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Rola nitroksylu w dialogu sygnalowym pomie¢dzy Smiercia a zyciem komorek liSci
ziemniaka podczas reakcji nadwrazliwosci na Phytophthora infestans

W interakcji roslina—patogen, rozpoznanie przez receptory roslinne (R) czynnikéw awirulencji
patogenu (Avr), wyzwala odpowiedzi obronne gospodarza poprzez aktywacje $mierci komorek, w
postaci reakcji nadwrazliwosci (HR), co przyczynia si¢ do hamowania rozprzestrzeniania si¢ patogenu.
Proces HR jest zwigzany z kaskadg zdarzen, m.in. szybkim generowaniem reaktywnych form tlenu i
azotu (RFA), akumulacja kwasu salicylowego (SA), zmiana potencjatu redoks, aktywacjg enzymow
proteolitycznych prowadzacych do degradacji sktadnikow komorkowych, a w koficu $mierci komorki.
Jednakze mechanizm, ktory kontroluje zasigg obumierania komorek podczas HR i przenosi
wygenerowane sygnaly na sensory zalezne od potencjatu redoks, wyzwalajace dystalne odpowiedzi
obronne, pozostaje nadal nie w pelni poznany w uktadzie odpornosciowym roslin. Po rozpoznaniu
patogenu, szybkie generowanie tlenku azotu (‘NO) staje si¢ Krytycznym przetacznikiem w Sieci
sygnatowej odpornosci, co uruchamia lokalne i systemiczne odpowiedzi obronne. Opublikowane
wyniki naszych badan udokumentowaty, m.in., iz inokulacja ro$lin ziemniaka Avr Phytophthora
infestans prowadzi do dwufazowego wybuchu ‘NO. W dialogu *"NO z indukowanym przez SA stanem
podwyzszonego potencjatu redoks, obserwuje si¢ tworzenie innych biologicznie aktywnych RFA w
zaatakowanej komoérce gospodarza (np. Arasimowicz-Jelonek i Floryszak-wieczorek 2015). Nasze
niedawne pionierskie odkrycie, zwigzane z detekcjg i wizualizacja endogennego nitroksylu (HNO) w
komorkach lisci Arabidopsis, poddanych stresom abiotycznym (indukowane ciemno$cia starzenie lub
niedotlenienie) (Arasimowicz-Jelonek i in. 2023), sklonito nas do podjecia dalszych badan nad rolg
HNO w odpornosci ziemniaka na stres biotyczny. Chociaz nitroksyl jest blisko spokrewniony z *NO,
przez jego jednoelektronowa redukcje i protonacje, to jednak bioaktywnos¢ HNO moze si¢ r6zni¢ od
*NO. Nitroksyl moze zatem funkcjonowac¢ jako czasteczka alternatywna lub konkurencyjna w stosunku
do °NO, ktora moze by¢ zaangazowana w sie¢ sygnatowa regulujgca procesy biologiczne w szerokim
zakresie jej oddziatywan. Co najistotniejsze, opublikowane dane dotyczace chemizmu HNO
potwierdzaja, ze tiole i biatka zawierajace tiole sg potencjalnymi celami dziatania nitroksylu, co skutkuje
formowaniem nieusieciowanych sulfinamidow i wigzan dwusiarczkowych, za pomocg ktorych HNO
wywotuje efekty biologiczne. Proponowane badania dotycza poznania bioaktywnosci nitroksylu w
odpornosci typu HR, u genotypu ziemniaka R3a wzgledem Avr3a P. infestans, grzybopodobnego
legniowca wywolujacego chorobe zwana zaraza ziemniaka. Projekt zaklada identyfikacje
bezposrednich celow molekularnych HNO, co udokumentuje nieznane dotad powiazania
funkcjonalne generowania sygnalu HNO we wczesnej sekwencji zdarzen HR. Pierwszy etap
projektu beda stanowily: monitorowanie produkcji HNO i *NO in vivo, badanie poziomu SA i
zaleznej od HNO akumulacji jonow Ca?* oraz cGMP, w li§ciach ziemniaka inokulowanych Avr P.
infestans. Dalsze zaplanowane przez nas eksperymenty pozwola odpowiedzie¢ na Kluczowe pytanie
postawione w projekcie, tj., czy i w jaki sposé6b HNO reguluje lub blokuje $mier¢ komérek podczas
HR. Zaktadamy, ze HNO bierze udziat w precyzyjnej regulacji sieci proteolitycznych powigzan podczas
fazy egzekucji i ograniczania zasi¢gu HR. Dlatego nasze badania skupimy na katepsynie B (CathB)
-proteazie cysteinowej, na poziomie analizy transkryptu, bialka i aktywnos$ci enzymatycznej.
CathB, odpowiedzialna za degradacje bialek endogennych i regulacje aktywnej $mierci komorek,
stanowi jeden z najlepiej poznanych celdow biologicznych hamowanych przez HNO w organizmach
ssakow. Inne krytyczne enzymy proteolityczne zawierajgce cysteine, takie jak: SAG12 - proteaza
zwigzana ze starzeniem, StSBTc-3 - proteaza podobna do subtilizyny i ATGS8 - bialko podobne do
ubikwityny, moga by¢ réwniez podatnymi celami dzialania HNO, zatem analizie zostanie poddana
rowniez ekspresja genéw kodujacych wymienione biatka. W ostatnim etapie realizacji projektu,
eksperymenty dotycza wdrozenia szeregu zaawansowanych patofizjologicznych technik oraz
wysoce innowacyjnych technologii, ktore pomoga zidentyfikowaé przestrzenne cele HNO, w
strefie $mierci/zycia komérek, majace zwiazek z dystalnymi sygnalami opornosci. Jak dotad, w
Swiecie zwierzat istnieja ograniczone badania nad identyfikacja molekularnych sensoréw HNO i
zaleznym od HNO przeprogramowaniem transkrypcyjnym, ktoére moze promowaé lub ostabiaé
odpornos¢ organizmu. Dotad nie podjeto podobnych badan u ro$lin.



