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OBSERWACIJE NAD MNOZENIEM SIE WIRUSA MOZAIKI TYTONIU
W LISCIACH TYTONIU ROZNEGO WIEKU

Lucyna Wajda, BoZena Czuber
Pracownia Wirusologii Zakladu Fizjologii Roslin PAN, Krakow

Znany jest fakt réznego reagowania roSlin na zakazenie wirusem. Roéznice
w reakcji zaleza nie tylko od wielu czynnikéw zewnetrznych takich jak tempera-
tura, wilgotno$¢, $wiatlo, odzywianie, metody inokulacji, ale i od stanu fizjologicz-
nego samej rosliny. Roéznice te uwidaczniaja sie w podatnosci roéliny na zakazenie,
szybkoSci namnazania si¢ wirusa, czasie wystgpowania objawow, stopniem ich nasi-
lenia, czy odpornosci na zakazenie. Blizsze omoOwienie tych zalezno$ci znalezé
mozna w pracach wielu badaczy [3, 5, 6, 10, 11, 13, 14].

Z dotychczasowych doniesien wiadomo, ze réznice w podatnosSci na zakazenie
1 szybkoS¢ namnazania si¢ wirusa wystgpuja nie tylko pomiedzy roslinami réznego
wieku, ale i na tej samej roSlinie pomigdzy jej li§¢mi.

Niniejsza praca miala na celu ustalenie, ktore liscie inokulowanej ro§liny, reagu-
jacej na zakazenie systemicznie sa najbardziej podatne na zakazenie i w ktorych
moze si¢ odbywac najintensywniejsza synteza wirusa — czyli innymi stowy zbadanie
wplywu wieku liSci na podatno$¢ na zakazenie, oraz szybko§¢ namnazania si¢
wirusa. Praca miala charakter metodyczny, chodzito w niej bowiem o ustalenie
optymalnych warunkoéw pracy dosSwiadczalnej dajacych mozliwosci uzyskiwania
powtarzalnych wynikéw w prowadzonych przez nas dosSwiadczeniach, poniewaz
w literaturze nie udalo si¢ nam znalez¢ precyzyjnej odpowiedzi na ten temat.

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzano na tytoniu odmiany Samsun. Inokulowano roSli-
ny w stadium 8 i 12 lisci, nie liczac dwoch lisci mlodocianych. Na kazdej roSlinie
zakazano wszystkie liScie z wyjatkiem dwoéch najmlodszych, ze wzglegdu na ich
drobne wymiary. LiScie po opyleniu karborundem inokulowano oczyszczonym pre-
paratem wirusa mozaiki tytoniu w stezeniu 0,05°/¢. Po inokulacji liscie dokladnie
sptukiwano woda wodociagowa. Po 24 godz. z kazdego liscia osobno wycinano
krazki o §rednicy 15 mm i przenoszono je do szalek napelnionych woda wodocia-
gowa, lub pozywka skladajaca si¢ z: 20 g sacharozy, 0,2 g CaH,PO,-H,O0i 0,3 g
sulfonilamidu w 1 litrze wody [4, 7, 13].
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W kazdej szalce umieszczano krazki z liSci tego samego wieku, kladac po
15 krazkéw do jednej szalki zawierajacej 15 ml plynu. Poniewaz najmlodsze liScie
inokulowane byly zbyt male, aby z nich mozna bylo wycia¢ krazki, wycinano
z nich Srodkowy nerw i do szalek kladziono poléwki lisci w takiej liczbie, aby
wypelni¢ szalke w podobny sposéb jak to bylo w szalkach z krazkami (nalezy
zwraca¢ uwage, aby krazki utrzymywaly si¢ na powierzchni plynu i nie nakrywaly
sic wzajemnie). Tak przygotowane szalki przenoszono do komory na okres trzech
dni, gdzie utrzymywano je w stalym o$wietleniu i temperaturze 23°C+1°.

Po trzech dniach krazki ptukano przez 10 min. w biezacej wodzie, osuszano
delikatnie w bibule filtracyjnej, wazono, a nastgpnie rozcierano w mozdzierzu
z taka iloScia wody wodociagowej, aby otrzymal rozcienczenie 1:10. Uzyskany
sok wirowano przez 15 min. przy 6000 obr./min. Nastepnie przygotowywano roz-
cienczenia 1:1000, 1:2000 i 1:3000, ktérymi inokulowano potdwki lisci Nicotiana
glutinosa. Z liczby ukazujacych si¢ plamek wnoszono o koncentracji wirusa w kraz-
kach wycigetych z poszczegdlnych liSci réznego wieku.

Sok otrzymany z krazkéw badano rowniez serologicznie przy pomocy precypi-
tacji kropelkowej w ciemnym polu pod mikroskopem metoda Jermoljeva i Hruski
[12]. Do precypitacji uzywano surowicy uczulonej przeciwko wirusowi mozaiki
tytoniu w rozcienczeniu 1:16. Miano tej surowicy wynosito 1:4096. Do rozciericzania
zaréwno surowicy jak i soku z lisci uzywano roztworu soli fizjologicznej. W kazdym
do$wiadczeniu krazki utrzymywano w dwoch, lub trzech powtdrzeniach réwno-
cze$nie. Testy biologiczne przeprowadzano szczepiac co najmniej 15 polowek lisci
Nicotiana glutinosa sokiem z badanych krazkéw w trzech rozcienczeniach.

Wyniki zestawiono w tabelach przeliczajac liczbe plamek, albo na S$rednig
polowke liscia, albo na 1 cm? powierzchni liScia. Dla utatwienia pracy liscie ozna-
czano kolejno cyframi od najmtodszego do najstarszego, przy czym w do$wiad-
czeniu z ro$linami w stadium 8 liSci, najmlodszy liS¢ szczepiony oznaczono
cyfra 1, a najstarszy szczepiony cyfra 6. W do§wiadczeniu z ro§linami w stadium
12 lisci, najmlodszy oznaczono jako pierwszy, a najstarszy jako 9. W ten sposob
najmtodszy li$¢ szczepiony oznaczony jest zawsze jako pierwszy.

WYNIKI

Rys. 1 przedstawia wplyw rozcieficzenia na liczb¢ plamek ukazujacych si¢ na
1 cm? powierzchni licia z krazkéw $redniej proby jednego z wstepnych doswiad-
czen. Jak wynika z zamieszczonego wykresu liczba plamek z krazkéw hodowanych
na wodzie jest zawsze nizsza niz dalo si¢ to stwierdzi¢ w krazkach hodowanych
na pozywce.

Rys. 2 przedstawia koncentracje wirusa mozaiki tytoniu w krazkach z kole;j-
nych liSci roéliny tytoniu odmiany Samsun w stadium 12 lidci, na ktorej jak wspo-
miano inokulowanych bylo tylko 9 lisci. Na osi odcigtych przedstawiono kolejne
liScie od najstarszego oznaczonego cyfra 9 do najmlodszego szczepionego ozna-
czonego cyfra 1. Na osi rzgdnych przedstawiono §rednia liczbg plamek w przelicze-
niu na $rednig potéwke liScia Nicotiana glutinosa szczepionych sokami w rozcien-
czeniu 1:2000. Jak wynika z wykresu wirus najintensywniej mnozy si¢ w liSciach
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drugim, trzecim i czwartym liczac od wierzcholka ro$liny. Najwyzsza infekcyjnoS¢
wirusa w tym rozcienczeniu przypada na li§¢ trzeci. W liSciach starszych koncen-
tracja wirusa byla znacznie nizsza.
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Rys. 1. Poréwnanie infekcyjnosci sokéw z krazkéw hodowanych przez trzy dni na pozywce (1)
i w wodzie (2). Liczbg plamek podano w przeliczeniu na 1 cm?2

Rys. 2. Poréwnanie koncentracji wirusa mozaiki tytoniu w soku liSci réznego wieku z roslin
w stadium 12 liSci. Rozcienczenie sokow I:ZOSE)éi:liczba plamek przeliczona na $rednia potowke

Rys. 3 przedstawia krzywa uzyskana po szczepieniu liSci roSliny testowej sokiem
z krazkéw w rozciericzeniu 1:3000 w przeliczeniu na §rednia polowke liscia, a rys. 4
to samo tylko w przeliczeniu na 1 cm? powierzchni lisScia. W tym rozcienczeniu
maksimum infekcyjno$ci wirusa przypada na 1i$¢ drugi od gbéry. We wszystkich
do$wiadczeniach krazki hodowane na wodzie mialy nizsza zawarto$¢ wirusa niz
krazki hodowane na pozywce.
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Rys. 3. Poréwnanie koncentracji wirusa mozaiki tytoniu w soku liéci roznego wieku z ro$lin
w stadium 12 liéci. Rozcienczenie sokéw 1:3000, liczba plamek przeliczona na $rednia potéwke
licia
Rys. 4. Por6wnanie koncentracji wirusa mozaiki tytoniu w soku liSci roznego wieku z ro§lin

w stadium 12 liSci. Rozcienczenie sokéw 1:3000, liczba plamek przeliczona na 1 cm? po-
wierzchni liScia
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Wyniki precypitacji

Tabela 1

Rozcienczenie soku

Pozywk
orywia 1:1 1:2 1:4  1:8 1:16 1:32 1:64 1 :1281: 256
Pozywka +++  ++ + + ~ - = - -
++4+ ++ + - - - - - -
Woda o ++ =} — — — — - —
+++  ++ o+ — —~ - - = -
Pozywka ++++ 4+ ++ ++ o+ = - - -
++++ -+ 1+ + + - - -
Woda +++ 4+ + + - —~ - - -
+++  ++ + - - - - - =
Pozywka +H++++ ++++ 4+ -+ £ - =
tHt+tt A A+ 2 - -
Woda ++++ 4+ e+ 4+ + -+ - - -
++4++ -+ e+ + + - - = =
Pozywka ++4++ +++ ++ + - - - = -
++++ +++ S+ + + - - = -
Woda ++++ +++ ++ + = = = - -
+++  ++ + & —~ - - = =
Pozywka e o o + = — - - - =
4+ ++ o+ = - - - = =
Woda +++ ++ + = = — - —- =
+++  + EE —~ —~ - - = =
Pozywka ft + + - - — = e
+++ ++ o+ - - - - = -
Woda +4 -+ + — — — — - -
++ + - = —~ - - - -
Pozywka ++ - + — — = — — —
++ 4 - - ~ - - = -
Woda ++ — — — — — — - -
++ — - - — - - = =
Pozywka + + — - — = — - =
+ = - - - - - - -
Woda + + — - — — — - =
+ - — — - — —— . e
Pozywka + — — - — — = = -
:l: — — —— PEESS — — - —
Woda + — — — s - - — -
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W tabeli 1 podano wyniki precypitacji kropelkowej. Przedstawione w niej dane
Swiadcza rOéwniez o tym, ze najwigksze iloSci wirusa zawieraja krazki wyciete z liSci
drugiego, trzeciego i czwartego — liczac od wierzcholka rosliny. Maksimum zawar-
toSci wirusa w testach serologicznych przypada na 1i§¢ trzeci od gory.

Badania serologiczne wykazaly réwniez nizsza koncentracjg wirusa mozaiki
tytoniu w krazkach hodowanych na wodzie w poréwnaniu z zawartoScia wirusa
w krazkach hodowanych na pozywkach. Testy serologiczne potwierdzily w tym
przypadku dane uzyskane metoda testow biologicznych.

Tabela 2 przedstawia cigzar krazkdw po trzech dniach hodowania ich w pozywce
i w wodzie. Z podanych liczb wynika, Ze najwyzszy cigzar maja krazki wycigte
z lisci najmtodszych, a wigc pierwszy, drugi, trzeci i czwarty. Wydaje si¢ to Swiad-
czy¢ o najszybszym przyro$cie masy krazkOdw pochodzacych z najmlodszych lisci,
co niewatpliwie taczy si¢ z intensywnoscia procesOw fizjologicznych zachodzacych
w tych liSciach.

Tabela 2

Ciezar krazkéw (mg) wycigtych z liSci tytoniu odmiany Samsun i hodowanych przez 3 dni na po-
zywce i na wodzie (A, B — powto6rzenia)

Powtérze- Ciezar krazkow z kolejnych lisci w mg
Pozywk .
DR nie 1 2 3 4 5 6 1 8 9
Pozywka A 738 667 631 572 536 512 477 430 265
B 715 659 640 582 546 503 480 450 273
Woda A 537 489 421 398 371 350 345 292 213
B 549 505 450 381 360 340 328 279 200
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Rys. 5. Por6wnanie koncentracji wirusa mozaiki tytoniu w soku liéci réznego wieku ros$liny
w stadium 8 liSci. Rozcieniczenie sokéw 1:3000, liczba plamek przeliczona na éredr}lq polowke
liscia: 1 — krazki hodowane na pozywce, 2 — krazki hodowane na wodzie

Rys. 6. Por6wnanie koncentracji wirusa mozaiki tytoniu w soku liSci réznego wieku ro$lin
w stadium 8 liéci. Rozcienczenie sokéow 1:3000, liczba plamek przeliczona na 1 cm2 po-
wierzchni li§cia: 7 — krazki hodowane na pozywce, 2 — krazki hodowane na wodzie



106 LUCYNA WAJDA, BOZENA CZUBER

Cigzar krazkow hodowanych na pozywce byl przy tym znacznie wyzszy niz
ciezar krazkéw hodowanych na wodzie.

Wyniki dos$wiadczen przeprowadzonych na roSlinach mlodszych w stadium
8 lidci, z ktorych tylko 6 bylo inokulowanych przedstawione sa na rys. 5 i 6.
Rysunek 5 ilustruje koncentracje wirusa w przeliczeniu na Srednia potéwke liscia,
a rys. 6 na 1 cm?. Obydwa wykresy uzyskano szczepiac liScie roSliny testowej
sokiem z krazkéw w rozcienczeniu 1:3000. Obydwa wykresy wskazuja, ze maksi-
mum zawartoSci wirusa przypada na li§¢ 2 liczac od wierzchotka roSlin, oraz po-
twierdzaja wyniki uzyskane w toku doswiadczen z ro§linami w stadium 12 lisci.

Nalezy podkresli¢, ze roSliny mlodsze w tych samych liSciach zawieraja wigksze
ilosci wirusa niz odpowiednie liScie roSlin starszych.

W doswiadczeniach z ros§linami mlodszymi w stadium 8 liSci, krazki wazono
zaraz po wycigciu z liSci, a nastgpnie po trzech dniach hodowli w wodzie, lub

Tabela 3

Cigzar krazkéw (mg) z lisci roélin tytoniu Samsun w stadium 8 lisci, hodowanych przez trzy dni
na pozywce i w wodzie

Ciezar krazkéw w mg

Pozywka Powtoérzenie -
poczatkowy  koncowy przyrost $rednia
Pozywka A 152 392 240 241,5
B 156 399 243
Woda A 160 275 115 112,5
B 164 274 110
Pozywka A 269 502 233 224
B 270 485 215
Woda A 274 404 130 119,5
B 275 384 109
Pozywka A 305 453 148 146,5
B 305 450 145
Woda A 308 407 99 103
B 309 416 107
Pozywka A 396 526 130 116
B 391 493 102
Woda A 384 445 61 91,5
B 380 502 122
Pozywka A 421 521 100 98
B 415 505 96
Woda A 414 502 88 96,5
B 414 519 105
Pozywka A 376 500 124 112
B 383 483 100
Woda A 401 478 77 84
B 380 471 91
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pozywce. W tabeli 3 podano ciezar krazkow z tego do§wiadczenia. Z przedstawio-
nych w tabeli liczb wynika, Ze najwiekszy przyrost masy krazkéw zachodzi w kraz-
kach wycigtych z najmlodszych lisci, a wraz z wiekiem liSci przyrost ten stopniowo
maleje. Niewatpliwie jest on zwiazany z intensywnoscig procesow fizjologicznych,
jakie zachodza w liéciach najmiodszych. Roznice w cigzarze krazkow pochodza-
cych z tych samych lisci, ale hodowanych na réznych mediach w tym przypadku
na wodzie i na pozywce z sacharoza §wiadcza o stymulacji procesow syntezy przez
te pozywke, a rOwniez o stymulacji syntezy samego wirusa.

DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w toku niniejszych do$wiadczen potwierdzity znany ogo6lnie
fakt, ze synteza wirusa zalezy od wieku ro§liny, a takze, Ze zawarto$¢ jego jest
wyzsza w miodych roslinach i mtodszych liéciach niz w starszych. Jednocze$nie
sposob przeprowadzenia doswiadczen pozwolit ustali¢, ktore liscie roSliny reagujace]j
na inokulacje wirusem mozaiki tytoniu systemicznie sa najbardziej podatne na
mnozenie sie wirusa. Jak wynika z przytoczonych liczb intensywno$¢ syntezy wirusa
mozaiki tytoniu waha si¢ do§¢ znacznie w zaleznosci od wieku lidci tytoniu Samsun.

W literaturze znane i opisywane sa fakty wystepowania roznej liczby nekroz
miejscowych po inokulacji lici tej samej rosliny [10, 15, 17]. W celu wyelimino-
wania tych réznic w reakcji lisci roliny, stosowano rézne zabiegi, miedzy innymi
obcinanie stozkéw wzrostu i lisci ktore nie miaty by¢ szczepione [17], czy zacie-
nianie ro§lin przed inokulacja itp.

Wydaje si¢ jednak, ze zalezno$¢ miedzy wiekiem lisci, a podatno$cia na zaka-
7anie i intensywno$é namnazania si¢ wirusa maja gleboki zwiazek z procesami
metabolicznymi warunkujacymi proces réznicowania si¢ lisci. Wiadomo, ze wiele
roélin testowych wraz z wiekiem traci podatno$é na zakazenie np. Faseola [2] czy
N. glutinosa [3] a Gomphrena globosa tylko na liSciach 3 1 4 wezla daje wyniki
przydatne do iloSciowych badan wirusa X [15].

Obserwowane zaleznoéci w toku przeprowadzonych przez nas do$wiadczen
z cala pewnoscia wiaza si¢ z fizjologicznymi réznicami wystepujacymi w tkankach
mlodych, dojrzewajacych i dojrzatych, ktére roznia si¢ pomiedzy soba zawartoscia
wielu zwiazkoéw istotnych dla przebiegu tego réznicowania. Dotyczy to gtéwnie
zawartoéci biatek, aminokwasow, czy kwaséw nukleinowych. Holden [9] donosi,
7e mtode li§cie maja wzglednie wysoka zawarto$¢ kwasow nukleinowych. Bottger
i Wollgiehn [6] podaja, ze lifcie mtodsze maja wyzsza zawarto§¢ bialek i kwasow
nukleinowych zaréwno w przeliczeniu na cm? powierzchni liscia, jak tez i na gram
suchej, czy $wiezej masy. Hageman [8] stwierdza, ze liscie mtode maja znacznie
wiecej RNA, ale réwnocze$nie podaje, ze liScie zar6wno mlode jak i dojrzale hodo-
wane na pozywkach maja znacznie wigcej RNA niz odpowiednie liScie na roSlinach,
czy tez hodowane na wodzie.

Oczywiscie nie wszystkie aspekty tego zagadnienia mogly by¢ poruszone w spo-
sob wystarczajacy w tej krotkiej metodycznej pracy, niemniej jednak wydaje si¢
nam, ze uwypuklily ztozono$¢ badanego zjawiska i podkreslity jak wazny moze
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okazaC si¢ dobor materialu w badaniach nad oznaczaniem ilo§ciowym wirusa,

czy tez w badaniach nad wplywem substancji hamujacych czy tez stymulujacych
syntezg wirusa w tkankach roSlinnych.

STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono przebieg doswiadczen zwiazanych z badaniem zaleznosci pomig-
dzy wiekiem roslin, wiekiem poszczegdélnych liSci na roSlinie, a syntezag wirusa mozaiki tyto-
niu. Wyniki przedstawiono w przeliczeniu na jednostke powierzchni, czy S$rednia poléwke
liscia dla uwypuklenia réznic w wynikach w zaleznosci od sposobu przedstawiania wynikéw.
Jednoczes$nie przeprowadzano badania serologiczne dla uzyskania potwierdzenia wynikow
uzyskanych metoda testow biologicznych. Z doswiadczen wynika, Ze wirus mnozy si¢ naj-
bardziej w liSciach drugim, trzecim i czwartym liczac od wierzchotka ro$liny, natomiast liScie
starsze nie zawieraly wirusa prawie zupelnie. W toku badan okazalo si¢, ze ro$liny odmiany
Samsun reaguja podobnie w stadium 8 i w stadium 12 lisci, chociaz koncentracja wirusa

w roSlinach mlodszych byla wyrazna. Kolejne liScie natomiast wykazywaly podobng zdolnos¢
do namnazania si¢ wirusa.
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Jwouvina Batida, Boacena Qybep

HABJXJIEHUA HAJN PABMHOZKEHMEM BUPYCA MOSAUMKU TABAKA
B PA3HOTO BO3POCTA JUCTBAX TABAKA

PE3IOME

Pabora NpeacTaBJIAET Xo0J OIIbITOB, CBA3aHHBIX C U3Y4YEHMEM 3aBUCUMOCTHU MEKAY
BO3PacTOM PacTeHui, BO3PacTOM OTAeNIbHbIX JIMCTHEB Ha PacTeHMM M CMHTE30M Bupyca
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Mo3amky Tabaka. Pe3ysnbraTel npeicTaBieHb! B IlepecyeTe Ha eIVHUILY ITOBEPXHOCTU
MM e CPENHION0 IOJIOBMHY JIMCTA IJIA BBIJEJEHMUA Pa3jiNdMil B UTOrax, B 3aBUCUMOCTH
OT crocoba mnpezacTaBieHMA Pe3yJbTaToB. OXHOBPEMEHHO IIPOBEJIEHbl CEepOoJIOTUYeCcKue
VICCJIEAOBAHNS C LIEJIbIO IIOATBEPXKAEHMUA PE3yJIbTATOB, MOJYyYEHHBLIX 10 METOAY GMOJIO-
IMIECKUX TeCcTOB. Kak ciefoBasio U3 NPOBEAEHHBLIX OIBITOB, GOJIbILE BCEro BUPYCOB
MHOXXWTCA BO BTOPOM, TPETbEM ¥ YETBEPTOM JIMCTBAX, CUMTAA OT BEPXYIIKM PacCTeHMs,
crapmme 2Xe JMCTbA BUPYCOB IIOYTM COBCEM He coaepiKaayu. B XxXoxe mcciaemoBaHmin
OKa3aJIoCh, YTO pacTeHMaA KapTodensa copra CaMCyH MOZOGHLIM 06pa3oM pearupyroT
B CTaaMAX 8 m 12 JMUCTbEB, XOTA KOHLEHTPALMUA BUPyCa B 6oJiee MOJIOABIX pacTeHuax
Ob1na 3amerHOM. O4yepegHbIe XK€ JIUCTbLA 0OHAPYIKMUBAIN TaKylO 2Ke CIIOCOOHOCTBh K pa3-
MHOZXKEHMIO Bupyca.

Lucyna Wajda, BoZena Czuber

OBSERVATIONS ON THE MULTIPLICATION OF TOBACCO MOSAIC VIRUS
IN LEAVES OF TOBACCO AT VARIOUS AGE

SUMMARY

The paper presents the course of experiments involving study of the relationship between
the age of plants, the age of individual leaves on a plant, and the synthesis of tobacco mosaic
virus. Results were presented after conversion into area unit and the average half of leave
in order to stress differences in results in relation to the way of their presentation. At the
same time serological studies were carried out in order to confirm results produced with
the technique of biological tests. It results from the experiments that virus multiplies most
intensely in the second, third, and fourth leaf from the top, while older leaves did not contain
it almost entirely. In the course of studies it appeared that plants of the Samsun variety
respond similarly at the stage of 8 and 12 leaves, although the concentration of virus was
different in younger plants. On the other hand subsequent leaves revealed a similar ability
for virus multiplication.



