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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ 
 

W odpowiedzi na atak patogenicznego mikroorganizmu w komórkach roślinnych 

dochodzi m.in. do generowania tlenku azotu (NO), co może prowadzić do formowania innych 

reaktywnych form azotu (RFA), spośród których największe znaczenie biologiczne 

przypisywane jest nadtlenoazotynowi (ONOO¯ ). Wiedza dotycząca funkcjonalności tej 

pochodnej NO u roślin, szczególnie w interakcji roślina – patogen, pozostaje bardzo 

ograniczona, stąd nadrzędnym celem pracy doktorskiej było zweryfikowanie udziału 

nadtlenoazotynu oraz poznanie funkcjonalnych modyfikacji wywołanych za pośrednictwem 

tej reaktywnej formy azotu w odporności liści ziemniaka na Phytophthora infestans (Mont.) 

de Bary. Doświadczenia prowadzono na liściach ziemniaka (Solanum tuberosum L.) odmian 

skrajnie różniących się odpornością na P. infestans, lęgniowca będącego sprawcą zarazy 

ziemniaka. Układ badawczy pozwolił zatem określić, na ile zdarzenia metaboliczne zależne 

od ONOO¯  towarzyszą aktywacji skutecznych odpowiedzi obronnych w odporności typu ETI 

indukowanej przez efektory patogena (ang. Effector-Triggered Immunity), a na ile 

odpowiedziom obronnym w odporności określanej jako bazowa PTI (ang. PAMP-Triggered 

Immunity; PAMP-Pathogen-Associated Molecular Patterns), która zaangażowana jest w 

rozpoznawanie konserwatywnych czynników pochodzących od patogena.  

Eksperymenty przeprowadzone w pierwszym etapie badań wykazały, że głównym 

źródłem biosyntezy NO w liściach ziemniaka jest reduktaza azotanowa (NR), a zależna od 

NR nadprodukcja NO wraz z akumulacją anionorodnika ponadtlenkowego prowadzi do 

formowania ONOO¯  w odpowiedzi na P. infestans. Wykorzystując precyzyjne metody 

detekcji nadtlenoazotynu stwierdzono różnice międzyodmianowe w kinetyce generowanego 

ONOO¯ . Odmiana odporna charakteryzowała się wczesnym i okresowym formowaniem tej 

RFA, natomiast w odmianie podatnej podwyższony poziom ONOO¯  obserwowano 

zdecydowanie później tj. dopiero w pierwszej dobie po inokulacji. Poinfekcyjna akumulacja 

nadtlenoazotynu korelowała w czasie ze wzrostem ekspresji peroksydazy tioredoksyny (TPx), 

wskazując na potencjalne zaangażowanie produktu TPx w kontrolę endogennego poziomu 

ONOO¯  u obu odmian ziemniaka. 

W oparciu o sekwencyjne traktowanie liści odmiany podatnej donorem ONOO¯           

i P. infestans stwierdzono, że podwyższony poziom ONOO¯  we wczesnych godzinach po 

inokulacji sprzyja ograniczeniu kolonizacji tkanek rośliny-gospodarza przez patogen m.in. na 

drodze szybszej i bardziej efektywnej akumulacji mRNA dla PR-1 oraz PR-2, uznawanych za 

kluczowe markery odpowiedzi obronnej rośliny na stres biotyczny.  
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Poinfekcyjny charakter generowania nadtlenoazotynu odzwierciedlał akumulację 

nitrowanych białek w liściach obu odmian ziemniaka. Stąd, w odmianie odpornej 

obserwowano wczesną i przejściową akumulację modyfikowanych via ONOO¯  białek. 

Ponadto analizy nitroproteomu liści odmiany odpornej wykazały akumulację białek 

podobnych do subtylizyny (SBT5.3, SBT1.7) w komórkach otaczających strefę reakcji 

nadwrażliwości. W toku dalszych analiz nad poszukiwaniem związków modyfikowanych via 

ONOO¯  wykazano, że inokulacja liści P. infestans prowadzi do nitrowania kwasów 

nukleinowych tj. RNA i mRNA. W oparciu o detekcję 8-nitroguaniny, po raz pierwszy            

w świecie roślin udokumentowano, obecność nitro-RNA oraz nitro-mRNA. Analiza 

porównawcza pomiędzy genotypem odpornym a podatnym wskazała na okresowy, istotnie 

wyższy poziom nitrowanego RNA oraz mRNA w inokulowanych liściach odmiany odpornej. 

Ponadto, zastosowanie zmiataczy endogennego ONOO¯  prowadziło do obniżenia poziomu 

nitrowanego mRNA oraz ograniczenia liczby komórek wykazujących reakcję TUNEL-

pozytywną. 

Podsumowując uzyskane wyniki należy stwierdzić, iż wczesna i okresowa, 

akumulacja ONOO¯  w liściach ziemniaka odgrywa istotną rolę w odporności na P. infestans, 

zarówno poprzez selektywne nitrowanie białek, jak i kwasów nukleinowych, 

zaangażowanych w regulację zasięgu programowanej śmierci komórek ziemniaka oraz 

ekspresji genów PRs. 
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SUMMARY OF DOCTORAL THESIS 
 

As a reaction to the attack of pathogenic microorganism plant cells generate nitric 

oxide (NO), which may lead to the formation of other reactive nitrogen species (RNS), among 

which the greatest biological significance is attributed to peroxynitrite (ONOO¯ ). As far as 

plants are concerned the knowledge related to the functionality of this NO-derivative, 

particularly during a plant-pathogen interaction remains very limited, hence, the overriding 

aim of the doctoral thesis was to verify participation of ONOO¯  and the recognition of the 

functional modifications caused by the RNS in the resistance phenomenon of potato leaves to 

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Experiments were conducted on the potato (Solanum 

tuberosum L.) leaves of cultivars, whose resistance radically differs to P. infestans, an 

oomycete pathogen causing late blight disease. Thus, the research system allowed to 

determine to what extent ONOO¯ -dependent metabolic events accompany effective defense 

responses in effector-triggered immunity (ETI) as well as the extent of the defense during 

pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) that trigger immunity (PTI) which is 

involved in the recognition of conserved pathogen-derived factors. 

Experiments carried out in the first stage of the study showed that nitrate reductase 

(NR) is the main source of NO biosynthesis in potato leaves. Moreover, NR-dependent NO 

overproduction together with the accumulation of superoxide anion leads to the formation of 

ONOO¯  in response to P. infestans. The adoption of precise ONOO¯  detection methods, has 

led to recognizing the contrasting kinetics of ONOO¯  generation in both potato cultivars. The 

resistant genotype was characterized by the early and transient formation of ONOO¯  whereas 

in the susceptible one, an elevated level of ONOO¯  was observed much later, i.e. after the 

first 24 hours after the inoculation. The postinfectious ONOO¯  accumulation was correlated 

in time with thioredoxin peroxidase (TPx) gene expression, potentially implicating TPx in the 

control of endogenous ONOO¯  in both potato cultivars. 

The next step of the study subjected the susceptible potato leaves to the sequential 

treatment with the ONOO¯  donor and P. infestans it has revealed that an elevated level of 

ONOO¯  in the early stages after inoculation is conducive to slowing down colonization of the 

host tissues by the pathogen, mainly via a faster and stronger up-regulation of PR-1 and PR-2 

mRNA level, which are considered to be key markers of the plant’s defense against the 

pathogen.  

The post-infectious nature of the ONOO¯  formation reflected the accumulation of 

nitrated proteins in the leaves of both potato cultivars. Hence, an early and transient 

accumulation of the ONOO¯ -modified proteins was observed in the resistant genotype. 
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Moreover, the analyses of nitroproteome in leaves of the resistant cultivar have indicated the 

accumulation of subtilisin-like proteins (SBT5.3, SBT1.7) in the cells which surrounded the 

hypersensitive reaction zone. In the course of further analysis to find compounds modified via 

ONOO¯ , it was revealed that the inoculation of leaves by P. infestans leads to nucleic acids 

nitration, i.e. RNA and mRNA. Based on the 8-nitroguanine detection, the presence of nitro-

RNA and nitro-mRNA was documented, for the first time, in plants. The comparative analysis 

has indicated a transient and significantly higher level of nitrated RNA and mRNA in the 

leaves of resistant genotype after inoculation. Furthermore, the use of endogenous ONOO¯  

scavengers has led to lowering the level of nitrated mRNA and reducing the number of cells 

exhibiting a TUNEL-positive reaction. 

To summarise the obtained results, it should be noted that the early and transient 

accumulation of ONOO¯  in the potato leaves plays a crucial role in the resistance to              

P. infestans, both by the selective nitration of proteins as well as nucleic acids involved in the 

regulation of the programmed cell death range and the expression of PR genes. 
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WPROWADZENIE 
 

Szybka aktywacja szlaków przekazywania sygnałów, wyzwalająca szeroki wachlarz 

odpowiedzi obronnych, jest jedną z pierwszych reakcji uruchamianych przez roślinę w 

odpowiedzi na atak patogena. Dzięki receptorom błonowym PRR (ang. Pattern Recognition 

Receptors), rozpoznającym tzw. wzorce molekularne powiązane z patogenami PAMP      

(ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns) dochodzi do uruchomienia odporności 

określanej jako bazowa lub podstawowa – PTI (ang. PAMP-Triggered Immunity), która może 

przejawiać się m.in. wybuchem tlenowym, depozycją kalozy, bądź indukcją genów 

związanych z patogenezą (Świątek i Śliwka, 2011). Z kolei, rozpoznanie czynników 

awirulencji patogena specyficznych względem danego gospodarza, tzw. efektorów, prowadzi 

do uruchomienia odporności indukowanej przez efektory – ETI (ang. Effector-Triggered 

Immunity). Istotą odporności typu ETI jest aktywacja roślinnych genów odporności R, 

których produkty, białka R, są wewnątrzkomórkowymi receptorami specyficznie 

oddziałującymi z produktami genów awirulencji patogenów. W efekcie tego oddziaływania 

dochodzi do uruchomienia szlaku transdukcji sygnału, który prowadzi do reakcji 

nadwrażliwości (ang. Hypersensitive Response, HR) (Świątek i Śliwka, 2011). 

Badania ostatnich 20 lat wykazały, że w inicjowaniu i koordynowaniu zdarzeń 

obronnych, kluczową rolę odgrywa tlenek azotu (NO) – cząsteczka sygnałowa, która dzięki 

prostocie budowy i właściwościom fizykochemicznym może oddziaływać na wiele procesów 

wewnątrzkomórkowych. Na potwierdzenie, sygnałową funkcję NO udokumentowano 

empirycznie, zarówno w odporności roślin typu PTI, jak i w odporności indukowanej przez 

efektory ETI (m.in. Leitner i in., 2009; Schlicht i Kombrink, 2013; Bellin i in., 2013; Trapet   

i in., 2015; Floryszak-Wieczorek i Arasimowicz-Jelonek, 2016). Dowiedziono również, że 

wzmożone generowanie NO, obserwowane już w pierwszych minutach po rozpoznaniu 

patogena, może prowadzić do formowania innych reaktywnych form azotu (RFA), co istotnie 

wpływa na stan redoks komórki i dalszą sekwencję uruchamianych zdarzeń metabolicznych 

(Floryszak-Wieczorek i Arasimowicz-Jelonek, 2016).  

Spośród wszystkich RFA największe znaczenie biologiczne, poza NO, przypisywane 

jest nadtlenoazotynowi (ONOO¯ ). Pod względem biochemicznym ONOO¯  jest silnym 

utleniaczem oraz związkiem nitrującym, który powstaje w wyniku gwałtownej reakcji 

pomiędzy NO, a anionorodnikiem ponadtlenkowym (O2˙¯ ). Ze względu na krótki czas 

półtrwania obu cząsteczek macierzystych (NO – 3-5 sekund; O2˙¯  – kilka milisekund), 

formowanie nadtlenoazotynu wymaga równoczesnego tworzenia obu reagujących ze sobą 

rodników, obecnych w tych samych strukturach komórkowych (Arasimowicz-Jelonek             
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i Floryszak-Wieczorek, 2011). Jak dotąd, mechanizm działania nadtlenoazotynu został 

stosunkowo dobrze poznany tylko w odniesieniu do komórek zwierzęcych i ludzkich,            

u których cząsteczka ta, poprzez charakterystyczne reakcje nitrowania białek, kwasów 

tłuszczowych oraz kwasów nukleinowych, wiązana jest głównie ze stresem nitro-

oksydacyjnym, który towarzyszy stanom patofizjologicznym o różnym podłożu. 

W świecie roślin wyższych, wiedza dotycząca pochodnych NO, pozostaje ciągle 

bardzo fragmentaryczna. Chociaż obecność in vivo ONOO¯  została udokumentowana           

w kilku układach eksperymentalnych (m.in. Chaki i in., 2009; Gauples i in., 2011; 

Arasimowicz-Jelonek i in., 2012; Corpas i Barroso, 2014; Krasuska i in., 2014; Floryszak-

Wieczorek i Arasimowicz-Jelonek, 2016; Gzyl i in., 2016; Krasuska i in., 2017), to jednak 

rola tej molekuły u roślin pozostaje niewyjaśniona. Niemniej jednak, pierwsze prace 

doświadczalne, w których zastosowano podejście farmakologiczne dostarczyły dowodów, iż 

w przeciwieństwie do komórek zwierzęcych nadtlenoazotyn nie jest tak toksyczny dla 

komórek roślinnych. Na potwierdzenie, ekspozycja komórek soi na stężenie 1 mM 

egzogennego ONOO¯  nie spowodowała ich śmierci, podczas gdy stężenie nadtlenoazotynu 

1000 razy niższe (1 μM) okazało się być letalne dla komórek zwierzęcych (Delledonne i in., 

2001). Udokumentowano ponadto, że poddanie roślin Arabidopsis działaniu wysokiego 

stężenia ONOO¯  (3 mM), nie powoduje śmierci komórek (pomimo obserwowanego wzrostu 

nitrowanych białek) zarówno u formy dzikiej, jak i mutantów linii PrxII E z obniżoną 

ekspresją PrxII E, wykazującą aktywność reduktazy nadtlenoazotynu (Romero-Puertas i in., 

2007). Dowiedziono również, że wzbogacenie komórek korzeni łubinu w egzogenny ONOO¯  

(1 mM) podczas stresu kadmowego, wręcz sprzyjało ich żywotności (Arasimowicz-Jelonek    

i in., 2012). Dostępne dane literaturowe wskazują, że ONOO¯  może być formowany także    

w warunkach fizjologicznych, jako nieodłączny element metabolizmu zdrowych komórek, 

ponieważ organizmy roślinne są ewolucyjnie wyposażone w szerokie spektrum 

mechanizmów unieczynniających nadmiar ONOO¯  (m.in. Romero-Puertas i in., 2007; 

Arasimowicz-Jelonek i Floryszak-Wieczorek, 2011). Najnowsze badania opublikowane przez 

Gzyl i in. (2016) wykazały, że selektywne nitrowanie wolnych reszt tyrozynowych                

w białkach via ONOO¯  stanowi ważny mechanizm regulujący aktywność białek                    

w komórkach korzeni siewek soi, zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i w trakcie 

działania stresu kadmowego. Również Serrano i in. (2012) stwierdzili, iż to właśnie 

nadtlenoazotyn, poprzez nitrowanie białek, funkcjonuje jako cząsteczka sygnałowa                

w aktywacji programowanej śmierci komórek (PCD), w wywołanej reakcji samoniezgodności 

pyłku Olea europaea L. Stosunkowo niedawno udokumentowano, że nitrowanie kwasów 

tłuszczowych via ONOO¯  prowadzi także u roślin, do generowania biologicznie aktywnych 
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nitrolipidów, które mogą uczestniczyć w transdukcji sygnału (m.in., jako endogenne źródło 

NO), w odpowiedzi Arabidopsis thaliana na różne abiotyczne czynniki stresowe (Mata-Pérez 

i in., 2016).  

Powyższe wyniki badań wskazują, iż generowanie ONOO¯  w organizmach roślinnych 

jest nie tylko markerem stresu nitrozacyjnego, ale poprzez selektywne nitrowanie 

biocząsteczek, może stanowić ważny modulator szlaków sygnałowych, bądź metabolicznych, 

uruchamianych zarówno w procesach rozwojowych, jak i w reakcji roślin na różne stresy 

środowiskowe. Należy podkreślić, że wiedza dotycząca roli ONOO¯  i związków 

modyfikowanych za pośrednictwem nadtlenoazotynu, szczególnie w interakcji roślina – 

patogen, jest ograniczona. Do momentu podjęcia badań, będących celem niniejszej rozprawy, 

obecność in vivo ONOO¯  w odpowiedzi na stres biotyczny, udokumentowano w zaledwie 

dwóch układach eksperymentalnych (Saito i in., 2006; Gauples i in., 2011; Bellini i in., 2016).  

Zaraza ziemniaka, powodowana przez mikroorganizm z grupy Chromista, gromady 

Oomycetes – Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, jest najważniejszą, pod względem 

ponoszonych strat ekonomicznych, chorobą ziemniaka (Solanum tuberosum L.). Towarzyszy 

uprawom ziemniaka na całym świecie, przynosząc obniżenie lub całkowitą utratę plonu          

i generując wysokie koszty ochrony chemicznej upraw. Jak wiadomo, drugi komponent 

badanej interakcji – ziemniak, to gatunek o niezmiernie istotnym znaczeniu gospodarczym    

w skali globalnej, gdyż po ryżu, pszenicy i kukurydzy jest najważniejszą rośliną uprawną na 

świecie. Obecnie łączny koszt ochrony chemicznej przed P. infestans oraz strat przez nią 

powodowanych jest szacowany, w samej tylko Europie, na ponad miliard euro rocznie. Co 

więcej, stosowane fungicydy nie gwarantują stuprocentowej skuteczności w ochronie przed 

zarazą oraz nie pozostają obojętne dla środowiska. W celu zmniejszenia zakresu ochrony 

chemicznej konieczna jest hodowla odpornych na P. infestans odmian ziemniaka. Do tej pory, 

zidentyfikowano kilkadziesiąt R genów odporności na zarazę, wprowadzonych do odmian 

uprawnych z różnych dzikich gatunków Solanum (Rodewald i Trognitz, 2013). Niestety 

patogen przejawia znaczące zdolności do przełamywania odporności uwarunkowanej 

mechanizmem ETI opartym o białka R. Wynika to z niestabilności genomu P. infestans oraz 

możliwości rozmnażania płciowego form kojarzeniowych A1 i A2, co prowadzi finalnie do 

zmian w populacji i powstawania nowych, często bardziej agresywnych ras patogena 

(Raffaele i in., 2010). Wobec braku odmian zdecydowanie odpornych na ten patogen oraz     

w związku z uodparnianiem się izolatów P. infestans na komercyjnie stosowane fungicydy, 

niezwykle ważne stają się wszelkie próby poznania oraz wzmocnienia naturalnej odporności 

rośliny-gospodarza. 
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Stąd, nadrzędnym celem przedstawionej rozprawy doktorskiej było 

zweryfikowanie udziału nadtlenoazotynu oraz poznanie funkcjonalnych modyfikacji 

wywołanych za pośrednictwem tej reaktywnej formy azotu, w odporności liści 

ziemniaka na zarazę powodowaną przez Phytophthora infestans.  

 

Przyjęto, że cel ten zostanie osiągnięty poprzez realizację 3 głównych zadań 

badawczych.  

(1) Określenie źródła biosyntezy NO oraz monitorowanie generowania NO i O2˙¯  wraz          

z ONOO¯  w liściach ziemniaka inokulowanych P. infestans, przy wykorzystaniu 

wysoce precyzyjnych technik pomiarowych, dających obraz generowania RFA          

w czasie rzeczywistym.  

(2) Poszukiwanie korelacji pomiędzy akumulacją ONOO¯ , a poziomem ekspresji genów 

kodujących kluczowe markery odporności roślin, tj. PR-1, PR-2 (beta-1,3-glukanazę) 

oraz PR-3 (chitynazę).  

(3) Detekcję oraz identyfikację związków modyfikowanych za pośrednictwem ONOO¯         

w ziemniaku oraz wytypowanie tych modyfikacji, które mają istotny wpływ na 

odporność liści względem patogena. 

 

Wszystkie doświadczenia prowadzono na odciętych liściach ziemniaka (Solanum 

tuberosum L.), odmian skrajnie różniących się odpornością na hemibiotroficzny patogen 

Phytophthora infestans (izolat 1.3.4.7.10.11; MP 946). Wykorzystana w doświadczeniach 

odmiana podatna Bintje nie posiada R-genów odporności. Natomiast, odmiany odporne 

posiadają w swym genomie zidentyfikowane R-geny odporności tj. R1 i R2-like (Bzura – 

Gebhardt i in., 2004; Plich i in., 2015) oraz R3a, R3b, R4, Rpi-Smira1 i Rpi-Smira2 (Sarpo 

Mira – Rietman i in., 2012) i wykazują reakcję nadwrażliwości względem MP 946. Wobec 

powyższego, układ badawczy pozwolił określić, na ile zdarzenia metaboliczne zależne od 

ONOO¯  towarzyszą aktywacji skutecznych odpowiedzi obronnych w odporności typu ETI,   

a na ile odpowiedziom obronnym podczas PTI.  

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

 

Niewątpliwie dużą przeszkodą w wyjaśnieniu funkcji sygnałowej oraz regulacyjnej 

NO/ONOO¯  w odporności roślin, jest brak w pełni rozpoznanych źródeł syntezy NO. 

Najczęściej wyróżnia się trzy główne możliwości powstawania NO w organizmach 

roślinnych, tj.: szlak zależny od L-argininy z udziałem potencjalnej syntazy tlenku azotu typu 

ssaczego (NOS-like), szlak zależny od azotynów z udziałem reduktazy azotanowej (NR) oraz 

nieenzymatyczną drogę przekształcania azotynów do NO (m.in. Gupta i in., 2011; Rőszer, 

2014; Jeandroz i in., 2016). Wobec powyższego, pierwszym etapem pracy doktorskiej 

było uzyskanie odpowiedzi na pytanie, co odpowiada za syntezę NO w infekowanych 

patogenem liściach ziemniaka? Przeprowadzone doświadczenia wykazały, że wczesne         

i wzmożone generowanie NO, obserwowane w liściach ziemniaka w odpowiedzi na              

P. infestans, było ściśle skorelowane w czasie, zarówno ze wzrostem poziomu transkryptu 

genu NR, jak i zwiększeniem aktywności enzymatycznej kodowanego białka (Publikacja 1, 

Fig. 3 A-B). Niezależne zastosowanie specyficznych inhibitorów syntezy NO wykazało 

istotne, poinfekcyjne blokowanie generowania tej molekuły w odpowiedzi na wolframian 

(inhibitor NR) oraz nieznaczne hamowanie przez podanie L-NAME (ester metylowy L-NG-

nitroargininy; inhibitor syntazy tlenku azotu – NOS-like). Tym samym uzyskane wyniki 

wykazały, że reduktaza azotanowa jest głównym źródłem NO w liściach ziemniaka 

inokulowanych P. infestans (Publikacja 1, Fig. 2). Podobnie, jak opisano wcześniej              

w bulwach ziemniaka infekowanych P. infestans (Yamamoto i in., 2003). 
 

Chociaż stosunkowo dawno, Alamillo i Garcia-Olmedo (2001) zasugerowali już 

udział ONOO¯  w zamieraniu komórek podczas reakcji nadwrażliwości, obserwowanej          

w odpowiedzi Arabidopsis na awirulentny szczep Pseudomonas syringae, to jednak obecność 

in vivo tej RFA odnotowano dotychczas jedynie we wczesnych etapach odpowiedzi komórek 

tytoniu BY-2 na elicytor INF1, pochodzący z P. infestans (Saito i in., 2006) oraz liści 

Arabidopsis thaliana na awirulentny szczep bakterii Pseudomonas syringae pv tomato 

(Gaupels i in., 2011; Bellini i in., 2016). Chcąc zatem sprawdzić, jak kształtuje się status 

metaboliczny NO w liściach ziemniaka inokulowanych P. infestans, w kolejnym etapie 

badań przeprowadzono analizę generowania NO i O2˙¯  – cząsteczek macierzystych 

nadtlenoazotynu, jak również zbadano poziom samego ONOO¯ . Wykorzystując wysoce 

specyficzny fluorochrom Cu-FL (czułość detekcji NO na poziomie 100 pikomoli), 

stwierdzono dwufazowy przebieg generowania NO w infekowanych liściach odmiany 

odpornej. Pierwszy, wczesny wybuch NO, odnotowano pomiędzy 1 a 3 godziną po inokulacji 



16 

 

(hpi), drugi, nieco słabszy, w 24 hpi. W odmianie podatnej generowanie NO było 

zdecydowanie niższe i opóźnione w czasie, w stosunku do odmiany odpornej, osiągając 

maksimum w 6 hpi (Publikacja 2, Fig. 2). W odniesieniu do anionorodnika ponadtlenkowego 

stwierdzono od 1 hpi stopniowy wzrost generowania w obu odmianach (Publikacja 2,      

Fig. 3). 

Różnice międzyodmianowe odnotowano także w kinetyce formowania ONOO¯ , która 

była skorelowana w czasie z akumulacją NO i O2˙¯ . Posługując się dwoma wysoce czułymi 

metodami ilościowej detekcji ONOO¯  (Publikacja 2, Fig. 1a-b oraz Publikacja 3, Fig. 1) 

wykazano poinfekcyjne generowanie ONOO¯  w liściach obu genotypów ziemniaka. Przy 

czym odmiana odporna, podobnie jak w przypadku NO, charakteryzowała się wczesnym (do 

6 hpi) i wzmożonym formowaniem tej RFA (Publikacja 2 i Publikacja 3). Ponadto 

rejestracja generowania ONOO¯  w kolejnych dobach po inokulacji wykazała obecność 

drugiego, słabszego „wybuchu” tej RFA w 72 hpi (Publikacja 3, Fig. 1A). W przypadku 

odmiany podatnej istotnie wyższą akumulację nadtlenoazotynu odnotowano dopiero w 24 hpi 

(Publikacja 2 i Publikacja 3). Równocześnie przeprowadzona analiza cytochemiczna 

wykazała, iż wzmożone generowanie ONOO¯  było zlokalizowane przede wszystkim            

w komórkach epidermy oraz miękiszu palisadowym i gąbczastym (Publikacja 2, Fig. 1c-f). 

Obecność ONOO¯  obserwowano również w zdrowych, nieinfekowanych liściach obu odmian 

ziemniaka, jakkolwiek była ona ograniczona tylko do nielicznych komórek 

parenchymatycznych (Publikacja 2, Fig. 1g-h). 
 

W celu utrzymania homeostazy redoks w komórce roślinnej narażonej na stres 

biotyczny, wczesnemu generowaniu RFA oraz reaktywnych form tlenu (RFT) powinna 

towarzyszyć aktywacja systemu antyoksydacyjnego. Z szeregu roślinnych antyutleniaczy na 

szczególną uwagę, w kontekście poinfekcyjnego formowania nadtlenoazotynu w liściach 

ziemniaka, zasługują peroksydazy tioredoksyn (TPx). Stąd, w kolejnym etapie badań 

przeprowadzono analizę ekspresji genu peroksydazy tioredoksyny (TPx), którego 

produkt, jak wskazuje najnowsza literatura, może stanowić bardzo istotny element 

mechanizmów kontrolujących endogenny poziom ONOO¯  (Ferrer-Sueta i in., 2018).    

W rezultacie wykazano, że zwiększenie puli ONOO¯  poprzez traktowanie donorem ONOO¯  

(3-morfolino-sydnonimina, SIN-1) zdrowych liści obu odmian ziemniaka, istotnie 

indukowało ekspresję TPx już w pierwszych godzinach po potraktowaniu (Publikacja 2,   

Fig. S1). Co więcej, wzmożona akumulacja ONOO¯ , w odpowiedzi na P. infestans, była 

skorelowana w czasie z istotnym zwiększeniem ekspresji TPx u obu odmian ziemniaka 

(Publikacja 2, Fig. 4 a-b).  
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Ogólnie wiadomo, że w zainfekowanych tkankach akumulacja białek związanych       

z patogenezą (PRs; ang. Pathogenesis-Related Proteins) stanowi efektywną linię obrony 

uruchamianą przez rośliny w odpowiedzi na atak patogenów. Już pierwsze prace 

eksperymentalne dotyczące metabolizmu NO u roślin wykazały, iż podanie donora ONOO¯  

powoduje w liściach tytoniu wzrost ekspresji genu kodującego białko PR-1, uznawane za 

kluczowy marker odpowiedzi obronnej rośliny (Durner i in., 1998). Zatem, w celu 

określenia potencjalnego udziału nadtlenoazotynu w uruchamianiu odpowiedzi 

obronnych, w kolejnym etapie badań, wykorzystano wyłącznie liście odmiany podatnej, 

które traktowano donorem ONOO¯  w postaci SIN-1. Uzyskane dane wykazały, że 

egzogenny ONOO¯  indukuje ekspresję PR-1 oraz PR-2, począwszy od 3 godziny po 

potraktowaniu (Publikacja 2, Fig. S2). Ponadto sekwencyjne traktowanie liści odmiany 

podatnej donorem ONOO¯  i P. infestans powodowało szybszą i wzmożoną indukcję genów 

kodujących białka PR skorelowaną z ograniczoną kolonizacją tkanek rośliny-gospodarza 

(Publikacja 2, Fig. 6 i Fig. 5). Zwiększonej ekspresji PR-1, PR-2 oraz PR-3 nie 

zaobserwowano pod wpływem sekwencyjnego oddziaływania zmiatacza ONOO¯                     

i P. infestans, co jednoznacznie potwierdziło udział tej RFA w regulacji ekspresji genów 

kodujących białka PR (Publikacja 2, Fig. 6). 
 

Selektywne nitrowanie biocząsteczek via ONOO¯  może być ważnym mechanizmem 

regulatorowym, wpływającym na wewnątrzkomórkowe szlaki przekazywania sygnałów 

zależne od NO. Należy jednak podkreślić, że zjawisko nitrowania biocząsteczek za 

pośrednictwem ONOO¯  u roślin jest nowym, zasygnalizowanym jedynie obszarem badań     

w metabolizmie NO, wymagającym weryfikacji eksperymentalnej. Stąd też kolejną istotną 

kwestią podjętą w niniejszej pracy było uzyskanie odpowiedzi na pytanie, czy i w jakim 

stopniu akumulacja nitrowanych za pośrednictwem ONOO¯  związków w liściach 

ziemniaka, sprzyja uruchamianiu skutecznych odpowiedzi obronnych względem           

P. infestans?  
 

Reakcją charakterystyczną i jednocześnie najlepiej rozpoznaną dla ONOO¯  jest 

nitrowanie wolnych reszt tyrozynowych w białkach, prowadzące do zmiany ich struktury        

i aktywności katalitycznej. W odniesieniu do roślin, dostępne dane literaturowe wskazują, iż 

najczęstszą konsekwencją tego procesu jest utrata funkcji modyfikowanego białka (Kolbert    

i in., 2017). Niemniej jednak, w przypadku zwierząt eksperymentalnie dowiedziono, że 

nitrowanie tyrozyny może prowadzić również do wzmocnienia aktywności katalitycznej 

białka (Yeo i in., 2015). Przeprowadzone analizy nitroproteomu wykazały, że liście odmiany 

podatnej podlegały silnemu nitrowaniu w następstwie infekcji, co może świadczyć                 



18 

 

o niekontrolowanej nadprodukcji RFA, prowadzącej do stresu nitrozacyjnego. Wśród białek, 

które zidentyfikowano jako podlagające wzmożonemu nitrowaniu w trakcie rozwoju choroby 

(w 24 i 48 hpi), były białka zaangażowane w podstawowe procesy metaboliczne takie jak 

translacja, fotosynteza czy glikoliza (Publikacja 2, Fig. 7b i Tab. 2). Podobnej tendencji nie 

obserwowano w przypadku odmiany odpornej w 24 i 48 hpi. Wręcz przeciwnie, odnotowano 

obniżoną akumulację nitrowanych białek związanych z odpowiedziami obronnymi, w tym: 

katalazę, peroksydazę anionową, S-transferazę glutationową oraz białka z grupy PR             

(beta-1,3-glukanazę oraz chitynazę) (Publikacja 2, Fig. 7a i Tab. 2).  
 

Szczególnie istotne znaczenie w kontekście uruchamiania skutecznych odpowiedzi 

obronnych, w badanym układzie eksperymentalnym, może mieć nitrowanie                      

beta-1,3-glukanazy należącej do rodziny białek PR-2. Jak powszechnie wiadomo, enzym ten 

odpowiedzialny jest za hydrolizę glukanów, będących głównym składnikiem ściany 

komórkowej grzybopodobnych lęgniowców. Zatem precyzyjna regulacja aktywności       

beta-1,3-glukanazy może potencjalnie przekładać się na ograniczenie porażenia rośliny przez       

P. infestans. Powyższa obserwacja stała się podstawą do dalszych dociekań naukowych nad 

funkcjonalnością tej potranslacyjnej modyfikacji, w regulacji aktywności kluczowych białek 

odporności roślin i zaowocowała projektem badawczym PRELUDIUM 12 pt. „Analiza 

jakościowa i funkcjonalna nitrowanej beta-1,3-glukanazy w odporności liści ziemniaka na 

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary”. Przeprowadzone dotychczas badania, z 

wykorzystaniem donora nadtlenoazotynu oraz rekombinowanej beta-1,3-glukanazy, 

jednoznacznie potwierdzają, że enzym ten podlega nitrowaniu. Natomiast efektem tej reakcji 

jest hamowanie aktywności katalitycznej białka, co może mieć bardzo istotne znaczenie w 

inaktywacji P. infestans. Otrzymane wyniki zostały zaprezentowane podczas 

międzynarodowej konferencji dotyczącej biologii NO u roślin (Izbiańska i in., 2018; 7th Plant 

Nitric Oxide International Meeting; Nicea, Francja). 
 

Obok wspomnianych powyżej zmian, w profilu nitroproteomu liści odmiany odpornej 

stwierdzono pojawienie się dodatkowego prążka (B13), który zawierał białka podobne do 

subtylizyny o aktywności proteaz serynowych (SBT5.3 i SBT1.7) (Publikacja 2, Fig. 7a        

i Tab. 2). Dodatkowy eksperyment obejmujący punktową inokulację liści, a tym samym 

umożliwiający precyzyjną ocenę zmian w strefie reakcji nadwrażliwości i jej okolicy, 

wykazał podwyższoną akumulację nitrowanych białek, zidentyfikowanych jako proteazy 

podobne do subtylizyny (tj. SBT5.3 i SBT1.7), jedynie w strefie okalającej HR. Ponadto 

akumulacja wspomnianych nitrowanych proteaz korelowała z hamowaniem ich aktywności 

proteolitycznej (Publikacja 3 Fig. 5A-D, Fig. S1 oraz Tab. S1). Dowiedziono wcześniej, że 
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subtylizyny mogą pełnić funkcję enzymów egzekutorowych – kaspaz (Fernández i in., 2015), 

dlatego obecnie wnioskuje się, że nitrowanie tych białek i w konsekwencji hamowanie ich 

aktywności proteolitycznej, może mieć szczególnie istotne znaczenie w kontroli zasięgu 

aktywnego zamierania komórek ziemniaka. Ponadto, analiza ilościowa ogólnej puli 

nitrowanych białek, przy wykorzystaniu specyficznych testów ELISA, potwierdziła, że 

wzmożona akumulacja nitrowanych białek ściśle korelowała w czasie z tempem 

generowanego ONOO¯  w infekowanych liściach obu odmian ziemniaka (Publikacja 3,    

Fig. 4A-B). Należy podkreślić, że w odmianie odpornej wzrost ogólnej puli nitrowanych 

białek odnotowano zarówno w trakcie pierwszego (1-6 hpi), jak i po drugim wybuchu 

ONOO¯  (72 hpi) (Publikacja 3, Fig. 4A). Uzyskane wyniki wykazały także obecność 

nitrowanych białek w zdrowych, nieinfekowanych liściach obu odmian ziemniaka. Zatem 

stanowi to kolejny dowód na to, że zjawisko nitrowania via ONOO¯  jest fizjologiczną 

modyfikacją potranslacyjną białek (Publikacja 2, Fig. 7).  
 

W toku dalszych analiz nad poszukiwaniem związków modyfikowanych via 

ONOO¯  wykazano, że inokulacja liści P. infestans prowadziła również do nitrowania 

RNA oraz mRNA. Nitrowanie puli RNA i mRNA via ONOO¯  zostało wykazane na 

podstawie analizy poziomu akumulacji 8-nitroguaniny, specyficznego markera 

nitrowania nukleotydów. Należy podkreślić, że jest to pierwsze doniesienie literaturowe, 

dokumentujące obecność tej modyfikacji w organizmach roślinnych (Publikacja 3,     

Fig. 3). W przypadku odmiany odpornej stwierdzono stukrotnie wyższy poziom nitrowanego 

RNA, począwszy od pierwszej godziny po inokulacji, przy czym podobną tendencję 

obserwowano także w przypadku puli izolowanego mRNA. Według najnowszych badań, 

modyfikacje mRNA mogą stanowić jeden z mechanizmów regulacji ekspresji genów, a tym 

samym wpływać na poziom kodowanych przez nie białek (Gilbert i in., 2016; Chmielowska-

Bąk i in., 2018). Dalsze analizy wykazały, że odnotowany w odmianie odpornej, wysoki 

poziom nitrowanego RNA i mRNA towarzyszył aktywnemu zamieraniu jąder komórek liści 

atakowanych przez P. infestans, co wykazała reakcja TUNEL dając wynik pozytywny. W ten 

sposób potwierdzono, że w komórkach podlegających programowanej śmierci, czyli podczas 

HR dochodzi do akumulacji nitrowanych biocząsteczek tj. białek (Publikacja 3, Fig. 5a) oraz 

kwasów nukleinowych (Publikacja 3, Fig. 3C,E i Fig. 2a). Natomiast w odmianie podatnej, 

istotny wzrost poziomu nitrowanego RNA/mRNA stwierdzono dopiero w późniejszych 

stadiach rozwoju choroby (Publikacja 3, Fig. 3D,F). Na podstawie uzyskanych wyników 

można zatem wnioskować, że nitrowanie RNA/mRNA u roślin jest nie tylko markerem 

uszkodzeń kwasów nukleinowych wywołanych przez akumulację ONOO¯ , ale może 
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stanowić wysoce selektywny proces potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów 

zaangażowanych w uruchamianie i/lub regulację śmierci komórek podczas HR. Na 

potwierdzenie, zastosowanie zmiataczy endogennego ONOO¯  wyraźnie ograniczało liczbę 

komórek zamierających aktywnie, a jednocześnie obniżeniu ulegał poziom nitrowanego 

mRNA (Publikacja 3, Fig. 2b-c). Uzyskane wyniki potwierdzają zatem hipotezę 

zaproponowaną przez Alamillo i Garcia-Olmedo (2001), że nadtlenoazotyn, obok NO i RFT, 

uczestniczy w programowanej śmierci komórek podczas reakcji nadwrażliwości.  

 

 

WNIOSKI 

 

Badania nad poznaniem funkcji nadtlenoazotynu w odporności liści ziemniaka na 

Phytophthora infestans prowadzą do następujących konkluzji: 
 

1) Reduktaza azotanowa stanowi główne źródło biosyntezy NO w liściach ziemniaka. 

2) Generowanie tlenku azotu oraz anionorodnika ponadtlenkowego w miejscu 

bezpośredniego kontaktu patogena z tkanką liścia prowadzi do formowania 

nadtlenoazotynu, jednakże kinetyka i natężenie tej reakcji jest uzależnione od genotypu 

ziemniaka. Odmiana odporna charakteryzowała się wczesnym i okresowym 

generowaniem ONOO¯ , któremu towarzyszył istotny wzrost akumulacji NO i O2˙¯ .          

Z kolei w odmianie podatnej wzmożone generowanie ONOO¯  obserwowano dopiero od 

pierwszej doby po infekcji. 

3) Analiza ekspresji genu peroksydazy tioredoksyny na poziomie akumulacji transkryptu 

wskazała, że TPx w liściach ziemniaka może pełnić rolę modulatora poziomu ONOO¯ .  

4) Poinfekcyjna akumulacja nitrowanych białek, w liściach obu odmian ziemniaka 

odzwierciedlała charakter generowania ONOO¯ . Stąd, wczesna i przejściowa akumulacja 

modyfikowanych via ONOO¯  białek w odmianie odpornej, wskazuje na możliwość 

okresowej zmiany funkcjonalnej tych białek. Natomiast wzrost puli nitrowanych białek 

odnotowany w kolejnych godzinach po inokulacji w odmianie podatnej, w połączeniu     

z nadprodukcją RFA, odzwierciedla stres nitro-oksydacyjny sprzyjający rozwojowi 

choroby. 

5) Przeprowadzona równolegle analiza nitroproteomu w komórkach otaczających strefę HR 

wykazała podwyższoną ekspresję białek podobnych do subtylizyny (SBT5.3, SBT1.7), 

co korelowało z hamowaniem ich aktywności proteolitycznej w badanej strefie. 

Uzyskane wyniki wskazują zatem, że akumulacja nitrowanych proteaz może mieć 
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szczególnie istotne znaczenie w kontroli zasięgu reakcji nadwrażliwości poprzez 

wygaszenie ich funkcji egzekutorowej w odpowiedzi typu HR.  

6) Udokumentowano po raz pierwszy w świecie roślin, że kwasy nukleinowe tj. RNA           

i mRNA podlegają nitrowaniu via ONOO¯ . Analiza porównawcza pomiędzy genotypem 

odpornym, a podatnym wskazała na okresowy, istotnie wyższy poziom nitrowanego 

RNA oraz mRNA w inokulowanych liściach odmiany odpornej. Eliminacja ONOO¯  za 

pośrednictwem zmiatacza, skutkowała istotnie obniżonym poziomem mRNA oraz 

reakcją TUNEL negatywną w komórkach liści ziemniaka odmiany odpornej, co 

wskazuje, że nitrowanie mRNA może być procesem wysoce selektywnym, wpływającym 

na potranskrypcyjną regulację ekspresji genów zaangażowanych m.in. w programowaną 

śmierć komórki podczas HR. 

7) Obok wyszczególnionych powyżej nitrowanych biocząsteczek o istotnym znaczeniu 

defensywnym, również sekwencyjne traktowanie liści odmiany podatnej donorem 

ONOO¯  i P. infestans powodowało szybszą i wzmożoną indukcję genów kodujących 

białka PR-1, PR-2 i PR-3, co korelowało z ograniczoną kolonizacją tkanek rośliny-

gospodarza. 

 

 

PODSUMOWANIE 

 

Na podsumowanie przeprowadzonych badań stwierdza się, iż wczesna i okresowa, 

akumulacja ONOO¯  w liściach ziemniaka w odpowiedzi na P. infestans, wywołuje 

selektywne nitrowanie białek oraz kwasów nukleinowych, zaangażowanych w regulację 

zasięgu programowanej śmierci komórek ziemniaka oraz indukcję ekspresji genów PRs, przez 

co sprzyja uruchamianiu skutecznych odpowiedzi obronnych związanych z odpornością  

(Ryc. 1). 

Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej mają znaczenie nie tylko poznawcze, ale 

mogą również posłużyć jako punkt wyjścia do badań nad nowymi mechanizmami 

ograniczającymi rozwój patogenów via NO. Szczególnie istotne znaczenie w kontekście 

uruchamiania skutecznych odpowiedzi obronnych może mieć poznanie i charakterystyka 

funkcjonalnych celów nitrowania mRNA. Modyfikacje mRNA mogą bowiem wpływać na 

poziom ekspresji określonych białek i tym samym stanowić jeden z mechanizmów regulacji 

ekspresji genów, co w konsekwencji przyczyni się do lepszego zrozumienia interakcji roślina  

– patogen oraz może być przydatne m.in. w hodowli odpornościowej posługującej się 

celowanymi modyfikacjami genetycznymi.  
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Rycina 1. Skonstruowana w oparciu o uzyskane wyniki, sekwencja zdarzeń metabolicznych z 

udziałem nadtlenoazotynu w odporności liści ziemniaka na P. infestans (Publikacja nr 3, 

zmodyfikowane). 
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Appendix A. Supplementary data 

(http://dx.doi.org/10.1016/j.plaphy.2016.08.009) 

 

Table S1. Sequences of primers used for the real-time PCR reaction. 

 

Gene accession number in 

NCBI database 
Gene Primers 

U76701.1 NR Forward: ACGTCTCACCGGTAAACACC 
Reverse: GAAGTGGGACTGGGGTGATG  

FN691930.1 NiR Forward: AGAAAGCCGTTCCGTGTGAT 
Reverse: TCGTGGAACTGCACCAAAGT 

JX428804.1 Thx Forward: TGATTCGAACACCATCCTGA 

Reverse: CAGAGGGAGGAGGTGAACAA 

AY615281.1 NPR1 Forward: TGGAGCCTACGCTCTTCATT 

Reverse: TGATTGAGGGTTCCTTACGC 

NM_001247429.1 PR1 Forward: GAGCTGGGGACTGCAGGATGC 

Reverse: CCGCGTTGAGCTGGGGGAAA 

X67238 18S RNA Forward: GGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAG 

Reverse: CGGTTCTTGATTAATGAAAACATCCT 

AB061263 ef1α Forward: ATTGGAAACGGATATGCTCCA 

Reverse: TCCTTACCTGAACGCCTGTCA 
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Supporting information 

(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/ppa.12471) 

 

 

Figure S1. The effect of peroxynitrite donor (50 μm SIN‐1) on TPx gene expression in leaves 

of susceptible and resistant potato. The qRT‐PCR analyses of TPx were performed at 1, 3, 6, 

24 and 48 h after SIN‐1 treatment. 
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Figure S2. The effect of peroxynitrite donor (50 μm SIN‐1) on PR‐1, PR‐2 and PR‐3 gene 

expression in leaves of susceptible potato. The qRT‐PCR analyses of PR genes were 

performed at 1, 3, 6, 24 and 48 h after SIN‐1 treatment. Asterisks indicate values that differ 

significantly from H2O‐pretreated leaves at P < 0.05 (*). 
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Table S1. Amino acid sequence of the identified homologous proteins (matched peptides 

derived from Solanum tuberosum shown in Bold Red) 
 

No. 
NCBI 

accession 

no. 

Matched peptides (BOLD RED) 

B1 
gi|568215322 

1 MSKRRTREPK EETVTLGPSV REGELVFGVA HIFASFNDTF IHVTDLSGRE 

51 TMVRITGGMK VKADRDESSP YAAMLAAQDV SQRCKELGIN ALHIKLRATG 

101 GNKTKTPGPG AQSALRALAR SGMKIGRIED VTPIPTDSTR RKGGRRGRRL 
 

gi|565347758 

1 MGVNTFTHES TTTIAPTRLF KGLVLDFDSL VPKLLSHDVK QFKPEEITAI 

51 AGSIKQMNFV EGGPIKYLKH KIHAIDDKNL ETKYSLIEGD GVTVKKTGAA 

101 YDVKFEAAGD GGCVCKTTTT YHTKGDYVVS EEEHNVGKGK  
 

gi|162946541 

1 MASSVISSAA VATRTNVTQA GSMIAPFTGL KSAATFPVSR KQNLDITSIA 

51 SNGGRVRCMQ VWPPINTKKY ETLSYLPDLT DEQLLKEVEY LLKNGWVPCL 

101 EFETEHGIVY REKHKSPGYY DGRYWNMWKL PMFGCTDATQ VLAEVQECKK 

151 SYPQAWIRII GFDNVRQVQC ISFIAYKPEG Y  
 

B2 
gi|20087001 

1 MKCLFLLCLC LVPIVVFSST FTSQNPINLP SDATPVLDVT GKELDPRLSY 

51 RIISIGRGAL GGDVYLGKSP NSDAPCANGV FRYNSDVGPS GTPVRFIGSS 

101 SHFGPHIFED ELLNIQFAIS TSKLCVSYTI WKVGDYDASL GTMLLETGGT 
 

gi|568815624 
1 MERVNKLCVA FFVISMMMAM AAAQSATNVR ATYHLYNPQN INWDLRTASA 

51 YCATWDADKP LAWRQRYGWT AFCGPAGPRG QASCGRCLRV TNTGTGTQET 

101 VRIVDQCSNG GLDLDVNVFN RLDTNGLGYQ RGNLNVNYEF  VNC 
 

B3 gi|565383834 

 

1 MASSVISSAA VATRTNVTQA SSMVAPFTGL KSTPTFPVSR KQNLDITSIA 

51 SNGGRVRCMQ VWPPINMKKY ETLSYLPDLT DEQLLKEVEY LLKNGWVPCL 

101 EFETEHGFVY RENNKSPGYY DGRYWTMWKL PMFGCTDATQ VLAEVQECKN 

151 AYPQAWIRII GFDNVRQVQC ISFIAYKPEG Y  
 

B4 

gi|994778 

1 MMKCLFFLCL CLFPILVFSS TFTSQNPINL PSESPVPKPV LDTDGKKLNP 

51 NSSYRIISTF WGALGGDVYL GKSPNSDAPC PDGVFRYNSD VGPSGTPVRF 

101 IPLSTNIFED QLLNIQFNIP TVKLCVSYTI WKVGNLNTHL WTMLLETGGT 

151 IGKADSSYFK IVKSSKFGYN LLYCPITRPP IVCPFCRDDD FCAKVGVVIQ 

201 NGKRRLALVN ENPLDVLFQE V   
 

gi|568214675 

1 MYTSKQKIHK DKDAEPSEFE VSVAQAFFDL ENTNQELKSE LKDLYINSAT 

51 QIDVSGNRKA VVIHVPYRLR KAFRKVHVRL VRELEKKFSG KDVIFIATRR 

101 IVRPPKRGSA AQRPRTRTLT SVHDAILEDL VVPAEIVGKR TRYRVDGSKI 

151 MKVYLDPKER NNTEYKLETF  SAVYRKLSGK DVVFEYPITE A 
 

gi|568214772 

1 MAASTQCFLH QYHALRSSPA RTSSVPSPKP NQLICRAQKQ DDANNTSNAV 

51 SRRLALTLLI GTAAIGSKVS PADAAYGEAA NVFGKPKENT DFLPYNGDGF 

101 KLQIPAKWNP SKEIEFPGQV LRYEDNFDST SNLMVAVTPT DKKSITDYGS 

151 PEEFLSKVDY LLGKQAYFGK TDSEGGFESG AVATANLLEA SSATVGGKQY 

201 YYLSVLTRTA DGDEGGKHQL ITATVNDGKL YICKAQAGDK RWFKGAKKFV 
 

B5 

gi|565344108 

1 MACSASSSTA LLSSTSRASI SPKSHISQSI SVPSAFNGLR NCKPFVSRVA 

51 RSISTRVAQS ERRRFAVCAS SELPLVGNQA PDFEAEAVFD QEFIKVKLSE 

101 YIGKKYVILF FYPLDFTFVC PTEITAFSDR YEEFEKVNTE VLGVSVDSVF 

151 SHLAWVQTER KSGGLGDLNY PLISDVTKSI SKSYNVLIPD QGIALRGLFI 

201 IDKEGVIQHS TINNLGIGRS  VDETLRTLQA  LQYVQENPDE  VCPAGWKPGE 
 

gi|82621122 

1 MGAYTYVSEL WRKTSDVMSL AKVEVLEYRQ LPSMVRVTRP TRPDKARRLG 

51 YKAKQGYVVY RVRVKRGGRK RPVSKGIVYG KPTNQGVTQL KFQRSKRSVA 

101 EERAGRKLGG LRVLNSYWIN EDSTYKYF   
 

gi|565342863 

1 MSTASINNCL TISPAQASLK KPTRPVAFAR LGNSSSSSSI PSLIRNEPVF 

51 AAPTPIINPI VREEMAKESY DQAIAALEKL LSEKAELGPV AAARVDQITA 

101 ELKSADGSKA FDPVEHMKAG FIHFKTEKYD TNPALYGELA KGQSPKFMVF 

151 ACSDSRVCPS HVLNFQPGEA FMVRNIANMV PAYDKVRYSG VGAAIEYAVL 

201 HLKVENIVVI  GHSACGGIKG  LMSLPEDGSE  STAFIEDWVK  ICLPAKAKVL 

251 ADHGDKEFGH  QCTACEKEAV  NVSLGNLLTY  PFVREGLVKK  TLALKGGYYD 

301 FVKGGFELWG  LEFGLSPPLS  VKDVASILHW  RLM  
 

gi|565342865 1 MSTASINNCL TISPAQASLK KPTRPVAFAR LGNSSSSSSI PSLIRNEPVF 



75 

 

51 AAPTPIINPI VREEMAKESY DQAIAALEKL LSEKAELGPV AAARVDQITA 

101 ELKSADGSKA FDPVEHMKAG FIHFKTEKYD TNPALYGELA KGQSPKFMVF 

151 ACSDSRVCPS HVLNFQPGEA FMVRNIANMV PAYDKVRYSG VGAAIEYAVL 

201 HLKVENIVVI GHSACGGIKG LMSLPEDGSE STAFIEDWVK ICLPAKAKVL 

251 ADHGDKEFGH  QCTACEKEAV  NVSLGNLLTY  PFVREGLVKK  TLALKGGYYD 

301 FVKGGFELWG  LEFGLSPPLS  V   
 

B6 

 gi|568214986 

1 MVSLKLQKRL AASVLKCGRG KVWLDPNEGN EISMANSRQN IRKLVKDGFI 

51 IRKPTKIHSR SRARRMKEAK RKGRHSGYGK RKGTREARLP TKVLWMRRLR 

101 VLRRLLRKYR ESKKIDKHMY HDMYMKVKGN VFKNKRVLME NIHKTKAEKA 

151 REKTLSDQFE ARRAKNKASR ERKFARREER LAQGPGGEKP  VQQPAAPAAA 

201 APAQPAQGI     
 

gi|21495 

1 MRLLVLAWFS VLCLKCVLAQ DVGSLINKNL FERIFLHRND AACAAKGFYT 

51 YEAFITATKS FAAFGTTGDT NTRKKEIAAF LAQTSHETTG GWATAPDGPY 

101 SWGYCFKQEQ GSPGDYCVAS QQWPCAPGKK YFGRGPIQIS YNYNYGPAGR 

151 AIGVNLLNNP DLVANDAVVS  FKTALWFWMT  PQQPKPSAHD  VITGRWSPSA 

201 ADSAAGRVPG FGVITNIING  GIECSKGSNA  QMDNRIGFYR  RYCQILGVDP 
 

gi|565343884 

1 MATPSVQQIR PASLDSTSEP PALFDGTTRL YISYICPFAQ RAWITRNFKG 

51 LQDKIELVPI DLQNRPVWYK EKVYPQNKVP SLEHKNKVIG ESLDLVKYID 

101 SNFEGPSLLP DDPEKQKFAE ELIAYSDTFL KEIYGNFKGD IEKHAGPQFD 

151 YLEKALDKFD DGPFFLGQFS QADIVYAPFV ERFQIFLKEV FDYDITSGRP 

201 KLAKWIEELN KLDSYIQTKA DPKEVVDLYK KKYLA  
 

B7 

gi|568215087 

1 MGISRDSMHK RRATGGKKKS WRKKRKYEMG RQSANTKLVP NAKTVRRIRV 

51 RGGNVKWRAL RLDTGNYSWG SEAVTRKTRL LDVVYNASNN ELVRTQTLVK 

101 SAIVQVDAAP FKQWYLQHYG VEIGRKKKSA AKKEGEEAAE GAAEEKKSNH 

151 VQRKLEKRQQ DRKIDPHVEE QFASGRLLAA ISSRPGQCGR ADGYILEGKE 

201 LEFYMKKLQK KKGKGASGAT A   
 

gi|565371561 

1 MAAKKTARNP ELIRGVGKFS RSKMYHKKGL WAIKKKNGGA LPVHSKKPAA 

51 APAAEKSPKF YPADDVKKPL VNKHKPKPTK LRSSITPGTV LIILAGRFKG 

101 KRVVFLKQLV SGLLLVTGPF KFNGVPLRRV NQAYVIGTST KVDISGVSVD 

151 KIDDKYFAKQ AEKKQKKGEG EFFEEKKEEK NVLPQEKKDD QKAVDAALIK 

201 AIEAVPELKG YLSARFSLKS GMKPHELVF   
 

 

B8 

gi|313586398 

1 AAATLMQPTK VGARNNLQLR SVQSVSKAFG VEQGSARLTC SLQTEIKELA 

51 QKCTDAAKIA GFALATSALV VSGANAEGVP KRLTYDEIQS KTYMEVKGTG 

101 TANQCPTIEG GVGSFAFKPG KYTAKKFCLE PTSFTVKAEG VSKNSAPDFQ 

151 KTKLMTRLTY TLDEIEGPFE VSPDGTVKFE EKDGIDYAAV TVQLPGGERV 

201 PFLFTIKQLV ASGKPESFSG EFLVPSYRGS SFLDPKGRGG STGYDNAVAL 

251 PAGGRGDEEE LQKENVKNTA  SLTGKITLSV  TQSKPETGEV  IGVFESIQPS 

301 DTDLGAKVPK DVKIQGIWYA  Q   
 

gi|568214854 

1 MATSQIAVIV LLGLLVATNI HITEAQLGVC YGMMGNNLPS HSEVIQLYKS 

51 RNIGRLRLYD PNQGALNALR GSNIEVILGL PNVDVKHIAS GMEHARWWVQ 

101 KNVKDFWPDV KIKYIAVGNE ISPVTGTSSL TSFQVPALVN IYKAVGEAGL 

151 GNDIKVSTSV DMTLIGNSYP PSQGSFRNDV RWFTDPIVGF LRDTRAPLLV 

201 NIYPYFSYSG NPGQISLPYA  LFTAPNVVVQ  DGSRQYRNLF  DAMLDSVYAA 

251 MERTGGGSVG IVVSECGWPS  AGAFGATQDN  AATYLRNLIQ  HAKEGSPRKP 

301 GPIETYIFAM FDENNKNPEL  EKHFGLFSPN  KQPKYNLNFG  VSERVWDISA 

351 ETNSTASSLI SEM    
 

 

B9 

gi|568214923 

1 MLDSGKQIDF SKRKKKIYLA IVASVLLVAA VIGVVAGVKS RSNNSDDDAD 

51 IMAISSSAHA IVKSACSNTL HPELCYSAIV NVTDFSKKVT SQKDVIELSL 

101 NITVKAVRRN YYAVKELIKT RKGLTPREKV ALHDCLETMD ETLDELHTAV 

151 ADLELYPNKK SLKEHAEDLK TLISSAITNQ ETCLDGFSHD EADKKVRKVL 

201 LKGQKHVEKM CSNALAMICN MTNTDIANEM KLSGSRKLVE DNGEWPEWLS 

251 AGDRRLLQSS TVTPDVVVAA DGSGDYKTVS EAVAKAPEKS SKRYVIRIKA 

301 GVYRENVDVP KKKTNIMFMG DGRSNTIITA SRNVQDGSTT FHSATVAAVG 

351 EKFLARDITF QNTAGASKHQ AVALRVGSDL SAFYKCDILA YQDTLYVHSN 

401 RQFFVQCLVA GTVDFIFGNG AAVLQDCDIH ARRPGSGQKN MVTAQGRTDP 

451 NQNTGIVIQK CRIGATSDLR PVQKSFPTYL GRPWKEYSRT VIMQSSITDV 
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gi|568215000 

1 MAAHSSTLTI SLLLMLIFST LSSASDMSII SYDETHIHHR SDDEVSALYE 

51 SWLIEHGKSY NALGEKDKRF QIFKDNLKYI DEQNSVPNQS YKLGLTKFAD 

101 LTNEEYRSIY LGTKSSGDRR KLSKNKSDRY LPKVGDSLPE SVDWRDKGVL 

151 VGVKDQGSCG SCWAFSAVAA MESINAIVTG NLISLSEQEL VDCDKSYNEG 

201 CDGGLMDYAF EFVINNGGID TEEDYPYKER NDVCDQYRKN AKVVKIDSYE 

251 DVPVNNEKAL QKAVAHQPVS IAIEAGGRDL QHYKSGIFTG KCGTAVDHGV 

301 VAAGYGSENG MDYWIVRNSW GAKWGEKGYL RVQRNVASSS GLCGLATEPS 

      

1 MRLSACSLLF SLLLLTVSAE QCGRQAGGAP CAAGLCCSNV GWCGNTDDYC 

51 GPGKCQSQCP SGPSPKPPTP GPGPSGGDIG DVISNSMFDQ LLMHRNENSC 

101 EGKNNFYSYN AFINAARSFS GFGTTGDTTA RKKEIAAFFA QTSHETTGGW 

151 ASATDGPYAW GYCFIRERND HREHCTPSSQ WPCAPGRKYF GRGPIQISYN 

201 YNYGPCGRAL EVDLLNNPDL VATDPVISFK SAIWFWMTPQ SPKPSCHDVI 

251 IGSWQPSDAD RAANRLPGFG VITNIINGGK ECGHGNDTQV QDRIGFFRRY 
 

gi|568214310 

B10 

gi|565368099 

1 MASCSTFTPG IPSCRNFMRT LRPSSPSWRK SRVVTAKLAQ KNAMQYRKLG 

51 DSDLNISEIT IGTMTFGEQN TEKEAHEILS YAFDQGINII DTAEAYPVPM 

101 RKETQGTTDL YISSWMKSQP RDKVILATKV CGYSERSSYI RENAKVLRVD 

151 AANIRESVEK SLKRLNTDYI DLLQIHWPDR YVPLFGEFFY ETSKWRPSVP 

201 FVEQLRAFQE LIDEGKVRYI GVSNETSYGV MEFVHAAKVE GLPKIVSIQN 

251 SYSLLVRCHF EVDLVEVCHP NNCNIGLLSY SPLAGGTLSG KYLDNNSEAA 

301 KKGRLNLFPG YMERYNKSLA KEATKKYEEV AKKHGLTLVE  LALGFARDRP 

351 FMTSSIIGAT SVDQLKEDID AFLTTERPLP PQVMDDIEDI  FKRYRDPASR 
 

gi|565347367 

1 MASASLLKIS PVLDKTEFVK GQSLRLPSVS VRCHPASPSA LTVRASSYAD 

51 ELVKTAKTIA SPGRGILAMD ESNATCGKRL ASIGMENTEA NRQAFRTLLV 

101 SVPGLGEYIS GAILFEETLY QSTVEGKKMV DVLVEQNIVP GIKVDKGLVP 

151 LAGSNNESWC QGLDGLASRS AAYYQQGARF AKWRTVVSIP NGPSALAVKE 

201 AAWGLARYAA ISQDNGLVPI VEPEILLDGE HNIDRTFEVA KQVWAEVFFY 

251 LAQNNVMFEG ILLKPSMVTP GAECKEKATP QQVADYTLSL LRQRIPPAVP 

301 GIMFLSGGQS EVEATLNLNA MNQSPNPWHV SFSYARALQN TCLKTWSGRP 

351 ENVKAAQDTL LVRAKANSLA QLGKYTGEGE SDEAKKGMFV KGYVY 
 

gi|169555 

1 SFVALALAGV AIYRNTYEAI IMNNGSLLQN ASPHFDSLES GVASILTLNN 

51 KKRNSDMYLR QQLTPEACVF SAVRGVVDSA IDAETRMGAS LIRLHFHDCF 

101 VDGCDGGILL DDINGTFTGE QNSPPNANSA RGYEVIAQAK QSVIDTCPNI 

151 SVSCADILAI AARDSVAKLG GQTYNVALGR SDARTANFTG ALTQLPAPFD 

201 NLTVQIQKFN DKNFTLREMV ALAGAHTVGF ARCSTVCTSG NVNPAAQLQC 

251 NCSATLTDSD LQQLDTTPTM FDKVYYDNLN NNQGIMFSDQ VLTGDATTAG 

301 FVTDYSNDVS VFLGDFAAAM IKMGDLPPSA GAQLEIRDVC SRVNPTSVAS 

351 M     
 

B11 

gi|568215399 

 

1 MAPLRIPTTT VQSLENDMAT DSAAVPLPAV MKAPIRPDVV TYVHSNISKN 

51 ARQPYAVSRK AGHQTSAESW GTGRAVSRIL GCSGGGTHRA GQGAFGNMCR 

101 GGRMFAPTQI WRRWHRKIPV NQKRYAVASA IAASSVPSLV LARGHRIESV 

151 PELPLVISDS IEGIEKTSNA IKALKQIGAY PDAEKAKDSH AIRQGKGKMR 

201 NRRYISRKGP LIVYGTEGAK LVKAFRNIPG VEICHVDRLN LLKLAPGGHL 

251 GRFIIWTKCA YEKLDGIYGT FDKPSLKKKG YLLPRPKMVN ADLARIINSD 

301 EVQSVVRPIK KDVNKRATLK KNPLKNLNVL LKLNPYAKTA RRMSLLAEAQ 

351 RVKAKKEKLD KKRHQITKEE ASAIRGASHS WYKTMISDSD YAEFDNFTKW 

401 LGVSQ     
 

gi|568214933 

1 MSHRKFEHPR HGSLGFLPRK RAARHRGKVK AFPKDDPSKP CKLTAFLGYK 

51 AGMTHIVREV EKPGSKLHKK ETCEAVTIVE TPPMVIVGVV GYVKTPRGLR 

101 CLNTVWAQHL SEDIKRRFYK NWCKSKKKAF LKYSKKYETD EGKKDIQAQL 

151 EKLKKYACVI RVLAHTQIRK MKGLKQKKAH LMEIQVNGGS IAQKVDFAYG 

201 FFEKQVPVDA VFQKDEMIDI IGVTKGKGYE GVVTRWGVTR LPRKTHRGLR 

251 KVACIGAWHP ARVSFTVARA GQNGYHHRTE MNKKVYKLGK VGQESHTAVT 

301 EFDRTEKEIT PIGGFAHYGV VKDDYLLIKG CCVGPKKRVV TLRQSLLNQT 

351 SRVALEEIKL KFIDTSSKFG HGRFQTTQEK  QKFYGRLKA  
 

 

B12 gi|21487 
1 NPSVFTKCQS SPRWAFSFSV TPLCSRRSKR IVHCIAGDTL GLTRPNESDA 

51 PKISIGAKDT DVVQWQGDLL AIGATENDLA RDDNSKFKNP LLQRLDSKLN 
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101 GLLSAASSEE DFSGKSGQSI NLRLPGGRIT LVGLGSSASS PTSYHSLGEA 

151 AAAAAKSAQA RNIAVSLAST DGLSAESKIN SASAIATGVM LGIFEDNRFR 

201 SESKTPALES LDILGLGTGP EIESKIKYAE HVCAGVILGR ELVNAPANIV 

251 TPGALAEEAK KIASTYSDVI TVNILDAEQC KELKMGAYLG VAAAATENPP 

301 YFIHLCFKTN SRERKTKIAL VGKGLTFDSG GYNLKTGAGS KIELMKNDMG 

351 GAAAVLGAAK ALGEIKPRGV EVHFIVAACE NMISGAGMRP  GDIVTASNGK 

401 TIEVNNTDAE GRLTLADALI YACNQGVEKI IDLATLTGAI  VTALGPSVAG 

451 AFTPSDGLAR EVVVAAEASG EKLWRMPMEE SYWESMKSGV  ADMINTGPRD 

501 GGAITGALFL KQFVDEKVQW LHLDIAGPVW SDEKKNATGY  GVSTLVEWVL 

551 RNSL     
 

gi|568215114 

1 MAMAIALRRL SATVDKPVKS LYNGGSLYYM SSLPNEAVYD KEKSGVAWPK 

51 QLNAPLEVVD PEIADIIEHE KARQWKGLEL IPSENFTSVS VMQAVGSVMT 

101 NKYSEGYPGA RYYGGNEYID MAETLCQKRA LEAFRLDPAK WGVNVQPLSG 

151 SPANFQVYTA LLKPHERIMA LDLPHGGHLS HGYQTDTKKI SAVSIFFETM 

201 PYRLDESTGY IDYDQLEKSA TLFRPKLIVA GASAYARLYD YDRIRKVCNK 

251 QKAILLADMA HISGLVAAGV IPSPFDYADV VTTTTHKSLR GPRGAMIFYR 

301 KGVKEVNKQG KEVFYDYEDK INQAVFPGLQ GGPHNHTITG LAVALKQATT 

351 PEYRAYQEQV LSNSSKFAQA LGEKGYELVS GGTDNHLVLV NMKNKGIDGS 

401 RVEKVLEAVH IAANKNTVPG DVSAMVPGGI RMGTPALTSR GFLEEDFVKV 

451 ADFFDAAVKI AVKVKAETQG TKLKDFVATL ESSAPIKSEI AKLRHDVEEY 

501 AKQFPTIGFE KETMKYKN    
 

gi|108773138 

1 MSPQTETKAS VGFKAGVKEY KLTYYTPEYQ TKDTDILAAF RVTPQPGVPP 

51 EEAGAAVAAE SSTGTWTTVW TDGLTSLDRY KGRCYRIERV VGEKDQYIAY 

101 VAYPLDLFEE GSVTNMLTSI VGNVFGFKAL RALRLEDLRI PVAYVKTFQG 

151 PPHGIQVERD KLNKYGRPLL GCTIKPKLGL SAKNYGRAVY ECLRGGLDFT 

201 KDDENVNSQP FMRWRDRFLF CAEALFKAQA ETGEIKGHYL NATAGTCEEM 

251 MKRAVFAREL GTPIVMHDYL TGGFTANTTL AHYCRDNGLL LHIHRAMHAV 

301 IDRQKNHGMH FRVLAKALRM SGGDHIHSGT VVGKLEGERD ITLGFVDLLR 

351 DDFIEQDRSR GIYFTQDWVS LPGVLPVASG GIHVWHMPAL TEIFGDDSVL 

401 QFGGGTLGHP WGNAPGAVAN RVALEACVKA RNEGRDLARE GNEIIREAAK 

451 WSPELAAACE VWKEIVFNFA AMDVLDK   
 

gi|565389366 

1 MASRRLIASL LRSSAQRGAG SGGGPISRSS IANSIARPAS RASPKGFLLN 

51 RAVQYATSAA APASKPSTPP KSSDSEASGK ITDEFTGAGA IGKVCQVIGA 

101 VVDVRFDDGL PPILTALEVL DNQIRLVLEV AQHLGENMVR TIAMDGTEGL 

151 VRGQPVLNTG SPITVPVGRS TLGRIMNVIG EAIDERGPIT TDHFLPIHRE 

201 APAFVEQATE QQILVTGIKV VDLLAPYQRG GKIGLFGGAG VGKTVLIMEL 

251 INNVAKAHGG FSVFAGVGER TREGNDLYRE MIESGVIKLG EKQSESKCAL 

301 VYGQMNEPPG ARARVGLTGL TVAEHFRDAE GQDVLLFIDN IFRFTQANSE 

351 VSALLGRIPS AVGYQPTLAT DLGGLQERIT TTKKGSITSV QAIYVPADDL 

401 TDPAPATTFA HLDATTVLSR QISELGIYPA VDPLDSTSRM LSPHILGEDH 

451 YNTARGVQKV LQNYKNLQDI  IAILGMDELS  EDDKMTVARA  RKIQRFLSQP 

501 FHVAEVFTGA PGKYVDLKES  INSFQGVLDG  KYDDLSEQSF  YMVGGIDEVI 

551 AKAEKIAKES AA    
 

 

gi|81075407 

1 MALLVEKTTS GREYKVKDMS QADFGRLEIE LAEVEMPGLM ASRTEFGPSQ 

51 PFKGAKITGS LHMTIQTAVL IETLTALGAE VRWCSCNIFS TQDHAAAAIA 

101 RDSAAVFAWK GETLQEYWWC TERALDWGPG GGPDLIVDDG GDATLLIHEG 

151 VKAEEEFAKN GTIPDPTSTD NVEFQLVLTI IKESLKTDPL RYTKMKERLV 

201 GVSEETTTGV KRLYQMQANG TLLFPAINVN DSVTKSKFDN LYGCRHSLPD 

251 GLMRATDVMI AGKVALVAGY GDVGKGCAAA MKQAGARVIV TEIDPICALQ 

301 ATMEGLQVLP LEDVVSEVDI FVTTTGNKDI IMVDHMRKMK NNAIVCNIGH 

351 FDNEIDMHGL ETFPGVKRIT ISSNDRWVFP DTNSGIIVLA EGRLMNLGCA 

401 TGHPSFVMSC SFTNQVIAQL ELWNERSSGK YEKKVYVLPK HLDEKVAALH 

451 LGKLGAKLTK LTKDQADYIS VPVEGPYKPA HYRY  
 

 

 
gi|587568 

1 DPSKYRPSSA YDTPFLTTNA GGPVYNNVSS LTVGPRGPVL LEDYYLIEKL 

51 ATFDREKIPE RVVHARGASA KGFFEVTHDI SHLTCADFLR APGAQTPVIC 

101 RFSTVVHERG SPESIRDIRG FAVKFYTREG NFDLVGNNVP VFFNRDAKSF 

151 PDTIRALKPN PKSHIQENWR ILDFFSFLPE SLHTFAFFYD DVCLPTDYRH 

201 MEGFGVHAYQ LINKEGKAHY VKFHWKPTCG VKSMSEEEAI RVGGTNHSHA 
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251 TKDLYDSIAA GNYPEWKLFI QTMDPEDVDK FDFDPLDVTK TWPEDLLPLI 

301 PVGRLVLNRN IDNFFAENEQ LAFNPGHIVP GIYYSEDKLL QTRIFAYADT 

351 QRHRIGPNYM QLPVNAPKCG HHNNHRDGAM NMTHRDEEVD YLPSRFDPCR 

401 PAEQYPIPAC VLNGRRTNCV IPKENNFKQA GERYRSWESD RQDRYITKWV 

451 ESLSDPRVTH EIRSIWISYL SQADKSCGQK VASRLTVKPT M 
 

 

B13 

gi|565378238 

1 MKNHHIIVFL FSFFLIMSLR GFVSCTDQET KVYVVYLGEH NGEKTLKEIE 

51 DHHYSFLHSV KGTTTSKEDV RASLVHSYKN VINGFSAVLT PQEVDMISGM 

101 EGVVSVFHSD PYEIRPHTTR SWDFVSLLEG TSLLNSREEL LQNASYGKDI 

151 IVGVMDSGVW PESLSFSDEG MEPVPKSWNG ICQEGVAFNA SHCNRKLIGA 

201 RYYLKGYEAA AGPLNETRDF RSPRDVDGHG THTAGTVGGR RVANASAIGG 

251 FAKGTATGGA PNVRLAIYKV CWPAPDQSLA EGNICATDDI LAAFDDAIAD 

301 GVHVLSISLG SLPKSTYYTE NAIAIGSLHA VKKNIVVACS AGNDGPTPST 

351 VANVAPWVIT VGASTIDRVF SSPIMLGNGM IVEGQTITQI RRRRLHPLVY 

401 AGDVEIRGTT ASNTTGACLP GTLSRNLVRG KVVLCLNSDI QASMEVKRAG 

451 GVAAILGNPF  NEIQVIPFLN  PTTVTFLDGL  NTLLTYIRTE  KHPTATLVPG 

501 NTMIGTKTAP  VMAPFSSKGP  NVVDPNILKP  DITAPGFNIL  AAWSEASSPL 

551 NIPEDHRVVK  YNIDSGTSMS  CPHVSAVIAL  LKSIHPDWSS  AAVRSALMTT 

601 STINNVVGRP  IKNATGDDAN  PFEYGSGHFR  PSKAADPGLI  YDATYTDYLL 

651 YLCSQNIRPD  LSYNCPAKVP  AASNLNYPSL  AIANMRGSSK  TVTRVVTNVG 

701 KDNSTYVVAV  RSPPGYAVDI  VPKSLRFSKL  GEKHSFNITI  IRAQSSVDRR 

751 NEFSFGRYTW  SDGVHVVQSP  IAVSSSA   
 

gi|565378352 

1 MRLGSFVSCT EETKVYIVYL GEHNGDKTLK EIEDHHCSFL HSVKGTTSKE 

51 DVRASLVHSY KNVINGFSAV LTPQEVDMIS GMEGVVSVFH SDPYEIRPHT 

101 TRSWDFVSLL EGTSLLNSRE ELLQNASYGK DIIVGVMDSG VWPESSSFND 

151 EGMEPVPKSW NGICQEGVAF NSSHCNRKLI GARYYLKGYE AAAGPLNETR 

201 DFRSPRDVDG HGTHTAGTVG GRRVANASAI GGFAKGTATG GAPNVRLAIY 

251 KVCWPVPDQS LAEGNACATD DILAAFDDAI ADGVHVLSIS LGSLPKSTYY 

301 TENAIAIGSL HAVKKNIVVA CSAGNDGPTP STVGNVAPWI ITVGASSIDR 

351 VFSSPIMLGN GMIVEGQTVT PIRRRRLHPL VYAGDVEIRG TTTNNTSGTC 

401 LPGTLSRNLV RGKVVLCINN LRAASMEVKR AGGVAAILGN RFNEIQVTPF 

451 LDTTTVVFSY SLNTLLTYIR TEKNPMATLV PGNTLIGTKP APVMASFTSK 

501 GPNIVDPNIL KPDITAPGFN ILAAWSEASS PLKMPEDRRV VKYNMQSGTS 

551 MSCPHVSAVI ALLKSIHPDW SSAAIRSALM TTSTINNVVG RPIKNATGDD 

601 ANPFEYGSGH FRPSRAVDPG LVYDATYTDY  LLYLCSQNIS  LDSSFSCPEK 

651 VPTASNLNYP SLAIANMRGS IRTVTRVVTN  VGKDNSTYVL  GVRSPPGYVV 

701 DIVPKSLHFS KLGEKHSFNI TIIRAQSSVE  RRNEFSFGWY  TWNDGVHVVR 

751 SPIAVSST     
 

B14 

gi|565399387 

1 METLLSSTTL QLKPLHPPSS FSSLHSPFSS TSALRVKGSR KAETFIQRSQ 

51 FSTVLPVRVS ASSQAAAAQT STSISIPSEM KAWSYTDYGS VDVLKLESNV 

101 AVPDIKEDQV LIKVVAAALN PIDFKRRLGK FKATDSPLPT VPGYDVAGVV 

151 VKVGSQVKEL KEGDEVYGDI NEKAIDGPNQ FGSLAEYTAV EEKLVALKPK 

201 NLSFAEAAAL PLVIETAYEG LEKAGFSAGQ SILVLGGAGG VGSLVIQLAK 

251 HVFGASKVAA TSSTGKLELL KSLGADLAID YTKDNFEDLP DKFDVVYDSV 

301 GQGEKAVKAV KEGGSVVVLT GAVTPPGFRF VVTSNGEMLK KLNPYLESGK 

351 VKPVIDPKGP FPFDKVVDAF SHLETGRATG KVVIYPIP  
 

gi|565360697 

1 MKAVVITIPG GPEVLKLQEV EDPQIKDDEI LIKIAATALN RADTLQRQGK 

51 YPPPKGDSEY PGLECSGTVE AVGKDVTRWK IGDQVCALIG GGGYAEKVAV 

101 PTGQVLPIPS GVSLQDAASF PEVACTVWST IFMTSKLSSG ETFLIHGGSS 

151 GIGTFAIQMA KCLGVKVFIT AGSEEKLAAC KELGADVCIN YKTEDFVTRI 

201 KEETGGKGVD VILDNIGGSY FQRNLDSLNV DGRLFIIGFM GGTVTQVNLG 

251 CLLARRLTVQ AAGLRSRSTK NKAQIVREVE KNVWPAIAAG KVKPVVYKYF 

301 PLAEAAEAHQ LMESSKHIGK ILLTV   
 

B15 

gi|21465 

1 TIFSLLFSLL LLNASGSNVV HRPDALCAPG LCCSKFGWCG NTNDYCGPGN 

51 CQSQCPGGPG PSGDLGGVIS NSMFDQMLNH RNDNACQGKN NFYSYNAFIS 

101 AAGSFPGFGT TGDITARKRE IAAFLAQTSH ETTGGWPSAP DGPYAWGYCF 

151 LREQGSPGDY CTPSSQWPCA PGRKYFGRGP IQISHNYNYG PCGRAIGVDL 

201 LNNPDLVATD SVISFKSAIW FWMTPQSPKP SXHDVITGRW QPSGADQAAN 

251 RVPGFGVITN IINGGLECGH GSDSRVQDRI GFYRRYCGIL GVSPGDNLDC 
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301 GNQRSFGNGL LVDTV    
 

gi|21413 

 

1 MKCLFLLCLC LVPIVVFSST FTSKNPINLP SDATPVLDVA GKELDSRLSY 

51 RIISTFWGAL GGDVYLGKSP NSDAPCANGI FRYNSDVGPS GTPVRFSHFG 

101 QGIFENELLN IQFAISTSKL CVSYTIWKVG DYDASLGTML LETGGTIGQA 

151 DSSWFKIVKS SQFGYNLLYC PVTSTMSCPF SSDDQFCLKV GVVHQNGKRR 

201 LALVKDNPLD VSFKQVQ    
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Jelonek M. (2018) RNA and mRNA nitration as a novel metabolic link in potato immune 

response to Phytophthora infestans. Frontiers in Plant Science, 9: 672 (IF=3,678; 40 pkt 

MNiSW). 
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Supplementary Material  

(https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.00672/full#supplementary-material) 

 

 

FIGURE S1. Percentages of leaf cells exhibiting the TUNEL-positive reaction at 24, 48, and 

72 hpi (i), 100 cells from at least 5 randomly selected slides were examined at each time point 

per treatment. Values represent the mean ± SD of at least four independent experiments (n = 

20). Different letters indicate values that differ significantly from P. infestans inoculated 

potato leaves at P < 0.05. 
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FIGURE S2. ONOO¯  generation measured as APF fluorescence in healthy leaves of resistant 

and susceptible potato in response to increasing SIN-1 concentration. Values represent the 

mean ± SD of at least three independent experiments (n = 9). Asterisks indicate values that 

differ significantly from non-treated potato leaves at ∗P < 0.05. 

 

 

 

 

 

FIGURE S3. (a) 3-Nitrotyrosine ELISA standard curve in the concentration range of 0–8000 

nM; (b) quantification of nitrated proteins measured as 3-nitrotyrosine content in resistant and 

susceptible healthy potato leaves enriched with ONOO¯ ; 3-nitrotyrosine content was 

estimated 5 h after leaf pretreatment with 50 μM SIN-1. 
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TABLE S1. Identification of nitrated proteins in potato leaves inoculated with avr                

P. infestans which appeared de novo at 96 hpi. Proteins were isolated from PVDF membrane 

and identified by LC-MS-MS/MS. 

 

 

 

TABLE S2. Amino acid sequence of the identified homologous proteins (matched peptides 

derived from Solanum tuberosum shown in Bold Red). 

 

 

 

 

 

No. Protein name 
NCBI 

accession no. 
Blast 
Score 

Functional category 

1 

PREDICTED: subtilisin-like protease-like 
 

gi|565378238 885 Proteolysis 

PREDICTED: subtilisin-like protease-like gi|565378352 245 Proteolysis 
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DATA SHEET S1. Nitrotyrosine immunodetection and protein identification procedures. 

 

Protein extraction, SDS-PAGE and Western blot 

Leaves (0.25 g) were ground in liquid N2 to a fine powder and then suspended in a ratio of     

1 to 3 (w/v) in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.6) with 2 mM EDTA, 4 mM DTT, 0.6% PVPP,    

1 mM PMSF and plant inhibitor cocktail (Sigma). The crude extracts were centrifuged at     

10 000g for 15 min at 4ºC, then the concentration of supernatant proteins was determined 

with the Bradford assay, using BSA as a standard. The solution of proteins was mixed with 

the Laemmli sample buffer and boiled for 10 min at 70ºC. The sample of proteins (50 µg 

each) was separated on a gradient SDS-PAGE (4% - 20%, BioRad) and gels were stained 

with CBB-G250 or proteins were electroblotted to PVDF membranes. After transfer, 

membranes were blocked (5% BSA) and used for cross-reactivity assays with polyclonal 

antibodies against nitrotyrosine (Life Technologies) at a dilution of 1:1000. For 

immunodetection, the goat anti-rabbit antibody conjugated to horseradish peroxidase 

(Agrisera) and Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche) was used. The intensity of 

bands was quantified using a Gel Doc system (Bio-Rad) coupled with a highly sensitive 

camera. 

 

MS and protein identification 

Protein identification was performed using liquid chromatography coupled to the mass 

spectrometer at the Laboratory of Mass Spectrometry, Institute of Biochemistry and 

Biophysics, Polish Academy of Sciences (Warsaw, Poland). Raw data files were pre-

processed with the Mascot Distiller software (version 2.4.2.0, MatrixScience). The obtained 

peptide masses and fragmentation spectra were matched to the National Center Biotechnology 

Information (NCBI) non-redundant database (37425594 sequences; 13257553858 residues), 

with a Viridiplantae filter (1760563 sequences) using the Mascot search engine (Mascot 

Daemon v. 2.4.0, Mascot Server v. 2.4.1, MatrixScience). The following search parameters 

were applied: enzyme specificity was set to semiTrypsin, peptide mass tolerance to ± 30 ppm 

and fragment mass tolerance to ± 0.1 Da. The protein mass was left as unrestricted, and mass 

values as monoisotopic with two missed cleavage being allowed. Alkylation of cysteine by 

carbamidomethylation as fixed, oxidation of methionine and carboxymethylation on lysine 

were set as a variable modification. Protein identification was performed using the Mascot 

search engine (MatrixScience), with the probability based algorithm. The expected value 

threshold of 0.05 was used for analysis, which means that all peptide identifications had less 

than 1 in 20 chance of being a random match. 
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