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W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie topolg jako drzewem mo-
gacym zaspokoi¢ niektore braki surowcowe w przemysle drzewnym. Za-
licza sie ona do drzeiw szybko rosngcych. Wykazuje wysoka zdolno$¢ asy-
milacyjng, ktora skorelowana jest z duzymi rocznymi przyrostami masy.
Zelawski (1973) podaje, ze intensywno$é fotosyntezy u niektorych
odmian topoli osigga warto$¢ 40 mg CO?2/g suchej masy/godz. Jest td wiel-
ko$¢ poroéwnywalna z wysokoproduktywnymi ro$linami uprawnymi. Dla
sosny na przyktad wynosi ona 3-6 mg COYg suchej masy/godz. (Z e-
lawski 1967).

Uprawa topoli na szeroka skale mogtaby w stosunkowo krétkim czasie

* Praca doktorska wykonana pod kierunkiem prof, dra Mirostawa Toma-
szewskiego w Instytucie Dendrologii PAN w Korniku. Praca byla czeSciowo
finansowana przez Ministerstwo Rolnictwa USA {FG-PO-266).

15*



228 S. PUKACKA

dostarczy¢ duzych ilosci drewna. Pierwsze plantacje topoli pojawity sie
w krajach Europy zachodniej, gdzie zasoby drzewne powaznie zubozaty
na skutek szybkiego rozwoju przemystu. W Polsce uprawa tego gatunku
ma na celu dostarczenie surowca niektorym gateziom przemystu drzew-
nego dla zaoszczedzenia naszych laséw. Hodowla szybko rosngcych topoli
byta zainicjowana przez zesp6t naukowcéw Instytutu Dendrologii w Kér-
niku (Biatobok, 1956; Bugata i Stecki, 1961, Pohl, 1962 i 1964;
Stecki, 1967).

Obecnie pozyskujemy okoto 60 000 m3 drewna topolowego rocznie
(Surminski, 1973). Stuzy ono przede wszystkim jako surowiec dla
przemystu celulozowo-papierniczego, zapalczanego oraz do wyrobu wy-
sokiej jakosci phyt pilSniowych i widrowych. Z drewna topoli ponadto
wyrabia sie réznego rodzaju opakowania, jak skrzynki, beczki, tubianki
itp.

Oprocz tego topole coraz czesciej wprowadza sie do zadrzewienia no-
wych osiedli w miastach. Znoszg dobrze réznego rodzaju zanieczyszczenia
powietrza i moga by¢ sadzone w osrodkach przemystowych. Podnoszg
rowniez piekno krajobrazu wiejskiego.

Uprawa topoli na szerszg skale w plantacjach wymaga dobrej piele-
gnacji gleby oraz doboru odpowiednich odmian, poniewaz w uprawie
zwartej rozprzestrzeniajg sie réznego rodzaju choroby. Jednym z groz-
nych patogenéw topoli jest grzyb Dothichiza populea Sacc. et Br. Wywo-
tuje on chorobe zwang u nas pomorem topoli (Ortos$, 1959). Najsilniej
atakowane sg zrzezy topolowe oraz dwuletnie pedy.

Szczegdtowe badania nad czynnikami sprzyjajacymi rozwojowi tej
choroby w warunkach klimatu polskiego i sposobami jej zwalczania pro-
wadzita Koztowska (1971). Siwecki (1969) natomiast opracowat
metode szybkiego okreslania odpornosci topoli na D. populea przy pomocy
sztucznego zakazania i wyprobowat jg na mieszancach o r6znej odpor-
nosci.

I. ZALOZENIA i CEL PRACY

Zasadniczym celem niniejszej pracy byto wykazanie, jakie mechaniz-
my odporno$ciowe wystepujg w korze topoli przed i po infekcji D. po-
pulea. Chodzito réwniez o to aby zbada¢ jakimi charakterystycznymi
substancjami odznaczajg sie topole odporne na ten patogen i czy istnieje
przyczynowa zalezno$¢ miedzy nimi a odpornoscia.

Praca miata takze stanowi¢ teoretyczne podstawy do opracowania
testbw dla typowania osobnikow odpornych na D. populea, przeznaczo-
nych do uprawy i hodowli.

Poniewaz wiadomo, ze ro$liny nalezace do rodziny Salicaceae, w tym
réwniez topole, charakteryzujg sie obfitoScig wystepowania zwigzkow fe-
nolowych w korze i lisciach, a z kolei o substancjach tych wiadomo, ze
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moga odgrywa¢ powazng role w odpornosci roslin na infekcje mikroorga-
nizmow, te wihasnie zwigzki oraz ich metabolizm starano sie badaé w ni-
niejszej pracy.

Il. UDZIAL ZWIAZKOW FENOLOWYCH W ODPORNOSCI PRZEDINFEKCYJNEJ
TOPOLI NA GRzZYB DOTHICHIZA POPULEA SACC. et BR.

1. NATURALNE SUBSTANCJE FENOLOWE W KORZE TOPOLI

Kora topoli zawiera r6znorodne zwigzki fenolowe. Wystepuja one w
stanie wolnym oraz w postaci potaczen z cukrami, kwasami itp. Szcze-
gotowe badania nad tymi zwigzkami w korze niektdérych odmian topoli
prowadzili gtbwnie Pearl i inni (1962, 1964, 1966a i b, 1967a i b, 1968a
i b) oraz Thieme i Benecke (1970 i 1971).

Pearl i inni (1960) poddali alkalicznej hydrolizie zmielong, suchg
kore nastepujacych gatunkéw topoli: P. tremuloides, P. grandidentata,
P. tacamahaca, P. deltoides, P. trichocarpa, P. heterophylla. Nastepnie
przy pomocy chromatografii bibutowej wykazali, ze we wszystkich bada-
nych gatunkach wystepujg takie zwigzki jak: wanilina, aldehyd syryn-
gowy, aldehyd p-OH benzoesowy oraz kwasy: waniliowy, syryngowy, fe-
rulowy, p-OH benzoesowy, p-OH cynamonowy. Stwierdzili oni duze r6z-
nice w ilosci poszczegolnych zwigzkéw, jakkolwiek suma ich byta podobna
we wszystkich topolach.

Tabela 1

Wystepowanie glukozydéw fenoli w korze niektorych gatunkdw topoli wedtug Pearla i innych
(1962, 1964, 1966a, i b, 1967a i b, 1968a i b)

The occurrence of phenolic glucosides in the bark of some species of poplars according to Pearl
et al. (1962, 1964, 1966a i b, 1967a i b, 1968a i b)

P. grandiden-
tata

Glukozyd

- P. balsamifera  P. trichocarpa
Glucoside ! P

P. tremuloides

Salicyna

(saligenina-glukoza) + + + +
Salirepozyd

(alkohol gentyzynowy-kwas benzoesowy-glukoza) + + + +
Trichokarpina

(kwas gentyzynowy-fenyletanol-glukoza) + +
Trichozyd

(kwas metoksygentyzynowy-fenyletanol-glukoza) + + —_
Trichokarpigenina

(kwas gentyzynowy-kwas benzoesowy-fenyletanol-

glukoza) +
Trichokarpozyd t + - -

(kwas p-kumarowy-saligenina-glukoza)
Tremuloidyna

(kwas benzoesowy-saligenina-glukoza) + +
Populina

(saligenina-kwas benzoesowy-glukoza) - - +
Grandidentatyna

(kwas p-kumarowy-1,2 cykloheksanodiol-glukoza) - - + -
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W dalszych pracach autorzy ci badali wyciagi wodne z kory niekté-
rych gatunkéw topoli i stwierdzili wystepowanie skomplikowanych po-
taczen fenoli z cukrami. Jedne z nich wystepowaty u kilku gatunkéw ale
byty tez charakterystyczne potgczenia tylko dla jednego gatunku topoli.

Podobne badania ale obejmujgce nieco inne gatunki prowadzili Thie-
me i Benecke (1970) i wykryli jeszcze inne potaczenia oraz niektore
takie same jak poprzedni autorzy.

Oto przykiady glukozyddéw, jakie zostaly zidentyfikowane w korze
topoli przez wymienionych badaczy:

Tabela 2

Wystepowanie glukozyddw fenoli w korze niektérych gatunkéw topoli wedtug Thieme i Benec-
ke (1970)
The occurrence of phenolic glucosides in the bark of some poplar species according to Thieme
and Benecke (1970)

Glukozyd P.tremula P. tremu- P. nigra  P. alba P. tricho- P. candi-
Glucoside loides carpa cans
Salicyna + + + + + +
Salikortyna
(kwas salicylowy-saligenina-glukoza) + + + + + +

Tremulacyna
(kwas benzoesowy-kwas salicylowy-saligeni-
na-glukoza)

Salirepozyd

Nigracyna
(kwas  benzoesowy-alkohol gentyzynowy-
glukoza)

Trichokarpina

Grandidentatyna

1-p-kumarylo D-glukoza

+ +
+ +
1

+
+ +
+

+ 1 4+ 1
+ 1 4+ 1

++ 11
++ 11
1
T+

Jak wida¢ z zamieszczonych przyktadow mozliwosci potaczen zwigz-
kéw fenolowych z glukozg sg réznorodne. Ten sam fenol moze wystepo-
wac¢ w kilku glukozydach, na przykiad saligenina wchodzi w skiad sali-
cyny, salikortyny i tremulacyny. Thieme i Benecke (1971) wyka-
zali, ze zawarto$¢ poszczegdlnych glukozydéw w korze topoli zmienia sie
sezonowo. Tworzenie sie tych potaczen jest jedng z form gromadzenia
przez rosling zapasow, ktore w odpowiednim momencie sg uruchamiane.

2. ROLA ZWIAZKOW FENOLOWYCH W ODPORNOSCI ROSLIN

Zwigzkami fenolowymi jako czynnikami grzybobojczymi interesowano
sie juz w pierwszych dziesigtkach naszego stulecia (Newton i Ander-
son 1929, Walker 1923). Na substancje te zwrocono uwage przy ba-
daniach mechanizméw obronnych w roslinach w walce z pasozytami, po-
niewaz charakteryzujg sie duzg toksycznoscig dla mikroorganizméw w
stosunkowo niskich stezeniach. Badania nad wyjasnieniem znaczenia fe-
noli w walce ro$liny z pasozytem prowadzono w trzech aspektach.
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W pierwszym z nich zmierzano do znalezienia zalezno$ci miedzy suma
zwigzkow fenolowych w komorkach zywiciela a jego odpornoscia, lub do
wykrycia specyficznej substancji, ktérej obecnos¢ w roslinie nie pozwala
na rozwoj patogenu. Bytoby to réwnoznaczne z udziatem substancji feno-
lowych w tzw. odpornosci przedinfekcyjnej. W niektérych przypadkach
udato sie takie zaleznosci wykaza¢. Na przyktad Newton i Ander-
son (1929) stwierdzili, ze u odmian pszenicy odpornych na Puccinia gra-
minis zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych jest wyzsza niz u odmian wrazli-
wych. Podobnie Johnson i Shall (1957) wykazali, ze ilos¢ kwasu
chlorogenowego w bulwach ziemniaka odpornego na Streptomyces scabies
jest wyzsza niz u odmiany wrazliwej. Walker (1923) zaobserwowat
zalezno$¢ miedzy odpornoscig cebuli na Colletotrichum circinans a obec-
noscig w komérkach katecholu i kwasu protokatechusowego. Ponadto wy-
kazat hamujacy wptyw tych zwigzkéw na rozwdj patogenu. Hubbes
(1969) natomiast uwaza, ze kwas benzoesowy i salicylowy sg odpowiedzial-
ne za zahamowanie rozwoju Hypoxylon pruinatum w korze niektérych
odmian topoli. Butin (1964) oraz Loeschcke (1964) twierdza, ze
wystepujacy w korze topoli balsamicznych glukozyd zwany trichokarping,
jest toksyczny dla niektérych pasozytow, miedzy innymi dla D. populea.

Drugi aspekt badan dotyczy zmian stezenia zwigzkéw fenolowych w
komorkach zywiciela po infekcji oraz ich wplywu na odpornos$¢. Poin-
fekcyjne zmiany w zawartosci substancji fenolowych stwierdzono u wielu
roslin. | tak Lee i Le Tourneau (1958) wykazali wzrost zawartosci
kwasu chlorogenowego w ziemniaku zakazonym Verticillium albo-atrum.
Hani ecka (1970) stwierdzita, ze w porazonych przez Phytophthora in-
festans bulwach ziemniakéw odpornych wzrasta zawarto$¢ kwasu chlo-
rogenowego i wolnych fenoli, natomiast w bulwach wrazliwych nastepo-
wat spadek ilosci tych substancji. Brown i Swinburne (1971) wyka-
zali, ze w owocach jabtoni odpornych na Nectria galligena wzrasta zawar -
tos¢ kwasu benzoesowego w przypadku porazenia tym patogenem.

Z przytoczonych danych wynika, ze poziom zwigzkéw fenolowych
i ich budowa mogg mie¢ wptyw na rdznego rodzaju pasozyty roslinne.
Réwnoczesnie jednak niektore badania wykazaty brak korelacji miedzy
iloscig fenoli a odpornoscig. Na przyktad Fehrman i Dimond (1967)
stwierdzili brak zaleznosci miedzy zawartoscig kwasu chlorogenowego w
niektérych organach ziemniaka a ich odpornoscig na infekcje Phytoph-
thora infestans. Wykazali oni réwniez niewielki wptyw tego zwigzku na
rozwdj patogenu.

Inny wreszcie aspekt badan zapoczatkowat Muller zwracajgc uwa-
ge na substancje, ktére pojawiajg sie w komorkach zywiciela po infekcji
i wywierajg hamujacy wptyw na rozwoj patogenu. Zostaty one nazwane
fitoaleksynami. Dotychczas poznano strukture niektérych fitoalek-
syn i okazato sie, ze wiekszo$¢ z nich ma réwniez charakter fenoli, na
przyktad pizatyna, fazeolina, orchinol.
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Zwigzki fenolowe sg bardzo rozpowszechnione w S$wiecie roslinnym.
Sa one rozpuszczalne w wodzie i w réznych stezeniach znajdujg sie w
wakuolach. Po naruszeniu kompartmentacji komorki przez patogen fenole
zostajg wprowadzone do cytoplazmy i wtedy majg z nim bezposredni
kontakt. Pod wptywem enzymoéw i samorzutnie mogg by¢ utleniane po-
przez chemiczne reaktywne rodniki do chinonéw. Produkty utlenienia
fenoli sg bardziej toksyczne dla mikroorganizméw niz formy wyjsciowe
(Farkas i Kiraly 1962). Dalsze utlenienie i polimeryzacja substancji
fenolowych prowadzi do utworzenia melanin, ktére wywotujg brunatnie-
nie tkanek i stanowig bariere w rozprzestrzenianiu dalszej infekcji.

3. MATERIALY | METODY

A. Patogen i gospodarz

W badaniach uzywano grzybni czystej kultury Dothichiza populea,
Sacc. et Br. wyizolowanej przez C. Koztowska. Przez caly okres pro-
wadzenia badan grzybnie przeszczepiano co trzy miesigce na skosy
z brzeczkowym podtozem odzywczym i przechowywano w chtodzie. Do
wszystkich inokulacji uzywano kragzkéw (O 5 mm) wycinanych z dzie-
sieciodniowych hodowli grzybni na podtozu odzywczym.

Badania prowadzono na nastepujacych gatunkach i mieszancach topoli,
ktore Siwe c ki (1969) scharakteryzowat pod wzgledem odpornosci na
D. populea.

Tabela 3
Gatunki i mieszance topoli, na ktorych prowadzono do$wiadczenia
Species and hybrids of poplars used in the experiments
Gatunek, mieszaniec Sekcja Charakterystyka odpornosci
Species, hybrid Section Characteristic of resistance
maximowiczii Tacamahaca odporna (resistant)
nigra *falica Aigeiros wrazliwa (susceptible)
laurifolia Tacamahaca odporna (resistant)
PK-136 (3) (nigra ft X laurifolia) Aigeiros X $rednio odporna (medium resistant)
Tacamahaca
PK- 137 (9) (nigra t. X nigra) Aigeiros wrazliwa (susceptible)
PK-124 (24) (maximowiczii x nigra) Aigeiros X $rednio odporna (medium resistant)
Tacamahaca
PK-127 (15) (maximowiczii X laurifolia) Tacamahaca odporna (resistant)
B. Podtoza

a) Brzeczkowe

brzeczka — 250 ml,
H20 — 750 ml,
agar — 15 ¢

Sterylizowano w 0,75 atm. przez 20 minut.
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b) Syntetyczne state lub ptynne

glukoza — 10 g, CaCl? — 50 mg,
maltoza — 20 g, MnSO!4 — 50 mg,
KH2PO4 — 05 g, tiamina — 1000 ng,
MgSOi — 05 g, biotyna — 50 ng,
L-asparagina — 05 g, agar — 150 g,
myo-inozytol — 0,04 g, H20 — 1000,0 ml.
ZnSO4 — 0,25 mg, pH = 56

Fe(NO3)3 — 10,0 mg,

Sterylizowano w 0,75 atm. przez 20 minut.

W niektérych doswiadczeniach stosowano podioze ubozsze, wtedy zmniejszono
dziesieciokrotnie ilos¢ cukrow lub podtoze wytacznie mineralne i wtedy cukry
w ogole odrzucono a zamiast L-asparaginy wprowadzono 0,5 g NHINO3,

C. Przygotowanie wyciggu alkoholowego z kory topoli

Na wiosne z jednorocznych pedéw pobrano pewng ilo$¢ kory, pocieto na drobne
odcinki i odwazono odpowiednie probki. Zalano 80% etanolem i podgrzewano na
tazni wodnej do wrzenia. Do etanolu przechodzg wtedy wszystkie niskoczagsteczkowe
zwigzki fenolowe. Dla lepszego wyeluowania ich, kore rozdrobniono w homogeniza-
torze UNIPAN typ 302. Po trzykrotnej ekstrakcji etanolem substancje fenolowe byty
praktycznie usuniete z kory. Etanol odparowano w wyparce prozniowej, pozostatos¢
podejmowano znang objetoscig wody i probki tego roztworu pobierano do dos$wiad-
czen. Ten roztwoér réwniez zakwaszano do pH = 3 i ekstrahowano trzykrotnie ete-
rem przez wytrzgsanie. Po odparowaniu eteru pozostato$¢ rozpuszczono w znanej
objetosci wody. W ten sposéb otrzymano frakcje eterowg wyciggu alkoholowego
z kory topoli, ktérg uzyto do doswiadczen.

D. Wzrost Dothichiza populea w obecnosci wyciaggéw z kory topoli

Odpowiednig ilo$¢ wyciggdw przeliczong na $wiezg mase kory poda-
wano do 100 ml podtoza statego brzeczkowego lub mineralnego, na przy-
ktad 1% podtoze oznacza, ze w 100 ml pozywki znajduje sie wyciag z 1 g
Swiezej kory. Po sterylizacji pozywke rozlano na szalki Petriego. Na
srodku ptytki umieszczono krazek grzybni (O 5 mm) Dothichiza populea.
Kontrole stanowito podtoze bez wyciggéw z kory. Po dwoch dobach inku-
bacji w temperaturze 25°C mierzono przyrost $rednicy grzybni. Pomia-
réw dokonywano codziennie o jednakowej porze. Ze S$redniej wartosci
Srednicy grzybni obliczono powierzchnie jakg ona zajmuje.

E. Wzrost grzybni Dothichiza populea w obecnosci
czystych zwigzkéw fenolowych

Do doswiadczen uzyto czystych preparatow handlowych niektérych
zwigzkoéw fenolowych. Substancje te podawano do podtoza statego brzecz-
kowego w takich ilosciach, ze ich koncowe stezenie wynosito: 10~4M,
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10~3M, 10~2M. Nastepnie wyszczepiono krazek grzybni Dothichiza i inku-
bowano w temp. 25°C. Po 48 godz. dokonano pierwszych pomiarow $red-
nicy grzybni. Kontrole stanowit wzrost grzybni na czystym podiozu
brzeczkowym.

F. Wplyw katecholu oraz pochodnych kwasu benzoesowego
na wzrost Dothichiza populea

Do butli Roux rozlano po 10 ml ptynnego podtoza ubozszego w cukry
i wysterylizowano. Nastepnie sterylnie wprowadzono zwigzki fenolowe
w stezeniu koncowym 10~4M, 3,5X10_4M, i 10_3M. Do kazdej butli wpro-
wadzono jednakowe inokulum grzybni Dothichiza populea. Inkubowano
w 25°C przez dwa tygodnie. Po tym czasie grzybnie oddzielono od pod-
toza i dokonano pomiaru suchej masy. W filtracie badano produkty me-
tabolizmu fenoli, zakwaszajgc go do pH-2 i ekstrahujac eterem. Po odpa-
rowaniu eteru pozostatos¢ rozpuszczono w niewielkiej ilosci etanolu i ana-
lizowano za pomocg chromatografii bibutowej dwukierunkowej i cienko-
warstwowej na zelu GF-254.

Uzywano nastepujacych solwentow:

butanol : kwas octowy : woda (4:1:2) (bibutowa),

kwas octowy 3% (bibutowa),

benzen : kwas octowy : woda (1:1:1) (bibutowa i cienkowarstwowa.},

chloroform : kwas octowy (95 : 5) (cienkowarstwowa).

W celu identyfikacji chromatogramy ogladano w Swietle UV 254 i
356 nm bezposrednio po rozwinigciu i nastepnie po spryskaniu 3% Na
z CO3 i IN NaOH. Dodatkowo spryskiwano je odczynnikiem sulfanilowym
i 2,4-dwunitrofenylhydrazyna.

G. Wplyw pH na toksycznos$¢ kwasu salicylowego

Do ptynnego podtoza ubozszego w cukry dodano kwasu salicylowego
w koricowym stezeniu 10 3M i 3,5X10_4M i rozlano do 11 butli Roux.
W kazdym powtérzeniu ustalono rézne pH w zakresie 3 -5,2. Podobne
pH ustalono w pozywce bez fenolu. Po sterylizacji wyszczepiono jedna-
kowe inokulum grzyba. Inkubowano dwa tygodnie w 25°C. Po tym czasie
grzybnie oddzielono od filtratu, wysuszono w 90°C i oznaczono suchg
mase.

Dla uzupetnienia wykonano dodatkowy eksperyment. Grzybnie Dothi-
chiza populea wyhodowang na podtozu syntetycznym, oddzielono od fil-
tratu i nastepnie zwazono kilka jednogramowych probek. Probi te umiesz-
czono w roztworze 10 3M kwasu salicylowego o pH 3 i 5 i inkubowano
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51 20 godzin. Po tym czasie grzybnie odsgczono. Nastepnie za pomocg
spektrofotometru wykre$lono widmo adsorpcyjne kwasu salicylowego w
przesaczu i w roztworze wyjsciowym.

H. Oznaczenie zawartosci fenoli w korze

Zwigzki fenolowe oznaczono w wyciagach etanolowych z kory topoli
po odparowaniu etanolu, wedtug metody podanej przez Swain a, Hil-
lis a (1959). W metodzie tej stosowano odczynnik Folin-Ciocalteu (BDH).
Pomiaroéw ekstynkcji dokonano na spektrokolorymetrze ,Specol” przy
dtugosci fali A = 725 nm. Sume fenoli oznaczono po hydrolizie wyciggow
z kory w IN HC1 w temperaturze 90°C przez 20 minut. Zawarto$¢ fenoli
zwigzanych obliczono z rdznicy sumy fenoli i fenoli wolnych.

4. WYNIKI

Wptyw wyciagéw alkoholowych z kory topoli na wzrost grzybni Dothi-
chiza populea przedstawiono w tabeli 4.

Dodanie wyciggébw z kory topoli do podtoza statego brzeczkowego
wplywa hamujgco na wzrost grzybni. Najbardziej fungistatyczny jest
skfad wyciggu z mieszanca PK-127 a najmniej z PK-137.

Tabela 4

Wzrost Dothichiza populea w obecnosci wyciaggéw alkoholowych z kory topoli. (Wzrost wyra-
zono w cm?2 powierzchni jakg zajmuje grzybnia na poszczegdlnych wyciggach)

The growth of Dothichiza populea in the presence of alcoholic extracts from poplar bark. (The
growth has been exprressed in cm2 of area occupied by the mycelium developing on various

extracts)
Stezenie wyciaggu z kory
Gatunek, mieszaniec Concentration of extracts
species, nyoria 0% 1% 206 39 1%
maximowiczii 34 17 15 1,1
migra ‘Malica 53 25 12 11
laurifolia 4.8 2,0 1,7 13
PK-136
nigra ‘it. X laurifolia 45 2,8 1,7 1,4
PK-137
nigra ‘ft. xnigra 4,6 31 2,1 1,0
PK-124
maximowiczii X nigra 41 31 2,1 2,1
PK-127
maximowiczii x laurifolia 2,8 0,7 0,0 0,0
Kontrola bez wyciagu
Control without extract 18,0

Réwniez frakcja eterowa wyciagu z PK-127.bardziej hamuje wzrost pa-
togenu niz podobna frakcja z kory PK-137 (rye. 1 - 3).
Podtoze brzeczkowe jest optymalne dla wzrostu Dothichiza populea
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PK-137 PK-127
P. nigra 'ltalica’ X P. nigra P. maximowiczii X P. lauri-

K

Ryc. 1-3. Wzrost Dothichiza populea na podtozu odzywczym w obecnosci wyciagow
eterowych z kory topoli

Pierscienie wokét grzybni wskazuja na utlenienie polifenoli do ciemno zabarwionych pro-

duktéw, ktére wyraznie hamuja wzrost grzybni. W kontroli biata grzybnia nie kontrastuje
z ttlem i zarasta catg plytke

Fig. 1-3. The growth of Dothichiza populea on nutrient medium in the presence

of ether extracts from the bark of poplars
The rings around the mycelium are caused by the oxidation of polyphenols into dark staining
products, which distinctly inhibit the growth of the mycelium. Un the control the white
mycelium does not contrast with the background and overgrows the whole Petri dish
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Tabela 5

Wzrost Dothichiza populea na pozywce mineralnej w obecnosci wyciagéw etanolowych z kory
topoli. (Wzrost wyrazono w cm? powierzchni grzybni)

The growth of Dothichiza populea on a mineral medium in the presence ethanolic extracts from

poplar bark. (Growth expressed in cm?2 of the area occupied by the mycelium)

Stezenie wyciagéw z kory

Mieszaniec Concentration of extracts
Hybrid
0% 1% 2% 3% 4%
PK-137 51 44 33 43
PK-127 2,7 1,0 0,0 0,0
Kontrola bez wyciagu
Control without extract 3,2

i moze ono nieco zmienia¢ oraz fagodzi¢ fungistatyczne dziatanie wycia-
géw. Dlatego w nastepnym doswiadczeniu uzyto podtoza mineralnego
oraz wyciagi alkoholowe z kory najbardziej roznigcych sie mieszancow
PK-127 i PK-137. Wyniki przedstawia tabela 5.

Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze na podtozu mineralnym
zaznacza sie wyrazniej hamujgcy wpltyw wyciggébw z kory mieszanca
PK-127 na wzrost patogenu oraz, ze skiladniki ekstraktu z kory PK-137
poprawiajg wzrost grzybni.

Ogolnie rzecz biorac mozna stwierdzi¢, ze w korze mieszarca PK-127 znaj-
duje sie zwigzek lub grupa zwigzkéw, ktére moga hamowaé rozwoj
Dothichiza populea.

Wplyw czystych zwigzkéw fenolowych na wzrost Dothichiza populea
przedstawiono w tabeli 6. Zaskakujgce jest to, ze kwas chlorogenowy,
tak czesto badany jako czynnik spetniajacy pewng role w odpornosci
roslin na infekcje grzybowe Lee i Le Tourneau (1958), Johnson
i Shaal (1957), w tym przypadku nie jest toksyczny dla patogenu. Nie
sg tez toksyczne glukozydy jak salicyna i rutyna oraz takie fenole jak
D-katechina i kwercetyna. Niektére substancje natomiast w najnizszym
stezeniu stymulujg wzrost grzybni a w najwyzszym hamujg go catkowi-
cie. Tak zachowuje sie kwas cynamonowy i jego pochodne. Katechol,
kwas benzoesowy oraz ich pochodne wydajg sie by¢ toksyczne dla pato-
genu i dlatego w nastepnym eksperymencie badano ich wpltyw na wzrost
D. populea w podtozu ptynnym. Wyniki przedstawiono w tabeli 7.

Sposrod  przetestowanych fenoli kwas salicylowy, salicylan metylu
i kwas gentyzynowy hamujg wzrost grzybni w stezeniu 10_3M. W naj-
nizszym stezeniu natomiast wszystkie fenole wptywajg dodatnio na wzrost.

W tabeli 7 widoczna jest rowniez zmiana pH $rodowiska w czasie roz-
woju grzybni. Nie we wszystkich przypadkach jest ona zwigzana z tok-
sycznoscig zwigzku. Zbadano jednak, czy sg rdznice w toksycznosci kwasu
salicylowego w zaleznosci od pH $rodowiska. Wyniki przedstawiono na
rycinie 4. Jak wynika z wykresu takie roznice wyraZznie wystgpity.
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T abela 6

Wzrost Dothichiza populea na podtozu brzeczkowym w obecnosci zwigzkéw fenolowych, wyra-
zony w procentach $rednicy grzybni w stosunku do kontroli

The growth of Dothichizapopulea on a brewer’s worth medium in the presence of phenolic com-

pounds, expressed as the percentage of the mycelium relative to the control.

Stezenie w podtozu

Fenole Molar concentration Barwa podtoza
Phenols KO- 10"3 M 10" M Appearance of the medium

1 2 3 4 5
Kwas chlorogenowy 89 88 50 lekko brazowa
Chlorogenic acid f. brown
Rutyna 128 132 94 lekko brazowa
Rutin f. brown
Kwercetyna 116 114 98 brazowa
Quercetin brown
D-katechina 94 90 76 pomarafczowo-brazowa
D-Catechin orange-brown
Salicyna n3 115 104 bez zmian
Salicin white
Saligenina 89 89 32 brazowa
Saligenin brown
Salicylan metylu 90 84 0 bez zmian
Methyl salicilate white
Kwas salicylowy 120 104 0 bez zmian
Salicilic acid white
Katechol 93 74 0 ciemno-bragzowa
Catechol dk. brown
Kwas benzoesowy 95 74 0 bez zmian
Benzoic acid white
Kwas 4—OH benzoesowy 104 108 0 lekko zotta
4—Hydroxybenzoic acid f. yellow
Kwas protokatechusowy 102 105 79 ciemno-brazowa
Protocatechnic acid dk. brown
Kwas genetyzynowy 103 89 0 brazowa
Gentisic acid brown
Kwas waniliowy 109 104 0 lekko brazowa
Vanillic acid f. brown
Kwas syryngowy 120 85 35 lekko brazowa
Syringic acid f. brown
Kwas cynamonowy 95 63 0 bez zmian
Cinnamic acid white
Kwas 4—OH cynamonowy 120 81 0 bez zmian
4—Hydroxycinnamic acid white
Kwas kawowy 91 63 0 lekko brazowa
Caffeic acid f. brown
Kwas ferutowy 120 71 0 lekko brazowa
Ferulic acid f. brown
Kwas synapinowy 92 85 0 brazowa
Sinapie acid brown
Kontrola bez fenolu 100 bez zmian
Control without phenol white

W zakresie pH 3-4 kwas salicylowy catkowicie hamuje rozwdéj grzybni.
W wyzszych pH toksycznos$¢ jego zmniejsza sie i zalezy od stezenia.

Z dodatkowego eksperymentu wynika, ze w niskich pH, gdy stopieh
dysocjacji kwasu salicylowego jest wyzszy, wiecej tego zwigzku absorbuje
sie na grzybni, przez co jego kontakt z patogenem jest silniejszy (ryc. 5).

Badajac filtrat z hodowli D. populea w obecno$ci zwigzkéw fenolowych
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za pomocg analizy widmowej, stwierdzono szybki ubytek tych zwigzkow
w podtozu. Widma adsorpcyjne dla poszczegdlnych fenoli wygladaty tak
jak na nastepujacym przyktadzie (ryc. 6).

Za pomocg chromatografii bibutowej i cienkowarstwowej udato sie
zidentyfikowac niektére produkty rozpadu poszczeg6lnych zwigzkow fe-

Ryc. 4. Wptyw pH podtoza na przy-
rost suchej masy grzybni Dothichiza
populea w obecnosci kwasu salicy-
lowego w stezeniach 3,5X10_4M i
10-’M
Fig. 4. The effect of pH of the me-
dium on the dry weight increment of
the Dothichiza populea mycelium in
the presence of 'salicylic acid at con-
centrations of 3.5X10-4M and 10~3M

Ryc. 5. Zawarto$¢ kwasu salicylowego
w filtracie po 5-godzinnej inkubacji
z 1 g grzybni Dothichiza populea przy
pH=3 (krzywa 3) i pH=5 (krzywa 2)
oraz w kontroli bez grzybni (krzywa 1)
Fig. 5. The content of salicylic acid in
the filtrate after 5 hours of incubation
with 1 g of Dothichiza populea myce-
lium at pH 3 (curve 3) and pH 5
(curve 2), and the control without the
mycelium (curve 1)

CD
0,0 “l—i-iwiiiiiiiimmmmmm—n—-

4 5 pH

Ryc. 6. Zmiana absorpcji kwasu benzoe-
sowego (10~3M) w podiozu ubozszym w
cukry w obecnosci grzybni Dothichiza po-
pulea po dwoch tygodniach inkubacji
(krzywa 1). Wyjsciowa zawarto$¢ fenolu
bez grzybni — krzywa 2
Fig. 6. Changes in the absorption of ben-
zoic acid (10-3M) on a medium deficient
in sugars in the presence of Dothichiza
populea mycelium, after two weeks of in-
cubation {curve 1). The initial phenolic
content without the mycelium — curve 2
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Tabela 7

Wzrost grzybni Dothichiza populea (mg suchej masy) w obecnosci zwigzkdw fenolowych na pod-
tozu ubozszym w cukry
The growth of Dothichiza populea mycelium (mg. of dry weight) in the presence of phenolic
compounds on a medium deficient in sugars

Stezenie w podtozu

Fenole Molar concentration
Phenols io¥* m 3,5xI0_4M 10~3M

mg pH mg pH mg pH
Katechol 71,6 4,6 78,4 41 66,2 4.4
Catechol
Kwas benzoesowy 67,9 45 63,4 57 74,6 53
Benzoic acid
Kwas 4-OH benzoesowy 62,5 5,6 70,2 51 67,6 50
4-Hydroxybenzoic acid
Kwas salicylowy 68,9 55 67,8 50 44,0 39
Salicilic acid
Salicyna 86,4 4.1 80,6 4.1 90,2 35
Salicin
Saligenina 75,9 4,7 67,4 55 81,3 49
Saligenin
Salicylan metylu 62,4 5,6 58,5 55 51,6 58
Methyl salicilate
Kwas protokatechusowy 74,7 4,1 65,7 5,0 68,8 4,1
Protocatechuic acid
Kwas genetyzynowy 63,5 4,9 74,6 4,7 55,2 4,6
Gentisic acid
Kontrola bez fenolu 67,1 50

Control without phenol

nolowych. | tak: z salicyny powstaje saligenina, z kwasu salicylowego ka-
techol, z salicylanu metylu kwas salicylowy. Z pozostatych fenoli nie
udato sie zidentyfikowa¢ zadnego posredniego zwigzku ale juz z tych
kilku produktow widaé, ze D. populea posiada aktywna esteraze i /3-glu-
kozydaze oraz zdolno$¢ do utleniania substancji fenolowych.

Ogolng zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w korze topoli przedstawiono
w tabeli 8.

Tabela 8

Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (mg/g Swiezej masy) w korze topoli w przeliczeniu na katecho
The content of phenolic compounds (mg/g of fresh weight) in the bark of poplars expressed as
catechol equivalents

Gatunek topoli Suma fenoli mg/g Fenole wolne Fenole zwigzane
Species Swiezej masy Free phenols Bound phenols
Total phenols

maximowiczii 41,6 22,4 19,2
nigra 'ltalica’ 37,6 23,2 144
laurifolia 36,0 17,6 18,4
PK- 136 42,6 23,2 18,4
PK-137 42,4 23,2 19,2
PK - 124 39,2 18,8 20,4

PK - 127 328 16,8 16,0
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I1l. POINFEKCYJNE ZMIANY W ORGANIZMIE ZYWICIELA
I ICH ZNACZENIE W ZWALCZANIU CHOROBY

1. PRIZEGLAD LITERATURY

Kontakt pasozyta z organizmem zywiciela wywotluje reakcje manifes-
tujaca sie w zmianie kierunku i nasilenia réznych proceséw metabolicz-
nych, uwarunkowang najczesciej zmiang aktywnos$ci niektérych enzy-
mow. Stwierdzono na przyktad poinfekcyjny wzrost intensywnos$ci pro-
ceséw fotosyntezy i glikozy (Sempio, 1950). Nie zawsze jednak zja-
wiska takie majg zwigzek z odpornoscia.

Duzo natomiast uwagi poswiecono badaniu poinfekcyjnych zmian
aktywnos$ci dwoch enzymow: oksydazy o-dwufenolowej i peroksydazy,
ktore biorg udziat w utlenianiu zwigzkéw fenolowych. Ze wzgledu na te
whasciwosci zainteresowaty one badaczy rozpatrujacych role fenoli w zja-
wisku odpornosci roslin na choroby infekcyjne.

Wzrost aktywnosci oksydazy o-dwufenolowej w roslinach porazonych
zaobserwowato wielu autorow (Farkas i inni, 1964; Hampton, 1963;
Matta i Dimond, 1963; Huber i Andersen, 1964; Maraite,
1973).

To samo zjawisko stwierdzono rowniez w przypadku peroksydazy
(Hampton, 1963; Weber i inni, 1967; Maxwell i Bateman,
1967, Huber i Andersen, 1964; Johnson i Cunningham,
1972).

W roku 1931 wegierski biochemik, laureat nagrody Nobla, A. Szent-
-Gyorgyi opublikowat teorie dotyczacg odpornosci roslin na infekcje
mikroorganizméw. Wedtug niego istotng role w tym procesie odgrywa
polifenoloksydaza, ktéra utlenia zwigzki fenolowe do chinonéw, substan-
cji wysoce fungitoksycznych. Reakcja fenol-fenolaza zachodzi w tkance
uszkodzonej mechanicznie i przez patogeny. Teoria Szent-Gyorgyi
zostata potwierdzona eksperymentalnie w dwadziescia lat pozniej przez
wielu badaczy. Wyniki tych prac zostaty zebrane w przeglagdowej publika-
cji Farkasa i Kiralego (1962). Niektére jednak badania dowodza,
ze teoria enzymatyczna nie jest uniwersalna i nie dotyczy wszystkich
przypadkow infekcji. Nie zawsze bowiem wzrostowi aktywnosci oksydaz
fenolowych towarzyszyt wzrost odpornosci roéliny (Stavely i Han-
son, 1967; Patii i inni, 1964).

Atak pasozyta na komorki zywiciela wywotuje nie tylko zmiany w
catkowitej aktywnosci oksydaz, ale rowniez iloSciowe i jakoSciowe zmiany
w proporcjach ich form molekularnych — izozymach. lloSciowe, w sensie
zwiekszenia aktywnosci poszczegdlnych izozymoéw i jakoSciowe dotyczace
syntezy nowych form (Grzelinska, 1970; Staples i Stahmann,
1964; Yu i Hampton, 1964; Reddy i Stahmann, 1972). See-
ver s iinni (1971) stwierdzili nawet, ze u odpornej odmiany pszenicy po-

16 Arboretum Kornickie t. XX
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jawia sie po infekcji rdzg izoenzym peroksydazy, ktéry nie wystepuje
u odmian wrazliwych. Autorzy nazywajg go izozymem odpornosci.

Niezaleznie od roli oksydaz fenolowych w poinfekcyjnym metaboliz-
mie fenoli, badano ich udziat w regulacji poziomu auksyn w komdrkach
zywiciela. Starano sie dowie$¢ czy IAA zawarty w tkankach roslinnych
ma znaczenie dla rozwoju patogenu, jak zmienia sie jego zawarto$¢ pod-
czas infekcji i jaki to ma zwiazek z odpornoscia. Sledzono degradacje
i synteze auksyny w ro$linach zdrowych i porazonych.

Shaw i Hawkins (1958) badajac rozkiad IAA-1-14C w liSciach
pszenicy porazonych Puccinia graminis i zdrowych stwierdzili, ze w przy-
padku lisci chorych ilos¢ wyzwolonego 14CQO2 jest mniejsza niz dla zdro-
wych. Postulowali oni, ze szybkos$¢ rozktadu IAA jest skorelowana z od-
pornosciag. Wyniki te nie zostaty potwierdzone przez innych autoréw
(Daly i Deverall, 1963; Antonelli i Daly 1966; See vers
i Daly, 1970).

Rozktad IAA jest katalizowany przez enzym zwany IAA-oksydaza,
ktory nie jest niczym innym jak peroksydazg (Ray, 1958). Aktywno$¢
tego enzymu okresla sie czesto iloscig 14CO2 uwolnionego ze znakowanego
w grupie karboksylowej IAA, podanego do tkanki roélinnej. Sequeira
(1973) twierdzi jednak, ze utozsamianie stopnia dekarboksylacji 1AA
z aktywnoscig IAA-oksydazy w roSlinie jest rzeczg ryzykowna, poniewaz
w procesie tym mogg bra¢ udziat réwniez inne enzymy.

S eevers i Daly (1970) stwierdzili brak zaleznoSci miedzy aktyw-
noscig peroksydazy w lisciach pszenicy a odpornoscig na rdze. Wobec tego
sg zdania, ze aktywno$¢ IAA-oksydazy, ktéra jest peroksydazg, rowniez
nie moze by¢ uwazana za wskaznik odpornosci.

Wetmore i Morel (1949) stwierdzili, ze oksydaza o-dwufenolowa
moze takze utlenia¢ auksyne. Brigs i Ray (1956) zaobserwowali inakty-
wacje IAA przez oksydaze o-dwufenolowg w obecnosci katecholu, a T o-
maszewski (1959) stwierdzit podobny efekt dla kwasu chlorogeno-
wego.

Stwierdzono, ze w pewnych przypadkach, na przykfad przy zranie-
niach mechanicznych lub na skutek uszkodzenia tkanki przez patogena,
IAA-oksydaza jest blokowana przez polifenole (Sequeira, 1964). Wtedy
IAA moze by¢ rozktadany przez oksydaze o-dwufenolows.

2. MATERIAL | METODY

A. Przygotowanie materiatu roslinnego

Zmiany w aktywnosci enzymow w tkance kory topoli podczas infekcji
D. populea badano na roslinach rosnacych w szklarni. W marcu, do doni-
czek z czeSciowo wysterylizowang ziemig ogrodniczg, wysadzono zrzezy
z jednorocznych pedoéw badanych topoli. W maju byty one juz ukorzenio-
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ne i wtedy przystgpiono do inokulacji. Z kazdej odmiany topoli zakazono
tyle zrzezéw, aby do analiz bra¢ po pie¢ osobnikéw porazonych i pie¢ zdro-
wych oraz aby dos$wiadczenia moc wykona¢ w czterech terminach po
inokulacji.

B. Zakazenie zrzezéw topolowych

Grzybnie Dothichiza populea wyszczepiono na podioze brzeczkowe ptynne. Po
dziesieciu dniach hodowli oddzielono jg od filtratu i rozdrobniono przy pomocy
homogenizatora UNIPAN typ 302, przy niewielkich obrotach, przez dwie minuty.
Homogenat wirowano i przemywano kilkakrotnie sterylnym roztworem ptynu fizjo-
logicznego. W korncu otrzymano czystg paste grzybowa, ktorg przechowywano w lo-
déwce w sterylnej szalce Petriego.

Do zakazenia materiatu roslinnego uzywano pasty oraz dodatkowo grzybni wy-
hodowanej na podtozu brzeczkowym na ptytkach Petriego.

Kazdy zrzez zakazano w trzech miejscach. Zdejmowano zewnetrzng warstwe
kory i na to miejsce ktadziono pewna ilo$¢ pasty grzybowej i kostke agaru z grzyb-
nig. Calos¢ owinieto poloplastem. Na zrzezach kontrolnych robiono same naciecia
i owijano poloplastem.

Materiat do doswiadczen pobierano w momencie inokulacji oraz w pierwszym
drugim, trzecim i czwartym tygodniu po tym zabiegu.

C. Sporzadzanie preparatéw acetonowych z kory

Zrzezy zakazone i kontrolne umyto. Z odcinka gdzie znajdowaty sie miejsca
inokulacji zdjeto kore i pobrano prébki do analizy. Rozdrobniong kore przenie-
siono do schiodzonego acetonu. Homogenizowano przez kilka minut w temperaturze
topniejgcego lodu. Nastepnie homogenat przeniesiono na sgczek szklany G4 lub G3
i przemywano pod pompa prézniowg oziebionym 70% acetonem. Ostatni raz prze-
mywano 100% acetonem. Ostatecznie preparat wysuszono na saczku i po wysusze-
niu przesiano przez geste sitko. Otrzymany proszek acetonowy przechowywano
w chtodzie w temperaturze —10°C w szczelnie zamknietym naczynku.

D. Oczyszczanie preparatu acetonowego oraz pomiar aktywnosci oksydazy
o-dwufenolowej i peroksydazy

Pewng ilo$¢ proszku acetonowego przeniesiono do woreczka dializa-
cyjnego z dodatkiem Kkilku mililitrow buforu fosforanowego 0,1 M o pH=6
zawierajacego 0,5% kwasu askorbinowego. Dializowano w dziesieciokrot-
nej objetosci wody w temperaturze 1°C przez 24 godziny. Po dializie mie-
szanine odwirowano. Supernatant uzupetniono buforem do znanej objetos-
ci. W ten sposéb otrzymano roztwor biatka czeSciowo oczyszczony. Przed
wykonaniem analiz roztwory enzymatyczne sprawdzono za pomocg
0,001 M 2,6-dwuchlorofenolindofenolu na obecnos¢ kwasu askorbinowego.
Jesli proby byty negatywne sporzadzano dalsze analizy.

Do pomiaru aktywnosci oksydazy o-dwufenolowej przygotowano mie-

16»
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szanine reagujaca z katecholem wedlug Mosbacha (1963). Pomiaréw
ekstyncji w czasie dokonano na spektrokolorymetrze ,,Specol” przy diu-
gosci fali 2=415 nm.

Do pomiaru aktywnosci peroksydazy przygotowano mieszaning reagu-
jaca z benzydyng wedlug Safonowa (1969). Pomiary ekstynkcji w
czasie wykonano na tym samym przyrzadzie przy 2=400 nm.

E. Rozdziat izozyméw peroksydazy metodg elektroforezy dyskowej

Do analiz uzyto roztworu enzymatycznego sporzgdzonego wedtug me-
tody opisanej w rozdziale D.

Elektroforeze dyskowg wykonano na zelu poliakrylamidowym wedtug
Ornstein (1964) i Davis a (1964). Zymogramy peroksydazy wybar-
wiano benzydyng i H20? wedlug Safonowa (1969). Na kolumne z zelem
nanoszono roztwoér biatka odpowiadajacy jednakowym iloSciom tkanki.

F. Oznaczanie zawartosci kwasu chlorogenowego i sktadu jakosciowego
zwigzkéw fenolowych w korze

Aceton, ktory stuzyt do oczyszczania preparatow biatkowych z kory
(podrozdz. C), odparowano do sucha. Suchg pozostato$¢ przeznaczono do
analizy ilosciowej kwasu chlorogenowego (Zuker i Ahrens 1958) i do
analizy jakosciowej fenoli przy pomocy chromatografii bibutowej i cienko-
warstwowej. Jako wzorcéw do identyfikacji uzywano czystych zwigzkéw
fenolowych. Chromatografie bibutowg wykonano na bibule Schleicher
i Shul 2041.

Stosowano technike wstepujaca dwukierunkowa. Uzywano nastepuja-
cych solwentow:

butanol : kwas octowy : woda (4:1:2),

benzen : kwas octowy : woda (1:1: 1),

forestal | (kwas octowy : HC1 : H20; 30 : 3: 10),

forestal Il (kwas octowy : HC1 : H20; 3:1:8),

izopropanol : amoniak : woda (10 : 1: 1).

W tych solwentach rozwijano chromatogramy w jednym Kkierunku. W
drugim natomiast rozwijano w 3% kwasie octowym.

Do chromatografii cienkowarstwowej uzyto zelu GF-254. Chromato-
gramy rozwijano jednokierunkowo w nastepujacych solwentach:

benzen : kwas octowy : woda (1:1: 1),

chloroform : kwas octowy (95 : 5),

chloroform : octan etylu : kwas mrowkowy (50 : 40 : 10).

Za pomocg obu technik chromatograficznych analizowano wyciagi
z kory topoli przed i po hydrolizie kwasnej (3% HC1, 100°C, 30 min.) i za-
sadowej (IN NaOH, 20°C, 12h, N2).
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G. Pomiar stopnia degradacji IAA-1-14C w korze topoli zdrowych
i zakazonych D. populea

Zrzezy topoli PK-137 i PK-127 wysterylizowano czeSciowo za pomocg 0,5°0
sublimatu w roztworze detergentu. Nastepnie cze$¢ z nich zakazono D. populea
w dwodch miejscach, przez przytozenie do zranienia w korze, kostki agaru pokrytego
grzybnig. Zrzezy zakazone i kontrolne umieszczono w sterylnych probéwkach z wo-
da destylowang i zatkano korkiem. W takich semisterylnych warunkach inkubowa-
no probki kilka tygodni w komorze hodowlanej w temperaturze 25°C.

W okreslonym terminie po inokulacji grzybnig zrzezy pobierano do badan.
Kazdy zrzez podzielono na odcinki. W kazdym segmencie robiono mate naciecie na
korze, wyptukano je dokladnie wodg i nastepnie wprowadzono tam 10 nl 1AA-1-14C
0 stezeniu 2X10~4M. Odcinki te zawieszono w szczelnie zamknietych naczynkach,
z bibulg nasycong Ba(OH)? na dnie. Co pewien czas odcinki pedéw przenoszono
do nowych naczynek z wodorotlenkiem baru na bibule. Cato$¢ doswiadczenia
trwata 9 godzin, po czym segmenty topoli usunieto, a krazki bibuty wysuszono
w temperaturze pokojowej. Nastepnie umieszczono je w ptynie scyntylacyjnym POP
POPOP. Przy pomocy spektrometru scyntylacyjnego PACKARD liczono impulsy
pochodzgce od 14CO2 zwigzanego przez Ba(OH)2

Stopien degradacji IAA okreslono sumujgc ilos¢ impulsow pochodzacych od
14CO2 w trakcie catego doswiadczenia.

H. Wptyw polifenoli na dekarboksylacje 1AALC

D6 badan uzyto proszku acetonowego z rozwijajacych sie pakéw topoli
jako dostarczyciela enzymoéw do degradacji IAA. Do naczynek Warburga
wsypano 10 mg tego proszku, dodano 1 ml buforu fosforanowego 0,1 M
o0 pH=6,0 oraz radioaktywny IAA w stezeniu koncowym 10 6M. Reakcje
rozpoczeto wlewajac z ramienia bocznego 1 ml roztworu kwasu chloroge-
nowego lub katecholu w stezeniu 5X10~8. W studzienkach naczynek
umieszczono mate krazki bibuty nasyconej Ba(OH)2, ktérg zmieniano co
1 godzine. Krazki z zaabsorbowanym 14CO? wysuszono i mierzono ich
radioaktywnos$¢ przy pomocy antykoincydencyjnego licznika Geigera-Miil-
lera. Reakcje wydzielania 14CO? kontrolowano w ciggu 4 godzin od chwili
aplikacji 1AA-1-14C.

I. Zdolno$¢ Dothichiza populea do syntezy IAA z tryptofanu

Na podtoze syntetyczne ubozsze w cukry zawierajace 150 mg/l L-try-
ptofanu wszczepiono grzybnie Dothichiza populea. Do niektérych warian-
tow dodano 0,5% wyciggu z kory topoli. Po tygodniu hodowli w tempe-
raturze 25°C grzybnie oddzielono od filtratu i ekstrahowano przez kilka
dni eterem. Filtrat zakwaszono pH=3 i rowniez ekstrahowano eterem.

Wyciagi eterowe analizowano za pomocg testu skrzywieniowego Avena
(Larsen, 1955) oraz chromatografii cienkowarstwowej na zelu GF-254.
Do rozwijania chromatogramow uzywano solwentu: benzen : kwas octowy
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(99 : 1). Chromatogramy spryskiwano odczynnikiem Prochazki (Kald e-

way, 1969) i oglagdano fluorescencje pochodnych indolowych w UV 254
i 356 nm.

J. Degradacja IAA przez Dothichiza populea

Do dziesieciodniowej kultury patogenu na podfozu syntetycznym z do-
datkiem 0,5% wyciggu z kory topoli i bez, wprowadzono sterylnie 20 mg/1
IAA. Po trzech dniach i po tygodniu materiat pobierano do analizy.

Z grzybni i filtratu sporzadzono wyciagi eterowe, ktore analizowano
za pomocy testu skrzywieniowego Avena oraz chromatografii cienkowar-
stwowej, analogicznie jak w doswiadczeniu z tryptofanem (podrozdz. I).

3. WYNIKI

Aktywno$¢ oksydazy o-dwufenolowej w korze topoli przed infekcjg
grzybem Dothichiza populea przedstawiono na rycinie 7.

Badane topole sg bardzo zréznicowane miedzy sobg pod wzgledem
aktywnosci oksydazy o-dwufenolowej. Gatunki, ktore Siwecki (1969)
na podstawie testow ze sztucznym zakazaniem uznat za odporne, charakte-

Ryc. 7. Aktywnos$¢ oksydazy o-dwufenolowej

w korze topoli przed infekcjg
1 — PK-127, 2 — P. laurifolia, 3 — P. maximowiczii,
4 — PK-136, 5 — PK-137, 6 — P. nigra ’ltalica’.
(Aktywnos$¢ wyrazono jako wzrost ekstynkcji po do-
daniu 0,056 M katecholu do 10 mg/ml preparatu z kory)

Fig. 7. Activity of o-diphenol oxidase in the

bark of poplars before infection
| — PK-127, 2 — P. laurifolia, 3 — P. maximowiczii,
4 — PK-136, 5 — PK-137, 6 — P. nigra 'ltalica’. (The
activity was expressed as an increase in O.D. at
415 nm after supplying 0.05 M catechol to 10 mg/ml of
bark extract)

ryzujg sie kilkakrotnie wyzszg aktywnosScig tego enzymu (PK-127 — 1,
P. laurifolia — 2, P. maximowiczi — 3) niz gatunki scharakteryzowane
jako wrazliwe (PK-137 — 5, P. nigra ’ltalica’ — 6). Istnieje zatem prosta
zalezno$¢ miedzy aktywnoscig oksydazy o-dwufenolowej a odpornoscig
na D. populea badanych topoli.

W czasie rozwoju choroby zachowana jest w dalszym ciggu ta zalez-
nos¢, przy czym daje sie zauwazy¢ dalszy wzrost aktywnos$ci tego enzymu
w korze topoli odpornych (ryc. 8).

Analogiczne zmiany w aktywnos$ci peroksydazy w korze topoli pod-
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czas infekcji obrazuje rycina 9. Zréznicowanie badanych topoli pod wzgle-
dem aktywnos$ci peroksydazy jest znacznie mniejsze niz w przypadku
oksydazy o-dwufenolowej. Przed infekcjg aktywnos$¢ peroksydazy u wszy-

Ryc. 8. Aktywnos$¢ oksydazy o-dwufenolowej w korze topoli w ciagu 4 tygodni
po inokulacji D. populea (1) i w korze nie zakazonej (2)

Aktywnos$¢ wyrazono jako wartos$¢ ekstynkcji przy X = 415 nm w 5 min. reakcji z 0,05 M ka-
techolem. (Ekstynkcje podano w przeliczeniu na 10 mg preparatu acetonowego z kory w mie-
szaninie reagujacej)

Fig. 8. The activity of o-diphenol oxidase in the bark of poplars during 4 weeks

after inoculation with D. populea (1) and non-infected bark (2)
The activity was expressed as O.D. at 415 nm after 5 min. of reacting with 0.05 M catechol.
(O.D. was given converted to 10 mg of acetone powder from the bark)

stkich topoli jest prawie wyrownana ale w czasie rozwoju choroby zazna-
cza sie wyrazny wzrost aktywnosci, przy czym jest on wyzszy dla odmian
wrazliwych jak: P. nigra ’ltalica’, PK-137.

Wzrost aktywnosci peroksydazy w zakazonych pedach mozna réwniez
zaobserwowac na zymogramach z elektroforetycznego rozdziatu preparatu
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enzymatycznego (ryc. 10 - 16). We wszystkich przypadkach rozdzielano
roztwor biatka odpowiadajagcy jednakowym iloSciom tkanki i dlatego
wszystkie zymogramy sg pomiedzy sobg poréwnywalne.

Peroksydaza rozdziela sie elektroforetycznie na trzy podstawowe grupy

Ryc. 9. Aktywnos¢ peroksydazy w korze topoli w ciggu 4 tygodni po inokulacji
D. populea (1) i w korze nie zakazonej (2)

Aktywnos$¢ wyrazono jako wartos¢ ekstykcji przy X = 400 nm w 1 minucie reakcji benzydyny
i H202. (Ekstynkcje podano w przeliczeniu na 10 mg preparatu acetonowego z kory w mie-
szaninie reagujacej)

Fig. 9. The activity o! peroxidase in the bark of poplars during 4 weeks after

inoculation with D. populea (I) and non-infected bark (2)
The activity was expressed as the value of the O.D. at 400 nm after 1 min. of reaction with
benzidine and H202. (O.D. was given converted to 10 mg acetone powder from the bark)

izoenzemow pod wzgledem szybko$ci migracji w polu elektrycznym.
Pierwszg grupe stanowig pasma 1, 2, 3, przy czym pasma 2 i 3 byty tak
aktywne, ze mozna je bylo odrdzni¢ tylko przy pomocy densytometru.
W skiad drugiej grupy wchodzg pasma 4, 5, 6, ktérych aktywnos¢ jest na
0got mniejsza od nastepnej grupy izoenzymdéw obejmujgcych pasma 7,
8, 9.

Pomiaru aktywnosci oksydazy o-dwufenolowej i peroksydazy dokona-
no réwniez w korze dwuletnich pedéw topoli rosngcych na plantacji. Wy-
niki przedstawiono na rycinie 17 oraz w tabeli 9.
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Ryc. 10. 1zozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — pora-
zonych D. populea
Fig. 10. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

Ryc. 11. l1zozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — po-
razonych D. populea
Fig. 11. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars; A — healthy,
B — infected by D. populea

Wybrane topole réznig sie miedzy 'sobg aktywnoscig oksydazy o-dwu-
fenolowej, przy czym wyraznie oddzielajg sie od siebie sekcje Tacamahaca
i Aigeiros.

Na ogdt otrzymane wyniki pokrywajg sie z wiadomosciami hodowcéw
0 odpornosci badanych topoli na D. populea osiagnietymi w drodze dtugo-
letnich obserwacji. Topole o wyzszej aktywnos$ci oksydazy o-dwufenolo-
wej sg odporniejsze na grzyb Diothichiza populea.
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Rye. 12. lzozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — po-
razonych D. populea
Fig. 12. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

Rye. 13. lzozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — po-
razonych D. populea
Fig. 13. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

Podobnie jak w poprzednich eksperymentach aktywno$¢ peroksydazy
nie jest skorelowana z odpornoscig topoli.

Aktywnos¢ wyrazona jest jako ekstynkcja w 2 min. reakcji okreslonej
ilosci preparatu enzymatycznego z kory z benzydyng i H202 mierzona
przy n=400 nm.

Badajac sktad jakosciowy zwigzkéw fenolowych w korze topoli za po-
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Rye. 14. l1zozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B. — po-
razonych D. populea
Fig. 14. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

Rye 15. 1zozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — po-
razonych D. populea
Fig. 15. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

mocg chromatografii bibutowej i cienkowarstwowej stwierdzono wystepo-
wanie nastepujacych zwigzkow (tab. 10).
Jak wida¢ wiekszo$¢ tych substancji przetestowano pod wzgledem

toksycznosci dla D. populea (tab. 3).
Nie stwierdzono réznic w skiadzie jakosciowym fenoli w zakazonych

pedach.
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Rye. 16. l1zozymy peroksydazy w korze badanych topoli: A — zdrowych, B — po-
razonych D. populea
Fig. 16. lzozymes of peroxidase in the bark of the studied poplars: A — healthy,
B — infected by D. populea

Zachodzg natomiast zmiany w zawartosci kwasu chlorogenowego w
korze topoli zakazonych (tab. 11).

Zawarto$¢ kwasu chlorogenowego w tkance kory topoli nie podlega
regularnym zmianom ani nie jest zwigzana z odpornoscia. Jest ona raczej
zwigzana z przenikaniem patogenu w tkankach. Dotyczy to przede wszy-
stkim mieszanca PK-137, w ktorego korze infekcja rozwijata sie naj-
szybciej sposréd wszystkich przebadanych topoli. U najbardziej odpor-

Ryc. 17 . Aktywno$¢ oksydazy
o-dwufenolowej w korze dwulet-
nich pedéw topoli
Fig. 17. O-diphenol oxidase in
the bark of two year old shoots
of poplars

nego mieszanca PK-127 obserwowano pewien wzrost zawartosci kwasu
chlorogenowego tylko w pierwszym tygodniu po infekcji, po czym na-
stepowat spadek zawartosci w poréwnaniu z kontrola.
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Tabela 9
Aktywno$¢ peroksydazy w korze dwuletnich pedéw topoli
Peroxidase activity in the bark of two-year-old poplar shoots

Gatunek, odmiana, mieszaniec Ekstynkcja =400 nm
Species, variety, hybrid Optical density at 400 nm
hybrida 275
{maximowicZii x trichocarpd) 0,125
trichocarpa 0,235
maximowiczii 0,195
berolinensis
{laurifolia x nigra "It.") 0,145
deltoides missouriensis 0,185
Kérnik 1
{maximowiczii X nigra ‘It’.) 0,150
nigra 'ltalica’ 0,200
nigra IBL 110 0,235
angulata 0,490
Koérnik 23
{angulata x berolinensis) 0,370
hybrida 277
{maximowiczii x berolinensis) 0,120

Po podaniu do tkanki kory radioaktywnego IAA stwierdzono, ze naj-
wyzsza dekarboksylacja zachodzi w miejscach zakazenia, chociaz w przy-
padku mechanicznego zranienia moze takze wystgpi¢ pewien wzrost de-
gradacji auksyny.

Whyniki do$wiadczenia nie dajg jednoznacznej odpowiedzi czy rozkiad
IAA spowodowat tylko system enzymatyczny rosliny, pobudzony przez
infekcje patogenu, czy tez nastepowat on z udzialem enzyméw paso-
zyta.

W zwigzku z tym dokonano pomiaru degradacji auksyny w preparacie
enzymatycznym z gospodarza i w czystych kulturach grzybowych.
Mozliwos$¢ rozktadu IAA przez enzymy gospodarza w obecnosci polifenoli:
kwasu chlorogenowego i katecholu obrazuje tabela 12.

W obecnosci katecholu stwierdzono intensywng dekarboksylacje przy
czym roztwor bardzo szybko zabarwia sie na bragzowo wskutek utlenienia
substratu. Utlenienie kwasu chlorogenowego zachodzi duzo wolniej (roz-
twor zabarwia sie na kolor zo6tto-bragzowy dopiero po kilku godzinach)
i proces rozktadu auksyny jest mniej intensywny.

W tabeli 13 przedstawiono zdolno$¢ D. populea do rozkiadu IAA.

Z tabeli 13 wynika, ze degradacja IAA postepowata szybciej w obec-
nosci ekstraktu z kory topoli. Nasuwa sie przypuszczenie, ze enzymem
degradujgcym auksyne jest lakkaza, a nie proksydaza, poniewaz ta ostat-
nia bylaby hamowana przez polifenole podane w ekstrakcie z kory.

W celu zbadania czy I1AA podany do kultury grzybni nie adsorbuje
sie na niej mechanicznie ekstrahowano eterem odfiltrowang grzybnie.
Otrzymane aktywnos$ci auksyny nie przekraczaty jednak 1% zawarto$ci
IAA w filtracie.
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T abela 10

Substancje fenolowe wystepujace w korze badanych gatunkoéw topoli
Phenolic substances occurring in the bark of the studied poplar species

Fenole P. niaxi- P. Ia_url— PK - 127 P. nigra PK-137 PK-13 PK - 124
Phenols mowiczii folia Vt'.
Kwas chlorogenowy 4- 4 4 2 4 4 2
Chlorogenic acid
D-katechina _ 4 2 + +
D-catechin
Salicyna + 2 4- 4 2 2 4-
Salicin
Saligenina 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-
Saligenin
Kwas salicylowy + 4- 4- 4- 4- 4- 4-
Salicilic acid
Katechol + 4 2 4 4 4 2
Catechol
Kwas p-OH benzoesowy 4 4 4 4 4 4 4
4-hydroxybenzoic acid
Kwas gentyzynowy 4 4 4 4- 4 4 4
Gentisic acid
Kwas waniliowy 2 2 4 4 4 4 4
Vanillic acid
Kwas syryngowy + 4 4 4 4 4 4
Syringic acid
Kwas Ccynamonowy 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-
Cinnamic acid 4- 4- 2 2 2 4 4-
Kwas 4-OH cynamonowy + 4 4 4 4- 4- 4-
4-Hydroxycinnamic acid
Kwas kawowy + 2 4 4 4 4 4
Caffeic acid
Kwas ferulowy 2 2 4 4 4 4 4
Ferulic acid
Kwercetyna 4- 4- 4 4
Quercetin
Kempferol 4 2 2 2
Kaemferol
Kwecrcetyna-glukoza — 4- 4- 4 4-
Quercetin-glucose
Kempferol-glukoza - 4 4- 4 4

Kaemferol-glucose

Tabela 11

Zawarto$¢ kwasu chlorogenowego (% $wiezej masy) w korze topoli podczas infekcji D. populea
Content of chlorogenic acid (% of fresh weight) in the bark of poplars during infection by
D. populea

Tygodnie po infekcji

Gatunek topoli Weeks after infection

Species | 1 11 v
K z K z K z K z
maxintowiczii 1,89 2,19 1,25 1,84 1,79 174 2,40 2,00
nigra ‘ltalica’ 1,82 2,42 2,03 2,37 1,93 1,84 1,65 3,00
laurifolia 2,49 2,21 1,62 - 1,69 1,33 1,94 2,40
PK - 136 1,95 2,19 1,47 1,58 193 1,51 1,62 2,77
PK - 137 2,73 2,79 2,00 5,09 2,54 4,65 2,83 4,30
PK - 124 1,84 2,40 1,67 1,71 157 2,717 191 1,00

PK - 127 2,09 2,51 2,32 1,92 2,83 1,86 3,00 1,00
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Tabela 12

Dekarboksylacja IAA-1-14C w obecnosci preparatu eznymatycznego z rozwijajacych sie pgkow
lisSciowych topoli porazonych D. populea (Z) i zdrowych (K) oraz w obecnosci polifenoli w ste-
zeniu 5x 10_3M, po 4 godzinach inkubacji
Decarboxylation of IAA-1-14C in the presence of an enzyme preparation obtained from deve-
loping leaf buds of poplars infected by Dothichiza populea (Z) and healthy (K), in the presence

of polyphenols at 10~3M concentrations, after 4 hours of incubation

Stopien dekarboksylacji IAA (14CO2 imp/min.)

Polifenol Rate of decarboxylation of IAA
Polyphenol PK- 137 PK - 127
z K z K
Kwas chlorogenowy 132 153 164 130
Chlorogenic acid
Katechol 246 321 284 299
Catechol
Kontrola bez fenolu 135 206 172 144

Control without phenol

Tabela 13
Rozktad IAA przez grzybnie Dothichiza populea w podiozu ptynnym
Decomposition of IAA by the mycelium of Dothichiza populea in a fluid medium

Okres inkubacji z D. populea

Mieszanina reagujaca w kulturze Time of incubation with D. populea
Reaction mixture 3 dni 7 dni
3 days 7 days

Kora 0,5%+IAA 208,0 25,6

Bark extract 0.5% +IAA

1AA 288,0 105,0

1AA

Kora 0,5% 01 0,0

Bark extract 0.5%

Kultura bez dodatkéw 0,25 0,05

Basal medium

(W tabeli podano IAA w ng pozostaty w filtracie po inkubacji z grzybnia. Zawarto$¢ wyjsciowa auksyny wynosita
10 000 ng).

(In the table IAA is given in ng remaining in the filtrate after incubation with the mycelium. The initial quantity
of auxin amounted to 10 000 ng).

Tabela 14

Produkty rozkiadu IAA przez grzybnie Dothichiza populea w wyciggu eterowym z filtrtatu
The products of IAA degradation by the mycelium of Dothichiza populea in an ether extract from

the filtrate
Odczynnik Prochazki
Rf Prochazka reagent Rf
Solwent plamy Swiatto wzorca Nazwa zwigzku
Solvent Rf widz. uv Rf of Compound
spot Visible standard
light
Benzen : dioxan 0,30 fioletowy czarny 0,30 kwas indolo-3-karboksylowy
(66+35) violet black (ICA) indole-3-carboxylic acid
Benzen : dioxan 0,55 szary szaro-bragzowy 0,55 aldehyd indolowy
(66+35)_ giay gray-brown indole-aldehyd
Benzen : dioxan 0,70 pomaraficzo-  pomarafczowy 0,70 indolo-3-etanol (tryptofol)
(66+35) wo-z6tty orange indole-3-ethanol

orange-yellow
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Dla zbadania jakie pochodne indolowe powstaty w wyniku inkubacji
IAA z grzybnig wyciag eterowy z filtratu badano przy pomocy chroma-
tografii cienkowarstwowej. Wyniki analizy podano w tabeli 14.

Dotchichiza populea powoduje przeksztatcenie auksyny do produktow
nieaktywnych biologicznie jak: kwas indolokarboksylowy i aldehyd indo-
lowy. Drugg droga reakcji jest redukcja IAA do tryptofolu.

Hodujac grzybnie Dothichiza na podtozu zawierajagcym 150 mg/1l L-
-tryptofanu stwierdzono, ze grzybnia moze przeksztatcaé ten aminokwas
do auksyny.

Tabela 15
Aktywnos$¢ auksyny w filtracie z kultury grzybowej hodowanej w obecnosci L-tryptofanu
(150 mg/1)
The activity of auxin in the filtrate from a fungal culture in the presence of L-tryptophan
(150 mg/1)
Okres inkubacji z D. populea
Mieszanina reagujaca w kulturze Time of incubation with D. populea
Reaction mixture 10 dni 20 dni
10 days 20 days
Kora 0,5% +L-tryptofan 324,0 376,0
Bark extract 0.5% + L-tryptophan
L-tryptofan 78,0 232,0
L-tryptophan
Kora 0,5 % 0,0 17,2
Bark extract 0.5 %
Kultura bez dodatkéw 0,0 23,6

Basal medium

(W tabeli podano aktywno$¢ auksyny przeliczong na zawarto$¢ IAA w ng).

Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej udato sie zidentyfikowac
w ekstrakcie eterowym z filtratu nastepujgce produkty indolowe:

Tabela 16

Produkty metabolizmu L-tryptofanu w kulturze Dothichiza populea
The products of the metabolism of L-tryptophan in a culture of Dothichiza populea

Odczynnik Prochazki

Rf Prochazka reagent Rf
Solwent plamy Swiatto wzorca Nazwa zwiagzku
Solvent Rf widz. uv Rf of Compound
spot Visible standard
light
Benzen : kwas octowy 0,05 szaro-zotty pomarariczowy 0,05 acetylotryptofan
99:1) gray-yellow orange N-acetyl-tryptophan
Benzen : kwas octowy 0,42 pomaraficzo-  pomaranczowy 0,42 tryptofol
(99:1) Wo-26tty orange indole-3-ethanol
orange-yellow
Benzen : kwas octowy 0,45 brazowo-z6kty  z6ky 0,45 1AA

(99: 1) brown-yellow  yellow 1AA
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IV. DEGRADACJA WYSOKOCZASTECZKOWYCH SKEADNIKOW
SCIAN KOMORKOWYCH

1. PRZEGLAD LITERATURY

Podstawowymi sktadnikami $cian komérkowych roslin sg: celuloza, he-
miceluloza i lignina. Sg to zwiazki wysokomolekularne o mniej lub bar-
dziej skomplikowanej budowie.

Mikroorganizmy patogenne, przenikajgce tkanki roslinne, muszg od-
znacza¢ sie zdolnoscig do destrukcji komponentéw $cian komorkowych.
Uwaza sig, ze istnieje prosta zalezno$¢ miedzy zdolnoscig rozktadu poli-
sacharydéw, a wirulencjg mikroorganizméw (Alber scheim 1969).
Najczesciej patogeny wyposazone sg W system enzymatyczny rozktadajacy
sktadniki wielocukrowe $cian komdrkowych (celulazy i pektynazy), ktore
sg zwigzkami o stosunkowo prostej budowie chemicznej. Niektore jednak
posiadajg takze zdolno$¢ do rozkiadu ligniny, polimeru ztozonego ze
zwigzkdéw aromatycznych, powigzanych ze sobg réznymi typami wigzan
chemicznych, bardziej odpornych na dziatanie enzymow.

Celulazy i pektynazy sg enzymami zewnatrzkomorkowymi, produko-
wanymi przez mikroorganizmy po zetknieciu sie z substratem. Aktyw-
no$¢ tych hydrolaz moze by¢ zahamowana w obecnosci cukrow prostych,
w szczegOlnosci produktéw rozpadu Scian komdrkowych gospodarza. Na
przyktad Horton i Keen (1966) zaobserwowali, ze Pyrenochaeta
terrestris syntetyzuje celulaze w obecnosci celulozy, ale gdy w podiozu
koncentracja glukozy wyniesie 0.005 M nastepuje represja syntezy tego
enzymu. Podobnie Biehn i Dimond (1971a) zaobserwowali znaczne
zmniejszenie produkcji poligalakturonazy przez Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici gdy w podtozu znalazta sie galaktoza. Taki sam efekt po-
wodowat kwas galakturonowy i glukoza (Biehn i Dimond, 1971b).
Réwnoczesnie niektére sktadniki roslinne mogg powodowaé zwiekszenie
syntezy hydrolaz. Biehn i Dimond (1971b) stwierdzili, ze dziatanie
takie wykazuje nierozpuszczalna w etanolu frakcja kory wigzu, w obec-
nosci, ktorej produkcja poligalakturonazy przez Ceratocystis ulmi wzrasta
prawie 50 krotnie.

Reakcja obronna rosliny przeciw patogenom powodujgcym degradacje
celulozy i pektyny, polegataby na hamowaniu syntezy enzymow hydroli-
zujacych Sciany komorkowe lub ich inaktywacji. Pierwszg mozliwos¢ gos-
podarz moze osiggaC poprzez odpowiednig koncentracje weglowodandw
W miejscu wtargniecia patogenu.

Patii i Dimond (1968) stwierdzili, ze podanie glukozy na todygi
pomidora zakazone Fusarium oxysporum, zmniejsza efekt infekcji.

Niektoére substancje znajdujgce sie w komérkach lub w $cianach ko-
morkowych mogag mie¢ wptyw na zmniejszanie aktywnosci enzymoéw
hydrolitycznych patogenu. Takimi substancjami sg fenole. Wykazano, ze
same zwigzki fenolowe a zwlaszcza produkty ich utleniania powodujg

17 Arboretum Kornickie t. XX
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zmniejszanie aktywnos$ci celulazy i poligalakturonazy (Lyr, 1965;
Ok as ha i inni, 1968; Bhatia i inni, 1972; Patil i Dimond,
1967 i 1968) prawdopodobnie na skutek utleniania grup —SH tych enzy-
moéw. Alberscheim (1971) wykazat ostatnio, ze niektore skiadniki
$cian komorkowych natury biatkowej, takze hamujg aktywnos$¢ poliga-
lakturonazy mikroorganizmow pasozytniczych.

Niektére drobnoustroje majg zdolno$¢ do destrukcji ligniny. Najle-
piej poznane z nich to grzyby biatej i brunatnej zgnilizny. Degradacja
ligniny zachodzi pod wptywem enzymow typu peroksydazy, lakkazy i ty-
rozynazy. W przypadku biatej zgnilizny nastepuje catkowity rozkiad
ligniny, natomiast grzyby brunatnej zgnilizny rozktadajg celuloze i cze-
Sciowo lignine.

Trojanowski i Leonowicz (1970) sg zdania, ze pierwszym
etapem rozkiadu ligniny jest demetylacja. Oderwanie grup metylowych
od czasteczki ligniny powoduje peroksydaza. Na skutek tego procesu
powstajg ugrupowania o-dwufenolowe, ktére pod wptywem lakkazy utle-
niane sg dalej do chinonéw. Jak wiadomo chinony stanowig silny ukiad
elektrofilny, co moze doprowadzi¢ w koncu do rozerwania wigzan etero-
wych w ligninie. Uwalniajg sie wtedy pochodne fenylopropanu, ktére
moga ulega¢ dalszym przemianom do kwasu protokatechusowego. Kon-
cowym etapem degradacji ligniny jest rozerwanie pierScienia aromatycz-
nego, czego dokonuje enzym oksygenaza kwasu protokatechusowego. Ten
schemat degradacji ligniny potwierdza szereg autoréw, S$ledzac etapy
rozktadu podawanych do kultury grzybéw zwigzkéw o charakterystycz-
nych dla ligniny wigzaniach i ugrupowaniach (Fuzukumi i inni,
1964, 1965; Ishikawa i inni, 1963, 1964, 1966).

2. MATERIALY | METODY

A. Substraty i podtoze do syntezy enzyméw celulolitycznych
i pektolitycznych przez D. populea

Jako substratow w badaniach nad enzymami hydrolitycznymi produ-
kowanymi przez D. populea uzywano pektyne cytrusowg (Pectin NF,
Sunkist) i karboksymetylceluloze — CMC (Koch-Light).

Podtoze do syntezy enzymow:

MgSO! 0,5 g, MnSO4 5,0 mg,
KH2PO! 05 g, tiamina — 100,0 ng,
NHINO3 05 g, biotyna 5,0 ng.
Fe (NO3} — 10 mg, H20 — 1000,0 ml,
ZnSO\ 0,25 mg, pH = 5,6, — 100g
CaCl 5,0 mg, pektyna cytrusowa — 10 g.

lub CMC
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B. Wplyw substancji fenolowych na synteze enzyméw pektolitycznych
i celulolitycznych przez Dothichiza populea

Pozywke rozlano do probowek o $rednicy 25 cm po 15 ml i sterylizowano
w 0,75 atm. przez 1/2 godz. Nastepnie sterylnie wprowadzono substancje fenolowe
w takiej ilosci, ze ich koncowe stezenie wynosito 10~3M. Do kazdej probéwki
wszczepiono jednakowe inokulum grzybni Dothichiza populea. Inkubowano na wy-
trzasarce w temperaturze 25°C. W odpowiednich terminach pobierano materiat
do analiz.

Ubytek substratu mierzono oznaczajagc za pomocg wiskozymetru Ostwalda lep-
kos¢ poditoza w trzech probdwkach z tym samym fenolem. Obliczono $rednia po-
miaréw i wyznaczono jaki stanowi procent w stosunku do stanu wyjsciowego.
Grzybnie natychmiast oddzielono od podioza i wyznaczono jej suchg mase. Kontrole
stanowito podtoze bez zwiazkéw fenolowych.

C. Wplyw wyciagéw z kory topoli na synteze enzyméw pektolitycznych
i celulolitycznych

Z kory mieszancéw PK-127 i PK-137 sporzadzono wyciagi alkoholowe. Po od-
parowaniu etanolu pozostato$¢ podjeto okreslong iloscig wody.

Do probéwek z podtozem zawierajagcym pektyne cytrusowa lub CMC podano
takie ilosci wyciggéw aby ich stezenie wynosito 1 i 2% w przeliczeniu na $wiezg
mase kory.

Po sterylizacji wyszczepiono jednakowe inokulum grzybni Dothichiza populea.
Dalej postepowano analogicznie jak w poprzednim doswiadczeniu.

D. Wplywi fenoli i ich produktéw utleniania na aktywno$¢ enzymoéw
celulolitycznych i pektolitycznych wydzielanych przez D. populea

Podtoze do syntezy enzméw zawieratlo 0,5% pektyny cytrusowej lub CMC.
Po tygodniu inkubacji z grzybnig Dothichiza populea filtrat stuzyt jako zrédto
enzymoOw pekto- lub celulolitycznych (E).

Roztwor pektyny cytrusowej i CMC stuzacy jako substrat w reakcji enzyma-
tycznej sporzadzono wedlug metody podanej przez Lundberga (1970).

Z kory mieszanca PK-127 przygotowano roztwor enzymatyczny (F) wedtug me-
tody opisanej w cz. Ill. Zawierat on aktywna oksydaze o-dwufenolowa.

Sporzadzono nastepujace mieszaniny reagujace:

I ml (E) -4- 05 ml katecholu 4- 0,5 ml (F) 4- 3 ml buforu fosforanowego 0,1 M
(pH = 6),

1 mli(E) 4- 0,5 ml kwasu chlorogeinowego 4- 0,5 ml (F) — 3 ml buforu fosforano-
wego 0,1 M,

1 ml (E) -4-05 ml katecholu -4- 3,5 ml buforu,

1 mli(E) 4- 0,5 ml kwasu chlorogenowego -4- 35 ml buforu,

1 ml (E) 4- 05 ml (F) 4- 3,5 ml buforu.

Mieszaniny inkubowano w temperaturze 25°C przez 1 i 6 godzin. Po tym czasie
mierzono aktywnos$¢ hydrolityczna enzymow, przez dodanie substratu i dokonanie
pomiaru lepkosci roztworu natychmiast, i po potgodzinnej inkubacji w tempera-
turze 30°C (dla pektynaz) lub 25°C (dla celulazy). Koncowe stezenie fenoli wynosito
10-3M.

17*
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E. Wplyw produktéw utleniania wyciagoéw z kory topoli na aktywno$¢é
celulazy i pektynaz Dothichiza populea

Sporzadzono analogiczne mieszaniny jak w poprzednich doswiadczeniach z tym,
ze zamiast fenoli podano wyciagi z kory topoli PK-127 i PK-137 w takich ilosciach,
ze ich koncowe stezenie w $rodowisku wynosito 2 i 3% w przeliczeniu na $wiezg
mase kory.

Czas inkubacji wynosit 6 godzin, po czym mierzono aktywnos¢ celulolityczng
i pektolityczng jak w poprzednim eksperymencie.

F. Zdolno$¢ Dothichiza populea do degradacji ligniny

Mozliwosci destrukcji ligniny przez D. populea badano droga posrednia, przez
hodowle patogenu na podiozu zawierajgcym zwigzki ligninopochodne i przez ana-
lizowanie produktéw rozpadu tych zwigzkéw. Jako substancji ligninopochodnych
uzyto a-konidendryne (Crown Zellerbach) i induline (ATR Westvacco) oraz $ledzono
metabolizm kwasu weratrowego.

a) Degradacja a-konidendryny i induliny. Zwiazki te wprawa-
wadzono do podtoza mineralnego w ilosci 30 mg/l. Wyszczepiono jednakowe inoku-
lum grzybni Dothichiza populea. Inkubowano w temp. 25°C przez 40 dni. Co 10 dni
pobierano materiat do analiz. Podloze przesaczano przez sgczek szklany G3. Filtrat
zakwaszano do pH = 3 i ekstrahowano trzykrotnie eterem. Frakcje eterowg anali-
zowano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej na zelu GF-254. Pozostatos¢
na saczku suszono i wazono. Nastepnie a-konidendryne i induline wymywano z sgcz-
ka za pomocag dioksanu. Na saczku pozostata tylko grzybnia, ktérg wysuszono
i zwazono. Zmierzono absorpcje filtratu w UV.

b) Degradacja kwasu weratrowego. Grzybnie Dothichiza populea
hodowano na podtozu mineralnym zawierajgcym 10~3M kwasu weratrowego. Co
10 dni probki filtratu analizowano na absorpcje w UV. W ekstrakcie eterowym
za$ badano produkty rozpadu kwasu weratrowego.

3. WYNIKI

Zdolnos¢ Dothichiza populea do rozktadu celulozy i pektyny zbadano
wczesniej (Pukacka, 1972). Stwierdzono rowniez, ze grzyb ten synte-
tyzuje esteraze pektynianows i poligalakturonaze.

Produkcja enzymow celulolitycznych w podtozu zawierajgcym kwas
salicylowy i chlorogenowy jest opdzniona w stosunku do kontroli pozba-
wionej zwigzkdéw fenolowych. Réwnoczesnie jednak w tych samych przy-
padkach daje sie zaobserwowac stabszy rozwoj grzybni. Mozna wigc przy-
puszczat, ze te fenole wptywajg na synteze enzymow poprzez hamowanie
wzrostu patogenu.

Analogiczne doswiadczenie dla enzymdéw pektolitycznych nie wyka-
zalo réznic we wzroscie grzybni na podtozu z fenolami ani w tempie
rozkfadu pektyny cytrusowej.

Wyciggi z kory mieszancow PK-127 i PK-137 zdrowych i zakazonych
D. populea zmniejszajag produkcje enzyméw celulolitycznych patogenu.
Nie stwierdzono w tym przypadku ograniczenia wzrostu grzybni. Intere-
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sujacy jest rowniez fakt, ze wyciagi z kory mieszarica odpornego (PK-127)
bardziej hamujg synteze enzymOw niz wyciggi z kory mieszanca wraz-
liwego.

Nie stwierdzono zadnego wptywu wymienionych wyciggéw na synteze
enzymoéw pektolitycznych.

Ryc. 18. Rozklad a-konidendryny w
podtozu z D. populea

Fig. 18. The decomposition of a-coni-

dendrin in a medium with D. populea

Utleniony katechol po 6 godzinnej inkubacji z enzymami hydrolitycz-
nymi D. populea wptywat hamujgco na aktywnos$¢ pektynaz. Aktywnos¢
celulazy pozostawata nie zmieniona. Produkty utleniania kwasu chloro-
genowego w minimalnym stopniu zmniejszaty aktywnos$¢ pektynaz.

Wolne fenole nie odgrywaty zadnej roli w aktywnosci enzymow hy-
drolitycznych D. populea. Podobnie zachowywaly sie wyciggi z kory topo-
li oraz produkty ich utleniania.

Rozktad a-konidendryny w podtozu z D. populea widoczny jest na ry-

mgr

Ryc. 19. Wzrost Dothichiza populea na podtozu z a-ko-
nidendryng
1 — sucha masa grzybni na podiozu z a-konidendryna,
2 — sucha masa grzybni na podtozu mineralnym, 3 — ubytek
substratu w podtozu

Fig. 19. The growth of Dothichiza populea on a me-
dium with a-conidendrin
1 — dry weight of mycelium on a medium with a-condiden-
) N . drin, 2 — dry weight of mycelium on a mineral medium,
io 20 30 4o dni[days] 3 — loss of substrate from the medium

cinie 18 przedstawiajgcej widmo absorpcyjne substratu w kolejnych fa-
zach rozwoju patogenu.

Zauwazono réwniez wyrazng zmiange barwy badanego zwigzku. Z bia-
tego proszku powstat jasnobezowy. Rozpuszczony w dioksanie dawat wy-
razne zoékobrgzowe zabarwienie.
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Grzybnia rozwijata sie wolno, ale w stosunku do kontroli (na podtozu
mineralnym) nastepowat przyrost masy.

W filtracie z podtoza stwierdzono wystepowanie waniliny obok innych
nie zidentyfikowanych produktéw rozktadu a-konidendryny.

Indulina jest mniej przyswajalnym substratem dla D. populea. Stwier-
dzono bardzo staby wzrost grzybni na podtozu z tym zwigzkiem i nie
zauwazono jego degradacji.

Dothichiza populea powoduje stosunkowo szybka degradacje kwasu

Ryc. 20. Rozkiad kwasu weratro-
wego w podtozu z D. populea w
ciggu 5 tygodni hodowli
Fig. 20. The decomposition of vera-
tric acid in a medium with D. po-
pulea during 5 weeks of culture

weratrowego. Juz po kilku dniach hodowli zmienia sie¢ barwa podtoza
zZ jasnozotej na brgzowa.

Rycina 20 przedstawia widmo absorpcyjne kwasu weratrowego w pod-
tozu w kolejnych stadiach rozwoju kultury patogenu.

Analizujac produkty rozktadu kwasu weratrowego stwierdzono obec-
no$¢ aldehydu weratrowego, waniliny i kwasu waniliowego.

V. DYSKUSJA

Przeprowadzone badania dostarczyly nastepujgcych informacji:

1) w korze topoli wystepujg substancje wywierajace hamujacy wpltyw
na rozwoj grzybni Dothichiza populea (mozna je wyeluowacé przez goraca
ekstrakcje etanolem),

2) topole odporne i wrazliwe me roznig sie ogélnym poziomem zwigz-
koéw fenolowych, ale ich skfadem jakosciowym,

3) toksycznos¢ fenoli dla patogenu jest rézna i uzalezniona od pH
podioza,

4) topole odporne charakteryzujg sie znacznie wyzszg aktywnoscig
oksydazy o-dwufenolowej w korze w stosunku do wrazliwych,

5) aktywnos$¢ peroksydazy nie jest skorelowana z odpornoscia,

6) w zakazonej tkance zachodzi proces destrukcji auksyny,
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7) Dothichiza populea charakteryzuje sie zdolnoscig do syntezy i de-
gradacji 1AA,

8) Dothichiza populea posiada zdolno$¢ destrukcji wysokomolekular-
nych sktadnikéw drewna.

Poczatkowym etapem prowadzonych badan byto zbadanie czy topole
odporne, przed infekcja, dysponujg substancjami fungistatycznymi lub
nawet toksycznymi dla D. populea oraz czy istnieje zréznicowanie wyste-
powania tych substancji u odmian o réznej odpornosci. Pierwszych do-
wodow na istnienie takich zwigzkdw dostarczyty testy, w ktérych badano
wpltyw wyciggéw alkoholowych z kory na wzrost grzybni Dothichiza
populea. Z uzyskanych wynikéw wyraznie wida¢, ze zawarto$¢ ekstrak-
tow z kory odmian odpornych bardziej hamuje wzrost grzybni niz z wraz-
liwych (tab. 4 i 5 oraz ryc. 1-3). W wyciggach etanolowych znajduje
sie przewazajaca ilo$¢ niskoczgsteczkowych zwigzkéw fenolowych kory.
Szczegotowa analiza iloSciowa ekstraktéw nie wykazata istotnych roznic
w ogolnej zawartosci substancji fenolowych pomiedzy badanymi topo-
lami (tab. 9). Roznice takie ujawniono jednakze w toku analizy jakoscio-
wej (tab. 10). Okazato sie bowiem, ze kora P. nigra ’ltalica’ i PK-137 za-
wiera w znacznych iloSciach D-kateching, kwercetyne, kempferol oraz
ich glukozydy. Zwigzkéw tych nie zauwazono w ogole w wyciggach z ko-
ry P. laurifolia, P. maximowiczii i PK-127. Wymienione substancje fla-
wonoidowe nie nalezg do najbardziej fungistatycznych dla D. populea ale
mozna przypuszczaé, ze ich przewazajacy udziat we frakcji fenolowej
ogranicza mozliwosci wystepowania innych zwigzkéw, ktére mogtyby wy-
kazywac znaczenie obronne. Testy na toksyczno$¢ poszczegolnych substan-
cji fenolowych dla rozwoju grzybni Dothichiza wykazaty, ze wigkszos¢
z nich hamuje wzrost patogenu gdy stezenie w pozywce wynosito 10-2 M
(tab. 6). Stezenie tego rzedu mogg osigga¢ niektore fenole w soku komor-
kowym roslin. W przypadku badanych topoli takg zawartos¢ moze miec
kwas chlorogenowy (tab. 11). Mimo, ze zwigzek ten w omawianym tescie
w stezeniu 10~2 M nie zahamowat catkowicie wzrostu grzybni, to w wa-
runkach naturalnych w potaczeniu z innymi fenolami oraz z enzymami
utleniajgcymi, moze mie¢ pewne znaczenie obronne. Wielu badaczy stwier-
dzito pozytywng korelacje miedzy zawarto$cig kwasu chlorogenowego
a odpornoscig ros$lin na réznego rodzaju pasozyty (Lee i Le Tour-
neau, 1958; Johnson i Shaal, 1957; Haniecka, 1970). Na-
tomiast Fehrman i Dimond (1967) wykazali brak zaleznosci od-
pornosci na grzyb Phytophthora niektérych organéw ziemniaka od ilosci
w nich kwasu chlorogenowego.

Okreslone zwigzki fenolowe nie zawsze maja podobne dziatanie w sto-
sunku do wszystkich grzybéw i nie zawsze wyniki in vitro pokrywajg
sie in vivo. W komorkach roslinnych mogg zachodzi¢ podczas infekcji
zmiany, ktére modyfikujg toksyczno$¢ substancji fenolowych. Na przy-
ktad w niniejszej pracy wykazano, ze kwas salicylowy hamuje rozwdj
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Dothichiza populea w stosunkowo niskim stezeniu 10 3 M (tab. 7). ROw-
noczesnie jednak wykazano, ze toksyczno$é'jego w duzej mierze zalezy
od pH Srodowiska (ryc. 4). W komorkach kory pH soku komorkowego
utrzymuje sie w zakresie 5-6. Jednak, jak wykazali Bortitz
i Breuel (1967), podczas infekcji D. populea zmienia sie pH w miejscu
wtargniecia patogenu, do alkalicznego. Z tego wynikatoby, ze w samym
miejscu infekcji kwas salicylowy, jak rowniez inne fenole moga utraci¢
swoje wiasciwosci fungistatyczne. Dopoki rozmiary infekcji sg niewielkie
zwigzki fenolowe mogg dziata¢ jako czynniki obronne. Kiedy za$ dojdzie
do silniejszego rozwoju patogenu, nie sg one w stanie ograniczy¢ infekcji.
| tak na przyktad w niniejszej pracy stwierdzono kilkakrotnie zwieksze-
nie zawartosci kwasu chlorogenowego w komérkach kory topoli wrazli-
wej PK-137, zakazonej D. populea (tab. 11). Mimo to, proces chorobowy
rozwijat sie tam najbardziej ze wszystkich badanych odmian. Wzrost
stezenia kwasu chlorogenowego byt prawdopodobnie wynikiem reakcji
obronnej rosliny wrazliwej, ktorej komorki byty bez przerwy draznione
wydzielinami patogenu. W komdrkach roélin odpornych, gdzie infekcja
na samym poczatku zostata opanowana, tego zjawiska nie zaobserwowano.

Odporno$¢ topoli moze wynikac nie tylko ze sktadu chemicznego kory,
ale takze moze by¢ spowodowana przemianami metabolicznymi réznych
zwigzkéw, gtownie fenoli, i zalezy od aktywnos$ci enzymow uczestnicza-
cych w tych przemianach jeszcze przed infekcjg patogenu.

W niniejszej pracy wykazano, ze aktywno$¢ oksydazy o-dwufenolowej
w korze topoli odpornych jest wielokrotnie wyzsza niz u wrazliwych
(ryc. 7). Z tego wynika, ze te topole jeszcze przed infekcjg sg bardziej
predysponowane do obrony przed D. populea. Mozna sobie bowiem wyo-
brazi¢, ze gdy na skutek inwazji patogenu zwigzki fenolowe, ktére sg
zlokalizowane w wakuoli, znajda sie w kontakcie z enzymami cytoplaz-
my to nastgpi szybkie ich utlenienie. Pierwszymi produktami utlenienia
fenoli przez oksydazy fenolowe sg rodniki o charakterze semichinondw,
ktore sg szczegOlnie reaktywne i dziatajgc na niektore wrazliwe frag-
menty biatek mogg zmniejsza¢ ich aktywno$¢ enzymatyczng i powodowac
denaturalizacje. Dalszymi produktami utlenienia fenoli sg chinony, a te
z kolei polimeryzujg do ciemnozabarwionych melanin. Utlenione fenole,
melaniny oraz wygarbowane biatko tworzg naturalne bariery zapobiega-
jgce rozprzestrzenianiu sie infekcji (Farkas i Kiraly, 1962).

Badajac aktywnos¢ oksydazy o-dwufenolowej w korze topoli zakazo-
nej grzybnig Dothichiza populea zaobserwowano dalszy jej wzrost u osob-
nikéw odpornych (ryc. 8). Tak duze réznice w aktywnosci tej oksydazy
miedzy odmianami odpornymi i wrazliwymi sg rzadko spotykane. Enzy-
mowi temu wielu badaczy przyznaje niewatpliwg role w odpornosci.
Stwierdzono takze poinfekcyjny wzrost aktywnos$ci oksydazy o-dwufeno-
lowei skorelowany z odpornoscig (Farkas i inni, 1964, Matta i Di-
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mond, 1963; Maxwell i Batemaw, 1967, Huber i Ander-
sen, 1964; Weber i inni, 1967).

W niniejszej pracy stwierdzono réwniez réznice w aktywnosci oksy-
dazy o-dwufenolowej w korze dwuletnich pedéw topoli rosngcych w te-
renie, nalezacych do sekcji Aigeiros i Tacamahaca oraz mieszancow mie-
dzysekcyjnych. W przypadku topoli z sekcji Tacamahaca aktywnosc tej
oksydazy jest wyraZnie wyzsza niz u topoli z sekcji Aigeiros (ryc. 17).

Aktywno$¢ peroksydazy nie jest skorelowana z odpornoscig topoli
(ryc. 9 i tab. 9). Po infekcji obserwowany byt wzrost aktywnosci pero-
ksydazy wyraZniej zaznaczony u roslin wrazliwych.

Zjawisko wzrostu aktywnosci peroksydazy po infekcji zaobserwowano
u wielu roélin (Johnson i Cunningham, 1971; Weber i inni,
1967, Hampton, 1963; Maxwell i Bateman, 1967, Huber
i Andersen, 1964). Nie zawsze jednak wzrost aktywnosci skorelo-
wany byt z odpornoscig. W niektorych przypadkach rosliny odporne nie
wykazywaty poinfekcyjnych zmian aktywnos$ci peroksydazy (Grzelin-
skKa, 1969; Stavely i Hanson, 197; Patii i inni, 1964).

Przeprowadzony w dalszym etapie badan elektroforetyczny rozdziat
peroksydazy i materiatu zdrowego i zakazonego ukazuje poinfekcyjny
wzrost aktywnos$ci niektorych izozyméw, zaréwno u roslin wrazliwych
jak i odpornych. Stwierdzono ponadto w niektérych przypadkach ujaw-
nienie sie nowych pasm peroksydazy po infekcji (ryc. 10 - 16). Uzyskane
wyniki nie pozwalajg jednak na powigzanie tego zjawiska z odpornoscia,
ale fakt istnienia tego typu réznic Swiadczy o interwencji patogenu w
system regulacji biosyntezy biatek zywiciela. Podobnego zdania sg inni
badacze, ktorzy stwierdzili poinfekcyjng biosynteze nowych izozymow
peroksydazy nie wigzac tego jednak ze zjawiskiem odpornosci (Staples
i Stahmann, 1964; Stavely i Hanson, 1967, Grzelinska,
1969; Maraite, 1973; Reddy i Stahmann, 1972; Farkas
i Stahmann, 1966).

Podsumowujgc wyniki badan nad rolg enzymow utleniajacych fenole
w odpornosci topoli na infekcje Dothichiza populea mozna stwierdzi¢, ze
wigksze znaczenie w tym wzgledzie posiada oksydaza o-dwufenolowa, pe-
roksydaza natomiast moze pogtebia¢ lub uzupetniac jej dziatanie.

Rozwoj posozyta w tkankach zywiciela wywotuje zmiany w gospodar-
ce hormonalnej (Andel i Fuchs, 1972). Patogen moze produkowac
réznego rodzaju hormony powodujgce anormalny wzrost okreslonych tka-
nek gospodarza, moze on rowniez powodowa¢ rozktad istniejacych w orga-
nizmie ro$linnym regulatorow wzrostu (Fahraeus, 1961, Krupa-
sagar i Sequeira, 1969). Z drugiej strony roslina, dzieki swojemu
systemowi enzymatycznemu, reguluje poziom auksyn. Degradacja substan-
cji wzrostowych w porazonych tkankach roslinnych moze mie¢ pewne
znaczenie w odpornosci. Patogen penetruje tkanki gospodarza pozbawio-
ne auksyny, co wptywa hamujgco na jego rozwdj, poniewaz wiadomo, ze
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auksyna steruje mobilizacjg substancji pokarmowych. Ponadto stwier-
dzono, ze produkty rozktadu IAA sg toksyczne dla niektérych mikro-
organizméw (Tuli i Moyed, 1966). Rozktad IAA w roslinie jest ka-
talizowany przez IAA-oksydaze, ktora jest peroksydazg (Ray, 1958),
oraz polifenoloksydaze (Brigs i Ray, 1956; Tomaszewski, 1959).
Aktywnos¢ 1AA-oksydazy moze by¢ zahamowana przez polifenole takie
jak: skopoletyna, kwas kawowy (Sequeira, 1964). Spadek aktywnosci
IAA-oksydazy i wzrost zawartosci auksyny w tkankach porazonych za-
obserwowali Shaw i Hawkins (1958) oraz Daly i D ever all
(1963). Nie udato sie jednak tego zjawiska bezposrednio potaczy¢ z odpor-
noscig (Seevers i Daty, 1970). W niektérych przypadkach zachodzi
zjawisko odwrotne. Sequeira (1973) twierdzi, ze zmniejszenie zawar-
tosci IAA w tkankach porazonych moze by¢ spowodowane:

a) przeszkoda w syntezie i transporcie auksyny,

b) indukcjg aktywnosci |AA-oksydazy przez patogena,

c) wydzielanie przez pasozyta do $rodowiska enzymoéw degradujgcych
auksyne.

Na podstawie podanych faktow z literatury, w niniejszej pracy starano
sie przesledzi¢ losy IAA znakowanego w grupie karboksylowej, podanego
do tkanki kory topoli zdrowych i zakazonych D. populea, odpornych
i wrazliwych. Zbadano réwniez czy patogen moze syntetyzowac lub tez
powodowac rozpad auksyny. Wyniki otrzymane z tych eksperymentow
starano sie potgczy¢ w logiczng catos¢ i poréwnac z danymi z literatury.

Na podstawie iloSci uwolnionego 14CO? stwierdzono, ze szybko$¢ roz-
ktadu IAA w tkankach porazonych jest wyzsza w stosunku do zdrowych
miejsc kory. Ponadto na uwage zastuguje duzy stopien dekarboksylacji
auksyny w tkance odpornego mieszanca PK-127 w drugim tygodniu po
inokulacji. Jednakze trudno jest poda¢ jednoznaczng odpowiedZ jaki sys-
tem enzymatyczny powoduje te degradacje. W przypadku mieszanca
PK-127 (odpornego) nalezy sie spodziewaé, ze interwencja patogenu jest
niewielka, poniewaz choroba praktycznie sie nie rozwijata. Powstata tylko
ciemna plama w miejscu inokulacji. Mamy zatem do czynienia z reakcjg
rosliny i degradacjg IAA przez gospodarza. Aktywnos$¢ IAA-oksydazy
moze by¢ w miejscu infekcji znacznie obnizona, poniewaz kora topoli za-
wiera liczne zwigzki polifenolowe. Z poprzednich eksperymentow jednak
wiemy, ze topole te posiadajg bardzo aktywng polifenoloksydaze, ktéra
réwniez moze powodowac dekarboksylacje IAA. Przekonano sie o tym
w nastepnym doswiadczeniu, gdzie badano degradacje IAA w obecnosci
preparatu enzymatycznego z pakoéw topoli oraz katecholu i kwasu chlo-
rogenowego (tab. 12). Obydwa te fenole sg inhibitorami 1AA-oksydazy,
ale katechol jest szybko utleniany przez polifenoloksydaze co stymuluje
dekarboksylacje IAA. Taka reakcja moze zachodzi¢ w badanych topolach,
z tym ze w przypadku mieszanca wrazliwego (PK-137) cze$¢ uwolnione-
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go 14CO2 moze pochodzi¢ od patogenu penetrujgcego tkanke gospodarza
oraz od towarzyszacych mu mikroorganizméw epifitycznych.

W kolejnym eksperymencie stwierdzono, ze Dothichiza populea po-
woduje szybki rozkiad auksyny, przy czym zidentyfikowano kwas indo-
lo-3-karboksylowy (ICA), aldehyd indolowy oraz tryptofol obok innych
produktow rozpadu (tab. 13 i 14). Dwa pierwsze zwigzki sg juz nieaktyw-
ne biologicznie i prowadzg do catkowitej destrukcji IAA. Tryptofol na-
tomiast moze z powrotem by¢ utleniony do I1AA.

Dothichiza populea jest zdolna takze do syntezy auksyny z tryptofanu.
Jako produkty posrednie udato sie zidentyfikowaé oprocz IAA jeszcze
acetylotryptofan i tryptofol (tab. 15 i 16).

Podsumowujac otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze w porazonej
korze topoli nastepuje spadek zawartosci IAA dzieki systemowi enzyma-
tycznemu roéliny oraz patogenu. Rola auksyny w odpornosci nie jest
jednak ostatecznie wyjasniona, poniewaz Dothichiza sama moze synte-
tyzowa¢ IAA 2zwihaszcza gdy korzysta z puli aminokwasowej gospo-
darza.

Grzyb Dothichiza populea zdolny jest do produkcji enzymoéw celuloli-
tycznych i pektolitycznych na podtozu zawierajagcym odpowiednie sub-
straty (Pukacka, 1972). Ten fakt niewatpliwie umozliwia rozprzestrze-
strzenianie sie patogenu w tkankach gospodarza.

W niniejszej pracy badano wptyw fenoli oraz wyciggdéw z kory topoli
na produkcje i aktywno$¢ enzymow celulolitycznych i pektolitycznych
Dothichiza populea. Odnosnie do pierwszego problemu stwierdzono, ze
mozliwe jest zmniejszenie produkcji enzymow celulolitycznych przez
substancje fenolowe oraz wyciagi z kory topoli przy réwnoczesnym ogra-
niczeniu wzrostu grzybni. W przypadku pektynaz takich wynikdéw nie
udato sie otrzymaé, poniewaz pektyna pobudzata raczej wzrost patogenu.

Wyniki te sg analogiczne z rezultatami jakie otrzymali Patii i Di-
mond (1968). Stwierdzili oni, ze niektore fenole moga ograniczy¢ pro-
dukcje poligalakturonazy u Verticillium albo-atrum z rdéwnoczesnym
ograniczeniem wzrostu grzyba.

Inaczej ma sie¢ sprawa z aktywnoscig enzyméw hydrolitycznych. Wy-
kazano, ze same fenole nie majg na nig zadnego wptywu.

Patii i Dimond (1967) stwierdzili to samo u Verticillium albo-
-atrum, natomiast Bhatia i Bajaj (1972) wykazali hamujacy wpltyw
niektorych substancji fenolowych na aktywno$é poligalakturonazy u As-
pergillus niger.

W dalszych eksperymentach wykazano, ze na aktywno$¢ pektynazy
Dothichiza populea mogg mie¢ wptyw produkty utleniania fenoli. Po
6 godzinnej inkubacji enzyméw pektolitycznych z produktami utleniania
katecholu aktywnos$¢ ich zmniejszyta sie o0 25%.

Wyzszy stopien zahamowania aktywnosci enzyméw analogicznych
przez produkty utlenienia polifenoli otrzymali Patii i Dimond
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(1967) oraz Lyr (1965), ale wynikow tych eksperymentow nie mozna ze
sobg poréwnywac. Zalezg one bowiem od zawartosci biatek w mieszaninie:
enzym hydrolityczny — fenol — oksydaza o-dwufenolowa. Produkty
utlenienia fenoli — chinony, nie dziatajg na wybrane enzymy ale w ogole
na biatka. Powodujg one utlenienie grup —SH. Mimo, ze grupy te nie
sa miejscami aktywnymi dla poligalakturonazy (Patii i Dimond
1967) to jednak utlenienie ich inaktywuje czesciowo enzym. Patii
i Dimond (1967) wykazali, ze toksyczne dziatanie produktow utlenie-
nia fenoli mozna zmniejszy¢ przez dodanie do mieszaniny inkubujacej
niektérych aminokwasow.

Dothichiza populea jest grzybem atakujagcym kore dwuletnich pedow
topoli, powodujac ich obumieranie. Z obserwacji drzew porazonych tym
patogenem wynika, ze atakowane jest rowniez drewno. Dotychczas nie
zbadano jakie sg mozliwosci rozktadu sktadnikdédw drewna, a w szczegol-
nosci ligniny przez D. populea. Grzyb ten produkuje enzymy, ktére biorg
udziat w rozktadzie ligniny w przypadku innych grzybéw, a mianowicie
lakkaze i peroksydaze. Zniszczenie drewna przez D. populea objawia sie
w postaci brgzowej plamy. Podobne ciemnienie wystepuje w procesie roz-
ktadu ligniny przez grzyby brunatnej zgnilizny.

Analizujgc produkty rozktadu kwasu weratrowego przez patogen
stwierdzono demetylacje tego zwigzku.

Trojanowski i Leonowicz (1970 sg zdania, ze demetylacja
ugrupowan metoksylowych jest pierwszym etapem w rozktadzie ligniny.
Bardzo czesto proces degradacji tego skomplikowanego zwigzku przez
mikroorganizmy $ledzi sie na substancjach ligninopodobnych, to jest ta-
kich, ktére majg charakterystyczne dla niego grupy i wigzania (F uzu-

c-konidendryna (gwiazdkami oznaczono miejsca gdzie moze nastepowaé rozerwanie
wigzan)
a-conidendrin (with asterisks places where bond can be broken are indicated)

kurni iinni, 1964 i 1965; Ishikawa i inni, 1963, 1964, 1966). Jedng
z takich substancji jest a-konidendryna. Sundman (1965) badata de-
gradacje a-konidendryny przez bakterie glebowe z rodzaju Agrobacterium
i jako produkty tego procesu zidentyfikowata kwas waniliowy i meto-
ksy-p-chinon.

W przypadku grzyba Dothichiza populea podczas jego wzrostu na
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c-konidendrynie rozwoj grzybni jest lepszy niz na podtozu mineralnym
(ryc. 19). Stwierdzono roéwniez zmiane barwy substratu z biatej na jasno-
brazowa.

Sundman (1966) obserwowata podobne zjawisko i ttumaczyla je
powstawaniem zwigzkow chinonowych.

Pomiar absorpcji w uV rozpuszczonego w dioksanie proszku pozosta-
tego w podiozu potwierdza ubytek substratu w stosunku do ilosci po-
czatkowej, spowodowany rozkitadem przez patogena (ryc. 18). W przesa-
czu z podioza za$ zidentyfikowano waniline obok innych produktow roz-
padu c-konidendryny.

Na podstawie przeprowadzonych badarn oraz obserwacji zniszczen
wywotanych przez D. populea w drewnie, mozna sgdzi¢, ze grzyb ten
ma pewne predyspozycje do rozkiadu ligniny. Nie sg one jednak duze
i najprawdopodobniej patogen powoduje tylko czesciowa degradacje tego
trwatego zwigzku. Reszty mogg dokonywa¢ mikroorganizmy towarzy-
szace.

VI. WNIOSKI KONCOWE | PODSUMOWANIE WYNIKOW

Grzyb Dothichiza populea Sacc. et Br. wywotuje chorobe pedéw topoli
nazwang u nas przez Ortosia (1959) pomorem topoli. Szczeg6lnie za-
grozony okazat sie materiat topolowy przeznaczony do wysadzenia w
gruncie tzw. zrzezy topolowe. Choroba rozwija sie na nich dopiero po wy-
sadzeniu. Porazone zrzezy nie ukorzeniajg sie i ging natychmiast albo,
moga wyrasta¢ rosliny stabe, ktore takze po pewnym czasie zamieraja.
Choroba moze sie rowniez szerzy¢ w plantacjach topolowych. Grzyb ata-
kuje wtedy miode pedy i powoduje ich obumieranie. Jezeli sg to pedy
gérne w koronie to moze doj$¢ do uschniecia catego drzewa.

Doktadne badania nad pomorem topoli prowadzita Koztowska
(1971) i Hubbes (1959). Dotyczyty one gtéwnie biologii grzyba oraz
warunkow w jakich choroba rozwija sie najlepiej.

Nie byto do tej pory prowadzonych badan nad mechanizmami dzigki
ktérym topola broni sie przed pasozytem. Sg bowiem gatunki topoli szcze-
golnie odporne na D. populea i bardzo wrazliwe. Z takiego materiatu
miano mozno$¢ korzysta¢ w niniejszej pracy. Zbadano niektére wskazniki
fizjologiczne mogace mie¢ znaczenie w odpornosci topoli. Stwierdzono, ze
jedne z nich odgrywajg role wiodacg, inne natomiast nie majg wiekszego
znaczenia dla odpornosci.

W podsumowaniu wynikéw stwierdzono, ze

1) Substancje fenolowe zawarte w korze topoli moga mie¢ znaczenie
w odpornosci przedinfekcyjnej. Ich dziatanie nie zalezy od ilosci, ale od
skfadu jakosSciowego.

2) Sposrod enzymdw utleniajacych fenole duze znaczenie dla odpor-
nosci ma oksydaza o-dwufenolowa, ktérej aktywnos$¢ jest kilkakrotnie
wyzsza u osobnikéw odpornych na D. populea.
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3) Aktywnos$¢ peroksydazy nie jest skorelowana z odpornoscia.

4) Na skutek interwencji patogenu nastepuje zakiocenie w syntezie
biatek w organizmie gospodarza, mogg pojawiac¢ sie nowe biatka.

5) Degradacja auksyny w tkance porazonej jest wyzsza niz w zdrowej.
Proces ten nie jest jednak zwigzany z odpornoscia.

6) Substancje fenolowe moga mie¢ wptyw na produkcje i aktywnos$c
enzyméw celulolitycznych i pektolitycznych Dothichiza populea, ale dla
odpornosci prawdopodobnie nie ma to decydujacego znaczenia.

7) Dothichiza populea pcsiada pewne predyspozycje do rozkiadu lig-
niny.

Prof, drowi Mirostawowi Tomaszewskiemu za stalg opieke w
czasie wykonywania pracy oraz za cenne wskazéwki, sktadam tg droga

serdeczne podziekowanie.
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Koérnik k. Poznania
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Physiological and biochemical basis for the resistance of poplar hybrids
to the fungus Dothichiza populea Sacc. et Br

Summary

The fungus Dothichiza populea Sacc. et Br. is a parasite of poplar bark.
Particularity sensitive are young shoots on plantations, and the material prepared
for outplaning in the ground, the so called poplar cuttings. Generally the spedies
and cultivars of balsam poplars are more resistant to the infection by Dothichiza
than the black poplars. As a result of this comparative biochemical studies were
undertaken on the representatives of resistant poplars P. maximowiczii and P. lauri-
folia (balsam poplars), and the sensitive black poplars P. nigra ’ltalica’ as well
as the hybrids originating from crosses between these poplars.

Special note was taken of the phenolic compounds and of the enzymes capable
of oxidising them. With the help of paper and thin layer chromatography the
qualitative composition of the phenolics in the bark of the poplars was investigated
before and after inoculation with Dothichiza. In the bark of P. nigra ’ltalica’ and
its hybrids it was found that free guercetin and kaemferol exist as well as their glu-
cosides and (+) catechin. These substances were not found in the bark of P. maxi-
mowiczii and P. laurifolia nor in their hybrids. It was found that several phenolic
derivatives of benzene, benzoic acid and cinnamic acid occur both in the bark of
balsam and black poplars.

With the help of biotests it was shown that the content of ethanolic extracts
from the bark of poplars resistant to Dothichiza inhibit more the growth of the
mycelium of the pathogen than analogous extracts from the bark of susceptible
poplars. Pure phenolic substances at a concentration of 10—2M usually inhibit
totallj’ the growth of the Dothichiza mycellium. At lower concentrations their
influence is different and depends on the structure of the compound and on the pH
of the substratum. The most fungistatic phenolic components of the bark were
salicilic acid, gentisic acid and catechol. Chlorogenic acid and quercetin, which
constitute the main phenolic component of bark proved to have less fungistatic
properties. The fungistatic activity was dependent on the pH of the substratum,
at higher acidity the fungistatic effectiveness being greater.

A separate part of the study has been devoted to the enzymes oxidising phenolic
compounds, that is o-diphenol oxidases and peroxidases in the poplar bark before
and after inoculation with Dothichiza. It was found that the pre-infection activity
of o-diphenol oxidase in the bark of the resistant balsam poplars is decidedly
higher than in the bark of the more sensitive black poplars. During infection an
increase of the activity of the o-diphenol oxidase in the bark of the resistant
poplars was observed. Also a post-infection increase in the peroxidase activity was
observed in the poplar shoots, but this response did not differentiate the resistant
and susceptible individuals. With the help of disc electrophoresis, peroxidase from
the bark of poplars inoculated with Dothichiza and from healthy ones, was separated
out into individual isozymes and quantitative as well as qualitative differences
in their composition were observed, caused by the infection.

Studying the degradation of 1AA-1-14C in the bark from infected and healthy
tissues a higher rate of decarboxylation was found in the infected places. This
phenomenon probably is not of any greater significance for the resistance because

« This work was supported in part by Grant FG-Po-266 from U.S. Department of
Agriculture.
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the fungus Dothichiza populea is capable of independent synthesis of IAA, parti-
cularity if it can utilize the amino acid pool of the host.

Dothichiza populea produces cellulase and pectinase which cause the disinte-
gration of the polymeric substances that comprise the basic components of the cell
walls. It was shown that the production and activity of these enzymes can be
inhibited by the phenolic substances of the bark and by the products of their
oxidation by the phenol oxidase. It was established that Dothichiza has also some
capacity to decompose lignin. Model substances such as a-conidendrine, a lignan and
veratric acid a metoxylated phenol, have been metabolized by the cultures of
Dothichiza populea.

On the basis of the presented results it is assumed that the basic role in the
resistance of poplars to Dothichiza populea is played by the high activity of the
o-diphenol oxidase in the resistant varieties, which following inoculation quickly
creates infection barriers.

CTAHUCJIABA TMYKALKA

dusnonornyeckne 1 OUOXMMUYECKME OCHOBbI YCTOMYMBOCTU TMOPUAOB
Tononeit K rpudy Dothichiza populea Sacc. et Br.

Pe3rome

'pn6 Dothichiza populea Secc. et Br. napasuTvpyeT Ha Kope Tononeil. B ocobeH-
HOCTW OH YrpoXKaeT MOMofpiM moberam Ha MnaHTaumsx W matepuany, NoAroToBAeHHOMY
[N BbICafKW, T.e. YepeHKam Tomoneil. B uUenom Buabl M PasHOBMAHOCTW  (KyNbTWBapbl)
6anb3aMnyecknx Tomnonei 6onee yCTOMUMBLI K 3apaXEHWIO, YeM TOMOAM uYepHble. B cBsA3M
C 3TUM MPeanpuHATO CPaBHWUTEIbHOOMOXMMUYECKOE WCCMEeAOBaHWe TOMOMen, YCTONYMBBIX
K 3abonesaHuto, a umeHHo Populus maximowiczii u P. laurifolia (6anb3ammueckme
Tononu), W noABepKeHHOro 3aboneBaHWIO 4epHoro Tonons P. nigra ’ltalica’, a Takke
rMépuaoB, NOMyYeHHbIX B pe3ysibTaTe CKPELVBaHWS YKa3aHHbIX BULOB.

Ocob6eHHOe BHMMaHWe 6bio 06palleHO Ha Pob, KOTOPYH WrpalT B WMMYHUTETE (he-
HOMbHbIE COEAWMHEHWS U 3H3UMbI, BbI3biBAIOWME WX OKWUCAeHWe. C MOMOLBID  ByMaXHO
W TOHKOCNOWHOWA XpomaTorpatmn 6bin OnpedenieH KauyeCTBEHHbIA COCTaB (JeHOMOB B KOpe
Tononeii fo w nocne 3apaxeHusi Dothichiza. B kope P. nigra ’ltalica’, n y ero ruépugos
YCTaHOB/IEHO HaMume CBOOOAHOrO KBepueTUMHa W Kemdepona, MX FAMKosugos u (+) Ka-
TexumHe. OTW BellecTBa He Oblny 06HapyeHbl B Kope P. maximowiczii, P. laurifolia
N WX rmbpmgos. BbiicHEHO, YTO psAg PEHOMbHbIX MPOU3BOAHBLIX 6eH30Ma, GEeH30MHOW W KO-
PUYHOI KUCNOT NpefCTaBneH B KOpe Kak 6anb3aMUYeckux, Tak W YepHbIX TOMOJei.

C nomoLLbto 6MONMOTMYECKMX TECTOB MOKa3aHO, YTO 3TaHO/MOBblE BbITSXKKM W3 KOPbI
Tomoneit, UMMyHHbIX K Dothichiza, B 60nblUeii CTeneHM TOPMO3AT POCT MULENNUS MaToreH-
HOro rpy6a, 4YemM aHalOrMyHble BbITSXKKW W3 TOMOMeA, BOCMPUMMUMBBLIX K 3a60MEBaHMIO.
UuncTble (eHOMbHbIE COEAMHEHWA B KOHUeHTpauum 10_2 M no 6onbluei 4YacTi MOMHOCTbIO
3aTOPMaXXMBAKOT POCT MULEMMA. B MeHbLIMX KOHLEHTpaUWsaX WX BAUSHWE PasfNyHO, OHO
3aBUCWUT OT CTPYKTYpbl coefuHeHuss W oT pH cyb6cTpata. Hambonee dyHrucratnyeckumu
(heHOMbHLIMW  COBAMHEHMAMM B KOpe OKasanacb CanuMuWioBas W TEHTU3MHOBAs KWUC/OThI
W KaTexon. X/oporeHoBas KWCI0Ta W KBEPLETWH, SABNAIOLMECS OCHOBHBIMA (DEHONbHLIMM
KOMMOHEHTaM/ KOpbl, OKasanucb 6osee cnabbiMu (DyHrMcTaTUyeckuMu gakropamn. ®yHru-
cTaTuyeckoe felicTBue 3aBuceno oT pH cybctpata v yem 6o/blie 6bl1a KUCAOTHOCTb, TeM
BbiLE (DYHIUCTATUYECKUI SPAEKT.

CneumanbHas 4acTb paboTbl MOCBSALLUEHA WCCEfOBAHWUIO 3H3UMOB, OKMCMAIOWMX (EHO/bI
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(T.e. O-ABY(heHOMbHON OKCMAa3e M Nepokcuaase), B KOpe TOMOMeld [0 M Mocne 3apaKeHWs
Dothichiza. YcraHoBneHo, 4TO0 [0 3apaXeHWs rpuboM akTMBHOCTb O-ABY(DEHONBHON OKCK-
[ia3bl B KOPe UMMYHHbIX 6asb3aMUyecknX TOMOMel 3HauMTeNbHO Bbille, YEM B KOPe YepHbIX
TONONeN, HeyCTOMUMBBLIX K 3TOMy rpuby. Bo Bpems 3apakeHus Habmioganoch [AaibHelillee
MoBbILLEHNE aKTMBHOCTU O-ABY(EHOMbHOW OKCMAasbl B KOpe YCTOWuMBLIX Tononeid. Ha-
6n10fanoch TakKXKe MOCNENH(EKLMOHHOE BO3pacTaHMe aKTMBHOCTM Mepokcuiasbl B noberax
TOMONA, OfHAKO OHO He KOPPEeNMpoBanoCb C WX YCTOMYMBOCTBIO K rpuby. C MOMOLLbO
aTeKkTpodopesa B NONMAKPUNAMUAHOW KONMOHKE MEepPOKCWAA3y M3 KOpbl TOMOMER, 3apaKeHHbIX
Dothichiza n 3a0poBbIX, pasfeneHo Ha OTAeNbHbIE W303VIMbl U BbIsIB/IEHbl KOMMYECTBEHHbIE
W KauyeCTBEHHble Pa3NYMsA B MX COCTaBe, BbI3BaHHblE MHEKLEN.

Wccnepgys perpagaumio MYK-1—1<C B TKaHsX 3[40POBO KOPbl W KOPbl MOPaXKEHHOM
Dothichiza yctaHoBneHa 60nee BbICOKas [JekapboKCUNaLUUs B 3apaKeHHbIX MecTax. 310
fBNEHNE, BEPOSITHO, He WMeeT CYLLECTBEHHOTO0 3HaueHWs N7 YCTOWYMBOCTM PaCTeHWi, Tak
Kak rpu6 Dothichiza, crnocobeH Kk camocTosTeNlbHOMY CUHTe3y WYK, ocobeHHO Korfa OH
UCMO/Mb3YEeT aMUHOKWUC/IOTHBIA My PacTeHUA-X03AMHa.

Dothichiza populea npogyuupyeT uUennonasy 1 MeKTUHa3y, BbI3blBAOWME pacnaf,
BbICOKOMO/EKY/IAPHLIX  COEAVHEHWIA, ABMAIOLLMXCA OCHOBHbIMW  KOMMOHEHTaMW  K/ETOUHbIX
060/104eK B KOpe pacTeHWid. [lokasaHo, 4YTO Ha 06pa3oBaHWe M aKTUBHOCTb 3TUX 3H3MMOB
MOTYT UMeTb TOPMO3siLLee [eiCTBMe (eHONbHble BELLECTBA KOPbl U MPOAYKTbI UX OKCUAEHUS
C yuyacTveM (DeHONbHOM OKcKAasbl. YcTaHoBneHo, yto Dothichiza obnagaeT Takke onpege-
NEHHO CMOCOBHOCTbIO K PAasfIOKEHWNIO IMFHUHA: Takue MOfefNbHble BELLeCTBA Kak /MIHUHA
L-KOHMAEHAPMH W METOKCU/OBaHHbIA (heHON — BepaTpoBas KWCnoTa — SABNAKOTCA MPOAYK-
Tamu MeTabonuama KynbTypbl Dothichiza populea.

Ha ocHOBe npoBefeHHbIX WCCNefOBaHU MOXHO CKasaTb YTO CYLUECTBEHHYH pOfib
B ycToiiumBocT Tononeit k Dothichiza populea wrpaet BbicOKas akTuBHOCTb O-fByde-
MONMbHOM OKCWMAA3bl Yy YCTOWuMBbLIX (HOPM, YTO CO343ET YCNoBUS A1 6bICTPOro (hopmMmpo-
BaHMA WH(EKLMOHHBLIX 6apbepoB B Cryyae 3apaXeHwus.
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