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Reakcja rosliny na zakazenie, okreslana jako obronno$é¢ lub odpornosé,
nie zostala ostatecznie wyjasniona. Mechanizmy réznych rodzajow odpor-
no$ci u roélin zaréwno wrodzonej, jak i nabytej, polegaja na wytworze-
niu substancji czynnych [12, 13], dzialajgcych wirostatycznie, inaktywu-
jacych wirusy lub dzialajgcych wirusobéjczo.

Najosobliwszg grupe pod tym wzgledem stanowig zwigzki endogenicz-
ne, czynne w metabolizmie, dzialajgce jako naturalne inhibitory [15, 17].
Majg one szczegélny charakter, mimo réznych wiasno$ci chemicznych.
Ich cechg wspdlng jest specyficznoéé w stosunku do organizmoéw fitopato-
gennych, co odréznia je od cial odporno$ciowych [5, 6, 11, 14, 16]. Na-
stepstwem infekcji jest powstawanie substancji normalnie nie spotyka-
nych w tkankach ro$linnych, w tym réwniez inhibitoréw [10]. Poja-
wiajg sie one w wiekszej ilosci u wielu gatunkéw roslin wyzszych w sta-
nach patologicznych wywolanych mie tylko infekcja, ale réwniez niedo-
borem skladnikéw pokarmowych, jak i urazami mechanicznymi [4, 9, 11].
Do takich zwigzkéw nalezy skopoletyna, ktéra podobnie jak kumaryna
jest pochodng kwasu cynamonowego. Skopoletyna jest najbardziej charak-
terystycznym zwigzkiem kumarynowym w takich ro$linach jak ziemmniak
ityton [3, 4].

Celem podjetej pracy bylo wykazanie reakeji roélin tytoniu zdrowych,
u ktoérych skopoletyna nie wystepuje jako metabolit [18], i poddanych
infekeji wirusem, na wprowadzong sztucznie do organizmu skopoletyne.
OkreSlony zostal réwniez wplyw tego zwigzku na infekcyjnos¢ wirusa
mozaiki tytoniu w ro$linie oraz in vitro.
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MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenia przeprowadzono z siewkami tytoniu Nicotiana glutino-
sa. Rosliny uprawiano w warunkach szklarniowych, w termicznie odka-
zonej ziemi ogrodowej. W okresie prowadzonych obserwacji temperatura
w szklarni wahala sie¢ w granicach 18-22°C, a wilgotno$¢ wzgledna
wynosita Srednio 75%0. W okresie zimowym ros$liny doswietlano sztucznie
przez okolo 10 godzin w ciggu doby. W celu okreslenia wplywu skopole-
tyny rosSlinom kontrolnym aplikowano wode destylowang i pozywke
plynng dla tytoniu (pH 6,8), ro$linom testowanym pozywke z dodatkiem
100 mg skopoletyny na 1 1 pozywki. Szczegdélowo okreSlono zwiekszenie
liczby lisci na roS$linach, przyrost powierzchni blaszek liSciowych i rozwdj
systemu korzeniowego. Rosliny w stadium 7-10 liSci (nie biorgc pod uwa-
ge dwoéch pierwszych lisci ze wzgledu na zbyt malte rozmiary) opylano
karborundem o gradacji 500 mesh i infekowano mechanicznie. Inokulat
stanowil wirus mozaiki tytoniu oczyszczony wg metody Knighta [8],
a nastepnie rozcienczony buforem fosforanowym (pH 7,2). Po wystgpieniu
symptomow zakazenia okreSlono infekcyjnos¢ wirusa na podstawie ilosci
nekroz, ktére pojawily sie na roslinach kontrolnych i poddanych dziala-
niu skopoletyny.

Aby uscisli¢ warunki uprawy siewek tytoniu i mozliwos¢ Scistego do-
zowania skladnikéw podloza zastosowano réwniez kultury wodne. Bada-
jac wplyw skopoletyny na podatnos¢ siewek tytoniu lepkiego na wirus
mozaiki tytoniu, stosowano metode poléowek lisSciowych i zréznicowane
okresy inkubacji. Pobierano wytgcznie czwarty i pigty liS¢ z roslin o wy-
rownanym rozwoju, eliminujgc zmienno$¢ osobniczg, by tym skuteczniej
okresli¢ wplyw badanego zwigzku na rozwoj infekcji u tytoniu. Poddajac
wirus mozaiki tytoniu dzialaniu skopoletyny, stosowano jg w postaci par,
prowadzgc inkubacje przez okres od 24 do 72 godzin, w temperaturze
26°C. Nastepnie preparat wirusa rozcienczono buforem fosforanowym do
odpowiedniego stezenia. Testy biologiczne przeprowadzono uzywajgc w
jednym powtérzeniu co najmniej 10 potéwek lisci tytoniu Nicotiana glu-
tinosa. Liczba pojawiajgcych sie brunatnych nekroz stuzyla za podstawe
obliczania wzglednego spadku infekcyjnosci pod wplywem skopoletyny.

W celu okre$lenia przyrostu swiezej masy tkanek pochodzacych z lis-
ci, zastosowano metode krazkéw [2, 7]. Poréwnano przyrost na podiozach,
ktére stanowily: woda z dodatkiem 0,3 g/l sulfanilamidu, pozywka sacha-
rozowa o skladzie 20 g sacharozy, 0,2 g Ca(H,PO,)»-H,O i 0,3 g sulfani-
lamidu (pabiamidu) w 1 litrze wody oraz pozywka sacharozowa z dodat-
kiem zréznicowanych dawek skopoletyny. Krazki lisciowe pochodzgce
z roSlin zdrowych i infekowanych wirusem, zamknigte w szalkach
Petry’ego, przechowywano w komorze wegetacyjnej, w warunkach sta-
lego o§wietlenia typu ,Flora”, w temperaturze +26°C. Jest to tempe-
ratura sprzyjajgca aktywnosci zwigzkow kumarynowych. Po uplywie 72
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godzin takiej-inkubacji, krazki ptukano, osuszano na bibule filtracyjnej
i wazono. Przeliczono liczbe nekroz na 1 cm? powierzchni liscia. Procent
zahamowania infekcyjnosci obliczono wg Utecha i Johnsona [19].

WYNIKI

U ro$lin tytoniu uprawianych w warunkach szklarniowych w ziemi
ogrodowej, stwierdzono znaczne réznice w rozwoju wegetacyjnym. Uzy-
skane wyniki (tab. 1) wykazuja, ze skopoletyna wprowadzona do orga-

Tabela l

Rozwéj siewek tytoniu Nicotiana glutinosa uprawianych w ziemi ogrodowej
traktowanych roztworami wodnymi

Rodzaj roztworu wodnego

Rozw6j roslin w badanym okresie pozywka dla pozzwka
. woda . pH=6,8,
($rednie) tytoniu
destylowana skopoletyna
PH=68 160 mg/1
Liczba lici na roélinie
na poczatku do$wiadczenia 10,8 10,2 10,2
na konicu do$§wiadczenia ' 11,6 13,4 14,4
Przyrost liSci na jednej roélinie 0,8 3,2 4,2
Powierzchnia li§ci : 173,6 180,3 161,8
Liczba nekroz na 1 cm? powierzchni
li$cia 4,6 8,9 5,8
Dlugo$¢ systemu korzeniowego 162,4 238,5 1772

nizmu rosliny poprzez system korzeniowy, wplynela stymulujgco na roz-
woj liczby lisci. Rownoczes$nie stwierdzono hamujacy jej wplyw na roz-
woj powierzchni blaszek liSciowych i rozmiary systemu korzeniowego
mlodych siewek. Roéliny traktowane wylgcznie wodg destylowang w ok-
resie do$wiadczenia, stanowigce kontrole wskutek potegujacego sie nie-
doboru skladnikéw mineralnych, rozwijaly sie slabiej w poréwnaniu
z- roslinami, ktére hodowano na pozywkach. Stgd tez przy zastosowaniu
jednakowej koncentracji wirusa, podczas infekcji tytoniu, rosliny ulegly
porazeniu patogenem w réznym nasileniu. Fakt ten znalazl odzwierciedle-
nie w liczbie nekroz przypadajgcych ma jednostke powierzchni lisci. Po-
nadto stwierdzono zahamowanie infekcyjnoséci pod wplywem skopoletyny
w 35,5%0. Zatem skopoletyna podana roslinom w ilosci 100 mg na jeden
litr pozywki, okazala sie wydajnym inhibitorem infekcji wirusowej.
Zainfekowane wirusem mozaiki tytoniu siewki tytoniu Nicotiana
glutinosa, uprawiane w kulturach wodnych, zareagowaly na zaaplikowang
skopoletyne ré6wniez zahamowaniem infekcyjnosci. Jak wynika z tabeli 2
procent inhibicji w poszczegélnych powtdérzeniach okazal sie roézny. *

2%



20 ) ANTONINA MIKULSKA-MACHETA

Tabela 2
Infekcyjno§é¢ TMV w liSciach tytoniu Nicotiana glutinosa pod wplywem skopoletyny
Srednia liczba nekr
Ogélna powierzchnia recia ;cz a Pe oz .
. T na 1 cm? powierzchni  Zahamowa-
Czas inku- lisci (sz) o . . .
bacji licia nie infekcyj-

(godz.) ro$liny ro$liny ro§liny rofliny ngécx
prébne kontrolne prébne kontrolne (%)
24 243,6 243,6 0,26 0,30 13,5
259,8 259,8 0,54 0,99 40,6
251,8 251,8 2,02 2,94 31,3
Srednio 251,7 251,7 0,94 1,41 28,5
48 286,9 295,0 2,11 2571 22,1
293,5 293,5 6,91 13,60 43,9
266,2 262,0 1,19 1,62 27,8
Srednio 2822 283,5 3,40 5,98 31,3
72 294,4 277,6 1,29 1,56 17,3
255,5 255,5 9,07 16,15 43,8
2722 272,2 1,94 2,88 32,1
Srednio 274,0 268,4 4,10 6,86 31,1

Istotnym czynnikiem byla pora roku, w ktérej doswiadczenia przepro-
wadzono w warunkach szklarniowych, gdyz ro§liny dobierano do zakaze-
nia w jednakowe]j fazie rozwoju wegetacyjnego.

Test polowek lisciowych (tab. 3), zastosowany do okreslenia wplywu

Tabela 3

Infekcyjnoéé TMV w lidciach tytoniu Nicotiana glutinosa traktowanego
parami skopoletyny

Srednia liczba nekroz na

Czas inkubacji 1 cm? powierzchni liScia ?ahamo.wanife
(godz.) ro§liny ro$liny mfekocy]noém
prébne kontrolne (%)
24 2,0 2,9 31,3
48 2,1 2,7 22,1
12 1,3 1,6 17,3

par skopoletyny na wirus dal rézne wyniki w zahamowaniu infekeyj-
nosci.

Doéwiadczenie przeprowadzone ma 4 i 5 lisciu (tab. 3), wykazato wy-
raznie slabngce dziatanie skopoletyny jako inhibitora, w miare przediu-
zania inkubacji.

W wyniku oznaczenia przyrostu $wiezej masy krazkow z lisci tytoniu,
po 72 godzinach moczenia ich w roztworach (tab. 4), nie stwierdzono
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Tabela 4

Przyrost §wiezej masy krazkéw z lici tytoniu po 72 godz. moczenia w pozywce
z dodatkiem skopoletyny

Przyrost §wiezej masy Przyrost
Rodzaj podloza Nicotiana ($§rednia z powtérzeri) $rednicy
glutinosa krazkéw
g % (mm)
Pozywka roéliny
sacharozowa nieinfekowane 0,4606 58,6 6,3
rosliny
infekowane
TMV 0,3593 49,1 6,3
Pozywka sacharozowa  roSliny
100 mg/1 skopoletyny nieinfekowane 0,4235 58,5 6,6
roéliny infe-
kowane TMV 0,4108 54,2 6,5

istotnych réznic miedzy tkankami pochodzacymi z roslin zdrowych i in-
fekowanych wirusem, jak réwniez miedzy tkankami traktowanymi tylko
pozywka sacharozowsg i pozywka z dodatkiem skopoletyny. Wystepujace
réznice sg tak niewielkie, ze mieszczg sie¢ w granicach btedu. Stwierdzono
natomiast, ze skopoletyna wywiera pewien wplyw na lepsze uwodnie-
nie tkanek, co znajduje potwierdzenie w przyroscie Srednicy krazkow.

Rosliny zdrowe, poddane dzialaniu skopoletyny w réznym stezeniu
(tab. 5), wykazaly slabszy przyrost §wiezej masy w stosunku do ro§lin
kontrolnych. Natomiast roéliny infekowane wirusem meozaiki tytoniu wy-
kazaly odmienng reakcje na zréznicowanie dawki skopoletyny. W nizszych
stezeniach, od 5 do 200 ppm, zaznaczyla sie stymulacja przyrostu swie-
zej masy tkanek, a poczawszy od koncentracji 250 ppm nastapitl spadek
przyrostu $wiezej masy tkanek. Stwierdzono takze, poczgwszy od kon-
centracji skopoletyny w wysoko§ci 50 ppm, pojawienie sig charaktery-
stycznego brunatnienia brzegéw krazkéw, co mozna przyjaé za rodzaj
bariery dla penetracji zwigzkéw o wyzszej niz fizjologiczna koncentracji.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Uzyskane wyniki doéwiadczen przeprowadzonych na tytoniu Nicotiana
glutinosa potwierdzily raz jeszcze fakt, ze skopoletyna, podobnie jak wie-
le innych pochodnych kumaryny, w zalezno$ci od stezenia w jakim jest
wprowadzona do organizmu, moze ujawnié swe wlasciwosci w stosunku do
ro§lin badz jako inhibitor, badZz tez jako stymulator proceséow fizjologicz-
nych [1, 12]. Odpornoéé fizjologiczna istniejgca u organizméw, a kryjgca
si¢ w specyfice przemiany materii lub we wtasciwosciach cytoplazmy,
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Tabela 5

Przyrost §wiezej masy krazkéw z liSci zdrowych i infekowanych TMV,
ro$lin tytoniu Nicotiana glutinosa, po 72 godz. traktowania skopoletyna

) Stezenie Przyrost
Rosliny ROdz?’ skopoletyny masy
podloza
(ppm) %
Zdrowe roztwér wodny -5 34,1
skopoletyny 50 28,4
100 29,7
200 34,8
250 31,2
500 48,4
750 40,0
1000 41,8
woda desty-
lowana — 42,2
Szczepione roztwér wodny 5 34,9
TMV skopoletyny ‘ 50 42,5
100 32,0
200 41,0
250 28,5
500 28,6
750 27,5
1000 29,8
woda destylo-
wana — 30,7 .

jest najmniej znana i najtrudniejsza do poznania. Skopoletyna wprowa-
dzona poprzez sytem korzeiowy, a wiec w sposoéb najbardziej normalny
dla ro$liny, bez jej uszkodzen, spowodowala stymulacje rozwoju lisci.
Jej inhibujgce wlasciwosci pojawity sie natomiast w stosunku do wytwa-
rzanej przez ro§liny powierzchni blaszek liSciowych i rozmiaréw systemu
korzeniowego u tytoniu. Potwierdzilo to wczeéniejsze obserwacje doty-
czace rozwoju korzeni owsa. Stwierdzone zjawiska wystgpily u roslin,
ktore poddane zostaly sztucznej infekeji wirusem mozaiki tytoniu.
Samoistne pojawienie sie skopoletyny w stanach patologicznych u ros-
lin tytoniu, wskazuje na istnienie $cistego zwigzku miedzy metabolitami
i syntezg wiruséw w roélinie-gospodarzu. Skopoletyna wprowadzona do
organizmu sztucznie réwniez ograniczala infekcyjnos¢ TMV &rednio
o 30%, bez wzgledu na zastosowang technike w przeprowadzonych dos-
wiadczeniach. Infekcyjnoéé wirusa w roslinach traktowanych uprzednio
skopoletyng i bezpo$rednio traktowanego parami tego zwigzku, okazala
sie podobna. Interesujgce jest stabngce oddzialywanie skopoletyny ma wi-
rus w miare przedtuzonego okresu inkubacji. Mozliwe, ze w tym oddzia-
lywaniu wystepuje zjawisko podobne jak w przypadku kumaryny, czyli
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gwaltowna reakcja w pierwszym okresie po zetknieciu sie z tym zwigz-
kiem. Nastepnie daje sie zauwazy¢ jakby maturalizacja do nowych, zmie-
nionych warunkéw. W odniesieniu do kumaryny stwierdzono to wielo-
krotnie. Uzyskana wysoka zgodnos¢ wynikéw co do stopnia inhibicyj-
nych wtasciwos$ci skopoletyny, stwierdzona in vivo i in vitro, moze $wiad-
czy¢ o cddziatywaniu tego zwigzku bezposrednio na wirus, w rozpatry-
wanym uktadzie wirus — ro$lina. Oznaczenia przyrostu $wiezej masy
tkanek pochodzacych z lisci tytoniu zdrowych i infekowanych TMV, nie
wykazaly istotnych roéznic.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen z roslinami w warunkach
szklarniowych i przy utrzymaniu stalej temperatury, moga odbiega¢ od
uzyskanych w warunkach naturalnych.
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Anronuna Muxyavcxa-Maxera

BIMAHNE CKOIIOJETMHA HA UMH®PEKIIMOHHOCTH BUPYCA MO3AUKU
TABAKA B PACTEHUSIX TABAKA

PeszwomMme

ITosiBIEeHME CKROMOJIETMHA B MATOJOTMYECKMX COCTOSHMAX PACTEHMiI YKa3bIBaeT
Ha CYLIeCTBOBaHME TECHON CBA3M MeXJAy MeTaboamTaMy M CUHTE3OM BUDPYCOB B Da-
CTEeHMM-XO03fMHE. Y CTaHOBJIEHO, YTO CKOIIOJETMH MCKYCCTBEHHO BBEAEHHBII B XKUIKOM
Byzié B OpPraHu3M, TOPMO3UT Pa3BUTHE AaCCUMMUIAILMOHHOM IIOBEPXHOCTM pPacCTEeHMI],
a TakXKe Pa3BUTVE KOPHEBO! cucteMmbl. CTUMYyJIMpPYIOLee HEICTBME CKOIMIIOJIETMHA 00-
HapyYZXUJIOCh B KOJMYECTBE DAa3BMBAKOIMXCA HA PACTEHMAX JUCTLEB,

Tarum obpa3soM, elle pa3 ObLIM TOATBEPXAECHBLI, II0 OTHOIIEHMYM K IIPOLIECCAM
IIPOMCXOAALMM B PAaCTEHMM ABOJHBLIE CBOJCTBA CKOIIOJETHHA, KaK MHrMOUTOpa M CTU-
MyasaTopa. CKOMNOJIETMH NPMMEHSAeMbIii B HM3KMX KOHIIEHTpaAUMAX OJaronpusaTCTBYET
00e3BOXRMBAHMIO TKaHE DPACTEHMII 3L0POBBIX M HOABEPIKEHHBIX WMHMEKIMM BUDPYCOM.
YcTaHOBJIEHO 2Xe 0e3yclIOBHOE TOPMO3slllee BIMSAHME CKOMOJETVMHA B MCCISHYEMBIX

KOHIEHTPAIMAX Ha aKTMBHOCTHL BUPyca MO3aMmKy Tabaka in vitro u B Ipefgenax TKa-
Hel pacTeHud.

Antonina Mikulska-Macheta

INFLUENCE OF SCOPOLETIN ON THE INFECTIVITY OF TOBACCO MOSAIC
VIRUS IN TOBACCO PLANTS

Summary

Scopoletin is a substance with specific physiological activity. The appearance
of scopoletin in larger quantities ih diseased plants indicates a close connection
between these metabolites and virus synthesis.

The study was undertaken to follow the reaction of young tobacco plants
Nicotiana glutinosa, both healthy and infected with TMV to scopoletin which was
introduced from a solution through the root system, nad through the leaf blades.
Scopoletin, used in studies on the infection of plants by TMV showed an evident
inhibition of virus infectivity within host tissues and in vitro.



