Zastosowanie arbutyny do poprawy kondycji ro§lin ogorka i ochrony
przed chorobg bakteryjnej kanciastej plamisto$ci
Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie arbutyny do poprawy kondyc;ji

roslin ogérka i ochrony przed choroba bakteryjnej kanciastej plamistosci.

Stosowane w rolnictwie zwiazki indukujace wzrost odpornosci ogérka na
patogeny s3 efektywne, jednak ich uzycie czg¢sto prowadzi do stabszego wzrostu
roélin i spadku plonowania. Z artykulu M. Heil Systemic acquired resistance:
available information and open ecological questions znany jest preparat
zawierajacy jako substancj¢ czynng ester S-metylowy kwasu benzo-(1,2,3)-
tiadiazolokarbotionowego (BTH), ktory wykazuje szerokie spektrum dzialania i
wysoka efektywno$¢ w stosunku do patogenéw bakteryjnych, grzybowych i
wirusowych, zwigksza tolerancj¢ ro§lin na abiotyczne czynniki $rodowiska, ale
powoduje negatywne skutki w postaci zahamowania wzrostu roslin i spadku

plonowania, zwlaszcza w uprawach pod ostonami.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie arbutyny do poprawy kondycji

ro$lin ogérka i ochrony przed choroba bakteryjnej kanciastej plamistosci.
Arbutyng stosuje si¢ korzystnie w stezeniu od 0,1 do 4 mM.

Nieoczekiwanie stwierdzono, ze zastosowanie arbutyny (ARB) w uprawie
hydroponicznej ogérka wywoluje efekt fitostymulujacy na wzrost wegetatywny
ro$lin. Zastosowanie wedlug wynalazku polega na tym, ze arbutyna korzystnie
wplywa na procesy fotochemiczne fotosyntezy, nie zmienia dystrybucji cukréw,

nie dziala cytotoksycznie na roSliny ogorka, a jednoczesnie ogranicza rozwoj



kanciastej plamistoSci lisci ogorka wywotywanej przez Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. ARB jest zwiazkiem naturalnym, stad jej stosowanie nie jest
obcigzeniem dla Srodowiska.

ARB nie byla dotad wykorzystywana jako fitostymulator i do ochrony
roslin. Znane praktyczne zastosowanie tego zwigzku to skladnik biologicznie
czynny (inhibitor tyrozynazy) w kremach wybielajacych stosowanych
w dermatologii i kosmetyce, w terapii chorob infekcyjnych uktadu moczowego
oraz nowotworowych uktadu pokarmowego.

Wynalazek zostanie blizej opisany w przykladzie.
Przyklad.

Stosowano nastgpujacg procedur¢ badania roztworu ARB dla okre$lenia
skutecznosci fitostymulujacej i stopnia ograniczenia rozwoju choroby bakteryjnej
kanciastej plamistosci liSci ogorka. Sporzadzono wodne roztwory, ktére podawano
dolistnie roslinom ogoérka. Skuteczno§¢ dzialania ARB w kierunku poprawy
kondycji roslin i efektywnosci w ograniczeniu infekcji P. syringae pv lachrymans
poréwnywano z dzialaniem BTH (ester S-metylowy kwasu benzo-(1,2,3)-
tiadiazolokarbotionowego). Zastosowane st¢zenie BTH wybrano na podstawie
danych literaturowych, a nastgpnie przetestowano. W przypadku ARB zaréwno

uzyte stgzenie jak i jego efektywnos$¢ ustalono do§wiadczalnie.
Podawanie wodnego roztworu arbutyny (2,0 mM) i BTH (0,1 mM) na
liScie prowadzono przez oprysk gémej i dolnej powierzchni lisci (30 cm?/24

ro§liny) przy uzyciu atomizera.




Rosliny ogorka (Cucumis sativus L. odmiana Polan) uprawiano
hydroponicznie na pozywce o skladzie: (mg/dm®): N — 224; P ~39; K - 312; Ca -
160; Mg — 33; S — 44; Fe — 0.84; Mo - 0.98; Cu — 0.84; Mn — 8.4; B —4.2; Zn -
4.2 z wykorzystaniem podloza inertnego (welna mineralna). Rosliny uzyte do
eksperymentu rosty w warunkach boksu hodowlanego w temperaturze 24°C z 16-
h fotoperiodem (174 pmol/m*s PPFD). W celu ograniczenia wzrostu
mikroorganizméw pozywke zmieniano co 24 godziny. Ro§liny wybierano losowo
w modelu doSwiadczalnym z 6 powtorzeniami. Rosliny w wieku 3-tygodni
podzielone na 3 grupy traktowano odpowiednio: ARB, BTH i wodg (kontrola, K).
Material do analiz stanowily licie 3. pigtra (poddane w péZniejszym czasie
inokulacji) i 5. pigtra (nie poddane inokulacji, tzw. systemiczne) ze wszystkich 3
grup roslin (kontrolne, traktowane ARB, traktowane BTH). Badania prowadzono
7 i 14 dni po traktowaniu ARB lub BTH. W trakcie badahn oceniono: (a)
powierzchnig i $wiezg masg (§w. m.) liSci 3. i 5. pietra, (b) §wiezg mas¢ pedow,
(c) maksymalng wydajno$¢ fotochemiczng PSII (Fv/Fm) i wydajnosé kwantowa
reakcji fotochemicznej w PSII (®PSII). Pod wzgledem parametrow
biochemicznym oznaczono: stgzenie barwnikow fotosyntetycznych (chlorofil a,
karotenoidy) metoda Wellburn (1994), stezenie glukozy i sacharozy przy uzyciu
komercyjnego testu enzymatycznego po uprzedniej ekstrakcji etanolem. Jako
markery stresu oznaczano GST i LDH.

Czgs¢ rodlin z kazdej z trzech wyszczegdlnionych wyzej grup 7 dni po
traktowaniu zakazano bakteria P. syringae pv lachrymans (Bank Patogenéw

Roslin, Poznaf; nr kolekcji IOR: 1990; Nr kolekeji belgijskiej: LMG 51172).



W badaniach jako inokulum zastosowano przygotowana w 10 mM CaCl; zawiesing
o gestosci 107-10° komérek w cm® okreslonej turbidymetrycznie (A=630 nm),
przygotowang z hodowli bakterii prowadzonej na plynnym podiozu King B na
wytrzgsarce, w temperaturze 27°C przez 24 h. Inokulacja zawiesing bakterii
polegata na infiltracji inokulum do lisci 3. pigtra od spodniej strony blaszki
lisSciowej za pomoca strzykawki bez igly. W przypadku roslin inokulowanych
patogenem dokonano oceny rozwoju infekcji na podstawie pomiaru powierzchni
blaszki liSciowej objgtej zmianami chorobowymi 7 dni po inokulacji P. syringae
pv lachrymans (co czasowo odpowiada 14 dniom po traktowaniu ARB i BTH. W
tym punkcie czasowym okreslono réwniez liczbg bakterii w zakazonych lisciach
(jtk) metoda posiewu.

Tab. 1. Wptyw ARB i BTH na wielko§¢ biomasy lisci i pedow

ogorka 14 dni po traktowaniu.

Biomasa (g §w. m.)

Wariant

Lis¢ 3 Lis¢ 5 Ped

Kontrola | 59976 +0,4386 | 2,6084£0,3797 | 25,0943 £ 1,2762

ARB 3,4873 + 0,4835 2,9745 £0,2343 42,2837 + 4,1374*

BTH 2,0161+0,5197* | 1,1127+0,0995* | 10,3916+ 1,7112*

Wyniki prezentujg §rednig + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

migdzy grupami Kontrola i ARB lub Kontrola i BTH (p<0,05).




Roéliny ogérka po traktowaniu ARB wykazujg lepszy wzrost poniewaz
zwigkszyla si¢ biomasa blaszek liSciowych (okolo 15%) i pedow (okoto 70%)
w stosunku do roslin kontrolnych, podczas gdy w roslinach traktowanych BTH

wartosci te byly w przyblizeniu o 50% nizsze niz w kontroli.

Tab. 2. Wptyw ARB i BTH na wielko$¢ liSci ogérka 7 (7d) i 14

(14d) dni po traktowaniu.

Wariant Powierzchnia blaszki lisciowej (mm?)

Lis¢ 3 Lis¢ 5

7d 14d 7d

14d

Kontrola 9753,9+1755,7 15124,6+5750,1 |2622,3+742,7 | 11613,5+1277,5

ARB 12434,5+1492.1 17055,8+3752,3 | 3503,6+595,6* | 16610,9+2657,6*

BTH 7540,71£1831,0* | 11965,842351,7 | 2419,9+362,9 | 8631,3+1375,3

Wyniki prezentuja §rednig + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

mi¢dzy grupami Kontrola i ARB lub Kontrola i BTH (p<0,05)

Rosliny traktowane ARB charakteryzowaly si¢ wigkszg powierzchnia
blaszek liSciowych. Szczegolnie dobrze bylo to widoczne w przypadku blaszek

lisciowych 5. pigtra, gdzie powierzchnia ta byla érednio o 40% wicksza niz




powierzchnia lisci kontrolnych z tego samego pigtra. W przypadku roslin
traktowanych BTH powierzchnia blaszek liSciowych byla nizsza od wartosci

kontrolnych.

Tab. 3. Wplyw ARB i BTH na st¢Zzenie chlorofilu a w lisciach

ogorka 7 (7d) i 14 (14d) dni po traktowaniu.

Wariant Stezenie chlorofilu a (mg/g §w.m.)

Lis¢ 3 Lis¢ 5

7d 14d 7d 14d

Kontrola 0.77810.052 | 0.704+0.064 | 0.804+0.258 | 0.911+0.012

ARB 0.798+0.131 | 0.851+0.120 | 0.783+0.098 | 1.049+0.080 *

BTH 0.593+0.053* | 0.395+0.118 * | 0.653+0.137 | 0.868+0.036

Wiyniki prezentuja §rednia + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

mi¢dzy grupami Kontrola i ARB lub Kontrola i BTH (p<0,05)

Traktowanie ro§lin ogorka ARB w przeciwiefistwie do traktowania BTH
pozytywnie wplywalo na st¢Zzenie barwnikow asymilacyjnych. Stezenie chlorofilu
a w wigkszosci przypadkéw przekraczato wartosci kontrolne w zakresie 10-20%,
podczas gdy u roslin traktowanych BTH st¢zenie chlorofilu a bylo istotnie nizsze

w zakresie 30-50%.



Tab. 4. Wptyw ARB i BTH na stgzenie karotenoidow w li§ciach

ogorka 7 (7d) i 14 (14d) dni po traktowaniu.

Wariant Stezenie karotenoidow (mg/g §w.m.)
Lis¢ 3 Lis¢ §
7d 14d 7d 14d
Kontrola | 0.189+0.016 | 0.1 655:0.022 0.200+0.070 | 0.239+0.016
ARB 0.187+0.021 | 0.191+£0.016 | 0.183+0.021 [ 0.257+0.030
BTH 0.154+0.023 | 0.118+0.032 [ 0.113+£0.022 | 0.20510.007*

Wyniki prezentuja §rednia + SD, * oznacza istotne statystycznie roznice

mig¢dzy grupami Kontrola i BTH (p<0,05)

Traktowanie ros§lin ogérka ARB pozytywnie wplywalo na stgzenie

karotenoidéw. Natomiast u roslin traktowanych BTH stezenie karotenoidéw bylo

istotnie nizsze.

Tab. 5. Wplyw ARB i BTH na maksymalna wydajno$é PSII

(Fv/Fm) w lisciach ogorka 7 (7d) i 14 (14d) dni po traktowaniu.

Wariant

Fv/Fm




Lis¢ 3 Lis¢ 5
7d 14d 7d 14d
Kontrola 0,79+0,01 0,7410,04 0,80+0,01 0,78+0,04
ARB 0,77+0,03 0,80+0,01 0,80+0,03 0,8110,01
BTH 0,7840,01 0,7510,02 0,80+0,02 0,79+0,02
Wiyniki prezentujg $rednig + SD
Tab. 6. Wptyw ARB i BTH na wydajno$¢ kwantowg reakcji
fotochemicznej w PSII (OPSII) w liSciach ogorka 7 (7d) i 14 (14d) dni
po traktowaniu.
Wariant ®PSII
Lis¢ 3 Lis¢ 5
7d 14d 7d 14d
Kontrola 0,46+0,01 0,4210,06 0,45 +0,01 0,4310,06
ARB 0,4240,02 0,4110,02 0,49+0,02* 0,47+0,02*
BTH 0,49+0,02* | 0,36+0,03* 0,30+0,03* 0,5310,02*




Wiyniki prezentuja §rednig + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

migdzy grupami Kontrola i ARB lub Kontrola i BTH (p<0,05)

ARB i BTH nie wptywaly na maksymalna wydajno§¢ PSII (Fv/Fm) (Tab.

5), jednak traktowanie ro§lin ARB wywolalo stabilny wzrost wydajnosci

kwantowej reakcji fotochemicznej w PSII (OPSII) w liciach 5. pigtra (Tab. 6).

BTH spowodowal fluktuacje wydajnosci kwantowej reakcji fotochemicznej w

PSII (OPSII).

7 (7d) i 14 (14d) dni po traktowaniu.

Tab. 7. Wplyw ARB i BTH na stgzenie glukozy w li§ciach ogérka

Wariant Ste¢zenie glukozy (ug/mg biatka)
Lis¢ 3 Lis¢ 5
7d 14d 7d 14d
Kontrola 12,18+ 1,98 | 17,03 +2,83 13,06 £2,78 | 19,07 £ 4,16
ARB 16,51 + 3,12 | 18,85 + 4,87 16,15 +4,03 | 19,29 + 5,84
BTH 17,41 £2,56 |31,23+6,70 * | 23,98 +2,88 | 22,96+ 5,40

Wyniki prezentuja Srednia + SD, * oznacza istotne statystycznie rznice

mig¢dzy grupami Kontrola i BTH (p<0,05)
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Tab. 8. Wptyw ARB i BTH na st¢zenie sacharozy w li§ciach

ogoérka 7 (7d) i 14 (14d) dni po traktowaniu.

Wariant Stezenie sacharozy (ug/mg bialka)

Lis¢ 3 Lis¢ 5

7d 14d 7d 14d

Kontrola 36,37+5,91 | 43,84+595 |40,60+5,18 |42,50+297

ARB 38,92£5,12 | 54,98 +£4,62 * | 39,34+ 4,03 52,90 + 5,84

BTH 31,95+4,08 | 93,37 +8,08* | 42,25+5,72 | 66,62 +4,36 *

Wiyniki prezentuja §rednia + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

mi¢dzy grupami Kontrola i ARB lub Kontrola i BTH (p<0,05)

ARB i BTH spowodowaly wzrost st¢zenia glukozy (Tab. 7) i sacharozy
(Tab. 8) w liSciach ogorka. Jednak w przypadku ARB nastgpowata dystrybucja
cukrow do innych czgsci rosliny, czego efektem koncowym byt wzrost biomasy
lisci i pedow, natomiast w lisciach traktowanych BTH nastgpowala kumulacja
cukrow, glownie w starszych liSciach, i obnizenie biomasy lisci i pedow

w stosunku do kontroli (Tab. 1).



11

Tab. 9. Wplyw ARB i BTH na aktywno$¢ transferazy

glutationowej (GST) w lisciach ogérka 7 (7d) i 14 (14d) dni po

traktowaniu.
Wariant Aktywnos$¢ GST (j.e./mg bialka)
Lis¢ 3 Lis¢ 5
7d 14d 7d 14d
Kontrola 20,94 £4,84 |23,13+5,61 20,27+3,80 |21,96+2,50
ARB 2397+194 (30,35+6,13 |21,38+£249 [24,39+4,54
BTH 41,78 +£6,88* | 40,44 + 6,27 * | 54,66 £ 6,70 * | 39,16 £ 5,27 *

Wiyniki prezentuja $rednig + SD, * oznacza istotne statystycznie réznice

migdzy grupami lub Kontrola i BTH (p<0,05)

Podwyzszona aktywno$¢ GST (75-170% powyzej odpowiednich wartosci

kontrolnych) w lisciach roélin traktowanych BTH potwierdza jego cytotoksyczne

dziatanie.

Tab. 10. Wptyw ARB i BTH na aktywnos$¢ dehydrogenazy

mleczanowej (LDH) w liSciach ogorka 7 (7d) i 14 (14d) dni po

traktowaniu.

Wariant

Aktywno$¢ LDH (j.e./mg biatka)
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Lis¢ 3 Lis¢ 5
7d 14d 7d 144
Kontrola 20,94 £ 3,56 | 26,14 + 4,88 16,03 £3,01 |23,20+3,44
ARB 20,62 + 3,12 | 25,43 + 8,39 19,92 £2,62 | 21,41 +3,54
BTH 35,11 £4,41* | 23,42 + 6,65 28,05 £3,09* | 24,26 + 4,07

Wiyniki prezentuja §rednig + SD, * oznacza istotne statystycznie rznice

mi¢dzy grupami lub Kontrola i BTH (p<0,05)

Podwyzszona aktywno$¢ LDH w liSciach ro§lin traktowanych BTH

potwierdza jego cytotoksyczne dziatanie.

Tab. 11. Zahamowanie rozwoju infekcji w 3. liSciu roélin ogorka
wczesniej traktowanych ARB lub BTH przedstawione jako %
powierzchni zmienionej chorobowo oraz liczba bakterii w tkankach (jtk)

w stosunku do ro$lin zakazonych.

Powierzchnia Liczba bakterii w
Wariant zmieniona chorobowo jtk
(% Kontrola+Psl) (% Kontrola+Psl )
Kontrola+Psl | 100 100




13

ARB+Psl 52 6,5

BTH+Psl 66 25

Wczesniejsze (7 dni przed inokulacja patogenem) traktowanie ro$lin
ogorka zarowno ARB jak i BTH ograniczalo rozwdj infekcji w liSciach 3. pigtra,
przy czym ARB zdecydowanie silniej niz BTH ograniczata rozwdj infekcji P.

syringae pv. lachrymans.

RZECZNIK PATENTOWY
UNIWERSYTETU tODZKIEGO

74’?&. %’Z‘ciech Zajqczkowski



