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Summary

Lupine diseases caused by pathogenic fungi constitute a serious problem in agri-
culture. They lead to partial yield loss and deterioration of crop quality through the
changes in biochemical composition of seeds or their contamination with mycotoxins.
Some of common lupine diseases are fusarioses caused by Fusarium oxysporum f. sp.
lupini.

Morphometric and metabolic changes were investigated in yellow lupine se-
edlings infected with F. oxysporum f. sp. lupini. It was found that infection caused tem-
porary inhibition of seedling growth, overcome at later development, and activation of
B-glycosidase and peroxidases. The changes in enzymes activity indicate the induction
of defense mechanism against F. oxysporum f. sp. lupini and inhibition of pathogen
spread.
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WSTEP

Lubin jest rosling o duzym znaczeniu w gospodarce cztowieka, stad stanowi
obiekt wszechstronnych badan, w tym nad oddziatywaniem patogenicznych mikro-
organizmoéw na wzrost i rozwoj tej rosliny. Uprawiane w Polsce gatunki cechuja si¢
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zrdznicowana wrazliwoscia na grzyby z rodzaju Fusarium; tubin z6tty jest najbardziej
podatny, a bialy i waskolistny porazane sa w mniejszym stopniu. Wystgpowanie i na-
silenie fuzarioz w duzej mierze zalezy od odmiany, a takze od ras i szczepdw patogena
wystepujacych w danym ekosystemie, warunkéw glebowo-klimatycznych, stosowa-
nej agrotechniki oraz regionu uprawy (Jedryczka iin, 1993; Lewartowska
iin, 1994; Sawicka-Sienkiewicz, 1997). Przykladowo w Polsce pdétnocno-
-wschodniej, w wilgotnych latach, fuzarioza bywata przyczyna porazenia takze tubinu
waskolistnego (Zakrzewska, 1995).

Celem niniejszej pracy byta ocena zmian metabolicznych w siewkach tubinu z6t-
tego porazonych Fusarium oxysporum f. sp. lupini. Patogen ten powodujac zgorzel
siewek oraz fuzaryjne wigdnigcie moze przenosi¢ si¢ z materialem siewnym, ale tak-
ze rozwijaé saprofitycznie w glebie lub pasozytowaé na innych roslinach uprawnych
i chwastach. Objawy choroby wyst¢puja w postaci zgorzeli przedwschodowej, gnicia
korzeni, uwiadow i przedwczesnego zamierania roslin na skutek zaktocenia funkcji
fizjologicznych (Sadowski, 1994).

Przeprowadzono oceng morfometryczna porazonych siewek oraz badano aktyw-
no$¢ B—glikozydazy i peroksydaz, sukcesywnie w fazie kietkowania i wzrostu sie-
wek.

MATERIAL I METODY

Material roslinny i inokulacja nasion. Materiatem wyjsciowym do badan byty
siewki wyroste z nasion tubinu zottego (Lupinus luteus L.) odm. Polo. Nasiona podda-
wano sterylizacji powierzchniowej 96% etanolem (3 min), a nastgpnie 0,01% HgCL,
(15 min), po czym ptukano je kilkakrotnie w sterylnej wodzie destylowanej. Po 48
godzinnym okresie pgcznienia nasiona wysiewano do doniczek ze sterylnym perlitem,
jednoczesnie przeprowadzajac inokulacje zawiesing zarodnikoéw Fusarium oxysporum
f. sp. lupini o stezeniu 5 x 10° w ml, poprzez podlanie nasion.

Doswiadczenie prowadzono w kamerze hodowlanej w temperaturze 23°C i przy
fotoperiodzie 14/10 godzin, stosujac o$wietlenie lampami fluorescencyjnymi Philips
TLD 58W/84 (natgzenia $wiatta 130 pmoli-m?s?'). Obserwacje prowadzono przez
4 doby. Po 48, 72 1 96 godzinach od wysiewu i inokulacji nasion pobierano materiat do
analiz (korzenie siewek), dla ktorych wykonano pomiary dlugosci i przygotowywano
200 mg nawazki do oznaczen enzymatycznych. Do momentu oznaczen material ten
przechowywano w ciektym azocie.

Izolat Fusarium oxysporum f. sp. lupini otrzymano z Banku Patogenéw IOR
w Poznaniu. Hodowlg prowadzono na pozywce ziemniaczanej PDA (Difco).

Ekstrakcja bialka enzymatycznego. Zamrozone porcje korzeni rozcierano
w 3 ml 0.1 M buforu fosforanowo-sodowego o pH 7.0. Do ekstrakcji dodawano 20 mg
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Polyclaru AT, substancji wiazacej zwiazki niskoczasteczkowe. Po odwirowaniu eks-
traktu przy 10000 g przez 15 minut w supernatancie oznaczano aktywnos$¢ enzymow
oraz poziom bialka.

Aktywnos$¢ B-glikozydazy oznaczano w oparciu o pracg Nicholsa i in.,
(1980). Mieszaning zawierajaca 0,3 ml wyciagu i 0,3 ml substratu B-D-glukopyrano-
zydu p-nitrofenolu (2 mg /1 ml H,0) inkubowano w temperaturze 30°C przez godzing.
Reakcjg enzymatyczna przerywano dodajac 0,9 ml 0,2 N Na,CO, i mierzono ggstos¢
optyczna na spektrofotometrze przy dtugosci fali 400 nm. Aktywno$¢ enzymu wyra-
zano w umolach p-nitrofenolu powstatego w ciagu godziny w przeliczeniu na 1 mg
bialka.

Aktywnos$¢ peroksydazy syringaldazynowej oznaczano w oparciu o pracg
Imberty iin., (1985). Do 0,6 ml ekstraktu (o takiej zawarto$ci enzymu, aby wzrost
absorbancji w czasie pomiaru mieécit si¢ w granicach 0.200 — 0.500) dodawano 0,6 ml
5 mM H,0, a nastgpnie 60 ul syringaldazyny (3.1 mg substratu rozpuszczono w 1 ml
metanolu a nastgpnie mieszano w/w w stosunku 1:2 z dioksanem). Absorbancj¢ mie-
rzono przy dhugosci fali 530 nm. Aktywnos$¢ enzymu wyrazano jako przyrost absorban-
cji w ciagu 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (U - mg™! biatka).

Aktywnos$¢ peroksydazy guajakolowej oznaczano w oparciu o prace
Hammerschmidt i in., (1982). Do 0,5 ml ekstraktu dodawano 0,5 ml 3.4 mM gu-
ajakoluanastgpnie 0,5 ml H,0, Co pétminuty odczytywano na spektrofotometrze absor-
bancjg¢ przy dhugos$ci fali 480 nm. Aktywnos¢ enzymu wyrazano jako przyrost absorbancji
w ciagu 1 minuty w przeliczeniu na 1 mg biatka (U - mg! biatka).

Aktywnos$¢ peroksydazy pyrogallolowej byla oznaczana wedlug metody
Nakano 1 Asada, (1981). Mieszanina reakcyjna zawierata: 50 mM bufor
Na,HPO,/NaH, PO, pH 7,0, 180 mM pyrogallol, 2 mM H,0O, i ekstrakt enzymatyczny.
Start reakcji nastgpowat przez dodanie H,O,. Analizowano wzrost absorbancji przy
dlugosci fali 430 nm przez 2 minuty, co 15 sekund. Aktywno$¢ podawano w jednost-
kach enzymu na mg biatka (U - mg™! biatka).

ZawartoSci bialka oznaczano metoda Bradford (1976).

WYNIKI

Przeprowadzajac pomiary morfometryczne stwierdzono, ze inokulacja F. oxyspo-
rum powoduje zahamowanie wzrostu korzeni siewek tubinu w poréwnaniu do ro$lin
nieinokulowanych. W kolejnych terminach ich dtugos¢ wynosita 13.2, 16.3 i 31 mm,
co stanowito 66.4%, 65.4% oraz 68.9% dtugosci korzeni kontrolnych (tab. 1).
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Tabela 1
Dhugos¢ korzeni siewek tubinu zéttego nieinokulowanych i inokulowanych
F oxysporum f. sp. lupini

Table 1
The length of yellow lupin seedling roots inoculated and noninoculated with
Fusarium oxysporum f. sp. lupini

Dhugoé¢ [mm-organ™]

Materiat Length [mm- organs™]
(Material) 48 godzin 72 godziny 96 godzin
(48 hours) (72 hours) (96 hours)
siewki nieinokulowane
. . 19.9 (+2.4) 24.8 (+2.1) 45 (£2.5)
(noninoculated seedlings)
siewki inokulowane 13.2 (x1.6) 16.3 (£1.2) 31 2.1)
(inoculated seedlings) 66.4% 65.4% 68.9%

W tkankach kontrolnych aktywnos¢ B-glikozydazy wynosita 4.0, 3.3 1 8.4 umola
p-nitrofenolu, a w tkankach inokulowanych 6.9, 5.6 i 11.8 jednostek odpowiednio po
48, 72 196 godzinach wzrostu i porazenia (ryc. 1). W nastepstwie inokulacji stwierdzo-
no wigc wzrost aktywnos$ci enzymu, ktory w kolejnych terminach oznaczen wynosit:
72%, 67,2% 139,5%.

Aktywnos$¢ peroksydazy analizowano wobec syringaldazyny, guajakolu i pyro-
gallolu jako substratow; wobec syringaldazyny w siewkach kontrolnych wynosita 30.4,
32.1167.9 U - mg"! biatka a w tkankach inokulowanych 52.4, 56.2 i 87.9 jednostek
(ryc.1). W nastgpstwie infekcji F. oxysporum f. sp. lupini stwierdzono wzrost aktywno-
$ci enzymu odpowiednio o: 72,6%, 75,8 1 29%.

Aktywnos$¢ peroksydazy mierzona wobec guajakolu byta, szczeg6lnie w pierw-
szym terminie, okoto 2-krotnie nizsza w poréwnaniu do peroksydazy syringaldazyno-
wej. Odpowiednio w kolejnych terminach oznaczen wynosita: 12.5,22.8159.5 U - mg!
biatka w siewkach kontrolnych, a 20.9, 65.8 i 85.9 w inokulowanych. Poinfekcyjny
wzrost aktywnoS$ci enzymu wynosit: 67% 1 188% 1 44% (ryc. 1). Wzrost aktywnosci
peroksydazy po infekcji wobec guajakolu byt wyzszy niz wobec syringaldazyny, szcze-
gblnie w drugim i trzecim terminie oznaczen.

W tkankach kontrolnych aktywno$¢ peroksydazy pyrogallolowej wynosita:
23.9, 36.6, 50.8, a w tkankach inokulowanych 30.7, 44.2, 56.5 jednostek odpowiednio
w terminach oznaczen (ryc. 1). W nastgpstwie inokulacji stwierdzono wigc wzrost ak-
tywnos$ci enzymu w poréwnaniu z kontrola najwigkszy w pierwszym etapie infekcji.
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Rye. 1 Aktywnosé p-glikozydazy, peroksydazy syringaldazynowej, guajakolowej i pyrogallolo-
wej w siewkach tubinu Z6ttego odm. Polo infekowanych Fusarium oxysporum

Fig 1 p-glycosidase, syringaldaz ne, guaiacol and pirogallol peroxidase activity of yellow lupin
seedlings cv. Polo inoculated by Fusarium oxysporum



108 Magdalena Rybus-Zajac, Iwona Morkunas

DYSKUSJA

Jednym z podstawowych celow hodowlanych roslin jest pozyskiwanie odmian
o jak najwyzszej odpornosci na choroby. W tym procesie znajomo$§¢ mechanizmow
obronnych nabiera coraz istotniejszego znaczenia

Kluczowa role¢ w mechanizmie odpornosci przypisuje si¢ metabolitom o wia-
sciwo$ciach fungitoksycznych. Metabolity te moga by¢ syntetyzowane ,,de novo” lub
uwalniane z form nieaktywnych, zwiazanych, np. glikozydowo. Wiasciwosciami fun-
gitoksycznymi cechuja si¢ m.in. zwiazki o charakterze fenolowym, ktére z form zwia-
zanych glikozydowo uwalnia B-glikozydaza (Nicholson i Hammerschmit,
1992). Ich kumulacja hamuje wzrost i rozprzestrzenianie patogena, warunkujac odpor-
no$¢ rosliny (Harborne, 1980; Lewis i Yamamoto, 1990; Ku¢, 1997).

Jednym z badanych wskaznikéw w ramach niniejszej pracy byta wlasnie p-gliko-
zydaza, enzym ktorego aktywacja w nastgpstwie infekcji jest czgsto wykazywana dla
uktadéw roslina/patogen (Koztowska, 1993; Edreva iin., 2000; Morkunas
iin., 2002). B-glikozydaza byta rowniez analizowana w lisciach tubinu infekowanych
Pleiochaeta setosa, gdzie stwierdzono wzrost aktywnos$ci w roslinach porazonych tym
patogenem (Rybus-Zajac i Koztowska, 1996, 2000). Aktywacja B-gliko-
zydazy w patogenezie fuzaryjnego wigdnigcia tubinu zottego w stadium kietkowania
i siewki wskazuje na uruchomienie czynnego mechanizmu obronnego takze w tak
wczesnej fazie rozwoju rosliny. Pomimo znacznego uzaleznienia metabolizmu od ma-
terialdow zapasowych, prawdopodobnie wysoka aktywacja oddechowa prowadzi takze
do syntezy i gromadzenia metabolitow wtornych, wykorzystywanych w odpowiedzi
na stresy srodowiska. Z drugiej strony aktywacja enzymu moze by¢ przejawem zmian
chorobowych lub aktywnosci pasozytniczego grzyba. Uwalniane przez B-glikozydaze
metabolity fenolowe moga uczestniczy¢ w bezposrednim ograniczaniu rozprzestrze-
niania si¢ patogena lub tez biora udziat w tworzeniu barier strukturalnych, co uzasadnia
badania aktywno$ci peroksydazy.

Peroksydaza to enzym, ktory uznany zostat za marker reakcji roélin na czynni-
ki stresowe ze wzgledu na swoje bardzo powszechne wystepowanie we wszystkich
tkankach roslinnych (Siegel, 1993). W nastgpstwie infekcji ro§lin patogenicznymi
mikroorganizmami nastgpuje wzrost aktywnosci peroksydazy, czesto skorelowany
z poziomem odpornosci roslin (He iin., 2001, Koztowska iin.,2001). Aktywnos¢
peroksydazy byta tez przedmiotem badan nad podatnoscia odmian tubinu na brunatna
plamistos¢ lisci, gdzie stwierdzono poinfekcyjny wzrost aktywnosci enzymu, wyzszy
u odmiany odpornej (Rybus-Zajac i Koztowska, 2003).

W siewkach tubinu z6ltego, niezaleznie od zastosowanego substratu, stwierdzono
poinfekcyjny wzrost aktywnosci enzymu w inokulowanych tkankach. Przebieg tych
zmian byt skorelowany z aktywacja B-glikozydazy. Sugerowa¢ moze to, ze uwalniane
przez hydrolazg metabolity prawdopodobnie moga nie tylko bezposrednio ograniczac¢
rozprzestrzenianie patogena, ale moga podlega¢ dalszemu utlenianiu do melanin lub
przy udziale peroksydaz by¢ wlaczane w bariery strukturalne.
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Streszczenie

Choroby tubinu powodowane przez grzyby chorobotwodrcze stanowia powazny
problem w rolnictwie. Prowadza do zniszczenia czgéci plonu oraz pogorszenia jego
jakosci, poprzez zmiany w sktadzie biochemicznym nasion lub zakazenie ich mykotok-
synami. Do powszechnie wystepujacych chordb tubinu zaliczane sa fuzariozy powodo-
wane przez Fusarium oxysporum f. sp. lupini.

Badano zmiany morfologiczne oraz metaboliczne w siewkach tubinu z6ttego infe-
kowanych F. oxysporum f. sp. lupini. Stwierdzono, ze infekcja spowodowata okresowe
zahamowanie wzrostu siewek, przelamane w dalszej fazie ich rozwoju oraz aktywacj¢
B-glikozydazy oraz peroksydaz. Poinfekcyjne zmiany aktywnosci enzymow wskazuja
na uruchamianie mechanizmu obronnego wzgledem F. oxysporum f. sp. lupini i zaha-
mowanie rozprzestrzeniania si¢ patogena.
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