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FITOALEKSYNY

Kazda roslina styka si¢ ciagle z zarodnikami znacznej ilosci réznych grzybow,
takze grzybow — pasozytow fakultatywnych, czy tez grzybow saprofitycznych,
mogacych rosna¢ na obumarlej tkance tej rosliny, jednakze w wigkszosci przypad-
kow nie dochodzi do rozwoju choroby. Rosliny musiaty wigc wyksztalci¢ w swoim
rozwoju filogenetycznym jakie§ mechanizmy prowadzace do przezwycigzenia
szkodliwego oddziatywania wspomnianych grzybow.

Jak sadzi Cruickshank (1966), wigkszo$¢ rodlin jest wrazliwa na infekcje
przez wigkszo$¢ grzybow, lecz jest rownoczes$nie odporna na wigkszoS¢ chorob
jakie moglyby by¢ wywolane przez te grzyby. To znaczy, ze zarodniki znacznej
liczby gatunkow grzybéw moga kietkowaé na wielu gatunkach roélin i powierzch-
niowo penetrowa¢ ich komorki epidermalne, lecz nie sa one zdolne do wzrostu
i rozprzestrzeniania si¢ wewnatrz tkanek tych roslin i do wywolania choroby.
Odporno$¢ na choroby pochodzenia grzybowego bylaby wigc w $wiecie roslin
wyzszych zjawiskiem powszechnym, a wrazliwos¢ zjawiskiem wzglednie rzadkim.

Co nalezy rozumie¢ pod okresleniem — odpornos¢ na choroby — w odnie-
sieniu do roélin? Badania ostatnich kilkunastu lat dostarczyly wystarczajacej iloSci
danych dos$wiadczalnych pozwalajacych na nastgpujaca, ogdlng charakterystyke
zjawiska odpornosci. W wigkszosci przypadkow odporno$¢ nie jest zjawiskiem
pasywnym, to znaczy, nie jest uwarunkowana istniejagcymi w roslinie-gospodarzu
przed infekcja barierami mechanicznymi, chemicznymi czy troficznymi, lecz jest
zjawiskiem aktywnym. Rozpoczyna si¢ po nastapieniu fizycznego kontaktu migdzy
rosling-gospodarzem a patogenem i zalezy od procesdéw metabolicznych rosliny-
gospodarza. Grzyb indukuje zmiany w metabolizmie rodliny, a niektoére z tych
zmian maja charakter obronny. Ta ,metaboliczna odpowiedz* roéliny-gospodarza
objawia si¢ reakcjami odpornoSciowymi skierowanymi przeciwko sprawcy, co pro-
wadzi do zniszczenia lub oslabienia pasozyta, zanim zdola on wywola¢ grozna
w skutkach chorobg (Allen 1959, Rubin i Arcichowskaja 1968, Tomiyama
1963, Uritani i Akazawa 1959).
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Niektore sposrod licznych, patogennie indukowanych zmian metabolicznych
rosliny-gospodarza. prowadza do wytworzenia pewnych zwiazkow o charakterze
obronnym. W tym artykule pragng zwrdci¢ uwage na grupe zwigzkéw tego typu
zwanych fitoaleksynami oraz na niektore aspekty fizjologiczne zagadnienia.

W poczatkach obecnego stulecia patologowie roslin, zwracajac uwage na two
rzenie si¢ przeciwcial w krwi ludzi i zwierzat w odpowiedzi na infekcje przez mikro-
organizmy, a wigc na istnienie odpornosci nabytej, zastanawiali si¢, czy w organi-
zmach roslinnych moze wystgpowac funkcjonalnie podobny mechanizm. Doswiad-
czenia Miillera i Bdrgera (1939, 1940) mialy rzuci¢ $wiatlo na to zagadnienie.
Autorzy ci inokulowali powierzchni¢ skrawkow kigbéw kilku odmian ziemniaka
zawiesing sporangiow roznych szczepdw grzyba Phytophthora infestans. Niektore
sposroéd uzytych odmian byly w stosunku do tych szczepow odporne, inne - po-
datne. Po 24 godzinach dokonywano ponownej inokulacji, tym razem szczepem,
w stosunku do ktorego wszystkie odmiany byly podatne. Okazalo sig, ze pierwotna
inokulacja szczepem niewirulentnym, to jest szczepem w stosunku do ktérego
dana odmiana byla odporna, spowodowala, ze inokulacja wtdrna, szczepem wiru-
lentnym, nie doprowadzita do powstania objawéw chorobowych, ktore normalnie
ten szczep wywolywal. Taki wynik do$wiadczenia wyraznie wskazywal na fakt.
7e po inokulacji szczepem niewirulentnym rozwinat si¢ jakis mechanizm inhibu-
jacy wzrost grzyba w tkance ziemniaka. Wyniki te doprowadzily autorow do sze-
regu ogdlnych wnioskéw, ktore staly si¢ podstawyg do sformulowania tzw. teorii
fitoaleksynowej (Miiller i Borger 1940). Najwazniejsze punkty tej teorii sa na-
stepujace:

I. Gdy dojdzie do kontaktu komorek rosliny-gospodarza z pasozytem grzybo-
wym, w komérkach, reagujacych nadwrazliwie, tworzy si¢ lub jest aktywowany
jaki$ sktadnik (Prinzip). okre$lony mianem — fitoaleksyna *, ktory inhibuje wzrost
grzyba w tych komorkach.

2. Ta reakcja obronna jest wlasciwa tylko zywym komorkom.

3. Czynnik inhibujacy jest substancja chemiczng, ktéra mozna uwazac za pro-
dukt nekrobiozy komorek rosliny-gospodarza.

4. Fitoaleksyna nie jest specyficzna w swej toksycznosci w stosunku do grzy-
bow, jednakze poszezegdlne gatunki grzybow moga si¢ rézni¢ wrazliwoscia na t¢
substancjg.

5. Reakcja — odpowiedz rosliny podatnej i odpornej jest podobna; zasadnicza
roznica tkwi w szybkosci tworzenia fitoaleksyny.

6. Stan odpornosci nie jest dziedziczony. Stan ten rozwija si¢ gdy grzyb doko-
nuje infekcji. Czulo$é komérek rosliny-gospodarza, ktéra okresla szybkos¢ ich
reakcji, jCSt specyficzna i zdeterminowana genetyczme

* Alexein (gr.) — obroni¢. W terminologii medycznej, aleksyna, inaczej — dopetniacz, to cialo bial-
kowe w surowicy krwi, ktére umozliwia odpowiednim przeciwcialom rozpuszczenie bakterii i innych
obcych komorek w ustroju. Poniewaz fitoaleksyny sa zupelnie innej natury chemicznej niz aleksyny, mozna
tu tylko méwi¢ o pewnym podobienstwie funkcjonalnym tych dwoéch rodzajow zwigzkow.
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W roku 1956 Miiller scharakteryzowat fitoaleksyny jako substancje antybio-
tyczne wytwarzane w wyniku interakcji migdzy dwoma systemami metabolicznymi.
rosliny-gospodarza i pasozyta, i ktore inhibuja wzrost mikroorganizméw pato-
gennych w stosunku do roélin.

Technika badan nad fitoaleksynami

Dla wykazania postinfekcyjnego tworzenia si¢ w roslinach zwiazkow typu
fitoaleksyn oraz dla stwierdzenia ich wlasciwosci antybiotycznych w stosunku
do grzybow, stosuje si¢ rézne techniki. Odpowiedni materiat roslinny, na przykiad
wierzchotki mtodych lisci pszenicy. listki bobu, hipokotyle soi lub wycinki z orga-
néw zapasowych storczyka. batata, ziemniaka czy marchwi, inokuluje si¢ zawie-
sing spor odpowiednich grzybow, a nastgpnie wyciagi z zainokulowanych tkanek
poddaje odpowiedniej procedurze chemicznej i testuje na ich aktywnos¢ biologi-
czna (Cruickshank 1966). Najprostsza metoda, przy pomocy ktorej mozna
stosunkowo latwo wykazaé tworzenie si¢ fitoaleksyn jest metoda opracowana
przez Miillera (1956). Polega ona na umieszczeniu kropel zawiesiny spor grzyba
w zaglebieniach po nasionach w tupinach dojrzewajacych strakoéw grochu lub fa-
soli. Po 2448 godzinnym przebywaniu tych strakow w odpowiednich warunkach.
zbiera si¢ naniesione krople. Sa to tak zwane dyfuzaty, zawierajace fitoaleksyne.
ktora przedyfundowata z rodliny. Po odwirowaniu dyfuzatéw celem usunigcia
spor i strzgpek. przeprowadza si¢ testy na ich wlasciwosci fungitoksyczne. Dyfuzaty
mozna poddawaé takze dalszym badaniom z zastosowaniem odpowiednich metod
fizycznych i chemicznych dla okreslenia istoty chemicznej wytworzonej substancji
obronnej. Przy zastosowaniu tej metody, izolacja surowej fitoaleksyny jest mozliwa
bez maceracji tkanki roslinnej i dlatego metoda powyzsza ma zdecydowana prze-
wage nad innymi.

Budowa chemiczna fitoaleksyn

Powstawanie substancji o wihasciwosciach fungitoksycznych w odpowiedzi
na infekcje rosliny-gospodarza stwierdzono w wielu przypadkach (Cruickshank
1963, 1966). Mozna przypuszczaé, ze w przyrodzie liczba substancji typu fitoaleksyn
jest znaczna. Jak dotad, tylko w niektorych przypadkach wyizolowano i zidenty-
fikowano zwiazki o wspomnianych wla§ciwo$ciach. Liczba ich jest w tej chwili
raczej niewielka. Postgpy badan w tej dziedzinie w ostatnich latach pozwalajg
przypuszczaé, ze liczba ta w niedalekiej przyszltosci znacznie wzrosnie. Te fitoalek-
syny, ktore zostaty wyodrebnione i okreslone pod wzgledem chemicznym, sa zwiaz-
kami aromatycznymi, nieskoczasteczkowymi. S3 to:

Ipomeamaron (ryc. 1. 1); C;HyuO4: c. czastk. 230. Zostal wyizolowany
z korzeni batata zainfekowanych grzybem Ceratocystis fimbriata (Cruickshank
1963). Zwiazek ten jest seskwiterpenem (Akazawa 1960).
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Orchinol (ryc. 1. 1L); C;4H,603; c. czast. 256. Wyizolowano ten zwigzek
z korzeni storczyka zakazonych przez Rhizoctonia repens (Gdumann i in. 1950,
Boller i in. 1957). Pod wzgledem chemicznym jest to dwuhydrofenantren (Schel-
lenbaum 1959).

Izokumaryna (ryc. 1. 111.); C;;H,;,0,; c. czast. 208. Tworzy si¢ w korzeniach
marchwi zainokulowanych grzybem C. fimbriata (Condon i Ku¢ 1960). Budowe
chemiczna wyizolowanego zwiazku okreélili Sondheimer (1961) oraz Condon
i Kud (1962).
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Ryc. 1. 1 —VI. Wzory strukturalne fitoaleksyn

Pisatyna (ryc. 1. 1V.); C;H,,04; c. czast. 314, Zwiagzek ten zostal wyizolowany
ze strakow grochu zainkulowanych grzybem Monilinia fructicola (Cruickshank
i Perrin 1960, 1961). Pod wzgledem chemicznym jest to chromanokumaran (Per-
rin i Bottomley 1962).

Fazeollina (ryc. 1. V.): CyH;sO,: c. czast. 332. Zwiazek ten wyizolowano
ze strakow fasoli zainokulowanych grzybem M. fructicola. Fazeollina, podobnie
jak i pisatyna, jest chromanokumaranem (Cruickshank i Perrin 1963b.
Perrin 1964).
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Riszityna (ryc. 1. VL); C;,H50,; c. czast. 222. Stwierdzono, ze zwiazek ten
powstaje w klgbach ziemniaka zainokulowanych niewyspecjalizowana rasa P. in-
festans. Pod wzgledem chemicznym jest to norseskwiterpen o charakterze alkoholu.
(Tomiyama i in. 1968a, b.) Riszityna, poza wlasciwosciami antybiotycznymi
w stosunku do spor P. infestans oraz spor innych grzybow, odznacza si¢ takze
pewnymi wlasciwosciami charakterystycznymi dla inhibitoréw wzrostu roSlin.
W stezeniu 10-3M zwiazek ten prawie catkowicie hamowal wywolane przez TAA
wydtuzanie koleoptyle owsa. Inhibicja wywotanego przez IAA wydtuzania koleop-
tyle za pomoca abscysyny Il moze by¢ cofnigta przez zaaplikowanie wysokiego
stezenia GA,;. W przypadku zastosowania riszityny, hamowanie to nie ulegalo
cofnieciu pod wptywem GA, (Tomiyama i in. 1968a, b).

Wptyw réznych gatunkow grzybow na tworzenie si¢ fitoaleksyn

W zdrowych tkankach roslin, podobnie jak i w tkankach uszkodzonych mecha-
nicznie, nie stwierdzono w wykrywalnych iloSciach zwiazkoéw typu fitoaleksyn.
Powstawanie fitoaleksyn moze by¢ wywotane przez szereg roznych grzybéw (Cruick-
shank 1966). W przypadku powstawania pisatyny w tkankach strgkéw grochu,
aktywne byly rozne gatunki grzybow fitopatogennych tak patogenow, jak i nie
patogenow w stosunku do grochu, a takze szereg grzybow saprofitycznych (Cruick-
shank i Perrin 1963a, 1965a). Ilos¢ wytworzonej pisatyny byla w poszczegdlnych
przypadkach rézna. Ryc. 2. przedstawia ilosci wytworzonej pisatyny pod wptywem
réznych gatunkéw grzybéw, w réznym czasie od chwili inokulacji. Na marginesie
warto zauwazy¢, ze koncowe stezenie pisatyny po 72 godzinach, poza kontrola
i jednym przypadkiem (Septoria pisi), jest raczej wysokie i nie sa widoczne réznice
miedzy gatunkami patogennymi i niepatogennymi w stosunku do grochu. Jesli
jednak poréwna si¢ te ilosci z wrazliwoscig poszczegolnych grzybéw na stgzenie
pisatyny stwierdzone in vitro (Cruickshank 1962), wowczas okaze si¢, ze grzyby
niepatogenne w stosunku do grochu wywotaly wytworzenie si¢ pisatyny w stgze-
niu powyzej efektywnej dawki powodujacej hamowanie wzrostu danego grzyba
w 509 (ED,,). Natomiast w przypadku gatunkow patogennych, ilo$¢ wytworzonej
pisatyny byla nizsza od wartosci ED;, dla tych gatunkéw.

Jak postulowali Miiller i Borger (1940), podstawa zrdznicowania migdzy
rosling podatng a odporna jest szybko$¢ tworzenia fitoaleksyny. Z przytoczonych
powyzej danych wynika, 7e pisatyna wykazuje zroznicowana toksycznos¢. Stad
szybko$é tworzenia fitoaleksyny pod wplywem danego grzyba nie bedzie czynni-
kiem najwazniejszym, gdy poréwna si¢ grzyby patogenne i niepatogenne dla danej
rosliny. Koncepcja podana przez wspomnianych autoréw wydaje si¢ by¢ natomiast
bardzo prawdopodobna, gdy w gre wchodza uklady: odmiany rosliny-gospodarza
i szczepy (rasy) grzyba.
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Rozmaito$¢ gatunkéw grzybow zdolnych do indukowania tworzenia charakte-
rystycznego dla danej rosliny zwiazku obronnego typu fitoaleksyny sugeruje, ze
" grzyb nie odgrywa roli w determinowaniu istoty chemicznej fitoaleksyny. Grzyb
jest natomiast czynnikiem indukujacym biosyntez¢ tego zwigzku i kontrolujacym
szybko$¢ tej biosyntezy.
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Ryc. 2. Porownanie szybkosci tworzenia sie pisatyny w wyniku inokulacji strakéw grochu okreslonynu
gatunkami grzybéw: Fusarium, Ascochyta, Septoria — patogeny grochu, Colletotrichum, Botrytis allii.
Monilinia -- nie patogeny grochu, Botrytis cinerea — patogen zranieniowy (Wg. Cruickshanka i Per-
rina, 1963a)

Wplyw niektérych czynnikow na tworzenie si¢ fitoaleksyn

llos¢ wytworzonej fitoaleksyny jest zalezna od szeregu czynnikéw takich, jak:
stan fizjologiczny roSliny, temperatura w czasie i po inokulacji, warunki tlenowe.
stgzenie inokulum. Badano takze wplyw warunkéw przechowywania tkanek ro-
$linnych oraz wplyw traktowania ich przed inokulacja podwyzszona lub obnizong
temperatura wzglednie narkotykami, na zdolno$¢ tworzenia fitoaleksyn. Oto nie-
ktére uzyskane wyniki w streszczeniu.
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Wiek roéliny-gospodarza. W badaniach nad powstawaniem pisatyny
w strakach grochu i fazeolliny w strakach fasoli pod wptywem inokulacji grzybem
M. fructicola wykazano, ze istnieje wyrazna zalezno$¢ pomigdzy wiekiem tkanek
a ich zdolnoscia tworzenia fitoaleksyny. Im tkanka jest mlodsza, tym wigksza jest
jej zdoInoé¢ tworzenia fitoaleksyny (Cruickshank 1963, Cruickshank i Perrin
1963a).

Warunki zewnetrzne. Cruickshank i Perrin (1963a) wykazali, ze straki
grochu, po 6 dniach przechowywania w temperaturze 20°C, utracity catkowicie
zdolnos$¢ tworzenia pisatyny po inokulacji M. fructicola. Natomiast gdy straki byly
przechowywane w temperaturze 4°C. utrzymywaly te¢ zdolno$¢ przez co najmniej
27 dni.

Jerome i Miiller (1958) badali reakcj¢ odpornosciowa oraz tworzenie sig
fitoaleksyny (fazeolliny) w strakach fasoli poddanych dziataniu podwyzszone)
temperatury przed inokulacja grzybem M. fructicola. Pod wptywem dwugodzinnego
dzialania temperatury 44°C straki utracily swoja odpornos¢, a aktywnos$¢ anty-
biotyczna dyfuzatu wynosita tylko 6—15% w stosunku do kontroli. Ten wplyw
podwyzszonej temperatury byl odwracalny, jesli straki przechowywano nastgpnie
przez 3 dni w temperaturze 20°C. Cruickshank i Perrin (1965a), badajac wplyw
traktowania strakéw grochu réznymi temperaturami na tworzenie si¢ pisatyny
pod wplywem M. fructicola, stwierdzili takze podobng zalezno$¢. Dziatanie tempe-
ratur w granicach 2—40°C przez okres do 3 godzin nie obnizalo zdolnosci two-
rzenia tego zwiazku. Temperatury skrajne, —20°C oraz 50° i 100°C powodowaty
catkowitg utrat¢ zdolnoSci syntezy pisatyny.
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Ryc. 3. Wplyw warunkéw tlenowych na zawartos¢ pisatyny i fazeolliny w dyfuzatach (Wg. Cruickshanka
i Perrina, 1967)

Innym warunkiem niezbednym dla tworzenia si¢ fitoaleksyny jest odpowiednia
zawarto$¢ tlenu. Pisatyna w strakach grochu i fazeollina w strakach fasoli nie two-
rza si¢ po inokulacji grzybem M. fructicola w warunkach beztlenowych (Cruick-
shank i Perrin 1963a, 1967). Ryc. 3 przedstawia zalezno$§¢ miedzy stezeniem
pisatyny i fazeolliny w dyfuzacie a stosowang iloscia tlenu (0,1—21 9%;). Wspomniani
autorzy (1967) stwierdzili podobna zalezno§¢ badajac zawarto$¢ tych fitoaleksyn
w strakach. Badajac rownocze$nie wplyw zawartosci tlenu na reakcje odpornosciowa
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strakow grochu i fasoli na M. fructicola autorzy ci stwierdzili wyraZzna zaleznos¢
miedzy iloscia wytworzonych fitoaleksyn i reakcja odpornoSciowa a stgzeniem
tlenu w atmosferze. Przy zawartosci tlenu rownej 1%, obserwowano dobry wzrost
grzyba (normalnie niepatogennego dla tych gatunkéw), a stezenie pisatyny i fazeol-
liny bylo znacznie nizsze niz wartosci dla EDg,. Przy zawartosci tlenu réwnym 10
i 219, wzrost grzyba byl catkowicie zahamowany, a zawarto$¢ obydwu fitoaleksyn
przekraczala wartosci dla EDy,. Wymienieni autorzy, majac na uwadze tworzenie
si¢ fitoaleksyn, zwracaja uwage na fakt, ze interakcja migdzy dang kombinacjy
gospodarz — pasozyt zalezy migdzy innymi od warunkéw tlenowych i podajg
sugestie, ze wigksza wrazliwo$¢ korzeni na zgnilizny powodowane przez odpo-
wiednie grzyby glebowe w warunkach ograniczonego dostgpu tlenu, moze by¢
ttumaczona mechanizmem fizjologicznym tego typu.

Stezenie inokulum. Stwierdzono wyrazna, prosta zalezno$¢ miedzy steze-
niem inokulum (M. fructicola, Ascochyta pisi) a iloScia pisatyny w dyfuzatach ze-
branych z zainokulowanych stragkéw grochu (Cruickshank i Perrin 1963a).
Réwnoczesnie stwierdzono, ze zwigkszenie st¢zenia inokulum poza stgzenie opty-
malne, powoduje obnizenie ilosci wytworzonej fitoaleksyny.

Indukcja biosyntezy fitoaleksyn przez czynniki niemikrobiologiczne

Pewne zwiazki chemiczne maja zdolno$¢ indukowania biosyntezy fitoaleksyn.
Na przyklad potraktowanie korzeni batata takimi zwigzkami, jak : chlorek rtgciowy,
kwas jodooctowy, 2.4-dwunitrofenol, powodowalo powstawanie ipomeamaronu
(Uritaniiin. 1960). Podobne wyniki uzyskano dla tworzacej si¢ w stragkach grochu
pisatyny. Najbardziej efektywne byly tu jony metali cigzkich — Ag, Hg i Cu oraz
inhibitory metaboliczne takie, jak jodooctan sodu, azydek sodu, fluorek sodu
i kwas tioglikolowy, a takze selenian i selenin sodowy. Niektére aminokwasy,
jak DL-metionina, DL-norwalina, DL-norleucyna i L-walina, takZe indukowatly
powstanie tego zwiazku (Cruickshank i Perrin 1963, Perrin i Cruickshank
1965). Tworzenie pisatyny bylo zalezne od st¢zenia zwigzku — induktora. Nalezy
doda¢, 7e wlasciwoséci antybiotyczne wytworzonej ta droga pisatyny byly takie
same jak i pisatyny powstalej w odpowiedzi na infekcj¢ grzybowa. Wyniki tych
dos$wiadczen wskazuja ponadto na fakt, ze fitoaleksyny sa wytwarzane przez rosling
a nie przez grzyba.

Tutaj pragn¢ nawigza¢ do jednego z wnioskow z dyskusji zespotu specjalistow
na miedzynarodowym sympozjum Fizjologiczne i biochemiczne aspekty interakcji
gospodarz — pasozyt, odbytym w Wageningen (Proc. Intern. Symposium 1968).
Wobec tego, ze czynnikami indukujacymi powstawanie fitoaleksyn s3 takze czyn-
niki abiotyczne, klasyczna definicja Miillera, jako zbyt waska, bylaby juz nie-
wlasciwa i musialaby byé zastapiona inna, szersza. Jednakze taka szeroka defi-
nicja mialaby te ujemnag strong, Ze nie uwzgledniataby znaczenia tworzenia fito-
aleksyn jako specjalnego mechanizmu obronnego. Taka definicja musiataby obej-
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mowa¢é kazda substancje utworzong w rolinie wyzszej jako wynik dzialania czyn-
nika stressowego. Czy wowczas, fitoaleksyny nalezac do tej szerokiej grupy sub-
stancji wytwarzanych w wyniku uszkodzenia fizycznego czy chemicznego, miatyby
sig r6zni¢ od wigkszosci substancji tej klasy jedynie tym, Ze sa fungitoksyczne?
Kwestia ta czeka jeszcze na rozwigzanie.

Aktywnos¢ biologiczna fitoaleksyn

Zgodnie z definicja Miillera (1956) fitoaleksyny sa zwigzkami o wlasciwosciach
antybiotycznych i dzialaniu niespecyficznym w stosunku do grzybéw. Jednakze
grzyby moga wykazywaé rézna wrazliwos¢ na zwiazki tego typu.
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Ryc. 4. Porownanie reakcji roznych gatunkéw grzybow na stgzenie pisatyny w pozywce: Ascochyta, Myco-
sphaerella, Fusarium — patogeny grochu, Botrytis, Colletotrichum, Leptosphaeria — nie patogeny grochu
(Wg. Cruickshanka, 1962)

Rézna wrazliwo$¢ poszczegdlnych grzyboéw na dyfuzaty zebrane ze strgkow
fasoli zainokulowanych grzybami M. fructicola i P. infestans wykazal po raz pierw-
szy Miiller (1958). Dalszych dowodéw dostarczyly badania Gédumanna
i wspotprac. (1960) nad przeciwgrzybowymi wiasciwoéciami orchinolu. Cruick-

Wiadomecsci Botaniczne t. XIV, z. 2 3



118

shank i Perrin (1960) wykazali r6zng wrazliwos¢ na pisatyng grzybow: A. pisi —
patogena grochu i M. fructicola — nie patogena grochu. Dalsze badania Cruick-
shanka (1962) nad wrazliwoscia kilkudziesigciu gatunkow grzybdéw na pisatyne
wykazaly, ze zwiazek ten odznacza si¢ selektywna toksycznoscia. Grzyby — pato-
geny grochu, byly malo wrazliwe na pisatyn¢, natomiast grzyby niepatogenne
dla tego gatunku byly silnie wrazliwe. Przyktadowo obrazuje to ryc. 4.

Selektywna toksyczno$¢ pisatyny odnosita si¢ nie tylko do poszczegdlnych ro-
dzajow i gatunkow, lecz takze do odmian czy szczepow tego samego gatunku
grzyba. Inna fitoaleksyna, riszityna, nie jest tak wasko selektywna. Na przykiad
nie stwierdzono wigkszych roznic w wielkosci efektywnej dawki (EDj,) dla réznych
ras P. infestans (Tomiyama i in. 1968b).

Odpornos¢ odmianowa

Odporno$¢ na dang chorobg jako zjawisko odmianowe jest szczegélnie wazna
dla rolnictwa. Dana odmiana uprawna moze wykazywac¢ wysoka odpornos$¢ w sto-
sunku do okreslonej rasy pasozyta oraz silng aktywno$¢ na inng ras¢ tego samego
gatunku grzyba. Inna odmiana moze cechowac¢ si¢ odwrotna reakcja na wspomniane
rasy.

Teoria fitoaleksynowa zrodzita si¢ w trakcie badan nad odpornoscia odmia-
nowa i byla pomyélana jako podstawa wyjadnienia gléwnie odpornosci odmia-
nowej. Jednakze wigkszo$¢ badari nad fitoaleksynami ograniczala si¢ poczatkowo
do uktadéw: roélina-gospodarz pasozyt 1 ro$lina-gospodarz {-nie¢ pasozyt.

Akazawa i Wada (1961), badajac tworzenie si¢ ipomeamaronu w bulwach
batata zakazonych przez C. fimbriata, stwierdzili pewna zalezno$¢ migdzy zawar-
toscig tego zwiazku a stopniem odpornoéci badanych odmian batata. Odmiany
wykazujace wyzszy stopien odpornosdci zawieraly wigcej ipomeamaronu.

Badania Tomiyamy i wspolprac. (1968a, b) nad zwartoscig riszityny w kig-
bach ziemniaka o genotypie odpornosciowym R,, zakazanych grzybem P. infestans,
potwierdzaja réwniez tego typu zalezno$¢. W przypadku inokulacji rasa O, to jest
rasa w stosunku do ktérej uzyta odmiana byla odporna, ilo$¢ riszityny wynosila
120,00 mg na 1 kg $wiezej masy kigbéw. W przypadku uzycia rasy 1, rasy, w sto-
sunku do ktérej ta odmiana byla podatna, stwierdzono tylko nieznaczne iloSci
tego zwigzku (0,44 mg).

Klarman (1968) stosujac w swych dos$wiadczeniach dwie odmiany soi 1 trzy
gatunki grzyba Phytophthora (P. megasperma var. sojae, P. megasperma, P. cacto-
rum) stwierdzit takze réznice w iloSci wytworzonej fitoaleksyny w zaleznosci od
stopnia patogennos$ci danego gatunku grzyba. Stwierdzit przy tym takze rézna
wrazliwo§¢ poszczegblnych gatunkéw na wytworzong w soi fitoaleksyng. Gatunki
niepatogenne wykazywaly wyraznie wigksza wrazliwo$¢. Zostala takze wykazana
doéwiadczalnie rola fitoaleksyny w odpornosci soi na wymienione grzyby. Czg-
§ciowe usuniecie z tkanek hipokotyla soi fitoaleksyny wytworzonej na skutek
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inokulacji, wyraznie zwigkszylo podatno$¢ odmiany odpornej oraz spowodowato,
ze gatunki normalnie niepatogenne wywolywaly chorobe.

Cruickshank i Perrin (1965b) podjeli badania iloéciowe nad zawartoscia
pisatyny w szeregu odmian uprawnych grochu réznigcych si¢ stopniem podatnosci
na okreslony szczep A. pisi. Badano takze zawarto$¢ pisatyny w okreslonej odmia-
nie grochu inokulowanej szczepami A. pisi wykazujacymi rézny stopien patogen-
nosci. W doswiadczeniach tych stwierdzono, ze ilos¢ wytworzonej pisatyny byla
rozna u poszczegdlnych odmian. Zaznaczyla si¢ wyraznie dodatnia zalezno$¢ mig-
dzy stopniem odporncéci danej odmiany a iloscia wytworzonej pisatyny.

Wymienieni autorzy badali takze ilo$¢ pisatyny w strakach grochu w réznym
czasie od chwili inokulacji dwoma roznymi szczepami A. pisi i stwierdzili, ze uzyta
odmiana reagujac odpornie, wykazywala wyraznie wigcej pisatyny w tym samym
czasie niz w przypadku gdy reagowala podatnie. Tak wigc rola pisatyny w odpor-
noéci na A. pisi zostala powiazana z szybko$cia tworzenia si¢ tego zwiazku. Tak
zreszta postulowala teoria fitoaleksynowa. Moglaby tu réwniez wchodzi¢ w gre
rozna wrazliwo$¢ poszczegblnych szczepoéw A. pisi na pisatyng. Te ostatnia mozli-
wo$¢ trudno jednak stwierdzi¢ doswiadczalnie, gdyz stosowanie pisatyny w doswiad-
czeniach in vitro w stezeniach réwnych stezeniom stwierdzonym 7n vivo jest niemozliwe
z uwagi na ograniczong rozpuszczalno$é tego zwiazku w wodzie.

De Wit-Elshove (1968, 1969) wskazuje na inna jeszcze mozliwo$¢ stwierdza-
jac, ze patogenno$¢ wzglednie niepatogennos$¢ poszezegdlnych gatunkow grzybow
czy tez szczepOw danego gatunku moze takze wynika¢ ze zdolnosci tych grzybow
do rozkladu pisatyny. Autorka, w badaniach in vitro, dodawala do kultur réznych
grzybow okreslone ilosci pisatyny i oznaczala po tygodniv procent odzyskanej
pisatyny. Uzyskane dane wskazuja wyraznie na zdolno$¢ catkowitego rozkiadu
pisatyny przez patogenne w stosunku do grochu formy grzybow. Wyniki te zostaly
potwierdzone w badaniach z zastosowaniem pisatyny znakowanej "“C (de Wit-
Elshove 1969). Oczywiscie pozostaje do rozstrzygnigcia, czy procesy tego typu
zachodza rowniez in vivo.

Biosynteza fitoaleksyn

Ryc. 5 ilustruje podstawowe etapy biologiczne prowadzace do biosyntezy
fitoaleksyn. Schemat ten podkresla dynamiczny charakter wspéloddzialywania na
siebie rosliny-gospodarza i pasozyta i sugeruje zjawisko podwojnej indukcji. Sktad-
niki odZzywcze gospodarza stymuluja kietkowanie spor grzyba, ktéry wytwarza
nastepnie specyficzny metabolit (mykoantygen). Z kolei ten metabolit indukuje
w komorkach gospodarza biosyntez¢ fitoaleksyny. Szczegélowe dane dotyczace
tego zagadnienia sg na razie skgpe i1 wstepne.

Majgc na uwadze uklad biologiczny, w ktérym powstaje fitoaleksyna, to jest
uklad — ro§lina - grzyb, mozna by zada¢ dwa pytania, a mianowicie: jaka jest
tutaj rola grzyba, oraz jakie enzymy czy substraty roliny-gospodarza biorg udziat
w biosyntezie fitoaleksyn.

3#
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Pewne $wiatlo na rolg grzyba rzucajg badania Uehary (cyt. wg. Cruickshanka
1966) oraz Cruickshanka i Perrina (1963), w ktérych wykazano, ze bezkomor-
kowe wyciagi z zarodnikdéw Fusarium sp. oraz z zarodnikow M. fructicola powodo-
waly biosynteze odpowiednich fitoaleksyn. Podjgto wobec tego badania majace
na celu izolacje i blizsza charakterystyke metabolitow grzyba stanowigcych przy-
puszczalny pierwotny czynnik indukujacy biosyntezg¢ fitoaleksyny, a wytwarzany
w czasie kietkowania spor i we wczesnym stadium wzrostu grzyba.

Powierzchnia rasliny - gospodarza (R-9) + woda
1 Dyjuzja skladnikdo pokarmowych R-9
Shiodniki pokarmowe R-9 + spory grzyba
1 Kielkowaaie ( wzrosl grayba
Myhoanlygen + iywa homsrka R-9
l Stymulage wlérnege  metabolizme -9
Filoolehsyna

Ryc. 5. Glowne etapy biologiczne prowadzace do biosyntezy fitoaleksyny (Wg. Cruickshanka, 1966)

Cruickshank i Perrin (1968) donosza, ze udato si¢ im wyizolowa¢ i czgsciowo
scharakteryzowaé¢ tego typu metabolit z grzyba M. fructicola. Zwiazek ten, ktory
ma wlasciwosci indukowania biosyntezy fazeolliny w strakach fasoli zostal nazwany—
monilikolina A. Jest to polipeptyd o ci¢zarze czasteczkowym 8 tysigcy, skladajacy
si¢ z 65 reszt aminokwasow. Zwiazek ten jest aktywny w bardzo malym stgzeniu
i nie jest ani fito- ani fungitoksyczny. Dla tego typu zwigzkoéw — metabolitow
grzyba, Cruickshank (1966) proponuje tymczasowa nazwg-— mykoantygeny.

Na uwage zastuguje fakt, ze monilikolina A, w przeciwienstwie do samego
grzyba lub surowego, bezkomérkowego wyciagu z grzyba, nie indukowata powsta-
wania innych fitoaleksyn, a mianowicie pisatyny w strakach grochu i wicjatyny
w strakach bobu. Widocznie za aktywno$¢ fitoaleksynotworcza grzyba M. fructi-
cola odpowiedzialny jest wigcej niz jeden zwigzek.

Metabolity grzyba, ktore .indukuja tworzenie si¢ fitoaleksyn, nie sg substra-
tami w biosyntezie fitoaleksyn. Wynika to wyraznie z badan van den Ende (1965).
Autor stosujac glukoze z *C, oznakowal spory S. fructicola oraz straki fasoli i stwier-
dzil, ze tylko w przypadku gdy tkanka roslinna byla oznakowana, wytworzona
fitoaleksyna zawierata “C.
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Co do roli enzymow czy metabolitow rosliny-gospodarza, to cytowane wczesniej
w tym artykule badania dotyczace warunkow tlenowych, czy tez dziatania skrajnych
temperatur na biosyntezg fitoaleksyn oraz dane o wplywie narkotykéw na te bio-
syntez¢ (Cruickshank 1963) wskazuja wyraZnie, chociaz posrednio, Zze tworze-
nie fitoaleksyn jest wlasciwe tylko zywym uktadom, i Ze jest to proces o charakterze
enzymatycznym. By¢ moze, ze uczestnicza tu enzymy zawierajace grupy -SH (Perrin
i Cruickshank 1965).

Niestety, brak zupelnie blizszych danych o istocie indukowanej przez grzyba
metabolicznej dysfunkcji w tkankach rosliny, prowadzacej do powstania nowych
torow metabolicznych lub do aktywowania toréw juz istniejacych i do syntezy
normalnie nie wystepujacych, lub wystgpujacych w ilosciach sladowych zwiazkow
typu fitoaleksyn.

Obecnie uczeni poddaja pewnej rewizji klasyczna definicj¢ Miillera, w mysl
ktérej fitoaleksyna jest wytwarzana w wyniku infekcji przez grzyba. Ze wspomnia-
nej definicji wynika, ze roélina zdrowa, niezainfekowana, nie syntetyzuje tego typu
zwiazku. Wedlug nowszych pogladéw, na tworzenie fitoaleksyn nalezatoby spojrze¢
raczej jako na wynik pewnego przesuni¢cia w juz istniejacym mechanizmie bio-
syntetycznym roéliny, niz na tworzenie czego$ zupelnie nowego. Znaczyloby to,
7e dana fitoaleksyna nie jest produktem powstalym de novo, lecz ze infekcja rodliny-
gospodarza indukuje znaczny wzrost szybkosci jej tworzenia (Proc. Intern. Sympo-
sium 1968, Hadwiger 1968).

Blizsze szczegdly biosyntezy poznanych do tej chwili fitoaleksyn nie sa dotad
jasne. Badania izotopowe wskazuja na roéznorodno$¢ biosyntezy zwigzkdéw tego
typu (Uritani 1965, Cruickshank 1966).

Whioski praktyczne wynikajace z badan nad fitoaleksynami

Chociaz badania dotyczace problemu fitoaleksyn sa badaniami teoretycznymi,
poznawczymi, i dotycza reakcji chorobowej rosliny na pasozyta, moga one by¢
takze interesujace dla ochrony roélin pojetej jak najszerzej. Cruickshank (1966)
podaje szereg uwag dotyczacych tego zagadnienia.

Obecnie, selekcja na odporno$é¢ na choroby opiera si¢ na fenotypowej reakcji —
odpowiedzi ro§liny. Badania nad fitoaleksynami moga dostarczy¢ fizjologicznej
podstawy dla selekcji w tej hodowli, co, by¢ moze, pozwoli na wyselekcjonowanie
osobnikOow o wyzszym stopniu odpornosci w obrebie populacji odpornej fenoty-
powo.

Fitoaleksyny sa zwiazkami o wlasciwosciach antybiotycznych w stosunku do
grzybow, a takze w niektorych przypadkach w stosunku do bakterii. Rolnicze czy
farmaceutyczne uzytkowanie zwiazkow chemicznych pokrewnych fitoaleksynom
lub ich analogéw jest catkowicie nie zbadane. Poniewaz udato si¢ juz dokonac
syntezy pisatyny, by¢ moze ze w przyszioéci bedzie mozliwe wytwarzanie ,,na miarg"™
analogdw pisatyny lub innych fitoaleksyn z odpowiednimi podstawnikami, co moze
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byé z punktu widzenia rolniczego i ekonomicznego bardzo atrakcyjne w ochronie
roslin.

Nastepny aspekt jest szczegélnie interesujacy wobec ogélnego kierunku zmierza-
jacego do ograniczenia w przysziosci stosowania toksycznych $rodkéw chemicz-
nych w ochronie roélin. Byé moze, ze zamiast zwigzk6éw chemicznych zapobiegaja-
cych kietkowaniu spor na powierzchni roéliny, bedzie mozna stosowac nietoksyczne
substancje w rodzaju metabolitow grzyba indukujacych biosyntez¢ fitoaleksyn,
ktore dostawszy si¢ do roéliny beda stymulowaly in vivo biosyntez¢ zwigzk6w ochron-
nych typu fitoaleksyn wilasciwych danej roslinie.

Katedra Fizjologii Roslin Wyzszej Szkoly Rolniczej w Poznaniu
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