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ABSTRACT

Gout R., Kovalyova V. 2008. Ograniczanie wzrostu organizméw fitopatogennych za pomocg defenzyny
sosny pospolitej (Pinus sylvestris L..). Sylwan 8: 54-58.

The paper discusses the potential protection role of the defensin isolated from roots of Pinus sylvestris L.
against various organisms including Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. solani and Alternaria alternata.
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Wstep

Waznym kierunkiem w obecnych badaniach w lesnictwie jest zwigkszenie produkcyjnosci
lasotwérezych gatunkéw drzew. Jednakze cecha ta okreslana jest przez szereg abiotycznych
i biotycznych czynnikéw, wsréd ktérych najwazniejsze i zarazem najbardziej ograniczajace pro-
dukceyjnosé sg organizmy fitopatogenne. Sg to mikroorganizmy pochodzenia grzybowego, ktére
stanowig najliczniejszg grupe bodZcéw chordb infekeyjnych upraw lesnych, bedacych przyczyng
istotnych ekonomicznych strat w gospodarce lesnej. W kwestii zwickszania odpornosci roslin na
stresowe czynniki otaczajagcego srodowiska wazne miejsce zajmujg badania mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw reakeji na bodzce zewngtrzne.

Aktywizacja mechanizméw odpornosci jest zwigzana z indukcjg lub z wzmocnieniem
ekspresji genéw bialek (PR-biatka), wlgczonych do systemu reakcji rosliny na patogen [Van
Loon 1985]. Do PR-biatek nalezy takze defenzyna — niskomolekularne zasadowe biatko z duzg
zawartoscig cysteiny. Biatko to odgrywa kluczowg role¢ w ochronie roslin przed porazeniem grzy-
bami [Broekaert i in. 1995].

Defenzyny zostaty wydzielone z wielu gatunkéw jedno- i dwulisciennych roslin [Thomma
i in. 2002]. Geny, ktére kodujg defenzynopodobne biatka, zostaly zidentyfikowane takze
w genomach nagonasiennych z rodzajéw Picea oraz Ginkgo. Jednakize same biatka nie zostaly
wydzielone [Sharma, Lonneborg 1996]. W poprzednich badaniach zaobserwowano defenzyng
takze w biatkowych ekstraktach siedmiodniowych kietkéw Pinus sylvestris L. [Kovalyova i in.
2005].
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W laboratorium markeréw molekularno-genetycznych Katedry Lesnictwa Narodowego
Lesno-Technicznego Uniwersytetu Ukrainy zostala opracowana oryginalna metoda oczyszczenia
endogennej defenzyny uzyskanej z kietkéw nasion sosny pospolitej [Kovalyova, Gout 2005].
Wydzielone biatko zostalo przetestowane na aktywnosé wobec fitopatogennych grzybéw, ktére
wywolujg zgorzel siewek gatunkéw iglastych.

Materialy i metody

W badaniach wykorzystano nasiona Pinus sylvetris L. uzyskane z Padstwowego Przedsi¢bior-
stwa Buskie Gospodarstwo Lesne znajdujacego si¢ w oblasti lwowskiej. Kultury fitopatogen-
nych grzyb6éw Fusarium oxsysporum (UKM F-16753), Alternaria alternata (UKM F-50639) oraz
fitopatogennej bakterii Erwinia carotovora (UKM B-1075) zostaty udostgpnione przez Instytut
Mikrobiologii i Wirusologii Narodowej Akademii Nauk Ukrainy.

Nasiona sosny kietkowano przez siedem dni na nasgczonym wodg destylowang filtrze
papierowym na szalkach Petriego w termostacie o temperaturze 26°C. Nast¢pnie kietki zamra-
zano w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze —70°C do dalszych badari.

Wryodrebnianie defenzyny z kietkéw sosny wykonywano wedtug metodyki opisanej w pra-
cach Kovalyovej i Gouta [2005] oraz Kovalyovej i in. [2006]. Zamrozone w ciektym azocie kietki
rozcierano w mozdzierzu do stanu proszkopodobnego. Biatka ekstrahowano 50 mM kwasem
siarczanowym (3 ml/g masy wilgotnej) w ciggu 1 godziny przy 4°C. Ekstrakt filtrowano przez
gaze¢ i wirowano z predkoscig 14 000 obrotéw przez 20 minut w wiréwee (centyfudze) K-24
niemieckiej firmy Janetzki. Do cieczy dodawano kroplami 10 mililitréw NaOH az do uzyskania
pH réwnego 7,8. Nastepnie prébke odstawiano na 30 min w temperaturze 4°C i wirowano
ponownie. Biatka znad osadowej cieczy dzielono na frakcje w drodze osadzenia sulfatem amonu
najpierw przy 35% nasyceniu. Osad wirowano z predkoscig 14 000 obrotéw przez 30 minut
w temperaturze 4°C. Plyn oddzielano, a osad rozciericzano. Nast¢pnie ciecz ogrzewano w ciggu
10 minut w temperaturze 85°C i ponownie wirowano przez 20 minut, tym razem zwig¢kszajac
obroty do 20 000. Ciecz nadosadows dializowano. Nast¢pnie frakcje, ktéra zawierata defenzyne,
dializowano uzywajac wody destylowanej i przechowywano w temperaturze —=70°C do dalszych
badar.

W celu ustalenia aktywnosci preparatu, biatka czasteczki grzybni A. alternata inokulowano
w szalkach Petriego (90x15 mm) 1,8% pozywkg ziemniaczano-glukozows. Kiedy srednica
kolonii osiggata 3 cm, sterylne dyski z bibuly filtracyjnej ukladano na pozywce agarowej
w odstepie 0,5 cm od skraju kolonii. Alikwoty (100 pl) preparatu defenzyny réznej koncentracji
nanoszono na papierowe dyski. Jako kontrolg stosowano wodg¢ destylowang. Szalki inokulowano
w temperaturze 26°C dopdki grzybnia nie porosta dysku kontrolnego i obok dyskéw z roztwo-
rem biatka nie uformowaly si¢ strefy ingerowania [Lam i in. 2000].

Ilosciowg oceng antygrzybowej aktywnosci defenzyny sosny wykonywano wedtug pracy
Cammue i in. [1992]. Spory zostaly wydzielone z zarodnikujacych kultur grzybéw, ktére
wyhodowano na 1,8% pozywce ziemniaczano-glukozowej. Zawiesing zarodnikéw filtrowano
przez podwdéjng warstwe sterylnej gazy. Do jamek 96-jamkowego sterylnego mapnika
dodawano po 80 pl zawiesiny ze sporami 2x10* spor/ml i po 20 pl roztworu defenzyny réznej
koncentracji (0,5; 1; 5; 10 i 20 pg/ml). Mapniki inkubowano w ciemni w temperaturze 22°C.
Po 48 godzinach wykonywano pomiary optycznej gestosci zawiesiny w kazdej jamce z doktad-
noscig 595 nm i obliczano znaczenie koncentracji (IC50) defenzyny, przy ktérym ma miejsce
50% ograniczenie wzrostu grzyba.
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Wyniki i dyskusja
Wiadomo, ze przy kielkowaniu nasion jodly europejskiej ma miejsce ekspresja defenzynopo-
dobnego biatka SPI1, ktéra wzrasta w korzeniach w przypadku zainfekowania siewek
Heterobasidion annosum — fitopatogennym grzybem porazajagcym system korzeniowy gatunkéw
iglastych [Fossdal i in. 2003]. Wykazano, ze nadekspresja tego biatka w komdérkach embrional-
nych Picea abies pomaga powstaniu odpornosci (wytrzymatosci) tych komdérek na inwazje
H. annosum, co potwierdza wazng rol¢ biatka SPI1 w obronie organizmu roslinnego przed
wpltywem patogenéw. Aczkolwiek te czynniki sg ogélnie znane, jednak molekularne mecha-
nizmy dzialania wzajemnego gospodarz-patogen sg jeszcze mato zbadane. Pod tym wzgledem
wazne jest wydzielenie z gatunkéw iglastych endogennych defenzyn do badania ich potencjal-
nego dziatania przeciw mikrobom.

Wypracowana przez nas metoda zezwolila po raz pierwszy oczysci¢ defenzyny przedsta-
wiciela gromady nagonasiennych — sosny pospolitej [Kovalyova, Gout 2005]. Uzyskany elektro-
foretycznie preparat homogenny (ryc. 1.) zostal zbadany w celu okreslenia aktywnosci przeciw
niektérym fitopatogenom gatunk6w iglastych (Fusarium oxysporum, F. solani, Botrytis cinerea oraz
Erwinia carotovora).

Okazalo si¢, ze defenzyna sosny najbardziej aktywnie dziata na Botrytis cinerea i przy kon-
centracji 0,1 pg/ml w pozywce inhibituje na 50% wzrost kolonii grzyba (tab.). Jednakze przy
koncentracji 10 pg/ml, nie zaobserwowano aktywnosci antybakteryjnej wobec Erwinia carotovora,
co jednak jest charakterystyczne dla niektérych grup defenzyn.

Badania aktywnosci biatka oczyszczonego z kietk6w sosny wobec fitopatogennego grzyba
Alternaria alternata pokazuja, ze po 72 godzinach od naniesienia roztworu na filtry dookota
papierowych dyskéw formujg si¢ strefy inhibitowania wzrostu grzybni. (ryc. 2).

Defenzyny wydzielone z réznych gatunkéw roslin bardzo réznig si¢ pod wzglgdem swych
whasciwosci antygrzybowych. Wartosé IC50 dla defenzyny Rs-AFP1, oczyszczonej z Raphanus
sativus wobec Fusarium oxysporum wynosi 30 pg/ml, a dla defenzyny Bn-AFP1 z Brassica napus
- 1,3 pg/ml [Terras i in. 1993]. Niektére defenzyny nie wyjawiaja wlasciwosci przeciwgrzy-
bowych, jednak charakteryzujg si¢ duzg aktywnoscig antybakteryjng.

Roslinne defenzyny mogg zmieniaé¢ morfologie mycelium grzyba, co jest jedng z oznak,
wedtug ktérych si¢ je klasyfikuje. Mikroskopowe badanie grzybni F. oxysporum pokazato, ze
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Tabela.
Aktywnos¢ defenzyny sosny pospolitej w stosunku do fitopatogennych organizméw
Scots pine defensin activity against phytopathogenic organisms

Organizm IC50 [pg/ml]
Fusarium solani 1
Fusarium oxysporum 3,7
Botrytis cinerea 0,1
Erwinia carotovora *

* nie wyznaczono przy koncentracji defenzyny ponizej 10 pg/ml
* not determined with defensin concentration below 10 pg/ml

Rye. 2.

Wplyw defenzyny sosny na wzrost myceliumu
Alternaria alternata

Influence of Scots pine defensin on growth
of Alrernaria alternata mycelium

Oznaczenia: K - woda destylowana; 1 - 10 pg preparatu;
2 -5 pg preparatu

K - purified water; 1 - 10 pg of preparation; 2 — 5 pg of prepara-
tion

defenzyna sosny wywotuje zgrubienie strzgpek grzyba i nasilenie ich paczkowania [Kovalyova
i in. 2006]. Wedtug tych wiasciwosci antyfugalnych to biatko jest bliskie przedstawicielowi mor-
fogennej grupy defenzyn, ale jednak nalezy zaznaczyé, ze swojg molekularng masg 9,8 kDa
odréznia si¢ od klasycznych defenzyn roslinnych. Dalsze badania pierwotnej struktury tego biatka
pozwolg wyznaczyé jego miejsce wsréd antyfugalnych biatek roslinnych. Do ustalenia pelnej
kolejnosci aminokwasowej defenzyny sosny bedzie wykorzystany stworzony w naszym laborato-
rium bank genéw Pinus sylvestris L., kt6re si¢ gromadza w korzeniach siedmiodniowych kietkéw.

Duza aktywno$¢ wydzielonego biatka wobec fitopatogennych grzybéw daje podstawe
rozpatrywania mozliwosci jego zastosowania w selekcyjnych programach zwigkszania odporno-
$ci (wytrzymatosci) gatunkéw iglastych na choroby infekeyjne. Jak pokazujg liczne badania,
poziom zmiennosci genetycznej populacji gatunkéw drzew, wzglednie odpornosci na czynniki
biotyczne i abiotyczne jest do$¢ duzy i propozycja stworzenia odpornych odmian nie wywotuje
watpliwosci. Z reguly u zdrowych roslin poziom syntezy wielu PR-bialek jest maly, chociaz
niektdre z nich mogg akumulowac si¢ w zwickszonej ilosci, jednak przy infekcji fitopatogena-
mi poziom ich ekspresji wyraznie wzrasta, nawet setki razy. Pod tym wzglgdem mozna rozpa-
trywac¢ wykorzystanie defenzyny sosny jako markera we wezesnej diagnostyce choréb infek-
cyjnych gatunkéw iglastych.

Whnioski

# W laboratorium markeréw molekularno-genetycznych Narodowego Lesno-Technicznego
Uniwersytetu Ukrainy po raz pierwszy wyodrgbniono z przedstawiciela klasy nagonasien-
nych - sosny pospolitej — endogenng defenzyng.
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# Defenzyna sosny pospolitej przy koncentracji ponizej 5 pg/ml ogranicza wzrost grzybni
szkodliwych grzybow Fusarium oxysporum, F. solani, Botrytis cinerea oraz Alternaria alternata.
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SUMMARY

Inhibition of growth of the phytopathogenic organisms by Scots pine
(Pinus sylvestris 1..) defensin

Plant-pathogen interactions have been studied extensively in horticultural crops but relatively
little work has been done on tree pathosystems. To protect themselves against pathogen attack,
plants produce a wide range of antimicrobial compounds, such as defensins. Defensins are the
group of ubiquitous low-molecular weight proteins, which have a broad spectrum of biological
activities. Recently, genes encoding defensine-like proteins, were identified in genomes
of gymnosperms of Picea and Ginkgo orders and their expression in the roots of spruce seedlings
was shown. We have developed a new approach for the purification of endogenous defensin
from roots of Scots pine seedlings. This protein was isolated from the roots by sulphuric
acid extraction, ammonium sulfate precipitation and chromatography on phosphocellulose.
Scots pine defensin was tested in vitro for antifungal activity against Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum, F. solani and Alternaria alternata. We found that this protein inhibited the growth
of mycelium of the tested phytopathogenic fungi at concentration <5 pg/ml and caused morpho-
logical changes of hyphae.

The strong antifungal activity of Scots pine defensin towards pathogenic fungi opens for
us the opportunity to develop new approaches for increasing innate resistance of conifers
to infectious diseases.



