Aleksandra Boba

STRESZCZENIE

TERPENOIDY W ODPOWIEDZI LNU NA FUZARIOZE

Len jest cenng rosling uprawng, dostarczajgcg wartosciowych surowcow gtéwnie w postaci
oleju oraz wtdkna. Obecnie dzieki nowoczesnym technologiom, praktycznie wszystkie jego
czesci mogg zosta¢ wykorzystane, rowniez te, ktére pierwotnie uwazano za odpady jak
pazdzierze czy wyttoki, bedgce Zrédtem zwigzkdw biologicznie aktywnych. Pomimo, iz w
naszym kraju warunki do uprawy Inu sg doskonate, areat jego uprawy spada. Ma to zwigzek z
podatnoscig na choroby, wsrdd ktorych najwiecej strat odnotowuje sie w przypadku infekgji
grzybami z rodzaju Fusarium, w tym F. oxysporum bedacym specyficznym patogenem Inu.

W zaleznosci od rodzaju patogenu (specyficzny czy nie; nekrotrof lub biotrof) rosliny
wyksztatcity réznorodne mechanizmy obronne, angazujgce rézne zwigzki i procesy, majace
na celu zahamowanie infekcji. Dane literaturowe wskazujg na udziat biatek PR,
fenylopropanoidéw czy poliamin w odpowiedzi na infekcje, natomiast niewiele jest danych
dotyczacych roli terpenoidéw. Réwniez sam mechanizm infekcji Fusarium u Inu nie jest
jeszcze do konica poznany.

Gtéwnym celem pracy byta ocena roli wybranych terpenoidéw w odpowiedzi na infekcje
grzybami z rodzaju Fusarium. Jako, iz terpenoidy stanowig niezwykle bogatg grupe
metabolitéw drugorzedowych, zdecydowano sie na szczegdtowa analize trzech grup
zwigzkéw: karotenoiddw, tokoferoli i steroli. Dla wybranych drég zidentyfikowano Iniane
sekwencje nukleotydowe kodujgce geny syntezy badanych zwigzkdw. tacznie w ramach
pracy zidentyfikowano sekwencje nukleotydowe dla 41 gendéw w obrebie szlaku syntezy
terpenoidéw, sposréd uzyskanych sekwencji 24 zostaty umieszczone w ogdlnodostepne;j
bazie danych NCBI.

W siewkach Inianych traktowanych patogenem (w pieciu punktach czasowych: 6h, 12h, 24h,
36h, 48h od infekcji) zbadano poziom ekspresji tych gendw i oznaczono wybrane metabolity.
Sprawdzono réwniez jak czyste zwigzki (standardy analityczne) wptywajg na wzrost
patogenu.

Uzyskane wyniki wskazujg, iz w przypadku infekcji Fusarium w Inie aktywowany jest szlak
niemewalonowy, prowadzacy do syntezy takich zwigzkéw jak karotenoidy czy tokoferole.
Synteza fitosteroli, pochodzacych ze szlaku mewalonowego, ulega lekkiemu spadkowi, co
potwierdza zaréwno poziom samych steroli jak i ekspresja gendw zwigzanych z ich synteza.
Zawartos¢ tokoferoli wzrasta nieznacznie w trakcie infekcji, co przektada sie na wzrost
ekspresji gendw zwigzanych z ich synteza. Jednakie sam o-tokoferol nie wykazuje
hamujgcego dziatania na wzrost patogenu. Zwiekszona synteza tokoferoli moze miec¢ wiec
zwigzek z koniecznoscig wygaszania wolnych rodnikéw powstatych w czasie infekcji. Poziom
karotenoidéw w czasie infekcji poczagtkowo wzrasta by w nastepnych godzinach spasé



nieznacznie ponizej poziomu kontrolnego. Same karotenoidy podobnie jak tokoferol nie
hamujg wzrostu patogenu, cho¢ wptywajg na zmiane jego metabolizmu. Sprawdzono wiec
poziom ekspresji gendw zwigzanych z rozpadem karotenoiddéw i syntezg ABA. Znacznemu
wzrostowi ulegta ekspresja genu nced3 i nced6 odpowiedzialnych za rozpad karotenoidéw
do prekursoréw, z ktéorych powstaje kwas abscysynowy. Réwniez ekspresja gendow
bezposrednio zwigzanych z syntezg ABA wzrasta. Ma to przefozenia na zawartos¢ samego
ABA, ktdra wzrasta od poczatku infekcji. Sam kwas abscysynowy coraz czesciej w literaturze
uznawany jest za kolejng czastke sygnalng uruchamiajgcg odpowiednie mechanizmy
odpornosciowe w roslinie, podobnie jak to robi kwas salicylowy czy jasmonowy. Dodatkowo
okoto 10% gendw w genomie roslinnym posiada w sekwencji promotorowej elementy cis-
regulatorowe wrazliwe na ABA. Jednym z takich genow jest syntaza kalozy pmr4, ktérej
udziat w odpowiedzi na infekcje zostat juz wielokrotnie potwierdzony. W ramach pracy
zidentyfikowano gen pmr4 w Inie, zbadano jego poziom ekspresji oraz poziom samej kalozy.
Zaréwno poziom ekspresji jak i zawartos¢ kalozy wzrastajg w trakcie infekcji.

Uzyskane rezultaty wskazujg, iz w ramach szlaku syntezy terponoidéw to wifasnie droga
prowadzgca do syntezy kwasu abscysynowego odgrywa kluczowa role w trakcie infekcji
Fusarium. Wzrost zawartosci ABA w komdrce uruchamia rézne mechanizmy odpornosciowe
w tym synteze kalozy, wchodzacej w skfad papilli, ktére stanowig fizyczng bariere dla
patogenu.

Dodatkowym aspektem pracy byto sprawdzenie jak manipulacja syntezg karotenoidéw
wptynie na fenotyp i odpornosé Inu.

Pierwszym analizowanym typem roslin byt len z represjg genu likopenowej B-cyklazy. W
dwéch wybranych liniach (L9 i L18) zbadano poziom ekspresji gendw syntezy terpenoidow
oraz odpowiadajgce im metabolity. Zawartos¢ zarowno karotenoidéw jak i tokoferoli jest w
nich obnizona. Niewielkiemu wzrostowi ulega natomiast zawartos¢ ABA. Nasiona uzyskane z
tych roslin sg odporniejsze na infekcje Fusarium, mechanizmu tej odpornosci nie udato sie
jeszcze wyjasni¢. Podjeto réwniez probe wyjasnienia mechanizmu wyciszenia genu Icb,
badajgc w tym celu poziom metylacji w roslinach, oraz wzér metylacji genu kodujgcego
cyklaze.

Drugi typ roslin to len ze zwiekszong syntezg karotenoidéw. Aby to uzyska¢ wprowadzono
przy uzyciu Agrobacterium do genomu Inianego geny bakteryjne kodujace syntaze fitoenu
crtB oraz desaturaze karotenu crt/ z Erwinia uredovora. Uzyskane transformanty roslinne
posiadajg zwiekszong zawartos¢ karotenoiddéw w nasionach.

Dalsze prace nad Inem ze zmienionym metabolizmem karotenoidow bedy prowadzone.
RAwnoczesnie bedziemy staraé sie poznac doktadniej mechanizm interakcji len-Fusarium, za
punkt wyjsciowy biorgc role ABA w infekcji Inu.



