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BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA TKANEK MARCHWI
PORAZONEJ PRZEZ MATWIKA POLNOCNEGO

Krystyna M. Janas

Uniwersytet w Rodzi

W wyniku zerowania larw nicieni z rodzaju Meloidogyne na korze-
niach porazonych roslin tworzg sie galasowate wyrosla o rbéznej wiel-
kosci, uzaleznionej od gatunku roéliny. W tkankach roslin porazonych
wzrasta poziom wolnych aminokwaséw, kwaséw organicznych, bialek,
RNA i DNA [1, 17, 18]. Zmienia sie aktywnosé¢ takich enzymoéw, jak
peroksydaza, amoniakoliaza, fenyloalanina, rybonukleaza [5, 8, 10].
W tkankach porazonych przez micienie wzrasta poziom substancji wzros-
towych, zwlaszcza auksyn. Viglierchio i Yu [19] wykazali, ze w wierz-
cholkach lodyg lucerny, ktérych wzrost zostal zahamowany w wyniku
porazenia przez Ditylenchus dipsaci obniza sie zawarto$¢ auksyn oraz
silnie wzrasta aktywno$¢ IAA-oksydazy. Nicien zdaniem autoréw, wy-
twarza substancje aktywujacg IAA-oksydaze, co prowadzi do przyspie-
szonego rozpadu endogennych auksyn i zahamowania wzrostu rosliny.

Celem badan bylo scharakteryzowanie zmian biochemicznych zacho-
dzacych w korzeniach marchwi w odpowiedzi na porazenie przez M.
hapla.

MATERIAL I METODY

Do doswiadczen uzywano marchwi (Daucus corota L.) dwu odmian:
Perfekcja (wrazliwa na matwika) i Slendero (odporna na matwika).
Tkanki sterylizowano powierzchniowo 0,1%/¢ roztworem chloretonu (1,1,1-
-tréjchloro-tert-butanol). Inhibitory IAA-oksydazy ekstrahowano 0,2 M
buforem Na-fosforanowym, pH 6,1 [13], po odwirowaniu gotowano przez
2 minuty, oziebiano i osad odwirowywano. Supernatant uzywano do ozna-
czenia aktywnoéci inhibitorowej, w odniesieniu do standardowej IAA-o-
ksydazy, wyekstrahowanej z siewek ogérka. Miarg aktywnosci endogen-
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nych inhibitoréw [IAA-oksydazy byla dilugo$¢ indukowanej lag-fazy, w
minutach, poprzedzajgcej moment inicjacji utleniania IAA [13].

Aktywnos¢ amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) oznaczano w proszku
acetonowym, sporzadzonym z roSlin indukowanych z L-fenyloalaning
(5 mM), metodg Zuckera [21]. Aktywnos¢ RNazy oznaczano w S$wiezej
tkance [14].

Zwigzki fenolowe ekstrahowano na goraco 80% etanolem [13]. Eks-
trakt fenoli zageszczano prawie do sucha, rozpuszczano w 50°% metanolu
i nanoszono na plytki szklane pokryte celulozg MN 300 G (0,3 mm). Chro-
matogramy rozwijano w pierwszym kierunku w roztworze 6% ¢ CH;COOH
(I), a nastepnie w drugim kierunku w fazie organicznej mieszaniny n-bu-
tanol: CH;COOH:H,0 (4:1:5, v/v/v, BAW). W celu oznaczenia aktywnosci
inhibitorowej w odniesieniu do IAA-oksydazy plamy wykryte w UV ze-
skrobywano z chromatograméw i eluowano w 30%¢ metanolu; 0,3 ml elua-
tu dodawano do mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej standardowg IAA-
-oksydaze. Analizowano wilgcznie 4C prekursoré6w do kwaséw nukleino-
wych 1 biatek [4].

Kwasy nukleinowe z tkanek kalusé6w soi zdrowej i porazonej przez
A. buetschlii ekstrahowano metodg Cherry’ego i wsp. [3]. Tkanki kalu-
sowe soi inkubowano przez 3 godz. w roztworze zawierajagcym {[2-1¢C]-
-uracyl. Roztwory kwasow nukleinowych do nalozenia na kolumne MAK
rozcienczono do 40 ml 0,05 M buforem fosforanowym pH 6,7 z dodat-
kiem 0,1 M NaCl. Na kolumne nanoszono po 50 jednostek A5 nm. Ko-
lumny MAK sporzadzano wedlug Mandella i Hersheya ([16]. Kwasy nu-
nukleinowe eluowano z kolumny semi-logarytmicznym gradientem NaCl
(0,2 M NaCl zabuforowany 200 ml do 1,5 NaCl zabuforowany 600 ml).
Zbierano 5 ml frakcje. Radioaktywnosé w poszczegblnych frakcjach
oznaczano w spektrometrze do oznaczen radioaktywnosci w plynnych
scyntylatorach typ LKB-Wallak. W tym celu do fiolek dodawano po
9 ml mieszaniny ,,Tritosol” i 1 ml eluatu z kolumny [7]. Wyjsciowg ho-
dowle kaluséow soi, wyizolowang z licieni hodowano wedlug metody
Millera [15] w temperaturze 25°C i slabym oswietleniu. Do zakazen tka-
nek kalusowych soi uzywano sterylnych larw wolno zyjacego nicienia
A. buetschlii [11].

WYNIKI

POLIFENOLE

Pod wptywem M. haple w tkankach marchwi wystepuje wiecej fe-
noli ogélnych i kwasu chlorogenowego, w poréwnaniu z tkankami roslin
zdrowych. Najwiecej fenoli i kwasu chlorogenowego gromadzi si¢ w wy-
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Ryc. 1. Aktywno$é fenoli jako inhibitoréw IAA-oksydazy wykrytych w ekstraktach
z wyroéli znajdujgcych si¢ na korzeniu zapasowym marchwi odm. Perfekcja pora-
zonej przez M. hapla; gérna cze§¢ rysunku — dwukierunkowy chromatogram fe-
noli, dolna cze§é rysunku — aktywno$é plam jako inhibitorow IAA-oksydazy; pla-
my zakreskowane — orto-dwuhydroksyfenole; plamy zakratkowane — kwasy chlo-
rogenowe. Fenole ekstrahowano 80% etanolem z wyro$li 5-miesigecznej marchwi
odm. Perfekcja. Na piytki pokryte Celuloza MN 300 G nakraplano ekwiwalent
133 mg §wiezej masy. Plamy wykryte w UV zeskrobywano i przenoszono do kolbek
zawierajacych 9,5 ml mieszaniny inkubacyjnej dla IAA-oksydazy. Reakcje rozpo-
czynano dodajac 0,5 ml standardowego roztworu IAA-oksydazy z ogoérka

ro§lach [13]. Dzieki zastosowaniu TLC dwukierunkowe] stwierdzono
wystepowanie w wyroslach 20 plam zwigzkow fenolowych (ryc. 1).
Wszystkie plamy wykryte na chromatogramach ekstraktow wyrosli
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hamujg aktywnos¢ IAA-oksydazy (ryc. 1). Najbardziej aktywne jako in-
hibitory IAA-oksydazy okazaly sie plamy nr 5 i 12, tzn. kwas chloroge-
nowy i kwas izo-chlorogenowy oraz plamy nr 8 i 9, odpowiadajace pla-
mie 9’ na chromatogramach jednokierunkowych [11]. Sg to orto-dwuhy-
droksyfenole wystepujagce w iloSciach znacznie mniejszych niz kwasy
chlorogenowe. Zwigzki te nie wystepuja w tkankach roélin zdrowych
[11].

Wydaje sig, ze przediuzenie lag-fazy w tkankach marchwi porazonej
przez M. hapla jest spowodowane wystgpowaniem réznych zwigzkéw fe-
nolowych, zwlaszcza takich jak plamy nr 8 i 9.

AKTYWNOSC INHIBITOROW IAA-OKSYDAZY IN VITRO

Jezeli analizuje™ sie mlode tkanki 2-miesiecznej marchwi woéwezas
stwierdza sie, ze w korzeniach bocznych odmiany Perfekcja porazonych
przez M. hapla aktywno§¢ inhibitor6w IAA-oksydazy jest dwa razy
wigksza niz w ro§linach zdrowych. U odpornej odmiany Slendero w tkan-
kach zdrowych aktywno$¢ inhibitoréw IAA-oksydazy jest podobna jak
w tkankach porazonych (ryc. 2).
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< 2 % dazy in vitro w korzeniach 2-miesiecznej
0 marchwi zdrowej (stupki zakreskowane
Korz.  Korz. gesto) i porazonej przez M. hapla (stupki
bocz. zap.

zakreskowane rzadziej)

Mozna przypuszczac¢, ze wzrost wyrosli i odporno§é marchwi na mat-
wika polnocnego moze by¢ uwarunkowana akumulacjg inhibitoréw IAA-
~oksydazy, zwlaszcza we wczesnych fazach porazenia.

AKTYWNOSC PAL I RNazy

Korzenie boczne 4-miesiecznej marchwi zdrowej odmiany Perfekcja
posiadajg okolo 2,5-krotnie wyzszg aktywnos¢ PAL niz analogiczna tkan-
ka odmiany Slendero (ryc. 3). Pod wplywem porazenia nastepuje spadek
aktywnos$ci enzymu o okolo 50%0 w korzeniach bocznych obu odmian
(ryc. 3). Mozna przypuszczaé, ze zahamowanie aktywnosci PAL w miejs-
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cach infekcji ma bezposredni zwigzek z pobudzong proliferacjg tkanek,
" tj. powstaniem wyro$li. Aktywno§¢ RNazy w korzeniach bocznych mar-
chwi odmiany Slendero jest dwukrotnie wieksza niz w analogicznej tkan-
ce odmiany Perfekcja (ryc. 4).
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Ryc. 4. Aktywno§é rybonukleazy w korzeniach bocz-
nych 4-miesiecznej marchwi zdrowej (Z) i porazonej
przez M. hapla (M). WyroS§la (W).
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Pod wplywem M. hapla, aktywnos¢ RNazy w korzeniach bocznych
obniza sie dwukrotnie w przypadku odmiany Perfekcja i 4, 5-krotnie —
odmiany Slendero. Najnizszg aktywnoscig tego enzymu charakteryzuja
sie wyrosla.

SYNTEZA BIALEK I RNA

Stwierdzono, ze pod wptywem M. haple w korzeniach bocznych mar-
chwi odmiany Perfekcja specyficzna radioaktywnos¢ frakeji bialek
(imp. min-1 pg-!1 biatka) jest podobna, jak w przypadku tkanek zdro-
wych [14]. Specyficzna radioaktywno§¢ bialek w korzeniach bocznych
odm. Slendero obniza sie natomiast o okoto 50%0 w poréwnaniu z kontro-
la [14]. Pod wplywem M. haple nastepuje podwyzszenie specyficznej ra-
dioaktywnosci frakcji RNA w korzeniach bocznych obu odmian march-
wi [14].
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Sprawdzono, czy zmiany indukowane przez M. haplae dotycza tylko
marchwi, czy tez maja charakter ogélniejszy. Z tego powodu tkanki ka-
lusa soi porazono wolno zyjgcym nicieniem A. buetschlii.

Specyficzna radioaktywno$é¢ frakcji RNA w tkankach kalusa soi po-
razonych przez A. buetschlii jest znacznie wieksza niz w tkankach zdro-
wych. Na przyklad, po 19 dniach od momentu zainfekowania tkanek ka-
lusowych soi specyficzna radioaktywnoéé¢ frakeji RNA w tkankach
zdrowych wynosi 2,9 imp min-! ug™! RNA, a w tkankach porazonych
90,9 imp min~! pg—! RNA. Pod wplywem A. buetschlii w tkankach ka-
lusowych soi obniza sie specyficzna radioaktywnoéé¢ frakeji bialek okolo
dwukrotnie (tab. 1). Podobne rezultaty otrzymano w przypadku tkanek
kalusow korzenia zapasowego marchwi odmiany Perfekcja [11].

W nastepnym etapie badan ekstrakty kwasow nukleinowych rozdzie-
lano na kolumnach MAK. Kwasy nukleinowe izolowane z tkanek kalusa
soi rozdzielano na sze$¢ frakcji w nastepujacej kolejnosci: tRNA, hybryd
DNA-RNA, rRNA lekki (IrRNA) i rRNA ciezki (hrRNA), mRNA oraz
fakcje TB-RNA, ktérg eluowano 1,5 M NH,OH (ryc. 5). Pod wplywem
A. buetschlii w tkankach kalusa soi nastepuje podwyzszenie syntezy
tRNA, a obnizenie syntezy rRNA.

Tabela 1

Wilaczanie [*¢C-2 J-uracylu i [**C-U ]-leucyny do RNA
1 biatek tkanek kalusa soi, zdrowej i porazonej przez
wolno 2zyjacego nicienia Acrobeloides buetschlii

Dni od infekcji
Tkanka

14 19 26
imp. min-! ug-! RNA
Zdrowa 3,4 2,9 2,9 2,7
Porazona 33,0 49,9 50,6 97,2
imp. min-! pg-! bialka
Zdrowa 3,5 7,5 5,0 4,3
Porazona 2,9 3,8 2,7 2,2

Wzrost tkanki porazonej, % kontroli
63 31 23 18

DYSKUSJA

W pracy stwierdzono, ze w tkankach marchwi porazonych przez M.
haple wzrasta zawarto$é zwigzkéw fenolowych, a zwlaszcza kwasu chlo-
rogenowego [13]. W wyroslach syntetyzujg sie nowe substancje (plamy
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Ryc. 5. Chromatografia kwasdéw nukleinowych ekstrahowanych z tkanki kaluséw
soi zdrowej (A) i porazonej przez A. buetschlii (B)
Roztwory kwaséw nukleinowych nanoszono na kolumny MAK i eluowano semi-
logarytmicznym gradientem NaCl (0,2 M zabuforowany roztwér NaCl, 200 ml do
1,5 M zabuforowany NaCl, 600 ml)

nr 8 i 9) nieobecne w tkankach z roslin zdrowych, bardzo aktywne jako
inhibitory IAA-oksydazy. W mtlodych 2-miesiecznych korzeniach bocz-
nych marchwi odmiany Perfekcja aktywnos§¢ inhibitor6w IAA-oksydazy
jest dwukrotnie wyzsza niz u ro$lin zdrowych. W analogicznej tkance
odmiany Slendero w tkankach zdrowych i porazonych przez M. hapla
aktywno$é¢ inhibitoré6w IAA-oksydazy jest podobna. W korzeniach bocz-
nych marchwi porazonej przez M. hapla podwyzsza sie¢ synteza RNA,
nastepuje zahamowanie syntezy bialka i obnizenie aktywmosci RNazy
i PAL. Pod wplywem A. buetschlii w tkankach kalusowych soi wzrasta
synteza wszystkich rodzajow RNA z wyjatkiem rRNA i frakcji TB-RNA,
oraz obniza sie synteza bialtka.
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Kwas chlorogenowy i jego izomery hamujg aktywnos¢ IAA-oksydazy
[9]; moze on indukowa¢ lag-faze w procesie utleniania IAA in vivo. In-
hibitorowa aktywno$¢ kwasu chlorogenowego moze by¢ modyfikowana
przez monofenole [9]. |

Wydaje sie, ze wzrost wyrosli i odporno$¢ marchwi na matwika péi-
nocnego mogg by¢ uwarunkowane akumulacjg inhibitoré6w IAA-oksyda-
zy, zwlaszcza we wczesnych fazach porazenia. Zjawisko gromadzenia sig
inhibitoréw nie wystepuje we weczesnych fazach porazenia odmiany Slen-
dero. Nalezy przypuszcza¢, ze w korzeniach tej odmiany poczgtkowo nie
zachodzi zaburzenie procesu degradacji auksyn, w zwigzku z czym wzrost
jest prawie normalny, a wytwarzane wyroS$la sg drobne.

Obnizenie aktywnosci PAL jest zjawiskiem korzystnym dla powsta-
nia wyrosli. Obnizenie aktywnosci tego enzymu moze by¢ potgczone z re-
dukcja biosyntezy lignin, co sprzyja wydluzaniu sie i hypertrofii komo-
rek. O obnizeniu syntezy lignin o 30%0 w korzeniach pomidoréw porazo-
nych przez matwiki korzeniowe donosili Owens i Specht [17].

W tkankach porazonych przez nicienie nastepuje wzmozenie syntezy
DNA, RNA oraz biatek [18]. W korzeniach bocznych marchwi porazo-
nych przez M. hapla nastepuje podwyzszenie zawartosci bialek i RNA,
zahamowanie syntezy bialek oraz stymulacja syntezy RNA i zahamowa-
nie aktywnosci RNazy. Dane te mogg potwierdza¢ slusznos¢ sugestii
Dropkina [6], ze nicien reguluje czynno$¢ genomu roslinnego poprzez in-
dukcje lub stymulacje syntezy niektérych frakecji RNA.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze M. hapla bezposrednio nie
wplywa na aktywno$¢ IAA-oksydazy. Pod wplywem matwika péinocnego
gromadzg sie inhibitory IAA-oksydazy, ktore hamujg aktywnos$¢ enzymu
in vivo.

Marchew odmiany Slendero jest bardziej odporna na matwika niz
marchew Perfekcja [2]. Odmiane Slendero cechuje nizsza aktywnos$é
IAA-oksydazy niz Perfekcje, co moze sugerowac, ze tolerancja na mat-
wika zalezy raczej od stosunku aktywnosci IAA-oksydazy do zawartoSci
inhibitoréw niz do absolutnej aktywno$ci enzymu, szczegoélnie we wczes-
nych fazach porazenia.
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Kpucruna M. SAnac

BUOXMMMNYECKAS XAPAKTEPVUCTUKA TKAHEN MOPKOBU
IIOPAZKEHHOV HEMATOJOWM MELOIDOGYNE HAPLA CHITW.

Pe3swmMme

B rannax oOpa3oBaHHBIX Ha KOPHAX MOpkoBM (Daucus carota L.) mox BIMSHMEM
Meloidogyne hapla Chitw. cuapHO cHuXKaeTca OMOCMHTE3 IIPOTEMHOB C OINHOBPEMEH-
HBbIM TIOBBILICHMEM COAEPXKaHMA NOPOTEMHOB, BMOCHMHTE3 HYKJIEUMHOBBLIX KMCJIOT YCKO-
panca 3-KpaTHO, NpUYEeM OCOOEHHO CHMJIbHO NOBbILIAJICA Ouocuares tRNA. ARTUB-
HOCTb PUOOHYKJIeMHa3bl M aMMOHONM3bI (beHmmoananvuHa (PAL) B mopazKeHHBIX He-
MaTonoil OOKOBBIX KOPHAX MOPKOBM copTa IleptheRuma IIOBBIIIANOCH HEICTBME WH-
rMOUTOPOB OKcHMAAaskl IAA, 33IepRMBAKOLIMX €e aKTMBHOCTB in vivo.

IIpranzoit o6pa3oBamMA TraJlyIOB TOA BIMAHMEM Hemartoae! M. hapla smBasercs
Nno Bceli BEPOATHOCTM MECTHOE IIOBBLILUSHME YPOBHA OU3NMOJOIMYECKM aKTUBHBIX
ayKCMH, BBI3BIBAIOILIMX Pa3MHOKEHME KIJIETOK KOopHA. IIpoueccy pocra raajgos 6xaa-
TOTIPUMATCTBYET 3aZeprKaHue akKTuBHOCTM PAL, 4YTO BejeT IO BCeA BEPOATHOCTM K
HapYIUEeHMIO OMOCHMHTE32 JINTHMH.
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Krystyna M. Janas

BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF TISSUES OF CARROT
INFESTED WITH THE MELOIDOGYNE HAPLA CHITW. NEMATODE

Summary

In galls on the roots of carrot (Daucus carota L.) caused by the Meloidogyne
hapla Chitw. nematode a strong decrease of the protein biosynthesis at simultaneous
increase of the content of proteins was observed. The biosynthesis of nucleic acids
underwent a 3-fold acceleration, at an increase of the biosynthesis, particularly of
the tRNA. The activity of ribonucleinase and ammonolysis of phenyloananine (PAL)
in the nematode-infested lateral roots decreased. In the 2-month lateral roots of
carrot of the Perfekcja variety increased the effectiveness of inhibitors on the TAA-
-oxydase, checking its activity in vivo.

The cause of forming galls under the M. hapla nematode effect is probably
a local increase of the level of physiologically active auxines causing a prolifera-
tion of the root cells. The gall growth process is favoured by checking the PAL
activity, what would probably lead to a disturbance of the biosynthesis of lignins.



