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Summary

Several chemical activators of resistance were tested to evaluate their efficiency in
restricting development caused by Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea) on
geranium and poinsettia leaves. The used signal pathway inducers of salicylic
acid, such as DL-4-aminobutyric acid (BABA), g-aminobutyric acid (GABA) and
benzothiadiazole (BTH), at the applied rates markedly inhibited the development
of grey mould in the both plant species. The mentioned inducers showed no toxic
or restricting effect on the fungus growth and development under in vitro
conditions. Only methyl jasmonate (Me-JA), a potential activator of independent
signal transduction pathway, at the applied quantities (0.1-1.0 mg-ml™), noticeably
enhanced the disease spot development probably through stimulation of ethylene
synthesis in plant. Me-JA added to medium with B. cinerea showed a strong
antifungal action, whereas ethylene significantly stimulated mycelium growth in
the in vitro cultures.
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WSTEP

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, a wlasciwie jego anamorfa -
Botrytis cinerea Pers., jako sprawca szarej plesni powoduje ogromne straty na roznych
etapach rozwoju roslin. Grzyb atakuje wiele organdw rosliny, niszczac liscie, todygi
i kwiaty. Szczegolnie dotkliwe szkody czyni wéréd roslin ozdobnych, nie oszczedzajac
gatunkow cieszacych sie tak wielka populamoscia wsrdd nabywcow, jak pelargonia
(Uchneat iin., 1999) czy poinsecja (Pritchard iin., 1996). Szybki rozwoj
choroby uzalezniony jest nie tylko od stopnia podatnosci odmian, ale i od
sprzyjajacych warunkow, m.in. od temperatury i wilgotnosci (Sirjusingh
iSutton, 1996) oraz od stezenia inokulum i wieku rosliny (Sirjusingh
i in., 1996). Strategia ochrony roslin przed B. cinerea zaktada wprowadzanie
genetycznej odpornosci wzgledem patogena (Simpson, 1991, Uchneat
i in., 1999), stosowanie fungicydow (M oorman i L e ase, 1992), regulacje
warunkéw zewnetrznych (Hausbeck 1in.,,1996 a, 1996 b) oraz indukowanie
odpowiedzi obronnych (Elad iE vensen, 1995).

Nabyla odporno$¢ systemiczna jest przykladem aktywacji wrodzonych
mechanizméw obronnych. Czynnikami wzmagajacymi jej efektywnos¢ wzgledem
B. cinerea, obok spotykanej w przyrodzie stabej i lokalnej infekcji pierwotnej, moga
by¢ czynniki abiotyczne takie, jak: m.in. wyciag z drozdzy (Re glinski iin,
1995), krétkotrwaty szok cieplny (E1lad i V ol pin, 1991), biopreparaty
(Khramtsov i Shukan ov,2000) oraz skuteczne induktory odpornoéci nabytej
(Chivasa iin., 1997).

W przedstawionej pracy zbadano i poddano dyskusji mozliwos¢ zastosowania
wybranych induktoréw szlakéw kwasow salicylowego i jasmonowego, w podnoszeniu
odpormoéci przez podatne odmiany pelargonii i poinsecji na B. cinerea.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

Doswiadczenia prowadzono na dwoch gatunkach roélin ozdobnych tj. na
pelargonii bluszczolisinej (Pelargonium peltatum L.) - odmiany ‘Shiva’ - podatnej na
Botrytis cinerea oraz poinsecji (Euphorbia pulcherrima Willd) - odmiany 'Malibu
Red’- $rednio podatnej na tego patogena. Rosliny uprawiano w pokoju hodowlanym,
utrzymujac staty temperature 23+ 2°C przy o$wietleniu 120 mmol-m™s” przez
12 godzin dziennie az do momentu, gdy rosliny rozwingty okoto 10 lisci. Roéliny
rosty w doniczkach wypetnionych mieszanka korowo-torfowa i podtozem kwiatowo-
warzywnym wymieszanych w stosunku objeto$ciowym 3:2, nawozono je raz
w tygodniu nawozem wielosktadnikowym Peters Professional (Scotts).
Patogen

Botrytis cinerea Pers. (anamorfa grzyba Botryotinia fuckeliana [de Bary]
Whetezel) - izolat 1072, pozyskany z pelargonii, otrzymano z Banku Patogenéw Roslin
Instytutu Ochrony Roslin w Poznaniu. Grzyba hodowano na pozywce ziemniaczano-
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glukozowej zestalonej agarem z dodatkiem 2 % glukozy, przenoszac go na Swiezg
pozywke przynajmniej raz w miesiacu. Zarodniki konidialne zbierano ezg
z trzytygodniowej kultury grzyba. Otrzymana zawiesing zarodnikow Botrytis cinerea
filtrowano przez sterylne sito, a stgzenie zarodnikéw konidialnych oceniano przy
pomocy komory Biirkera. Do do$wiadczen stosowano stezenie 7.5-10° zawiesiny
zarodnikow konidialnych grzyba sporzadzonej w roztworze 0.1 M glukozy oraz
0.05 M KH,PO,.
Traktowanie induktorami, infekcja i ocena rozwoju choroby

Jako syntetyczne induktory testowano niezaleznie: kwas DL-f-
aminomastowy (BABA) (Sigma) - w stezeniu 2 mg-ml’, kwas g-aminomastowy
(GABA) (Sigma) - w st¢zeniach 1 mg-ml” oraz 2 mg-ml”, benzotiadiazol (BTH)
wyprodukowany w postaci preparatu Bion® (Novartis) - w stgzeniach 0.03 mM,
0.3 mM i 0.5 mM BTH oraz ester metylowy kwasu jasmonowego (Me-JA) (Sigma) -
w stezeniach 0.1 mg-ml', 0.5 mg-ml” oraz 1 mg-ml'. Powyzsze induktory
rozpuszczano w wodzie. Cztery dolne liscie kazdej rosliny opryskano roztworem
induktora w odpowiednim stezeniu lub wodg (liscie kontrolne), a nastgpnie - 4 dni po
indukcji - odcigto liscie pochodzace z tej strefy oraz liscie znajdujace si¢ powyzej,
umieszczajac je na 0.4 % agarze z dodatkiem streptomycyny (0.5 g-1") w plastykowych
kuwetach. Blaszki lisciowe od strony gomej inokulowano punktowo, nanoszac na
kazdy liS¢ pelargonii po trzy krople, a u poinsecji co drugi nerw po szes¢ kropli
zawiesiny zarodnikow Botrytis cinerea o stezeniu 7.5-10° na ml. Nastepnie kuwety
zamykano szklanymi pokrywami i przechowywano je w warunkach wysokiej
wilgotnos$ci wzglednej powietrza w fitotronie. Dziesiatego dnia po inokulacji mierzono
wielko$¢ plam chorobowych (mm?) na lisciach. Analizowano po osiem lisci w trzech
niezaleznych powtdrzeniach, na kazde stezenie induktora.

Efekt dzialania induktora na wzrost i rozwoj Botrytis cinerea in vitro

Do sterylnej pozywki agarowo-ziemniaczanej z dodatkiem glukozy dodano
przez aseptyczny saczek (o $rednicy por 0.2 um) odpowiednia ilo$¢ roztworu danego
induktora w celu otrzymania wiasciwych stezen koncowych. Pozywke kontrolna
sporzadzono bez dodatku induktora. Na kazde stezenie badanego aktywatora
przypadaty po trzy powtorzenia (trzy ptytki Petriego o érednicy 9 ¢cm, zawierajace po
25 ml pozywki). Grzybni¢ Botrytis cinerea wyszczepiano centralnie na pozywce,
a wzrost, rozwoj i zarodnikowanie grzyba obserwowano przez dwa tygodnie. Ste¢zenie
zarodnikéw liczono za pomocg hemocytometru czternastego dnia po naniesieniu
grzybni Botrytis cinerea na pozywke.

Procentowa redukcje rozwoju choroby, okreslang réwniez jako hamowanie,
obliczano ze wzoru (a-b)x100/a, gdzie wartos¢ a oznacza rozwdj choroby w nie
traktowanej kontroli, a wartos¢ b okresla rozwoj choroby po uprzednim potraktowaniu
roélin odpowiednim induktorem.
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WYNIKI

Badanymi induktorami potraktowano trzy liscie dolne poinsecji i pelargonii,
a cztery dni pdzniej odcigte liscie strefy indukcji i liscie znajdujace si¢ powyzej
poddano infekcji, jak to szczegdtowo opisano w metodyce. Analizie podlegal rozwoj
choroby w liSciach obu stref. W roélinach uprzednio traktowanych induktorami szlaku
kwasu salicylowego - BABA, GABA i BTH liczba zainfekowanych lisci oraz
powierzchnia plam byla mniejsza niz w roslinach wstepnie traktowanych woda.
Uzyskane wyniki przedstawione na ryc. 1 a i b, prowadza do nastepujacych
spostrzezen. Efekt hamowania rozwoju szarej pledni zalezny byl od stosowanego
aktywatora odpornosci oraz gatunku roéliny, chociaz ogélne tendencje zmian byty
bardzo podobne, tak dla pelargonii, jak i poinsecji. Na liSciach pelargonii odmiany
‘Shiva’ najbardziej skuteczny okazal sic BABA (2 mg-ml') i BTH zwtaszcza
w stezeniu 0.3 mM (ryc. 1 b), ktére zapewnity ponad 60 % ochrong przed szara
plesnia. Na lisciach poinsecji odmiany "Malibu Red’ stwierdzono ograniczenie rozwoju
choroby srednio o 50-75% w efekcie wstgpnego traktowania roslin wybranymi
induktorami szlaku kwasu salicylowego (BABA i BTH) (ryc. 1 a). We wszystkich
kombinacjach doswiadczalnych nie zaobserwowano istotnych réznic w sposobie
reagowania lici bezposrednio traktowanych wybranym induktorem i lisci
pochodzacych ze strefy powyzej.

1400 *Malibu Red' a)

A
{1 A -liscie traktowane induktorem
B - strefa lisci powyzej traktowania
1200 - A
11

hamowanie / stymulacja (%)
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Ryc. 1. Ochrona poinsecji (‘Malibu Red’) - a) i pelargonii (‘Shiva’) - b) przed szara
plesnia w nastepstwie potraktowania roélin wybranym induktorem.

Fig. 1. Protection of poinsettia (‘Malibu Red’) - a) and pelargonium (‘Shiva’)
- b) against grey mould in consequence of plant treatment with a selected
inducer.

Odmienne wyniki uzyskano dla Me-JA (ryc.l a i b). Zaréwno u pelargonii jak
i poinsecji stwierdzono silna stymulacj¢ rozwoju szarej plesni na lisciach bezposrednio
opryskanych tym zwiazkiem w dawce 0.1-1.0 mg-ml". Pojawiajace si¢ plamy szybko
rozrastaty sig, stad stopier porazenia lisci byt duzo wigkszy niz lisci kontrolnych
traktowanych woda, w obu badanych gatunkach roslin. Jedynie liscie polozone wyzej,
a pochodzace z roslin indukowanych Me-JA, wykazywaty podobne do kontroli lub
stabsze porazenie patogenem.

Wyszczegdlnione zwiazki - BABA, GABA i BTH, ktére jako induktory byty
stosowane na roélinach, w analogicznych dawkach nie dziataly hamujaco na wzrost
grzybni w warunkach in vitro (ryc. 2 A - C). Przeciwnie Me-JA dodany do pozywki
in vitro wykazywat silne wlasciwosci antygrzybowe we wszystkich przygotowanych
stgzeniach (ryc. 2 D).
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Ryc. 2. Wplyw wybranego induktora na wzrost grzybni Botrytis cinerea in vitro
Fig. 2. The effect of selected inducer on the mycelial growth of Botrytis cinerea in vitro

DYSKUSJA

Publikowane doniesienia na temat nabywania odpomosci typu SAR w efekcie
wstgpnego traktowania roslin skutecznymi induktorami dotycza prawie wylacznie
roslin uprawnych, tak jedno- jak i dwulisciennych (K u ¢, 1995). Powszechnie uwaza
sig, ze rodliny wchodzac w faze generatywna, w efekcie zmian hormonalnych zatracaja
nabytg odporno$¢ systemiczna. Zanim jednak roslina zakwitnie, duzo wczesniej moze
by¢ narazona na infekcje patogenicznymi mikroorganizmami, co uzasadnia celowo$¢
podejmowania badan nad uruchamianiem naturalnych mechanizméw obronnych
réwniez wsréd roslin ozdobnych, w ich wczesniejszych fazach rozwoju. Do
pionierskich prac opublikowanych sto lat temu przezR ay (1901)iBeauverie
(1901) nalezy udana préba immunizacji begonii. Wymienieni badacze stosowali
doglebowo lub wprowadzali do roélin droga iniekcji tagodne rasy Botrytis cinerea,
uzyskujac wzrost odpornoéci lisci begonii, po przeprowadzeniu infekcji wiasciwe;j
wysoce wirulentna rasa tego grzyba.

PodwyzZszona temperatura jest jednym z czynnikdw abiotycznych, ktérym
mozna regulowac poziom odpornosci roslin na szarg plesn w uktadzie pelargonia/B.
cinerea (Sirjusing iSutton, 1996) lub poinsecja/B. cinerea (Pritchard
i in., 1996). Patrzac jednak na problem z praktycznego punktu widzenia nalezy
zauwazyc¢, ze w walce z szarg plesnia konkurencyjna metoda wzgledem skutecznych
fungicydéw, czasem niepozadanych dla srodowiska, moga by¢ jedynie syntetyczne
induktory odpornosci systemicznej.

W prezentowanych badaniach wysoka (ponad 50 %) skutecznoscig
w ograniczaniu rozwoju Botrytis cinerea na liciach pelargonii i poinsecji, odznaczaty
si¢ induktory BABA i BTH (znany pod nazwa handlowa preparat Bion). Wymienione
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syntetyczne aktywatory w stosowanych ilosciach nie wywotywaly nekrotycznych plam
na lisciach oraz nie wykazywaly toksycznosci wzgledem patogena rosnacego na
poZywce agarowej in vitro.

Ponad 80 % redukcje choroby, po uprzednim traktowaniu roslin preparatem
Bion, stwierdzili réowniez inni badacze w uktadzie - tytori/TMV, ogérek/Colletotrichum
lagenarium, fasola/Uromyces appendiculatus (S ie g rist iin., 1998) oraz
Arabidopsis/Pseudomonas syringae i Peronospora parasitica (L a w t on i in.,
1996). Nie brakuje réwniez doniesieri przeciwnych z ktérych wynika, ze BTH nie
chroni tytoniu przed Alternaria alternata i Botrytis cinerea (Friedrich 1iin.,
1996).

Kwas DL-B-aminomastowy - jako aktywator, stosowany jest zazwyczaj
w wyzszych stezeniach niz BTH ze wzgledu na jego stabsza translokacje w roélinie
(Siegrist iin, 1998). Wysoka skuteczno$¢ tego induktora stwierdzono m.in.
w ochronie pomidora (Cohen iin., 1994) i papryki (Sun w o o iin., 1996) przed
zarazg oraz tytoniu przed Peronospora tabacina (C o h e n, 1994).

Z niebiatkowych aminokwaséw - kwas y-aminomastowy (GABA),
wykazywat relatywnie nizsza efektywno$¢ w stymulowaniu naturalnych
mechanizméw obronnych, dajac ochrong przed B. cinerea rzgdu 15% u pelargonii
oraz 25% u poinsecji. Zdaniem innych autoréw, lokalne traktowanie papryki
induktorem GABA nie chronito roélin przed Phytophthora infestans (S an w o o
i in.,1996). '

Z uzyskanych przez nas danych wynika, ze kwas jasmonowy stosowany
Jjako ester metylowy JA, nie ograniczat rozwoju szarej plesni na pelargonii i poinsecji.
Wrecz przeciwnie, powodowat znacza stymulacje rozwoju choroby. Szczegélnie
dotyczyto to lisci bezposrednio potraktowanych induktorem, ktére wykazywaty
dynamicznie rozwijajace si¢ plamy szarej pleéni. Prawdopodobnie egzogenny Me-JA
stymulowat w roslinach niezalezny od kwasu salicylowego szlak sygnalny, powiazany
ze wzmozona synteza etylenu (D o n g, 1998). Etylen, jak stwierdzili uprzednio
Elad i Volpin (1988)oraz Ela d (1990), wzmaga podatnos¢ tkanki gospodarza
na B. cinerea, a dodany do pozywki, w przeciwieristwie do inhibitoréw syntezy etylenu
stymulowat zarodnikowanie grzyba in vitro (K ¢ pc z y 1i s k a,1998). Ponadto kwas
jasmonowy w st¢zeniach powyzej 1 mg-ml" wykazuje silne wiasciwosci fitotoksyczne
(Cohen iin.,1993) oraz stwierdzone przez nas w ste¢zeniach nizszych toksyczne
oddziatywanie wzgledem patogena. Cechy te eliminuja Me-JA z grona efektywnych
stymulatoréw odpornosci przydatnych do zwalczania szarej plesni na pelargonii
i poinsecji.

W podsumowaniu potwierdza si¢ skuteczno$¢ dwdch przetestowanych
aktywatoréw tj. BABA i BTH w indukowaniu odpomosci pelargonii i poinsecji na
szarg pledn. Zastosowane stezenia induktorow nie byly toksyczne dla roslin ani
patogena, a wyjasnienie fizjologiczno-biochemicznych przyczyn tego zjawiska
wymaga kontynuacji badan.
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Whplyw syntetycznych induktorow odpornosci nabytej na hamowanie rozwoju
szarej plesni u pelargonii i poinsecji

Streszczenie

Przetestowano kilka chemicznych aktywatoréw odpornosci pod katem oceny
ich skutecznosci w ograniczaniu rozwoju choroby powodowanej przez Botrytis cinerea
na lisciach pelargonii i poinsecji. Induktory szlaku sygnalnego kwasu salicylowego
takie jak: kwas DL-b-aminomastowy (BABA), kwas g-aminomastowy (GABA) oraz
benzotiadiazol (BTH) w zastosowanych dawkach istotnie hamowaty, cho¢ w réznym
stopniu, rozwdj szarej plesni u obu gatunkéw roslin. Wymienione zwiazki nie
wykazywaty toksycznego badz ograniczajacego wptywu na wzrost i rozwéj grzyba
w warunkach in vitro. Jedynie ester metylowy kwasu jasmonowego (Me-JA),
potencjalny aktywator niezaleznego szlaku przekazu sygnatu, w zastosowanych
ilosciach (0.1-1.0 mg-ml ') wyraznie wzmagal rozwéj plam chorobowych,
prawdopodobnie poprzez stymulacje syntezy etylenu w roélinie. Me-JA, dodany do
pozywki z B. cinerea wykazywat silne dziatanie antygrzybowe.
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