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SKLAD IZOENZYMOWY PEROKSYDAZY I KWASNEJ FOSFATAZY
W PEDACH MALINY ZDROWYCH I PORAZONYCH
PRZEZ DIDYMELLA APPLANATA (NIESSL.) SACC.

Zenon Krzywanski, Andrzej Stroinski, Monika Czech

Akademia Rolnicza w Poznaniu

Choroba zwana zamieraniem pedéw malin, ktore] gléwnym sprawcg
jest grzyb Didymella applanata, powoduje coraz wieksze straty na plan-
tacjach tej ro$liny. Poszczegélne odmiany uprawne maliny r6znig sig po-
datnoscig na wspomnianego grzyba [3, 7, 8], jednakze przyczyny tych
réznic nie sg znane. Badania zmierzajgce do znalezienia zaleznoSci miedzy
cechami budowy morfologicznej pedéw a ich odpornoscig nie daty jedno-
znacznych wynikow [4]. Wydaje sie, ze problem jest bardziej zlozony
i wymaga zwrocenia uwagi na zmiany w metabolizmie rosliny-gospoda-
rza zaindukowane przez patogena oraz na ewentualny zwigzek miedzy
tymi zmianami a reakcjami obronnymi gospodarza. W odniesieniu do
kompleksu malina — D. applanata brak catkowicie literatury na ten te-
mat. Stad, w Zespole Naukowo-Dydaktycznym Fizjologii RosSlin AR w
Poznaniu podjeto badania zmierzajgce do poznania fizjologicznych przy-
czyn owych roéznic w stopniu podatnoSci na wspomnianego patogena.

Referowane wyniki dotyczg fragmentu badan enzymatycznych, gtow-
nie peroksydazy, oraz wstepnie kwasnej fosfatazy, w zdrowych i pora-
zonych pedach dwoch odmian uprawnych roéznigcych sie w warunkach
polowych stopniem podatnosci na wspomnianego patogena (odmiana
Malling Promise — podatna, odmiana Latham — wzglednie odporna).

MATERIAL I METODYKA

Analizowano pedy zdrowe oraz pedy z objawami chorobowymi, a w
przypadku peroksydazy takze fragmenty pedoéw graniczace z plamami
wywolanymi przez patogena, ale bez widocznych objawoéw. Material ros-
linny pochodzil z zalozonego w Gospodarstwie Doswiadczalnym Przybro-
da doswiadczenia polowego — nawozowego, Instytutu Produkcji Ogrodni-
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czej AR w Poznaniu. Badano material roslinny pochodzacy z dwoch kom-
binacji nawozowych roznigcych sie stopniem porazenia przez D. appla-
nata. Byly to kombinacje: A — bez nawozenia mineralnego, B — nawoze-
nie NPK w ilosci: N — 100, P,O; — 75, K,O — 125 kg/ha (N w dwoch
dawkach, wiosng i po kwitnieniu). Ro$liny z kombinacji, w ktorej stoso-
wano nawozenie mineralne, charakteryzowalo wieksze porazenie, co bylo
szczegoOlnie widoczne u odmiany Latham [9].

Z pedéw pozbawionych liSci zdejmowano warstwe zewnetrzng, az do
miazgi, material ten zamrazano w suchym lodzie i rozdrobniono, a na-
stepnie przemywano trzykrotnie zimnym acetonem (3X po 50 ml na 5 g
tkanki). W ten sposéb otrzymywano z materialu roslinnego proszki ace-
tonowe, z ktorych sporzadzano ekstrakty do oznaczen enzymatycznych.
Tak samo postepowano w celu uzyskania proszku acetonowego z grzybni
D. applanata wyrostej na plynnej pozywce ziemniaczano-glukozowe].

Sumaryczna aktywno$¢ peroksydazy. 10 mg proszku
zalewano 8 ml 0,01 M buforu fosforanowego o pH 6,3. Po godzinie wyciag
sgczono i oznaczano w nim aktywno$¢ metodg Bojarkina [1].

Sktad izoenzymowy peroksydazy. 100 mg proszku za-
lewano 5 ml 0,01 M buforu fosforanowego o pH 6,3, zawierajacego 20%o
sacharozy 0,1%/¢ kwasu askorbinowego i 0,1% cysteiny. Calos¢ rozcierano
cztery razy po 3 minuty w odstepach 15 minutowych, w szklanym ho-
mogenizatorze, a nastepnie wirowano przy 30000 X g przez 30 minut.
Supernatant uzywano do dalszych badan. Sklad izoenzymowy wyciggu
badano technika elektroforezy dyskowej w zelu poliakrylamidowym, we-
dlug Davisa [2] w buforze Tris-glicynowym o pH 9,0. Stosowano 20 ug
bialka na zel. Enzymatycznie aktywne prazki identyfikowano przez zanu-
rzenie zeléw na 30 minut w nasyconym roztworze benzydyny i nastepnie
na 1,5 minuty w 0,015%0 H,0,. Intensywno$¢ barwy prazkow oznaczano

na densytometrze, przy 576 nm.

Sktad izoenzymowy kwasnej fosfatazy oznaczano W
wyciggu uzyskanym przez ekstrakcje 30 mg proszku za pomoca 1ml0,1M
buforu Tris-HCl o pH 8,0, zawierajgcego wymienione dodatki, w sposob
podany wyzej. Po godzinie calo$¢ wirowano przy 14 000 X g przez 10 minut.
Rozdzialu dokonywano technikg elektroforezy dyskowej w zelu poliakryla-
midowym. Stosowano 200 g biatka na zel. Aktywne enzymatycznie praz-
ki identyfikowano przez umieszczenie przemytego uprzednio przez 30
minut 1 M buforem octanowym o pH 5,0 zelu na 1 godzing w 0,2 M bu-
forze octanowym o pH 5,0, zawierajagcym alfa naftylofosforan sodowy (1
mg/ml) oraz blekit trwalty B (1 mg/ml). Inkubacje przeprowadzono w

temperaturze 35-37°C w ciemnoSci.
Zawartosé bialka w wyciaggach oznaczano metodg Lowry’ego
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i in. [6]. Wszystkie operacje zwigzane z ekstrakcjg i wirowaniem odby-
waly sie w temperaturze okoto 4°C.

OMOWIENIE WYNIKOW

W pierwszym etapie badan zauwazono wyrazne roéznice w sumarycz-
nej aktywnosci peroksydazy w tkankach porazonych w poréwnaniu ze
zdrowymi (tab. 1). Pod wplywem porazenia nastgpil bardzo wyrazny

Tabela 1

Wzgledna aktywno$¢ peroksydazy w zdrowych i po-

razonych przez Didymella applanata pedach dwoéch

odmian maliny (aktywno$¢ na 100 mg bialka; $rednie
z 3 powtdrzen)

Poziom Odmiana
Kombinacja nawoze-
nia

M. Promise Latham

la
Zdrowe A 1,52 2,15
B 1,54 2,61
Porazone A 9,43 48,80
B 8,37 34,96

1b
Zdrowe A 1,71 2,15
B 1,68 2,61

Porazone

wokol plam A 2,44 7,83
B 3,08 7,33
Plamy A 10,29 43,93
B 6,34 37,60

wzrost aktywnosci, dochodzacy u odmiany podatnej do 600%6 w stosunku
do kontroli (zdrowe), a u odmiany wzglednie odpornej az do 2300%0. Ta
zwyzka aktywnosci byla mmniejsza u ro$lin z kombinacji nawozonej mi-
neralnie, co bylo szczegdlnie widoczne u odmiany Latham. Omawiany
wzrost aktywnosci byt wlasciwy nie tylko tkankom z widocznymi obja-
wami, ale i tkankom przyleglym do nich, bez tych objawow.

Wzrost aktywno$ci peroksydazy pod wplywem infekeji, dla innych
anizeli malina i D. applarate ukladow ro$lina-gospodarz i patogen grzy-
bowy, jest znany w piSmiennictwie [5, 11, 13, 15]. Bezpo$redni zwigzek
miedzy wspomniang zwyzka aktywnosci tego enzymu a odpornoscig nie
zostal jednak dotad w pelni wyjasniony. Poniewaz enzym peroksydaza
odgrywa wazng role w przemianach zwigzkoéw fenolowych, zas produkty
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jego dzialania wplywajg przypuszczalnie na zmiane aktywnosci innych
enzymoOw oraz na biosynteze biatka i rybosomoéw [14], rola jego w reak-
cjach obronnych jest bardzo prawdopodobna.

Zaobserwowane roéznice sklonily nas do zbadania skladu izoenzymo-
wego peroksydazy. Poznanie tego skladu w pedach zdrowych dwéch zroz-
nicowanych pod wzgledem odpornosci odmian oraz poznanie ewentual-
nych zmian w tym skladzie w nastepstwie infekcji i rozwoju choroby wy-
daje sie nam bardzo interesujgce, gdyz zmiany w skladzie izoenzymo-
wym enzymoéw wielosktadnikowych oraz zmiany aktywnosci poszczegdl-
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Rys. 1. Elektroforogramy peroksydazy zawartej w wyciggu z pedéw odmiany Mal-
ling Promise; A — kombinacja bez nawozenia mineralnego, B — kombinacja z na-
wozeniem mineralnym (NPK), 1 — tkanki zdrowe, 2 — tkanki porazone, 3 — tkanki
wokol plamy infekcyjnej, 4 — tkanki objete plamg infekcyjna
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nych izoenzyméw mozna traktowaé¢ jako objawy chorobowe na poziomie
molekularnym [10]. Mozna przy tym przyjaé¢, ze zmiany te stanowig pod-
stawe dla zmienionego metabolizmu porazonej ro$liny, co z kolei moze
u form odpornych prowadzi¢ do oslabienia rozwoju choroby. Poza tym
interakcja pomiedzy podjednostkami enzyméw obydwu partneréw (ro-
slina - gospodarz i patogen) moze by¢ jednym z czynnikéw odpowiedzial-
nych za specyficzno$¢ tego ukladu.

Ryciny 1 i 2 obrazujg sklad izoenzymowy peroksydazy obydwu bada-
nych odmian, w pedach zdrowych i porazonych. Warto zwrécié najpierw
uwage na roznice iloSciowe i jakosciowe w zymogramach omawianego
enzymu w tkankach zdrowych. Odmiana wzglednie odporna (Latham) po-
siadala sze$¢ pasm [1-6] natomiast odmiana podatna (M. Promise), cztery
pasma [1-3]. Pasma 2 i 6 byly specyficzne tylko dla odmiany Latham,
przy czym pasmo nr 2 pochodzilo od izoenzymu, ktéry dominowal pod
wzgledem iloSciowym w pordéwnaniu z pozostalymi. Rozna ilo$é sklad-
niké6w mineralnych w glebie pociggnela za sobag zmiany w skladzie izo-
enzymow, ale tylko u odmiany Latham, gdzie w kombinacji z nawoze-
niem brak bylo dwoéch pasm (nr 3 i 6). Czy te preinfekcyjne réznice mie-
dzyodmianowe w skladzie izoperoksydaz rzutujg w jaki§ sposéb na po-
ziom odpornosci, trudno orzec bez dalszych badan obejmujgcych wieksza
liczbe odmian, o zr6znicowanej podatnosci na D. applanata.

W nastepstwie infekcji, wraz z postepujgcym rozwojem choroby, licz-
ba izoenzyméw ulegla zmniejszeniu, u odmiany wzglednie odpornej z
szeSciu, wzglednie czterech, do dwoéch, a u odmiany podatnej, z czterech
do jednego. Jednakze aktywnos$é¢ pozostalych ulegla zwiekszeniu, co uwi-
dacznia sie w szerszych i ciemniej zabarwionych pasmach. Roéznic w skla-
dzie iloSciowym miedzy kombinacjami nawozowymi w porazonych pe-
dach nie stwierdzono. Wydaje sie jednak, iz wzrost aktywnosci pozosta-
tych izoenzyméw byt nieco nizszy w kombinacji z nawozeniem mineral-
nym.

Przeprowadzono réwniez préby okreslenia skladu izoenzymowego pe-
roksydazy w wyciggu z proszku acetonowego z grzybni D. applanata. Mi-
mo 10-krotnie wiekszej iloSci bialka na zel (200 ug) i przedtuzonego do 15
minut czasu inkubacji w Hy0,, wykryto tylko jedno pasmo, o prawie
zerowej ruchliwosci elektroforetycznej. Swiadczy to dodatkowo o tym,
1z wykryte izoenzymy peroksydazy w pedach sg pochodzenia rosliny - go-
spodarza.

Uzyskane wyniki dotyczace zmian skladu izoenzymowego peroksydazy
byly do$¢ nieoczekiwane, gdyz na ogél notuje sie wzrost liczby izoenzy-
mow tego enzymu w nastepstwie infekecji [10, 12]. Tym niemmiej zaob-
Serwowane w tej pracy zmiany oraz r6zna reakcja badanych odmian,
Wwydajg sie interesujgce i prowokuja do dalszych badan w tym kierunku.
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Rys. 2. Elektroforogramy peroksydazy zawartej w wyciggu z pedéw odmiany Lat-
ham; Objasnienia jak do rys. 1

Rycina 3 obrazuje sklad izoenzymowy kwasne] fosfatazy, enzymu, kto-
ry ze wzgledu na malg specyficznos¢ wobec substratu, moze odgrywac
dos¢ wszechstronng role w metabolizmie fosforu. Skiad ten w tkankach
zdrowych badanych odmian byt zblizony (odmiana M. Promise — 3 pas-
ma, odmiana Latham — 2), chociaz intensywnos¢ dwoch glownych pasm
byla rozna. Pod wplywem porazenia liczba izoenzymoéw wspomnianego
enzymu zmniejszyla sie u odmiany M. Promise do dwbch, za$ u odmiany
Latham pozostala bez zmian. Zmniejszyla sig takze intensywno$¢ barwy
pasm, a tym samym i aktywnos¢ poszczegblnych izoenzymow i to w spo-
s6b rozny w kazdej z badanych odmian.
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Rys. 3. Elektroforogramy kwa$nej fosfatazy zawartej w wyciggu z pedéw zdrowych
(2) 1 porazonych (p) dwéch odmian maliny

Stwierdzone w niniejszej pracy zmiany w aktywnosci i skladzie izo-
enzymow badanych dwéch enzyméw, wykazujgce przy tym pewne zroz-
nicowanie pomiedzy badanymi odmianami, Swiadczg niewgtpliwie o tym,
ze ,,odpowiedz” roliny - gospodarza na infekcje ma charakter metaboli-
czny. Rzeczg dalszych badan bedzie wyjasnienie, w jakim stopniu zaob-
serwowane zmiany pozostaja w przyczynowym zwigzku z poziomem od-
pornosci tych odmian maliny na D. applanata.
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3enon Kwusanvcku, Anoxuceu Crpounvcku, Monuxa Yex

M30OSH3UMHEBIVI COCTAB INEPOKCUITA3LL I KUCJION ®OCPATAZEI
B IIOBETAX MAJIMHEBI 3J10POBBIX U ITIOPAZXKEHHBIX
DIDYMELLA APPLANATA (NIESSL.) SACC.

Pe3dwmMme

HMccnenoBany CyMMapHYX aKTUMBHOCTB Ineporkcugasbl (PO) M M309H3MMHBINA CO-
craB PO u gucnomnm docdaraser (KF) B rogoBsix mnoderax ABYX KYJbTYPHBIX COPTOB
MaJUHBbI Pa3JIM4yarolMXcad APYT OT Apyra CTeNeHbI0 BOoCOpuMMUYMBOCTM K Didymella
applanata (JIaTaM — cpaBHUTEJBLHO YycTonuuBbIii, MaaauHr IIpoMmus — BOCIIpUMYI-
BBI COPT). JVI305H3MMHBIM COCTaB MCCJELOBaJM C IIOMOLUbIH) TEXHUKU AUCKOBOI?D
aJ1eKTpodope3a B MOJAMAKPUIAMUIHOM JKeJe. '

YcTaHOBJIEHBI KOJMYECTBEHHBIE M KadeCTBeHHbIE pa3jMuMa B M309H3MMHOM CO-
craBe PO B 310pOBBIX moberax mcclefyeMbIX cOpTOB. ¥ copra JlatraM yCTaHOBJIEHO
Haau4due 1ecty m303H3uMoB (1, 2, 3, 4, 5 u 6), n3 KOoTOphIX ABa (2 u 6) XapakKTepHbI
IJIA JaHHOTro copra, a y copra M. IIlpomm3 — yerbIpe m309H3MMa (1, 3, 4 u 95).

B pesyabTaTre mnopaxkeHmd UM pa3BUTUA 00JIe3HM yCTAHOBJEH 3HA4YMTEJbHBI POCT
cyMMapHoit akTuBHocT PO, ocoGeHHO XapaKTepHbI1 njda copra Jlaram. KouandecTsd
JKe U309H3MMOB YMEHBUIMJIOCh y copTa JlaTaM no ABYX, a y copra M. ITpomMus av
OXHOIO, IIPMYEM OJHOBPEeMEeHHO ObuIo 0O0Hapy:KeHO IOBBIILIEHMe WHTEHCUBHOCTH
OCTaJIbHBIX JIMHMI CIIEKTpa.

M3oou3uMubnt cocraB KF 6ObLT ciemylolmii: B 340poBbIX moberax copra M.
IIpoMu3 ycTaHOBJEHO Tpyu JumHuyM crektpa (1, 2, 3), a y copra Jlaram — jxse (2, 3).
Ilox BaMAHMeM MHQEKLMM STOT COCTaB He moaBeprajcad Oojee 3HAYUTENBEBIM M3ME-
HeHMAM, a U3MeHsAJach Pa3JMYHBIM o6pa3oM Jua obouX MCCIeAyeMbIX COPTOB MHTEH-

CUMBHOCTB IIB€Ta HEKOTOPBIX JIVHUN CIIeKTpa.

Zenon Krzywanski, Andrzej Stroinski,
Monika Czech

ISOENZYME PATTERN OF PEROXIDASE AND ACID PHOSPHATASE
IN RASPBERRY CANES, HEALTHY AND INFESTED WITH
DIDYMELLA APPLANATA (NIESSL.) SACC.

Summary

Total activity of peroxidase (PO) and isoenzyme pattern of PO and acid pho-
sphatase (KF) in annual canes of two cultivated raspberry varieties differing with
the susceptibility degree to Didymella applanata (Latham — relatively resistan't,
Malling Promise — susceptible) was tested. The isoenzyme pattern was determi-
ned by the technique of disc electrophoresis in polyacrylamide gel.

Quantitative and qualitative differences in the isoenzyme pattern of PO In



SKELAD IZOENZYMOWY PEROKSYDAZY I KWASNEJ FOSFATAZY 143

healthy canes of the varieties investigated have been proved. In the Latham variety
the occurrence of six isoenzymes (1, 2, 3, 4, 5, 6), two of which were characteristic for
this variety, in the M. Promise variety — the occurrence of four enzymes (1, 3, 4, 5)
have been detected.

In consequence of the infestation and development of thy disease a consider-
able increase of total activity of PO, particularly characteristic for the Latham va-
riety, has been proved. The number of enzymes, instead decreased in the Latham
variety to two and in the M. Promise variety to one, at which a simultaneous
increase of intensity of these remaining bands took place.

The isoenzyme pattern of KF was as follows: in healthy canes of the M. Pro-
mise variety three bands (1, 2, 3) and in the Latham variety two bands (2, 3) have
been noticed. Under influence of the infection the above pattern did not undergo
any distinct changes, while the colour intensity of some bands changed in different
way in both varieties tested.



