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Influence of gums formed in stone-fruit trees on in vitro growth
and sporulation of Verticillium albo-atrum and V. dahliae

Wptyw gum wytwarzanych w owocowych drzewach pestkowych
na wzrost i zarodnikowanie w warunkach in vitro Verticillium albo-atrum
i V. dahliae

Anna Jarecka Boncela, Elzbieta Wegrzynowicz-Lesiak, Justyna Géraj, Marian Saniewski

Summary

The effect of gums formed in stone-fruit trees on the in vitro growth and development of Verticillium albo-atrum and V. dahliae
cultured on Czapek Dox Agar (CzDA), Malt Extract Agar (MEA) and Potato Dextrose Agar (PDA) was investigated. Addition of gums at
concentration 5 mg/cm? to all used media greatly stimulated mycelium growth of V. albo-atrum and V. dahliae and sporulation of the
pathogen. Surface of colony of the pathogens after 8 days of culturing on CzDA, MEA and PDA supplemented with gums increased
twice on the first two media and three fold on PDA as compare to the control.
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Streszczenie

Przedstawiono wyniki badan nad wptywem gum z owocowych drzew pestkowych na wzrost i rozwdj Verticillium albo-atrum
i V. dahliae w warunkach in vitro na pozywce mineralnej Czapka zestalonej agarem (CzDA — Czapek Dox Agar), agarowo-maltozowe;j
(MEA — Malt Extract Agar) i agarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA — Potato Dextrose Agar). Dodatek gum w ilosci 5 mg/cm? do
wszystkich wymienionych pozywek wptynat silnie stymulujgco na wzrost i zarodnikowanie kultur V. albo-atrumi V. dahliae w poréw-
naniu do kultur kontrolnych patogena rosnacych na podtozach bez dodatku gum. Powierzchnia kultur patogenéw po 8 dniach inkubacji
na badanych pozywkach z dodatkiem gum wzrosta: 2-krotnie na CzDA, 2-krotnie na MEA i 3-krotnie na PDA w pordwnaniu do kultur
kontrolnych kultywowanych na wymienionych pozywkach bez dodatku gum.

Stowa kluczowe: Verticillium albo-atrum; V. dahliae; gumy z owocowych drzew pestkowych; wzrost; zarodnikowanie; in vitro
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Wstep / Introduction oddzielenia zarodnikéw od fragmentéw spek grzybni.
Liczbe zarodnikdw okrélano mikroskopowo przy ayciu
W wyniku infekcji przez patogeny czyerowania komory Biirkera. Kontrel stanowita zawiesina zarod-
szkodnikow, gumy wytwarzanea sw wielu gatunkach nikow pozyskana z kultur grzybni ragrych na payw-
roslin, migdzy innymi z rodziny Rosaceae, np.sliwach,  kach bez dodatku gum.
wisni, moreli, brzoskwini, migdatach i innych (Boothby  Wyniki opracowano statystycznie metodnalizy wa-
1983). Gumy wyizolowane z drzewsmi, brzoskwini ili-  riancji dokonujc syntezy z serii. Do ocenzdic miedzy
wy zawieraj w swoim skiadzie polisacharydy zlmne  wartdsciami $rednimi  dokonano poréwnania testem
gtownie z galaktozy, arabinozy, ksylozy, ramnozayan-  Duncana przy poziomie istotéw p = 0,05.
nozy o ré@nym skladzie procentowym oraz kwasu
glukuronowego (Bonaduce i wsp. 2007). Intergsgijjest,
ze nie tylko stres indukuje tworzeniez ium w rénych  Wyniki i dyskusja / Results and discussion
rodlinach, ale rownig etylen i jasmonian metylu powoduje
powstawanie gum. Zostato wykazawne jasmonian metylu Dodatek gum z brzoskwini, czéré, moreli, wini
indukuje tworzenie gsigum w gdach wéni, moreli, brzos- i ¢liwy do pazywek CzDA, MEA i PDA wplynt silnie
kwini, $liwy (Saniewski i wsp. 2006). Cebule tulipandw stymulupco na wzrost i zarodnikowanie kulti. albo-
wytwarzapce gumy pod wptywem infekcji przeEusa-  atrum i V. dahliae. Powierzchnia grzybni po 8 dniach
rium oxysporum f. sp.tulipae map zdoIng¢ ich tworzenia inkubacji V. albo-atrum i V. dahliae na paywkach
pod wptywem samego etylenu lub zwkow wytwarza- z badanymi gumami wzrosta: 3-krotnie na PDA, 2-ki®t
jacych etylen po zetkeciu sk z tkank rosliny, np. na CzDA i 2-krotnie na MEA w poréwnaniu do kultur
etefonu, ktory stanowirodio etylenu (Kamerbeek i De kontrolnych wzrastapych na wymienionych pgywkach
Munk 1976; De Munk i Saniewski 1989). Przypuszdza s bez dodatku gum (rys. 1, 2). Najepodkreli¢, ze badane
ze gumy w ranych gatunkach #in tworza sie pod patogeny wzrastage na podigach z dodatkiem wszyst-
wptywem synergistycznego wspotdziatania etylenwag-j kich wymienionych gum wyrinialy si bardzo obfif
monianami (Skrzypek i wsp. 2005). w strzepki, watowas grzybni powietrzrp w poréwnaniu
Celem przeprowadzonych badabyto okrélenie  do kultur kontrolnych.
wptywu gum z owocowych drzew pestkowych na wzrost Weczeniej stwierdzonoze dodatek gum powstajych
i zarodnikowanié/erticillium albo-atrumi V. dahliae. w cebulach tulipana do pgpwek CzDA, MEA i PDA
silnie stymulowat wzrost i zarodnikowanke oxysporum
f. sp.tulipae (Saniewska 2002a). Gumy tulipana dodane do
Materiaty i metody / Materials and methods pozywki CzDA nie stymulowaly wzrostu grzybni
Fusarium oxysporum f. sp.callistephi i F. oxysporum f. sp.
Gumy pozyskane z brzoskfyiczergni, moreli, sliwy  narciss, ale badane kultury rogce na podtou z dodat-
i wisni w ilosci 5 mg/cm?® paywki, po rozpuszczeniu kiem gum wyrénialy sk bardziej obfia w strzpki,
w 5 cm3 wody destylowanej dodano przed steryligalj watowah grzybni (Saniewska 2002b). Kultury. albo-
45 cm3® paywki mineralnej Czapka zestalonej agarematrum i V. dahliae rosmce na paywkach CzDA, MEA
(Czapek Dox Agar, CzDA — Difco), agarowo-maltozoweji PDA z dodatkiem badanych gum zarodnikowaty okfici
(Malt Extract Agar, MEA - Difco) i agarowo-ziem- w poréwnaniu do kultur kontrolnych. Po 6 dniach unk
niaczano-glukozowej (Potato Dextrose Agar, PDA -bacji grzybni badanych patogenéw nazpskach CzDA,
Merck). Po wysterylizowaniu, pgwki rozlewano do MEA i PDA uzupetnionych gumami z owocowych drzew
ptytek Petriego grednicy 90 mm. Na zestalonegywki  pestkowych, liczba zarodnikéW. albo-atrum i V. dahliae
nanoszono 5 mm k#ki pozywki agarowo-ziemniaczano- pozyskiwana z 4 cm? fragmentéw grzybni byta ponad
glukozowej z 7-dniowej kultury. albo-atrumi V. dahliae. ~ 2-krotnie wiksza, a po 13 dniach inkubacji kultur ponad
Kontrole stanowity kolonie grzybéw rogne na po- 5-krotnie wkksza w poréwnaniu do kultur grzybni
zywkach bez dodatku gum. Plytki z kulturami grzybéwwzrastagcych tylko na samych ggwkach (rys. 3, 4).
inkubowano w termostacie o temperaturze 25°C przelajprawdopodobniej zwkszona liczba zarodnikéw
15 dni. Pomiaryérednicy kultur w dwoch prostopadiych badanych patogenéw w kulturach rasych na paywkach
kierunkach dokonano po 2, 4, 6 i 8 dniach inkubacjiz dodatkiem gum z owocowych drzew pestkowychzeno
Wszystkie badane pgwki testowano na 5 piytkach by¢ wynikiem zwkkszonej produktywrgei komorek
Petriego w trzech seriach w ogjsach tygodniowych. Po konidiotwérczych w obfitej grzybni powietrznej, vogw-
6 i 13 dniach inkubacji oceniano mikroskopowo wptywnaniu do kultur kontrolnych.
gum na zarodnikowanie badanych patogenéw. Zddga W literaturze wysuwana jest hipoteza, tworzenie i
plytki pobierano 4 fragmenty pgwki z kulturami gum w r@linach w wyniku infekcji przez patogena peo
grzybéw o powierzchni 4 cinktére przenoszono do od- Stanowé reakcg obronm (Boothby 1983). Mena
dzielnych plytek Petriegaiednicy 50 mm) zawieragych ~ Przypuszczd ze powstajce gumy, ktére 3 polisacha-
po 5 cm? sterylizowanej wody. Zanurzone w wodzig'ydami (0 raénym sktadzie cukrowcow w zaieosci od
fragmenty paywki z grzybni powietrzm pocierano gatunku rgliny), §zyb_ko zestalgj sic na,p0W|erzqh’n|
lekko, szklag bagietkh po powierzchni grzybni i prze- danego organu sbny | mogg W ten SPOSO*? zgpoblenga
saczono 2-krotnie przez filtr z bibuly filtracyjnej welu dalszemu rozprzestrzenianiy; gatogena 4tz tez odpo-
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wiednie fragmenty polisacharydéw gum madgdukowa&  Rd&zne oligo- i polisacharydy magpetnic w roslinach rok
reakcje obronne u §bn na drodze metabolicznej, agei  molekularnych sygnatéw zwanych elicytorami, ktore
dziata® jako elicytory. W zainfekowanych tkankach, za-regulup wzrost i rozwéj poprzez oddziatywanie na wiele
leznie od gatunku rdiny, uwalniane s oligocukry ze procesow fizjologicznych i biochemicznych (Aldingto
scian komorkowych (oligoglukuronidy, oligogalakturo- i wsp. 1991; Farmer i wsp. 1991; Darvill i wsp. 299
nidy, oligoksyloglukany i inne), ktére mggelicytowa®  Creelman i Mullet 1997; Ebel i Mithtfer 1998).

rézne reakcje obronne (Cutillas-lturralde i wsp. 1998)
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Rys. 1. Wplyw gum z owocowych drzew pestkowych rzaost kulturV. dahliae na r&nych paywkach: mineralnej Czapka zestalonej
agarem (CzDA), agarowo-maltozowej (MEA) i agaroweraniaczano-glukozowej (PDA), obserwacja po 8 dniakbacii.
Srednie oznaczong sam litera nie r&nia sie istotnie przy p = 0,05; wielokrotny test Duncana

Fig. 1. Influence of gums formed in stone-fruiess on the cultures growth ¥t dahliae on different media: Czapek-Dox-Agar
(CzDA), Malt-Extract-Agar (MEA) and Potato-Dextrodgar (PDA), observation after 8 days of incubatieans followed
by the same letter do not differ p = 0.05 levesighificance; Duncan's multiple range test
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Rys. 2. Wptyw gum z owocowych drzew pestkowych rerost kulturV. albo-atrum na r&nych paywkach: mineralnej Czapka
zestalonej agarem (CzDA), agarowo-maltozowej (MEAparowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA), obserwgga8 dniach
inkubacii.Srednie oznaczone sam litera nie r@&nia sic istotnie przy p = 0,05; wielokrotny test Duncana

Fig. 2. Influence of gums formed in stone-frugds on the cultures growth 9f albo-atrum on different media: Czapek-Dox-Agar
(CzDA), Malt-Extract-Agar (MEA) and Potato-Dextrodgar (PDA), observation after 8 days of incubatideans followed
by the same letter do not differ p = 0.05 levesighificance; Duncan's multiple range test
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Rys. 3. Wptyw gum z owocowych drzew pestkowych aeodnikowanieV. albo-atrum na réznych pgywkach: mineralnej Czapka
zestalonej agarem (CzDA), agarowo-maltozowej (MEAyarowo-ziemniaczano-glukozowej (PDA), obserwgal3 dniach
inkubaciji

Fig. 3. The effect of gums formed in stone-frugss on sporulation &f. albo-atrum on different media: Czapek-Dox-Agar (CzDA),
Malt-Extract-Agar (MEA) and Potato-Dextrose-AgabDi®), observation after 13 days of incubation
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Rys. 4. Wplyw gum z owocowych drzew pestkowych aaodnikowanieV. dahliae na paywkach: mineralnej Czapka zestalonej
agarem (CzDA), agarowo-maltozowej (MEA) i agarovieamiaczano-glukozowej (PDA), obserwacja po 13 cmiakubacji

Fig. 4. The effect of gums formed in stone-fruétss on sporulation on different media: Czapek-DgaCzDA), Malt-Extract-Agar
(MEA) and Potato-Dextrose-Agar (PDA) \f dahliae, observation after 13 days of incubation

Whiosek / Conclusion

Otrzymane wyniki pozwalaj twierdzi, ze gumy Praca finansowana przez Grant Narodowe Centrum
z owocowych drzew pestkowych w warunkaatvitro nie Nauki Nr NN 310078239.
s3 czynnikiem ograniczagym, wrcz przeciwnie bardzo
silnie stymulugcym wzrost i zarodnikowani€. alboatrum
i V. dahliae, u ktérych nie znane jest zjawisko indukcji
gum w tkankach swoickywicieli.
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