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Wykorzystanie emisji fotonowej do identyfikacji zmian
chorobowych jodly pospolitej

Streszczenie. Choroby wywolywane przez pasozytnicze grzyby przez wiele lat wplywaty na stabilnos$c, zdrowotnosé i trwato$¢ drzewostanéw oraz
utrudniaty produkcje materiatu sadzeniowego do odnowien. Niektére z choréb grzybowych mogg powodowac¢ zamieranie duzych ilosci drzew. Do
grzybéw powodujgcych choroby drzew iglastych nalezg rodzaje: Cylindrocarpon, Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Alternaria i Botrytis. Alternaria
alternata jest najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem z rodzaju Alternaria, ktérego zarodniki wystepujg na catym $wiecie. Umiejetno$¢ doktadnej
identyfikacji organizmu ma fundamentalne znaczenie dla wszystkich aspektéw diagnostyki i epidemiologii grzybéw, niezaleznie od tego, czy chodzi o
patologie roslin, nauki medyczne, badania $rodowiskowe czy kontrole biologiczng. Alternatywg dla podstawowych technik diagnostycznych moze
by¢ pomiar emisji fotonowej, wykorzystujgcy zjawisko luminescencji. Celem pracy jest identyfikacja grzybéw wywotujgcych chorobe jodty pospolitej
oraz okreslenie mozliwo$ci zastosowania emisji fotonéw jako szybkiej metody wykrywania infekcji badanego drzewa. Zakres prac obejmowat
izolacje i identyfikacje mikrobiologiczng grzybéw wywotujgcych chorobe jodty pospolitej oraz pomiar emisji ultra-stabych fotonéw z fragmentéw
drzew zdrowych i dotknietych zmianami chorobowymi. Za powstawanie zmian chorobowych jodly pospolitej odpowiedzialny jest grzyb Alternaria
alternata. Przeprowadzone badania potwierdzity mozliwo$¢ identyfikacji obecnosci infekcji grzybowej w organach drzew iglastych za pomocg emisji
ultra stabych fotonéw.

Abstract Diseases caused by parasitic fungi have for many years affected the stability, health and sustainability of forest stands and hindered the
production of planting material for restoration. Some of the fungal diseases can cause large numbers of trees to die. Fungi that cause conifer
diseases include genera: Cylindrocarpon, Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Alternaria and Botrytis. Alternaria alternata is the most widespread
species of the genus Alternaria, whose spores are found worldwide. The ability to accurately identify the organism is fundamental to all aspects of
fungal diagnostics and epidemiology, whether in plant pathology, medical science, environmental research or biological control. An alternative to
basic diagnostic techniques can be photon emission measurement, using the phenomenon of luminescence. The purpose of this study is to identify
the fungi that cause disease in common fir and to determine the feasibility of using photon emission as a rapid method of detecting infection of the
tree under study. The scope of work included isolation and microbiological identification of fungi causing disease in the common fir tree and
measurement of ultra-weak photon emission from fragments of healthy and lesion-affected trees. The fungus Alternaria alternata is responsible for
the formation of common fir lesions. The conducted research confirmed the possibility of identifying the presence of fungal infection in coniferous
tree organs by means of ultra-weak photon emission.(The use of photon emission for identification of desease lesions in fir needles)
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Rolg grzybow w ekosytemie lesnym jest rozktad martwej
materii organicznej, co umozliwia innym organizmom
korzystanie z zawartych w niej substancjach organicznych.
Ze wzgledu na swoje zdolno$ci celulolityczne, grzyby jako
pierwsze rozktadajg drewno, powodujgc jego zgnilizne
szarg, bialg lub brunatng, dajac poczatek kolejnym
przemianom, ktorych skutkiem jest catkowity rozktad
drewna martwych drzew [1]. Zasiedlenie drewna przez
grzyby saprotroficzne odbywa sie w okreslonej kolejnosci.
Grzyby z klasy Ascomycetes preferujg stabo roztozone,
niemal $wieze drewno, inne nalezg do kolonizatorow
wtérnych, a ich obecno$¢ mozna zaobserwowac dopiero
w poézniejszych, zaawansowanych stadiach rozkfadu. [2].
Z tego powodu grzyby majg istotny wplyw na poprawe
zyznosci i jakosci siedliska lesnego.

Obecnie wedtug badan Instytutu Badawczego Lesnictwa
uszkodzenia powodowane przez grzyby stanowig niewielki
procent wszystkich szkdéd w lasach. Szkody powodowane
przez najgrozniejsze patogeny udato sie ograniczy¢ dzieki
prawidlowo prowadzonej gospodarce lesnej, poznaniu
biologii grzybéw chorobotwérczych i wypracowaniu dziatahn
profilaktycznych. Infekcje powodowane przez patogeniczne
grzyby nie przeszlty do historii i wcigz stanowig zagrozenie
dla stabilnosci polskich laséw. Choroby wywotywane przez
grzyby pasozytnicze od wielu lat wplywajg na stabilnos¢,
zdrowotnos$¢ i trwato$¢ drzewostanow, oraz utrudniajg
produkcje materiatu sadzeniowego do odnowien. Niektére
z choréb grzybowych mogg powodowaé zamieranie duzych
ilosci drzew. Choroby grzybowe najsilniej atakujg wtedy,
gdy drzewostany osfabione sg innymi czynnikami,
np.. suszami, wahaniami poziomu wody gruntowej,
skazeniami atmosferycznymi lub zerami owadoéw [3,4,5]. Do
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grzybow powodujgcych choroby drzew iglastych nalezg
rodzaje: Cylindrocarpon, Fusarium, Rhizoctonia, Pythium,
Alternaria oraz Botrytis.

Alternaria alternata jest najbardziej rozpowszechnionym
gatunkiem z rodzaju Alternaria, ktérego zarodniki wystepuja
na catym swiecie. Przez caty rok zarodniki mozna znalez¢
w organicznych sktadnikach gleby, natomiast od wiosny do
jesieni sg one przenoszone drogg powietrzng, przez co
stajg sie jeszcze bardziej wszechobecne [6]. Konidia
Alternaria tworza ciemnobrgzowe, zielono-czarne Ilub
czarne kolonie. Alternaria, cho¢ zwykle uwazana za
saprofityczne zanieczyszczenie, jest obecnie uwazana za
przyczyne wielu choréb zaréwno roslinnych  jak
i zwierzecych. Jako patogeny roslin, gatunki z rodzaju
Alternaria majg szeroki zakres zywicieli [6,7].

Umiejetnos¢ doktadnej identyfikacji organizmu ma
fundamentalne znaczenie dla wszystkich aspektow
diagnostyki i epidemiologii grzybow, niezaleznie od tego,
czy chodzi o patologie roslin, nauki medyczne, badania
srodowiskowe czy kontrole biologiczng. W fitopatologii
wczesna identyfikacja czynnika powodujgcego chorobe jest
najwazniejsza w celu rozpoznania patogenu oraz wdrozenia
przepisbw  dotyczgcych kontroli i kwarantanny.
Konwencjonalne metody czesto polegajg na identyfikacji
objawéw chorobowych, izolacji i hodowli organizméw
srodowiskowych oraz identyfikacji laboratoryjnej za pomoca
testéw morfologicznych i biochemicznych. Metody te, choé¢
stanowig podstawe diagnostyki grzybéw, mogg prowadzié¢
do probleméw w identyfikacji, co skutkuje btedng
interpretacja oraz diagnoza i ostatecznie wdrozeniem
btednego leczenia. Efektywnos$¢ diagnostyki zalezy od
doswiadczonego i wykwalifikowanego personelu
laboratoryjnego oraz mozliwosci wyhodowania
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mikroorganizmu. Techniki te sg dodatkowo czasochtonne,
nie ilosciowe, podatne na zanieczyszczenia i btedy,
a w przypadku patologii roslin i medycyny czesto opdzniajg
leczenie [8,13].

Alternatywg dla podstawowych technik diagnostycznych
moze by¢ pomiar emisji fotonowej, wykorzystujgcy zjawisko
luminescencji. W czasie emisji fotonowej dochodzi do
wysytania pojedynczego lub grupy fotondw z obiektu
materiatu. Przejscie elektronu, atomu lub czagsteczki ze
stanu wzbudzonego i jednoczesnie wyzszego
energetycznie do stanu nie wzburzonego, ktory jest nizszy
energetycznie, czasem podstawowy nazywany stabilnym
czego efektem jest wydzielenie energii. Takie zjawiska
mogg zachodzi¢ spontanicznie lub poprzez stymulacje [10].
Popp zaproponowat wykorzystanie luminescencji do oceny
jakosci zywnosci [9]. Wedlug niego, stan organizmu
precyzyjnie okresla poziom emisji fotonéw. Dlatego jakos¢
zywnosci jest uzalezniona od zgromadzonej w niej energii
Swietlnej w postaci fotonow. Wykazano, ze produkty
zywnosciowe najwyzszej jakosci majg wiekszg zdolnos¢ do
kumulowania $wiatta oraz charakteryzujg sie wysokim
poziomem emisji fotonéw [11]. Poniewaz kazdy materiat
biologiczny kumuluje pewnego rodzaju energie, ktorg
mozna uznaé¢ za swojego rodzaju nosnik informacji
0 jego stanie zdrowotnosci czy zywotnosci, emisje fotonowg
mozna wykorzysta¢ do celow diagnostycznych. Duzg
zaletg metody jest jej bezinwazyjno$¢ w stosunku do
analizowanego materiatu oraz stosunkowo krétki czas
postawienia diagnozy [9,12].

Celem badan jest identyfikacja grzybéw powodujgcych
chorobe jodly pospolitej oraz okreslenie mozliwosci
wykorzystania emisji fotonowej jako szybkiej metody
wykrywania zakazenia badanego drzewa.

Materialy i metody
Do badah wykorzystano igly jodty pospolitej pobrane
z drzew w réznym stadium rozwoju patogenu grzybowego

(rys. 1).

b) c)

Rys. 1. Igly jodly pospolitej wykorzystane w badaniach: a) organ
zdrowy; b) organ w poczatkowym stadium chorobowym; c) organ w
koncowym stadium chorobowym

W celu wyizolowania szczepdw grzybéw powodujgcych
zmiany chorobowe na jodle, sterylng wymazoéwkg pobrano
zarodniki, ktére nastepnie posiano tréjpunktowo (rys. 2) na
szalce Petriego, na podtozu statym Yeast Pepton Dextrose
(YPD). Piytki przechowywano w cieplarce w temperaturze
30°C przez 5 dni. Do identyfikacji gatunkowej wykorzystano
technike MALDI TOF MS, dzieki ktorej organizm zostaje
zidentyfikowany przez poréwnanie jego profilu spektralnego
z referencyjng bazg danych. Korelacje pozycji pikéw
i intensywnosci miedzy widmami eksperymentalnymi
i bazami danych sg wykorzystywane do generowania
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wyniku dopasowania. Ten wynik dopasowania jest
poziomem pewnosci, ze nieznany izolat jest
reprezentantem kandydujgcego mikroorganizmu
dopasowanego z bazy danych [14]. Identyfikacja

gatunkowa zostata przeprowadzona przez Jagiellonskie
Centrum Innowac;ji w Krakowie.

Rys. 2. Schemat posiewu zarodnikéw grzybowych na szalce
Petriego

Pomiar emisji fotonowej wykonano wg akredytowanej
przez PCA procedury pomiarowej w Laboratorium
Eksperymentalnych Technik Badawczych Produktow
i Surowcow Biologicznych. Do wyznaczenia emisji fotonow
(rys. 3) wykorzystano metode zliczania pojedynczych
fotondw (Single Photon Counting). Wynik pomiaru emis;ji
fotonéw stanowi bezwzgledna réznica pomiedzy liczbg
fotondéw zarejestrowanych przez fotopowielacz w komorze
Swiattoszczelnej z materiatem, a liczbg fotonow
zarejestrowanych przez fotopowielacz w tej komorze bez
materiatu, zgodnie z zaleznoscig 1:

(1 L = A - B [impuls]

gdzie: L — liczba fotonéw emitowanych przez badana
probke, A -liczba fotondw emitowana przez probke
umieszczong w komorze $wiattoszczelnej, ; B — liczba
wskazan (fotonéw) generowana przez pustg komore
Swiattoszczelng [15].
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ﬁys. 3. Program uzywany do zliczenia fotonéw

Materiat przed badaniami byt stabilizowany termicznie.
Do badania odwazono po 5g igiet jodty pospolitej w réznym
stadium rozwoju patogenu grzybowego. Pojedynczy pomiar
emisji fotonéw trwat 30 minut. Wartosci emisji fotonowej
przeliczono na 1g badanego materiatu.

Wyniki

Zbadano wiasciwosci luminescencyjne igiet jodty
pospolitej w réznym stadium rozwoju patogenu grzybowego
oraz wyizolowanego patogenu. Z zainfekowanego materiatu
wyizolowano jeden szczep grzybowego patogenu, ktéry na
podstawie ogledzin makro — i mikroskopowych oraz
uzyskanego widma masowego (rys. 4), zostat
zidentyfikowany jako gatunek Alternaria alternata.
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Rys.
a) widok makroskopowy; b) widmo masowe

4. Wyniki

Na rysunku 5 przedstawiono catkowitg liczbe fotonow
wyemitowanych przez Alternaria alternata. Czas ekspozycji
materiatu podzielono na mniejsze odcinki - 300 sekundowe,
co umozliwito identyfikacje ilosciowej struktury czasowej
emisji fotondw badanego materiatlu. Sumaryczna liczba
fotonbw  emitowanych  przez  Alternaria  alternata
w przeliczeniu na 1g masy wyniosta 103. Najwyzszg
wartos¢ rowng 24 fotony zarejestrowano w pierwszych 300
sekundach pomiaru. Natomiast najnizszg wartosé
11 fotonéw w 900 i 1500 sekundzie pomiaru. Najwieksza
réznice w ilosci emitowanych fotonéw (9 fotonéw/g
materiatu) odnotowano miedzy 600 a 900 sekunda pomiaru.
Mozna zauwazy¢ naprzemienne spadki oraz wzrostu liczby
emitowanych fotonéw w przedziale czasowym 600 — 1800
sekund.
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Rys. 5. Emisja fotonowa zarejestrowana dla dojrzatej formy grzyba
Alternaria alternata
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Rys. 6. Emisja fotonowa zarejestrowana dla zdrowych igiet jodty
pospolitej

Rysunek 6 przedstawia liczbe fotonéw wyemitowanych
przez zdrowe igly jodty pospolitej. Sumaryczna liczba
fotonéw emitowanych przez zdrowe igly jodty pospolitej
wyniosta 63. Mozna zauwazy¢, ze liczba emitowanych
fotondéw stopniowo rosta do 1200 sekundy pomiaru,
a nastepnie spadita. Najwyzszg wartos¢ réowng 14 fotondw
zarejestrowano w 1200 sekundzie pomiaru. Natomiast

najnizszg wartos¢ (8 fotondéw/g materiatu) w 1800
sekundzie pomiaru. Najwiekszg réznice w ilosci
228

emitowanych fotonéw (4 fotonéw/g materiatu) odnotowano
miedzy 1200 a 1500 sekundg pomiaru.

Dla igiet w poczatkowym stadium chorobowym,
sumaryczna liczba fotonéw wyniosta 116 (rys. 7). Podobnie
jak w przypadku zdrowych igiet jodly pospolitej
zaobserwowano, ze liczba emitowanych fotonéw stopniowo
rosta do 900 sekundy pomiaru, a nastepnie spadta.
Najwyzszg wartos¢ rowng 25 fotondw zarejestrowano
w 900 sekundzie pomiaru, a najnizszg wartos¢
(13 fotonéw/g materialu) w 1800 sekundzie pomiaru.
Najwieksza réznice w ilosci emitowanych fotonow
(6 fotondw/g materiatu) odnotowano miedzy 300 a 600

sekunda pomiaru.
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Rys. 7. Emisja fotonowa zarejestrowana dla igiet jodty pospolitej w
poczgtkowym stadium chorobowym

Sumaryczna liczba fotonéw igiet w koncowym stadium
chorobowym zostata przedstawiona na rysunku 8 i wyniosta
az 347 fotonow/g materialu. Rowniez podobnie jak
w przypadku igiet zdrowych i w poczatkowym stadium jodty
pospolitej zaobserwowano, ze liczba emitowanych fotonow
stopniowo rosta do 1200 sekundy pomiaru, a nastepnie
spadia. Najwyzszg wartos¢ réwng 67  fotondw
zarejestrowano w 1200 sekundzie pomiaru, a najnizszg
wartos¢ (51 fotondw/g materiatu) w 300 i 1800 sekundzie
pomiaru. Najwiekszg réznice w ilosci emitowanych fotonéw
(10 fotonéw/g materiatu) odnotowano miedzy 1500 a 1800

sekunda pomiaru.
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Rys. 8. Emisja fotonowa zarejestrowana dla igiet jodty pospolitej w
koncowym stadium chorobowym

Rysunek 9 przedstawia catkowitg liczbe fotonéw
uzyskanych w czasie pomiaréw z igiet jodty pospolitej
w réznym stadium chorobowym oraz dojrzatej formy grzyba

Alternaria alternata. Najnizszg liczbe fotonow
zarejestrowano dla zdrowych igiet jodly pospolitej
(63 impulsy/g materiatu), natomiast najwyzszg liczbe

fotondéw zarejestrowano dla zdrowych igiet jodty pospolitej
w koncowym stadium chorobowym (347 impulsow/g
materiatu). Zblizong emisje fotonowg odnotowano dla igiet
jodly pospolitej w poczatkowym stadium chorobowym
i dojrzatej formy grzyba Alternaria alternata, ktéra wyniosta
odpowiednio 116 i 103 impulsy/g materiatu.
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Rys. 9. Emisja fotonowa zarejestrowana dla igiet jodty pospolitej w
réznym stadium chorobowym

Przeprowadzono jednoczynnikowg analize wariancji
(ANOVA), do ktorej wykorzystano program Statistica 13
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Istotno$¢ réznic pomiedzy
$rednimi zweryfikowano testem Scheffe’go (a=0,05). Wyniki
zostaly przedstawione w tabeli 1. Wyodrebniono cztery
grupy jednorodne wartosci emisji fotonowej igiet jodty
pospolitej w réznym stadium chorobowym oraz dojrzatej
formy grzyba Alternaria alternata. Do pierwszej grupy
jednorodnej zaliczono warto$¢ emisji fotonowej zdrowych
igiet jodty pospolitej. W drugiej i trzeciej grupie jednorodnej
znalazta sie liczba fotonéw igiet jodly pospolitej
odpowiednio w poczatkowym i kohAcowym stadium
chorobowym. Natomiast czwartg grupe stanowita emisja
fotonowa =zarejestrowana dla dojrzatej formy grzyba
Alternaria alternata. Swiadczy to o zréznicowaniu emisji
fotonowej miedzy grupami jednorodnymi igiet jodty
pospolitej w réznym stadium chorobowym oraz dojrzatej
formy grzyba Alternaria alternata.

Tabela 1. Wielko$¢ emisji fotonowej poszczegdlnych organdw
drzew iglastych

Materiat badawczy Liczba fotonéw [impuls/g]
igly jodty pospolitej zdrowe 63,4°
igly jodty pospolitej
w poczgtkowym stadium 115,6°
chorobowym
igty jodty pospolitej
w koncowym stadium 346,8°
chorobowym
Alternaria alternata 103,5°

- obliczenia wykonane na poziomie istotnosci a=0,05
a — pierwsza grupa jednorodna, b — druga grupa jednorodna, ¢ — trzecia
grupa jednorodna, d — czwarta grupa jednorodna

Podsumowanie

Za powstawanie zmian chorobowych jodty pospolitej
odpowiada grzyb Alternaria alternata. Przeprowadzone
badania potwierdzajg mozliwos¢ identyfikacji obecnosci
infekcji grzybiczej w organach drzew iglastych przy
wykorzystaniu emisji fotonowej. Analiza wynikéw pozwala
na wyciggniecie wniosku, ze badania emisja fotonowej
pozwalajg na wczesne wykrycie infekcji grzybiczej, dzieki
czemu mozna na wczesnym etapie zakazenia wdrozyé¢
metody prewencyjne, skutkujgce ograniczeniem stosowania
srodkow  grzybobodjczych i zachwiania homeostazy
ekosystemu lesnego.
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