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Coraz wiecej dowodow wskazuje na to, ze duza plastyczno$¢ fenotypowa jednego z
najbardziej niszczycielskich fitopatogenéw na $wiecie, Phytophthora infestans (Mont.) de Bary,
jest efektem mechanizméw epigenetycznych, ktére umozliwiaja mu szybka adaptacj¢ do
zmiennych sygnatéw wewnetrznych 1 stresorow $rodowiskowych, w tym roéwniez rosliny-
gospodarza. Co istotne, 5-metylocytozyna w DNA nie zostata wykryta u Phytophthora, stad
odwracalne modyfikacje biatek histonowych, w szczegdlnosci acetylacja i deacetylacja, moga
odgrywac kluczowa role W epigenetycznej kontroli ekspresji genow.
U P infestans procesy te sa kontrolowane przez 33 acetylotransferazy histonowe (HATs) i 11
deacetylaz histonowych (HDACsSs). Zaréwno u roslin, jak i u zwierzat, czasteczka sygnalowa -
tlenek azotu (NO) moze réwniez funkcjonowaé jako epigenetyczny modulator ekspresji genow.
Chociaz rola NO w epigenetyce mikroorganizméw pozostaje niezbadana, czasteczka ta moze by¢
formowana w strukturach patogenéw podczas krytycznych przemian rozwojowych i ekspozycji
na stresy.

Wobec powyzszego, nadrzednym celem badan bylo wyjasnienie, czy i w jakim stopniu,
NO oraz nastgpujacy stres nitrozacyjny, na ktory patogen jest narazony podczas swojego cyklu
zyciowego, wplywa na wzorce (de)acetylacji histonéw i zmiany ekspresji gendw, prowadzace do
efektywnej adaptacji i/lub patogenicznosci P. infestans. Badania oparto na analizie porownawczej
pomigdzy izolatem awirulentnym (Avr) MP946 i wirulentnym (vr) MP977 P. infestans wzgledem
odmiany ziemniaka (Solanum tuberosum L.) Sarpo Mira z genem odpornosci R3a, co pozwolito
na $ledzenie zmian, potencjalnie zwigzanych z wirulencjg patogenu. Eksperymenty obejmowaty
faze saprofityczna (in vitro) i pasozytnicza mikroorganizmu (in planta). W celu stworzenia
warunkéw stresu nitrozacyjnego patogen byt eksponowany na specyficzne modulatory
reaktywnych form azotu (RNS).

W pierwszym etapie badan wykazano, ze wzmozone formowanie NO 1i jego pochodnej,

nadtlenoazotynu, towarzyszylo fazie sporulacji oraz wzrostowi patogenu in planta. Zarbwno w



warunkach in planta, jak 1 in vitro, stres nitrozacyjny prowadzit do istotnych zmian w globalnej

acetylacji histonow H3 i H4. Zaobserwowana hiperacetylacja lizyny 56 histonu H3 (H3K56ac) i

lizyny 16 histonu H4 (H4K16ac) korelowala z indukcja ekspresji genow HATS, tj., PifHAMI 1

PifHAC3, ktore odpowiedzialne sg za formowanie H4K16ac i H3K56ac. Zalezne od RNS zmiany

w architekturze histonéw, w postaci wzbogaconej akumulacji znacznikow H3KS56ac i H4K16ac,

w regionach promotorowych molekularnych markerow fazy biotroficznej patogenu (Avr3a i Hmpl)
oraz innych krytycznych genéw zwigzanych z patogenicznoscig (CesAl, CesA2, CesA3, sPLD-

like1), wptywaly na wzrost ekspresji tych genow.

W kontynuacji badan, przeprowadzona charakterystyka in silico 1 identyfikacja jadrowych
HDACs wrazliwych na RNS wykazaty, ze PifHDAC3 potencjalnie katalizuje deacetylacje¢
H3K56ac i reprezentuje najwyzszy poziom akumulacji transkryptu w odpowiedzi na NO u Avr/vr
P. infestans. Ponadto immunoanaliza wykazata, ze w §rodowisku nitrozacyjnym in vitro oraz in
planta, biatko PifHDAC3 wystepuje powszechnie. Nie stwierdzono jednak aby RNS wywotlatly S-
nitrozacj¢ 1 inhibicj¢ PiftHDAC3.

Z uwagi na stwierdzony zwigzek PifHDAC3 z kolonizacja ziemniaka przez P. infestans,
ostatni etap badan wyjasniat, czy NO i zalezne od niego komdrkowe zmiany redoks moga wplywac
na rekrutacj¢ PifHDAC3 do chromatyny. Analiza immunoprecypitacji chromatyny (ChIP-seq)
umozliwila identyfikacj¢ kluczowych proceséw bezposrednio regulowanych przez PifHDAC3 u
P infestans w warunkach §rodowiska nitrozacyjnego. Wykazano, ze loci gendw docelowych dla
PifHDAC3 obejmujg, m.in., geny zaangazowane w strategie ofensywne P. infestans. Stwierdzony
efekt byl zalezny od genotypu patogenu. Dowiedziono, ze dostgpnos¢ NO prowadzi do
przemieszczenia PifHDAC3 z promotora Avr3a, a zniesienie represyjnej struktury chromatyny
umozliwia aktywacje transkrypcyjng Avr3a.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢ kluczowa role NO jako waznego sygnatlu
epigenetycznego w biologii P. infestans oraz dynamiczng interakcje migdzy RNS a HATs/HDACs
w regulacji ekspresji gendw. Wykazano, ze NO/RNS, poprzez zmiang statusu (de)acetylacji
histonow, stymuluja proces przeprogramowania transkrypcyjnego gendw zwigzanych ze
strategiami metabolicznymi, rozwojowymi i1 ofensywnymi patogenu i jego szybka adaptacje do
nowych srodowisk. Wykazano, ze sygnalizacja zalezna od NO oraz zwigzany z ta czasteczka stres
nitrozacyjny, odgrywaja strategiczng rol¢ u P. infestans egzystujacego w warunkach pres;ji

srodowiska.
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