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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.



