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Domena: Eucaryota — Fusarium to rodzaj grzybéw

Jadrowce strzepkowych szeroko
Krolestwo: Fungi — Grzyby rozpowszechnionych na
Typ: Ascomycota — Workowce catym Swiecie we
Klasa: Sordariomycetes wszystkich  typach gleb.
Rzad: Hypocreales Wielu przedstawicieli tego
Rodzina: Nectriaceae rodzaju jest zwigzanych z
Rodzaj: Fusarium gospodarzami  roslinnymi
,Sierpiki” jako patogeny, saprotrofy
Charakterystyka PRLRERelie)

rodzaju
Fusarium

Polimery zewnatrzkomérkowe (EPS) w swoim sktadzie zawierajg
od 40% do 95% polisacharyddw, pozostatg zas cze$¢ stanowia
biatka, zwigzki fenolowe, pochodne kwasu uronowego, lipidy,
pochodne zwigzkdw aminowych. W sktad rdzenia cukrowego
wchodzi gtéwnie glukoza, mannoza, galaktoza, ale i réwniez
fukoza lub arabinoza.

Zwigzki te pozwalajg na zwiekszenie adaptacji do niekorzystnych
warunkéw wzrostu, takich jak: ubytki sktadnikow odzywczych,
zmiany temperatury, wahania wartosci pH, dziatanie reaktywnych
form tlenu (anion ponadtlenkowy, rodnik hydroksylowy i
nadtlenek wodoru), obecnos$é srodkdw powierzchniowo czynnych
(niszczacych btony lipidowe) oraz wielu grup antybiotykow.




Schemat uzyskiwania i badania EPS z hodowli szczepdéw F. culmorum

Fusarium culmorum

DEMFc2, DEMFc5, DEMFc37 Optymalizacja hodowli:
-Czas hodowli,
-temperatura,
. . -poczatkowa wartosc¢ pH,
Inkubacja hodowli _#rédto C,
-stezenie zrédta C,
Y . -zrédto N,
Zakonczenie hodowli -stezenie zrédfa N
Oddzielenie grzybni od ptynu pohodowlanego l
Materiaty i Metody: | ]
UzySklwa n Ie EPS Mokra masa grzybni Ptyn pohodowlany
Budowa EPS 3x 85°C, 6h l 96% etanol 1:1 (v/v), 4°C, 24h
a v
Sucha masa grzybni iR

Wirowanie 10 000 rpm, 4°C, 20 min

v

EPS po precypitacji alkoholowej (EP)

Liofilizacja
v
; Crude EPS ,surowy” (L)
o , Odbiatczanie - Polymerase K - 48h,
Okreslanie monomeréw cukrowych, Dializa - 96h,
Analiza FTIR, Liofilizacja

Indukcja odpornosci roslin

4 EPS _Proteinase”. (LP)




Il ETAP:
Oznaczanie aktywnosci markerow szlakéw odpornosci w korzeniach i fodygach siewek pszenicy
Ekstrakcja enzymoéw:

Enzymy ekstrahowano 50 mM buforem fosforanowym o pH 7.5 zawierajgcym w swoim sktadzie 1ImM EDTA,
1mM PMSF, 1% PVPP.

Okreslenie aktywnosci enzymow markerowych:

* PAL - liazy fenyloalaninowej — oznaczanie ilosci powstatego kwasu trans-cynamonowego
powstatego w wyniku transformacji L-fenyloalaniny (10uM) po okresie 60 minutowej inkubacji w
buforze boranowym pH 7.7

: - * TAL - liazy tyrozynowej — oznaczanie ilosci powstatego kwasu kumarowego powstatego w wyniku

Indukqa OdeanSCl transformacji L-tyrozyny (10uM po okresie 60 minutowej inkubacji w buforze boranowym pH 7.7

roslin * CAT - katalazy — na podstawie H,0, (20mM) roztozonego przez okres 1 minuty w buforze
fosforanowym o pH 7.0

* GPX - peroksydazy gwajakolowej — na podstawie tetragwajakolu powstatego w wyniku
transformacji gwajakaolu (15mM) w obecnosci H,0, (0,05%) do przez okres 1 minuty w buforze
fosforanowym pH 6.5

* APX - peroksydazy askorbinianowej — na podstawie H,O, (5mM) roztozonego w obecnosci kwasu
askorbinowego (0,25 mM) przez okres 3 minut w buforze fosforanowym o pH 7.0

*  GLUK - glukanaz — na podstawie glukozy uwolnionej z laminaryny po 6h inkubacji w buforze
octanonowym pH 5.6 zawierajgcym 0.1% laminaryne

* CHIT — chitynaz - na podstawie N-acetyloglukazaminy uwolnionej z chityny koloidalnej (0.1%) po
6h inkubacji w buforze fosforanowym pH 5.6




Zaobserwowano wptyw elicytacji EPS na aktywnos¢ enzymoéw zaliczanych do szlakédw odpornosci roslin:

Okreslenie aktywnosci enzymow markerowych:

* PAL- liazy fenyloalaninowej — wzrost aktywnosci enzymow w 5 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji EPS L -
surowym

*  TAL- liazy tyrozynowej — wzrost aktywnosci enzymow w 10 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji EPS L -
surowym

* CAT — katalazy— wzrost aktywnosci enzyméw w 10 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji EPS L — surowym i
EPS LP - oczyszczonym

* GPX - peroksydazy gwajakolowej — wzrost aktywnosci enzymow w 10 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji
EPS L —surowym i EPS LP - oczyszczonym

*  APX - peroksydazy askorbinianowej — wzrost aktywnosci enzymoéw w 10 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji
EPS L —surowym i EPS LP - oczyszczonym

*  GLUK —glukanaz— wzrost aktywnosci enzymow w 10 dniowych siewkach pszenicy po stymulacji EPS LP -
oczyszczonym

*  CHIT - chitynaz — Brak istotnego wzrostu aktywnosci enzymow w tkankach pszenicy po stymulacji EPS
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Przyktad wptywu EPS na aktywnosc¢ szlakow odpornosci w pszenicy: liaza fenyloalaninowa (PAL)



1. Szczepy nalezace do gatunku Fusarium culmorum wykazuja
zdolnos¢ do produkcji EPS, zalezng od oddziatywania danego
izolatu na rosline.

2. EPS wszystkich badanych szczepow wykazuje zdolnos¢ do
stymulacji aktywnosci markerow odpornosci roslin na
poziomie elicytorow komercyjnych.
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