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Summary

Soluble carbohydrates, particularly oligosaccharides, can take part in defense
responses preventing and restricting fungal pathogen invasion. Morphological
changes were observed and p-glucosidase activity was studied in yellow
lupin embryo-axes infected and uninfected with F. oxysporum and cultured for 24
to 96 hours under conditions of a varying carbohydrate supply. The first disease
symtoms - necrotic pathological changes were observed 48 hours after the
inoculation. A higher intensity of the disease changes as well as growth restriction
were found in 72- and 96-h embryo axes growing under carbohydrate deficiency.
The activity of d-glucosidase increased during 24 - 96 hours after inoculation.
An especially high increase of the activity was noted in 72- and 96-h embryo axes
cultured under carbohydrate deficiency. We suggest that sugars are involved in
the mechanisms of yellow lupin embryo axis tissues resistance, since they constitute
the source of precursors for the synthesis of antimicrobial factors of plant defense
response.
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WSTEP

W ostatnich dziesigciu latach opublikowano szereg prac wskazujacych, ze
weglowodany, gtownie glukoza i sacharoza, sa nie tylko waznym czynnikiem
odzywczym, ale i sygnatlem metabolicznym kontrolujacym ekspresje wielu genow
zaréwno procesow katabolicznych jak i anabolicznych (Brouquisse iin.,1991;
Couee iin., 1992; Koch, 1996; Y u, 1999; Sme e k e n s, 2000). Nieliczne
jednak sa doniesienia dotyczace udzialu weglowodanéw w reakcjach obronnych
zapobiegajacych lub ograniczajacych inwazje patogenéw. Udzial weglowodandw
w procesach odpornosci na grzyby chorobotwoércze jest w duzej mierze ztozony i stabo
poznany. W indukcji odpomosci na patogeny szczegolne znaczenie przypisuje si¢
oligosacharydom (S h ar o n, 1995). Zaréwno bezposrednie jak i posrednie dowody
wskazuja, ze wysoki poziom weglowodanéw moze ogranicza rozwdj grzybow
chorobotwérczych. Z  bezposrednich dowodéw nalezy wymieni¢ wplyw
weglowodanéw na potencjat osmotyczny komdrek roslinnych (F arr ar, 1989),
a takze fakt, ze patogeny grzybowe do swego optymalnego rozwoju wymagaja
okreslonej wartosci potencjatu wody, gdzie obnizenie potencjatu wody komoérek
gospodarza moze ogranicza¢ rozwoj grzyba (Cook i Popendick, 1978).
Posrednie dowody wskazuja, ze weglowodany moga oddziatywac na ekspresje gendw
odpomosci odpowiedzialnych za synteze peroksydaz i biatek PR (Herbers iin,
1996). :

Celem niniejszej pracy byto poznanie roli weglowodanéw w interakcji
patogen-roslina na przykfadzie infekcji osi zarodkowych tubinu zottego przez
F. oxysporum. PrzeSledzono zmiany morfologiczne, aktywno$¢ p-glikozydazy
i objawy chorobowe infekowanych osi zarodkowych fubinu zoltego rosnacych
w warunkach roznego zaopatrzenia w sacharoze. Infekcje wywolane przez grzyb
F. oxysporum najczgéciej wystepuja w stadium kietkowania nasion, kiedy poziom
weglowodanow ulega znacznym wahaniom, ktére trwaja az do momentu zanim siewka
rozpocznie samodzielng synteze cukrow.

MATERIAL I METODY

Materiatl roslinny

Materiatem wyjsciowym do badai byly nasiona tubinu zoéttego (Lupinus
luteus L. Polo) stanowiace super elitg. Doswiadczenia przeprowadzono na hodowanych
in vitro osiach zarodkowych izolowanych z pgczniejacych nasion, ktére po odcigciu
lidcieni pozbawione swoich rezerw pokarmowych skazane sa na Zrodto wegla
dostarczane w pozywce. Nastepnie tkanki tubinu zottego inokulowane byly przez
F. oxysporum. Zastosowano cztery warianty hodowli: (1) tkanki nieinokulowane
hodowane na pozywce Hellera z 60 mmol-dm” sacharozy, (2) tkanki inokulowane
hodowane na pozywce Hellera z 60 mmol-dm™ sacharozy, (3) tkanki nieinokulowane
hodowane na pozywce bez cukru, (4) tkanki inokulowane hodowane na pozywce bez
cukru. Materiat do analiz pobierano po 24, 48, 72 i1 96 godzinach hodowli.
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Hodowla Fusarium oxysporum i inokulacja

Izolat Fusarium oxysporum f.sp. lupini ( K-1018) otrzymano z Banku
Patogenéw IOR w Poznaniu. Kultury grzyba hodowano na pozywce PDA (potato
dextrose agar, Difco) na swietle w temperaturze 23°C. Z 3 tygodniowej hodowli
kultury grzyba przygotowywano zawiesing zarodnikow o stezeniu 5-10° w 1 ml.
Inokulacje przeprowadzano poprzez naniesienie 10 pl inokulatu na wierzchotek
wzrostu pedu osi zarodkowej.

Ocena zmian chorobowych i pomiary morfometryczne osi zarodkowych

Od momentu pojawienia si¢ na organach inokulowanych pierwszych
nekrotycznych plam chorobowych prowadzono oceng zasiggu wystepujacych zmian
chorobowych. Okreslenie stopnia podatnosci (Grzesiuk 1iin., 1999) prowadzono
wg szeSciostopniowej skali Stakmana i Lewisa, wedlug ktorej 0 = brak objawdw
choroby, 5 = objawy na ponad 50% powierzchni organu. W okresie hodowli
wykonano takze pomiary diugosci badanych osi zarodkowych. Do oceny zmian
chorobowych jak i pomiaréw morfometrycznych brano po 20 osi zarodkowych tubinu.
W oparciu o wystgpowanie i powierzchni¢ nekrotycznych zmian patologicznych
wyznaczono stopien podatnosci.

Ekstrakcja bialka enzymatycznego i oznaczanie aktywnosci p-glikozydazy

Osie zarodkowe tubinu (200 mg) homogenizowano w temp. 4°C z2 ml 0.1 M
buforu fosforanowego pH 7.0 z dodatkiem 0.5% glikolu polietylenowego i 20 mg
PVP. Ekstrakt wirowano przy 15 000 x g przez 15 min w temp. 4°C. Aktywnos¢
B-D-glikozydazy oznaczano spektrofotometrycznie wg Nicholsa iin. (1980).
Mieszaning zawierajaca 0.2 ml ekstraktu i 0.2 ml substratu 3-D- glukopyranozydu
(2mg / 1ml H,0) inkubowano w temp. 30°C przez 1 godzine. Reakcje enzymatyczna
przerywano dodajac 0.6 ml 2 N Na,CO,. Aktywnos$¢ enzymu wyrazano w pmolach
p-nitrofenolu powstatego w ciagu godziny w przeliczeniu na 1 g §wiezej masy.

WYNIKI

Po inokulacji osi zarodkowych tubinu zéttego zawiesing zarodnikow
F. oxysporum f.sp. lupini pierwsze symptomy infekcji, nekrotyczne zmiany
patologiczne zaobserwowano juz po 48 godzinach hodowli. Osie zarodkowe rosnace
na pozywce z sacharoza dopiero po 72 godzinach od momentu inokulacji wykazywaty
pojedyncze plamy nekrotyczne, odpowiadajace 1 - stopniowi podatnosci wedlug
przyjetej skali (tab. 1). Szczegolnie duze nasilenie symptoméw chorobowych
stwierdzono po 72 i 96 godzinach hodowli na materiale inokulowanym rosnacym
w warunkach niedoboru weglowodanéw; liczne plamy nekrotyczne zajmowaty okoto
50% powierzchni. Organy byly wiotkie i pokryte obfita masa §luzu. Réwnolegle do
obserwacji etiologicznych wykonano pomiary morfometryczne osi zarodkowych, ktére
wykazaly ograniczenie wzrostu wskutek infekcji, dotyczy to zaréwno organow
rosnacych na pozywce z sacharoza jak i bez cukru (ryc.1). Z badan enzymatycznych
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Tabela 1
Zmiany chorobowe osi zarodkowych tubinu zottego inokulowanych przez Fusarium oxyspo-
rum f.sp. lupini hodowanych w réznych warunkach troficznych

Table 1
Disease changes of yellow-lupin embryo axes inoculated with Fusarium oxysporum f.sp.
lupini cultured under different trophic conditions

Zmiany nekrotyczne w skali od 0 do 5
Czas hodowli [godz] Necrotic changes in the scale from 0 to 5
Time of culture [h] +S, +S, -s, -s,
24 0 0 0 0
48 0 0 0 1
72 0 1 0 4
96 0 2 0 3

+8n - osie zarodkowe nieinokulowane hodowane na pozywce Hellera z 60 mmol- dm™ sacharozy
+Si - osie zarodkowe inokulowane hodowane na pozywce Hellera z 60 mmol-dm* sacharozy
—Sn - osie zarodkowe nieinokulowane hodowane na pozywce bez sacharozy

—Si - osie zarodkowe inokulowane hodowane na pozywce bez sacharozy

+8n - uninoculated embryo axes cultured on Heller medium with 60 mmol-dm™ sucrose

+Si - inoculated embryo axes cultured on Heller medium with 60 mmol-dm™ sucrose

-Sn - uninoculated embryo axes cultured on a medium without sucrose

-Si - inoculated embryo axes cultured on a medium without sucrose
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Ryc.l. Pomiary dlugosci [mm] osi zarodkowych lubinu zoéltego nieinokulowanych
i inokulowanych przez Fusarium oxysporum hodowanych na pozywce z sacharozg
(+S) i bez sacharozy (-S). Wyniki s $rednia z 10 niezaleznych do$wiadczen, SD < 6%
Fig. 1. Measurements of the length [mm] of yellow lupin embryo axes uninoculated and
inoculated with Fusarium oxysporum, cultured on a medium with sucrose (+S) and
without sucrose (-S). The results are the mean of 10 independent experiments, SD < 6%
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wykonano oznaczenia aktywnosci [-glikozydazy. W osiach zarodkowych
traktowanych zawiesing zarodnikow F. oxysporum zaobserwowano wzrost aktywnosci
tego enzymu w wyniku infekcji w przedziale od 24 do 96 godzin hodowli (ryc.2).
Dwukrotnie wyzsza aktywnos§¢ enzymu w tkankach rosnacych na pozywce bez
sacharozy stwierdzono juz po 48 godzinach od momentu inokulacji w stosunku do
tkanek niecinokulowanych. Szczegélny wzrost aktywnosci ( 7-krotny) obserwowano
w 96 godzinnym materiale infekowanym F. oxysporum hodowanym w warunkach
niedoboru weglowodanow.
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Ryc. 2. Zmiany aktywnosci B-glikozydazy w osiach zarodkowych tubinu zéhego
inokulowanych przez Fusarium oxysporum hodowanych na pozywce z sacharoza (S)
i bez sacharozy (-S). Wyniki sa §rednia z trzech niezaleznych doswiadczen, SD < 4%

Fig. 2. Changes of &-glucosidase in yellow lupin embryo-axes inoculated with Fusarium
oxysporum, cultured on a medium with sucrose (S) and without sucrose (-S). The
results are the mean of three independent experiments, SD < 4%

DYSKUSJA

Wiele patogenow wymaga do swojego wzrostu obecnoéci weglowodanow
rozpuszczalnych. Dostepnym Zrodtem wegla w komorkach gospodarza jest sacharoza,
ktéra uczestniczac w wielu reakcjach fizjologicznych moze odgrywaé wazna role
w procesie infekcji (I s a ac, 1992; H o h 1, 1991). Odkrycia ostatnich lat ujawnity
role poziomu cukru jako wtornego sygnatu uruchamiajacego geny w odpowiedzi na
pierwotne sygnaly srodowiska (J am e s i in., 1993). Niewiele wiadomo na temat
wzajemnego oddziatywania drég transdukcji sygnatu cukrowego z drogami innych
sygnatow. Najnowsze prace dotycza oddzialywania sygnatu cukrowego z sygnatami
Swietlnymi lub hormonalnymi (Davies, 1995, Thomas iin.,, 1995:Dijkwel
iin, 1997;Perata iin, 1997), natomiast nieliczne badania wskazuja na udziat
sygnatow cukrowych w modulacji sygnatow wymienianych pomigdzy patogenem
i zywicielem. Przeprowadzone przez nas badania biochemiczno-fizjologiczne jak
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i obserwacje etiologiczne wskazujg na ochronna role weglowodanéw w procesie
infekcji osi zarodkowych F. oxysporum. Z naszych badan wynika, Ze osie zarodkowe
lubinu zottego hodowane w warunkach dobrego zaopatrzenia w weglowodany
wykazywaty zahamowanie wzrostu jak i pierwsze symptomy choroby - nekrotyczne
zmiany patologiczne dopiero po 72 godzinach od momentu inokulacji F. oxysporum.
Wystepujace symptomy odpowiadaty pierwszemu stopniowi podatnosci przyjetej
przez nas skali (tab. 1). O udziale weglowodanow w reakcjach obronnych
uruchamianych w wyniku infekcji wywotanej patogenami grzybowymi mogg
$wiadczy¢ przedstawione w niniejszej pracy wyniki aktywnosci B-glikozydazy;
enzymu mogacego stuzy¢ jako wskaznik zaawansowania infekcji. W osiach
zarodkowych rosnacych w warunkach dobrego zaopatrzenia w weglowodany wzrost
aktywnosci enzymu stwierdzono dopiero po 72 godzinach od momentu inokulaciji.
Szczegdlnie wysoka aktywnos¢ enzymu, bo az okoto 8- krotnie wyzsza w stosunku
do tkanek nieinokulowanych odnotowano w tkankach inokulowanych hodowanych
na pozywce bez sacharozy. Poinfekcyjny wzrost aktywnosci B-D-glikozydazy
stwierdzono dla wielu gatunkéw roslin, poniewaz enzym ten odgrywa istotng rolg
w oddziatywaniu rosliny ze srodowiskiem uwalniajac aktywne biologicznie aglikony
z ich glikozydowych potaczen Nichols 1in.,1980; Kozt o w sk a, 1993;
Tamas i Fric,1995; Edreva iin, 2000). Istnieja jednak doniesienia, Ze
w warunkach stresu biotycznego moze nastgpowac obniZenie aktywnosci tego enzymu,
jesli czynnikiem infekcyjnym sa wirusy lub bakterie (E d r e v a i in,, 2000).
Obserwowany przez nas 2 - krotny wzrost B-glikozydazy w materiale 72 godzinnym
hodowanym na pozywce z sacharoza moze by¢ zwiazany z tworzeniem barier
obronnych ograniczajacych rozprzestrzenianie patogena jak i z gromadzeniem
metabolitéw antymikrobowych. Zaréwno nasze badania jak i nieliczne doniesienia
literaturowe wskazywatyby na udzial weglowodanow rozpuszczalnych, szczegélnie
sacharozy, w indukcji mechanizméw obronnych. Badania En g s t r 6 m
i Stréomberg (1996) wykazaly, ze po pierwszym dniu od momentu inokulacji
lisci ziemniaka grzybem Phytophtora infestans nastapit spadek zawartosci sacharozy
o okoto 40%, co moze wskazywa¢ na udzial cukru w reakcjach obronnych
ograniczajacych proces infekcji. Wyniki niniejszej pracy jak i wyniki poziomu
wolnych rodnikéw oraz enzyméw antyoksydacyjnych (praca w druku), wskazuja na
istotna rolg sygnatéw cukrowych w modulacji oddziatywania patogen-roélina. Cukry
jako regulatory aktywnosci genéw moga odgrywaé role w mobilizacji aparatu
obronnego rosliny, ale nie nalezy pomija¢ innej nie koniecznie alternatywnej
interpretacji, bowiem weglowodany moga by¢ substratami do syntezy metabolitow
o wiasciwosciach antymikrobowych i barier strukturalnych.
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Rola weglowodanow we wezesnych reakcjach metabolicznych kietkujacych
nasion lubinu porazonych przez Fusarium oxysporum f.sp. lupini

Streszczenie

Weglowodany rozpuszczalne, a szczegdlnie oligosacharydy, moga bra¢ udziat
w reakcjach obronnych zapobiegajacych jak i ograniczajacych inwazje patogenow
grzybowych. Obserwowano zmiany morfologiczne jak i badano aktywnosc
B-glikozydazy w osiach zarodkowych ‘lubinu zéitego inokulowanych
i nieinokulowanych przez F. oxysporum hodowanych w czasie od 24 do 96 godzin
w warunkach roznego zaopatrzenia w sacharoz¢. Pierwsze symptomy chorobowe -
nekrotyczne zmiany patologiczne zaobserwowano po 48 godzinach od momentu
inokulacji F. oxysporum. Wigksze nasilenie zmian chorobowych jak i ograniczenie
wzrostu stwierdzono w 72 i 96 godzinnych osiach zarodkowych rosnacych
w warunkach niedoboru weglowodanéw. Z oznaczen aktywnosci B-glikozydazy
wynika, ze w wyniku infekcji aktywnos¢ tego enzymu wzrastata w czasie 24 do 96
godzin po inokulacji. Szczegdlnie wysoki wzrost aktywnosci enzymu odnotowano
w 72 i 96 godzinnych osiach zarodkowych hodowanych w warunkach niedoboru
weglowodanowego. Przypuszczamy, ze cukry zaangazowane sa w mechanizmy
regulujace odporno$¢ osi zarodkowych tubinu zélttego, poniewaz mogg stanowié
zrodlo prekursorow do syntezy czynnikéw antymikrobowych bioracych udziat
w odpowiedzi obronnej ro§liny.
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