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Wplyw promieni UV na aktywno$é pektolityczng grzybow Fusarium
oxysporum nr 15 i Penicillium sp. nr 7*

BnuaHue ynbTpacmoneTtoBuix Ny4ei HA MNEKTONMTMHECKYHO AKTMBHOCTL rpubos
Fusarium oxysporum Nr 15, Penicillium sp. Nr 7

Effect of UV Irradiation on the Pectolytic Activity of Fusarium oxysporum N° 15
and Penicillium sp. N° 7

Grzyby fitopatogenne stanowig bogate zrédlo szczepow aktywnych
pektolitycznie (18). W biosyntezie egzoenzymoéw ekstracelularnych typu
poligalakturonazy (PG) i pektynoesterazy (PE) aktywne okazaly sie
zwlaszcza grzyby z rodzaju Fusarium (2, 10, 15), a ponadto Trichoderma
(4), Botrytis cinerea, Phytium debaryanum (1, 6), Penicillium sp (5, 16,
17) i szereg innych.

Celem pracy bylo przebadanie wplywu promieni UV na aktywnosé¢
pektolityczng dwu grzybow: Fusarium oxysporum nr 15 i Penicillium
sp nr 7, wyselekcjonowanych sposrod 50 szczepow fitopatogennych.

MATERIAE I METODY

Podloza: agar glukozowo-ziemniaczany — do przechowywania szczepow,
pozywka Jayasankar i Grahama (9) stosowana przy wstepnej selekcji
szczep6w oraz kolonii otrzymanych ze spor po napromieniowaniu UV, mineralna
pozywka Czapeka (11) ze zmiennym 2rédiem wegla wg nastepujacego schematu:

* Praca wykonana w ramach problemu weztowego 09.3.1, koordynowanego
przez PAN.
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pektyna dwucukier
g/l
0,0 15,0
1,0 10,0
2,5 5,0
5,0 2,5
10,0 1,0
10,0 0,0

Z dwucukrow testowano maltoze w do$wiadczeniach ze szczepem Fusarium
oxysporum nr 15 i sacharoze w doswiadczeniach ze szczepem Penicillium sp nr 7.
We wszystkich doswiadczeniach pH pozywki wynosilo 3,5—4,0. Pozywke rozle-
wano po 50 ml do kolb Erlenmeyra a 300 ml. Pozywka ta sluzyla do hodowli
szczepOw celem oznaczenia aktywnos$ci poligalakturonazy (PG) i pektynoesterazy
(PE) w ptynach pohodowlanych.

Przygotowanie inoculum: W do§wiadczeniach przeprowadzonych na
pozywce Jayasankar i Grahama inoculum stanowita zawiesina o gesto$ci 2—6X
X10¢ spor/ml. Celem otrzymania pojedynczych konidii zawiesine spor Fusarium
oxysporum nr 15 filtrowano przez sjczek G-2, zawiesine spor Penicillium sp nr 7
wytrzgsano z roztworem Tween-80, po czym filtrowano przez saczek G-3 i war-
stwe bibuly. Inoculum w do$wiadczeniach prowadzonych na pozywce Czapeka
stanowily krgzki grzybni o $§rednicy 2 cm z 7-dniowej hodowli grzybéw na aga-
rze glukozowo-ziemniaczanym. Kazdg z kolb, zawierajacg 50 ml pozywki, szcze-
piono dwoma krazkami grzybni.

Oznaczanie aktywnoséci pektolitycznej: Ogblng aktywnosé pek-
tolityczng oznaczano wg Jayasankar i Grahama (9) przy zastosowaniu
testu z 1% roztworem bromku cetylo-tr6jmetylo-amoniowego (cetavlon) po 72—
96 godz. hodowli w 27°C. Aktywno$é poligalakturonazy (PG) i pektynoesterazy
(PE) oznaczano w plynach pohodowlanych z pozywki Czapeka po 3, 5, 7 i 9 dniach
hodowli w 27°C. Bezkomérkowe plyny pohodowlane otrzymywano po przesacze-
niu hodowli przez tkanine nylonowg i odwirowaniu przy 2000 obr./min. przez
15 min. Aktywno§é PG oznaczano wiskozymetrycznie wg Hancocka (8). Pro-
centowy spadek lepko$ci mieszaniny reagujacej obliczano ze wzoru:

p=To—Tu x 100
To—Tw

gdzie: T, = poczatkowy czas przeplywu, T4 = koncowy czas przeplywu po 60 min.,
T, = czas przeplywu wody.

Aktywnoéé PE oznaczano przez pH-metryczne miareczkowanie mieszaniny rea-
gujacej 0,02 N NaOH wg Hancocka, Millara i Lorbeera (1).

Naswietlenie konidii promieniami UV: Do naswietlen uzywano
lampe bakteriologiczna z palnikiem Philipsa TUV 30. NaSwietlano konidia obu
szczepéw wysiane uprzednio na plytki z pozywka Jayasankar i Grahama. W celu
zapobiezenia zjawiskom fotoreaktywacji po napromieniowaniu material przetrzymy-
wano w ciemni przez 30 min.
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WYNIKI

Z przebadanych grzybow fitopatogennych 84% wykazywalo wlasnosci
pektolityczne (tab. 1). Nie stwierdzono przy tym roznicy miedzy aktyw-
noscig enzymatyczng szczepow wyizolowanych z materialu roslinnego
(material siewny zb6z) a aktywnoscig szczepow muzealnych. Z 50 prze-

Tab. 1. Ocena aktywnosci pektolitycznej grzybéw na podstawie testu z cetavlonem
Estimation of the pectolytic activity of fungi by the cetavlon test

Szczepy wyizolowane z materialu roslinnego bezposrednio przed wykonaniem testu
Strains isolated from plant material immediately before testing

Alternaria tenuis AFar F. nivelae ++
Aspergillus sp. SEAr F. oxrysporum nr 15 e
Botrytis anthophilla + F. poe ++
B. cinerea + F. scirpi 0
Chaetomium indicum ar F. sporotrichoides ++
Fusarium augustum 0 F. sambucinum 0
F. anguoides ar F. solani ++
F. avanaceum 0 Penicillium sp. AFAr
F. caudatum aFar Scopulanopsis brevicoulis ar
F. conglutinans Arn Trichothecium roseum +
F. culmorum QF Verticillium alboatrum +
F. equiseti + ¥
Szczepy muzealne
Strains from collections

Aspergillus oryzae o Fusarium sp. (4) ++
Fusarium culmorum (1) + + Fusarium sp. (5) i
F. culmorum (2) Arar Fusarium sp. (6) 0
F. culmorum (3) St Fusarium sp. (7) ++
F. equiseti (2) Rty Myrothecium verrucaria ar
F. lateritium SFar Penicillium purpurogenum o
F. oxysporum f{. lycopersici s P. waksmanii +
F. oxysporum nr 1 aF ar P. lanosum +
F. oxysporum nr 2 SEar Penicillium sp. nr 7 Arar A
F. scirpi Lamb. SF 1 e Trichoderma lignorum (1) 0
F. scirpi Lamb. e¢ Fautr 2 ++ T. lignorum (2) +
Fusarium sp. (1) 0 T. viride A ap
Fusarium sp. (2) et Trichothecium roseum 0
Fusarium sp. (3) Sets

Oznaczenia: 0 — brak strefy przejasnienia; $rednice strefy przejasnienia: + —
5—10 mm, ++ —10—15 mm, +++ —15—20 mm.

Explanation: 0 — absence of the zone of clearing; diameters of the zone of clear-
ing: + —5—10 mm, ++ —10—15 mm, +++ —15—20 mm,

5 Annales, sectio C, t. XXVIII
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badanych grzybéw tylko 2: Fusarium oxysporum nr 15 i Penicillium
sp nr 7 wyro6znialy sie aktywnoscig pektolityczng. Szczepy te zostaly
wybrane do dalszych badan.

Tab. 2. Aktywnos¢ pektolityczna szczepéw: Fusarium oxysporum nr 15
i Penicillium sp. nr 7*

Pectolytic activity of the strains: Fusarium oxysporum No. 15 and Penicillium sp. No. 7

Mineralna pozywka Czapeka
z dodatkiem Aktywnoé¢ enzymatyczna
Mineral medium Czapek Enzymatic activity
with addition of

Szczep PG
Strain procentowy
pektyny dwucukru gpadek lepkosci PE
pectin sugar wiskozyme- ml 0,02 N
g/l g/l trycznie NaOH
viscosity fall
in %
Fusarium oxysporum 0,0 15,0 0 0
r 15
1,0 10,0 0 0
2,5 5,0 0 0
5,0 2,6 22 0
10,0 1,0 50 0,5
10,0 0,0 42 0,4
Penicillium sp. nr 7 0 15,0 0 0
1,0 10,0 0 0
2,5 5,0 20 0,7
5,0 2,5 44 0,6
10,0 1,0 62 0,8
10,0 0,0 60 1,4

* W mineralnej pozywce Czapeka z pektyng i dwucukrem; w doswiadczeniach
ze szczepem Fusarium oxysporum nr 15 stosowano dodatek maltozy, natomiast w do-

$§wiadczeniach z Penicillium sp. nr 7 — dodatek sacharozy.
* On Czapek mineral medium with pectin and sugar; maltose was added in

experiments with Fusarium oxysporum No. 15 and saccharose in experiments with
Penicillium sp. No. 7.
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Zastosowanie jako podloza hodowlanego mineralnej pozywki Czape-
ka ze zmienng zawartoscig pektyny (0,1—1,0%) i latwo przyswajalnego
cukru przez grzyby (maltoza lub sacharoza) wykazalo adaptacyjny cha-
rakter syntezy enzyméw pektolitycznych (tab. 2). Zaréwno PG, jak i PE
byly syntetyzowane jedynie w obecnosci wyzszych stezen pektyny (ok.
1%), a tylko minimalnej ilosci dwucukru (0,1%) lub w jego nieobecnosci.
W optymalnych warunkach hodowlanych aktywnosé syntetyzowanych
enzymow PG i PE przez szczepy Fusarium oxysporum nr 15 i Penicil-
lium sp nr 7 wynosila odpowiednio 50—60% spadku lepkosci substratu
i 0,5—1,4 m]l 0,02 N NaOH, co stanowi sredni poziom aktywnos$ci pekto-
litycznej (tab. 2).

Przeprowadzone serie do§wiadczen wykazaly rozng wrazliwosé ko-
nidii badanych szczepéw na promienie UV (tab. 3). Dla uzyskania 1—5%

Tab. 3. Wplyw promieniowania UV na przezywalnoéé spor Fusarium oxysporum
nr 15 i Penicillium sp. nr 7
Effect of UV irradiation on the spore-survival of Fusarium oxysporum No. 15 and
Penicillium sp. No. 7

Przezywalno$¢ spor w procentach

uv
erg/mm? Survived spores in %
Penicillium sp. nr 7 Fusarium oxysporum nr 15
580 05 —5,0
1087 01 —04
1992 0,004 — 0,009 1ylies— b0
2988 0528 #—=5150
3984 ’ 0,001 — 0,008

przezywalnosci konidii szczepu Penicillium sp nr 7 wystarczajacg dawke
napromieniowania stanowilo 580 erg/mm?2, podczas gdy mikrokonidia
szczepu Fusarium oxysporum nr 15 wymagaly zastosowania dawki blis-
ko 4-krotnie wyzszej (1992 erg/mm?2). Wiekszo$¢ kolonii (ponad 90%)
otrzymanych ze spor naswietlanych UV wykazywalo aktywnos¢ pekto-
lityczng analogiczng do szczepow wyjsciowych, pewna liczba — utracita
wlasnosci pektolityczne po napromieniowaniu UV. Zas tylko u 6 kultur
Fusarium oxysporum nr 15 i 7 kultur Penicillium sp nr 7 stwierdzono
podwyzszenie aktywnosci pektolitycznej (tab. 4, 5).
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Tab. 4. Wplyw promieniowania UV na aktywnos$é pektolityczng szczepu Fusarium
oxysporum nr 15 (test z cetavlonem)
Effect of UV irradiation on the pectolytic activity of Fusarium oxysporum nr 15

(cetavlon test)

Liczba przebada-

Kolonie aktywne pektolitycznie
Colonies active pectolytically

Kolonie nieaktyw-

uv nych kolonii aktywnosé =  kolonie o zwiek- Ne pektolitycznie
erg/mm? Number of tested = kontroli szonej aktywnosci Colonies with no
colonies activity = colonies with in- pectolytic activity
= control creased activity
Kontrola
Control 3320 3320 ¢ 0 0
1992 3500 32176 0 224
2988 3050 2866 1% 183
3984 3400 3174 D=*® 221

* Srednica strefy przejasnienia do 20 mm.

L}
]

e

Srednica strefy przejasnienia powyzej 20 mm.
The diameter of the zone of clearing to 20 mm.
The diameter of the zone of clearing over 20 mm.

Tab. 5. Wplyw promieniowania UV na aktywno$é pektolityczng szczepu Penicillium

Sp.

nr 7 (test z cetavlonem)

Effect of UV irradiation on the pectolytic activity of Penicillium sp. No. 7 (cetavlon

test)

Kolcnie aktywne pektolitycznie
Colonies active pectolytically

Liczba Kolonie
LA U
v olonii - : i
. o0 zwiekszone
erg/mm? Number aktywnos¢ = aktyivnoécij Colonies with
kontroli i
¥ increased y
activity
Kontrola 2860 2860 0 0
Control
680 3230 3230 0 0
1087 3650 3479 0 71
1992 3800 3762 1] 31

* Srednica strefy przejasnienia do 20 mm,

* The diameter of the zone of clearing to 20 mm.
** Srednica strefy przejasnienia powyzej 20 mm.

** The diameter of the zone of clearing over 20 mm.
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Tab. 6. Aktywnosé pektolityczna Fusarium oxysporum nr 15 i jego mutantéw *®
Pectolytic activity of Fusarium oxysporum Nbo. 15 and its mutants ®

Aktywnose¢
Activity
Dni hodowli W
Szczep Incubation PG
Strain time, pH procentowy spadek
days iepkosci wiskozy- ml 0,02N NaOH
metrycznie

viscosity fall in %

3 5.9 30 0
Kontrola 5 6,9 45 0
Control 7 7.8 49 0,6
9 8,1 38 0,5
3 4,4 28 0
Mutant 5A 5 6,8 54 0
4/ 8,1 88 1,0
9 8,3 81 1,2
3 6,3 29 0
Mutant 6A 5 6,9 44 0
1/ 7.8 82 0,6
9 8,1 70 0,5
3 6,2 38 0
Mutant 8A 6 7,0 43 0
7 8,2 76 0,9
9 8,4 71 0,7
3 4,1 27 0
Mutant 9 A 5 7.0 54 0
i e 88 0,5
9 8,2 81 0,4
5 3 5.4 29 0
Mutant 10A 5 7,0 48 0
7 8,0 92 0
9 8,2 86 0,9
Mutant 3C 3 3.8 22 0
6 6,9 39 0
7 7.9 7 0,7
9 8,0 63 0

* Hodowanych w mineralnej pozywce Czapeka z dodatkiem pektyny (1%) i mal-
tozy (0,1%); mutanty 5A-10A otrzymano po zastosowaniu dawki 3984 erg/mm?, mu-
tant 3C — dawki 2988 erg/mm?.

* Grown on Czapek mineral medium with addition of pectin (1%) and maltose

(0.1%); mutants 5A-10A obtained after a UV dosis of 3884 erg/mm?, mutant 3C —
dosis of 2988 erg/mms?,
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Tab. 7. Aktywno$§é pektolityczna Penicillium sp. nr 7 i jego mutantéw *®
Pectolytic activity of Penicillium sp. No. 7 and its mutants*®

Aktywnos$é
Activity
Dni hodowli p PG
2:5:?: Incubation time, pH procentowy spadek e
days lepkosci
wiskozymetrycznie ml 0 e Ok
viscosity fall in %

Kontrola 3 48 28 0
Control 5 48 33 0

7 6,2 43 0

9 6,4 64 152
Mutant 1B 3 4,1 33 0

5 4,5 36 0

1 6.0 73 0

9 6,6 86 1,6
Mutant 2B S 4,6 30 0

5 6,4 43 0

1 6,4 80 0

9 6,5 86 2,5
Mutant 3B 3 4,2 20 0

5 4,5 26 0

i 6,3 80 1,8

9 6,3 80 1,6
Mutant 4B 3 4,1 28 0

5 44 29 0

7 5,2 71 0

9 6,3 7 0,4
Mutant 5B 3 4,5 34 0

5 4,5 39 0

7 5,6 63 0

9 6,2 8° 0,86
Mutant 6B 3 43 RIY 0

5 44 34 0

7 6.1 717 157

9 6,2 63 1,64
Mutant 7B 3 4,5 32 0

5 45 36 0

7 45 62 0

9 6,3 70 1,4

* Hodowanych w mineralnej pozywce Czapeka z dodatkiem pektyny (1%); mu-
tanty otrzymano po zastosowaniu dawki 1998 erg/mm?

* Grown on Czapek mineral medium with addition of pentin (1%); mutants
obtained after a UV dosis of 1998 erg/mm?2.
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Otrzymane mutanty Fusarium oxysporum nr 15 (tab. 6) hodowane w
optymalnych warunkach (pozywka Czapeka z 1% pektyny i 0,1% mal-
tozy) wykazywaly zwiekszong aktywnosé¢ enzymatyczng w zakresie PG,
natomiast w nizszym stopniu w zakresie FE w stosunku do szczepu wyj-
sciowego. Najwyzsze aktywnosci PG (okolo 80% redukcja lepkosci) uzys-
kiwano po 7—9 dniach hodowli, kiedy pH podloza wzrastalo od wyjscio-
wej wartosci 3,6—4,0 do pH 7,7—38,3 (tab. 6). Mutanty szczepu Penicil-
lium sp nr 7 (tab. 7) na optymalnej pozywce Czapeka (z dodatkiem 1%
pektyny jako jedynego zZrodla wegla) réwniez syntetyzowaly efektyw-
niej gléwnie PG, przy czym nie obserwowano tu alkalizacji srodowiska
— jak to mialo miejsce w przypadku Fusarium oxysporum nr 15 —
jedynie wzrost wartosci pH do poziomu 6,3—6,6. Przy tych samych
wartosciach pH aktywno§¢ PE wzrastala w zauwazalny sposéb jedy-
nie w przypadku mutanta 2 B (tab. 7). Mutanty obu szczepéw rosty do-
brze na pozywce Czapeka z pektyng, tworzgc obfitg grzybnie podstawo-
wa i grzybnie powietrzng.

DYSKUSJA

Prace fitopatologiczne stanowia bogate zroédlo informacji na temat
biologii szczepéw aktywnych pektolitycznie, syntetyzowanych przez nie
enzyméw czy wplywu warunkéow sSrodowiskowych na przebieg tej syn-
tezy. Paquin i Coulombe (14) stwierdzili, ze wsrod fitopatogen-
nych szczepéow Fusarium oxysporum szczepy wirulentne syntetyzowaty
PG i PE znacznie efektywniej niz szczepy niewirulentne. W naszych
doswiadczeniach, przeprowadzonych na 50 szczepach z 11 rodzajow (w
tym 30 szczepach z rodzaju Fusarium), nie obserwowalismy takiej za-
leznosci (tab. 1). Natomiast mozna bylo potwierdzi¢ adaptacyjny cha-
rakter syntezy PG i PE przez badane grzyby (tab. 2) pod wptywem
induktora pektyny, na co zwraca uwage wielu autorow (1, 12, 13, 15, 16).
Buxton (3) wykazal, ze naswietlanie UV spor grzybow fitopatogen-
nych, miedzy innymi z rodzaju Fusarium, powodowalo spadek ich prze-
zywalnoéci i zmniejszong patogennos¢é. W naszych badaniach nad wply-
wem promieni UV na przezywalnos¢ konidii Fusarium oxysporum nr 15
i Penicillium sp nr 7 oraz ich wlasnosci pektolityczne wykazano rozng
wrazliwosé konidii badanych szczepow oraz mutujacy efekt promieni
UV. Dzieki temu okazalo sie mozliwe uzyskanie odmian syntetyzuja-
cych efektywniej niz szczepy wyjsciowe enzyméw typu PG, a w nie-
ktorych przypadkach réwniez typu PE (tab. 6 i 7).
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PE3OME

Mccneposanu BnusHue ynbTPaMONETOBhIX NY4YEH HA NEKTOAMTUHECKYIO
AKTMBHOCTb (PUTOMATOreHHbIX WTammos Fusarium oxysporum N2 15 u Pe-
nicillium sp. N2 7. 3tu wrammel B npucytcteum 1% nextuHa apgantaumoHHO
cuHTe3nposanu nonuranaktypoHasy (M) u nonumertunranaktyponasy (MM3)
CO cCpeAHEeN aKTUBHOCTbLIO.

Ans ontumanbHoro obnyuenus (makc. 5% sbpkusaemoctu cnop) Peni-
cillium sp. N@ 7 rpebosanock or 580 ao 2000 3pr/mm?, a ana Fusarium
oxysporum N 15 — 2000—4000 3pr/mm?.

Mocne obnyuyeHus NEKTONUTMHECKYIO AKTMBHOCTL yTpatuno 6% kynbryp
Fusarium oxysporum N2 15 u 2% kynstyp Penicillium sp. N2 7.

Y 0,06% obnyueHHbIXx BApuaHTOB 3aMEYEHO yBEAWUEHME NEKTONMTHHEC-
KOW AKTMBHOCTW. YBenuueHue NEKTONMTMUECKON aKTMBHOCTM Habnroganocs
fipexxae BCero BO BPEMA CWMHTE3a NOSIMFranakTypOHa3hl.

SUMMARY

The effect of UV irradiation on the pectolytic activity of two phyto-
pathogenic fungi (Fusarium oxysporum N° 15, Penicillium sp. N° 7)
was tested. Both fungi synthetized polygalacturonase (PG) and pectino-
methylesterase (PE) on a mean level and adaptatively only in the pre-
sence of 1% pectin.

To obtain an optimal effect in UV irradiation (maximal amount of
spore-survial — 5%) a UV dose of 580 to 2000 erg/mm? was used for
Penicillium sp. N°® 7 and a UV dose of 2000 to 4000 erg/mm? for Fusa-
rium oxysporum.

The testing selection of about 10,000 cultures, obtained after UV
radiation, showed the loss of pectolytic activity in 6% of Fusarium oxy-
sporum and in 1% of Penicillium cultures. The increase of pectolytic
activity was found only in 0.06% of Fusarium oxysporum and in 0.07%
of Penicillium sp. strains. The observed rise in pectolytic activity refer-
red mainly to the synthesis of polygalacturonase (PG).
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