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POROWNANIE ZAWARTOSCI CALKOWITEGO KWASU
RYBONUKLEINOWEGO W DWOCH ODMIANACH TYTONIU

Maria Kamienska-Zyla

Pracownia Wirusologii Zakladu Fizjologii Ro$lin PAN

WSTEP

Z metodycznego punktu widzenia ekstracja i oznaczanie zawartosci
catkowitego kwasu rybonukleinowego w roSlinach bylo przedmiotem
wielu publikacji. Przeglad ich przedstawili Holdgate i Goodwin [6]. Ucze-
ni ci opierajac sie o dotychczasowe osiggniecia w tej dziedzinie opraco-
wali zmodyfikowang metode okreslania zawarto$ci roslinnego kwasu ry-
bonukleinowego, wymagajacg jednak dlugiego czasu i bardzo pracochion-
na. Polaczenie metod Holdgate’a, Goodwina oraz Smillie [14] z pewna
nieznaczng modyfikacja opisang przez Frasera [2] daje natomiast dobre
rezultaty i skraca czas trwania analizy.

Celem niniejszej pracy bylto stwierdzenie czy istnieja jakies réznice
w zawarto$ci catkowitego kwasu rybonukleinowego miedzy dwoma od-
mianami Nicotiana tabacum: Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux
oraz miedzy roslinami porazonymi wirusem X ziemniaka, a nie porazo-
nymi tym wirusem (kontrolnymi) w obrebie kazdej z tych dwoch odmian.

Odmiany tytoniu Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux s3 in-
teresujgce ze wzgledu na ich odmienng reakcje na zakazenie wirusem X
ziemniaka [10] oraz na rézng zawarto$¢ nikotyny, co jest przedmiotem
tych badan. Ponadto stwierdzono, ze alkaloid nikotyna podawany z zew-
natrz dziala hamujgco na wiasnosci infekcyjne soku wyciSnietego z lisci
tytoniu zakazonych wirusem X, jak i oczyszczonego wirusa [7]. Poniewaz
wymienione odmiany tytoniu maja rbézng zawarto$¢ nikotyny, co moze
mieé¢ powigzanie z podatnoscia na zakazenie wirusem, badanie zawarto$ci
ogblnego RNA w ro$linach reprezentujacych te odmiany wydaje sie ce-
lowe dlatego, ze ten zwigzek chemiczny odgrywa bezspornie duzg rolg
w metabolizmie ro§lin i moze rzuci¢ §wiatto na przemiany biochemiczne
zwigzane z odporno$cig i syntezg wirusowa.
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MATERIAL I METODY

Przedmiotem doswiadczen byly odmiany tytoniu (Nicotiana tabacum)
Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux, bedgce w stadium rozwojo-
wym 10 do 12 liSci. Ambalema Gembloux pochodzi z Holandii (1951 r.).
Odkryta wczeSniej w Kolumbii przez Nolla w 1929 r., odznacza sie pew-
ng odpornoscig na wirus mozaiki tytoniu, mniejszg jednak niz Ambale-
ma Bergerac. Ta ostatnia odmiana odkryta rowniez w Kolumbii przez
Nolla i Roque [5] w 1933 r., zostala dokladnie przebadana przez Nolla
w latach 1935-1939 [11, 12]. Odpornos¢ jej na wirus TMV jest uwarun-
kowana genetycznie. W wypadku zakazenia Ambalema Gembloux wiru-
sem X ziemniaka, na liSciach wystepujg bardzo dobrze widoczne zmiany
chlorotyczne, duzo wyrazniejsze niz na lisSciach Ambalema Bergerac.

Zbior lisci do analiz nastepowal w okresie od lutego do maja 1972 r.,
kazdorazowo w 8 dniu od momentu zakazenia wirusem X ziemniaka
(szczep nekrotyczny z ziemniakéw odmiany Bintie). Po uplywie o$miu
dni od infekcji wplyw patogena na metabolizm ros$liny byl juz wyrazny,
a zatem powinny by¢ widoczne réznice w syntezie RNA w roslinach za-
kazonych i kontrolnych. W kazdym doswiadczeniu do analiz przeznaczo-
no 5 zdrowych roslin (kontrolnych), oraz analogiczng liczbe roslin za-
kazonych wirusem X z obydwu badanych odmian. Ze wszystkich roslin
odcinano po 7 lisci, pozostawiajgc tylko 4 dolne oraz najmniejsze wierz-
chotkowe. Z kazdego odcietego liscia wycinano 5 krazkéw i rozkladano
je do oddzielnych szalek. W rezultacie, w kazdej szalce znajdowato sig
35 kragzkow (7 lisci X 5 ro$lin). Uzyskiwano wiec 5 analogicznych prébek
reprezentujgcych 7 kolejnych liSci na pieciu roslinach wybranych losowo
z duzej grupy bedgcej kombinacjg doswiadczalng. Material analityczny
zbierany w ten spos6b zapewnia otrzymanie wiarygodnych Srednich.
Wszystkie probki po dokladnym zwazeniu zamrazano w temperaturze
—18°C. Calkowity kwas rybonukleinowy oznaczano metodg Frasera wg
schematu przedstawionego na rysunku 1.

WYNIKI

Wyniki sg $rednimi reprezentatywnymi z populacji roslin w poszcze-
gbélnych doswiadczeniach. Z przeprowadzonych analiz wynika, ze istnieja
wyrazne réznice w zawartosci catkowitego RNA w liSciach zdrowych, nie
zakazonych wirusem X u Ambalema Bergerac, w poréwnaniu z Amba-
lema Gembloux, na korzy$¢ tej pierwszej odmiany (rys. 2). We wszyst-
kich bowiem seriach do$wiadczen liScie niezakazone pochodzgce z tyto-
niu odmiany Ambalema Bergerac odznaczaja sie wyzsza zawartoscig
catkowitego RNA. Ilo$¢ kwasu rybonukleinowego jest wigksza w mie-
sigcach pézniejszych (marzec, maj) — o dluzszym dniu, a zatem z przed-
luzonym okresem naturalnego oswietlenia, niz w lutym. Zalezno$¢ te
stwierdzono u obu badanych odmian. Kozlowska [8] wykazala podobna
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SWIEZE LUB ZAMROZONE KRAZKI Z LISCI TYTONIU
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Rys. 1. Schemat oznaczania kwasu rybonukleinowego metodg Frasera
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Rys. 2. Réznice w zawarto$ci calkowitego kwasu rybonukleinowego w zdrowych
lisciach tytoniu
1 — odmiana Ambalema Gembloux, 2 — odmiana Ambalema Bergerac

zalezno$¢ w ilo$ci calkowitego RNA w odmianach tytoniu Bel i Amba-
lema przy zastosowaniu innej met-ody.

Réznice w poziomie ogélnego RNA w liSciach zakazonych wirusem X
ziemniaka, pochodzacych z prowadzonych réwnocze$nie doswiadczen po-
miedzy odmianami tytoniu przedstawiono na rysunku 3. W lutym wy-
stgpito trudne do wytlumaczenia zjawisko zmniejszania sie ilosci RNA
u Ambalema Bergerac, w stosunku do Ambalema Gembloux w obydwu
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seriach doswiadczen. W do$§wiadczeniu przeprowadzonym w maju rézni-
ce te natomiast prawie sie zacieraja.
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Rys. 3. Rézinice w zawartoSci calkowitego kwasu rybonukleinowego
w liSciach tytoniu zakazonych wirusem X ziemniaka
1 — odmiana Ambalema Gembloux, 2 — odmiana Ambalema Bergerac

Roznice w zawartosci calkowitego RNA w liSciach tytoniu Ambalema
Gembloux zakazonych wirusem X, w stosunku do kontroli, ktérg stano-
wilty liScie niezakazone tym wirusem przedstawiono na rysunku 4. Jak
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Rys. 4. Réznice w zawartoSci calkowitego kwasu rybonukleino*gvego
w liSciach tytoniu Ambalema Gembloux zakazonych wirusem X ziem-
niaka w pordéwnaniu z niezakazonymi
1 — liScie zakazone, 2 — liScie niezakazone
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widaé, ilo§¢ kwasu rybonukleinowego jest wieksza w lisciach zawiruso-
wanych, niz w kontroli. Tg samg zalezno$¢, ale w odniesieniu do Amba-
lema Bergerac obrazuje rysunek 5. W tym wypadku ilos¢ RNA w liciach
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Rys. 5. Réznice w zawarto$ci catkowitego kwasu rybonukleinowego
w liSciach tytoniu Ambalema Bergerac zakazonych wirusem X ziem-
niaka w poréwnaniu z niezakazonymi
1 — li§cie zakazone, 2 — li§cie niezakaZone

zakazonych w lutym jest mniejsza niz w kontroli, natomiast w kwietniu
nastepuje nieznaczny przyrost zawartosci kwasu rybonukleinowego, za$
w maju obserwujemy juz podobny obraz jak u Ambalema Gembloux,
roznice jednak sg tutaj nieco mniej wyrazne.

DYSKUSJA

Powolujgc sie na najnowszg prace Frasera [3] nalezy stwierdzi¢, ze
wahania w poziomie ogblnego RNA w lisciach sg zalezne od wielu czyn-
nikéw, miedzy innymi od ich wielkosci (dtugosci), oraz czasu, ktéry upty-
ngl od momentu inokulacji wirusem. Wczesniejsze badania zmian RNA
po infekeji wirusem mozaiki tytoniu wykazywaly zazwyczaj lekki wzrost
- ilosci calkowitego kwasu rybonukleinowego w nastepstwie zakazenia
[4, 12]. P6zniejsze badania, podobnie jak wspomniana praca Frasera, bylty
zwigzane z metabolizmem specyficznym ré6znych typéw RNA. Babos [1]
nie stwierdzit réznicy w poziomie rybosomalnego RNA w roslinach zdro-
wych i zakazonych wirusem mozaiki tytoniu. Fraser zakazajac 5 centy-
metrowe liScie tytoniu odmiany Samsun wykazal, ze akumulacja rRNA
i tRNA gospodarza w kilka dni po infekcji albo pozostala nienaruszona,
mimo odbywajacej sie syntezy wirusowego TMV RNA, albo nawet po-
czatkowo sie zwiekszala.
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W niniejszej pracy wszystkie liscie byly zbierane w 8 dniu po zaka-
zeniu. Nie badano wiec wplywu czasu, ktoéry uptyngl od chwili zakaze-
nia, na poziom RNA. Trudne do wytlumaczenia zjawisko spadku zawar-
toSci kwasu rybonukleinowego w lisciach Ambalema Bergerac zakazonych
wirusem X, w porownaniu z kontrolg w do$wiadczeniu z lutego mozna
wytlumaczy¢ tym, ze akurat w 8 dniu po inokulacji nastepowato zmniej-
szenie syntezy ktoéregos z typow RNA i stgd spadek ogodlnej ilosci tego
zwigzku. Mozna to wytlumaczy¢ faktem, ze tyton odmiany Ambalema
Bergerac odznacza sie mniejszg podatnoscig na zakazenie zaré6wno wiru-
sem mozaiki tytoniu — Melchers [9], jak i wirusem X ziemniaka i moze
réwniez wykazaé¢ ograniczong synteze poszczeg6lnych typéw RNA, a takze
wirusowego PVX-RNA w stosunkowo krotkim czasie po zakazeniu. Stad
tez mogg wynika¢ mniejsze réznice w zawartosci catkowitego kwasu rybo-
nukleinowego w zawirusowanych liSciach tej odmiany, w odniesieniu do
kontroli.

U Ambalema Gembloux odznaczajacej sie wiekszg podatnoscig na za-
kazenie wirusem X podobne réznice uwidaczniajg sie znacznie wyrazniej.
Powigzanie roznic w zawartosci RNA u obu badanych odmian w efekcie
porazenia wirusem z podatno$cig ich na zakazenie wirusem X jest inte-
resujgce i wymaga dalszych badan poszczegoélnych frakcji RNA.

Trudno obecnie stwierdzié, czy zawarto$¢ catkowitego kwasu rybo-
nukleinowego moze sie bezposrednio laczyé¢ z odpornoscig roSliny na wi-
rusa. Wiekszo$¢ sugestii, ktore spotyka sie w literaturze sktania do przy-
puszczen, ze odpornosé na porazenie wirusem jest wykladnikiem przemian
enzymatycznych zachodzacych w tkance roSlinnej wskutek zakazenia.

W niniejszej pracy material ros§linny przeznaczony do analiz zbierano
z 7 lisci kilku roélin, przy czym najmniejszy 1i§¢ mial dlugo$¢ okolo
6 cm. Wyeliminowano wiec wplyw wielkosci liScia na zawartos¢ kwasu
rybonukleinowego tym bardziej, ze nie zbierano liSci bardzo malych
(ok. 2 cm), a wiec tych w ktérych jak to stwierdzil Fraser, w nastepstwie
porazenia wirusem istniejg duze wahania w poziomie RNA. Wyniki analiz
mialy na celu zobrazowanie $redniej zawartosci ogélnego RNA w rosli-
nie, gdyz nie brano pod uwage wieku lisci. Celem pracy bylo bowiem
zorientowanie sie jaka jest $rednia ilo§¢ RNA w dwoch odmianach tyto-
niu, ktére majg byé przedmiotem dalszych i bardzie] szczegblowych
badan.

Pragne wyrazi¢ serdeczne podziekowanie mgr inz. Ewie Debowskie]
za pomoc w prowadzeniu do§wiadczen i opracowaniu wynikow.
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~ Mapvsa Kanmenvcka-Kuaa

CPABHEHUE IIOJJHOI'O COJIEPXKAHUA PUBOHYKJEMHOBOM KWMCJOTHI

B IBYX COPTAX TABAKA

PezwwMme

B pabGoTe cpaBHMBaJOCh IIOJIHOE COAepiKaHMue PUOOHYKJIEMHOBOM KMCJIOTbI B JM-

CTbAX ABYX coproB Tabaka Buapa Nicotiana tabacum copr Ambanema Beprepan um AM-
banema TemOiykc 3MOPOBBIX M 3apazkeHHbIX BupycoM X Kaprodensa. YCTaHOBJIIEH
3aMeTHbIN pocT KoaudecTBa RNA B 3A0pPOBBIX JUCTBAX y AMOGaneMbl N0 OTHOLUEHUIO
K AwmbGaneme T'embaykc. B ciay4dae JMUCTHEB, 3apaX€HHBIX BUPYycOM X, pPasHMUILI B
IIOJIHOM cojep:KaHuy pPUOOHYKJIEMHOBOM KMCJIOThHI 0o0Jiee OTYETJIMBO BBICTYHAKOT Y
AMb6anembr T'ombayke, yem y AmbOaneMbl Beprepal] no OTHOLUEHMIO K 3J0POBbIM (KOH-
TPOJILHBIM) JIMUCTbAM.

2 — ZPPNR 156



18 MARIA KAMIENSKA-ZYELA

Maria Kamienska-Zyta

COMPARISON OF TOTAL RIBONUCLEIC ACID CONTENT IN TWO TOBACCO
VARIETIES

Summary

Total ribonucleic acid content was compared in the leaves of two tobacco va-
rieties of the species Nicotiana tabacum var. Ambalema Bergerac and Ambalema
Gembloux when healthy and when infected with potato virus X. A markedly
higher increase total RNA content was noted in healthy leaves in the var. Ambale-
ma Bergerac as compared with that in Ambalema Gembloux. In the case of leaves
infected with virus X the differences in total RNA content are more pronounced in
Ambalema Gembloux than in Ambalema Bergerac as compared with the content in
healthy (control) leaves.



