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W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie mozliwosciom
stosowania 1 wykorzystywania biochemicznych metod i technik w bada-
niach zjawisk fitopatologicznych, szczegdlnie takich, jak mechanizmy in-
fekeji, patogeneza chorob roslin, ekspresja objawoéw chorobowych oraz
mechanizmy zwigzane z odpornoscig roslin na patogeny. Celem tych ba-
dan, poza naukowo-teoretycznym, sa takze aspekty czysto praktyczne,
ukierunkowane na uzyskanie sensownych wyjasnien mechanizméw obron-
nych roslin i na tej podstawie stworzenie podstaw do przyszltych badan
nad opracowaniem logicznego systemu naturalnej ochrony roslin przed
chorobami oraz ulepszenia metod hodowli odpornosciowej.

Patogen, ktory wniknal do komoérek organizmu roélinnego i znalazi
tam warunki do rozwoju, najcze$ciej powoduje zauwazalne zmiany fe-
notypowe rosliny - gospodarza, ktére nazywamy objawami chorobowymi.
W nielicznych tylko przypadkach infekcja przebiega bezobjawowo (laten-
tnie). U podstaw obserwowanych zmian fenotypowych lezg zmiany bio-
chemiczne, indukowane w komoérkach zakazonego organizmu wskutek
ingerencji patogena w procesy fizjologiczne gospodarza. Mozna sadzi¢,
ze $ledzenie zmian metabolicznych w czasie infekcji staje sie jedna z me-
tod wyjasniania mechanizméw regulacji biologicznej i ich znaczenia dla
organizmu zdrowego i chorego.

Zjawiska zycicwe sa wynikiem lancuchow reakcn chemicznych, kto6-
rych kazde ogniwo jest kontrolowane przez odpowiedni enzym. Prawdo-
podobnie wszystkie mechanizmy regulacji biologicznej, co najmniej do
pewnego stopnia, sa zalezne od regulacji syntezy i aktywnosci enzymow.

Koncepcja regulacji biologicznej w ogoéle, wglad w molekularne me-
chanizm regulacji enzymatycznej, funkcja i ekspresja genow w interak-
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cji pomiedzy rosling a patogenem — oto zagadnienia i podstawowe pro-
blemy, ktére w obecnej dobie staly sie przedmiotem zainteresowania fi-
topatologéw, fizjologdw i biochemikéw:. ‘

Molekularne aspekty w interakeji roslina - patogen (wirus) sa jeszcze
mato znane [3, 5, 7]. Przyczyna tego moze leze¢ w wiekszych trudnos-
ciach metodycznych, niz w przypadku mikroorganizméw, zwigzanych z
odrebnoscig swoistego cyklu replikacji wirusow w zywej komérce ro-
slinnej. Inicjacja procesu infekcji wirusowej w ro$linie polega na wpro-
wadzeniu do komérek gospodarza, posiadajgcych wlasng informacje ge-
netyczng, wirusowego kwasu nukleinowego, bedacego no$nikiem dodat-
kowej, wirusowej, informacji genetycznej. Patogeneza chordob wiruso-
wych jest wiec w gruncie rzeczy zjawiskiem genetycznym.

W przeciwienstwie do innych mikroorganizmoéw, wirusy nie posiadajg
niezaleznego metabolizmu. Jezeli obserwuje sie towarzyszgce infekcji wi-
rusowej w roslinie zmiany biochemiczne, nawet w sensie wytwarzania
toksyn komérkowych, to sg one wylacznie indukowanymi produktami
komoérek lub tkanek zakazonego organizmu gospodarza.

Celem naszej pracy bylo uchwycenie zmian enzymatycznych (na przy-
kladzie niektorych, dostepnych nam do badan enzymow) w zainfekowa-
nym grochu, oraz poréwnanie tych zmian, towarzyszacych réznym typom
objaw6éw chorobowych. Jest to etap gromadzenia informacji dla pézniej-
szej interpretacji mechanizméw odpornosci roslin oraz ich ewentualnego

wykorzystania dla tworzenia nowych genotypow, odpornych na choroby

wirusowe, /

MATERIAL I METODY

Badania prowadzono na grochu (Pisum sativum L.) odmiany Kujaw-
ski wczesny. Rosliny zakazano wirusem z0ltej mozaiki fasoli (BYMYV,
bean yellow mosaic virus) — izolat Bys szczepu typowego Bos [1] oraz
wirusem mozaiki lucerny (AMV, alfalfa mosaic virus). Oba wirusy na-
mnazano na grochu i przechowywano nad CaCl, w temperaturze — 20°C
(sucha kolekcja).

Reakcja grochu na zakazenie BYMV widoczna jest na ogdél po 8-10
dniach od inokulacji w postaci ukiadrc;wej mozaiki lisci, podezas gdy\ in-
fekcja AMV przejawia sie wezesniej, po okolo 3-4 dniach, gléwnie w po-
staci plam nekrotycznych wystepujgcych zaréwno lokalnie, na lisciach
inokulowanych, jak i ukladowo. .

Rosliny do do$wiadczen hodowano w szklarni. Po okolo 10 dniach od
wysiania nasion, w stadium 4-6 lisci, dwie partie roslin inokulowano
mechanicznie poszczegélnymi wirusami (inokulum przygotowywano z su-
chej kolekcji — kazde 100 mg rozcierano z 9 ml wody destylowanej)
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a trzecig, stanowigcg kontrole, wodg. Zainokulowane rosliny umieszczano
natychmiast w komorze klimatycznej, o nastepujgcych po sobie dwdch
programach

I — program dzienny: godz. 7-21, temp. 22°C, wilgotno$¢ wzgledna
60°0, dwiatlo,

II — program nocny: godz. 21-7, temp. 17°C, wilgotno$é wzgledna
95%0, bez $wiatla.

W odpowiednim czasie (tab. 1) $cinano po okolo 10 g $wiezego mate-
rialu roslinnego, rozcierano w -zimnych mozdzierzach, wyciskano przez
podwojng gaze i tak otrzymany sok wirowano 1 godz. X 20 000 g. Su-
pernatant uzywano do dalszych badan.

POMIAR AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Aktywons¢ dehydrogenaz: mleczanowej (LDH, lactate dehydrogena-
se), jablczanowe]j (MDH, malate dehydrogenase) i glutaminianowej (GLDH,
glutamate dehydrogenase) oznaczano spektrofotometrycznie, mierzac spa-
dek gestosci optycznej (ODj4) mieszaniny inkubacyjnej pod wplywem
enzymu, bedacy miarg zmniejszania sie stezenia zredukowanego dwu-
nukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH,). Sklad mieszanin inku-
bacyjnych byl nastepujgcy: 0,1 M bufor fosforanowy Na/K, 0,0002 M
NADH,, sok roslinny. Mieszanina inkubacyjna do pomiaru LDH zawie-
rala ponadto 0,004 M pirogronian Na, do pomiaru MDH — 0,005 M kwas
szczawiooctowy, a do pomiaru GLDH 0,16 M octan amonu oraz 0,01 M
kwas a-ketoglutarowy. Reakcje enzymatyczne przeprowadzano w kuwe-
tach kwarcowych, badajac sok z roslin inokulowanych poszczegdélnymi
wirusami réwnoczesnie z sokiem z roslin zdrowych, kontrolnych. Aktyw-
nos¢ enzymatyczng wyrazano zmiang gestosci optycznej mieszaniny in-
kubacyjnej przy diugosci fali 340 nm, wywolang w czasie 1 min przez
1 mg bialka.

ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY BIALEK — IZOENZYMY

»

Rozdzial bialek przeprowadzano na zelu poliakrylamidowym 7,5%,
w rurkach (5X70 mm), w buforze tris — glicynowym pH 8,9, przy nate-
zenu pradu 2,5 mA na rurke, wzglednie na plytkach zelu (2 X 90 X
X 230 mm) przy natezeniu pradu 100 mA na ptytke. Do rozdzialu nakla-
dano jednakoWe objetosci soku. Polozenie izoenzymoéw LDH po rozdziale
elektroforetycznym identyfikowano umieszczajgc zele w mieszaninie wy- -
wolujgcej, zawierajacej bufor fosforanowy Na/K pH 8, 0,035%0 biekit ni-
trotetrazoliowy, 0,02°%/¢ NAD, 0,6 M mleczan K (pH 8) i 0,003%0 PMS
(N-methylophenazonium methosulphate).
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Izoenzymy peroksydaz uwidoczniano zalewajac zele nasyconym roztwo-
rem benzydyny w 0,2 M buforze octanowym pH 5,0. Po okolo 20 min
inkubacji w temperaturze pokojowej zele umieszczano w roztworze 0,1%/o
wody utlenionej. Wszystkie zele odbarwiano i przechowywano w 7%
kwasie octowym. Pomiary stezenia bialka oznaczano metodg Lowry’ego.

WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki (Srednie z pieciu analogicznych do-
‘Swiadczen) pomiaru aktywnosci LDH, MDH i GLDH w soku z grochu.
Pozwalajg one stwierdzi¢ istotny wplyw wirusow AMV i BYMV na
aktywnos¢ enzymatyczng LDH i GLDH w procesie infekcji grochu. Oba
wirusy wyraznie stymuluja aktywnos¢ tych enzymoéw, z tym jednak, zZe
efekt dzialania AMV na LDH jest przyspieszony w poréwnaniu z BYMV,
a stymulacja GLDH jest nieco silniejsza. Aktywnos¢ enzymatyczna MDH
w Interakeji roslina - wirus w naszych doswiadczeniach nie ulegla zmia-
nie.

F ﬂ AMV- LDH | 1

K-LDH

Rys. 1. Densytogramy izoenzyméw LDH grochu inokulowanego AMV oraz nie-
inokulowanego (K — Kontrolnego)
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Tabela 1
Aktywno$¢ dehydrogenaz w soku z grochu infekowanego wirusami
AMV i BYMV '
Cazns od AMV BYMV
Enzym inokulacji

(doby) K I %K K I %K
- 3 0,034 0,637 107 0,025 0,025 100
LDH 6 0,020 0,039 198 0,024 0,024 100
8 0,027 0,046 170 0,029 0,070 241
MDH 3 3,083 2,900 94 3,083 2,820 92
6 1,930 1,760 91 1,930 1,960 102
3 0,035 0,049 142 0,036 0,046 126
GLGH 6 0,032 0,061 193 0,023 0,039 170
' 8 0,027 0,046 170 0,040 0,063 158

Rys. 2. Izoenzymy peroksydazy, 6 — déb po inokulacji wirusami AMV

i BYMV; K — ro$liny kontrolne. Obok schematu fotografia zelu
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Wyniki badan izoenzyméw LDH przedstawaja densytogramy (rys. 1).
Obrazy izoenzymoéw w zakazonym grochu, zaro6wno w przypadku infekeji
AMYV, jak i BYMV, sa identyczne. Jak wida¢, za wzrost aktywnosci en-
zymatycznej LDH po infekeji (tab. 1) wydaje sie by¢ odpowiedzialnym
jeden izoenzym. Izoenzymy peroksydazy przedstawiono na rysunku 2.
BYMV nie wplywa na aktywnos$¢ izoenzymoéw peroksydazy grochu. Na-
tomiast AMV inakiywuje nowy izoenzym, badz tez stymuluje jego niska,
w prawidlowe]j fizjologii rosliny, aktywnosc.

DYSKUSJA

Zmiany kiochemiczne, towarzyszace infekcji wirusowej w roSlinie
moga byé tylko odbiciem fizjologicznego stanu rosliny [5, 7, 11], lub tez
moga by¢ zwiazane z pelnieniem okreslonej funkcji w procesie namna-
zania sie czastek wirusowych w tkankach roslinnych [4, 6, 9, 10]. Ba-
dania nasze sugeruja, ze efekt stymulacji takich enzymoéw z grupy oksy-
Joreduktaz, jak LDH i GLDH nie jest zwiazany z ekspresja objawow
chorobowych typu zmian nekrotycznych w tkankach ro$linnych. Korela-
cja taka natomiast nasuwa sie w przypadku wplywu badanych wirusow
na peroksydazy grochu, co jest zgodne z aktualnymi pogladami [7, 11].

Wplyw infekcji wirusowej na badane enzymy uwidacznia sie stosun-
kowo p6zno — po 3, 6 a nawet 8 dobach od infekcji. Sugeruje to wtorna
role badanych enzyméw w interakcji roslina - wirus, lub tez bardziej
odlegle mechanizmy kontroli na poziomie bialek enzymatycznych. Od-
dzialywanie AMV na badane enzymy przejaWia sie na ogo6t silniej niz
BYMV.
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Npena Ppenueav, Mapuan Ilenanvexku

BIVAHUE BUPYCHOV MH®EKIIUU HA HEKOTOPBIE
OKCUIOPEAYKTAS3BI TOPOXA (PISUM SATIVUM L.

" Pe3mowMme

Topox copra KysaBcku paHHMII 3apaxKanu aByMs Bupycamu: AMYV, BbI3bIBaiO-
MMM HEeKpOTM3auuio TKaHey, 1 BYMV, BbI3bIBAIOIIMM CUCTEMHYI MO3aukKy. B coke
3apaxeHHbIX DPACTeHMII YCTAHOBJIEH POCT 9H3MMATMYECKO AKTUBHOCTYM JAKTATHOI
peruyporedassl (LDH) M raoTaMMHHOM JeTrUApPOreHasbl, a OTCYTCTBMe BJIMAHUS HA
aKTMUMBHOCTb MajleaTHOM peruaporeHasbl. Poct akTtuBHOcTM LDH OBl cBA3aH CO CTU-
MyJIALMEN TOJIBKO ONHOTO M30%H3UMa 9TOM nermuaporeHasbl. AMV, IDPOTUBOIIOJIOKHO
BYMYV, oxkaspIBaeT BJIMAHME TaKiKe HA M309H3MMBI Ieporcupaspl. CpaBHMBAIM BJIM-
Auyie 060MX BUPYCOB Ha MCCJIENYEMbIe 3H3UMBI. \

Irena Frencel, Marian Szczepanski

- VIRUS INFECTION INFLUENCE ON SOME OXYDOREDUCTASES OF P}EA

Summary

Pea of Kujawski Wezesny Variety was inoculated with two viruses: AMYV,
causing agent of tissue necrosis, and BYMYV, causing agenit of systemic mosaic.
In sap. of the infected plants higher activity of lactate (LDH) and glutamine de-
hydrogenases was found. Malate dehydrogenase activity was not influenced. The
increased LDH activity followed stimulation of one izoenzyme only. On the con-
trary to BYMV, AMV influenced also izoenzymes of perozidase. The influence of
the two viruses on enzymes in question is being compared.



