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Powstawanie wolnych rodnikow w rozwoju szarej plesni
na lisciach poinsecji
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Summary

Participation of superoxide anion and hydroxyl radical as well as lipoxygenase
(LOX) activity and chemiluminescence in the development of grey mould on
poinsettia leaves of the cvs.: Coco White - moderately resistant and Malibu Red -
susceptible to Botryotinia fuckeliana (B. cinerea) were investigated. In both
poinsettia cultivars, the level of superoxide anion radical increased with the disease
development. On later dates following inoculation, the content of O, - in the
diseased leaf areas of the susceptible cultivar was 2 - fold larger than in grey
mould symptom areas of the moderately resistant cultivar. The postinfection
generation of a strongly reactive hydroxyl radical was found in the cultivar
susceptible to the pathogen. The level of «- OH in the last hours after inoculation
was 10 fold higher in grey mould spots than in healthy senescing leaves of that
cultivar. The activity of LOX exhibited opposite tendencies of changes in the both
genotypes examined after the infection. In the first hours after inoculation, the
enzyme activity was Low, whereas after 3" day it significantly increased in diseased
leaf areas and in their surroundings. However, in the moderately resistant cultivar
the activity of lipoxygenase thoughout the first 3 days of the disease activity was
relatively high and then decreased. Poinsettia leaves infected with B. cinerea
emitted chemiluminescence. Kinetics and the intensity of ultraweak
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chemiluminescence depended on the cultivars of poinsettia and on the degree of
the disease development. The postinfection increase of chemiluminescence was
particularly visible in the zone surrounding diseased areas in the susceptible
cultivar.

Key words: active oxygen species, ultra weak chemiluminescence, grey mould,
imaging, lipoxygenase, poinsettia

WSTEP

Przemiany wolnych rodnikéw odgrywaja istotna role w interakcji patogen -
roé§lina. Na temat ich udzialu we wczesnych reakcjach obronnych napisano wiele
dobrze udokumentowanych prac przegladowych, m.in.: Sutherl an d (1991),
Mehdy(1994),Low iMerida(1996),Wojtaszek (1997)orazD at iin.
(2000).

Generowanie reaktywnych form tlenu moze by¢ zarowno elementem strategii
ofensywnej patogena, jak i systemu obronnego roéliny. Wolne rodniki uruchamiane
przez ro$liny zwlaszcza we wczesnych odpowiedziach obronnych moga toksycznie
oddziatywa¢ na mikroorganizm patogeniczny (Elad, 1992; Peng i K u ¢, 1992;
Matolepsza i Urban ek, 2000), utrudnia¢ jego wnikanie do tkanki poprzez
inicjowanie uszczelniania Brisson iin, 1994;Brady iFry, 1997) lub
lignifikacje $cian komérkowych (Nicholson, 1992; B o ud e t, 2000), badz
skutecznie aktywizowa¢ dalsze reakcje obronne zaatakowanej rosliny (Apostol
iin, 1989, Hammond-Kosach iJonem, 1996).

Wzmozone wytwarzanie reaktywnych form tlenu w pézniejszych etapach
rozwoju choroby, nie skoordynowane ze skutecznym systemem ich zmiatania, moze
pogiebia¢ zmiany destrukcyjne, co utatwia rozprzestrzenianie si¢ patogena i tym
samym sprzyja rozwojowi choroby (Elad i Evensen, 1995;Tiedemann,
1997).

W prezentowanej pracy zasadniczym przedmiotem zainteresowania bylo
okreslenie udziatu reaktywnych form tlenu, tj.: anionorodnika ponadtlenkowego,
rodnika hydroksylowego, lipoksygenazy, dostarczajacej nadtlenki wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych, w réznych etapach rozwoju szarej plesni na lisciach poinsecji
dwoch genotypow rézniacych si¢ poD a tnoscia na szara plesn powodowana przez
Botryotinia fuckeliana, a wiasciwie jego anamorf¢ Botrytis cinerea. Sledzac
poinfekcyjne zmiany, zaréwno w miejscach znekrotyzowanych, jak i w okolicach tych
miejsc postuzono si¢ bezinwazyjna technika pomiaru chemiluminescenciji, ktorej
poziom emisji miat bezposredni zwiazek z natgzeniem przemian wolnorodnikowych
w tkance roslinne;.
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MATERIAL I METODY

Material roslinny

Doswiadczenia wykonywano na dwadch odmianach wilczomlecza nadobnego
(Euphorbia pulcherrima Willd.), zwanego poinsecja: ‘Coco White’ - §rednio odpornej
i ‘Malibu Red’ - podatnej na szara plesii. Rosliny rosty w pokoju hodowlanym o stalej
temperaturze powietrza 23 + 2°C przy intensywnosci $wiatta 120 mmol- m™s' z 12-
godzinnym fotoperiodem. Analizowano rosliny bedace w fazie wegetatywnej,
a posiadajace okoto 10 lisci. Rosliny rosty w doniczkach wypelionych mieszankg
korowo-torfowg i podlozem kwiatowo-warzywnym wymieszanych w stosunku
objetosciowym 3:2, nawozono je raz w tygodniu nawozem wielosktadnikowym Peters
Professional (Scotts).

Hodowla grzyba

Izolat Botrytis cinerea Pers. (anamorfa grzyba Botryotinia fuckeliana
[de Bary] Whetzel) uzyskany z pelargonii otrzymano z Banku Patogenéw Roslin,
Instytutu Ochrony Roslin w Poznaniu. Hodowano go na zestalonej pozywce
ziemniaczano-agarowej (PDA) z dodatkiem 2% glukozy, sporzadzonej z: 200 g
ziemniakow, 20 g glukozy i 20 g agaru na 1 litr wody, o pH 6,3. Co miesiac grzybnig
przeszczepiano na $wieza pozywke i trzymano w ciemnosci-w temperaturze 23 + 2°C.
Zawiesing zarodnikéw sporzadzano z trzytygodniowej kultury grzyba w roztworze
0,1 M glukozy i 0,05 M KH,PO,. Uzyskana zawiesing zarodnikoéw B. cinerea
filtrowano przez sterylne sito, a steZenie zarodnikéw konidialnych oszacowano stosujac
komore Biirkera. Do do$wiadczen stosowano stezenie 7,5+ 10° zarodnikéw grzyba na
ml 0,1 M glukozy i 0,05 M KH,PO,.

Inokulacja lisci

Odcigete z roélin liscie obu odmian poinsecji przemywano wodg destylowana
i osuszano. Nastepnie blaszki liSciowe umieszczano w kuwetach na zestalonym agarze
(4 g/l) o pH 6,3, z dodatkiem 0,25 g siarczanu streptomycyny. Odcigte liscie
inokulowano punktowo, nanoszac na spodnig stron¢ blaszki liSciowej po 6 kropli
(40 ml) zawiesiny zarodnikéw B. cinerea o stgzeniu 7,5-10° na ml 0,1 M glukozy
10,05 M KH,PO,. Liscie kontrolne traktowano 0,1 M glukoza i 0,05 M KH,PO,.
Liscie potraktowane zawiesing zarodnikow B. cinerea umieszczono w kuwetach
w fitotronie w temperaturze 20 + 2 °C przy wilgotnosci wzglednej powietrza ok. 95%.
Po 24 godzinach miejsca naniesienia kropel na lisciach inokulowanych i kontrolnych
osuszano bibula.

Oznaczanie anionorodnika ponadtlenkowego

Zdolnos¢ lisci poinsecji do wytwarzania rodnikéw ponadtlenkowych badano
in vivo, postugujac si¢ metoda opisang przez D o k e’a (1983). Detekcja O, polegata
na redukcji blekitu nitrotetrazoliowego (NBT). Z zakazonych lisci poinsecji wycinano
korkoborem po 5 krazkéw o srednicy 1 cm ze znekrotyzowanych miejsc lisci oraz po
5 krazkéw z okolic tych plam. Z lisci roslin kontrolnych krazki wycinano w miejscach
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naniesienia kropli glukozy i z okolic tych miejsc. Nastepnie krazki te zanurzono
w mieszaninie inkubacyjnej, zawierajacej 0,05 M bufor fosforanowo-potasowy o pH
7.8: 0,05 % NBT, 0,1 mM EDTA, 10 uM NADPH oraz 10 mM NaN.. Préba
odniesienia zawierata sama mieszanine inkubacyjna bez krazkow. Krazki inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie z mieszaniny inkubacyjnej
pobierano po 2 ml wyciagu i ogrzewano na tazni wodnej o temperaturze 85 °C przez
15 minut. Po natychmiastowym schtodzeniu mierzono absorbancj¢ roztwordw przy
dhugosci fali » = 580 nm. Poziom anionorodnikow ponadtlenkowych wyrazono
przyrostem absorbancji na 5 krazkéw na 1 godzing.

Oznaczanie rodnika hydroksylowego (OH)

Poziom rodnika hydroksylowego oznaczano wedtug metody opisanej przez
Tiedemanna(1997), z pewnymi modyfikacjami. Obecny w probee ‘OH powoduje
degradacje¢ deoksyrybozy, znajdujacej si¢ w mieszaninie inkubacyjnej. Zwiazek
powstajacy w wyniku degradacji deoksyrybozy reaguje z kwasem tiobarbiturowym,
dajac produkt o rézowym zabarwieniu. Metoda ta polega na kolorymetrycznym
pomiarze zawarto$ci tego barwnego produktu. Za pomoca korkoboru wycinano z lisci
poinsecji po 3 krazki o $rednicy 1 cm z plam chorobowych oraz z okolic plam. Krazki
zanurzono w 0,75 ml 1mM deoksyrybozy i inkubowano je w ciemnosci na wytrzasarce
w czasie 1 godziny. Kontrolg stanowita sama mieszanina inkubacyjna bez krazkow.
Nastepnie pobrano 0,5 ml mieszaniny inkubacyjnej z kazdej kombinacji i dodano do
niej 0,5 ml 1 % kwasu tiobarbiturowego w 0,05 M NaOH i 0,5 ml 2,8 % kwasu
trojchlorooctowego i natychmiast wstawiano do wrzacej tazni wodnej na 10 minut.
Potem probki schtadzano w lodzie w czasie 10 minut i mierzono absorbancje przy
A = 540 nm. Wyniki przedstawiono w jednostkach: A, - 3 krazki'- godz.".

Oznaczanie aktywnosci lipoksygenazy (L.OX)

Aktywnos¢ LOX oznaczano metodqg S u r r e y’a (1964) z pewnymi
modyfikacjami. Do oznaczen pobierano krazki o $rednicy 1,5 cm z miejsc objetych
objawami choroby i pierscienie o grubosci radialnej od 1,5 do 2 c¢m z okolic tych
plam w kolejnych godzinach po inokulacji B. cinerea oraz krazki z lisci kontrolnych.
Enzym ekstrahowano w 2 ml 0,1 M buforu fosforanowo-potasowego o pH 7,8.
Do oznaczania LOX pobierano 2,95 ml 0,1 M buforu boranowego o pH 7,6, 25 ml
substratu (zawierajacego 0,1 M bufor boranowy o pH 10, 100 ml Tween 20 oraz
100 m! kwasu linolenowego) i 25 ml ekstraktu. Reakcje przeprowadzano
w temperaturze 25 °C. Préba odniesienia zawierala ekstrakt, do ktérego zamiast
substratu dodano 25 ml buforu fosforanowo-potasowegoe o pH 7.,6. Przyrost
absorbancji mierzono przy diugosci fali 234 nm. Wynik wyrazono w jednostkach
aktywnosci (jednostka = unit). 1 jednostka to przyrost absorbancji o 0,001 na mg
$wiezej masy na minutg. Kazdy pomiar wykonano w trzech powtorzeniach.
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Detekcja chemiluminescencji

Rejestrowanie fotografii i obrazéw chemiluminescencyjnych przeprowadzono za
pomocg kamery CCD ‘Night Ow!l’ Molecular Light Imager LB 981 firmy EG & G
Berthold. Do analizy uzyskanych obrazéw stuzyl program WinLight. Kamera ‘Night
Owl’ jest wyposazona w wolno skanujaca oswietlana od tylu matryce Swiattoczuty
CCD, czula na promieniowanie §wietlne w zakresie 200-1100 nm, o rozdzielczosci
512 x 512 punktéw. Uzyskiwany obraz powstaje przez kumulacje tadunku powstatego
na skutek oddziatlywania fotonéw z materiatem matrycy. Wykorzystywany tu sposob
powstawania obrazu nosi nazwg obrazowania technika zliczania pojedynczych fotonéw
i pozwala rejestrowac emisj¢ o bardzo malym natgZeniu (szczegély metodyczne
Stawinska iin., 1998).

Badano intensywnos$¢ emisji ultrastabego $wiecenia na odcigtych lisciach
poinsecji, odmiany podatnej - “Malibu Red’ i $rednio odpome;j - ‘Coco White’, przez
7 dni rozwoju szarej plesni. W kolejnych dniach po inokulacji, analizowano po trzy
liscie, zakazone w szeSciu miejscach zawiesing zarodnikow B. cinerea. Kontrolg
stanowity liscie zdrowe, poddane procesowi starzenia, na ktére naniesiono
w analogiczny sposdb krople medium bez zawiesiny zarodnikow.

WYNIKI

Poinfekcyjne zmiany w poziomie anionorodnika ponadtlenkowego w lisciach
dwdch analizowanych odmian poinsecji przedstawiono naryc, 1 A i B.
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Ryc. 1. Wplyw szarej plesni na poziom anionorodnika ponadtlenkowego w lisciach poinsecji
odmiany ‘Malibu Red’ (A) - podatnej i ‘Coco White’ (B) - $rednio odpornej na Botrytis
cinerea w kolejnych terminach po inokulacji. Kazda warto$¢ przedstawia $rednia = SD
z trzech powtdrzen. * Znaczace roznice migdzy lisémi kontrolnymi, alis¢mi
inokulowanymi wg wielokrotnego testu Duncana (P = 0,05).

Fig. 1. The effect of grey molud on the level of superoxide anion radical in poinsettia leaves of
the cvs. Malibu Red (A) - susceptible and Coco White (B) - moderately resistant to
Botrytis cinerea on succesive dates following inoculation. Each value represents the
mean = SD of three replicates. * Significant difference between control and inoculated
leaves according to Duncan’s multiple range test (P = 0.05).

Generowanie O,.- w krazkach z lisci pobranych z miejsc objetych objawami
choroby systematycznie wzrastato wraz z rozwojem choroby u ‘Malibu Red’ - podatnej
odmiany poinsecji (ryc. 1 A). W ostatnim dniu rozwoju szarej plesni poziom O,.-
w tych krazkach byt ponad 8-krotnie wyzszy w pordwnaniu do poziomu wyjsciowego
(godzina 0 po inokulacji), a 3-krotnie wyzszy w poréwnaniu do starzejacych sig lisci
kontrolnych. W okolicach plam chorobowych zaobserwowano nieznaczny wzrost O,.-
az do trzeciej doby po inokulacji, nastepnie zawartos¢ anionorodnika ponadtlenkowego
spadata w miarg postepujacej choroby i w ostatnim dniu byla ok. 4-krotnie nizsza niz
w plamach chorobowych. Mimo to poziom O, w okolicach plam w ostatnim
analizowanym dniu rozwoju szarej plesni byt ok. 2 razy wyzszy niz w poczatkowej
godzinie po inokulacji. Istotny wzrost (ponad 3-krotny) zawartosci O,.- nastapit
w miare starzenia si¢ liSci odmiany podatne;.

U érednio odpornej odmiany poinsecji (‘Coco White’) zaobserwowano
w miejscu naniesienia zarodnikow grzyba na lisciach, dwie fazy generowania O,.-
(ryc. 1 B), weczesng (pierwsza doba po inokulacji) o mniejszym natgzeniu oraz faze
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pozna , wzmozonego generowania O,.-. Zawarto$¢ anionorodnika ponadtlenkowego
w ostatnim dniu po inokulacji w pordwnaniu do poczatkowego okresu rozwoju
choroby, byta wyzsza w miejscach plam chorobowych ok. 7-krotnie, a w okolicach
plam - ponad 3,5-krotnie. Ilo$¢ O»- w starzejacych sig lisciach kontrolnych wzrastata
w miare uplywu czasu i w ostatnim analizowanym dniu byta ok. 4-krotnie wyzsza niz
w lisciach $§wiezo Scietych.

Wptyw szarej plesni na poziom rodnika hydroksylowego w liciach obu
genotypdw poinsecji w kolejnych godzinach po inokulacji przedstawiono na ryc. 2 A
i B. Poziom -OH w podatnej odmianie poinsecji wyraZnie wzrastat w lisciach chorych,
w miare uptywu czasu (ryc. 2 A). Maksymalng ilos¢ -OH odnotowano w miejscach
objetych plamami chorobowymi w ostatnim dniu rozwoju szarej plesni, kiedy poziom
rodnika hydroksylowego wzrost 35- krotnie w poréwnaniu do lisci Swiezo
inokulowanych zarodnikami grzyba, a ponad 10-krotnie w poréwnaniu do starzejacych
sig lisci kontrolnych. W okolicach plam poziom -OH byt bardzo niski i podlegat
nieznacznym zmianom w czasie, zaréwno w lisciach kontrolnych, jak i inokulowanych.

Odmiana §rednio odporna w kolejnych terminach po inokulacji wykazywata
ogdlnie niski i wzglednie stabilny poziom wysoce reaktywnego rodnika
hydroksylowego (ryc. 2 B). Jedyny wzrost (3,5-krotny) stwierdzono w 168 godzinie
w miejscach plam chorobowych, co moglo by¢ spowodowane sporadycznym
rozwojem szarej plesni u *‘Coco White’.
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Ryc. 2. Wplyw szarej plesni na poziom rodnika hydroksyL o wego w lisciach poinsecji odmiany
*Malibu Red’ (A) - podatnej i ‘Coco White’ (B) - $rednio odpomej na Botrytis cinerea
w kolejnych terminach po inokulacji. Kazda wartos¢ przedstawia $rednig + SD z trzech
powtdrzen. * Znaczace roznice migdzy lisémi kontrolnymi, a liémi inokulowanymi
wg wielokrotnego testu Duncana (P = 0,05).

Fig. 2. The effect of grey mould on the level of hydroxyl radical in poinsettia leaves of the cvs.;
Malibu Red (A) - susceptible and Coco White (B) - moderately resistant Botrytis cinerea
on successive dates following inoculation. Each value represents the mean + SD of
three replicates. * Significant difference between control and inoculated leaves according
to Duncan's multiple range test (P = 0.05).

Patogen stymulowal aktywno$¢ lipoksygenazy (LOX), chociaz tendencje
zmian w aktywnosci enzymu byly odmienne u obu genotypow, w réznych terminach
po inokulacji (ryc. 3 A i B).

W lisciach podatnej odmiany w poczatkowych godzinach po inokulacji
aktywnosc¢ lipoksygenazy byta relatywnie niska, dopiero po 3. dobie rozwoju choroby
nastapit 2-krotny wzrost aktywnosci enzymu, zaréwno w plamach, jak i w okolicach
plam chorobowych. Jednak nasilajace si¢ zmiany chorobowe wplynely na spadek
aktywnos$ci LOX w plamach, w ostatnim analizowanym terminie po inokulacji. W tym
samym czasie (7. dzien) strefy otaczajace plamy szarej plesni wykazywaly maksimum
stymulacji enzymu ok. 250 % wzrost w poréwnaniu do pozostatych kombinacji
doswiadczalnych. Nie zakazone liscie poddane procesowi starzenia wykazywaty
nieznaczne wahania w aktywnosci lipoksygenazy.
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Ryc. 3. Wplyw szarej plesni na aktywnoé¢ lipoksygenazy w lisciach poinsecji odmiany ‘Malibu
Red’ (A) - podatnej i ‘Coco White’ - (B) - $rednio odpornej na Botrytis cinerea
w kolejnych terminach po inokulacji. Kazda wartos¢ przedstawia $rednia + SD z trzech
powtdrzen.* Znaczace rdznice migdzy lisémi kontrolnymi, a li$émi inokulowanym
wielokrotnego testu Duncana (P = 0,05). Trendy w mmJ%ach plam chorobowych
(——) i takze w ich okolicach ( - ---).

Fig. 3. The effect of grey mould on lipoxygenase activity in poinsettia leaves of the cvs.:
Malibu Red (A) - susceptible and Coco White - (B) - moderately resistant to Botrytis
cinerea on succesive dates [ollowing inoculation. Each value represents the mean = SD
of three replicates. * Significant difference between control and inoculated leaves
according to Duncan’s multiple range test (P = 0.05. Trends in disease spots (——)
and also in their surroundings ( - - - - ).
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U srednio odpornej odmiany poinsecji aktywno$¢ LOX przez pierwsze 3 dni
po inokulacji byfa istotnie wyzsza w poréwnaniu do odmiany podatnej (ryc. 3 B),
zwlaszcza w miejscu naniesienia zarodnikow B. cinerea. W dalszych terminach
aktywno$¢ enzymu wykazywata jednak wyrazng tendencj¢ spadkowa.

Obrazy chemiluminescencji, uzyskane technikg zliczania pojedynczych
fotonéw zamieszczono na ryc. 4 A i B. Analizujac cala biblioteke¢ obrazéow pod
wzgledem zmian natgzenia $wiecacych plam uzyskano informacje o dynamice zmian
metabolizmu w czasie patogenezy w lisciach obu genotypéw. Emisja ultrastabego
$wiecenia byta szczegodlnie widoczna u odmiany podatnej w kolejnych dniach rozwoju
choroby. Na ryc. 4 A zamieszczono obok fotografii obrazy chemiluminescencji
obserwowane w dniu inokulacji (czas 0), oraz w 3. i 6. dobie rozwoju szarej plesni
u tej odmiany. Wzrost chemiluminescencji widoczny byt w postaci §wiecacej otoczki,
ktora obserwowano w tkance okalajacej miejsca naniesienia zarodnikow grzyba.

‘Malibu Red’

Fotografia

Chemiluminescencja

Dni po inokulacji
Days after inoculation
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184| I 'Malibu Red' - plama (spot)
[1 ‘Coco White' - plama {spot)
164| —— 'Malibu Red'

—"Coco White'

-1

Impulsy 's
Counts 's™’

Dni po inokulacji
Days after inoculation

Ryc. 4. Wplyw szarej ple$ni na chemiluminescencje lisci poinsecji odmiany podatnej - *Malibu
Red” w 0, 3 i 6 dniu po inokulacji (A); oraz natgzenie chemiluminescencji zalezne od
odmiany poinsecji (B).

Fig. 4. The effect of grey mould on chemiluminescence of poinsettia leaves of the cv. Malibu
Red - susceptible, on days 0, 3 and 6 after inoculation (A); and intensity of
chemiluminescence depended on the cultivars of poinsettia (B).

Natezenie ultrastabego $wiecenia lisci, mierzone w impulsach na sekunde
(ryc. 4 B) w strefie okreslanej jako ‘plama’, wzrastalo w kolejnych terminach po
inokulacji jedynie w odmianie podatnej. W ciagu 6. dni odnotowano prawie
4-krotny wzrost ultrastabego $wiecenia. W odmianie odpornej w miejscu naniesienia
grzyba (plama), nie obserwowano istotnych zmian w intensywnosci
chemiluminescencji w czasie. Na uwage zastuguje stwierdzony u tej odmiany,
w pierwszej dobie po inokulacji, nieznaczny wzrost §wiecenia rejestrowany z calej
powierzchni blaszki liSciowej (dane nie prezentowane).

DYSKUSJA

Uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja na odmienny udzial przemian
wolnorodnikowych w odpowiedziach metabolicznych dwéch badanych genotypow
poinsecji na zakazenie zarodnikami B. cinerea. W odmianie podatnej poczawszy od
2. doby po inokulacji, w miejscu naniesienia zarodnikéw grzyba stwierdzono znaczna
stymulacje wytwarzania O, -, towarzyszaca rozwojowi choroby. W odmianie odpomne;j
zaobserwowano wczesna faze nieznacznie podwyzszonego poziomu anionorodnika
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ponadtlenkowego i ponowny istotny wzrost stgzenia O,.-, ktoéry nastapit dopiero po
3 dobie w miejscu naniesienia grzyba. Ogolnie jednak stezenie O,.- w lisciach tej
odmiany w czasie patogenezy byto 2-krotnie nizsze niz w odmianie podatne;.

Wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego, zwlaszcza we wczesnej
fazie po inokulacji, stwierdzono w odpowiedzi na infekcje réznymi mikroorganizmami
patogenicznymi (W o jtas z e k, 1997). Podczas rozwoju szarej plesni generowanie
wolnych rodnikéw obserwowano na lisciach fasoli zakazonej przez Botrytis cinerea
i Botrytis fabae (Urb anek iin., 1996) oraz na lisciach pomidora o zréznicowane;j
podatnosci na B. cinerea (Gaje wska iin.,, 1998).

Zazwyczaj autorzy publikowanych prac odnosza wzmozone wydzielanie
reaktywnych form tlenu do odpowiedzi obronnych tkanki gospodarza podczas, gdy
Edlich iin(1989) oraz Tie de m an n (1997) akcentuja udziat wolnych
rodnikow w strategii ofensywnej B. cinerea i wiaza ich metabolizm z patogenicznoscia
grzyba.

Rejestrowana przez wielu badaczy nadprodukcja potencjatu redukcyjnego,
czgsto poparta badaniami cytochemicznymi, lokalizowana jest w strefie
bezposredniego kontaktu patogena z tkanka rosliny gospodarza, czyli w miejscu
zakazenia(Hiickelhoven i Kogel, 1998).

Stwierdzona przez nas, u odmiany podatnej, stymulacj¢ O,-, ktérej
towarzyszylo bardzo silne wydzielanie rodnika ‘OH, réwniez odnotowano tylko
w plamach chorobowych w ostatnich dniach rozwoju szar€j plesni. Drastyczny wzrost
silnie reaktywnego rodnika hydroksylowego skorelowany z postgpujacymi zmianami
nekrotycznymi u tego genotypu jest z pewnoscig odzwierciedleniem zmian
degradacyjnych z udziatem tego wysoce reaktywnego rodnika. Jako silny utleniacz
aktywuje proces peroksydacji lipidow, co ufatwia lipoksygenazie dalsze utlenianie
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w kierunku nadtlenkowych pochodnych.
Na potwierdzenie, w tym samym okresie po inokulacji u odmiany podatnej,
odnotowano silna indukcje aktywnosci LOX, zaréwno w plamach, jak i w tkance
otaczajacej plamy szarej plesni.

Wazrost aktywnosci lipoksygenazy czgsto skorelowany jest z produkcjg
etylenu w porazonej lub zranionej tkance (Ie vinsh, 1992; Ke van iin., 1993).
Botrytis cinerea stymuluje wytwarzanie etylenu w roslinach, a efektywnos¢ tego
procesu jest Scisle zwiazana ze stopniem rozwoju szarej plesni i posrednio odpormnoscia
genotypu roéliny na patogen (Barkai-Golan iin, 1988; Elad, 1988).

U odmiany srednio odpornej poinsecji, wzmozone wytwarzanie O,- po
infekcji nie spowodowato powstania toksycznych rodnikéw hydroksylowych,
a poczatkowy wzrost aktywnosci lipoksygenazy, nie skoordynowany z rozwojem
choroby, wskazywat raczej na stymulacje reakcji obronnych, w tym udziat
antyoksydantéw niz zmiany degradacyjne.

E 1 ad (1992), podkreslajac rolg antyoksydantéw w ograniczaniu symptoméow
choroby, postulowat wykorzystanie zmiataczy wolnych rodnikéw w kontroli rozwoju
szarej plesni na liciach pomidora, fasoli, pieprzu, oberzyny oraz na platkach rézy.

Pomiary chemiluminescencji u obu odmian potwierdzaja powyzsze
spostrzezenia. Rozwojowi szarej pleéni na liSciach podatnej odmiany poinsecji
towarzyszyt systematyczny wzrost ultrastabego $§wiecenia zogniskowany wokét plam
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chorobowych. Emisja nie pochodzita ze strefy komoérek nekrotycznych, na co
wskazywaty wyniki badari cytochemicznych (dane nie publikowane). W odmianie
odpornej rejestrowano nieznaczny wzrost ultrastabego §wiecenia we wczesnym etapie
po inokulacji, a emisja nie pochodzita z miejsc naniesienia grzyba, lecz z calej
powierzchni blaszki lisciowej.

Wykorzystana przez nas analiza fotometryczna obrazow
chemiluminescencyjnych (Stawinska i Stawinski, 1998) w sposéb
bezinwazyjny pozwala §ledzi¢ kinetyke przemian wolnorodnikowych (A bele s
1986), towarzyszacych odpowiedziom obronnym rosliny oraz rejestrowaé obszary
reorganizacji strukturalnej tkanki. Z podjetych badan wynika, ze zarodniki,
przetrwalniki oraz strzepki Botrytis cinerea nie wykazuja emisji ultrastabego swiecenia
(dane nie publikowane).

W literaturze jest niewiele doniesien na temat fotografowania obiektéw, nie
o$wietlonych §wiattem zewngtrznym, po wygasnieciu fotochemiluminescencji
i wykorzystania tych obrazéw do §ledzenia procesdéw obronnych w uktadzie patogen-
roélina. Jedynie Hiram at s u (1998) rejestrowat generowanie ultrastabego $wiecenia
w bulwach patata infekowanego przez Fusarium oxysporum w powiazaniu z obronng
akumulacjg fitoaleksyn.

W podsumowaniu autorzy akcentuja zaangazowanie metabolizmu wolnych
rodnikéw w reakcjach obronnych poinsecji na B. cinerea. Uzyskane dane, ktére
wymagaja dalszej weryfikacji, pozwalaja wstgpnie wnioskowac o zréznicowanym
charakterze przemian wolnorodnikowych u obu odmian poinsecji, skorelowanych
z poziomem odpornosci genotypu na patogena.

Badania byty czeéciowo finansowane z tematu IC- 31-543/2002 DS.
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Powstawanie wolnych rodnikow w rozwoju szarej plesni na lisciach poinsecji

Streszczenie

Badano udzial wolnych rodnikéw (anionorodnika ponadtlenkowego
i hydroksylowego),  aktywnos¢  lipoksygenazy (LOX) oraz  detekcje
chemiluminescencji w rozwoju szarej plesni na lisciach poinsecji, odmiany ‘Coco
White” - §rednio odpornej i ‘Malibu Red’ - podatnej na B. cinerea.

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego wzrastat wraz z rozwojem choroby
u obu odmian poinsecji. W pézniejszych terminach po inokulacji zawartos¢ O,.-
w krazkach z miejsc zasiedlonych przez grzyb u odmiany podatnej byta 2 razy wigksza,
niz w analogicznych krazkach u odmiany $rednio odpormne;j.

Poinfekcyjne generowanie silnie reaktywnego rodnika hydroksylowego
stwierdzono w odmianie podatnej. Poziom rodnika -OH w ostatnich godzinach po
inokulacji byt 10 razy wyzszy w miejscach plam chorobowych, niz w starzejacych si¢
lisciach zdrowych tej odmiany.

Aktywno$¢ lipoksygenazy (LOX), wykazywata przeciwstawne tendencje
zmian w obu analizowanych genotypach po infekcji. U odmiany podatnej
w poczatkowych godzinach po inokulacji aktywno$¢ enzymu byta niska, natomiast
po 3. dobie istotnie wzrastata zarowno w miejscach plam, jak i w okolicach plam.
Natomiast u odmiany odpornej przez pierwsze 3 dni rozwoju choroby aktywno$¢
lipoksygenazy byta relatywnie wysoka, potem malata.

Zakazone przez B. cinerea licie poinsecji byly Zrodiem ultrastabej
chemiluminescencji. Kinetyka i natgzenie ultrastabego swiecenia zalezato od odmiany
poinsecji i stopnia rozwoju choroby. Poinfekcyjny wzrost chemiluminescencji
szczegolnie byt widoczny w strefie otaczajacej plamy chorobowe u odmiany podatnej.
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