiedzi na stres (Blanco i wsp., 2014). Wykazany w niniejszej
pracy wiekszy udziat AA w catkowitej puli askorbinianu w poczgtkowym stadium patogenezy
oraz GSH w stosunku do GSSG w stadium péznym w chloroplastach lisci Z3 w poréwnaniu
z kontrolg (Rys. 21C, D, Tab. 5) potwierdzit opisane wyzej koncepcje o synchronicznej
interakcji AA | GSH oraz o mozliwym uzupetnianiu deficytu jednego antyoksydantu innym. Za
podwyzszony poziom AA we wczesnej fazie patogenezy w chloroplastach lisci Z3 mogta
odpowiada¢ obnizona aktywno$¢ chloroplastowej APX, co potwierdzato koncepcje o roli
antyoksydacyjnej APX i posredniczeniu tego enzymu w przekazywaniu sygnatéw redoks
zaleznych od AA, wyzwalanych w chloroplastach (Karpinski i wsp., 2013). Natomiast brak
poinfekcyjnych zmian w puli AA w chloroplastach Z3 w péznej fazie patogenezy mogt
wynika¢ ze wzrostu aktywnosci zarowno chloroplastowej APX, jak i DHAR. Z kolei za zmiany

w puli chloroplastowej frakcji glutationu mogta odpowiada¢ zwigkszona aktywnosé
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chloroplastowej GR w péznym stadium infekcji (Rys. 15E, F, H). Poinfekcyjna aktywnosé GR
w chloroplastach lisci Z3 mogta by¢ regulowana na poziomie transkrypcji, poniewaz w T, i Tz,
w lisciach Z3 wykazano wzrost wzglednego poziomu ekspresji genu kodujgcego chl-GR
w porownaniu z kontrolg (Rys. 17B). Opisane przesuniecia chloroplastowej réwnowagi
redoks zaleznej od AA i GSH mogg swiadczy¢ o koniecznosci obrony antyoksydacyjnej
chloroplastéw w obliczu infekcji oraz o powstawaniu sygnatdow stresu biotycznego
w chloroplastach, ktére pochodzg od AA i GSH. Stwierdzony w péZznym stadium patogenezy
w chloroplastach lisci Z5 wzrost aktywnosci DHAR i wartosci wspoétczynnika redoks
[AA]ch/[DHA]cn W poréwnaniu z K5 mogt rowniez stuzy¢ utrzymaniu AA w chloroplastach lisci
Z5 w stanie zredukowanym i ich ochronie antyoksydacyjnej oraz mie¢ znaczenie
w uruchamianiu reakcji dostosowawczych do stresu, w ktorych uczestniczy AA
(Rys. 15F, Tab. 5). Dwufazowa zmiana wartosci wspétczynnika redoks [GSH]cn/[GSSG]cni
w chloroplastach lisci Z5 w poréwnaniu z K5 — najpierw jego obnizenie, a pdzniej wzrost,
mogta mieC zwigzek ze wzrostem aktywnosci GR w chloroplastach lisci Z5 jedynie
w ostatnim dniu analiz i stuzy¢ uruchomieniu zaleznych od GSH reakcji systemicznych
w chloroplastach w odpowiedzi na atak patogena (Rys. 15H, Tab. 5). Natomiast stwierdzone
obnizenie aktywnosci GR w Ts w chloroplastach lisci Z5 w poréwnaniu z K5 mogto wynikaé
Z wczesniejszego obnizenia poziomu ekspresji genu kodujgcego chl-GR w lisciach Z5
(Rys. 15H, 17B).

W ochronie przed stresem oksydacyjnym biorg udziat rowniez inne antyoksydanty,
np. tokoferole. Ze wzgledu na swoj hydrofobowy charakter sg one gtownymi
antyoksydantami bton komoérkowych. a-tokoferol wspomaga AA w usuwaniu RFT we frakcji
btonowej komarki (Niki, 1987). Wskazuje sie réwniez na funkcje fotoprotekcyjng a-tokoferolu.
Powstawanie formy utlenionej o-tokoferolu (forma chinonowa) promuje cykliczng
fosforylacje, co stanowi element mechanizméw fotoprotekcyjnych (Munné-Bosch i Alegre,
2002). Uznaje sie rowniez, ze rozpraszanie nadmiaru energii wzbudzenia na drodze
niefotochemicznej i wzrost NPQ w warunkach stresu wigze sie najczesciej z intensyfikacja
cyklu ksantofilowego wywotang stymulacjg enzymoéw zaangazowanych w ten cykl przez
tokoferole. Wykazano, ze u mutantow A. thaliana pozbawionych mechanizmow skutecznego
rozpraszania nadmiaru energii wzbudzenia z powodu zablokowanego cyklu ksantofilowego
dochodzito do akumulacji a-tokoferolu w warunkach intensywnego oswietlenia (Golan i wsp.,
2006). Dowiedziono takze, ze wzrost zawarto$ci tokoferoli stymuluje metabolizm
weglowodandw, ksztaltuje relacje donor — akceptor i indukuje procesy wzrostu roslin (Sattler
i wsp., 2003). W niniejszej pracy wykazano, ze w poczatkowym stadium patogenezy (T2),
kiedy mogty by¢ akumulowane RFT, w lisciach Z3 dochodzito réwniez do wzrostu zawartoSci

a, v i d-tokoferolu w poréwnaniu z K3, co mogto sprzyja¢ ochronie antyoksydacyjnej
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w lisciach zakazonych i wspomaga¢ w nich mechanizmy wygaszania nadmiaru energii
wzbudzenia na drodze niefotochemicznej (Tab. 7).

Jak wspomniano wczesniej, réwnowaga miedzy RFT i antyoksydantami moze byc¢
regulowana przez stan redoks PQ. W interakcji M. crystallinum — B. cinerea wykazano, ze
zaréwno zablokowanie strony akceptorowej (przez DCMU), jak i donorowej (przez DBMIB)
PQ wywotywato obnizenie aktywnosci CAT u M. crystallinum. Ponadto stwierdzono, ze
u M. crystallinum po infekcji B. cinerea i pretraktowaniu DBMIB wyksztatca sie specyficzny
wzorzec sekwencji zmian aktywnosci CAT: po poczatkowym obnizeniu (3 h po inokulaciji)
nastepowat wzrost aktywnosci CAT (24 h po inokulacji), a nastepnie (48 h po inokulacji)
ponowny spadek aktywnosci tego enzymu (Nosek i wsp., 2015). W niniejszej pracy
pretraktowanie DCMU i przesunigcie rownowagi PQ na korzys¢ formy utlenionej nie wptyneto
na trend poinfekcyjnych zmian aktywnosci APX w liciach pietra trzeciego. Sygnat
pochodzacy od PQ po aplikacji DCMU odwrdcit jednak zalezno$¢ miedzy lisémi Z3 i K3
w aktywnosci DHAR w pdéznym stadium patogenezy. We wczesnej fazie rozwoju infekcji
poinfekcyjne podwyzszenie aktywnosci DHAR w lisciach pietra trzeciego miato miejsce
wczesniej niz w lisciach nietraktowanych inhibitorem. Mogto to stuzy¢ utrzymaniu AA
w formie zredukowanej i obronie antyoksydacyjnej uruchamianej sygnatem od PQ.
W pdznym stadium patogenezy nie potwierdzono zaleznych od PQ mechanizméw obrony
antyoksydacyjnej, w ktorej mogtby uczestniczy¢ AA. Brak poinfekcyjnych zmian aktywnosci
APX i DHAR, zwlaszcza w poczgtkowym stadium patogenezy w liSciach pietra pigtego
pertraktowanych DCMU wskazywat natomiast na ttumienie obrony antyoksydacyjnej zaleznej
od AA w obecnosci inhibitora. Przesuniecie rownowagi w kierunku formy utlenionej PQ
niwelowato takze wptyw infekcji na aktywnos¢ MDHAR i GR w lisciach obu pieter
(Rys. 16A-D). Pretraktowanie DBMIB wywotato utrzymujgcy sie do podznego stadium
patogenezy stan obnizonej aktywnosci APX w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3, ktory
w lisciach nietraktowanych DBMIB byt stwierdzony wytgcznie w fazie wczesnej. Zmiany
w aktywnos$ci APX po aplikacji DBMIB mogty sprzyja¢ utrzymaniu AA w formie zredukowanej
w lisciach Z3 dtuzej niz miato to miejsce w liSciach nietraktowanych inhibitorem. Przesuniecie
rownowagi PQ na korzys¢ formy zredukowanej ttumito jednak wptyw infekcji na aktywnos$é
APX w lisciach Z5, jak rowniez wywotato zrownowazenie aktywnosci DHAR, MDHAR i GR
w lisciach kontrolnych i zakazonych zaréwno w przypadku lisci pietra trzeciego, jak i pigtego.
Podsumowujgc, zmiany w puli PQ regulowaty (najcze$ciej przez APX i DHAR) poziom AA
w lisciach Z3 i nie wptywaty na ochrone antyoksydacyjng zalezng od AA w lisciach, ktore nie
miaty bezposredniego kontaktu =z patogenem. Przesuniecie réwnowagi miedzy
zredukowanym i utlenionym PQ nie modulowato stezenia GSH, co mogto wskazywac, ze
sygnat pochodzacy od PQ nie brat udziatu w zaleznej od GSH odpowiedzi ogdrka na stres

wywotany przez Psl (Rys. 16E-H).



Strona | 120

6.3. Regulacja metaboliczna w odpowiedzi roslin na stres biotyczny

Odpowiedz roslin na stres jest zawsze zwigzana z przeprogramowaniem reakcji
metabolicznych sprzezonych z koniecznoscig utrzymania dynamicznej rownowagi miedzy
procesami wzrostu i zaopatrzeniem szlakow zaangazowanych w aklimatyzacje roslin do
stresu lub aktywacje odpowiedzi obronnych na patogeny (Pinheiro i Chaves, 2011).

We wstepnej fazie kontaktu rosliny z patogenem stwierdza sie wiele
charakterystycznych reakcji fizjologicznych, ktére mogg byé¢ posrednio zwigzane ze zmiang
stosunkéw wodnych w komdrce roslinnej, jak ograniczona przewodno$¢ szparkowa
i intensywnos¢ transpiracji. W takim stanie wystepuje utrudniona wymiana gazowa, co moze
przyczyniac¢ sie, poza innymi czynnikami, do obnizenia wydajnosci fotosyntezy netto (Bhagat
i wsp., 2014). W niniejszym opracowaniu wykazano, ze w T; liscie Z3 odznaczaly sie
mniejszym przewodnictwem szparkowym i intensywnoscig transpiracji w poréwnaniu
z kontrolg, co mogto by¢ zwigzane z mechanicznym uszkodzeniem tkanki, a takze regulacjg
zamykania aparatow szparkowych przez endogenny ABA (Bright i wsp., 2006). W tym
samym punkcie czasowym stwierdzono takze obnizong wydajno$¢ netto fotosyntezy
I nieznacznie obnizone stezenie migedzykomorkowego CO: w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3
(Rys. 12A, B, 13). Natomiast juz od T, stwierdzono wzrost intensywnosci oddychania
w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg, co mogto wynikaé z rearanzacji metabolizmu
podstawowego i przesuniecia rownowagi miedzy fotosyntezg i oddychaniem na korzysc
oddychania mitochondrialnego. Miato to na celu zapewnienie doptywu energii z utleniania
biologicznego potrzebnej do uruchomienia mechanizméw obronnych zwigzanych np.
Z biosyntezg metabolitow wtérnych uczestniczgcych w odpowiedzi na stres.

Reakcje ciemnej fazy fotosyntezy u roslin o typie metabolicznym Cs rozpoczyna
wigzanie CO; przez RuBisCO. U roslin C4/CAM, ktére sg uznawane za bardziej odporne na
stres $rodowiskowy od roslin Cs, wigzanie CO. i dekarboksylacje L-MA prowadzg
odpowiednio PEPC i chloroplastowa dehydrogenaza jabtczanowa dekarboksylujgca zalezna
od NADP* (enzym jabtczanowy, NADP-ME). Wskazuje sie, ze PEPC i NADP-ME petnig
uroslin Csz wazne funkcje podczas stresu $rodowiskowego. Sg zaangazowane
w wytwarzanie NADPH, ktory jest potrzebny jako reduktor w wielu szlakach metabolicznych,
np. syntezy metabolitéw wtérnych spetniajgcych funkcje obronne (Kuzniak i wsp., 2010;
Hyskova i Ryslava, 2013; Corpas i Barroso, 2014). W warunkach stresu istotng role
w regulacji aktywnos$ci enzyméw, w tym zaangazowanych w cykl Calvina-Bensona, petnig
Trx. Uczestniczg one w odwracalnych reakcjach redoks, w ktérych redukowane sg atomy
siarki w wigzaniach disiarczkowych enzymoéw, co modyfikuje ich aktywnos¢. Modyfikacja
aktywnoséci enzymatycznej przez Trx stanowi uniwersalny mechanizm regulacyjny, ktéry jest

szczegllnie wazny podczas stresu, gdy stanowi zréodto sygnatdw uruchamiajgcych
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adekwatne reakcje rosliny na dany czynnik stresowy (Tovar-Méndez i wsp., 2011).
W niniejszej pracy wykazano, ze we wczesnej fazie patogenezy poziom ekspresji genu
kodujacego RuBisCO,, byt nizszy w lisciach Z3 niz w K3. Moglo to by¢ zwigzane
Z koniecznoscig przeprogramowania metabolizmu na korzy$¢ oddychania, co réwniez
wykazano w pracy, ale takze z ograniczong dostepnoscig CO: dla RuBisCO. Podwyzszony
poziom ekspresji genu kodujgcego TrxM3 w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 mégt natomiast
wskazywa¢ na uruchomienie mechanizmow regulacji aktywnosci enzyméw (np. z cyklu
Calvina-Bensona i antyoksydacyjnych) przez Trx (Rys. 29A, D).

Przy zamknietych aparatach szparkowych doptyw CO, do komérek jest ograniczony.
W takich warunkach metabolizm roslin Cz przypomina metabolizm C4/CAM, a w wigzaniu
CO; bierze udziat PEPC. Stata Michaelisa dla PEPC jest mniejsza niz dla RuBisCO i dlatego
PEPC odznacza sie wiekszym powinowactwem do CO,. Wskazuje sig, ze im mniejsza
aktywno$¢ RuBisCO, tym wieksza aktywno$¢ PEPC (Doubnerova i RySlava, 2011).
W warunkach ograniczonej podazy CO; aktywno$¢ RuBisCO obniza sie, zahamowany jest
cykl Calvina-Bensona i stymulowana jest aktywnos¢ PEPC. Moze wowczas dochodzi¢ do
transferu sity asymilacyjnej w postaci NADPH z chloroplastéw do cytozolu. Z tego wzgledu
PEPC uwazany jest za wazny enzym podtrzymujgcy sprawnosé¢ fotosyntezy i wspierajgcy
reakcje obronne u roslin Cs; (Doubnerova i Ryslava, 2011). Uznaje sie, ze PEPC moze
zasila¢ cykl Krebsa w L-MA dzieki stymulacji jego syntezy. Intensyfikacja cyklu Krebsa
prowadzi z kolei do akumulacji NADPH, ktéry bierze udziat w dezaktywacji RFT
z posredniczeniem enzymow antyoksydacyjnych (MDHAR, GR) oraz biosyntezie
metabolitow wtérnych takich jak zwigzki fenolowe i fitoaleksyny, waznych z punktu widzenia
reakcji obronnych (Chojak-Kozniewska i wsp., 2018). Stwierdzony w niniejszej pracy
poinfekcyjny wzrost poziomu ekspresji genu kodujgcego PEPC w lisciach Z3 w poréwnaniu
zK3 mogt prowadzic do intensyfikacji karboksylacji fosfoenolopirogronianu przy
ograniczonym dostepie do CO; spowodowanym obnizong przewodnoscig szparkowg
i ograniczong wymiang gazowa, a takze stuzy¢ poinfekcyjnej akumulacji L-MA zaréwno
w lisciach Z3, jak i Z5 (Rys. 27A, 29B).

3PGAD katalizuje reakcje utlenienia aldehydu 3-fosfoglicerynowego do
1,3-bisfosfoglicerynianu podczas glikolizy oraz reakcje odwrotng w fazie redukcji cyklu
Calvina-Bensona. Wykazany w péznej fazie patogenezy wzrost poziomu ekspresji genu
kodujgcego 3PGAD w lisciach Z3 w pordwnaniu z kontrolg mégt stanowi¢ w warunkach
ograniczonej intensywnosci fotosyntezy element procesu intensyfikacji glikolizy z powodu
utleniania aldehydu 3-fosfoglicerynowego do 1,3-bisfosfoglicerynianu. Intensyfikacja glikolizy
mogta stuzy¢ dostarczeniu energii w postaci ATP i sity redukujgcej w formie NADH do reakgcji
metabolizmu podstawowego (fotosynteza, oddychanie) i wtérnego oraz sprzyjata akumulaciji

pirogronianu, ktdry mogt by¢ kierowany do cyklu Krebsa (Rys. 29C). Stwierdzony w niniejszej
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pracy wzrost poziomu ekspresji gendow kodujgcych RuBisCOy oraz PEPC w lisciach Z5
w porownaniu z K5 mogt stuzyé utrzymaniu intensywnosci fotosyntezy i karboksylacji
fosfoenolopirogronianu w celu zapewnienia podazy energii i metabolitéw w lisciu, ktéry nie
byt w peini rozwiniety na wypadek przerwania transportu asymilatow z liscia Z3
(Rys. 29A, B). Poinfekcyjne zmiany poziomu ekspresji wyzej wymienionych gendw w lisciach
pietra pigtego stanowity rowniez przejaw dostosowania metabolicznego. W lisciu
systemicznym wzbudzony zostat specyficzny stan metaboliczny wskazujgcy na jego
dostosowanie do warunkéw srodowiska zmienionych pod wptywem infekcji. Stan ten
charakteryzuje sie optymalizacjg najwazniejszych szlakow metabolicznych dostarczajgcych
energii i sity redukujgcej: fotosyntezy i oddychania mitochondrialnego.

Zmiany stezenia cukréw wptywajg na wiele procesow metabolicznych i wzrost roslin.
Cukry stanowig dla komorki zrodto energii i jako czagsteczki sygnatowe odpowiadajg za
fizjologiczng regulacje metabolizmu w warunkach ,prawidtowych” i w stresie. Uznaje sie, ze
przy wysokim stezeniu cukrow takich jak D-glukoza, D-fruktoza i sacharoza hamowana jest
aktywno$¢ RuBisCO i innych enzymow cyklu Calvina-Bensona, co okresla sie jako represje
metaboliczng (Ciereszko, 2002). Wykazano, ze bD-glukoza aplikowana dolistnie Ilub
dodawana do pozywki z kulturami tkankowymi/protoplastami powodowata represje
metaboliczng wielu genéw kodujgcych biatka zaangazowane w metabolizm fotosyntezy, np.
cab (ang. chlorophyll a/b-binding protein), rbcS, rbcL (ang. ribulose bisphosphate
carboxylase Small, Large unit) (Koch, 1996). Glukoza jako substrat glikolizy ulega reakcji
fosforylacji, ktérg katalizuje HK. Pochodne glukozy, takie jak 3-O-metyloglukoza
i 6-deoksyglukoza nie ulegajg fosforylacji przez HK i nie obserwowano obnizenia poziomu
transkryptow wyzej wymienionych gendw po aplikacji tych pochodnych (Jang i Scheen,
1997). Z kolei dziatanie represyjne na ekspresje niektorych genéw fotosyntezy wykazuje
diastereoizomer D-glukozy, D-mannoza oraz 2-deoksyglukoza, ktore ulegajg fosforylacji
przez HK, ale nie sg metabolizowane i gromadzg sie w cytozolu (Ciereszko, 2002). Z tego
wzgledu zmiany zawartosci glukozy, jej izomeréw i pochodnych, jak réwniez zmiany
aktywnoéci enzymoéw zaangazowanych w metabolizm glukozy mogg sSwiadczyé
0 uruchamianiu sygnatéw metabolicznych zaleznych od cukrow w regulacji odpowiedzi roslin
na stres. Stwierdzone w niniejszej pracy poinfekcyjne obnizenie zawartosci D-glukozy
w lisciach Z3 w porownaniu z K3 bylo zbiezne ze wzrostem zawartosci D-fruktozy oraz
obnizeniem zawartosci sacharozy w tych lisciach (Rys. 23). Wzrost zawartosci D-fruktozy
mogt by¢ sprzezony ze zmianami zawarto$ci sacharozy, ktéra ulega reakcji hydrolizy dajac
D-glukoze i D-fruktoze. Poinfekcyjne obnizenie zawartosci sacharozy w lisSciach Z3
w porownaniu z kontrolg mogto wynika¢ z jej hydrolizy katalizowanej przez inwertaze
zasadowg oraz transportu z liscia Z3 (donor) do liscia Z5 (akceptor). Wykazany w niniejszej

pracy wzrost poziomu transkrypcji genu kodujgcego inwertaze zasadowg w lisciach Z3
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w porownaniu z kontrolg (Rys. 25) mogt wptywac¢ na zwiekszong aktywnosé tego enzymu
i by¢ posrednig przyczyng poinfekcyjnego obnizenia puli sacharozy w tych lisciach. Opisane
w pracy obnizenie poziomu ekspresji genu kodujgcego inwertaze kwasng i podwyzszenie
poziomu ekspresji genu inwertazy zasadowej w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg nie
potwierdzity jednak wynikow uzyskanych przez innych autorow, ktorzy wykazali wzrost
aktywnosci inwertazy kwasnej lub zgodng stymulacje aktywnosci zaréwno inwertazy
kwasnej, jak i zasadowej po infekcji. Wzrost aktywnosci CWInv wykazano u papryki po
infekcji Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Sonnewald i wsp., 2012). Natomiast
u pszenicy stwierdzono wzrost aktywnosci CWinv, Vinv, Alnv i NInv po infekcji Blumeria
graminis (Sutton i wsp., 2007). Uznaje sie, ze inwertaza zasadowa dziatajgca w cytozolu jest
specyficzna dla sacharozy, a inwertaza kwasna dziata na oligosacharydy, w ktérych
czgsteczkach réwniez obecna jest reszta fruktozy. Aktywnosc¢ inwertaz moze zapewnic
podaz do miejsc zakazonych cukréw prostych, stanowigcych zrodto wegla dla patogena
(Sktodowska i wsp., 2015). Wykazane w pracy w poznej fazie patogenezy obnizenie
zawartosci sacharozy w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 i wzrost zawartosci D-fruktozy w tych
lisciach potwierdzaty te koncepcje. Natomiast jednoczesne obnizenie stezenia D-glukozy
mogto wynika¢ z jej wykorzystania np. w reakcjach fosforylacji do G6P lub zuzywania jako
zrodto wegla i energii przez patogen (Rys. 23). W niniejszej pracy stwierdzono ponadto, ze
w Ts zawartos¢ sacharozy w lisSciach Z5 byta wyzsza w poréwnaniu z K5, co mogto
Swiadczy¢ o jej wycofywaniu z lisci pietra trzeciego po zakazeniu i transporcie do lisci
mtodszych (Rys. 23C). Pule D-glukozy ksztattujg procesy biosyntezy i tworzenia pochodnych
(Bezrutczyk i wsp., 2018). Pochodne D-glukozy, ktére powstajg na drodze fosforylaciji
D-glukozy lub jej sprzegania z innymi zwigzkami mogg pei¢ funkcje sygnatowe podczas
stresu. Przykladem takiego metabolitu jest G6P (substrat szlaku pentozofosforanowego
i produkt przejsciowy glikolizy), ktérego obrét metaboliczny jest zalezny od aktywnosci HK
i G6PDH. G6PDH jest enzymem limitujgcym aktywnos$¢ szlaku pentozofosforanowego,
poniewaz od aktywnosci tego enzymu zalezy poziom NADPH bedacego produktem
wspomnianego szlaku. Plastydowa G6PDH moze byé stymulowana przez niski wspétczynnik
redoks [NADPH]/[NADP*] na zasadzie sprzezenia zwrotnego ujemnego: w przypadku
duzego zapotrzebowania na NADPH do reakcji obronnych indukowana jest aktywnos$é
G6PDH (Berg i wsp., 2007). Z kolei cytozolowa G6PDH jest stymulowana przez wysoki
poziom cukrow. Wykazano takze, ze G6PDH jest hamowana na swietle przez uktad
ferredoksyna-Trx (Elhefny i wsp., 2011). Stwierdzony w pracy wzrost zawarto$ci G6P
w lisciach Z3 w porownaniu z kontrolg mogt by¢ zwigzany ze wzrostem poziomu ekspres;ji
genu kodujgcego HK w lisciach Z3 i mogt stymulowaé ekspresje genu kodujgcego G6PDH
w tych lidciach, dla ktorej potwierdzono takze wzrost aktywnosci. Poinfekcyjne zmiany

zawartosci G6P w T; w lisciach Z5 odzwierciedlaty te, ktdre opisano dla lisci Z3 we
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wczesniejszych etapach infekcji. Wzrost poziomu G6P w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5
w péznym stadium patogenezy (T;) mogt $wiadczyé o przekazywaniu sygnatu stresu
biotycznego zaleznego od D-glukozy do jgdra komdérkowego na poziomie nie tylko lokalnym,
ale i systemicznym. Stwierdzone zmiany zawartosci G6P mogty réwniez stymulowaé G6PDH
w lisciach Z5, dla ktorej w T7 stwierdzono wzrost aktywnosci (Rys. 26).

Wskazuje sie, ze w reakcjach roslin na stres mogg bra¢ udziat réwniez alkohole
polihydroksylowe (np. inozytole) i cukry takie jak trehaloza i rafinoza. Metabolity te petnig role
osmoprotektantéw, uczestniczg w koordynacji metabolizmu, procesach wzrostu i rozwoju
roslin, a takze dziatajg jako czagsteczki sygnatowe. Trehaloza i rafinoza jako cukry
transportowe sg przekazywane od donora do akceptora (Ciereszko, 2002; Ramon i Rolland,
2007). W pracy wykazano, ze w T, i T7 dochodzito do wzrostu zawartosci mio-inozytolu
w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 oraz do akumulacji trehalozy i rafinozy zaréwno w lisciach
Z3, jak i Z5 w poréwnaniu odpowiednio z K3 i K5, co mogto sprzyjac indukcji reakgji
obronnych na stres. Trehaloza i rafinoza w lisSciach Z3 nie byly wykorzystywane przez
patogen jako zrodto wegla, a wzrost ich zawartosci w tych lisciach mogt mieé znaczenie
w sygnalizacji stresu. Z kolei akumulacja tych cukrow w lisciach Z5 mogta wynika¢ z ich
transportu z lisci starszych (Tab. 7). Infekcja jest silnym promotorem procesu starzenia sie
(Haffner i wsp., 2015), a transport sacharozy z lisci Z3 do lisci Z5 mégt by¢ jego przejawem.
Hipoteze te potwierdzita rowniez stwierdzona w lisciach Z3 zaleznos¢ charakterystyczna dla
procesu starzenia sie: podwyzszenie intensywnosci oddychania z powodu mobilizacji lipidow
jako substratow oddechowych jest sprzezone z obnizeniem stezenia substratéw
dostarczanych przez fotosynteze (Simeonova i Mostowska, 2001).

Zmiany stanu redoks PQ podczas infekcji mogg mie¢ znaczenie dla metabolizmu
ciemnej fazy fotosyntezy i w konsekwencji dla réwnowagi metabolicznej zaleznej np. od
cukrow. W pracy stwierdzono, ze zmiany w puli D-glukozy, D-fruktozy i sacharozy
stwierdzone po infekcji nie zachodzity, gdy rosliny traktowano DCMU (réwnowaga PQ
przesunieta w kierunku formy utlenionej). Mogto by¢ to zwigzane z zahamowaniem produkgciji
metabolitéw pierwotnych fotosyntezy z powodu zaburzonego transportu elektronéw zaréwno
u roslin kontrolnych, jak i zakazonych. U roSlin pertraktowanych DBMIB wykazano, ze
przesuniecie réwnowagi na korzys¢ formy zredukowanej PQ opdznia reakcje lokalng
i systemiczng pod wzgledem poinfekcyjnych zmian w puli cukréw. Podobne relacje miedzy
lisémi K3/Z3 i K5/Z5, jakie stwierdzono u roslin nietraktowanych DBMIB, wykazano u roslin
potraktowanych inhibitorem dopiero od Ts (D-glukoza) i w T7 (D-fruktoza). Nie stwierdzono
rowniez poinfekcyjnych zmian w puli sacharozy zaréwno w lisciach pietra trzeciego, jak
I pigtego pretraktowanych DBMIB. Jak wspomniano wczesniej, cukry proste stanowig zrodto
wegla dla patogendéw, a di- oraz oligosacharydy mogg by¢ prekursorami tych cukrow.

Obnizenie zawartosci D-glukozy, D-fruktozy i sacharozy w pdznym stadium patogenezy
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w lisciach Z3 pretraktowanych inhibitorami fotosyntetycznego tancucha transportu
elektronéw w poréwnaniu do lisci Z3 u roslin, ktérym nie aplikowano DCMU i DBMIB mogto
ttumaczy¢ stabszy rozwoj plam nekrotycznych na lisciach potraktowanych inhibitorami
w porownaniu z lisémi, ktdre nie byty nimi traktowane (Rys. 23, 24).

Szczegolnie istotng role w reakcjach biosyntezy metabolitow waznych dla obrony
roslin przed stresem petnig dinukleotydy nikotynoamidoadeninowe: NADPH i NADH.
Dinukleotydy te sg wykorzystywane jako kofaktory przez ponad 500 enzymow w katalizie
reakcji redoks zachodzgcych w komérce roslinnej. Z tego powodu NADPH i NADH petnig
wazng funkcje w regulacji metabolizmu. Enzymy wykorzystujgce NADP(H) biorg udziat
w takich szlakach metabolicznych jak: cykl Calvina-Bensona, cykl Krebsa i glikoliza.
Dinukleotydy NAD(P)H uczestniczg takze w reakcjach biosyntezy metabolitéw wtérnych,
procesach ich degradacji oraz sg zaangazowane w regulacje stezenia RFT (Kasimova
I wsp., 2006). Najwazniejszymi zrodtami NADH w komorce roslinnej sg: szlak glikolizy oraz
cykl Krebsa, natomiast NADPH powstaje jako produkt netto szlaku pentozofosforanowego
oraz podczas fosforylacji fotosyntetycznej niecyklicznej. Z tego wzgledu aktywnos¢ takich
enzymow jak: 3PGAD, ICDH, L-MDH, G6PDH oraz reduktaza ferredoksyna-NADP* moga
ksztattowa¢ pule NADH i NADPH w komoérce roslinnej. Uznaje sie, ze gdy wspoétczynnik
redoks [NADPH]/[NADP*] w stromie chloroplastéw jest wysoki, to skuteczna jest funkcja
czotenka jabtczanowo-szczawiooctanowego, co oznacza wyprowadzenie sity redukujgcej
z chloroplastow. Jest to istotny mechanizm w punktu widzenia metabolizmu komorki
i skutecznosci reakcji obronnych zwigzanych z biosyntezg metabolitow wtérnych. Zawartosé
NADP*, substratu dla reduktazy ferredoksyna-NADP* w stromie chloroplastéw determinuje
stopien przeptywu elektronéw w fotosyntetycznym tahcuchu transportu na alternatywne
akceptory, takie jak tlen (Scheibe i wsp., 2005). Ponadto cytozolowe frakcje NADH i NADPH
sg zrodlem elektrondw wykorzystywanych przy wytwarzaniu RFT z udziatem oksydaz
NAD(P)H, ale rowniez sg odpowiedzialne za utrzymywanie AA i GSH w stanie
zredukowanym (Foreman i wsp., 2003). Wskazuje sie réwniez na istnienie specyficznych
enzymow podobnych do zwierzecych syntaz NO (NOS) zaleznych od NADPH, ktore
katalizujg powstawanie NO z L-argininy (Moreau i wsp., 2010). NO w interakcji z RFT
uczestniczy u roslin w regulacji wzrostu i sygnalizacji obrony przed stresem (Crawford i Guo,
2005). Uwaza sie, ze stan redoks NADH odgrywa istotng role w powstawaniu RFT
w mitochondriach, a ich detoksykacja jest zalezna zaréwno od NADH, jak i NADPH (Mgller,
2001). Ponadto stwierdzono, ze oksopochodne nadtlenkéw lipidowych sg usuwane na
drodze utleniania przez NADP* lub redukcji z udziatem NADPH w reakcjach katalizowanych
przez dehydrogenazy aldehydowe, ketonowe i alkenylowe (Sunkar i wsp., 2003; Mano
I wsp., 2005). Uwaza sie takze, ze reakcje hydroksylacji zalezne od NADPH katalizowane

przez cytochromy z grupy cytP450 sg istotne w procesach detoksykacji ksenobiotykow
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(Mezzari i wsp., 2005). W niniejszej pracy w pdznej fazie patogenezy wykazano wzrost
zawartosci NADH i spadek zawartosci NAD* oraz wzrost wspofczynnika redoks
[NADHJ/[NAD*] w lisciach Z3 w poréwnaniu z kontrolg (Rys. 22A, Tab. 6). W lisciach Z3
wykazano takze wzrost poziomu ekspresji genéw kodujgcych 3PGAD (T7) (Rys. 29C) oraz
L-MDH (T1, T2, T7) (Rys. 28A). Mogto to swiadczy¢ o intensyfikacji proceséw oddechowych
(wzrost intensywnosci oddychania mitochondrialnego w T2 i T7) w lisciach Z3 w poréwnaniu
z K3. Nie stwierdzono jednak wzrostu poziomu ekspresji genu kodujgcego ICDH po infekgji
(Rys. 28C). W T stwierdzono rowniez wzrost zawartosci NADH i spadek zawartosci NAD*
w lisciach Z5 w porownaniu z K5 (Rys. 22A). Zmiany te byty poprzedzone wzrostem poziomu
ekspresji genu kodujgcego 3PGAD (T2) (Rys. 29C). Brak zmian poziomu ekspresji genu
kodujacego ICDH (Rys. 28C) oraz spadek poziomu transkryptu genu kodujgcego L-MDH
(Rys. 28A) w lisciach Z5 w porownaniu z K5 (Ti, T2, T7) wskazywaty, ze regulacje na
poziomie transkryptu nie stuzyty intensyfikacji oddychania.

Pod wplywem stresu u roslin dochodzi do obszernej rearanzacji szlakéw pierwotnego
metabolizmu wegla i azotu lub nieodwracalnych uszkodzen prowadzacych do smierci rosliny.
Reakcja zalezy od dtugosci trwania epizodu stresu, jego nasilenia oraz fazy rozwojowej
organizmu. Przekierowanie szlakow metabolicznych na procesy biochemiczne dostarczajgce
energii, jak rowniez zwigzane z wytwarzaniem NAD(P)H oraz metabolitéw wtérnych istotnych
z punktu widzenia obrony przed stresem to gitéwne elementy strategii aklimatyzacji do stresu.
Wiele z tych reakgcji realizowanych jest w chloroplastach i mitochondriach. Wskazuje sie, ze
stres srodowiskowy prowadzi do przesuniecia rownowagi miedzy metabolizmem fotosyntezy
i oddychania komérkowego (Flexas i wsp., 2006). Sprawnos$¢ procesow oddechowych
w mitochondriach ksztattowana jest przez dostepnos¢ kwaséw organicznych: L-MA i kwasu
szczawiooctowego oraz enzymow takich jak L-MDH i fumaraza. Pula mitochondrialnego
L-MA regulowana jest jego transportem miedzy cytozolem i mitochondriami, ale rowniez jego
powstawaniem na drodze hydratacji do kwasu fumarowego katalizowanej przez fumaraze
oraz utlenianiem L-MA do kwasu szczawiooctowego przy udziale L-MDH (Szweykowska,
2002). L-MA petni wazng funkcje w dostosowaniu roslin do stresu zaréwno abiotycznego, jak
i biotycznego. Uczestniczy w biosyntezie zwigzkéw organicznych, kontroluje prawidtowy
przebieg fotosyntezy i oddychania komdérkowego oraz reguluje proces asymilacji azotu.
Kwas ten, jako element antyportowego czétenka jabtczanowo-asparaginianowego,
odpowiedzialny jest za generowanie sity redukcyjnej w postaci NADH w mitochondriach
i tworzenie gradientu stezenia H" w poprzek btony mitochondrialnej (Igamberdiev i Eprintsev,
2016). Kwas szczawiooctowy pozostaje w réwnowadze termodynamicznej z L-MA, a takze
ulega dalszym przemianom w cyklu Krebsa przeksztatcajgc sie posrednio w kwas
2-oksoglutarowy, ktéry petni role intermediatu w szlaku biosyntezy waznego

osmoprotektanta — L-proliny, ktérej przypisuje sie réwniez funkcje antyoksydacyjng (Chen
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i Murata, 2008; Doubnerova i Rys$lava, 2011). Wykazano, ze na silnym swietle dochodzi do
zahamowania fumarazy i akumulacji L-MA (Eprintsev i wsp., 2016). Stwierdzono réwniez, ze
przeksztatcenie L-MA do kwasu pirogronowego przez enzym jabtczanowy w mitochondriach
pozostaje pod kontrolg kwasu fumarowego (Wheeler i wsp., 2009; Tronconi i wsp., 2015).
W niniejszej pracy wykazano, ze od T, dochodzi do wzrostu zawartosci L-MA w lisciach Z3
w porownaniu z K3, za co mégt odpowiadaé wzrost poziomu ekspresji genu kodujgcego
L-MDH (T, T2, T7) oraz wzrost aktywnosci L-MDH. Procesy te mogly by¢ zwigzane ze
stymulacjg oddychania komoérkowego w warunkach presji stresu biotycznego, co
stwierdzono w lisciach Z3 w T2 i T7 (Rys. 12C, 27A, C, 28A). Za poinfekcyjne zmiany
poziomu L-MA w lisciach pietra trzeciego mogt by¢ réwniez odpowiedzialny wzrost poziomu
ekspresji genu kodujgcego fumaraze w lisciach Z3 w poréwnaniu z K3 (Ti, Ta, T7)
i poinfekcyjny wzrost aktywnosci fumarazy w lisciach pietra trzeciego w Ts i T7 (Rys. 27D,
28B). Wykazano, ze sygnaly przekazywane z liscia Z3 do liscia Z5 odpowiadajg takze za
akumulacje L-MA w liSciach pietra pigtego po infekcji, jednak zmiany te byly stwierdzone
dopiero od Ts. Natomiast wzrost aktywnoséci L-MDH i fumarazy w lisciach Z5 w poréwnaniu
z K5 byt zauwazalny wytgcznie w T; potwierdzajgc przesuniecie czasowe w odpowiedzi
metabolicznej miedzy lisémi trzeciego i pigtego pietra. Akumulacja L-MA oraz wzrost
aktywnosci fumarazy i L-MDH nie byly skorelowane ze zmianami intensywnosci oddychania
komérkowego w lisciach systemicznych po infekcji, a wzrostu aktywnosci L-MDH i fumarazy
w tych lisciach nie mozna byto wigza¢ ze zmianami ekspresji ich genéw (Rys. 12C, 27A,
C, D, 28A, B). Wigksza podaz L-MA w lisciach pietra trzeciego po zakazeniu mogta sprzyjac¢
jego intensywniejszemu obrotowi metabolicznemu, stymulacji oddychania, akumulacji NADH
(Ts, T7), a takze wzrostowi zawartosci kwasu szczawiooctowego w lisciach Z3 w poréwnaniu
z K3 (Rys. 22A, 27B). Opisane zmiany w puli L-MA i kwasu szczawiooctowego oraz
aktywnosci L-MDH i fumarazy mogly stanowi¢ element aklimatyzacji rodliny do stresu
wywotanego przez Psl. Rearanzacja metabolizmu na korzy$é oddychania mitochondrialnego
powigzana z obnizeniem intensywnosci fotosyntezy mogta stuzy¢ ograniczeniu podazy
zrédet wegla i energii dla rozwoju patogena. Dostarczanie sity redukujgcej w formie NADH
oraz energii dzieki intensyfikacji cyklu Krebsa mogta natomiast sprzyja¢c mobilizacji obrony
przed stresem.

Istotng role w reakcji roslin na stres Srodowiskowy mogg réwniez petni¢ wolne
aminokwasy. Oprocz funkcji prekursoréw w wielu reakcjach metabolizmu podstawowego:
biosyntezy biatek, nukleotydéw i hormondéw aminokwasy sg intermediatami w szlakach
syntezy metabolitow wtornych, m.in. alkaloidow i osmoprotektantéw. Wykazano, ze
czgsteczki aminokwasow spetniajg tez funkcje regulatorowe i sygnatowe (Rai, 2002).
Ponadto aminokwasy takie jak: Gly, L-Ser, L-Glu i L-GIn uczestniczg w szlaku

fotooddychania, ktéry u roslin typu Cz petni wazne funkcje fizjologiczne. Z uwagi na mnogos$c¢
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produktdow powstajgcych podczas fotooddychania, szlak ten okresla sie jako ,dyspozytornie
metabolitow”. W komoérkach aktywnych fotosyntetycznie fotooddychanie prowadzi do
powstawania H.O, uczestniczgcego w sygnalizacji redoks, sprzyja reakcjom obronnym
roslin, reguluje metabolizm azotu i stanowi zrodto Gly, L-Ser, L-GIn. Ponadto, w warunkach
silnego swiatta fotooddychanie uczestniczy w rozpraszaniu nadmiaru energii, co zabezpiecza
rosliny przed fotoinhibicjg (Starck, 2014). U roslin Cs, w komérkach aktywnych
fotosyntetycznie, Gly nie jest wylgcznie reagentem fotooddychania, ale stanowi takze gtowny
substrat oddechowy na $wietle. Ponadto reszty Gly i L-Glu sg potrzebne do syntezy GSH
(Buchanan i wsp., 2015). W stresie deficytu wody u kukurydzy, oprécz gromadzenia
L-proliny, dochodzito do akumulacji Gly i L-Ser (Slukhai i Shvedova, 1972), a u bawetny
gromadzone byty L-Glu i L-GIn (Hanower i Brzozowska, 1975). W niniejszej pracy w T
wykazano akumulacje Gly, L-Ser, L-Glu i L-GIn w liSciach Z3, co mogto sprzyja¢ intensyfikacji
konwersji Gly do L-Ser w mitochondriach i reakcji odwrotnej w peroksysomach oraz
stymulacji cyklu syntetaza glutaminy-syntaza  glutaminianowa (GS-GOGAT)
w chloroplastach. W péznym stadium patogenezy wykazano rowniez wzrost poziomu Gly,
L-Ser i L-GIn w lisciach Z5 w poréwnaniu z K5, co $wiadczyto o tym, ze zachodzg tam
podobne zmiany metaboliczne, jakie stwierdzono w lisciach zakazonych (Rys. 30A-D).
O intensyfikacji proceséw fotooddechowych mogt tez swiadczyé wzrost poziomu ekspresji
genu kodujgcego dekarboksylaze glicyny w T7 zaréwno w lisciach Z3 w poréwnaniu z K5, jak
i wZ5 w porownaniu z K5 (Rys. 31A).

Dostosowawcze reakcje metaboliczne w warunkach stresu stuzg przywrdceniu
dynamicznej réwnowagi organizmu. Wyniki badan przedstawionych w niniejszej pracy
Swiadczg o tym, ze sg one uruchamiane nie tylko w lisciach zakazonych, ale réwniez
w lisciach, ktére nie mialy bezposredniego kontaktu z patogenem. Wykazano, ze zmiany
fizjologiczne i metaboliczne w lisciach Z5 sg odwzorowaniem tych, ktére byly stwierdzone
w lisciach Z3. Rearanzacja metaboliczna polegajgca na obnizeniu intensywnosci fotosyntezy
i intensyfikacji oddychania mogta mie¢ znaczenie w strategii aklimatyzacyjnej rosliny
polegajacej na ograniczeniu rozwoju patogena przy jednoczesnym zapewnieniu podazy
energii i sity redukujgcej do mobilizacji mechanizméw obrony ros$liny przed stresem.
Regulacja proceséw metabolicznych mogta odbywaé sie przy udziale RFT pozostajgcych
pod kontrolg systemu antyoksydacyjnego, sygnatdw redoks zaleznych od AA, GSH
i NAD(P)H, jak rowniez za posrednictwem cukrow oraz niektorych metabolitow posrednich
oddychania i fotooddychania. W regulacje te na poziomie lokalnym i systemicznym
zaangazowane byty chloroplasty i mitochondria — centra odbioru, transformacji
I przekazywania sygnatow o stresie. Na podstawie uzyskanych danych mozna proponowac,
iz opisane regulacje metaboliczne w skali catego organizmu stuzg utrzymaniu réwnowagi

miedzy procesami wzrostu rosliny i obrong przed patogenem.
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7. PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI

1. Rozwdj kanciastej plamistosci lisci ogérka prowadzit do zmian nekrotycznych na
lisSciach oraz obnizenia autofluorescencji i stezenia chlorofilu. Infekcja Psl
powodowata takze zamykanie aparatow szparkowych, co obnizato konduktancje
szparkowg, utrudniatlo wymiane gazowa i ograniczalo transpiracje. Choroba
wywotywata stan nadmiaru energii wzbudzenia i zaburzenia transportu elektronow
w tancuchu fotosyntetycznym w lisciu Z3:

e wygaszanie nadmiaru energii wzbudzenia na drodze niefotochemicznej, ktore
objawiato sie wzrostem NPQ $wiadczyto o uruchomieniu mechanizmow
dostosowawczych na stres zwigzany z infekcjg Psl;

e wraz z postepem patogenezy dochodzito do obnizenia sprawnosci fotosyntetycznej
i zmniejszenia Qv.

2. Zmiany zachodzgce w puli PQ i systemie antyoksydacyjnym pod wptywem infekcji
swiadczyly o uruchamianiu sygnalizacji redoks zaleznej od rownowagi RFT -
antyoksydanty i potwierdzaty role chloroplastéw w tym procesie:

e Stan redoks PQ stanowit sygnat regulujgcy lokalng i systemiczng odpowiedz ogérka
na infekcje Psl. Nadmierne utlenienie PQ byto sprzezone z obnizeniem Qy i NPQ oraz
ttumieniem obrony antyoksydacyjnej zaleznej od AA w liciach Z5. Przesuniecie
réwnowagi na korzys¢ formy zredukowanej PQ sprzyjatlo natomiast usuwaniu
nadmiaru energii wzbudzenia na drodze niefotochemicznej oraz wspomagato obrone
antyoksydacyjng w lisciach Z3. Sygnat pochodzacy od PQ regulowat stezenie AA
w lisciach Z3, nie uczestniczyt jednak w zaleznej od GSH odpowiedzi ogdrka na
infekcje Psl;

e poinfekcyjne zmiany aktywnosci i ekspresji genow SOD i CAT potwierdzaty
przesuniecie réwnowagi w Kkierunku prooksydacyjnym w poczatkowej fazie
patogenezy i mobilizacje zaleznych od SOD i CAT mechanizméw antyoksydacyjnych
w poznej fazie patogenezy oraz wskazywaty na role CuZnSOD i FeSOD w obronie
chloroplastow przed stresem oksydacyjnym;

e zmiany aktywnosci APX, DHAR i MDHAR w lisciach trzeciego pietra stuzyty
utrzymaniu wysokiego wspofczynnika redoks [AA]/[DHA], co miato znaczenie dla
obrony, jak réwniez dla sygnalizacji redoks zaleznej od AA w chloroplastach
w poczgtkowej fazie patogenezy. Mobilizacja obrony antyoksydacyjnej zaleznej od
GSH w lisciach infekowanych nastepowata gtéwnie w pdznej fazie patogenezy
i przejawiata sie wzrostem aktywnosci GR i zawartosci GSH zaréwno

w chloroplastach, jak i na poziomie komdérkowym:;
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e wzrost zawartosci tokoferoli w lisciach inokulowanych w poczagtkowym stadium
patogenezy wspomagat ochrone antyoksydacyjng, wzmacnhiat mechanizmy
fotoprotekcyjne chloroplastow i mogt by¢ elementem sygnalizacji stresu biotycznego.

3. Na skutek infekcji Psl dochodzitlo do rearanzacji metabolizmu podstawowego
u ogorka, polegajacej na obnizeniu intensywnosci fotosyntezy i stymulacji
oddychania mitochondrialnego:

o rozwdj choroby wywotanej przez Psl prowadzit do obnizenia stopnia asymilacji CO-
z udziatem RuBisCO, ktérg mogt rekompensowaé proces  karboksylacji
fosfoenolopirogronianu katalizowany przez PEPC,;

e obnizeniu wydajnosci reakcji fotochemicznych towarzyszyta stymulacja szlaku
pentozofosforanowego, glikolizy oraz cyklu Krebsa.

4. Rearanzacja metaboliczna miedzy fotosynteza i oddychaniem mitochondrialnym
oraz zmiany w puli cukrow i aminokwasoéw stuzyty dostosowaniu metabolicznemu
do stresu wywotanego przez Psl:

e przesuniecie réwnowagi miedzy fotosyntezg i oddychaniem mitochondrialnym
ksztattowato stosunki redoks [NADH]/[NAD*] i [NADPH]/[NADP*]. Zmiany w puli
NAD(P)H mogty regulowa¢ wydajnos¢ mechanizméw obronnych, m.in. zwigzanych
Z biosyntezg metabolitéw wtérnych oraz byé zrodiem sygnatdw redoks ksztattujgcych
odpowiedz ogorka na infekcje Psl;

e zmiany w intensywnosci fotosyntezy i oddychania mitochondrialnego powodowaty
obnizenie stezenia D-glukozy i sacharozy oraz wzrost zawartosci D-fruktozy, trehalozy
i rafinozy. Poinfekcyjne przesuniecie réwnowagi miedzy cukrami pozostawato pod
kontrolg enzymow: HK, G6PDH i RuBisCO, ktére mogty uczestniczy¢ w regulacji
sygnatéw metabolicznych zaleznych od cukréw i ich pochodnych (np. G6PDH);

e poinfekcyjne zmiany zawartosci L-MA, kwasu szczawiooctowego oraz aktywnosci
L-MDH, fumarazy i poziomu ekspresji gendw kodujgcych te enzymy potwierdzaty
intensyfikacie proceséw oddechowych i stuzyly akumulacji zredukowanych
dinukleotyddw nikotynoamidoadeninowych;

e podwyzszenie zawartosci aminokwasow: Gly, L-Ser, L-Glu i L-GIn w liSciach Z3 mogto
wynika¢ z poinfekcyjnej intensyfikacji rozpadu biatek lub przemodelowania
metabolizmu azotu (np. cyklu GS-GOGAT i fotooddychania) oraz sprzyjato
biosyntezie metabolitéw waznych z punktu widzenia reakcji obronnych (np. GSH).

5. Zaburzenia przeptywu elektronéw w fotosyntetycznym tancuchu transportu,
poinfekcyjne zmiany profilu antyoksydantéw: AA i GSH oraz aktywnosci enzymoéw:
APX, DHAR, MDHAR, GR i SOD w chloroplastach, a takze akumulacja

aminokwaséw bedacych reagentami fotooddychania i zmiany aktywnosci
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enzymoéw mitochondrialnych: fumarazy i dekarboksylazy glicyny swiadczyly o
koordynacji metabolicznej chloroplastéw i mitochondriéw, ich roli w sygnalizacji
stresu oraz udziale w indukcji lokalnej i systemicznej odpowiedzi ogérka na
infekcje Psl.

Mechanizmy dostosowawcze w lisciu Z5 na poziomie metabolicznym,
enzymatycznym i transkryptomicznym byly w pewnym zakresie tozsame ze
stwierdzonymi w lisciach Z3, co mogto mieé¢ znaczenie w strategii aklimatyzacyjnej
rosliny oraz sprzyjaé zachowaniu réwnowagi miedzy procesami wzrostu i obrony

przez stresem biotycznym.
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