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Niektore aspekty indukowanej odpornosci roslin
na patogeny grzybowe

WrazliwoscC roslin na infekcje jestefektem wzajemnych oddziatywan metabolitéw
produkowanych przez wchodzace ze soba w kontakt organizmy. Ich skutkiem jest
aktywacja genow w komorkach gospodarza i zapoczatkowanie proceséw majacych
ograniczy¢ rozwoj patogenéw. Obok zmian niespecyficznych, prowadzacych do
syntezy fitoaleksyn, w organizmie gospodarza dochodzi do zmian o charakterze
specyficznym, przypuszczalnie decydujacych o rozwoju choroby.

Infekcja powigzana jest najczgsciej z synteza i nagromadzeniem RNA, nowych
biatek enzymatycznych oraz izoenzyméw w ilo$ciach innych niz u roslin zdrowych.
U pszenicy porazonej rdza obserwuje si¢ po infekcji synteze i nagromadzenie znacz-
nych ilosci RNA, a w nastgpnej kolejnosci biatek. W jadrach komérek przylegajacych
bezposrednio do komérek porazonych wzrost iloSci RNA i biatek niehistonowych
nastgpuje po 4 godzinach od inokulacji, w wyniku infekcji pojawiaja sie czasteczki
RNA niespotykane ani w komérkach patogena ani gospodarza. Patogeny wplywaja
rownieZ na zmiany ilosci polimeraz RNA, zmieniajg takze ich wiasciwosci [7, 14].
Gromadzenie RNA dla chitynazy obserwuje sie w strakach grochu po 2 do 4 godzin
po inokulacji Fusarium solani f. sp. phaseoli i F. solani f. sp. pisi [6].

Wynikiem zmian poinfekcyjnych w komérkach gospodarza jest wzrost aktywno-
Sci rybonukleaz. U roslin wrazliwych aktywnosé tych enzyméw wzrasta w dwéch
fazach choroby: weczesnej i péznej, u odpornych tylko w fazie wczesnej. Wzrost
aktywnosci po infekcji jest efektem pojawienia si¢ w komérce porazonej nowych
czasteczek rybonukleaz o whasciwosciach kinetycznych i katalitycznych odmiennych
niz spotykane u roslin zdrowych i organizméw patogennych przed infekcja [5, 17].

Chakravorty i Shaw (cyt. za Grzelifiska 1981 [15]) opracowalischematobrazujacy
pPrzypuszczalny przebieg zmian poinfekcyjnych w komérkach gospodarza i patogena.
Opiera si¢ on na hipotezie, wedtug ktérej kazdemu genowi determinujacemu odpo-
oS¢ w komérkach zywiciela odpowiada $cisle okreslony gen determinujacy choro-
botwérczosé¢ w komdrkach patogena; produkty tych genéw moga wzajemnie na siebie
oddziatywaé. Efektem jest ustalenie migdzy organizmami patogena i gospodarza
okreslonej zaleznosci, co manifestuje si¢ odpornoscig lub wrazliwoscia gospodarza.
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Poszukiwanie biochemicznych przyczyn odporno$ci na choroby ma dwa gtéwne
aspekty:

— charakterystyka biochemicznych mechanizméw, dzigki ktérym rosliny hamuja
wzrost 1 niszcza potencjalne patogeny,

— ustalenie potencjalnego czynnika lub czynnikéw determinujacych mozliwosc lub
niezdolnos¢ do uczestniczenia w interakcjach gospodarz—patogen.

Jako sygnat do aktywacji odpowiedzi obronnej mogq dziata¢ fragmenty Sciany
komérkowej uwolnione przez enzymy pochodzace od patogena. Patogenne grzyby
wydzielaja endoenzymy rozluZniajace $cian¢g komorkowa w celu utatwienia infekcji.
Zewnetrzne komponenty grzybow i roslin zawierajg oligosacharydowe struktury,
ktéore moga dziata¢ jako sygnat do aktywacji indukcyjnego arsenatu obronnych
zwigzkéw chemicznych produkowanych przez rosliny. Sygnaly te, nazwane oligo-
sacharynami, zostaly odkryte w latach 70. przez Albersheima i wsp. [36]. Wyizolo-
wanc iopisano glukany zawierajace wigzania 3-1,313-1,6, pochodzace zpatogennego
grzyba Phytophtora megasperma.

Inne potencjalne sygnaly aktywujace ro§linng odpowiedzZ to chityna i chitozan,
obydwa pochodzace z grzybowej $ciany komérkowej. Chityna i B-1,3-glukany sa
gtéwnymi strukturami $cian komoérkowych wielu grzybéw i moga by¢ naturalnymi
substratami dla ro$linnych hydrolaz: chitynazy i $-1,3-glukanazy, ktérych obecno$¢
warunkuje uwalnianie fragmentéw cukrowych z grzybowej Sciany komoérkowe;.
Chitynaza i 3-1,3-glukanaza [EC.3.2.1.39.], ktore zwykle wyst¢puja w niewielkich
ilosciach u roslin zdrowych, moga by¢ indukowane do wysokiego poziomu (poprzez
sprzgzenie zwrotne) przez fragmenty Sciany komérkowej grzyba 8, 20, 26].

Chitynaza i $-1,3-glukanaza odgrywaja wazna rol¢ w procesach obronnych ro$lin
przed patogenami grzybowymi, Swiadcza o tym nastgpujace fakty [25]:

— wysoki poziom aktywnosci chitynazy i 3-1,3-glukanazy wystepuje u wielu ro$lin,
mimo ze brak w nich substratu dla chitynazy,

— substrat 3-1,3-glukanazy, kaloza, jest obecny w ro§linie tylko w matych ilosciach,

— chityna 1 $-1,3-glukany sa gtdwnymi strukturami Scian komérkowych wielu
grzybow i stanowia naturalne substraty dla chitynazy i 3-1,3-glukanazy,

— chitynaza i 8-1,3-glukanaza sa indukowane przez etylen i infekcje patogenami lub
oderwanymi od patogendw fragmentami w rozmaitych tkankach roslin.
Roslinne chitynazy [EC. 3.2.1.14], stanowiace potencjalne antygrzybowe hydro-

lazy, zostaty znalezione w roznych roslinach; zawieraja je siewki i ziarno pszenicy,

szyputki pomidora, liScie fasoli, straki grochu, nasiona soi, jeczmiefi, kukurydza, liScie

bielunia dzigdzierzawy, liScie owsa itd. [37].

W liscieniach ogdrka Cucumis sativus L. znaleziono cztery izoformy chitynaz, a
trzy dodatkowe grupy byty indukowane przez patogenne grzyby Sphaerotheca fuli-
ginea i Colletotrihum lagenarium i niepatogenny C. lindemunthianum. 1zoformy
chitynaz liSci i kKorzeni sa podobne do chitynaz znajdujacych sie w liScieniach. Trzy
odmiany ogorka o r6znej wrazliwosci na infekcje Sphaerotheca fuliginea wykazuja
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podobny mechanizm indukcji trzech gtéwnych grup chitynaz. Warto$é pl wynoszaca
4 do 6 wskazuje, ze wszystkie te izoformy sa enzymami kwasnymi. Masa czastecz-
kowa chitynazy ogorka wynosi 25,6 kDa. Badania wykazaly, ze wzmoZona ekspresja
glownych i indukowanych izoform pojawia sig w liscieniach juz w dwa dni po inwazji
patogena. Zawierajacy chitynazg ekstrakt z tkanek ogérka wykazuje przeciwgrzybo-
wq aktywnos¢ in vitro przeciw kietkowaniu spor Thielaviopsis basicola i wzrostowi
strzgpek Trichoderma species [41).

Chitynazy czesto wspétpracujg z f8-1,3-glukanazami, biorac udziat w degradacji
grzybowej sciany komoérkowej [19]. W korzeniach pomidora Solanum lycopersicum
L. porazonego Fusarium oxysporumf{. sp. radicis-lycopersicichitynaza akumulowata
si¢ W miejscach, gdzie Sciana komérkowa gospodarza byta bezposrednio narazona na
kontakt z komérkami grzyba, natomiast nie pojawiala si¢ w wakuolach i przestrze-
niach migdzykomérkowych. Mozliwe jest, ze glukany grzybowe uwalniane przez
B-1,3-glukanaz¢ mogg indukowac produkcje chitynaz [2]. Gromadzenie si¢ chitynazy
w sgsiedztwie uszkodzonych scian komérkowych grzybéw wskazuje, ze pojawienie
si¢ aktywnosci chitynazy jest poprzedzone hydrolityczng akcja innych enzymoéw,
takich jak (-1,3-glukanaza, i wskazuje na ich wspétprace.

O wspotpracy chitynazi-1,3-glukanaz w odpornosciroslin na choroby grzybowe
moze Swiadczy¢ fakt, ze w ekstrakcie biatkowym tkanek lucerny Medicago sativa L.
zaintekowanej grzybami odkryto przynajmniej 6 izoform glukanazy o pl od 4,7 do
10,0 oraz kilka chitynaz [24]. Réwniez Solanum dulcamara w odpowiedzi na infekcje
patogenami produkuje biatka warunkujace odpornosc; sa to chitynaza i $-1,3-gluka-
naza [3].

Indukcja syntezy chitynazy i $-1,3-glukanazy nastepuje tez po infekcji buraka
cukrowego przez Cercospora beticola. Analizujac proteiny antypatogenowe zi-
dentyfikowano 6 chitynaz o masie czasteczkowej 30 kDa (w tym dwie kwasne i 4
zasadowe) oraz 3 (-1,3-glukanazy o masie 35 kDa (2 kwasne i 1 zasadowa).
Enzymy te okazaly si¢ serologicznie spokrewnione z tytoniowymi chitynazami i
glukanazami [33].

Ciekawe dane uzyskano podczas badan antygrzybowych hydrolaz w tkankach
grochu zainfekowanego przez Fusarium solani f. sp. phaseoli. Ekstrakt biatkowy ze
strakow zainfekowanego grochu wykazywal wysoka aktywnos¢ chitynazy i 3-1,3-
glukanazy. Hamowat on wzrost 15 z 18 testowanych grzybéw. Whasciwosci takich
nie miat ekstrakt pochodzacy ze zdrowych tkanek. Oczyszczona chitynaza i -1,3-
glukanaza testowane indywidualnie nie hamowaly wzrostu wigkszoSci grzybow.
Tylko Trichoderma viridae byta wrazliwa na chitynazg, a wzrost Fusarium solani f.
Sp. pisi byt hamowany przez p-1,3-glukanaz¢. Okazato sig, ze do uzyskania aktyw-
nosci przeciwgrzybowej konieczna jest kombinacja tych hydrolaz [25].

W reakcjach gospodarz—patogen — obok chitynazy i $-1,3-glukanazy — udziat
biorg takze inne biatka; w zainfekowanych grzybem Plasmodiophora brassicae
korzeniach chifiskiej kapusty zaobserwowano —oprécz wzrostu aktywnosci hydrolaz
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— wzrost aktywnosci peroksydazy. Wzrasta ona najsilniej w 13 dni po inokulacji,
najwyzsza warto$¢ osiagajac po 28-30 dniach. We wszystkich tkankach specyficzny
izoenzym peroksydazy pojawia si¢ w 21 dni po inokulacji. Masa czasteczkowa tego
izoenzymu wynosi 24 kDa, a pI 8,8 [21].

W nasionach kukurydzy wykryto biatko o masie 22 kDa, kidre rozpuszcza
grzybowa btong cytoplazmatyczng i reprezentuje nieznana rodzing roslinnych biatek
przeciwgrzybowych. Hamuje ona w hodowlach wzrost C. albicans, N. crassa i
Trichoderma resset, indukujac rozpad strzgpek tych grzybow [32].

Wykazano, Ze nasiona roslin zawieraja inhibitory proteinaz i biatka inaktywujace
rybosomy, zapewniajace odpornos$¢ na infekcje mikrobiologiczne [39]. W tkankach
ogorka odkryto zasadowa chitynazg o aktywnosci lizozymu [23].

Inny rodzaj szybkiej odpowiedzi na infekcj¢ — pojawienie si¢ lignifikacji, opisa-
no w przypadku pszenicy zaatakowanej przez grzyby wtokniste. OdpowiedZ taka daja
roSlinne Sciany komérkowe o wysokim stopniu odpornos$ci na degradacj¢ przez
patogeny grzybowe; prawdopodobnie ten rodzaj odpowiedzi jest specyficzny w
przypadku ataku grzybéw widknistych. Jako czynnik wywohujacy lignifikacje¢ ziden-
tyfikowano chitynowe oligosacharydy uwalniane przez roslinne enzymy i dyfundu-
jace do komorek dajacych odpowiedZ immunologiczng [31]. Rowniez wzrost aktyw-
nosciperoksydazy ma zwiagzek z indukcja reakcji obronnych, polegajacych na wzmoc-
nieniu Scian komorkowych poprzez lignifikacje [34], oraz z reakcja nadwrazliwosci,
polegajaca na wytwarzaniu O2 i H207 [28, 38].

U roslin wielu gatunkéw odpowiedzia obronna jest tzw. reakcja nadwrazliwosci.
Prowadzi ona do szybkiej nekrotyzacji miejsc porazonych przez patogen i ogranicze-
nia w ten spos6b rozprzestrzeniania si¢ infekcji na pobliskie komérki.

Mechanizmy reakcji nadwrazliwosci nie sa doktadnie poznane, prawdopodobnie
jednym z czynnikéw wywotujacych nekrotyzacje jest gromadzenie si¢ w porazonych
miejscach reaktywnych form tlenu. W liSciach fasoli, w miejscach bezposrednio
porazonych konidiami B. cinerea i B. fabae, silna indukcja wytwarzania O2 nastapita
juz w 3 godziny po inokulacji, natomiast w tkance poza tymi miejscami poziom O2
byt tylko nieznacznie podwyzszony. Dane te wskazuja na Scisty zwiazek pomiedzy
nadprodukcja anionorodnika ponadtlenkowego a interakcjami roslina—patogen
[36, 38].

Oprécz opisanych wyzej biatek warunkujacych odporno$é na infekcje mikro-
biologiczne, rosliny produkuja metabolity wtérne gromadzace sie¢ w miejscu infekcji.
Sa to niskoczasteczkowe zwiazki chemiczne o znacznej toksycznosci wobec patoge-
now.

Miiller i Borger na podstawie badan choroby pedéw ziemniaka wywotanych przez
Phytophtora infestans przedstawili hipotez¢ o ograniczaniu rozwoju grzyba w tkan-
kach rosliny przez zwiazki toksyczne wytwarzane w komérkach gospodarza. Zapro-
ponowali dla nich nazwg fitoaleksyny (gr. phyton — roSlina, alexin — ochraniac).
Obecnie jako fitoaleksyny okreslamy niskoczasteczkowe, lipofilne zwiazki chemicz-
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Rysunek 1. Rola hydrolaz w oddziatywaniach roslina—patogen [25]

ne o rézne;j strukturze, bedace produktami metabolizmu wtdrnego roélin, syntetyzo-
wane de novo w odpowiedzi na atak mikroorganizméw [35].

Pierwsze fitoaleksyny zidentyfikowane pod koniec lat 60. to pisantyna z grochu
(Pisum sativum) i faseolina z fasoli (Phaseolus vulgaris). Sa to izoflawony zawiera-
jace dodatkowo uktady pochodne izopentynylu. Nadaja komérkom odpornosé, gro-
madzac sig w znacznych stgZeniach po wniknigciu okreslonych patogenéw [9].

Dotychczas ustalono budowe ponad 200 fitoaleksyn wystepujacych u roslin z
ponad 20 rodzin systematycznych. Nie wykazano ich obecnosci u ro$lin nizszych.
Wigkszos¢ fitoaleksyn to fenole (flawonoidy, stilbeny, lignany, fenantreny, benzofu-
rany, fenylopropanoidy) lub terpenoidy. Wystepuja tez fitoaleksyny — poliacetyleny
pochodne kwaséw thuszczowych i alkaloidy. U roSlin z rodziny Fabaceae wystepuja
pochodne izoflawonéw, brak u nich fitoaleksyn terpenoidowych, ktére produkuja
Solanaceae. Compositae syntetyzuja poliacetyleny, a Convolvulaceae — furano-
seskwiterpenoidy [36]. U kilku przedstawicieli Brassicaceae odkryto zdolnos¢ do
produkcji i gromadzenia fitoaleksyn po inwazji grzybéw patogenicznych. Gléwna
Struktura chemiczna tych fitoaleksyn jest pierscien indolu zmiennie podstawiany w
pozycji 2 lub 3 przez podstawniki zawierajace azot i siark¢. Reprezentuja one nowy
typ fitoaleksyn, kt6re zdaja sie by¢é charakterystyczne dla Brassicaceae |9, 10, 13, 14].
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Czynnikami wywolujacymi syntezg fitoaleksyn sa organizmy infekcyjne i liczne
czynniki Srodowiskowe. Badania wykazatly, ze bezposrednimi aktywatorami syntezy
fitoaleksyn sa sktadniki Scian komérkowych [4, §, 18, 22, 29].

Zwiazki, ktorych funkcja in vivo jest indukcja syntezy fitoaleksyn u soi zainfeko-
wanej Phythophtora megasperma f sp. glicinea, zostaty zidentyfikowane jako -1,3
i B-1,6-glukany, ktére sa uwalniane z grzybowej $ciany komérkowej przez 3-1,3-
endoglukanazg [EC. 3.2.1.39.] zawartg w tkankach gospodarza [16, 30, 40].

Synteza fitoaleksyn u roSlin porazonych przez grzyby patogenne moze bydé
indukowana takze przez kwasy ttuszczowe pochodzenia grzybowego [24, 27, 42].

Grzybobdjcze dzialanie fitoaleksyn polega na hamowaniu wzrostu mycelium,
wydhuzania si¢ trzonkow konidialnych, kietkowania spor oraz przyrostu suchej masy
grzybni. Procesom tym towarzyszy reorganizacja cytoplazmy, jej granulacja, de-
zorganizacja organelli komérkowych i rozpad bion [36].

Jak widaé, odpowiedZ obronna roélin jest wieloskladnikowa — wszystkie jej
elementy sg ze sobg skorelowane (rys. 1) [25].

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze poznanie mechanizméw indukcji reakcji
obronnych roslin ma ogromne znaczenie dla rolnictwa; znajomos¢ tych proceséw
pozwolifaby na zwigkszenie odpornos$ci roSlin uprawnych poprzez "szczepienie" i w
etekcie — uniknigcie strat spowodowanych infekcjami grzybowymi.

Niebagatelne znaczenie ma fakt, ze jeden z gléwnych potencjalnych sygnatéw
indukujacych reakcje obronne roslin na infekcje patogenami — chitozan [11, 12] —
jest nietoksyczny [1] i moze by¢ stosowany w gospodarstwach ekologicznych, pro-
dukujacych tzw. "zdrowa" zywnos¢.
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Some aspects of inducted plant resistance
for fungal pathogens

Summary

The post-infection resistance of plants is connected with synthesis of defensive
compounds like enzymes — chitinase and f8-1,3-glucosidase and secondary metabo-
lites — phytoalexins.

The purpose of this work was review of literature relative to plant-pathogen
interactions. The chitinase and B-1,3-glucosidase induction and their meaning in
plant-pathogen interactions was discussed in detail.



