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Fusarium to rodzaj grzybow nitkowatych szeroko rozpowszechniony na catym swiecie we wszystkich FITOALEKSYNY Szlak szikimowy QJCYTORY
typach gleb. Wiele gatunkéw tego rodzaju to patogeny powodujace choroby réznych roslin 0 duzym QTHAWOROWE Arogenian  Nekroza Iub HR

zZnaczeniu agronomicznym, ogrodniczym lub le$nym. Jedna z najgrozniejszych chordb wywolywana TWFLAWONO'DY

przez ten rodzaj jest fuzarioza (FHB — ang. Fusarium Head Blight lub Fusariosis) [1]. Gatunki nalezace - Liff\“{f‘a'a“‘“a L"YEXEE‘

do tego rodzaju sa zdolne do syntetyzowania wielu metabolitéw wtornych takich jak: mykotoksyny, 4_kumaf 0-CoA<? 4-xumarymian <L Kwas Vo

fitohormony (IAA 1 GA) oraz enzymy degradujace Sciang komoérkowag (CWDE — ang. Cell Wall Umbgl/iferol — SyRANoReYy D-kunlamwy/“GN'NY
Degrading Enzymes), oraz polimery zewnatrzkomérkowe (EPS) [2,3]. EPS moga by¢ rozpoznawane 4 \ benfovg";‘ngx,, s |

przez receptory roslinne i oddzialywa¢ m. in. na enzymy szlaku fenylopropanoidowego (PAL — liaza g T s T |

fenyloalaninowa i TAL — liaza tyrozynowa), ktore biorg udziat w syntezie zwiazkoéw fenolowych KUMAROWE Kurassalicyllouni(SA)
uczestniczacych w lignifikacji sciany komorkowej (Rysunek 1.) [4]. L #hydrokeylaza namonian
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Materialy 1 Metody

W badaniach wykorzystano szczep Fusarium graminearum (DEMFg36) wyizolowany z porazonych

klosow pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) I przyporzadkowany do gatunku na podstawie analizy

genetycznej i morfologicznej. Szczep zostat zdeponowany w miedzynarodowych bazach pod numerami

CBS120102 oraz DQ453701.

Polimery zewnatrzkomérkowe (EPS) uzyskano z 3 dniowej hodowli szczepu na podtozu Czapek-Dox z

3% sacharoza i1 0,75% peptonem w 20°C, 120 rpm, poprzez precypitacje alkoholowa 1:1. Uzyskane EPS

nastepnie liofilizowano i przechowywano do nastepnych badan.

Aktywnos$¢ enzymow Szlaku fenylopropanoidowego badano w korzeniach i todygach siewek pszenicy

(Triticum aestivum) odmiany Arkadia. Nasiona inkubowano w obecnosci 0,05% zawiesin uzyskanych

EPS oraz elicytorow komercyjnych: kwasu salicylowego (SAL), laminaryny (LAM), acibenzolar-S-

methylu (BTH), chitozanu (CHI), przez okres 5. i 10. dni w temp. 20°C.

Enzymy ekstrahowano 50 mM buforem fosforanowym o pH 7.5, z dodatkiem 1mM EDTA, 1mM PMSF,

5mM askorbinianu sodu i 1% PVPP.

Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazano W U (mM/min/mg bialka):

A. Liaza fenyloalaninowa - Reakcje przeprowadzono w 100 mM buforze boranowym o pH 8.8. Do 0,1
mL ekstraktu, dodano 0,5 mL L-fenyloalaniny (0,5 mM) i dopeiniono woda do 1 mL. Mieszanine
inkubowano w 37°C przez 1 godzing, a reakcje zatrzymywano przez dodanie 0,5 mL 5M HCI.
Absorbancj¢ mierzono przy diugosci fali 240 nm. Aktywnos$¢ okreslono na podstawie transformacji L-
fenyloalaniny w kwas trans-cynamonowy.

B. Liaza tyrozynowa - Reakcje¢ przeprowadzono w 100 mM buforze boranowym o pH 8.8. Do 0,1 mL
ekstraktu, dodano 0,5 mL tyrozyny (5,5 uM) i dopetniono woda do 1 mL. Mieszaning inkubowano w
37°C przez 1 godzing, a reakcje zatrzymywano przez dodanie 0,5 mL 5M HCI. Absorbancj¢ mierzono
przy dlugosci fali 340 nm. Aktywnos$¢ okreslono na podstawie transformacji tyrozyny do kwasu
Kumarowego.

ELICYTACJA ZIARNA PSZENICY™ ZA POMOCA EPS

Inkubacja ziarna pszenicy kielkujacego
w 0,05% zawiesinie EPS

Dodanie 0,05% zawiesiny badanych inkubacja siewek w 20°C, po 5 dniach inkubacja siewek w 20°C, po 10
EPS do sterylnych nasion pszenicy, okre$lenie §wiezej masy czesci roslin i dniach okreslenie Swiezej masy
po 2 dniach okreslenie liczby przygotowanie tkanek do izolacji czesci roslin i przygotowanie tkanek
wykieltkowanych ziarniakow enzymow do izolacji enzymow
. EPS+ziarno f " EPS+ziarno
EPS+ziarno : :
5-dniowa 10-dniowa
InKubacja InKubacja

Ekstrakcja enzymow przy uzyciu 50 mM buforu fosforanowego o pH 7.5, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 5% PVPP roztworze (15 min, 10 000 rpm, 4°C) .

OZNACZANIE AKTYWNOSCI PAL — amoniakoliaza L-fenyloalaninowa
MARKEROW ODPORNOSCI TAL - amoniakoliaza L-tyrozynowa

Rysunek 2. Przepieg inokulacji i inkubacji nasion pszenicy (Triticum aestivum) odmiany Arkadia w obecno$ci EPS uzyskanych z hodowli
fitopatologicznego szczepu Fusarium greaminarum (DEMFg36)
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Rysunek 3. Aktywno$¢ PAL w todygach (A) i korzeniach (B) pszenicy (Triticum
aestivum) odmiany Arkadia kietkujacej w obecnosci EPS uzyskanych z hodowli
fitopatologicznego szczepu Fusarium greaminarum (DEMFg36) i elicytorow
komercyjnych, zobrazowane w postaci mapy cieplnej. K — kontrola H20; SAL —
kwas salicylowy; LAM — laminaryna; BTH — S-metyloester benzo-1,2,3-tiazolowy
kwasu tiokarboksylowego; CHIT — chitozan.

Rysunek 4. Aktywnos¢ TAL w todygach (A) i1 korzeniach (B) pszenicy (Triticum
aestivum) odmiany Arkadia kietkujacej w obecnosci EPS uzyskanych z hodowli
fitopatologicznego szczepu Fusarium greaminarum (DEMFg36) i elicytorow
komercyjnych, zobrazowane w postaci mapy cieplnej. K — kontrola H20; SAL —
kwas salicylowy; LAM — laminaryna; BTH — S-metyloester benzo-1,2,3-tiazolowy
kwasu tiokarboksylowego; CHIT — chitozan.

Rysunek 5. Swieza masa todyg (A) i korzenii (B) pszenicy (Triticum aestivum)
odmiany Arkadia kietkujacej w obecnosci EPS uzyskanych z hodowli
fitopatologicznego szczepu Fusarium greaminarum (DEMFg36) 1 -elicytorow
komercyjnych, zobrazowane w postaci mapy cieplnej. K — kontrola H20; SAL —
kwas salicylowy; LAM — laminaryna; BTH — S-metyloester benzo-1,2,3-tiazolowy
kwasu tiokarboksylowego; CHIT — chitozan.

Aktywnos¢ PAL (Rysunek 3) w wyniku
stymulacji EPS szczepu DEMFg36 wzrastala
ponad 4-krotnie w korzeniach (~80U) po 5
dniach inkubacji. Aktywnos¢ PAL byta
rowniez 2-4-krotnie wyzsza niz w przypadku
dziatania elicytorow komercyjnych. Z kolei
10-ego dnia inkubacji, poziom aktywnosci
PAL w korzeniach byt na poziomie kontroli
wodnej. W 5 dniu hodowli nie zaobserwowano
znaczacego wzrostu poziomu tego enzymu w
todygach pszenicy.

EPS uzyskany z hodowli szczepu DEMFg36
wplywal znaczaco na aktywnos¢ TAL
zarowno w todygach, jak 1 korzeniach rosliny
(Rysunek 4). W 5 dniu inkubacji, aktywnos¢
TAL w todygach pszenicy byta na poziomie 30
U, co stanowito 2-krotnie wyzszg aktywnos¢
w porownaniu do kontroli wodnej oraz 1,5-
krotnie wyzsza w porownaniu do elicytorow
komercyjnych. Najbardziej znaczacy wzrost
poziomu tego enzymu zaobserwowano w
korzeniach po stymulacji EPS, gdzie 10-ego
dnia inkubacji aktywnos¢ TAL wynosita
~95U.

Uzyskane EPS nie wptywaly negatywnie na
kietkowanie nasion pszenicy oraz Swiezg mase
todyg 1 korzeni (Rysunek 5). Zaobserwowano
nawet 1,5-2-krotny przyrost Swiezej masy W
10 dniu inkubacji.
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Rysunek 6. Aktywnos$¢ enzymow szklakow odpornosci roslin: liazy fenyloalaninowej (PAL) i liazy
tyrozynowej (TAL) w 5- i 10-dniowych todygach i korzeniach siewek pszenicy po elicytacji nasion
EPS szczepu Fg36 i elicytorami komercyjnymi, zobrazowane w postaci mapy cieplnej. K — kontrola
H20; SAL — kwas salicylowy; LAM — laminaryna; BTH — S-metyloester benzo-1,2,3-tiazolowy
kwasu tiokarboksylowego; CHIT — chitozan. Najwyzsza aktywno$¢ enzymatyczng oznaczono
kolorem czerwonym, a najnizsza kolorem zielonym.
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Rysunek 7. Analiza gtownych sktadowych (PCA) przedstawiajgca aktywnos$¢ enzymow markerowych
szlakéw odpornosci roslin — liazy fenyloalaninowej (PAL) i tyrozynowej (TAL) w 5- i 10-dniowych
todygach (L) i1 korzeniach (K) pszenicy, a takze masa todyg i korzeni rosliny zbozowej (Masa) w wyniku
inokulacji nasion EPS szczepu Fg36 oraz elicytorami komercyjnymi. FG36 — EPS szczepu Fg36; K —
kontrola H,O; SAL — kwas salicylowy; LAM — laminaryna; BTH — S-metyloester benzo-1,2,3-tiazolowy
kwasu tiokarboksylowego; CHI — chitozan.

Aktywnos¢ enzymow szklakow odpornosci roslin zobrazowano w
postaci mapy cieplnej (Rysunek 6). Analiza ta wykazata wyrazny
wzrost aktywnosci PAL 1 TAL w tkankach pszenicy po inokulacji
nasion EPS uzyskanym z hodowli szczepu Fg36, w porownaniu do
elicytorow komercyjnych 1 kontroli wodne;.

Wplyw inokulacji nasion pszenicy EPS szczepu Fg36 1 elicytorami
komercyjnymi na aktywnos¢ PAL 1 TAL oraz mase todyg i korzeni
siewek pszenicy okreslono za pomocga analizy gidwnych sktadowych
(PCA). PCA wykazata istotny wzrost aktywnos$ci enzymatyczne;j
(TAL w 10., a PAL w 5. dniu inkubacji) w korzeniach siewek pszenicy
w wyniku dziatania EPS szczepu Fg36 w poréwnaniu do kontroli
wodnej oraz elicytoréw komercyjnych. Zastosowany EPS korelowat

rowniez dodatnio z masg todyg pszenicy w 10 dniu wzrostu siewek
(Rysunek 7).

WhniosKi

EPS uzyskane z hodowli szczepu Fusarium graminearum
(DEMFg36) nie wptywaja negatywnie na kietkowanie nasion 1 wzrost
pszenicy ozimej. Ponadto posiadaja potencjal do stymulacji
odpornosci rosliny zbozowej, porownywalny lub wyzszy niz
elicytorow komercyjnych.

Uzyskane EPS w wigkszym stopniu wplywaja na wzrost aktywnosci
PAL i TAL w korzeniach pszenicy.




