Roslinne zwiazki bioaktywne indukujace odpowiedz na stres u patogenicznego grzyba Fusarium proliferatum

Zasadniczym naukowym celem projektu jest identyfikacja bioaktywnych zwigzkéw roslinnych obecnych w ekstraktach
przygotowanych z tkanek potencjalnych gospodarzy dla patogenicznego grzyba Fusarium proliferatum, ktére moga by¢ zwigzane
z wywotang u niego reakcja na stres.

Gatunki Fusarium sa jednymi z najbardziej pospolitych patogendw grzybowych roslin. Sa one zdolne infekowa¢ wiele gatunkow
ro$lin uprawnych, powodujac obnizenie jakosci i ilosci plonu. Praktycznie wszystkie gatunki Fusarium syntetyzuja toksyczne
metabolity drugorzedowe, znane jako mykotoksyny, albo fuzariotoksyny. Trzy grupy tych zwigzkéw zaliczane sg do najbardziej
szkodliwych sposrod wszystkich zanieczyszczajacych ziarna zbéz: deoksyniwalenol, zearalenon i fumonizyny. Fumonizyny z
grupy B sa najwydajniej syntetyzowanymi mykotoksynami Fusarium proliferatum, zaréwno in vitro jak i w tkankach
zainfekowanych roélin, ktérymi moga by¢: kukurydza, ryz, pszenica, groch, soja, ananas, daktylowiec, szparag, czosnek, cebula,
figowiec, bananowiec i wiele innych. Poniewaz lista gatunkdw potencjalnych gospodarzy F. proliferatum jest znacznie duzsza niz
dla innych patogenéw z rodzaju Fusarium, uzasadnionym wydaje sie przypuszczenie, ze gatunek ten uzyskat w toku drodze
ewolucji przystosowania dajace mu konkretng przewage w konkurencji o nowe nisze ekologiczne. Wptyw pieciu ekstraktéw
przygotowanych z gatunkéw roslin uznawanych za najczestszych gospodarzy (kukurydza, szparag, ananas, czosnek i groch) na
metabolizm F. proliferatum, poddany zostat szczegétowym badaniom.

Poszczeg6lne ekstrakty wywoltywaty spojny i powtarzalny wzér zmian w ilosci uzyskanej biomasy grzybowej, a takze
wytworzonych przez badane szczepy fumonizyn. Stezenie fumonizyn w pozywce ptynnej, w ktérej hodowano grzyby zwiekszato
sie gwattownie, krétko po dodaniu ekstraktow, po czym powoli spadato. Moze to sugerowaé, ze dodanie ekstraktéw do hodowli
byto przez patogen odbierane jako czynnik stresowy. Takg hipoteze zdajg sie potwierdza¢ wyniki analiz proteomicznych dwoch
zbadanych szczep6w, ktére wykazaty obecnos¢ indukowanych biatek zwigzanych z odpowiedzig na stres wywotany poprzez
dodanie do hodowli ekstraktdw gospodarzy. W ciagu ostatnich kilkunastu miesiecy ukazato sie kilka doniesier, dowodzacych
istnienia podobnych do roslinnych Sciezek przekazywania sygnatow u grzybéw Fusarium. Wydaje sie wiec niemal pewnym, ze
badania nad odpowiedzia tych patogen6éw na rozne stresy (np. zasolenie, ciepto, zimno, temperatura i ilos¢ Swiatta, czy stres
wodny) beda w najblizszym czasie w centrum zainteresowania badaczy na catym Swiecie. Dlatego tez zdecydowalismy sie
przesledzic¢ interakcje molekularne pomiedzy organizmem patogenicznym (Fusarium proliferatum) i jego gospodarzem,
reprezentowanym przez zwiazki roslinne obecne w kazdym z pieciu ekstraktéw dodawanych do hodowli ptynnych grzyba.

Wedtug naszej wiedzy, sg to pierwsze tego typu badania, zaktadajace poszukiwanie roslinnych zwiazkéw wywotujacych stres u
patogendw grzybowych. Bardzo intensywnie za to stosowano odwrotne podejscie, zaktadajace analize molekularnych podstaw
oraz szlakéw biochemicznych odpowiedzialnych za odpowiedz na stres wielu gatunkéw roslin, zaréwno modelowych, jak i
uprawnych. W niniejszym projekcie zamierzamy skupi¢ si¢ na identyfikacji roslinnych metabolitow obecnych w pieciu
ekstraktach roslinnych, wywotujacych reakcje na stres u dwoch szczepdw Fusarium proliferatum réznigcych sie gatunkiem
rosliny, z ktérej zostaty wyizolowane. Analizowane beda tylko metabolity rozpuszczalne w wodzie, poniewaz w poprzednich
badaniach wykazano ich zdolnosci do wywotywania specyficznych efektow w ptynnych hodowlach szczep6éw tego gatunku.
Dodatkowo, zbadana zostanie reakcja tych samych szczepow na stres temperaturowy (35°C i 10°C) oraz zasolenia (NaCl) w celu
sprawdzenia, czy podobne mechanizmy sg indukowane przez rézne rodzaje czynnikdw stresowych. Dzieki wykazaniu
specyficznego dziatania poszczeg6lnych zidentyfikowanych zwigzkéw roslinnych obecnych w ekstraktach, bedzie mozliwe
wskazanie konkretnych szlakéw metabolicznych zaangazowanych w interakcje pomiedzy rosling a patogenem.

Dla niektérych metabolitdw roslinnych przypisano juz funkcje w modyfikowaniu metabolizmu grzybowego. Najlepszym
przyktadem jest amylopektyna, bedaca sktadnikiem skrobi, stymulujaca biosynteze fumonizyn. Ponadto, scharakteryzowano
wptyw réznych cukréw jako zrodta wegla oraz niektérych aminokwasdw na metabolizm patogena. Niemniej jednak, wiele
zwigzkdéw pochodzenia roslinnego, rozpoznawanych przez F. proliferatum jako molekularne “przetgczniki” specyficznych
grzybowych szlakéw metabolicznych, pozostaje wciagz nieodkrytych.

Eksperymenty przewidziane do realizacji w niniejszym projekcie, moga dostarczyé dowodéw na specyficzne efekty dziatania
pewnych zwigzkéw bioaktywnych, obecnych w analizowanych frakcjach ekstraktéw przygotowanych z roélin gospodarzy,
zdolnych do wywotania reakcji na stres u szczepéw F. proliferatum. Frakcje, ktdre beda aktywnie indukowaé reakcje patogena na
stres, beda poddane analizom spektrometrii mas w celu zidentyfikowania zwigzkéw w nich obecnych. W czasie realizacji
poprzedniego projektu, wykorzystujac analizy MS peptydéw wybranych na podstawie réznicowej analizy zeli uzyskanych po
elektroforezie dwukierunkowej, udato nam sie zidentyfikowaé przynajmniej 100 biatek, indukowanych poprzez dodanie jednego z
pieciu ekstraktow z rosliny gospodarza. Przynajmniej kilka sposréd nich powigzanych jest z odpowiedzig na stres, natomiast
zadnego z nich nie badano jeszcze z wykorzystaniem stresu aplikowanego grzybowi patogenicznemu, a takie podejscie stwarza
unikalng mozliwo$¢ przypisania nowych roli i funkcji wczesniej poznanym biatkom i enzymom: biatkom szoku cieplnego,
dysmutazom, kinazom, syntazom aminokwaséw, metylotransferazom i innym. Poziomy transkryptow gendw kodujacych
poszczegblne biatka beda badane w trakcie hodowli patogenéw po dziataniu czynnika stresujacego. Dodatkowo, zbadany zostanie
poziom ekspresji kluczowego genu odpowiedzialnego za biosynteze fumonizyn — FUML, poniewaz juz we wczesniejszych
badaniach wykazano wyrazna indukcje jego ekspresji po dodaniu niektdrych ekstraktow.

Reakcje roslin na rézne stresy biotyczne i abiotyczne, jak rowniez mechanizmy za nie odpowiedzialne, studiowano od wielu lat z
wykorzystaniem gatunkéw modelowych (Arabidopsis) i uprawnych, by wymieni¢ tylko rzepak, pszenice, kukurydze i pomidor.
Bada sie tez metabolity grzybowe, wywotujace u roslin odpowiedz na stres, jak rowniez szlaki biochemiczne, zwigzane z ich
biosynteza. Z drugiej strony, stosunkowo niewiele wiadomo o molekularnej komunikacji pomiedzy rosling i patogenem.
Niedawno odkryto powigzanie niektdrych kinaz ze szlakiem transdukcji sygnatéw i szeroko rozumiang odpowiedzig na stres u



Fusarium graminearum. Ten patogen jest modelowym gatunkiem Fusarium, dlatego prawdopodobnie wkrotce pojawig sie
publikacje wynikéw badar obejmujacych inne gatunki, o znanych sekwencjach genoméw i czesto wykorzystywanych w
badaniach: F. oxysporum, F. verticillioides oraz F. fujikuroi. Jak dotad nie opublikowano jednak wynikéw dotyczacych stresdw
wywotanych zwigzkami roslinnymi, lub opartych na F. proliferatum jako modelu. W naszym odczuciu, te dwa aspekty to zalety
czynigce proponowany projekt nowatorskim i wyjatkowym.



