Streszczenie

Kita kapusty jest choroba wystgpujaca gldwnie u roslin z rodziny kapustowatych, na skutek
infekcji przez biotroficznego pierwotniaka Plasmodiophora brassicae. Charakterystycznym
symptomem rozwoju choroby jest powstawanie narosli na podziemnych organach roslin. Jako
ze, popularny gatunek modelowy — rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana L.) rowniez nalezy do
rodziny kapustowatych, jest on porazany przez P. brassicae i stanowi doskonaly obiekt do

badan funkcjonalnych pozwalajacych na glebokie zrozumienie interakcji.

Naro$l tworzaca si¢ na skutek rozwoju choroby stanowi silng nisze fizjologiczna
zapewniajacg odzywienie rozwijajagcemu si¢ patogenowi. Do pewnego stopnia mozliwe jest to
dzigki silnemu przeprogramowaniu istniejagcych aktywnosci merystematycznych w tym
rejonie, skutkujagcemu zwigkszeniem ilo$ci oraz rozmiaréw komorek, a takze zmiang wzorca
réznicowania tkanek waskularnych. W rozwijajacych si¢ naroslach dochodzi do supresji
rozwoju ksylemu, podczas gdy komoérki floemu silnie proliferuja, co skutkuje zwigkszeniem

ich liczebnosci.

Pelne zrozumienie tego w jaki sposob infekcja roslin przez P. brassicae prowadzi do wyzej
opisanego, charakterystycznego, przeprogramowania wymaga glebokich  analiz
funkcjonalnych i1 obserwacji anatomicznych. W tym celu niezbedne jest opracowanie
standardowych metod eksperymentalnych, dzigki ktérym mozliwe jest obserwowanie i
$ledzenie na poziomie komdérkowym wewngtrznych zmian towarzyszacych rozwojowi narosli.
Dlatego wlasnie pierwsze etapy pracy dotyczyly optymalizacji istniejacych metod utrwalania
oraz prze$wietlania narosli, ktorej celem byto stworzenie powtarzalnej i skutecznej techniki
pozwalajacej] na obserwacj¢ akumulacji biatek, lub transkryptow z wykorzystaniem
reporterowych genéw kodujacych biatka fluorescencyjne. Procedurg¢ réwniez testowano pod

katem wykorzystania barwnikow fluorescencyjnych.

Dzigki opracowaniu metod wizualizacji mozliwe byto przej$cie do kolejnej czesci projektu
dotyczacej zrozumienia roli czynnikow transkrypcyjnych PHLOEM EARLY DOF (PEAR) w,
obserwowanej w naros$lach, ektopicznej proliferacji floemu. W pracy skupiono si¢ na trzech
genach PEAR - PEARI, DOF6, oraz HIGH CAMBIAL ACTIVITY2 (HCA2), dla ktorych
stwierdzono nasilong ekspresj¢ podczas wczesniejszych eksperymentdw transkryptomicznych.
Obserwacje te potwierdzono w niniejszej pracy z wykorzystaniem linii reporterowych
pozwalajacych na zbadanie aktywno$ci promotoréw wyzej wymienionych genow. Nastepnie

przystapiono do analizy efektu mutacji poszczegodlnych z badanych genéw na mozliwosé



aktywacji proliferacji floemu w trakcie infekcji przez P. brassicae. W badaniach tych
stwierdzono, ze pomimo silnego wptywu na rozwdj tkanki waskularnej, zar6wno pojedyncze,
jak 1 skumulowane mutacje nie prowadzily do supresji proliferacji floemu w rozwijajacych si¢
naro$lach. Wynik ten wskazuje na to, ze obserwowane nasilenie aktywno$ci badanych genow
prawdopodobnie odzwierciedla zmiany w nadrzednych szlakach regulatorowych.
Uwzgledniwszy to, ze dotychczas potwierdzono wptyw cytokinin i auksyn na regulacje
aktywnos$ci genow PEAR w trakcie rozwoju tkanki waskularnej w korzeniach, w niniejsze;j
pracy postanowiono przeanalizowa¢ wzorce aktywno$ci markerow fluorescencyjnych,
pozwalajacych na wizualizacj¢ obecnosci auksyny (DR5) oraz cytokininy (7CS oraz ARRS),
oraz aktywacji kaskad sygnatowych dla tych fitohormonoéw. W ten sposob stwierdzono, ze w
trakcie rozwoju naro$li dochodzi do silnej indukcji odpowiedzi na auksyne, podczas gdy
reakcja na cytokining drastycznie spada. Nastepnie, w celu dalszego zrozumienia udzialu
auksyny w indukowanym przez patogen przeprogramowaniu rozwoju tkanki waskularnej,
przeprowadzono eksperyment, w ktérym zastosowano inhibitory chemiczne pozwalajace na
zaburzenie homeostazy auksyny w trakcie rozwoju choroby. W tym celu jako obiekt do
obserwacji wykorzystano linie transgeniczne rzodkiewnika z wprowadzonym markerem
fluorescencyjnym dla aktywnos$ci genu DOF6, dla ktorego stwierdzono silng indukcje w
trakcie rozwoju narosli. Pomimo tego, ze zastosowanie inhibitoréw skutkowato drastycznymi
zaburzeniami rozwojowymi, u ro$lin zainfekowanych przez P. brassicae nadal obserwowano

nasilenie ekspresji genu DOF6.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze nasilenie ekspresji badanych genow
PEAR nie stanowi mechanizmu w sposob bezposredni prowadzacego do proliferacji floemu w
trakcie rozwoju naro$li indukowanej przez P. brassicae. Przeciwnie, przeprogramowanie
aktywnos$ci transkrypcyjnej tychze gendéw nastgpuje na skutek aktywacji nadrzednych
mechanizmoéw  regulatorowych prowadzacej do kumulacji efektéw rozwojowych,
wynikajacych z zaburzenia losu komorek, ktore moze mie¢ zwigzek ze zmiang postgpu cyklu

komoérkowego, wptywajaca na wejscie komorek na szlak réznicowania floemu.



