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Od lat w literaturze ukazuje sie corocznie wiele prac dotyczgcych
wplywu inhibitor6w na zakazenie wirusami ro$lin. Nie zdolano jednak
odkry¢ jakichs skutecznych sposobéw zwalczania wirusow.

ISTOTA HAMOWANIA -

Problem istoty hamowania do dzi§ nie zostal wyjasniony. Wedlug
Bawdena [7] inhibitory sg substancjami, ktére tak zmieniajg fizjologie
komorek gospodarza, ze mie ,sprzyjaja’ dalszemu mamnazaniu si¢ wi-
rusa.

Istniejg trzy mozliwosci mechanizmu dziatania inhibitora:

1) czy dziala on hamujgco ma metabolizm przemian biochemicznych
roslin-gospodarza, w ktérej namnaza si¢ wirus,

2) czy tez rownoczesnie na gospodarza i na wirusa,

3) czy tez tylko i wylgcznie na wirusa?

Najkorzystniejsze byloby poznanie takich inhibitoréw, ktére dziala-
lyby tylko na czgsteczke wirusa i mogly hamowa¢ jego dalsze namnaza-
nie sie. Niestety takich inhibitor6w dotychczas mie poznano. W Swietle
nowej teorii mammazania si¢ wirusa musiatby to by¢ inhibitor takiego
typu, ktéry by zapobiegal lgczeniu si¢ pojedynczej nici (ni¢ +) kwasu
rybonukleinowego z drugg micig (ni¢ —), a zatem blokowal dzialanie en-
zymu replikazy w I etapie namnazania si¢ wirusa, tj. w okresie naj-
wcezesniejszych zmian, jakie zachodzg pod wplywem wirusa w komoérce
rosliny.

PODZIAE INHIBITOROW

Wedtug Bawdena [7] istniejg dwa typy inhibitoréw: infekeji czyli pro-
cesu zakazenia oraz namnazania sie wirusa. Inhibitory infekcji sg to
substancje, ktére juz w momencie inokulacji, np. lisci danej rosliny,
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rownocze$nie wprowadzone z wirusem zapobiegajg infekcji w mniejszym
lub wiekszym stopniu. Przez inhibitory nammazania sie wirusa nalezy
rozumie¢ te substancje, ktore stosuje sie do roslin (najczesciej do lisci)
juz inokulowanych; moga one powstrzyma¢ mamnazanie sie wirusa w
réoznym stopniu.

Inhibitory mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich pochodzenie na dwie
grupy: naturalne zwigzki wytwarzane w zywych crganizmach oraz otrzy-
mane na drodze syntetycznej. Inny podzial inhibitoréw dotyczy wielkos-
ci ich czagsteczki:

I — mniskoczgsteczkowe (niektore antybiotyki, alkaloidy, taniny),

IT — wysokoczgsteczkowe (biatka, wielocukrowce i inne).

INHIBITORY WIRUSOW ROSLINNYCH W SWIETLE LITERATURY

Nie spos6b przytoczy¢ tu bogatej literatury dotyczacej inhibitorow
wiruséw ro$linnych. Ogranicze sie w tej pracy przede wszystkim do
prac dotyczgcych inhibitoréw wirusa X ziemniaka (PVX-potato wirus X),
oraz alkaloidow — zwigzkéw o réznorodnej budowie chemicznej — jako
inhibitoréw rozmaitych wiruséw.

Simons, Ewidler i Moss [67] przebadali 75 gatunkéw roéznych rosSlin
z punktu widzenia inhibitorow wirusa mozaiki tytcniu i wirusa X ziem-
niaka i stwierdzili, ze wyjgtkowo czynne substancje wystepowaly w ros-
linach nalezgcych do rodziny Crassulaceae.

Verma, Raychaudhuri [70-73] badajgc wpltyw kilku ekstraktéw z ros-
lin leczniczych na infekcyjno$é wirusa X wykazali, ze kwas alginowy
wystepujgcy w owocni zielonych owocéw Emblica officinalis dziata wybit-
nie hamujgco na infekcyjno§¢ wirusa X in wvitro. Przebadali oni ten
zwigzek w kilku koncentracjach i stwierdzili, ze hamowanie infekcyjnos-
ci wirusa X wahato sie od 95 do 100%. Inne zwigzki wystepujace w tej
roslinie, jak np. kwas gallusowy, powodowaly hamowanie infekcji wi-
rusem X od 11,7 do 27,9, a kwas askorbinowy w niskich stezeniach
(0,029/¢) stymulowal proces infekcji wirusem X, natomiast przy koncen-
tracji 0,06%0 wykazywat slabe dzialanie hamujgce, wynoszace zaledwie
2,69%/0.

Blaszczak, Ross i Larson [11] przebadali 26 gatunkéw, wzglednie od-
mian roélin, czesto stosowanych w badaniach wirusologicznych i w kilku
z nich stwierdzili obecnos$¢ zwigzkéw hamujagcych infekcje wirusem X
ziemniaka. Zakazno$é wirusa X byla calkowicie sttumiona (100%/¢ hamo-
wania) przez soki Pelargonium hortorum Bailey, Chenopodium amaranti-
color Coste et Reyn, Chenopodium album L. i Capsicum frutescens L.
Z dalszych obserwacji wynika, ze soki tych ro$lin mialy zdolno$¢ hamo-
wania infekcji wirusowej nawet w wypadku ich dziesigciokrotnego roz-
cienczenia wodg destylowang; natomiast po rozcienczeniu sokéw pozosta-
lych gatunkéw roélin nie stwierdzono juz zadnych zdolnosci hamowania
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infekcji. Ogrzewanie sokéw z badanych roélin przez 10 minut do 60°C
usuwalo hamowanie w wielu przypadkach, ale ogélnie bylo mniej sku-
teczne, anizeli rozcienczanie sokow roslinnych wodg. Kiedy rosliny ino-
kulowano wirusem po uptywie 20 dni od momentu spryskania ich sokiem
z Pelargonium hortorum hamowanie jeszcze bylo pelne pomimo uplywu
tak dlugiego czasu do chwili spryskiwania. Soki z Chenopodium album,
Spinacia oleacera i Capsicum frutescens naniesione na liscie badanych
roslin zachowaly jeszcze zdolno$¢ hamowania infekcji sze§¢ do siedmiu
dni po tym zabiegu. Koncentracja czynnika powodujgcego hamowanie
infekcji wirusa byla wyzsza w mlodszych liSciach wierzchotkowych niz
w starszych. Soki wielu przebadanych gatunkéow zachowaly pelne dzia-
tanie hamujgce po kilkudniowym przechowywaniu w temperaturze okoto
4°C.

Hooker i Kim [26] zajmowali sie inhibitorami wirusa X ziemniaka
pochodzgcymi z ekstraktow lisci kilku odmian ziemniaka Solanum tube-
rosum L. o réznej tendencji w stosunku do tego wirusa. Ekstrakty z lis-
ci ziemniakéw zmieszane z oczyszczonym preparatem wirusa X powodo-
waly obnizenie jego infekcyjnoSci juz po uptywie jednej minuty od mo-
mentu wymieszania oczyszczonego preparatu wirusa X z sokiem wycis-
nietym z lisci ziemniakéw. Zjawisko to wystepowato wowczas, kiedy sok
byt wymieszany z PVX przed zakazeniem, albo kiedy sok byl naniesio-
ny na lisScie Gomphrena globosa przed inokulacjg. Je$li liscie Gomphrena
globosa byly inokulowane wirusem X, a nastepnie sokiem z liSci ziem-
niaka wykazujgcym wlasnosci hamujgce infekcje PVX raz spryskano po-
wierzchnie liSci Gomphrena globosa — woéwczas liczba plamek ,local
lesions” nie byla zmniejszona. Zastosowanie inhibitoré6w. do powierzchni
gornej wzglednie dolnej liscia mie wplywalo na liczbe plamek. Procent
hamowania wahat sie od 70 do 90. Autorzy mie stwierdzili zadnych ro6z-
nic zaré6wno iloSciowych, jak i jako$ciowych w dzialaniu inhibitoréw
z sokéw lisci ziemniaka o roznych typach tolerancji wzgledem wirusa.

Koéhler [37] w swoich licznych pracach nad inhibitorami wirusa X
wystepujgcych w liSciach ziemniaka stwierdzil, Ze inhibitor raczej podnosi
odpornos¢ gospodarza, a nie wplywa na wirusa.

Kuntz i Walker [41] stwierdzili znaczne hamowanie infekcji wirusem
X ziemniaka przez dzialanie sokiem szpinaku. Podobne hamowanie in-
fekeji wirusem X stwierdzili Mc Keen [47] przez soki Capsicum frute-
scens L., oraz Gendron i Kassanis [21] przez soki Datura.

Dijkstra i Rensen [19] badali wptyw pochodnych puryny, pirymidyny,
migdzy innymi 6-azouracylu na mammnazanie si€ wirusa mozaiki tytoniu
(in vivo). Stwierdzili, ze zwigzki te wywieraly silnie hamujgcy wplyw
zar6wno na liczbe, jak i ksztalt plamek ,local lesions” na lisciach tyto-
niu oraz na wycietych z nich krazkach — zakazonych wirusem mozaiki
tytoniu, albo nukleinowym kwasem TMV-RNA. Nie wykazali natomiast
zadnego wplywu na infekcyjnosé wirusa in vitro.
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ROLA ALKALOIDOW JAKO INHIBITOROW WIRUSOW

Ryzkow i Smirnova [59] badali wplyw réznych zwigzkéw chemicznych
Jak réwniez alkaloidéow — efedryny, kolchicyny, kofeiny i innych — na
wirus mozaiki tytoniu i nie stwierdzili widocznego wplywu. Ajzenman,
Zielepucha, Drobotko i Raszba [1] przebadali wlasno$ci antybakteryjne
95 alkaloidow, sposréd ktérych 41 wykazalo dzialanie antybakteryjne.

Bobyr [12] badat wplyw alkaloidéw na wirusa mozaiki tytoniu. Prze-
badal ponad 60 alkaloidéw; z tego 9 alkaloidéw hamowalo tworzenie sie
nekroz od 33 do 92%. Najbardziej aktywnymi spo$réd nich okazaly sie
diuretyna, chlorowodorek chininy i lykopodyna (73-92% hamowania ne-
kroz wirusowych). Mniej efektywne okazaly sie: matryna, chlorowodo-
rek salsoliny i chelirytryna (46-54%/0). Wszystkie te alkaloidy okazaly sie
inhibitorami infekcji. Liscie badanych ro$lin byly traktowane alkaloidami
w momencie ich inokulacji wirusem mozaiki tytoniu. Zaden z badanych
alkaloidow nie wykazywal widocznego wplywu hamujgcego, jezeli liscie
traktowano nimi po uptywie 24 godzin od chwili inokulacji wirusem.

Schlegel i Rawlins [60] badali wplyw wielu zwigzkéw organicznych,
miedzy innymi alkaloidow, na mamnazanie sie wirusa mozaiki tytoniu.
Stwierdzili oni, ze efedryna i chinina wykazujg staby wplyw stymulu-
jacy na nammnazanie sie¢ TMV, natomiast kolchicyna hamowala (w przy-
blizeniu o 25%0) Tozwo6j tego wirusa. Schneider [61] przebadat w tym sa-
mym aspekcie wiele innych zwigzkéw™ chemicznych, a takze alkaloidy:
kofeine, teofiling i teobromine. Wykazal on, ze wplyw tych alkaloidow
na namnazanie si¢ wirusa mozaiki tytoniu byl lekko hamujacy, albo tez
stymulujagcy. W  wypadku kofeiny i teofiliny zalezalo to od koncentra-
cji tych zwigzkéw w badanym roztworze. Gubanski [23, 24] obserwujac
wptyw wyciggdw ze sporyszu na wirusa mozaiki tytoniu stwierdzil, zZe
alkaloidy sporyszu mnie posiadajg wlasnosci antywirusowych.

Oprécz prac nad dziataniem alkaloidéw na namnazanie sie wiruséw
roslinnych nie mozna pomingé¢ bardzo waznych prac, ktére dotyczg dzia-
tania hamujacego niektérych alkalidéw na nowotwory. Nalezy to pod-
kreS§li¢ tym bardziej dzi$, kiedy badacze w licznych o$rodkach calego
Swiata stwierdzajg niezbicie, ze pewne nowotwory s3 pochodzenia wiru-
sowego. '

Alkaloidy wystepujgce w Vinca rosea (Linn) — winkrystyna, winbla-
styna, winleurosyna — wedlug licznych prac Creasey’a [13, 14, 15, 16]
oraz Noble’a [50, 51] wykazujg wlasno$ci antynowotworowe przy nie-
ktorych typach bialaczki. Alkaloidy te wydajg sie hamowaé dzialanie
RNA polymerazy, ale przy stosunkowo wysokim ich poziomie. Winkry-
styna wydaje sie rokowa¢ nadzieje przediuzenia zycia w wypadku bia-
faczki u dzieci.

Kupchan [42] podkresla znaczenie g-solamariny alkaloidu wystepu-
jacego w Solanum dulcamara o strukturze steroido-glikozydowej, wyka-
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zujacej dzialanie antynowotworowe wzgledem Sarcoma 180 u myszy.
Kupchan [43] w swoich licznych pracach wspomina tez o innych zwigz-
kach tego typu, jak np. telikarpina oraz tetrandina wykazujacych dzia-
tanie hamujgce wzgledem carcinosarcoma 256 u szczuréw.

Alkaloidy byly badane réwniez z punktu widzenia ich dzialania ha-
mujgcego na rozwdj niektérych grzybéw. Gauman [20] stwierdzil, ze
solanina i tomatyna hamujg wzrost Fusarium lycopersici w rozciencze-
niu 1:1073, tj. w stezeniu naturalnie wystepujgcym w roslinach. /

Allen i Ku¢ [2, 39, 3] uzyskali podobne wyniki badajac wplyw na
mikroorganizmy szakoniny i solaniny w powigzaniu z kwasem chloroge-
nowym. Autorzy ci stwierdzili réwniez, ze steroidowe glikoalkaloidy o-
becne w ekstraktach ze skorki ziemniaka byly wysoko toksyczne wobec
Helminthosporium carbonum.

Arneson i Durbin [5] sugeruja, ze mechanizm dzialania alkaloidu to-
matyny, toksycznego wobec pewnych mikroorganizméw moze polegaé na
tworzeniu komplekséw ze zwigzkami sterydowymi grzybow.

Sinden, Goth, O’Brien [69] stwierdzili, Ze solanina, szakonina i solani-
dyna hamujg wzrost Alternaria solani. Najsilniejsze wlasno§ci hamujace
na wzrost tego grzyba wykazala solanidyna.

METODY BADAN HAMOWANIA ROZWOJU WIRUSA

Znanych jest kilka metod okreSlenia dzialania danej substancji na
wirusa; w zasadzie kazda z tych metod sprowadza sie do oznaczenia ilosci
wirusa w tkance roslinnej poddanej dzialaniu badanej substancji i kon-
troli (bez dodatku substancji).

Metody biologiczne, proste i latwe w uzyciu, niejednokrotnie dajg
odpowiedz na pytanie, ktére stawia sobie eksperymentator. Najprostsza
metoda opiera sie na liczeniu plamek typu chlorotycznego czy nekro-
tycznego, ktére wystepujg w roSlinie (najczesciej ma lisciach) po zaka-
zeniu wirusem danej ro$liny. Jezeli bada sie wplyw jakiej§ substancji
czy to pochodzenia naturalnego, czy tez sztucznego, mozna badaé jej
dzialanie stymulujgce lub tez hamujgce w czasie infekcji, wzglednie po
uptywie pewnego czasu (czesto 24 godziny po inokulacji). Kiedy bada
si¢ wplyw danej substancji jako inhibitora, czy stymulatora infekcji,
wprowadza sie jg do roSliny réwnocze$nie z wirusem w momencie ino-
kulacji (inokuluje sie np. potéwki lisci — jedng potowe traktuje sie jako
kontrole, druga jako testows.(wirus + substancja badana). Chege badaé
dzialanie danej substancji jako inhibitora czy stymulatora namnazania sig
wirusa wprowadza sie jg do roSliny zazwyczaj po 24 godzinach od mo-
mentu inokulacji. Liscie czy tez krgzki wyciete z nich, zakazone 24 go-
dziny wczesniej, umieszcza sie na odpowiednich pozywkach z dodatkiem
1 bez badanej substancji. Po uptywie kilku dni zakaza si¢ ro§liny testowe
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ekstraktami sporzagdzonymi z tych lisci czy krazkéw i notuje liczbe pla-
mek otrzymanych w kentroli i tescie.

Mozna tez bada¢ wplyw dzialania danej substancji na wirusy oczy-
szczone, tj. wyekstrahowane z komorki roslinnej. Ekstrakcji dokonuje sie
przy pomocy roéznorodnych metod biochemicznych, ktére w wiekszosci
wypadkoéw sg dos¢ skomplikowane, wymagajg juz pewnej aparatury, a
przede wszystkim wiréwki szybkoobrotowej i dobrego spektrofotometru.
Polegajg one na wyekstrahowaniu wirusa — nukleoproteidu czy tez wi-
rusowego kwasu nukleinowego za pomocg odpowiednich zwigzkéw che-
micznych, wirowaniu i oznaczeniu iloSciowym w spektrofotometrze na
podstawie pochlaniania — aksorpcji — w s$wietle ultrafioletowym przy
diugosci fali 260 mu. Poszczegélni badacze jak Schneider [69], Kutsky
1 Rowlins [44], Shimomoura [59], Bancroft i Curtis [6] przygotowywali
roznymi sposobami homogenizat tkankowy i ekstrahowali do oznaczen
ilosciowych albo wirus jako nukleoproteid w calosci (Schneider), alko wi-
rusowy kwas nukleinowy po hydrolizie kwasem nadchlorowym.

Biatko wirusowe mozna réwniez oznaczyé ilosciowo w kolorymetrze
stosujgc odczyn barwy Folina (Hirai [25] i Potty [55].

CZESC DOSWIADCZALNA
CEL PRACY

Celem pracy bylo przebtadanie wplywu efedryny, nikotyny i norni-
kotyny na namnazanie si¢ wirusa X ziemniaka w lisciach tytoniu in vivo
(jako inhibitoré6w namnazania sie wirusa) i in vitro (jako inhibitoréw in-
fekeji).

Efedryna, ktora byla przedmiotem badan jest typem alkaloidu tzw.
protoalkaloidu, u ktérego atom azotu nie jest wcielony w heterocyklicz-
ny szkielet, lecz wbudowany do bocznego lanicucha, podobnie jak u ami-
nokwaséw alifatycznych. Protoalkaloidy sg uwazane za pochodne amino-
kwasow.

Do badan nad wplywem namnazania sie wirusa X ziemniaka wybra-
no dwa alkaloidy — efedryne alkaloid nietytoniowy wystepujgcy w ro$-
linie Ephedra distachia (przensil), oraz nikotyne — gléwny przedstawi-
ciel alkaloidéw tytoniowych z typowo wbudowanym azotem do hetero-
cyklicznego pierScienia, czym charakteryzujg sie w wiekszo$ci alkaloidy.

J 1
OH CHy y o3 1 M
(IJHCH rqu 5| K N s |
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CHy o CHy |
Efedryna Nikotyna Nornikotyna

W literaturze nie znaleziono pracy rozpatrujgcej dzialanie alkaloidu
nikotyny na wirusy roslinne.
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MATERIAEL ROSLINNY

Doswiadczenia przeprowadzano ma ro$linach tytoniu Nicotiana taba-
cum L. odmiana White Burley, Xanthi, Ambalema Bergerac i Ambalema
Gembloux. Jako rosliny testowe dla wirusa X ziemniaka stosowano:
Gomphrena globosa L., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. Ba-
dania prowadzono réwniez na mieszahcu tytoniu w obrebie gatunku
Nicotiana tabacum pochodzacym ze skrzyzowania generatywnego Amba-
lema Bergerac X Ambalema Gembloux. Roéliny tytoniu uzywane do ba-
dan w tej pracy byly przewaznie w stadium 8-10 liSci. Rosliny Gomphre-
na globosa L. mialy zazwyczaj rozwiniete trzy pietra lisci, a rosliny
Chenopodium amaranticolor posiadaty 8-10 lisci. Wszystkie badane ro$-
liny hodowano w szklarni w doniczkach ze sterylizowang ziemig. W skiad
ziemi uzywanej do doswiadczen wchodzily 2 cze$ci kompostu dobrze
przesianego, 1 cze$¢ mialu torfowego i 1 cze$é¢ piasku. Do badan uzywa-
no roSliny zdrowe i zakazone wirusem X ziemniaka. Wirus X ziemniaka
pochedzit z ziemniakéw uprawianych pod Krakowem, a nastepnie byt
utrzymywany wiele lat w Pracowni Wirusologii Zgkladu Fizjologii Ros-
lin PAN przez zakazanie coraz to nowych partii ro$lin tytoniu. Material
wirusa X stosowany do zakazania ro$lin byl réwniez dostarczany z In-
stytutu Ziemniaka z Mlochowa. Najlepsza do rozmnazania wirusa X
ziemniaka jest odmiana tytoniu White Burley ze wzgledu ma intensywne
namnazanie sie w nim wirusa X ziemniaka. Wirus X ziemniaka byl
szczepem nekrotycznym, powcdujgcym na zakazonych liSciach tytoniu
White Burley — plamki chlorotyczno-nekrotyczne, a na liSciach pézniej
wyrastajgcych z tzw. objawami wtéornymi — silng mozaike.

Tytonn zakazano klasyczng metoda, rosypujac liscie przeznaczone do
zakazania karborundem. Nastepnie przy pomocy malego pedzla pocierano
li¢cie sokiem wecisnietym z zakazonych wirusem X liSci tytoniu, wzgled-
nie oczyszczonym preparatem wirusa X ziemniaka, albo tez rozpuszczo-
nym w odpowiedniej ilo$ci wody zliofilizowanym proszkiem, otrzyma-
nym z lisci zakazonych wirusem X. Objawy zakazenia po inokulacji X
zostaly opisane szczegblowo w pracy autorki [27].

Jest rzeczg znang, ze objawy porazenia wirusem X zmieniajg si¢ w
zalezno$ci od odmiany, ktora zostala zakazona. Niektére odmiany tyto-
niu, jak np. wspomniana White Burley, reaguja na wirus X ziemniaka
zaréwno lokalnie (licie zakazone), jak i nekrotyczno-chlorotyczng mozaikg
na calej blaszce liSciowej. Inne ro$liny, jak np. Gomphrena globosa, Che-
nopodium amaranticolor i Chenopodium urbicum reagujg na zakazenie
wirusem X lokalnie, tworzgc bardzo wyrazne plamki, latwe do policze-
nia, stad sa uzywane jako rosliny do testéw biologicznych (na podstawie
liczby plamek mozna sgdzi¢ o iloSci udanych infekcji i o stopniu nammna-

<

zania sie wirusa).



32 MARIA KAMIENSKA-2ZYLA

METODY BADAWCZE

Metoda testu biologicznego (in vivo). Metoda testow biologicznych by-
la najczeSciej stosowana w tej pracy. Przy badaniu hamujacego wplywu
alkaloidow na namnazanie si¢ wirusa X ziemniaka in vivo przebieg dos-
wiadczenia byl nastepujacy: liScie tytoniu odmiany White Burley Ilub
Xanthi zakazono wirusem X. Po uplywie 24 godzin od momentu inokula-
cji z zakazonych liSci tytoniu wycinano krazki o $rednicy 12 mm za po-
mocg korkoboru i umieszczano je w szalkach 'Petriego na powierzchni
plynu pozywki z dodatkiem alkaloidu o réznych koncentracjach. Kontrole
stanowily krazki trzymane ma powierzchni plynu z pozywkg bez dodat-
ku alkaloidéw. Pozywka miala nastepujgcy sktad: 20 g sacharozy, 0,2 g
fosforanu wapnia jednozasadowego oraz 0,3 g sulfanilamidu w 1000 ml
wody destylowanej. Krazki trzymano na pozywkach przez 4 dni, przy
czym pozywki codziennie wymieniano na $wieze. Szalki Petriego trzy-
mano w komorach o$wietlonych $wiatlem sztucznym o natezeniu okolo
2000 1x i temperaturze 19-22°C. Po uplywie 4 dni krgzki przemywano
dokladnie woda destylowana, osuszano na bibule filtracyjnej i wyciskano
z nich sok. Sok ten odwirowywano przy 3500 obr/min przez okres 20 mi-
nut i rozcienczano wodg destylowang w stosunku 1 :5 (rozcienczenie so-
ku w tym stosunku jest korzystne przy inokulacji roslin testowych wiru-
sem X ziemniaka; otrzymuje sie woéwczas odpowiednig liczbe plamek, co
stwierdzono juz w poprzednich badaniach). Tak przygotowanym inokula-
tem zakazono najmniej 20 roélin testowych. W przypadku Nicotiana taba-
cum i C. amaranticolor stosowano metode zakazania polowek liSciowych,
tzn. jedng poléwke inokulowano sokiem wycisnietym z krgzkéw trzy-
manych na pozywce z dodatkiem alkaloidow, a druga, sokiem z krgzkow
z pozywki kontrolnej. Natomiast w do$swiadczeniach z G. globosa zaka-
zano liscie na kilku pietrach. Na danym pietrze (liczac zawsze od nasady
roSliny) inokulowano jeden li§¢ sokiem z krgzkéw trzymanych na pozyw-
ce z alkaloidem, a naprzeciwlegly sokiem z krazkéw kontrolnych. Na
lisSciach tytoniu liczono plamki (local lesions) na obu poléwkach oddziel-
nie po uplywie 4 do 5 dni w $wietle lampy UV [38], wzglednie w Swietle
dziennym. Charakterystyczne, wyrazne i otoczone czerwong obwaddka
plamki na Gomphrena globosa liczono w $wietle dziennym po uplywie
6—8 dni od chwili inokulacji. Sredni procent hamowania infekcyjnosci
wirusa obliczono wg wzoru Uteha i Johnsona [69].

Metoda testu biologicznego (in vitro). Przy badaniu hamujacego wpty-
wu alkaloidow in vitro jako inhibitoréw infekcji wirusem X ziemniaka
przebieg doswiadczenia byl nastepujgcy: oczyszczony preparat wirusa X
ziemniaka (wedlug metody Corbetta [17] w postaci koloidalnego plynu byl
zmieszany z odpowiednig ilo$cig alkaloidu. Nastepnie tak przygotowane
probki trzymano w zamknietych naczyniach szklanych w lodéwce o tem-
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peraturze okolo 4°C przez 96 godzin, albo w kamerach o$wietlonych
sztucznym Swiatlem okolo 2000 1x przez 96 godzin w temperaturze 19-
-20°C. Kontrole stanowily probki wirusa X ziemniaka bez dodatku alka-
loidu, trzymane w tych samych warunkach w lodéwce lub na $wietle.
Po uptywie 4 dni (podobnie jak w wypadku badan in vivo) zakazono roz-
tworem testowym (z dodatkiem alkaloidu) i roztworem kontrolnym (bez
alkaloidu) — roSliny Gomphrena globosa. Roztwér wirusa zaréwno testo-
wy, jak i kontrolny rozcienczano wodg destylowang w stosunku: 1 :2,
1:5,1:10, 1:20, 1:30 oraz 1:40. Liczbe plamek notowano tak samo
jak w wypadku testu biologicznego in vivo, tj. po uptywie 6-8 dni od mo-
mentu inokulacji. )

Metody biochemiczne. Za pomocg metod biochemicznych oznaczano za-
wartos¢ wirusa X ziemniaka w materiale roslinnym. Stosowano kilka
metod. Material ro§linny przeznaczony do badah przechowywano w za-
mrazarce w temperaturze —15°C. Pochodzil on z lici tytoniu, z ktérych
wycinano krazki przy pomocy korkoboru, umieszczano je w szalkach
Petriego i w zamrazarce.

Jako pierwszg stosowano metode Schneidera [62], za pomocg ktérej
mozna oznaczy¢ zawartos¢ wirusa jako nukleoproteid. Zamrozone krazki,
uprzednio wyciete z lisci tytoniu rozcierano w mozdzierzu z dodatkiem
buforu fosforanowego (pH = 6) w rozcieniczeniu 1:10 w stosunku do
ciezaru Swiezego materiatu roslinnego. Nastepnie przenoszono homogeni-
zat do probowek, dodawano 2 ml chloroformu, 1 ml alkoholu izoamylo-
wego 1 wytrzgsano przez 15 minut zamykajgc probowki koreczkami. Po-
tem pozostawiono probki w lodéwce w temperaturze okolo 4°C na okres
20 minut i wirowano w wiréwce typu Sorvall (4000 obr/min) przez 15
minut. Po odwirowaniu odciggano pipetg warstwe wodng, a warstwe chlo-
roformowg odrzucano. Pobrane 2 ml fazy wodnej wirowano przez godzine
w wiréwce szybkoobrotowej typu Spinco (37 000 obr/min). Po odwirowa-
niu supernatant odrzucano, a osad zalewano 1 ml buforu fosforanowego
o pH = 7 i pozostawiono przez noc w lodéwce o temperaturze 4°C. Na-
stepnego dnia osad z buforem fosforanowym wytrzasano przez jedng go-
dzine na wytrzgsarce, dodawano 2 ml buforu fosforanowego do kazdej
probki, w konicu odwirowywano przy 10000 obr/min. W supernatancie o-
znaczano zawarto$¢é wirusa za pomocg spektrofotometru w swietle UV
sporzgdzajagc widmo absorpcyjne w zakresie fali od 210 do 300 muy.

Koncentracje wirusa X mozna obliczy¢ wedlug Bawdena i Kleczkow-
skiego [8], wiedzgc, ze przy koncentracji wirusa X ziemniaka réwnej
0,255 g/l-ekstynkcja przy diugosci fali réwnej Ey6 = 0,88.

Do oznaczen zawarto$ci wirusa X w materiale roslinnym stosowano
rowniez metode Bancrofta [6]. Material roslinny byl przygotowany tak,
jak w metodzie Schneidera [69]. Do homogenizatéw roslinnych w proé-
béwkach dodawano chloroform, wytrzgsano 5 minut, a nastepnie wirawa-

3 — ZPPNR z. 182
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no przez 15 minut przy 4000 obr/min. Do supernatantu w ilosci 4 ml do-
dawano 2 ml 2M kwasu trojchlorooctowego. W wypadku probek zawie-
rajacych wirus wytraca sie bialy osad, natomiast w kontrolnych nie po-
winno by¢ zadnego osadu. Nastepnie prébki pozostawiono przez kilka mi-
nut w spokoju, po czym wirowano przez 5 minut przy 4000 obr/min. Po
odwirowaniu supernatant odrzucano, a do osadu dodawano 6 ml 0,3 M
kwasu tréjchlorooctowego i przeprowadzano hydrolize w temperaturze
90°C przez 15 minut. Po oziebieniu hydrolizaty uwalniano od osadéw
przez przesgczenie na bibule Whatmann Nr 1 i nastepnie oznaczano w
nich zawartos$¢ wirusa przy pomocy spektrofotometru.

Innym sposobem oznaczania wirusa jako wirusowego kwasu nukleino-
wego byla metoda Shimomura [59]. Zamrozone krgzki wyciete uprzednio
z liSci tytoniu miazdzono w mozdzierzu z dodatkiem wody destylowanej
(10-krotna objetos¢ wody destylowanej w stosunku do ciezaru $wiezych
kraZkoéw liSciowych). Homogenizaty przelewano do préboéwek, dodawano
2 ml chloroformu, wytrzasano 10 minut, oziebiano w temperaturze —20°C
1 pozostawiono przez noc. Po odmrozeniu homogenizatéw wirowano je
przez 15 minut przy 4000 obr/min. Nastepnie pobierano 4 mil supernatan-
tu do innych probowek i dodawano do kazdej probki 4 ml 1 M kwasu
nadchlorowego. Prébki pozostawiano w spokoju przez 5 minut, wirowa-
no 10 minut przy 4000 obr/min. Supernatanty dekantowano i dodawano
do kazdej probéwki 5 ml 0,5 M kwasu nadchlorowego, po czym przepro-
wadzano hydrolize przez 15 minut w 90°C na lazni wodnej. Po hydrolizie
probki oziebiano, odwirowywano przy 4000 obr/min i mierzono w spke-
trofotomerze jak w dwoch uprzednio podanych metodach. Obliczenie kon-
centracji wirusa X ziemniaka na podstawie wspélczynnika ekstynkcji
przy 260 mu dla kwasu nukleinowego jest znacznie trudniejsze. Niekto-
rzy autorzy, jak np. Shimomoura, podajg wysokos¢ ekstynkcji przy
260 mu dla kontroli i wirusowego kwasu nukleinowego mozaiki tytoniu;
na podstawie tych danych mozna wnioskowa¢ w przyblizeniu o zawar-
tosci wirusa w probce badanej.

PRZEBIEG DOSWIADCZEN

Wplyw efedryny na namnazanie sie wirusa X (in
vivo). Wplyw efedryny na namnazanie sie wirusa X ziemniaka (in viwo)
badano w kilku koncentracjach alkaloidu: 0,2, 0,1, 0,05, 0,02 oraz 0,01%o.

Z przedstawionego graficznie wplywu hamujgcego (rys. 1) efedryny
na namnazanie sie wirusa X mozna zauwazy¢ ze liczba plamek otrzy-
manych po inokulacji wirusem z dodatkiem efedryny jest zawsze nizsza
niz w kontroli. Srednia z 7 do§wiadczen dla hamowania wyniosta 45,9%.

Rysunek 2 przedstawia wyniki podobnych dos$wiadczen jak rysunek 1,
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Rys. 2. Wplyw efedryny (0,2°/0) na namnazanie sie wirusa X ziemniaka (in vivo)
w Chenopodium amaranticolor. Obja$nienia jak na rysunku 1

z ta rdznicg, ze koncentracja efedryny byla wyzsza, bo 0,2%9 i testowano
liczbe pilamek na potéwkach lisci Chenopodium amaranticolor, a nie na
lisciach tytoniu. Srednia z 3 do$wiadczen dla hamowania wyniosta 40%,
a wiec byla mniejsza niz w poprzednim doswiadczeniu, mimo ze koncen-

3*
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tracja alkaloidu byla wieksza. Wplynely na to wyniki doswiadczenia z 6
pazdziernika, w ktérym roéznica miedzy liczbg plamek w kontroli i w
tescie byla znikoma. Wytlumaczenie tego zjawiska jest rzecza trudna;
nasuwa si¢ przypuszczenie, ze w poézniejszych miesigcach jesiennych me-
tabolizm u roslin przebiega znacznie wolniej i stgd moze nastepowaé
slabsze porazenie roslin wirusem. Ponadto nie powinno sie poréwnywaé
procentu hamowania na rysunkach 1 i 2-im, gdyz liczbe plamek po ino-
kulacji testowano na dwoéch réznych roslinach.
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Rys. 3. Wplyw efedryny (0,02%) na namnazanie sie wirusa X ziemniaka (in vivo)
w Chenopodium amaranticolor. Objasnienia jak na rysunku 1

Rysunek 3 przedstawia wyniki dotyczgce badania wplywu efedryny
o koncentracji 0,02%0 na namnazanie sie wirusa X. W do$wiadczeniu prze-
prowadzonym jesienia hamowanie wyniosto tylko 14,2%0. Z rysunku wi-
da¢, ze liczba plamek otrzymanych po inokulacji wirusem z efedryna
byla mniejsza niz liczba plamek otrzymanych po zakazeniu wirusem bez
dodatku alkaloidu.

Rysunek 4 przedstawia wplyw alkaloidu efedryny o stezeniu 0,1%
na wirus X. Srednia generalna hamowania jest wysoka, bo wynosi 54,5%0.
Podobnie jak i poprzednio zauwazono, ze w do$wiadczeniu przeprowadzo-
nym w listopadzie procent hamowania jest nizszy.

Rysunek 5 przedstawia podobne doswiadczenia jak rysunek 4, z ta
roéznicy, ze koncentracja efedryny byla tu dziesieciokrotnie nizsza, tj. wy-
nosita 0,01%. Srednia generalna hamowania byla nizsza jak poprzednio
i wynosila 41,1%. Znowu nalezy podkre$li¢, ze w do$wiadczeniu prze-
prowadzonym,w listopadzie $redni procent hamowania byl najnizszy w
poréwnaniu z badaniami przeprowadzonymi w innym terminie.



WPLYW ALKALOIDOW NA NAMNAZANIE SIE WIRUSA X ZIEMNIAKA 37

60 - —60
U I
s Z
§ o 40 / % ] 902
0 on L
§ ?30 = é é é 2 ; 30 3
S.ina a0 LS
LEONNN I I 1%
3 wF 7 7 % 410
LA BB o

./ é 7, /7. 1

/5 an gv 21V 24X Sreonia z dosw.

Rys. 4. Wplyw efedryny 0,1% na nammnazanie si¢ wirusa X ziemniaka (in vivo)

w Gomphrena Globosa. Objasnienia jak ma rysunku 1.
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Rys. 5. Wplyw efedryny (0,01%0) na namnazanie sie wirusa X ziemniaka (in vivo)

w Gomphrena globosa. Objasnienia jak na rysunku 1

Rysunek 6 przedstawia wyniki do§wiadczen nad wplywem efedryny
na namnazanie sie wirusa X ziemniaka przeprowadzone na lisciach I, II
i IIT pietra roéliny Gomphrenia globosa. Koncentracja zastosowanej tu
efedryny wynosila 0,2%. Najmniejsza liczbe plam jak réwniez najnizszy

procent hamowania otrzymano na lisciach I pietra.
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Rys. 6. Wplyw efedryny (0,2°/0) na namnazanie si¢ wirusa X ziemniaka (in vivo)
w Gomphrena globosa. Obja$nienia jak na rysunku 1
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Rys. 7. Wplyw efedryny (0,02%) na namnazanie sie¢ wirusa X ziemniaka (in vivo)
w Gomphrena globosa. Objasnienia jak na rysunku 1

Rysunek 7 przedstawia podobne doswiadczenie jak rysunek 6, z-tym
ze koncentracja efedryny byla dziesieciokrotnie nizsza, i wynosita 0,02%b.
Najstabsze hamowanie mozna zauwazy¢ na liSeiach I pigtra Gomphre-
na globosa (najnizsze). Srednia generalna hamowania wynosi 36,5%0 przy
zastosowaniu efedryny o koncentracji 0,02%o, a 42,6%0 przy stezeniu alka-
loidu 0,2%. Z omoéwionych wykreséw mozna zauwazy¢ wyrazng tenden-
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cje do silniejszego hamowania namnazania si¢ wirusa X przy wyzszej
koncentracji alkaloidu. Istnieje wiec prosta zaleznos¢ miedzy hamujgcym
wplywem alkaloidu efedryny na rozwéj wirusa X a koncentracjg zastoso-
wanego tu inhibitora.

Wpltyw nikotyny na namnazanie sig¢ wirusa X (in
vivo). Badano rowniez wplyw alkaloidu nikotyny na namnazanie sie wi-
rusa X ziemniaka in vivo w kilku koncentracjach alkaloidu: 0,2, 0,05, 0,04
i 0,01%. W do$wiadczeniach zastosowano takie same metody jak przy
badaniu efedryna.
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Rys. 8. Dzialanie nikotyny (0,05%) na wirus X ziemniaka (in vivo) w Gomphrena

Globosa

1 — test, 2 — kontrola

Rysunek 8 przedstawia wyniki doswiadczenia nad wplywem nikoty-
ny na namnazanie sie wirusa X ziemniaka in vivo. W doswiadczeniu tym
sok wycisniety z krazkéw lisci tytoniu trzymanych na pozywce kontrol-
nej i testowej rozcienczano wodg destylowang w stosunku 1:2,1:9, 1: 10,
1:15, 1:20, 1:30 oraz 1:40. Z wykresu wida¢ ze krzywa kontrolna
(tj. bez dodatku nikotyny) przebiega powyze] krzywej testowej (z dodat-
kiem nikotyny — 0,05%0). Liczba plamek otrzymanych na lisciach Gom-
phrena globosa jést nizsza w wypadku inokulacji sokiem wycisnietym z
krgzkow lisci tytoniu (gdzie zastosowano nikotyne) anizeli bez jej dodat-
ku. W miare rozcienczania soku obie krzywe roéwnomiernie opadaja, licz-
ba plamek otrzymanych na roélinie testowej jest coraz nizsza, infekcyj-
nos¢ wirusa X spada.

Rysunek 9 przedstawia wyniki 9 doswiadczen wykonanych w 1967 ro-
ku. Srednia liczba plamek byla testowana na poléwkach lisci tytoniu od-
miany White Burley, koncentracja zastosowane] nikotyny wynosita 0,04%.
Srednia liczba plamek na lisciach testowych byla mniejsza niz w kon-
troli, jednakze istnieje duza rozbieznoéé co do $redniego procentu hamowa-
nia: zwlaszcza w do$wiadczeniach wykonanych przy koncu marca i z kwiet-
_niu 1967 r. Sredni procent hamowania byt niski, co wplynelo na Srednig
generalng hamowania (41,6%) pomimo, iz W poszczegdlnych doswiadcze-
niach stwierdzono dwukrotnie hamowania ponad 60%0, a nawet 70%. Te
wahania mogly by¢ spowodowane niejednakows temperatura panujacg

4
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Rys. 10. Wplyw nikotyny na namnazanie sie wisusa X ziemniaka (in vivo) w Che-
nopodium amaranticolor. Obja$nienia jak na rysun-ku 9
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Rysunek 10 przedstawia 3 cykle doSwiadczen réwniez z nikotyng o 3
~ roznych koncentracjach alkaloidu. Pierwszy cykl — to wyniki otrzymane
' przy zastosowaniu 0,01%0 nikotyny, nastepny — 0,04%, a ostatni — 0,2%0
koncentracji alkaloidu. Plamki otrzymane po inokulacji wirusem X z do-
datkiem alkaloidu (roztworem testowym) i bez dodatku alkaloidu (roz-
tworem kontrolnym) badano na poléwkach lisci Chenopodium amaran-
ticolor. W doswiadczeniach tych zaznaczyla sie wyraznie zalezno$¢ miedzy
koncentracjg alkaloidu a natezeniem jego hamowania. Przy koncentracji
0,01%/0 nikotyny $redni procent hamowania wynidst 26,8, przy stezeniu
0,04%/0 — 28,7, a przy 0,2 — 47,6.
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Rys. 11. Wplyw nikotyny (0,01%) na namnazanie si¢ wirusa X ziemniaka (in wvivo)
w Gomphrena globosa. Objasnienia jak na rysunku 9

Rysuneﬁ 11 obrazuje wyniki dziatania nikotyny na wirus X. Stezenie
nikotyny zastosowanej w tym do$wiadczeniu wynosito 0,01%/0; plamki te-
stowano na liSciach II pietra Gomphrena globosa. Sredni procent hamo-
wania w tym doswiadczeniu byl niski (31,3). Wyjatkowo niskie hamo-
wanie i slabe porazenie stwierdzono w do$§wiadczeniu wykonanym 1 lipca,
co jest mozliwe, gdyz $rednia temperatura dobowa w szklarni w tej po-
rze roku siega 30°C, a wiadomo z literatury, ze namnazanie sie wirusa
X najlepiej przebiega w zakresie temperatur od 19°C do 25°C.

Rysunek 12 przedstawia wyniki podobnego doswiadczenia jak rysu-
nek 11, z ta roéznica, ze stezenie nikotyny wynosito 0,04%0. Srednia ge-
neralna hamowania byla prawie tego samego rzedu co na rysunku 11,
pomimo wyzszej koncentracji alkaloidu, i wynosila 30,4%. Na niskg $red-
nig generalng wptynely wyniki doswiadczen z 1 VIII 1969 r. i z 6 X.
Oba te do$wiadczenia byly jednakze przeprowadzone w terminie niezbyt
korzystnym, raz z powodu wysokiej $redniej temperatury dobowej pa-



49 MARIA KAMIENSKA-ZYLA

60 - 60
r
50 |- '/ 30
B /
i)
S wl 9 S
3 N
L2 Q
S S 5 S
‘Qé S | 5 19
B e
S S
SN # b
S : 'S
REN/AR 1 |0
S § %
§3 Z
.33 0\ ] % l——%/ /0
% l—l ' %
A ]
A, :1 3 § g 2

3171966 eI 1965 1701969 GI1969 Srediin 2 desn:

Rys. 12. Wplyw nikotyny (0,04°0) na namnazanie sie wirusa X ziemniaka (in vivo)
w Gomphrena globosa. Objasnienia jak na rysunku 9

nujgcej w szklarni (dotyczy doswiadczenia z 1 VIII), a po drugie, jak
Jjuz wspomniano, w okresie jesiennym na ogé! procesy metaboliczne u ro-
slin przebiegaja wolniej, co pocigga za sobg slabsze porazenie wirusem.

Analizujgc wyniki wszystkich do$wiadczen nad wplywem nikotyny
na namnazanie sie wirusa X ziemniaka mozna zauwazyé w wiekszoSci
wypadkoéw zalezno$¢ miedzy natezeniem hamowania a koncentracjg al-
kaloidu. Dokladniejsze dane dotyczgce obliczen statystycznych opubli-
kowano w pracy z 1972 r. [28].

Dziatanie nikotyny na wirusa X ziemniaka (in
vitro). W dalszym etapie do$wiadczen przebadano dzialanie alkaloidu ni-
kotyny na oczyszczony preparat wirusa X (in vitro). Rysunek 13 przed-
stawia krzywg zalezno$¢ miedzy rozcienczeniem wirusa a jego infekcyj-
noscig wyrazong jako liczba plamek otrzymanych po zakazeniu lisci ros-
lin Gomphrena globosa. Liczbe 50 plamek otrzymano dla preparatu wi-
rusa X nierozcienczonego, co zaznaczono na wykresie linig poziomg. Roz-
cienczenia wirusa X wodg destylowang w stosunku 1:1 oraz 1:2 daly in-
fekcje wiekszg anizeli nierozcienczony wirus X, natomiast od . rozcien-
czenia 1:5 zauwazono stopniowy zanik infekcyjnosci wirusa X przebiega-
jacy proporcjonalnie do coraz wiekszych rozcienczen preparatu wiruso-
wego.

Rysunek 14 obrazuje dzialanie nikotyny (0,05°/0) na wirusa X ziem-
niaka in vitro. Przedstawia on krzywe otrzymane dla preparatu wirusa
X, ktory byl inkubowany w komorach §wietlnych (natezenie $wiatla oko-
to 2000 Ix, temperatura okolo 20°C) przez 96 godzin. Procent hamowa-
nia obliczono na podstawie $redniej liczby plamek w kontroli i teécie
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Rys. 14. Dzialanie nitkotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa X ziem-
niaka z dodatkiem 0,05% nikotyny inkubowany na $wietle 2000 luks przez 96 godz.
w temp. 20°. Procent hamowania obliczony na podstawie S$redniej liczby plamek

na liSciach poszczegélnych 4-ch pieter Gomhrena globosa
1 — I pietro, 2 — II, 3 — III, 4 — IV

otrzymanych na liciach poszczegélnych pigter rosliny Gomphrena glo-
bosa wg wzoru Uteha i Johnsona [69]. Poszczegblne krzywe obrazujg
/0 hamowania otrzymany przy réinych rozciefczeniach wirusa X na
pietrze I, II; III i IV. Jak widaé z tych krzywych procent hamowania
tylko w jednym wypadku wynosil ponizej 40% przy rozcienczeniu 1:5
dla krzywej III pietra. W wiekszosci przypadkow hamowanie wynosilo

okolo 70%, a w kilku nawet przekroczylo 80%o. '
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Rys. 15. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa X
ziemniaka z dodatkiem 0,05% nikotyny inkubowany w ciemnosci przez 96 godz.
w temp. 4°). Procent hamowania obliczony na podstawie Sredniej liczby plamek
w kontroli i w teScie na liSciach 3-ch pieter Gomphrena globosa
1 — I pietro, 2 — II, 3 — III

Rysunek 15 obrazuje wyniki podobnego doswiadczenia jak rysunek
14 z tg jednak réznicg, ze wirus X byt inkubowany w lodéwce (w ciem-
nosci) w temperaturze okoto 4°C przez ten sam okres, tj. 96 godzin. Plam-
ki liczono na liSciach trzech pieter Gomphrena globosa. Z krzywych wy-
nika, ze w wypadku inkubacji wirusa X z dodatkiem nikotyny w nizszej
temperaturze i w ciemnosci hamowanie byto stabsze przecietnie okolo
40%, a w kilku przypadkach jeszcze mniejsze. Przy rozcienczeniu wi-
rusa X w stosunku 1:20 (I pietro) wystgpita nawet stymulacja wlasnosci
infekcyjnych wirusa X pod wplywem nikotyny. Te stymulacje zauwa-
zono jednak tylko w tym jednym przypadku.
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Rys. 16. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa X

ziemniaka z dodatkiem 0,05% nikotyny, inokubowany przez 96 godz. na Swietle
2000 luks w temp. 20° i w ciemno$ci w temp. 4°). Procent hamowania obliczono na
podstawie Sredniej liczby plamek w kontroli i w te§cie z 3-ch pieter Gomphrena
globosa
1 — na $wietle, 2 — w ciemnosci
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Rysunek 16 przedstawia hamowanie infekcji wirusowej pod wpltywem
0,05%0 nikotyny. Zostalo ono obliczone na podstawie $redniej liczby pla-
mek w kontroli i tescie otrzymanych po zakazeniu kilkunastu roslin Gom-
phrena globosa (20 roslin Gomphrena globosa) — inokulowano liscie
trzech pieter, czyli lgcznie zakazono 30 lici. Liczba dla testu i kontroli
byla taka sama. -

Jak wida¢ z rysunku silniejsze hamowanie infekcji wirusa X pod
wplywem nikotyny wystgpilo w wypadku inkubacji wirusa X na $wie-
tle i w wyzszej temperaturze.
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Rys. 17. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa X
ziemniaka z dodatkiem 0,05% nikotyny inkubowanej przez 96 godz. na S$wietle
2000 luks w temp. 20°). Procent hamowania obliczono na podstawie §redniej liczby
plamek w kontroli i w te$cie na liSciach Gomphrena globosa
1 — $rednia z 4-ch piegter, 2 — $rednia z 3-ch pieter

Rysunek 17 pokazuje, ze procent hamowania obliczony ma podstawie
Sredniej liczby plamek otrzymanych po inokulacji lisci trzech pigter,
wzglednie czterech pieter ro§lin Gomphrena globosa jest zblizony. A za-
tem nie jest istotne czy zakazenia dokonano na trzech pietrach roslin
testowych, czy tez czterech, wazne jest natomiast, aby inokulowano moz-
liwie jak najwieksza liczbe roslin, niwelujagc woéwczas poszczegblne indy-
widualno$ci u osobnikéw roslinnych. Wiadomo bowiem, ze pozornie ten
sam tyton, czy inna roslina inokulowana tym samym preparatem wirusa,
reaguje zazwyczaj indywidualnie — osobniczo.

Dzialanie nornikotyny na wirusa X ziemmniaka
(in vitro). Przebadano réwniez dzialanie alkaloidu nornikotyny na wirus
X w ciemnosci w 2-ch koncentracjach alkaloidu: 0,1 oraz 0,05% wzgledem
preparatu wirusa X. Srednig liczbe plamek odczytano jak w poprzednich
doswiadczeniach na roslinach Gomphrena globosa. -

Rysunek 18 obrazuje wyniki otrzymane po inkubacji wirusa X
z 0,05% nornikotyng przez okres 96 godzin w ciemmnoSci w temperatu-
rze okolo 4°C. . B

Rysunek 19 przedstawia podobne zalezno$ci, co rysunek 18, z tg roz-

nica, ze zastosowano wyzsza koncentracje nornikotyny — 0,1°/0. Hamo-
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Rys. 18. Dzialanie nornikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa
X ziemniaka z dodatkiem 0,05% nornikotyny inkubowanej przez 96 godz. w ciem-
nosci w temp. 4°). Procent hamowania obliczony na podstawie $redniej liczby pla-
mek w kontroli i w te§cie na lisciach 3-ch pieter Gomparena globosa
1 — 1 pietro, 2 — II, 3 — III
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Rys. 19. Dziatanie nornikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa

X ziemniaka z dodatkiem 0,1°/ nornikotyny inkubowany przez 96 godz. w ciem-

noSci w temp. 4°). Procent hamowania obliczony na podstawie $redniej liczby

plamek w kontroli i w te§cie na li§ciach 3-ch pieter Gomphrena globosa. Objas-
nienia jak na rysunku 18

wanie infekecji wirusem X pod wplywem nornikotyny jest wyrazne i wy-
nosi okoto 50-60%o.

Rysunek 20 przedstawia zalezno$¢ miedzy hamowaniem infekcji wiru-
sem X a koncentracjg zastosowanej nornikotyny. Jak widaé z wykresu,
nie ma wigkszych zalezno$ci miedzy koncentracjg zastosowanego alka-
loidu nornikotyny a %6 hamowania. Obydwie krzywe pokazujg, Ze w
miare rozcienczania preparatu uzytego do zakazen roSlin testowych pro-—
cent hamowania zmniejsza sie wraz z malejgcg liczbg plamek sygnali-
zujgcych intensywnos¢ porazenia.

Reakcje lisci Gomphrena globosa na zakazenie wirusem X w zalez-
noSci od pieter obrazujg rysunki 21-24. Z wykresu 21 mozna zauwazy¢
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Rys. 20. Dzialanie nornikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa

X ziemniaka z dodatkiem 0,05%% — 1 i 0,190 — 2 nornikotyny inkubowanej przez

96 godz. w ciemno$ci w temp. 4°). Procent hamowania obliczony na podstawie §red-
niej liczby plamek w kontroli i w te§cie z 3-ch pieter Gomphrena globosa
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Rys. 21. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in vitro (roztwér wirusa X
ziemniaka z dodatkiem 0,05% nikotyny inkubowany przez 96 godz. w temp. 4° w
ciemnoéci). Srednia liczba plamek na I pigtrze Gomphrena globosa
1 — test, 2 — kontrola

hamujgcy wplyw nikotyny z wyjatkiem rozcienczenia 1:20. Liczba pla-
mek obserwowana na liSciach I pietra roslin Gomphrena globosa nie
przekroczyta liczby 20 plamek dla krzywej kontroli, a dla testowej —
ponizej 10 (z wyjatkiem rozcienczenia 1:20). |

Rysunek 22 przedstawia rowniez dwie krzywe dla takiego samego
do$wiadczenia jak na rysunku 21 z tg réznics, ze plamki liczono na lis-
ciach II pietra ro§lin Gomphrena globosa. Liczba plamek wyniosta 40
dla krzywej kontroli, a dla testowej okoto 20.

Rysunek 23 przedstawia 2 krzywe dla tego samego doswiadczenia z tg
réznicg, ze plamki liczono w tym wypadku na lisciach III pietra roslin
Gomphrena globosa. Liczba plamek dla krzywej kontroli dochodzita do
70, a dla krzywej testowej do 50.

Rysunek 24 przedstawia 2 krzywe — kontmlnq i testowg, otrzymane
na podstawie obliczenia $redniej z trzech pieter. Wykres ten obrazuje wy-
raznie dziatanie nikotyny na wirus X. Krzywa testowa przebiega ponizej
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Rys. 22. Dziatanie nikotyny na wirus X ziemniaka in wvitro (roztwér wirusa X z
dodatkiem 0,050 nikotyny inkubowany przez 96 godz. w temp. 4° ciemnosci). Sred-
nia liczba plamek na 2-im pigetrze Gomphrena globosa
1 — test, 2 — kontrola
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Rys. 23. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in wvitro (roztwér wirusa X z
dodatkiem 0,05% roztworu nikotyny inkubowany przez 96 godz. w temp. 4° w ciem-
nosci). Srednia liczba plamek na 3-in pietrze Gomphrena globosa
1 — test, 2 — kontrola
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Rys. 24. Dzialanie nikotyny na wirus X ziemniaka in vitro. Srednia liczba plamek
Igcznie z 3-ch pieter Gomphrena globosa
1 — test, 2 — kontrola



WPLYW ALKALOIDOW NA NAMNAZANIE SIE WIRUSA X ZIEMNIAKA 49

krzywej kontrolnej, co wskazuje na mniejszg liczbe plamek otrzymanych
na liSciach po inokulacji preparatem wirusa X poddanym dziataniu ni-
kotyny, anizeli bez alkaloidu.

OZNACZENIE ZAWARTOSCI NIKOTYNY W LISCIACH DWU ODMIAN TYTONIU

W dalszym etapie badan zajeto sie okre§leniem zawartosci nikotyny
w liSciach wybranych odmian tytoniu. W poprzednich do$wiadczeniach
podawano z zewnatrz nikotyne jako wolng zasade mie zwigzang w po-
staci soli. Stwierdzono réwniez hamujgcy wplyw nikotyny na namnaza-
nie sie wirusa X zaréwno in vivo, jak i in wvitro. Oznaczanie zawartosci
nikotyny mialy na celu wykazanie, czy istnieje zaleznos¢ miedzy podat-
nosScig na zakazenie wirusem X a iloScig nikotyny wystepujaca w danej
odmianie tytoniu. Oznaczenia nikotyny byly przprowadzone metods
spektrofotometryczng wg Kiihna [40]. W badaniach tych chodzilo o okres-
lenie nikotyny, ktéra jest syntetyzowana w korzeniach [18, 49], a na-
stepnie gromadzona w lisciach. Nie u wszystkich jednak odmian tytoniu
nikotyna jest gromadzona w liSciach, czasem ulega ona rozkiladowi do
nornikotyny i w tej postaci jest magazynowana w liSciach [9, 10]. Do
oznaczen wybrano 2 odmiany nikotyny Nicotiana tabacum — Ambalema
Bergerac i Ambalema Gembloux, odznaczajgce sie¢ mniejszg podatnoscia
na zakazenia wirusem X w stosunku do innych odmian, np. White
Burley.

Ambalema Gembloux pochodzi z Holandii (1951 rok), odkryta wczes-
niej w Kolumbii przez Nolla [52] w 1929 roku — charakteryzuje sig
pewng odporno$cig na wirusa mozaiki tytoniu, mniejszg jednak anizeli
Ambalema Bergerac. Ta ostatnia odmiana tytoniu odkryta roéwniez w
Kolumbii przez Nolla i Roque [563] w 1933 roku, zostala dokladnie prze-
badana przez Nolla w latach 1935 i 1939; odporno$¢ jej na wirusy jest
uwarunkowana genetycznie. W wypadku zakazenia wirusem X (lisci ty-
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toniu odm. Ambaiema Gembloux) na lisciach jel wystepuja dobrze wi-
doczne zmiany chlorotyczne duzo wyrazniejsze, niz na liciach tytoniu
Ambalema Bergerac (rys. 26, 27).

Rys. 26. LiScie tytoniu Ambalema Gembloux (z lewej) i Ambalema Bergerac pora-
zone wirusem X ziemniaka (fot. S. Grzesiak)

Rys. 27. Rosliny tytoniu Ambalema Gembloux (z lewej) i Ambalema Bergerac po-
razone wirusem X ziemniaka (fot. S. Grzesiak)

LiScie tytoniu Ambalema Gembloux odznaczajg sie mniejszg zawar-
toscig nikotyny i wiekszg podatno$cig na zakazenie wirusem X w sto-
sunku do tytoniu Ambalema Bergerac (rys. 25). Jak wida¢ z rysunku
procent nikotyny jest nie tylko zalezny od stadium rozwojowego rosliny,
ale réwniez od odmiany [56, 36]. Wiadomo réwniez z literatury
[30, 45, 46], ze ilo§¢ nikotyny zmienia sie w zaleznos$ci od wielu czynni-
koéw, jak nastonecznienie, wilgotno$é, nawozenie itp.

Liscie tytoniu, ktére byly badane w tej pracy, pochodzily z hodowli
szklarniowych. Ro$liny rosty w doniczkach w ziemi sterylizowanej, ale
nawet w wypadku hodowli szklarniowej stwierdzono, ze te same od-
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miany pochodzgce z dwéch szklarni (jedna seria roslin pochodzila z bok-
s6w szklarniowych nieklimatyzowanych z fitotronu w Chelmie, a druga
seria — z wolno ‘stojgcej szklarni Akademii Rolniczej) mialy réznag za-
warto$¢ nikotyny. LiScie odmian Ambalema Gembloux i Ambalema Ber-
gerac zebrane w boksach szklarniowych w fitotronie w lutym 1974 r.,
przy bardzo malej wilgotnosci (ponizej 40%) i temperaturze ( powyzej
30°C) nie wykazaly réznic co do zawartoéci nikotyny pomiedzy tymi
dwiema odmianami tytoniu (ilos¢ nikotyny ulegla podwyzszeniu u Amba-
lema Gembloux). Natomiast rosliny tytoniu Ambalema Bergerac hodo-
wane w szklarni Akademii Rolniczej przy wyzszej wilgotnosci (okoto
60%0) i nizszej temperaturze (ok. 25°C) wykazywaly zawsze wiekszg za-
wartos¢ nikotyny w stosunku do Ambalema Gembloux (tab. 1).

Tabelal

Procentowa zawarto$¢ nikotyny w lidciach tytoniu (w przeliczeniu na 1 g suchej masy)

Seria Termin zbioru ma- Ambalema Ambalema Stadium ro$lin
teriatu roélinnego Gembloux Bergerac (liczba lisci)
I 71111972 0,303 0,490 6-7
11 2 X111972 0,320 0,517 7-8
111 27 XI11 1972 0,358 0,560 7-8
v 211111973 0,396 0,681 8-10
Vv 23111974 0,568 1,003 12-13
VI 2311 1974 0,701 0,692 8-10
VII 201V 1974 0,516 0,502 6-7

Seria I, II, IV, V — rosliny hodowane w szklarni AR w Krakowie.

Seria III — ro$liny hodowane w wolno stojacej szklarni Centralnego Laboratorium Przemystu Tytoniowego w Czy-
zynach.

Seria VI, VII — ro§liny hodowane w fitotronie w Chelmie (w komorach nieklimatyzowanych).

Zawarto$¢ mikotyny oznaczano réwniez w lisciach kilku innych od-
mian tytoniu (hodowla w szklarni) przez okres 5 dni od momentu zaka-
zenia wirusem X, tj. w okresie, kiedy badano wptyw nikotyny na zaka-
zenie wirusem X (in vivo). Tabela 2 przedstawia wyniki tego doswiad-

Tabela 2

Zawarto§¢ nikotyny w li§ciach tytoniu zdrowych i zakazonych
wirusem X

Procent nikotyny na 1 g suchej masy

Odmiana roéliny dni po zakazeniu
zdrowe 1 2 3 4 5
White Burley 0,660 0,651 0,660 0,680 0,670 0,680
Samsun 0,528 0,544 0,511 0,462 0,495 0,561
Ambalema

Gembloux 0,511 0,494 0,536 0,534 0,561 0,544

8
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czenia. Jak wida¢ z tabeli, w lisciach tytoniu zakazonych wirusem X —
odmiana White Burley, Ambalema Gembloux oraz Samsum nie ma wie-
cej nikotyny niz w lisciach kontrolnych (niezakazonych), co badano przez
5 dni od momentu inokulacji wirusem. Schuster [64, 65], Silberschmidt
[66] podaja, ze zawartos¢ alkaloidow, w tym gléwnie nikotyny zwiek-
szala sie po 7-10 dniach od momentu zakazenia wirusem.

MIESZANIEC GENERATYWNY DWOCH ODMIAN TYTONIU AMBALEMA BERGERAC
I AMBALEMA GEMBLOUX

Wigksza zawarto$¢ nikotyny u odmiany tytoniu Ambalema Bergerac
w stosunku do Ambalema Gembloux oraz ich niejednakowa podatnos¢
na zakazenie wirusem X sklonily do skrzyzowania tych odmian. Chodzilo
bowiem o stwierdzenie, czy w pokoleniu F,, w ktéorym pojawiajg sie ro$-
liny wykazujgce odporno$¢ na zakazenie wirusem X wystagpi réwniez
wzmozona synteza nikotyny. Wiadomo [48], ze w pokoleniu F, na 16 ros-
lin zakazonych wirusem mozaiki tytoniu moze wystgpi¢ tylko jedna od-
porna na zakazenie wirusem X. U roslin pokolenia F,, ktére bedg wyka-
zywac¢ odpornos$¢ na infekcje wirusem X, na podstawie oznaczenia za-
warto$ci nikotyny moznaby stwierdzi¢, czy istnieje zalezno$¢ miedzy od-
pornoscig a zawartoscig tego alkaloidu.

Krzyzowanie wspomnianych odmian tytoniu bylo dokonane jako tzw.
krzyzowanie obukierunkowe wzglednie przeciwne. Przeprowadzenie tego
rodzaju krzyzowania jest w zasadzie rzeczg prosta i nmieskomplikowans,
jednakze w wypadku tej pracy najwiekszg trudnoscig bylo to, ze kwit-
nienie tytoniu Ambalema Bergerac bylo zawsze opdéznione w stosunku
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Rys. 28. LiScie tytoniu pokolenia F, z krzyzowania Ambalema BergeracX Ambalema
Gembloux; z lewej roélina bardziej podatna na zakazenie wirusem X ziemniaka,
z prawej — mniej podatna (fot. S. Grzesiak)
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Rys. 29. RoSliny tytoniu pokolenia F, z krzyzowania Ambalema BergeracX Amba-
lema Gembloux; z lewej ro§lina bardziej podatna na zakazenie wirusem X ziem-
niaka, z prawej — mniej podatna (fot. S. Grzesiak)

do kwitnienia tytoniu Ambalema Gembloux. Zmuszalo to do diugiego
wyczekiwania na moment, kiedy obydwie odmiany mozna bylo skrzy-
zowact. Rosliny pokolenia F; pod wzgledem morfologii byly zblizone do
Ambalema Gembloux, natomiast w pokoleniu F, niektére osobniki przy-
pominaly liscie tytoniu Ambalema Bergerac, ale w dalszym ciagu prze-
wazaly cechy tytoniu Ambalema Gembloux.

Po zakazeniu 160 roslin tytoniu pokolenia F, wirusem X ziemniaka
tylko kilka roslin nie wykazalo objawéw zawirusowania, wzglednie bar-
dzo slabe (rys. 28, 29). Sprawdzono na zawarto$¢ wirusa X poszczeg6lne
liscie tych kilku wybranych roslin tytoniu nie wykazujacych objawow
porazenia przez inokulacje roslin testowych Gomphrena globosa sokiem
wycisnietym z badanych liSci tytoniu. Ostatecznie na rozmnozenie we-
getatywne przez Sciecie wierzcholka pozostawiono 6 roslin nie wykazu-
jacych objawow porazenia. Ro$liny ze Scietym wierzchotkiem wypuszcza-
ly nowe pedy boczne (tuz u nasady licia), ktére Scinano po uptywie 10 do
14 dni i umieszczano w erlenmayerkach wypelnionych wodg i ostonig-
tych przed $wiattem czarnym papierem fotograficznym (rys. 30, 31). Na-
stepnie czekano znowu okoto dwéch tygodni, az boczne pedy ukorzenig
sie i wyjmowano je z erlenmayerek przesadzajgc do doniczek z ziemig.
W ten sposéb z jednej rosliny otrzyma¢ mozna bylo 3 nowe rosliny,
a czasem i wiecej. Je$li chodzi o zdolnos¢ wypuszczania korzonkow
u Scietych bocznych pedéw wynosila ona 85,7%/0. Istniejg duze trudnosci
metodyczne przy oznaczeniach zawarto$ci nikotyny, nalezy bowiem za-
stosowaé¢ taka mikrometode, i to iloSciowg, ktéora dalaby mozno$¢ ozna-
czenia zawarto$ci nikotyny w lisciach jednej rosliny. Stosowana metoda
spektrofotometryczna [40], jak rowniez chromatografia gazowa wymagaja
~ kilku graméw suszu liSciowego do oznaczenia nikotyny. Kilka gramoéw
suszu liSciowego mozna otrzymaé¢ z co najmniej kilku ro$lin, wzglednie
kilkunastu, co naturalnie wigze sie z wiekiem — stadium rosliny oraz
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Rys. 30. Rozmnozone wegetatywnie rosliny tytoniu nie podatne na wirus X ziem-
niaka w naczyniu z wodg wodociggowsa (fot. S. Grzesiak)

Rys. 31. Rozmn(?ione wegetatywnie roéliny tytoniu nie podatne na wirus X ziem-
niaka po wyjeciu z naczynia z wodg (fot. S. Grzesiak)
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wielkoscig lisci. Oznaczenia nikotyny w tytoniu malezaloby dokonywaé
w stadium kilkunastu lisci, jeszcze przed okresem kwitnienia rosliny.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen otrzymano w pokoleniu
tytoni F, rozszczepienie co do cdpornosci na wirusa X w stosunku 1 : 30,
tj. znacznie mniejszym, niz podaje literatura dla wirusa mozaiki tytoniu.

OZNACZANIA BIOCHEMICZNE ZAWARTOSCI WIRUSA X W ODMIANACH TYTONIU
RODZICIELSKICH I ICH MIESZANCU

Przy pomocy metody biochemicznej Shimomura przeprowadzono pro-
by oznaczen zawartosci RNA-PVX w lisciach tytoniu Ambalema Gem-
bloux, Ambalema Bergerac oraz pokoleniu F, pochodzacym ze skrzy-
zowania tych dwu odmian.

Tabela 3

Zawarto$¢ RNA-PVX w lisciach tytoniu w okresie jesiennym

. . Objawy Objawy
Odmiana tytoniu pierwotne wtérne
Ambalema Bergerac 0,229 0,039
Ambalema Gembloux 0,469 0,347
F; — Ambalema
Bergerac @ 0,287 0,017
F; — Ambalema
Gembloux @ 0,338 0,289

Wyniki podane w tabeli 3 pochodzg z do$wiadczenia, w ktérym zbie-
rano liscie tytoniu porazone wirusem X w dwunastym dniu od momentu
inokulacji i liScie nieinokulowane (kontrola). Zawarto$¢ wirusowego kwa-
su rybonukleinowego oznaczano w lisciach z objawami pierwotnymi
1 wtérnymi. Z lisci tytoniu porazonych i zdrowych (8 ro$lin porazonych
i 8 kontrolnych) wycinano krgzki o $rednicy 1 cm (przy pomocy korko-
boru) z o$miu lisci z objawami pierwotnymi (pigte liczgc od dolu) oraz
Z oSmiu z objawami wtorymi (siédme liscie od dotu). Poszczegdlne probki
byly $rednig z tego samego liScia z 8 roélin, przez co stanowily bardzo
dobry material do powtérzen. Tabela 3 podaje wyniki, z ktérych widaé,
ze iloé¢ RNA-PVX wyrazona jako odczyt spektrofotometryczny przy
E = 260 mu (wynik podany jako $rednia réznica z 3 odczytéw dla lisci
kontrolnych i porazonych wirusem X) jest znacznie wigksza zaré6wno w
wypadku objawoéw pierwotnych, jak i kontrolnych dla Ambalema Gem-
bloux (bardziej podatnej na wirusa X) anizeli dla Ambalema Bergerac.
Podobng zalezno$¢ mozna zauwazy¢ dla pokolenia F; mieszanca w wy-
padku gdy Ambalema Bergerac byla matks. - .

Nastepne serie doswiadczen prowadzone w marcu 1973 r. (poprzednio
opisana seria byla z listopada 1972) nie daly tak wyrazamych réznic co do
iloSci RNA-PVX (tab. 4) miedzy poszczegblnymi probkami. Wartosci ek-
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Tabela 4
Zawarto§¢ RNA-PVX w liSciach tytoniu w okresie wiosennym

Objawy pierwotne Objawy wtérne
Odmiana tytoniu dos$wiad- doswiad- doswiad- do$wiad-
czenie I czenie 11 czenie I czenie II
Ambalema Bergerac 0,065 0,029 0,107 0,017
Ambalema Gembloux 0,101 0,036 0,166 0,044
F;, — Ambalema
Bergerac @ 0,035 0,060 0,047 0,016
F; — Ambalema :
Gembloux @ 0,076 0,060 0,088 0,043

stynkcji Ejgomu sg bardzo niskie i stgd trudnos$é jakiejkolwiek inter-
pretacji tych wynikéw. W obu seriach do$wiadczen przeprowadzonych
W marcu stwierdzono duzo mniejsze objawy porazenia wirusem X, co
wykazaly obserwacje symptoméw inokulownych ro$lin. Ogélnie mozna
jednakze stwierdzi¢, ze ilo§¢ RNA-PVX jest zawsze mniejsza w porazo-
nych liSciach tytoniu Ambalema Bergerac — odmiany mniej podatnej
na infekcje wirusowg i zawierajgcej wiecej nikotyny, anizeli Ambalema
Gembloux.

DZIALANIE SOKOW WYCISNIETYCH Z LISCI TYTONIU ODMIAN AMBALEMA
GEMBLOUX I AMBALEMA BERGERAC NA WIRUSA X IN VITRO

Ze wzgledu na interesujgce wlasciwosci tytoniu odmiany Ambalema
Bergerac, ktory — jak juz podkre§lano — charakteryzuje pewna odpor-
nos¢ na zakazenie wirusem X, przeprowadzono badania przy pomocy
testu biologicznego nad dzialaniem sokéw roslinnych wycisnietych z lisci
tytoniu Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux na wirusa X in vitro.

Doswiadczenie to przeprowadzono w nastepujgcy sposob: zbierano lis-
cie 4-e i 5-e (liczgc od nasady rosliny) zaréwno z tytoniu Ambalema Ber-
gerac jak i Ambalema Gembloux. Nastepnie liScie miazdzono w mozdzie-
rzach, wyciskano z nich sok i odwirowywano w wiréwce typu Sorvall
przy 4000 obr/min. Do 1 ml probek odwirowanego soku dodawano 1 ml
preparatu wirusa X oczyszczonego metodg Corbetta. Kontrole stanowita
probka, w ktoérej znajdowal sie oczyszczony preparat wirusa X bez do-
datku odwirowanego soku ro§linnego. Po wymieszaniu zawarto$ci probek
znajdujgcych sie w probkach za pomocg bagietek szklanych i uszczelnie-
niu sterylizowang cynfolia wstawiano je do lodéwki na okres 96 godzin
(temperatura okolo 4°C). Po uplywie tego czasu inokulowano liscie ros-
liny testowej Gomphrena globosa wirusem X z dodatkiem soku wyci$-
nietego z liSci tytoniu Ambalema Bergerac, wzglednie Ambalema Gem-
bloux.

Srednig liczbe plamek (tab. 5A) obliczono na podstawie liczby plamek
otrzymanych na zakazonych liSciach Gomphrena globosa. Nastepna czesé
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Tabela s

Dzialanie soku z li§ci tytoniu Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux na
wirus X ziemniaka (in vitro)

Liécie
Ambalema Bergerac Ambalema Gembloux
Wyszczegblnienie 4 5 4 5
kon- kon- kon- kon-
trola 'St trola st trola 'St trola teSt
A N

Srednia liczba plamek 81,6 7,1 36,6 1,3 31,0 42,0 35,7 23,0

z 3 pieter 51,0 11,0 740 7,0 17,0 3,0 4,1 2,0
36,0 3,0 80,0 7,0 24,0 14,0 14,0 4,6
71,5 13,2 82,6 23 83 93 173 53
38,3 6,0 101,0 53 246 9,0 15,0 2,6
483 56 70,3 12,0 29,3 26,6 14,0 5,3
49,0 4,6 476 8,6 73,0 29,6 30,6 4,6
33,3 16,3 96,3 6,3 20,3 10,3 21,0 4,0

Liscie Gomphrena Globosa
'B
Srednia liczba plamek
z 24 lisci 55,8 84 73,6 6,2 28,7 179 17,7 64
C
Procent hamowania 84,9 91,1 37,6 63,2

tabeli (B) obrazuje Srednig liczbe plamek obliczong z 24 liSci (na kazdej
z oSmiu ros$lin zakazono 3 liscie — 8 X 3 = 24), przy czym na kazdym
pietrze jeden li$¢ inokulowano wirusem X, a przeciwlegly wirusem X
zmieszanym z sokiem z liSci wyzej wymienionych tytoni. Liczba plamek
otrzymanych po inokulacji wirusem X zmieszanym z sokiem z liSci Am-
balema Bergerac byla znacznie mmniejsza niz inokulowanych samym wi-
rusem X. Sok z lisci Ambalema Bergerac ma silniejsze wlasciwosci ha-
mujgce namnazanie sie wirusa X, co wida¢ z tabeli (C), na podstawie
obliczonego procentu hamowania. Mozna réwniez zauwazy¢ zaleznos¢, ze
sok wycisniety z liSci 5-tych ma silniejszg zdolno$¢ hamowania anizeli
z 4-tych. To zjawisko zaznacza si¢ wyraZniej u tytoniu Ambalema Gen_l-
bloux niz u Ambalema Bergerac, u ktérej zaréwno sok z lisci 4-tych jak
i 5-tych wykazal bardzo wysokie zahamowanie namnazania si¢ wirusa
X, bo 84,9 i 91%o.

WEASCIWOSCI SOKU Z LISCI KILKU ODMIAN TYTONIU O ROZNEJ ZAWARTOSCI
NIKOTYNY A REAKCJA NA PORAZENIE WIRUSEM X ZIEMNIAKA

Nawigzujac do stwierdzonego w tej pracy dzialania hamujgcego al-
kaloidu nikotyny na nammnazanie si¢ wirusa X, przeprowadzono doswmd?
czenie, ktére w pewnym stopniu mogloby wyjasni¢, czy zawarty w damej
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odmianie tytoniu alkaloid nikotyna ma wglyw na zdolnosci infekcyjne
soku wycisnietego z lisci tych odmian.

Do doswiadczen uzyto czterech odmian tytoniu Nicotiana tabacum
o roznej zawartosci nikotyny: Mocny Skroniowski, Virginia Peyod, Am-
balema i Virginia Skroniowska, oraz gatunku Nicotiana rustica. Ozna-
czenia mnikotyny byly przeprowadzone u tych gatunkéw roéwnocze$nie
z przeprowadzonym do$wiadczeniem. Po 15 roslin tytoniu inokulowano
wirusem X ziemniaka, a do oznaczen nikotyny pozostawiono po kilka-
nascie roslin zdrowych. Po uplywie dwoéch tygodni od inokulacji zbie-
rano liscie z roslin tytoniu, wyciskano z nich sok i inokulowano liscie
Gomphrena globosa (dla kazdej odmiany 15 roslin Gomphrena globosa).
Kontrole stanowil sok z liSci tytoniu Ambalema Gembloux, ktéry cha-
rakteryzuje sie w poréwnaniu z innymi badanymi odmianami nizszg za-
wartoscig nikotyny. U kazdej rodziny Gomphrena globosa inokulowano
na kazdym pietrze 1 lis¢ sokiem wycisnietym z liSci Ambalema Gem-
bloux, a przeciwlegly — sokiem wyciSnietym z lisci jednej z badanych
odmian. Po uplywie tygodnia od momentu inokulacji lisci Gomphrena
globosa liczono plamki na poszczegélnych lisciach.

Tabela 6

Reakcja na zakazenie wirusem X w zalezno$ci od zawarto$ci nikotyny w liSciach tytoniu

Srednia liczba plamek
otrzymanych na li§ciach
Gomprena Globosa z 45 li§ci

Zawarto$¢é nikotyny w 9%

Odmiana tytoniu na 1 g suchej masy

Nicotiana Rustica 0,804 3,9
Ambalema Gembloux 0,469 15,3
Virginia Peyod 0,808 4,4
Ambalema Gembloux 0,469 19,8
Virginia Skroniowska 0,544 10,2
Ambalema Gembloux 0,469 19,9
Mocny Skroniowski 0,662 19,4
Ambalema Gembloux 0,469 19,6

Na tytoniu Nicotiana rustica i Virginia Peyod o wyzszej zawartosci
nikotyny w stosunku do tytoniu Ambalema Gembloux — $rednia liczba
plamek (tab. 6) otrzymanych po inokulacji sokiem wyci$nietym z lisci
tych dwu odmian byla bardzo mata w stosunku do $redniej liczby pla-
mek na Ambalema Gembloux.

W wypadku tytoniu Virginia Skroniowska zalezno$é¢ ta zarysowuje
sie stabiej, ponadto istnieje mata réznica co do zawartosci nikotyny w sto-
sunku do tytoniu Ambalema Gembloux. W wypadku tytoniu Mocny
Skroniowski stwierdzono takg samg liczbe plamek (Srednia 19,4), jak u
tytoniu Ambalema Gembloux (Srednia 19,6), chociaz te dwie odmiany
roznity si¢ zawartoscig nikotyny. |
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Przeprowadzone do$wiadczenie rzuca jednakze $wiatto ma istniejgcg
zalezno$¢ miedzy zawartoscig nikotyny w danej odmianie, a namnaza-
niem sie w niej wirusa X ziemniaka.

DYSKUSJA WYNIKOW

Z przeprowadzonych licznych doswiadczer nad dzialaniem niko-
tyny, efedryny i nornikotyny na namnazanie sie wirusa X ziemniaka wy-
. nika, ze alkaloidy te wywierajg hamujacy wplyw na biosynteze wirusa
X. Mozna przypuszczaé, ze alkaloidy nie wplywajg bezposrednio na syn-
teze wiruséw, ale wywierajg posredni wplyw na namnazanie sie wirusa
X ziemniaka. Stosowane alkaloidy nie wywieraly niszczgcego dzialania
na krgzki liSciowe podczas trzymania ich na pozywkach z dodatkiem
alkaloidow. Nikotyna zaréwno in vivo jak i in vitro wywarla hamujacy
wplyw na wirusa X ziemniaka. Stosowana metoda testow biologicznych
okazala sie duzo lepsza anizeli oznaczenia biochemiczne przy okre$leniu
zawartosci wirusa X.

Liscie Gomphrena globosa — roSliny testowej przy okres$laniu za-
wartoSci wirusa X — wykazaly duze roéznice pod wzgledem reakcji
na zakazenie wirusem w zaleznosci od pietra.

Z prac Silberschmidta [66] i Schustera [64, 65] wynika, ze ilos¢ al-
kaloidow, w tym gléwnie nikotyny, zwieksza sie okoto dziesigtego dnia
po inokulacji roslin wirusem mozaiki tytoniu, wzglednie wirusem X ziem-
niaka. Z badan wlasnych wynika, ze przez okres 5 dni od inokulacji wi-
rusem X ilo$¢ nikotyny w liSciach tytoniu nie ulegta pod\ivyZSzeniu w
stosunku do lisci nieinokulowanych. Schuster [63] podaje, ze zwigksze-
nie zawartosci alkaloidéw wystepowalo réwniez w zdrowych lisciach ty-
toniu, co bylo zwigzane z wrazliwoscig ros§lin na dilugos¢ dnia. A miano-
wicie ro$liny obojetne na dlugos¢ dnia mie wykazywaly zadnych wyraz-
nych réznic co do zawartosci alkaloidéw przy zmianie stosunku noc-dzien.
Natomiast roéliny dlugiego dnia hodowane w warunkach skroconego dnia
wykazywaly wyrazny wzrost zawartosci alkaloidow w pordéwnaniu z ta-
kimi samymi kontrolnymi rosngcymi w warunkach diugiego dnia. To
samo zjawisko wystgpilo u roslin krotkiego dnia rosngcych w warunkach
dtugiego dnia. A zatem rézna zawarto$¢ nikotyny moze by¢ fizjologiczna
reakcjg roéliny ma diugo$¢ dnia niezaleznie od infekcji wirusowej.

Dalsze badania mialy wyjasni¢ hamujgce dzialanie nikotyny na na-
mnazanie sie wirusa X ziemniaka. Odmiany tytoniu Ambalema Bergerac
i Ambalema Gembloux odznaczajg sie slabszg reakcjg na zakazenie wi-
rusem X ziemniaka w stosunku do odmiany silnie wrazliwej — White
Burley. Odmiany tytoniu Ambalema wykazuja réwniez niejednakowsg re-
akcje na porazenie wirusem X oraz zawierajg rézng ilos¢ nikotyny. Am-
balema Bergerac ma okolo 40% wiecej mikotyny niz Ambalema. Gem-
bloux, ponadto reaguje duzo stabiej na porazenie wirusem X. W dalszym

4
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etapie badan wydawato sie stuszne przeprowadzenie krzyzowania gene-
ratywnego pomigedzy Ambalema Bergerac i Ambalema Gembloux dopro-
wadzajgc do pokolenia F,. Zamierzony cel okre$lenia nikotyny w rosli-
nach pokolenia F,, ktére byly niepodatne na infekcje wirusem X, okazal
si¢ dotychczag trudny do wykonania ze wzgledu na brak odpowiedniej
mikrometody oznaczania nikotyny w poszczegélnych roslinach oraz zmia-
ne warunkow hodowli tytoniu (boksy szklarniowe mnieklimatyzowane w
Chetmie). Udalo sie natomiast uzyskaé kilka roslin tytoniu w pokole-
niu Fy, u ktérych zauwazono zmniejszong podatnos$¢ na zakazenie wiru-
sem X; na 30 ro$lin pokolenia F, jedna roélina nie byla podatna na in-
fekcje wirusowa. Problem syntezy nikotyny w tytoniu z punktu widze-
nia genetyki nie jest jeszcze rozwigzany [31-35]. Oznaczenia biochemiczne
ilosci wirusa X wykazaly wprawdzie pewne réznice zawartosci tego wi-
rusa u dwoch odmian tytoniu Ambalema Bergerac i Ambalema Gem-
bloux, ale powtarzalno$¢ wynikéw nie byla we wszystkich seriach do-
Swiadczen zadowalajaca.

W pracy prowadzono takze préby oznaczenia ilo$ci wirusa X w kraz-
kach wycietych z lisci tytoniu poddanych dzialaniu nikotyny, ale zadna
z metod bioehemicznych nie byla skuteczna, gdyz mikotyna daje mak-
simum pochlaniania $wiatla w spektrofotometrze przy tej samej prawie
dlugosci fali, co czagsteczka wirusowa i dlatego alkaloid ten zawsze prze-
szkadzal przy tego rodzaju oznaczeniach. Wszelkie préby usuniecia niko-
tyny z ekstraktéw roSlinnych (krgzkéw lisciowych) przygotowywanych
do badan w spektrofotometrze nie daly rezultatéw. Trzeba podkredli¢, ze
wystepujgca normalnie i gromadzona w lisciach tytoniu nikotyna, wy-
twarzana w roslinie- nie przeszkadza przy oznaczeniach spektrofotome-
trycznych wirusa X (nikotyna wystepuje w roélinie w formie soli, a nie
wolnej zasady).

Ciekawe wlasciwosci biologiczne wykazujg 2 odmiany tytoniu Am-
balema. Ich rézna reakcja na infekcje wirusows, rézna zawarto§é calko-
witego kwasu rybonukleinowego (25) oraz dzialanie hamujgce sokéw wy-
ci$nietych z ich lisci na wirusa X in vitro jest zapewne godna podkre§-
lenia.

Na podstawie wynikéw doswiadczenia opisanego w tej pracy mozna
stwierdzi¢, ze soki wycisniete z liSci tytoniu Nicotiana rustica i Virginia
Peyod znacznie bardzej ograniczajg liczbe plamek po inokulacji mnimi
liSci Gomphrena globosa niz sok otrzymany z liSci Ambalema Gembloux.
Pierwsze dwa tytonie odznaczajg sie wiekszg zawartoscig nikotyny w sto-
sunku do tytoniu Ambalema Gembloux (tab. 6).

Nasuwa sie mysl, ze w sokach wyci$nietych z liSci tytoniu oprécz ni-
kotyny znajduje sie wiele innych zwigzké6w chemicznych, ktére moga
spowodowa¢ wyzej opisany efekt. Niemniej jednak, wszystkie badania
przedstawione z tej pracy stanowig dowéd na specyficzne dzialanie alka-
loidu nikotyny na wirus X ziemniaka.



WPLYW ALKALOIDOW NA NAMNAZANIE SIEF WIRUSA X ZIEMNIAKA 61

Ustalenie zaleznosci miedzy iloscig nikotyny zgromadzong w liSciach
tytoniu a jego podatnoscig na inokulacje wirusem X wydaje sie byé¢ za-
gadnieniem nie bezposrednio lgczacym sie z efektem hamujacym niko-
tyny na namnazanie si¢ wirusa X, ktéra jest podawana z zewnatrz ro$-
linie w innej formie niz nikotyna syntetyzowana wprost w roslinie. O-
czywistyg jest przeciez rzeczg, ze ten sam zwigzek chemiczny, ktory jest
wytwarzany w danym organizmie, moze wykazaé zupelnie inne dziala-
nie, niz podawany z zewnatrz.

Grzelinska [22] w pracy z roku 1973 stwierdzila, ze ,,Hipoteza doty-
czgca udzialu alkaloidé6w w reakcjach odporno$ciowych roslin nie zyskata
wielu zwolennikéw, jakkolwiek prace ma ten temat sporadycznie poja-
wiajg sie do dzisiaj”.

Chociaz wielu autoréow [64] podaje, ze alkaloidy zalicza sie do sub-
stancji zwanych ,,$Smieciami metabolicznymi”, mozna jednakze na pod-
stawie licznych doswiadczen przytoczonych w tej pracy sadzié, ze alka-
loidy spelniajg w $wiecie roslinnym réwniez wazng role, ale dotychczas
jeszcze nie poznang. Jak wazne zadanie spelniajg alkaloidy w naukach
farmaceutycznych i medycynie, tego nie trzeba podkreslaé. Co do alka-
loidu nikotyny wydaje sie podnosi¢ jej znaczenie i range w roélinie to,
ze jej majwyzsza zawarto$¢ jest tam, gdzie najintensywniej przebiegaja
procesy zyciowe.

WNIOSKI

1. W pracy wykazano wyrazny wplyw hamujacy nikotyny, norniko-
tyny i efedryny na namnazanie sie wirusa X ziemniaka. Alkaloidy te byly
badane zaréwno jako inhibitory namnazania sie wirusa, jak i inhibitory
infekcji. | ‘

2. Istnieje pewne prawdopodobienstwo korelacji pomiedzy ilo$cig ni-
kotyny w ro$linie tytoniu a jej reakcjg na infekcje wirusem X ziem-
niaka. |
3. Odmiany tytoniu Nicotiana tabacum L. — Ambalema Bergerac
i Ambalema Gembloux sg interesujgcymi odmianami ze wzgledu na ich
czeSciowg odporno$é na infekcje wirusem X ziemniaka. Ponadto soki wy-
ciSniete z ich liSci i zmieszane z oczyszczonym preparatem wirusa X
ziemniaka powodowaly zmniejszenie infekcyjnosci tego wirusa.

4. Przy podawaniu zawartosci nikotyny dla jakiejkolwiek odmiany ty-
toniu nalezy $ci§le uwzglednié i opisa¢ warunki, w jakich dane rosliny
byly hodowane (uprawa polowa czy szklarniowa, wilgotno§¢ powietrza,
sklad gleby, temperatura, dtugosé dnia i nocy).

5. Badajgc korelacje miedzy zawartoscig nikotyny a odpornos$cig ros-
lm); tytoniu na wirusa X nalezaloby przebada¢ kilka pokolen i dobraé

L}
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odpowiednie mikrometody do oznaczania ilo$ci nikotyny w lisciach ty-
toniu. '

6. Nikotyna okazala sie silniejszym inhibitorem infekcji niz namna-
zania sie wirusa.

7. Gomphrena globosa przedstawia bardzo dobry obiekt do testow
biologicznych przy $ledzeniu liczby plamek pojawiajgcych sie na jej lis-
ciach po inokulacji wirusem X ziemniaka.

8. Metody biochemiczne oznaczen zawartosci wirusa X w tkance ros-
linnej nie zawsze wykazywaly zgodno$¢ z metodg testow biologicznych.
Wydaje sie, ze w poréwnaniu z oznaczeniami metodg biochemiczng wi-
rusa mozaiki tytoniu — w przypadku wirusa X ziemniaka lepsze sg me-
tody testow biologicznych. '

Pragne zlozyé¢ serdeczne podzigkowanie Panu Prof. J. Kochmanowi za
cenne uwagi przy redagowaniu tej pracy. Réwmniez dziekuje serdecznie
Panu Dr. Z. Gajosowi kierownikowi Pracowni Hodowli Ro$lin w Cen-
tralnym Laboratorium Przemystu Tytoniowego za umozliwienie prowa-
dzenia doSwiadczen i pomoc w wykonywaniu krzyzowania generatywne-
go. Pani Mgr inz. E. Debowskiej dziekuje bardzo za oznaczenia bioche-
miczne i pomoc przy innych badaniach prowadzonych w tej pracy.
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Mapusa Kasenvcxa-2Kuaa

BIUAHUE AJKAJOUIOB HA PA3MHOZKEHUE X BUPYCA KAPTO®DEIA
B JMUCTBAX TABAKA

Pez3zwmMme

B 1966-1974 rr npoOBOAMJMCH ONIBITHI IO BJAMAHMUIO AJIKAJOMAOB HA PAa3MHOMKEHUE
X Bupyca Kaprodeas B pacreHuax Tabagka. B KauecTBe pPacTUTEJIBLHOTO MaTepuaja
npuMeHeHbs! coprta Nicotiana tabacum: Yaitt Bypneir, AmMbanema Beprepak, AmbaJje-
Ma I'emGaykrc. B KadecTBe TecT-pacTteHmsa niasa X Bupyca Kaprodells NPUMEHAJNUCH:
Gomphrena globosa L., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. MccnemoBaHO
TOPMO3sAllee BAMAHME TPEX aNKaJIOMAOB: HMKOTMHA, HOPHMKOTHMHA M sdeapuua. JBa
IepBbIe BelllecTBa IIpMHaAJIeXXaT K alIkajiouaaM MHOABJAKIIMMCA B Tabake, sdenpuH
XXe #fABJAETCA TIpeNCTaBUTeJeM, TaK Ha3, MOPOTOoaNIKajoMIOB. BelienepeyncaeHHbIe
aJIKaJouAbl OLIIM McCCIenoBaHbI KaK MHTUMOMTOPBI pa3MHOIKEeHMA X BUpyca, a TaKxKe
KaK MHIMOMTOPbI MHMeRuuu. Topmozdunmiz 3pderT 3TuxX aJKaJoUMAOB Ha X BUPYC
Kaprodensa MccaemoBalicd ¢ IIOMOLULIO OMOJOTMYECKMX U OMOXMMMYECKUX TECTOB.
B HEKOTOPBIX CJly4dasX ycTaHOBJeHO 70%9 Kak cpemHmii IPOLEHT TOPMOXKeHudA. Mox-
HO ITPEAIIOJIOTaTh, UTO CYILECTBEVET HEeKOoTopas KOPPEeJAIMsa MEeXJAy BOCIPUYMBOCTBIO
K 3apaxeHmo X BUPYCOM Kaptodend, a KOJIWMYEeCTBOM HMKOTMHA, HAaKaIlJIMBaeMOTo
HuA TopMo3saulero sdderra HMKOTMHA Ha pa3MHOXKeHMe X Bupyca IyTeM TIpoBejae-
B pacTeHMe, OOHAKO 9TO ABJeHMe HeperyasapHoe. IIpeANpuMHATHI IONBITKM OOBACHS-
HMSA ABYHAITPaBJEHHBbIX I'eHeTUYeCKMX CKpelLNMBaHMII MeXxAy copramu Buua Nicotiana
tabacum: AmGanema Beprepak um AmbGaneMa I'eMOJyKe, OTIAMYAIOIIMXCA COAEPIKAHMEM
HMKOTMHA ¥ BOCOPUMMMUYMBOCTBIO K MHMpekuuu X sBupycom. IlonyuyeHo mokoyeHue F,
un F,. B noronenuu F, HaGaomanock pacllernjieHuMe NPU3HAKOB yYCTOMYMBOCTM B OTHO-
meHuy 1:30. JanbHeluye mnpobbl NpepBaHbl BBUAY OTCYTCTBMSA YCJIOBMII JAJA TIPO-
BeAeHMA ONbITOB. Pa3Hble pe3ynbTaThl ONpPEJeJIEHMiI II0 COAEPXKAHMIO HMKOTHHA B
INCTbAX Tabaka, M3 OTHEJILHBIX CEPUIT OILITOB, BLIIOJHEHHBLIX B TPEeX pPa3HbIX Tell-
Juuax OblIM BEPOATHO CBA3aHLI C MHBLIMM YCJIOBUMAMM MMKPOKJIMMATA.

Maria Kamie'r’zs]ca-Zyta

THE EFFECT OF ALKALOIDS ON POTATO VIRUS X MULTIPLICATION IN
TOBACCO LEAVES

Summary

Some experiments on the effect of alkaloids on multiplication of potato
virus X were carried out in 1966-1974. The following test plants were used:
Gomphrena globosa L., Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn, and four va-
rieties of Nicotiana tabacum: White Burley, Xanthi, Ambalema Bergerac and
Ambalema Gembloux. The inhibitory effect of three alkaloids: nicotine, norni-
cotine and ephedrine was tested. The first two of them occur in tobacco, while
ephedrine belongs to so called protoalkaloids. These alkaloids were tested as both
inhibitors of virus X multiplication and inhibitors of infection. Biological and
biochemical tests were used. In some tests the inhibitory effect reached 70%,
on the average. It can be suggested that there is a correlation between the suscep-
tibility of plants to the infection with potato virus X and the content of nicotine
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in their cells, although this is not a regular relationship. To explain the inhibitory
effect of nicotine on virus X multiplication, two varieties of Nicotiana tabacum,
Ambalema Bergerac and Ambalema Gembloux, which differ in the content of
nicotine and susceptibility to the infection with virus X, were generatively crossed.
Two generations, F; and F, were obtained. In the F, the resistant plants occurred
in the proportion 1:30. Differences in the content of nicotine among tobacco leaves

used in the series of experiments in three various greenhouses probably resulted
from the differences in microclimate.
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