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O roli tyrozynazy w odpornoéci burakéw na gnicie
Tyrosinase as a factor of resistance to root rot in the sugar beet

JANUSZ TRZEBINSKI

Na podstawie prac Masona (1955), Webstera (1954)i Beever-
sa (1954) nalezy przypuszcza¢, ze oksydaza fenolowa praktycznie nie
gra zadnej roli w normalnym oddychaniu roslin. Poglad o udziale syste-
mu fenolowego w charakterze oksydazy koncowej w procesie oddychania
reprezentowany przez Boswella (1938), Robinsona (1944), W o-
silaita (1954)1iinnych jest coraz czesciej podwazany. Zagadnienie nie
jest jeszcze ostatecznie rozstrzygniete. Znaczenie natomiast systemu feno-
lowego w obronnych reakcjach rosélin, wysuniete przez Szent-Gyor-
gyi (1931) i potwierdzone podzniej na wielu przykladach nalezy uznac
za bezsporne (Farkas G. I, Kiraly Z. 1958, Fuchs W, A. Kotte
1954, Johnson G., L. Scholl 1952, Rubin B. A, W. A. Akse-
nowa 1957, Voros J. Z. i wsp. 1957).

Mechanizm dzialania tego systemu polega na katalitycznym utlenie-
niu w miejscu zranienia, zawartych w tkance fenoli do chinonéw przez
oksydazy fenolowe. Dzialanie biologiczne chinonéw jest wielostronne.
Dzieki zdolnoséci do reagowania ze zwigzkami zawierajacymi grupy sul-
fohydrylowe sg one inhibitorami niektérych enzyméw. Chinony latwo
utleniajg inne zwigzki i wchodza z nimi w reakcje. Wskutek tych
wtlasnosci mogg one dziata¢ antybiotycznie.

Najczesciej wigc reakcja obronna rosliny, uwarunkowana obecnoscia
systemu fenole-fenolazy sprowadza si¢ do zabicia warstwy tkanek zra-
nionych lub zaatakowanych przez mikroorganizmy i tym samym stwo-
rzenia obronnej bariery, ograniczajacej ognisko zakazenia. Rozwijanie
sie reakeji w kierunku powstawania chinonéw i dalszych produktow
utlenienia mozliwe jest tylko w zranionych komérkach. Odpornosé roélin,
uwarunkowang istnieniem tego lub podobnego systemu okresla sie jako
odpornos$¢ wynikajgca z nadwrazliwosei (Hypersensitivity).

Buraki cukrowe sa rosling, dla ktorej system fenolowo-fenolazowy
jest charakterystyczny. Obecnos$é tyrozynazy i jej substratow jest przy-
czyna ciemnienia miazgi buraka.
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Przy pracach hodowlanych stwierdzono, ze buraki mogag sie réznié
doé¢ znacznie intensywnoscig ciemnienia miazgi (Kolago P. 1955,
Trzebinski J. 1957). Réznice te sg skorelowane z niektérymi cecha-
mi uzytkowymi (zawartoé¢ niepozadanych zwigzkéw azotowych) i zostaly
wykorzystane do praktycznej selekcji.

Przy pracach selekeyjnych stwierdzono réwniez, ze buraki o stabo
ciemniejacej miazdze sg silniej atakowane przez mikroorganizmy, przez
co znacznie gorzej sie przechowuja. Ta obserwacja byla bodzcem do
badan majacych na celu wyjasnienie wspoélzaleznosci cechy intensyw-
nego ciemnienia i cdpornosci na gnicie wywolane przez grzyby.

CZESC DOSWIADCZALNA

Materialem do badan byly buraki cukrowe (odmiany AlJg) rozdzielone
na drodze selekeji pojedynkéw na silnie i slabo ciemniejgce.

Doswiadczenia przeprowadzono wediug nastepujacego schematu:
W pierwszej czesci wykonano analizy biochemiczne burakéw obu typow,
na zawartos¢ zwigzkow o charakterze polifenoli i aktywnosé oksydaz
fenolowych oraz przebadano ich rozmieszczenie w korzeniach. W czesci
drugiej przeprowadzono badania nad zmianami aktywnosci oksydazy
fenolowej przy zranieniu i zakazaniu burakéw. W cze$ci trzeciej prze-
prowadzono doswiadczenia z zakazaniem za pomocg Botrytis cinerea
korzeni burakéw z zahamowang czynnoscig tyrozynazy.

Aktywnosé¢ oksydazy oznaczono technika manometryeczng w aparacie
Warburga. W naczynku gléwnym umieszczono 1 g skrawkow buraka
o Srednicy 7 mm i grubosci 1 mm oraz 1,6 ml buforu fosforanowego
0,15 m wg Michaelisa, o pH 6,81. W studzience — bibutke nasycona
0,1 ml 40°% roztworu KOH. W naczynku bocznym umieszczono 0,5 ml
0,1° roztworu I'tyrozyny.

Pomiary przeprowadzano w temperaturze 25 “C. Mierzono pobieranie
O2 w ciggu 30 minut, nastepnie przelewano roztwor 1'tyrozyny z bocz-
nego naczynia i mierzono pobieranie Oz w czasie nastepnych 30 min.
Aktywno$é tyrozynazy okreslano przez przyrost pobierania tlenu po
dodaniu tyrozyny wyrazony w ul na 30 min.

" Zwiazki fenolowe oznaczano wg metody Folina i Ciocalteau
(Allport N. L., 1946) przystosowujac ja do pracy z materialem roslin-
nym.

Do prob mikrobiologicznych wybrano jako organizm testowy Botrytis
cinerea, grzyb najczesciej znajdowany na gnijacych burakach.
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WYNIKI

Stwierdzono, ze aktywno$é tyrozynazy w burakach o silnie ciemnie-
jacej miazdze byla wyzsza i wahata sie w granicach 30,0—45,0 pl na
30 min — $rednio 40,0 ul, podczas gdy w burakach o miazdze jasnej
wynosila 15,0—25,0 ul, — $rednio 18,2 ul. Badajac aktywnosé tego enzy-
mu w roznych czesciach korzenia stwierdzono, ze jest on zlokalizo-
wany glownie w czeSci zewnetrznej glowki. Duzg aktywnos$¢ wykazuje
tkanka skoérki, najnizsza za$ Srodkowa i dolna czeé¢ korzenia.

Podobnie sg zlokalizowane zwiazki fenolowe. Wyniki analiz przed-
stawiajg sie nastepujaco:

Czes$é¢ korzenia mg fenoll na 100 g $wiezej masy

miazga ,,jasna" miazga ,,ciemna’
Zewnetrzna cze$¢ glowy 2,5 — 5,0 11,0 — 14,0
Skorka i warstwa pod skorkag 25 — 40 75 — 85
Miazga ze S$rodka korzenia 05 — 1,0 05 — 1,0

Roznice zawartosci zwiazkéw fenolowych w obu typach burakéw sg
wiec wyzsze od réznic w aktywnosci tyrozynazy.

We wstepnych doswiadczeniach stwierdzono, ze zwigzki fenolowe
buraka w normalnych stezeniach nie sg toksyczne wobec Botrytis cine-
rea. Dodatek zageszczonego ekstraktu frakeji fenolowej z miazgi buraka
do pozywki agarowej w takiej ilosci, aby stezenie fenoli w pozywce
wyniosto 25 mg®, nie hamowat wzrostu grzyba. To wskazuje, ze przy-
czvn odpornosci nie nalezy doszukiwac¢ sie¢ w toksycznym dzialaniu sa-
mych fenoli, lecz przypuszczaé nalezy, ze uwarunkowana jest ona zdol-
neécig rosdliny do reakeji obronnej.

Dla sprawdzenia tej hipotezy przebadano reakcje zywego korzenia na
zranienie i infekcje.

Korzenie burakow typu ,.ciemnego” i ,jasnego” dzielono (nie rozci-
najac) na polowy wzdluz bruzdy. Jedna czes¢ zeskrobywano nozem zdzie-
rajgc skorke, a druga pozostawiono nie naruszona.

Buraki, przy badaniach reakcji na zranienie, pozostawiano w takim
stanie do nastepnego dnia. Z czeSei zranionej i nie zranionej wyci-
nano korkoborem o érednicy 7 mm koreczki, z ktorych przygotowywano
skrawki o grubosci 1 mm. Proby pobierano z réwnoleglych czesci korze-
nia, a skrawki brano z czeéci korka odpowiadajacej gltebokoscei 0,5—1,0 cm
pod skérka.

Skrawki poddawano badaniom intensywnosci oddychania i aktyw-
nosci polifenolazy.

Przy badaniach reakcji na infekcje, zeskrobana powierzchnia korze-
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nia byla zakazana grzybem Botrytis cinerea. Korzenie przechowywano
w eksykatorze w atmosferze pelnego nasycenia parg wodng w tempera-
turze 20—25 °C przez okres tygodnia.

Do préb uzyto po 36 korzeni ,,jasnych” i ,,ciemnych” w obu doswiad-
czeniach.

Wyniki tych do$wiadczen ilustruja tabele 1 i 2.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala istotnosé zréznicowa-
nia obu typéw burakéw w reakcji na zranienie. Przy poréwnaniu
reakcji oddychania réznica graniczna przy a = 0,05 wynosi 1,8, w aktyw-
nosci polifenolazy 2,7 i wzglednej aktywnosci polifenolazy 5,2.

Wyniki doswiadczenia wskazuja, ze buraki typu ,,ciemnego” reaguja
na zranienie wyraznym wzrostem aktywnosci polifenolazy, a buraki
,,jasne” — obnizeniem. Intensywnos¢ oddychania przy burakach typu
»jasnego” wzrasta, a w burakach ciemnych nieco maleje. Roznice te sa
nieznaczne i niewiele przekraczajg granice bledu.

Wyniki badan nad reakcjag obu typéw burakéw na infekcje plesnia
pokrywaja sie w zasadzie z poprzednimi. Analiza statystyczna wykazala
istotnos¢ zréznicowania reakcji obu typoéw burakéw. Przy poréwnaniu
reakcji w oddychaniu réznica graniczna przy a = 0,05 wynosi 3,7, w ak-
tywnosci polifenolazy w wielkosciach bezwzglednych 3,8 i wielkosciach
wzglednych 5,3.

Buraki ,,ciemne” reagujg znacznym wzrostem aktywnosci polifeno-
lazy, podczas gdy w ,jasnych” aktywno$é ta sie zmniejsza. Roznice
w reakcji obu typéw burakéw sa zdecydowane — liczby wyrazajace je
przekraczaja znacznie blad doswiadczenia. I w tym doswiadczeniu obser-
wuje sie wiekszy przyrost pobierania tlenu przez tkanki sgsiadujgce
z miejscem infekcji w burakach ,,jasnych”.

Przeprowadzono badania nad wplywem wyciagu z Botrytis cinerea
na oddychanie i aktywnosé¢ polifenolazy. W tym celu przeprowadzono
proby oddychania skrawkéw buraka z dodatkiem wyciggu z Botrytis.
Wyciagg otrzymano przez ekstrahowanie acetonem zhomogenizowane]
grzybni, odparowanie acetonu do sucha i rozpuszczenie pozostalosci
w wodzie. Do préb uzyto burakéw nie zranionych. W wyniku tego do-
Swiadczenia stwierdzono, ze dodatek wyciggu wzmaga intensywnosé od-
dychania i hamuje aktywnos$¢ polifenolazy buraka.

Doswiadczenie to wyjasnia fakt znacznego przyrostu oddychania
i spadku aktywnosci polifenolazy w burakach ,,jasnych” po porazeniu
plesnig. Reakcja nieodpornych na gnicie burakéw ,,jasnych”, ubozszych
w fenole i posiadajgcych nizszg aktywnosé¢ polifenolazowa polega prze-
de wszystkim na obnizeniu sie aktywnosci polifenolazy i zwiekszeniu
oddychania. Buraki ,,ciemne” reaguja roéwniez wzrostem oddychania,
lecz znacznie nizszym, natomiast ich aktywnosé polifenolazowa powaznie
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TABELA L
Reakcjs burekéw "ciemnych™ i "jesaych” na zranienie
Bureki "cieamne" Bureki 'jasne"
Intensywnodd sktywnodé tyrozynezy intensywnodé aktywnodé tyrozynazy
oddychenia w liczoach oddychania w liczbach
sbsolutn. . absoluta.
2 ledn. 10 . 3
pl 02/1{;/30m1n AL O/50018: wzgledn. |pl 0,/1g/30min ul 0,/30 aia. wzgledn
28 | e 42,2 31,0 159,0 41,8 14,3 132,9
S8 0 925 44,3 191,7 52,0 21,0 153,4
Srednio 48,8 36,6 175,4 44,3 18,8 142,7
Sis] wd 44,0 30,0 196,1 35,0 17,5 141,1
325 ;935 44,0 188,0 52,0 21,5 1718
Srednio 49,17 34,1 170,2 43,3 22,6 152,7
S | od: -1,8 0.3 1.7 0,0 -2,0 3.2
o
E do: 0,0 3,2 12,2 3.0 -8,0 -18,0
Brednio -1,15 1,8 5,2 1,0 -3,8 -10,0
TABELA 2
Reakcjs burak¢w “ciemnych" 1 'fesnych” na infekcjg plednig
burek: "'ciemne” Bureki "jasoe"
intensywnosd sktywnodé tyrozynezy intensywnodd aktywnodé tyrozynazy
oddychania w liczbech oddychania w liczbach
absolutn, absolutn.
Al 05/1g/30m1n. ul 0,/30n1n. wegledn. | ul 0,/1g/30min pL 3,/30mia. wzgledan,
23 | oa 40,0 2.3 163,9 37,6 10,0 124,2
3% | do: 54,0 50,5 212,2 49,0 21,0 150,0
Srednio 46,0 37,6 182,3 42,6 16,6 138,0
w e8] od: al,} 26,4 155,1 33,1 10,6 132,6
S281 a0 51,0 46,5 205,7 41,0 25,4 165,8
8rednio 45,0 32,8 174,6 57.3 18,7 149,7
8 od: -1,0 157 3.1 1,0 -6,0 a7
S | do: 4,0 12,0 18,2 10,0 0,0 17,0
&
Srednio 1,0 4,8 il 553 2,1 -11,7
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TABELA 3
Wplyw wyciggu z Botrytis cineree ns oddycheanie i sktywnodd tyrozynazy

Oddychanie Aktywnodé tyrozynazy
pl 05/1g/30min.

al 02/50 min. w liczbach wzgl.

Préba kentrolna 42,0 34,0 180,0
Prébe z dodstkiem wyciggu ¢ Botrytis 54,0 16,0 129,6
w % do kontroli 128,6 47,1 1,6

TABELSA 4

Zmiany w intensywnofci oddychsris i aktywnodei tyrozynazy burakdw
"ciemnych™ i "jesnych” w 4, 6 i 8 dniu po zskeieniu

Przyrost oddychanis Przyrost lub spsdek aktywnodci
N — pl 02/ lg / 30 min. tyrozynazy w pl 0,/30 ain.
w dniu
4 6 8 4 6 8
"Ciemne" 4,0 0,0 0,0 24,0 3,0 2,0
"Jasne" 13,0 11,0 10,0 4,0 -2,0 -4,0

wzrasta. Charakterystyczne sg wyniki obserwacji intensywnosci oddy-
chania i1 czynnosci polifenolazy w obu typach burakéw wykonanych
w 4-tym, 6-tym i 8-mym dniu po zakazeniu.

Aktywnosé polifenolazy w okresie rozwijania sie pleéni (3—4 dni po
zakazeniu) w burakach ,ciemnych” silnie wzrosta, a w dniach nastepnych
spadta do normalnego poziomu. Oddychanie wzrosto nieznacznie i szybko
wrécito do normy.

W burakach ,jasnych obserwujemy w poczatku niewielki wzrost,
a potem postepujacy spadek aktywnoéci polifenolazy. Intensywnosé od-
dychania tego typu burakéw w 4-tym dniu po zakazeniu jest znacznie
zwigkszona, a w dniach nastepnych nieco sie obniza. Te réznice w reakcji
na zakazenie sa charakterystyczne dla obu typéw burakéw i wyjasniaja
istote réznej ich odpornosci na zaatakowanie przez mikroorganizmy.

Dla potwierdzenia tych wynikéw przeprowadzono doswiadczenie,



Rola tyrozynazy w odpornoéci burakéw na gnicie 181

w ktéorym przez wprowadzenie do korzenia czynnika chelatujacego Cu,
wyeliminowano polifenolaze 1 obserwowano potem zachowanie sie ko-
rzenia podczas infekcji.

Doswiadczenie przeprowadzono w sposéb nastepujacy: Zdrowe i nie
uszkodzone korzenie burakéw przecinano na polowe wzdluz bruzdy.
Jedng polowe infiltrowano 0,0025 M roztworem dwuetylodwutiokarbami-
nianu sodu (DIECA) w 0,15 M buforze fosforanowym o pH 6,81. Druga
potowe buraka infiltrowano samym roztworem buforowym.

Obie poléwki po obeschnigciu zakazono homogenizatem z micelium
Botrytis cinerea i umieszczono w eksykatorze napelionym w dolnej
czesci wodg. Eksykator byl ustawiony w pomieszczeniu o temp. 25 °C.
Po uplywie 4 dni zaobserwowano roéznice w rozwoju plesni na obu
polowkach, ktére poglebily sie po dalszych kilku dniach. Poléwki zain-
filtrowane za pomocg DIECA byly pokryte plesnig znacznie silniej niz
polowki kontrolne. Charakterystyczny byl obraz wewnetrznego przekroju
obu potowek buraka. Pclowka z inaktywowang tyrozynaza byla mocno
poro¢nieta plesnia, a tkanka gleboko do wnetrza zaatakowana przez jej
tcksyny, co sie objawialo Zélknieciem i szklistym wygladem. W polowce
kontrolnej warstwa zaatakowanej przez plesn tkanki byta ciensza i moc-
no poczerniala, a nadzery zgnilizny bardziej zlokalizowane. Obraz ten
pokrywa si¢ z uzyskanym przy zakazaniu burakéw ,,ciemnych” i ,ja-
snych” z wyzej opisanego dos$wiadczenia nad reakcjg tych typow ko-
rzeni na infakcje pleénia.

DYSKUSJA WYNIKOW

Rola cksydaz fenolowych w procesie ciemnienia zranionych tkanek
roslinnych jest dobrze poznana. Zwigzki fenolowe, bedgce substratem
tyrozynazy buraka, wsrod ktorych zidentyfikowano tyrozyne i dwu-
hydroksyfenyloalaning (Trzebinski 1947) sg jak stwierdzono nie-
toksyczne w stosunku do testowego mikroorganizmu. Poniewaz wiec,
ani znajdujace sie w korzeniu zwiazki fenolowe, ani bedace produktem
ich utlenienia melaniny, nie hamujg rozwoju pasozyta, przyczyn odpor-
nosci burakéw o aktywnym systemie polifenolowym nalezalo sie doszu-
kiwa¢ w zdolnosci tkanek do reakeji obronnej, w ktérej gléwna rola
przypada przejsciowym produktom utlenienia.

Proby przeprowadzone na zywym korzeniu wykazaly, ze egzempla-
rze o aktywniejszym systemie fenolowym — zawierajace wiecej fenoli
i posiadajace wyzszg aktywnos¢ tyrozynazy — reaguja na zranienie
i infekcje wzmozonym utlenianiem zwiazkéw fenolowych. Reakcja nie
jest specyficzna i przebiega identycznie przy zranieniu i zakazeniu,
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a sam mechanizm reakeji jest uruchamiany przez uszkodzenie tkanki.
W wyniku reakcji uszkodzona tkanka zostaje zabita przez tworzace
sie przejsciowo chinony, zranione za$ miejsce pokrywa sie warstwa
martwych komérek. W roslinach o stabszej aktywnosci systemu fenolo-
wego utlenianie fenoli zachodzi wolniej, tworzy si¢ mniej toksycznych
chinonéw i grzyb moze sie latwiej rozwijac.

Stwierdzone zostalo, ze Botrytis cinerea wydziela blizej nie zidenty-
fikowane toksyny, hamujgce czynnos¢ oksydazy fenolowej i aktywujgce
proces oddychania. Zjawisko wydzielania przez grzyby zwigzkéw inakty-
wujacych enzymy i powodujgcych zaklécenia w oddychaniu jest znane
(Bossi 1960, Stoll 1957). Wydzielana przez Fusarium toksyna —
kwas fuzarynowy — posiada zdolnosé rozkojarzania glikolizy i fosfo-
rylacji, co w efekcie prowadzi do zwiekszenia intensywnosci oddychania.
Na podstawie omawianych wynikéw nalezy przypuszczaé, ze w podobny
spos6b dziatajg rowniez toksyny Botrytis. Prawdopodobnie wydzieliny
tego grzyba hamujg aktywno$é tyrozynazy, co réwniez znajduje ana-
logie w kwasie fuzarynowym, ktory blokuje miedz, bedacg czynnym
skladnikiem enzymu.

Wszystkie te obserwacje dowodza, ze odpornosé burakow o intensyw-
nie ciemniejgcej miazdze na gnicie ma charakter odpornosci wynikajacej
z ,,nadwrazliwoéci”. Czynnikiem warunkujgcym te odpornosé jest system
oksydazy fenolowej. Wniosek powyzszy znajduje dodatkowe potwier-
dzenie w doswiadczeniu z zakazaniem korzeni, w ktorych oksydaza
fenolowa zostata wylgczona za pomocg DIECA.

STRESZCZENIE

Przeprowadzono biochemiczne badania nad przyczynami wyzsze]
odpornosci na gnicie burakéw, ktérych miazga — po roztarciu — silnie
ciemnieje. Odpornosé ta wynika ze zdolnosci do szybkiej reakeji obron-
nej, wynikajgcej z ,,nadwrazliwosci” a uwarunkowanej istnieniem aktyw-
nego systemu fenolowo-fenolazowego. Buraki o miazdze intensywnie
ciemniejacej charakteryzujg sie wyzszg aktywnoscig tyrozynazy. Ko-
rzenie takie reaguja na zranienie i infekcje wzmozeniem aktywnosci
tego enzymu, co prowadzi do zatrucia uszkodzonych tkanek produktami
utlenienia fenoli, a tym samym powstania warstwy martwych komoérek
odgraniczajacej zaatakowane miejsce od reszty korzenia. Korzenie

o miazdze ,,jasne]’ — posiadajgce nizszg aktywnosc¢ tyrozynazy i mniej
fenoli — nie wykazuja takiej reakecji i sg latwiej opanowywane przez
grzyby.

W doswiadczeniach z zakazaniem jako organizm testowy stosowano
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Botrytis cinerea, grzyb najczesciej spotykany na gnijacych burakach.
Wyniki dotyczace obronnej roli systemu fenolowego potwierdzono w do-
Swiadezeniu z zakazaniem za pomocg Botrytis korzeni z tyrozynaza za-
hamowang dwuetylodwutiokarbaminianem sodowym.

Zaklad Buraka
i Innych Roslin Korzeniowych
IHAR Bydgoszcz
Kierownik: Prof. dr St. Rosnowski
(Wplyneto: 5.7.1961)

SUMMARY

The causes of higher resistance to root rot of sugar beets with
strongly darkening brei have been examined. It was found, that this
resistance is due to a rapid defensive ,hypersensitivity” reaction owing
to polyphenolase-polyphenol system activity. Beet root with strongly
darkening brei show higher tyrosinase activity. These roots react on
wounding and infection by increased polyphenolase activity; it effects
the poisoning of wounded tissues by the products of phenol oxidation —
thus a barier is created, which separates the infected spot from the rest
of the root. Roots with ,light” pulp, which content less phenol and
lower tyrosinase activity, do not react in this way and are more liable
to fungus invasion.

Botrytis cinerea was used in the experiments as test organism. The
above results were confirmed by comparison the Botrytis infected roots
with inhibited polyphenolase system by means of sodium diethyldithio-
carbamate.
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