Nr rejestracyjny: 2017/25/B/NZ9/00905; Kierownik projektu: prof. dr hab. Jolanta Floryszak-Wieczorek

Tlenek azotu jako epigenetyczny mediator odpornosci ziemniaka typu ETI

W  $wietle ponoszonych corocznie gigantycznych strat finansowych na calym $wiecie,
spowodowanych epidemig zarazy w uprawach ziemniaka, wszelkie proby wyjasnienia mechanizmu kontroli
gendéw odpornosci rosliny-gospodarza wzgledem Phytophthora infestans sg uzasadnione. Przedstawiony
projekt ma charakter nowatorski, a badania maja ustali¢, czy i na ile, tlenek azotu (NO) pozostaje
w kooperacji funkcjonalnej z R-genami odpowiedzi obronnej ziemniaka oraz czy ten dialog wprowadza
okresowe zmiany w statusie metylacji chromatyny, w sekwencjach promotorowych tych genow.

Przy braku zagrozenia ze strony patogenow, bardzo wazna jest precyzyjna regulacja ekspresji
R-gendéw w roslinie, w celu unikania autoimmunnych odpowiedzi i kosztow energetycznych. Rozne mate
niekodujace miRNA wyciszaja wiele R-gendéw, utrzymujac chromatyne w stanie skondensowanym,
z wysokim poziomem metylacji i nieaktywna transkrypcyjnie. Z kolei dla wzmocnienia odpornosci
w warunkach stresu biotycznego, konieczna jest wczesna i szybka nadekspresja R-genéw. Z nielicznych
dostgpnych danych wynika, ze rozpoznanie agresora wplywa na biogenez¢ miRNAS, co inicjuje proces
hypometylacji genomu gospodarza, hamuje wyciszanie R-gendéw i wzmacnia odpornos¢ rosliny.

Biologiczna reaktywno$¢ NO przejawia si¢ glownie w zmianach redoks aktywnosci biatek poprzez
S-nitrozylacje lub nitrowanie tyrozyny. Stad tez jednym z gtéwnych zadan tego projektu, jest poznanie
bezposrednich targetow, modyfikowanych przez NO oraz nadtlenoazotyn (ONOQO’), majacych zwiazek
z regulacja epigenetyczng. Planuje si¢ przeprowadzi¢ identyfikacje S-nitrozylowanej i/lub nitrowanej
hydrolazy S-adenozyl-L-homocysteinowej, ktora petni role donora grup metylowych i dokona¢ analizy
funkcjonalnej tych modyfikacji w relacji do rearanzowanej chromatyny. Ponadto zamierzamy
zidentyfikowa¢ nitrowany i poddany oksydacji przez nadtlenoazotyn mRNA i udokumentowac
patofizjologiczne konsekwencje tej modyfikacji o charakterze metylacji DNA kierowanej przez RNA
(RADM. Jak dotad, odnotowano bardzo nieliczne dane na temat wptywu NO na metylacje histonéw i DNA
gtéwnie u ssakdow, podczas gdy u roslin brakuje tego typu dociekan naukowych.

W naszym projekcie chcemy znalez¢ i udokumentowaé zwigzek funkcjonalny pomigdzy NO,
a zZnacznikami epigenetycznymi chromatyny, ktére utatwiaja dostep czynnikom transkrypcji w sekwencjach
promotorowych R-genéw (R3a oraz Rpi-phul) i powigza¢ te zmiany ze spadkiem ekspresji stosownych
miRNAs odpowiedzialnych za wyciszanie transkrypcyjne i potranskrypcyjne aktywnosci genéw obronnych.

Materiat ros§linny beda stanowity dwa genotypy ziemniaka, tj. ‘Sarpo Mira’, ktéra posiada gen R3a
oraz linia hodowlana TG 97-411 z genem Rpi-phul. Oba genotypy z awirulentnymi izolatami P.infestans
wykazuja symptomy odpornosci typu effector-triggered immunity (ETI) w postaci nadwrazliwej $mierci
(hypersensitive response — HR) zaatakowanych komorek. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze legniowce
(Oomycetes), do ktorych nalezy Phytophthora infestans to nieliczna grupa organizméw zywych, obok
Drosophila, Caenorhabditis elegans i drozdzy, u ktorych nie stwierdzono procesu metylacji DNA. Stad tez
w proponowanym projekcie, zmiana profilu metylacji DNA w ukladzie ziemniak - P.infestans, bedzie
wylacznie odzwierciedleniem modyfikacji DNA ro$liny-gospodarza.

Autorzy wychodza z zalozenia, ze chociaz planowane badania maja wylacznie charakter badan
podstawowych, to pomyS$lna realizacja projektu moze zaowocowa¢ wynikami o duzym potencjale
aplikacyjnym, co w przysztosci moze okazaé si¢ przydatne w walce z grozng choroba, jakg stanowi zaraza
ziemniaka.



