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WPLYW SIARCZANU ZELAZAWEGO NA NAMNAZANIE WIRUSA
MOZAIKI TYTONIU W KRAZKACH WYCIETYCH Z LISCI
TYTONIU SZLACHETNEGO

Lucyna Wajda, Marta Korzonek, Barbara Minkina

Zaklad Fizjologii RoS§lin PAN, Krakow

Zalezno§¢ miedzy odzywianiem ro§lin, a przebiegiem choroby wiruso-
wej badano w rozmaitych aspektach. Rozpatrywano zaréwno wplyw
makroelementéw jak i mikroelementéw na namnazanie sie wiruséw, ich
zakazno$¢ oraz powstawanie objawéw na chorej ros$linie. Miedzy inny-
mi badano wplyw azotu, fosforu i potasu na namnazanie sie wirusa
mozaiki tytoniu, wirusa ziemniaka X, wirusa pierscieniowej plamistosci
tytoniu, wirusa mozaiki rzepy, wirusa mozaiki ogérka [1, 4, 9, 13-16, 18].
Z mikroelementéw badano dzialanie cynku, zelaza, miedzi, manganu i
magnezu na przebieg choroby wirusowej w roslinie, oraz zalezno$¢ mie-
dzy zawarto$cig mikroelementéw w podlozu, lub pozywce, a objawami
i namnazaniem sie wiruséow [3, 9, 11, 19]. Uzyskane wyniki nie zawsze
byly jednoznaczne. Ponadto stwierdzono, ze zelazo, miedz, wapn i mag-
nez sg obecne w czgstkach TMV [6, 7, 8, 17].

Wydaje sie, ze zagadnienia zwigzane z rolg mikroelementéw w ro-
$linie chorej i zdrowej nabierajg szczegblnego znaczenia ze wzgledu na
wzrastajgce skazenie Srodowiska oraz powszechny rozwdj upraw szklar-
niowych, w ktoérych stosuje sie intensywng uprawe i wprowadza duzo
srodké6w ochrony roslin. Powoduje to wzrost zawarto$ci wielu pier-
wiastkOw w podlozu i nie jest obojetne dla rosliny.

Jednym z pierwiastkéw, ktorego brak odbija sie bardzo niekorzyst-
nie na stanie fizjologicznym rosliny jest zelazo [5]. Podjete przez nas
doswiadczenia mialy na celu zbadanie wplywu in vivo réznych koncen-
tracji FeSO4 na namnazanie si¢ wirusa mozaiki tytoniu (TMV) oraz
powstawanie plamek.
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MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzano metoda hodowli krazkéw wycietych
z liSci Nicotiana tabacum odmiany Samsun. Liécie tego samfego wieku
i wielkosci inokulowano sokiem z chorych lisci tytoniu, a nastepnie wy-
cinano z nich krazki o $rednicy 13 mm. DwadzieScia krgzkéw wybra-
nych losowo wazono i przenoszono do szalek napelnionych 15 ml roz-
tworu skladajgcego sie z pozywki przygotowanej wg Bawdena i Kassa-
nisa [2], zawierajacej siarczan zelazawy (FeSO,* TH,0) w nastepujacych
koncentracjach: 100, 125, 250, 500, 1000, 2500, 5000 i 10 000 pM. Szalki
wraz z krgzkami przenoszono do komory o stalym o$wietleniu okotlo
3000 lukséw i temperaturze okoto 24°C. Po trzech dniach krazki ptuka-
no w biezgcej wodzie, osuszano bibulg filtracyjng, ponownie wazono, za-
mrazano (—15°C) i tak przechowywano do czasu wykonania testéw. Za-
mrozone krgzki rozcierano z woda w stosunku 1:10, a uzyskany sok
wirowano 15 min. przy 6000 obr/min. W otrzymanym soku oznaczano
koncentracje wirusa mozaiki tytoniu testem ,local lesions” na 6 polow-
kach lisci N. glutinosa. Liczbe powstalych plamek przeliczano na 1 cm?
liscia.

W celu zbadania wplywu pH przeprowadzono do$wiadczenia w kto-
rych wszystkie uzyte stezenia FeSO, mialy pH 5,2. Wykonano réwniez
doSwiadczenia nad wplywem FeSO, na tworzenie sie plamek. W tym
celu zakazone polowki lisci N. glutinosa bezposrednio po inokulacji wi-
rusem mozaiki tytoniu umieszczano na szalkach na pozywce z mastepu-
jacymi koncentracjami siarczanu zelazawego: 100, 250, 500, 1000 uM.
Szalki przenoszono do komory o stalym os$wietleniu i temperaturze, a
po trzech dniach liczono plamki.

Analize statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono w opar-
ciu o test Studenta, po uprzednim sprawdzeniu testem x2 hipotezy o
rownosci odchylen standardowych. Sprawdzenie takie wydawalo sie ko-
nieczne ze wzgledu na duzg rozpieto$é odchylen standardowych osigga-
jacych wysokie wartosci w przeprowadzonych doswiadczeniach.

WYNIKI

Z obserwacji krazkéw hodowanych przez trzy dni na pozywkach z
roznymi stezeniami siarczanu zelazawego i réznymi wartosciami pH
wynika, Ze najnizsze stezenia 100 i 125 uM nie wywolywaly uszkodzen.
Stezenie 250 pM powodowalo wystepowanie drobnych mnekrotycznych
uszkodzen na tej stronie liscia, ktéra bezposrednio stykala sie z roz-
tworem FeSO,. Stezenia od 500 do 1000 uM powodowatly oprécz drob-
nych nekrotycznych uszkodzen, brunatnienie brzegéw krazkéw. Steze-
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LY

nia najwyzsze 2500, 5000 i 10000 pM byly dla krazkéw letalne ‘i na
skutek toksycznego dzialania wywolywaly utrate turgoru, zmiane bar-
wy z zielonej na srebrzysto-szarg i brak przyrostu ciezaru krazkéw
(tab. 1).

W roztworach siarczanu Zzelazawego przy stalym pH = 5,2 nie wy-
stepowaly uszkodzenia nekrotyczne do stezenia 1000 pM. Objawy takie
wystapily na krazkach w okolo 50% przy stezeniu 2500 pM, za$§ dziala-
nie letalne przy stalym pH wystapilo dopiero w stezeniu 5000
110 000 puM. |

Z przedstawionych danych wynika, ze przyrost ciezaru krazkéw
ksztaltowal si¢ w granicach kontroli w stezeniach od 100 do 500 uM za-
rowno przy stalym jak i zmieniajgcym sie pH. W stezeniu 1000 uM
obserwowano niewielkie obnizenie ciezaru krazkéw przy stalym pH =:
= 5,2, a obnizenie az o okolo 50% przy pH = 3,6. W stezeniu 2500 uM
przy stalym pH = 5,2 przyrost ciezaru krgzkéw byl niewielki, a przy
pH = 3,4 zanotowano ubytek ciezaru. W stezeniach 5000 i 10000 ulM
Zar6wno przy stalym jak i zmieniajgcym sie pH kragzki ulegly zniszcze-
niu. '
Na podstawie powyzszych obserwacji mozna przyja¢, ze pH ponizej
4,0 jest czynnikiem przyspieszajacym toksyczne dzialanie wysokich ste-
zen FeSO,, ktoére objawia sie wystepowaniem uszkodzen nekrotycznych
na krazkach i obnizeniem przyrostu ciezaru, a w krancowych przypad-
kach ubytkiem masy.

W celu oznaczenia koncentracji wirusa mozaiki tytoniu, liczbe plamek
uzyskanych po zakazeniu poléwek lisci N. glutinosa sokiem uzyskanym
z krgzkéw rosngcych na réinych stezeniach FeSO, przeliczano na 1 cm?
(tab. 2).

Analiza wariancji w oparciu o test F wykazala wysoka istotno§é réz-
nic miedzy $rednimi warto$ciami koncentracji wirusa w krgzkach ho-
dowanych na pozywkach réznigcych sie stezeniem siarczanu zelazawego.
Wyplywa stad wniosek, ze stezenie jondéw zelazawych w pozywce wy-
wiera silny wplyw na namnazanie TMV w krazkach wycietych z lisci
tytoniu.

Na rysunku 1 przedstawiono zalezno$é wzglednej koncentracji wiru-
sa w krazkach (mierzong $rednig liczbg plamek w stosunku do kontroli
i przedstawiong w procentach) od stezenia siarczanu zelazawego w po-
zywce, na ktoérej hodowano krazki. Zaleznoéé te przedstawiong réwna-
niem WY = f(c) rozpatrywaé¢ mozna w dwéch zakresach stezen. Steze-
nia niskie do 200 uM, w ktérych wystapil efekt stymulacji namnazanin
TMV, oraz stezenia wysokie — hamujgce namnazanie wirusa. W steze-
niu 250 pM nie obserwowano ani stymulacji, ani hamowania nammnaza-
nia si¢ wirusa, liczba plamek uzyskana z krazkéw hodowanych na tym
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Ryc. 1. Zalezno$¢ wzglednej koncentracji wirusa TMV (wyrazona S$rednig liczbg

plamek w stosunku do kontroli i przedstawiona w procentach) od stezenia roz-

tworu siarczanu zelazawego; punkty ciemne przedstawiajg wartosci rézinigce sie
istotnie od kontroli :

stezeniu miescila sie¢ w granicach kontroli. Stezenia 500 i 1000 pM wy-
raznie hamowaly namnazanie TMV, w stezeniu 2500 uM obecnos$é¢ wi-
rusa obserwowano tylko przy stalym pH réwnym 5,2. Stezenia 5000 i
10 000 uM wywolywaly efekt letalny. Krgzki w tych stezeniach tracily
barwe, turgor oraz wykazywaly utrate ciezaru w stosunku do wagi po-
czatkowej (tab. 1).

Biorgc pod uwage niskie wartosci wspoélczynnika korelacji przy du-
zej istotnosci réznic, niewysokie wartosci R uzyskane przy analizie re-
gresji liniowej, wysokie przy tym wartosci odchylenia standardowego
oszacowania oraz fakt, ze obserwowana zmienno$¢ koncentracji wirusa
wystepuje na skutek bardzo duzych zmian stezenia siarczanu zelaza-
wego mozna przypuszczaé, ze Srednia koncentracja wirusa moze by¢ li-
niowo zalezna od logarytmu ze stezenia siarczanu zelazawego (tab. 3).

Przeprowadzona analiza regresji dla réwnania WY = f(log c¢) potwier-
dza przypuszczenie, ze stwierdzone hamowanie namnazania sie wirusa
TMV jest liniowo zalezne od logarytmu ze stezenia FeSO, w zakresie
stezen wyizszych (ryc. 2).

Poniewaz pH roztworéw zmienialo sie wraz z koncentracjg siarczanu
zelazawego, przeprowadzono analize regresji bez uwzgledniania pI
(WY =B-c+ C) i z uwzglednieniem pH (WY = B,-c¢ + B,pH + C).
Wyniki przedstawiono w tabeli 3.
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Ryec. 2. Krzywa i réwnanie regresji dla zalezno$ci pomiedzy koncentracjg wirusa
TMV a logarytmem ze stezenia roztworu siarczanu zelazawego

Wspétezynniki korelacji R po uwzglednieniu pH zmieniajg sie w bar-
dzo malym stopniu, a zatem nalezy ws3dzi¢, ze pH ma niewielki wplyw
na sam proces namnazania sie wirusa mozaiki tytoniu w krgzkach. Po-
twierdzeniem tego wniosku byla analiza istotno$ci czynnika B, przy za-
lozeniu, ze WY = f(c, pH). We wszystkich przypadkach poziom ufnosci
(Sign,) na wysokosci ktérego mozna by odrzuci¢é hipoteze zerowsg jest
tak wysoki, ze musimy ja przyja¢. A zatem w przeprowadzonych ekspe-
rymentach pH nie mialo istotnego wplywu na namnazanie sie wirusa
w krgzkach traktowanych réznymi dawkami FeSO,. Jak stwierdzono,
pH najstabszego roztworu wynosito 4,6, a najsilniejszego 3,2.

Z obserwacji wynika, ze stezenia siarczanu zelazawego wplywaly na
proces tworzenia sie plamek na lisciach N. glutinosa po inokulacji wi-
rusem mozaiki tytoniu. W stezeniach niskich do 100 pM nie obserwowano
dzialania siarczanu zelazawego na powstawanie plamek, stezenia 250-
-1000 pM wplywaly hamujgco (ryc. 3) przy stalym pH. Obserwowano
przy tym, ze w stezeniach wyzszych plamki wirusowe byly wigksze i
czesto sig zlewaly.

DYSKUSJA

Z przeprowadzonych badan wynika, ze siarczan zelazawy dziala na
tkanki lisci tytoniu. Efekt dzialania zalezy od stezenia FeSO, i pH roz-
tworu. Uzyskane wyniki wydaja sie §wiadczyé miedzy innymi i o tym,
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Ryc. 3. Wplyw -stezen siarczanu zelazawego na powstawanie plamek na liSciach
N. glutinosa po zakazeniu wirusem mozaiki tytoniu

ze zelazo moze by¢ stosunkowo latwo pobierane przez liscie i wlgczane
w metabolizm ro$liny. W toku doéwiadczen stwierdzono bowiem, ze
stezenia do 200 uM nie powodowaly uszkodzen tkanki krazkéw, stymu-
lowaly namnazanie TMV i nie dzialaly na tworzenie sie plamek na li-
sciach N. glutinosa po inokulacji TMV.

W stezeniu 250 pM tylko przy pH réwnym 4,3 w zasadzie nie wy-
stapily uszkodzenia krgzkéw, nie byto dzialania na namnazanie sie TMV,
ale wystapilo hamowanie powstawania plamek nekrotycznych na lisciach
N. glutinosa po zakazeniu TMV. W stezeniach 500 i 1000 uM obserwo-
wano uszkodzenia krgzkéw, hamowanie namnazania TMV w obu zakre-
sach pH (5,2 i 3,6) i bardzo silne hamowanie tworzenia sie plamek.

Dzialanie toksyczne wyzszych dawek w pewnym stopniu zalezalo od
pH. Przy wartosciach pH nizszych od 4,0 wzmagalo sie dzialanie tok-
syczne FeSO; na krazki i szybciej wystepowal efekt letalny. Wzrost
wartosci pH do 5,2 przesuwal granice letalnego stezenia FeSO, z 2500 uM
do 5000 puM.

Z literatury wynika, ze badano raczej wplyw deficytu zZelaza na na-
mnazanie si¢ TMV, niz jego nadmiar. Przyjmuje sie, ze niedobér zelaza
ogranicza namnazanie sie wirusa ziemmniaka X, a mniej dziala na wzrost
samej rosliny. Nie stwierdzono istotnej réznicy we wzroscie roslin i
xoncentracji wirusa w zaleznosci od dawki zelaza w przedziale stezen
od 1,8 uM do 10 uM. Wydaje sie, ze koncentracje te w pozywce byly
zbyt niskie dla wykazania zaleznosci miedzy stezeniem FeSO, i jego
wplywem na namnazanie sie wirusa [9]. :
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W naszych do§wiadczeniach najnizsze stezenie wymosito 100 pM (jest
to stezenie powszechnie uzywane w pozywkach do hodowli tkanek in
vitro). Liscie hodowane na pozywce z taka koncentracja zelaza nie wy-
kazywaly uszkodzen, natomiast stwierdzono w nich stymulacje¢ namna-
zania TMV. Z naszych do$wiadczen wynika, Zze zelazo podane dolistnie
w nadmiarze wywoluje takze hamowanie namnazania si¢ wirusa, ale
nie mozna powiedzieé czy mechanizm dzialania jest taki sam przy defi-
cycie zelaza, jak i przy jego nadmiarze. '

Reckendorfer [12] stwierdzil, ze chlorozy wywolanej chorobg wiru-
sowa nie da sie cofnag¢ przez spryskiwanie chelatami Fe i przypuszcza,
ze chloroza wirusowa moze byé spowodowana nieodwracalnymi zmiana-
mi prowadzacymi do denaturacji enzymoéw biatkowych. Pound i Welkie
[11] zaobserwowali zjawisko odwrotne — chloroza wywolana deficy-
tem zelaza zmniejsza sie pod wplywem zakazenia wirusowego.

Dotychczasowe doniesienia wydaja sie $wiadczy¢ o istnieniu zwigzku
miedzy objawami choroby wirusowej, a poziomem zelaza w roslinie.
Wiadomo réwniez, ze objawy wystepujace na ro$linie przy wysokim po-
ziomie niklu poteguja sie w obecnosci manganu. Obydwa te metale
wzmagaja pobieranie zelaza przez ro$liny, ale réwnoczesnie prowadzi¢
to moze do zaburzen gospodarki zelazem tak, ze rosliny mogg by¢ na-
wet pozbawione chlorofilu [20].

WNIOSKI

1. Obecno$é¢ siarczanu zelazawego w pozywce wywiera silny wplyw
na namnazanie wirusa mozaiki tytoniu w krazkach wycietych z lisci
N. tabacum odm. Samsun.

9. Istniejg dwa zakresy stezen — niskie (do 200 nM) stymulujace
namnazanie wirusa i wysokie hamujace namnazanie wirusa. W zakresie
stezen wysokich wyrézniono stezenia od 300 do 1000 uM — hamujace
" namnazanie wirusa i powyzej 2500 uM, w ktorych obserwowano dzialta-
nie toksyczne, a nawet letelne na tkanki liscia.

3. Liczba powstajacych plamek na lisciach N. glutinosa po zakaze-
niu TMV zmniejsza si¢ juz od stezenia 250 uM.

4. pH roztworéw nie wywierato istotnego wplywu na namnazanie
sie TMV, ale modyfikowalo dziatanie FeSO,. Niskie pH (ponizej 4,0)
przyspieszalo powstawanie uszkodzen nekrotycznych na krazkach lisci,
a wysokie (5,2) przesuwato granice letalnego dziatania ze stezenia
2500 uM do 5000 pM.

Pani dr A. Wasilewskiej serdecznie dziekujemy za przeprowadzone
obliczenia statystyczne. '
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Jhouyuna Baiida, Mapra Kodiconex, Bapbapa Munxuna

BIUAHUE CYJIBDPATA 2KEJE3A HA PA3MHOXEHUE BUPYCA
MO3AUMKHM TABAKA B KPY2ZKKAX, BbBIPESAHHBIX M3 JIMICTBEB
NICOTIANA TABACUM

Pe3zoMe

B xozme NPOBEeNEHHBLIX ONbLITOB ObLIO MccnegoBano BiauaHue FeSO,TH,O na
KPyXKMU, BbIpesannsle 3 N. tabacum cv. Samsun, Ha pasmHoxenue TMV u Ha
BO3HUKHOBEHME NATeH Ha JmeTthbAax N. glutinosa. YcranoBaeHno, uro FeSO, oxka3nrmsaer
CUMJIbHOE BJMAHME Ha POCT KPY:KKOB M BO3HMKHOEBEHME NNATEH; PAa3MHOKEHNE XKe ABJIA-
eTcA JIMHEeMHBIM, 3aBMCMMBLIM OT Jorapydma u3 KoHUeHTpauuu FeSO, BeiaeleHbI
ABa JMaIla30Ha KOHIleHTpauuii: Hu3kue — 100, 125, 250 uM cTumynupoBanam pas-
Muoxemne TMV, BbICOKMe KOHIeHTpamyyu 250, 500 u 1000 uxM 3ajpepxusBaam pas-
MuOxeune TMV; caMmble 3Xe BbICOKMe KOHIeHTpauyy — 2500, 5000 11 10000 ¢M Obian
JerTalbHBIMY KOHIeHTpaumsamyu. pH pacrBopoB (or 4,3 mno 3,2) He BAMAJNO CyLle-
¢TBeHHBIM O0pa3oM Ha pa3MHOMKEHMe B Kpyxkax TMV, HO OKa3bIBaJIo BJIMAHKE
3ia BO3HMKHOBEHME IISATEH Ha JMCTbAX.

Lucyna Wajda, Marta Korzonek, Barbara Minkina

EFFECT OF FERROUS SULPHATE ON MULTIPLICATION OF TMV
IN DISCS CUT FROM LEAVES OF NICOTIANA TABACUM

Summary

Study was made on the effect of FeSO,-7H,O on TMV multiplication in leaf
discs of N. tabacum cv. Samsun. and on the formation of local lesions on the
leaves of N. glutinosa. FeSO, was found to exert a strong influence on the growth
of leaf discs, formation on local lesions, the TMV multiplication being in linear
dependence on the logarythm of FeSO, concentration.

Two FeSO, concentration ranges were found: 100 and 125 uM stimulating the
virus multiplication and high concentrations 500 to 1000 xM inhibiting TMV mul-
tiplication. The highest concentrations 2500, 5000 and 10000 uM proved to be
lethal. pH of the investigated FeSO, solutions (from 4,6 to 3.2) did not influence
the virus multiplication in leaf discs significantly but affected the formation of
local lesions on N. glutinosa leaves.
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