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WPLYW SULFOTLENKU DWUMETYLU NA SYNTEZE WIRUSA
MOZAIKI TYTONIU W KRAZKACH WYCIETYCH Z LISCI
NICOTIANA TABACUM VAR. SAMSUN

Lucyna Wajda, Bozena Czuber
Pracownia Wirusologii ZFR PAN, Krakéw

Sulfotlenek dwumetylu (DMSO) jest plynem slabo zasadowym, dipo-
larnym, dzialajgcym silnie na blony cytoplazmatyczne zaré6wno komdrek
zwierzecych jak i roslinnych. Wiasnosci fizyko-chemiczne tego zwigzku
omawiane sg w literaturze.

Z dotychczasowych badan wynika, ze zwigzek ten zmienia przepu-
szczalno$§é blon cytoplazmatycznych zwiekszajac ich przenikliwosé dla
réznych zwiazkéw chemicznych trudno wnikajgcych do komérek, czy
tez tkanek [3, 5, 8, 16], oraz oddzialywa w bardzo szerokim zakresie na
‘rézne uklady biologiczne [9, 14, 15].

Badania ostatnich lat wykazaly, ze DMSO wplywa na metabolizm
zwierzat i roslin poddanych jego dzialaniu [17]. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosei fizyko-chemiczne i stosunkowo niewielkg toksycznosé¢é zna-
lazl szerokie zastosowanie w medycynie, biologii, weterynarii, a ostatnio
i w rolnictwie. i .

W ostatnich latach wiele uwagi poswiecono badaniom zwigzanym
z fizjologicznym dzialaniem sulfotlenku dwumetylu na tkanki zwierzece
hodowane w kulturach tkankowych [3], na bakterie [8, 10] oraz na wiru-
sy zwierzece [1, 2, 11]. Jak dotad niewiele prac poswieconych bylo bada-
niom nad wplywem DMSO na metabolizm roslin zdrowych jak tez
i porazonych wirusami ro$linnymi.

Praca niniejsza omawia pierwsza cze$¢ doSwiadczen przeprowadzo-
nych z réznymi koncentracjami DMSO, na ktérych hodowano krazki
wyciete z liSci tytoniu zakazonego wirusem mozaiki tytoniu.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu réznych koncentracji DMSO na
namnazanie sie wirusa mozaiki tytoniu oraz wplywu tego zwigzku na
zakaZno$é wirusa.



24 LUCYNA WAJDA, BOZENA CZUBER

MATERIAL I METODY

Doswiadczenia przeprowadzano na liSciach tytoniu odmiany Samsun
w stadium 9 lisci (nie liczgc liSci mlodocianych). Liscie tych roslin opyla-
no karborundem i inokolowano zawiesing wirusa mozaiki tytoniu w kon-
centracji 0,05%e. Nastepnego dnia wycinano z nich krgzki o $rednicy
16 mm, wazono je i ukladano do szalek napeilnionych pozywksg z sacha-
rozg (kontrola), lub pozywks z dodatkiem DMSO w réznych koncentrac-
jach. W kazdej szalce znajdowalo si¢ 15 ml ptynu i 15 krgzkéw, pocho-
dzacych z lisci kolejnych pieter, a wiec réznego wieku. Jako pierwszy
oznaczano lis¢ najmlodszy, a jako o6smy lis¢ najstarszy. Szalki wraz
z krgzkami hodowano w komorach o stalym os$wietleniu i statej temp.
20°C £1°, Po trzech dniach krgzki ptukano w biezgcej wodzie przez
15 min, osuszano delikatnie w bibule filtracyjnej, ponownie wazono,
a nastepnie rozcierano w mozdzierzu z wodg wodociggowg w stosunku
1:10 i1 wirowano przez 15 min przy 3000 obr./min. Cze$¢ odwirowanego
soku rozcienczano wodg wodociggowg 1:1000 i inokulowano nim liscie
rosliny testowej Nicotiana glutinosa. W pozostalym soku zawartos¢ wiru-
sa mozaiki tytoniu oznaczono metodg Taniguchi [18]. Zawarto$¢ wirusa
podawano w mg/ml. ‘

W testach infekcyjnosci liczbe plamek uzyskanych na liSciach roslin
testowych przeliczano na 1 cm?, lub podawano procent zahamowania za-
kaznosci wirusa, jezeli szczepiono potéwki lisci sokiem z krazkéw kon-
trolnych i sokiem z ro$lin testowych, czyli sokiem z krgzkéw hodowa-
nych na réznych koncentracjach DMSO.

W doswiadczeniach uzyto nastepujacych koncentracji DMSO: 1:5,
1:10, 1:20 i 1:40, co wynosilo odpowiednio 20%, 10%, 5% i 2,5%.
Doswiadczenia przeprowadzano na lisciach réznego wieku, w celu stwier-
dzenia, czy DMSO oddzialywa jednakowo na tkanki liSci réznego wieku.

WYNIKI

Obserwacje makroskopowe krgzkéw dokonane w toku doswiadczen
wykazaly, ze krazki hodowane w najwyzszej koncentracji DMSO wyno-
szacej 20%o (stez. 1:5) byly jasnozielone, cienkie i bardzo wiotkie. Plyn
za$, na ktérym je hodowano mial barwe zielong. Na krgzkach hodowa-
nych w 10% DMSO objawy takie wystapity w stopniu znacznie stabszym,
za$ krazki hodowane w najnizszych uzytych w do$wiadczeniach koncen-
tracjach DMSO nie réznily sie wygladem od krgzkéw kontrolnych. Opi-
sane zmiany w wygladzie zewnetrznym krazkéw poddanych dzialaniu
silnych dawek DMSO wydajg sie by¢ wynikiem ich toksycznego dziala-
nia na tkanki lisci.

Zmiany zaobserwowane w wygladzie zewnetrznym krgzkéw podda-
nych dzialaniu wyzszych koncentracji DMSO znalazly swoje odbicie w ich
ciezarze. Po trzech dniach hodowania krazkéw w tych dawkach DMSO
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wystapil ubytek ciezaru krgzkéw w stosunku do ciezaru poczgtkowego,
jak tez znaczny spadek ciezaru w stosunku do ciezaru krazkéw kon-
trolnych. Dane liczbowe dotyczace tego zjawiska zestawiono w tab. 11i 2.
Najmniejsze réznice w ciezarze krazkéw daly sie zaobserwowaé w naj-
nizszej koncentracji DMSO wynoszacej 2,5%, sg one zblizone do kontroli.
Przedstawione w tab. 1 i 2 liczby wydajg sie $wiadczy¢, ze najnizsze
koncentracje DMSO wywierajg znacznie stabszy efekt toksyczny, a to-
ksycznos¢ szybko maleje wraz z obnizaniem koncentracji DMSO. Wnosi¢
o tym mozna z przyrostu ciezaru krgzkéw po trzech dniach hodowania
ich na réznych koncentracjach DMSO.

Dane liczbowe przedstawiajgce ilo$¢ wirusa w poszczegbélnych krgz-
kach pochodzgcych z réznych lisci i hodowanych w réznych koncentra-
cjach DMSO réwniez zebrane sg w tab. 1 i 2. Liczby te dotyczg oznaczen
spektrofotometrycznych wirusa w soku badanych krgzZkéw i przedstawio-
ne sg w mg wirusa w 1 ml soku. Z podanych w tab. 1 i 2 liczb wynika,
ze w krazkach hodowanych w najsilniejszych koncentracjach DMSO wy-
noszgcych 20% i 10%,, wirusa mozaiki tytoniu bylo najmniej w poréw-
naniu z kontrolg. Srednio stanowilo to od ok. 20 do 50%% tej ilosci, jaka
stwierdzano w krgzkach kontrolnych. Obnizenie zawarto$ci wirusa

Tabela 1

Por6wnanie ciezaru, infekcyjnosci i zawarto$ci wirusa mozaiki tytoniu w krazkach kontrolnych
i poddanych dziataniu 209%, sulfotlenku dwumetylu

Rodzaj Ciezar krazkéw w mg Sradnia Besba o
Lisé s owki —— plamek TMYV mg/ml | zahamo-
pozywki pkowqy koricowy | réznica pa 1 cm? -

1 | kontrola 770 1190 +420 4,8 0,2765 98
DMSO -790 662 —138 | 0,07 0,1793

2 | kontrola 468 690 +222 13,1 0,2415 96
DMSO 468 458 — 10 1,1 0,1345

3 | kontrola 460 690 +230 12,0 0,1860 97
DMSO 466 474 + 8 0,7 0,0727

4 | konztola 484 728 +224 51 0,1755 95
DMSO 490 500 + 10 0,2 0,0660

5 | kontrola 580 876 4296 3.4 0,1630 90
DMSO 580 548 — 32 0,3 0,0536

6 | kontrola 632 892 +260 2,7 0,1560 59
DMSO 634 562 — 72 0,3 0,0500

7 | kontrola 784 1026 +242 1,9 0,1530 92
DMSO 778 634 —114 0,2 0,0362

8 | kontrola 640 858 +218 0,9 0,1410 68
DMSO 620 538 — 82 0,07 04,0222
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bylo mniej wiecej jednakowe we wszystkich badanych krgzkach bez

wzgledu na wiek lisci, z ktéorych wycinano krazki.

Tabela 2

Poréwnanie ci¢zaru, infekcyjnosci oraz zawartosci wirusa w krazkach kontrolnych i poddanych
dzialaniu réznych koncentracji sulfotlenku dwumetylu

Licd Rodzaj Ciezar krazkéw w mg TMV A
i8¢ : .

pozywki poczatkowy koncowy réznica mg/ml zahamowania
1 kontrola 366 692 +326 0,376

DMSO 1:10 344 287 — 57 0,115 100,0

DMSO1: 20 355 477 +122 0,202 25,6

DMSO1: 40 320 563 +243 0,276 49,2
2 kontrola 271 496 +225 0,444

DMSO1:10 266 235 — 3 0,149 99,0

DMSO1:20 267 379 +112 0,152 75,9

DMSO 1:40 254 454 +200 0,309 47,5
3 kontrola 302 454 +152 0,398

DMSO 1:10 303 183 —120 0,069 98,8

DMSO 1:20 302 390 + 88 0,131 77,3

DMSO 1:40 303 425 +122 0,269 4,8
4 kontrola 328 467 +139 0,305

DMSO1:10 331 158 —173 0,100 100,0

DMSO1:20 330 343 + 13 @,158 85,7

DMSO 1:40 300 453 +155 0,206 34,5
5 kontrola 386 536 +150 0,216

DMSO1:10 357 225 —132 0,067 98,8

DMSO1:20 395 386 - 9 0,181 70,8

DMSO 1:40 381 468 + 87 0,166 15,4
6 kontrola 366 526 +160 0,106

DMSO 1:10 375 255 —120 0,051 99,4

DMSO 1:20 367 336 — 31 0,125 52,2

DMSO 1:40 383 474 + 91 0,151 34,1

Na rys. 1 przedstawiono krzywe zawartosci wirusa w krgzkach po-
chodzacych z lisci réznego wieku i hodowane w réznych koncentracjach
DMSO. Nalezy podkresli¢, ze przebieg tych krzywych jest we wszystkich
koncentracjach podobny, ale zawarto$¢ wirusa jest rézna, tym wyzsza,
im nizsza byla dawka DMSO, na ktérej hodowano krazki. W toku prze-
prowadzanych do$wiadczen nie stwierdzono wigkszych roznic w reakceji
lisci réznego wieku na DMSO. Wszystkie badane liscie reagowaly zmniej-
szeniem sie zawarto$ci wirusa, przy czym zawarto$¢ wirusa mozaiki ty-
toniu w liSciach starszych byla bardziej zblizona do zawartoSci wirusa
w krazkach z lisci kontrolnych. Spadek zawartosci wirusa w krazkach
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Rys. 1. Poréwnanie zawarto$ci wirusa mozaiki tytoniu w krazkach kontrolnych
i poddanych dzialaniu réznych koncentracji sulfotlenku dwumetylu
1 — zawarto§é wirusa w mg/ml w krazkach kontrolnych, 2 — zawarto§¢ wirusa
w mg/ml w krazkach poddanych dzialaniu sulfotlenku dwumetylu w konc. 1:40
2,5%), 3 — zawarto§é wirusa w mg/ml w krazkach poddanych dziataniu 5% sul-
fotlenku dwumetylu, 4 — zawarto§é wirusa mozaiki tytoniu w mg/ml w krazkach
poddanych dzialaniu 10% roztworu sulfotlenku dwumetylu

hodowanych na DMSO byl najnizszy w liSciach najmlodszych, a w miare
tego, im starsze liscie brano do doswiadczen, spadek ten byl coraz nizszy
i w liSciach starszych 5 i 6 niewiele sie réznit od kontroli. Wida¢ to zwia-
szcza w koncentracji DMSO wynoszacej 10%0 i 5%.

Zakazno$é uzyskanych preparatéw wirusowych w toku przeprowa-
dzanych do$wiadczen byla bardzo niska, a procent zahamowania w te-
stach infekcyjnych dochodzit nawet do 100%. Odpowiednie liczby ilu-
strujgce te zjawiska zamieszczone sg réwniez w tab. 1 i 2.

7 pordéwnania krzywych obrazujacych zawartoSci wirusa i jego za-
kazno$é w kolejnych lisciach (rys. 2) wynika, ze istnieje duza rozpietos¢
pomiedzy zawartoScia wirusa, oznaczong spektrofotometrycznie, a jego
zakaznoscig badang przy pomocy testéw biologicznych. Nalezy podkreslic,
ze podobna réznica pomigdzy zawartoscia wirusa oznaczong spektrofoto-
metrycznie, a jego zakazno$cig dala sie stwierdzi¢ i w kontroli. Najwyz-
szg zaka#znoé¢é wykazuje sok pochodzacy z lisci 2 i 3, a wigc lisci milod-
szych dobrze juz rozwinietych. Sok lici 4 i nastepnych wykazuje gwal-
towny spadek zakaznosci, podczas gdy zawartos¢ wirusa w tych lisciach
oznaczana spektrofotometrycznie wykazuje racze] bardzo powolny i tagod-
ny spadek krzywej (rys. 2). Natomiast w krazkach wycietych z liSci r6znego
wieku i hodowanych w najwyzsze]j koncentracji DMSO, wynoszacej 20%o
zakaznoéé soku byla prawie réwna zeru, podczas gdy zawarto$¢ wirusa
oznaczana spektrofotometrycznie wynosita mniej wiece] /3 tej ilosci,
jaka stwierdzono w kontroli. Wyniki tych doswiadczen przedstawia rys. 2.
Charakter krzywej uzyskanej z krazkéw poddanych’ dziataniu DMSO
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Rys. 2. Por6wnanie zawarto§ci wirlisa mozaiki tytoniu oraz jego zakaZzno$ci
w krazkach kontrolnych i poddanych dziataniu .20% roztworu sulfotlenku dwu-
metylu
1 — zawarto§¢ wirusa mozaiki tytoniu w krgzkach kontrolnych, 2 — zakazno§é
wirusa mozaiki tytoniu w soku krazkéw kontrolnych, 3 — zawarto§¢ wirusa mo-
zaiki tytoniu w krazkach poddanych dzialaniu 20% sulfotlenku dwumetylu,
4 — zakazZno$§¢ wirusa mozaiki tytoniu w soku krgzkéw poddanych dziataniu
20% sulfotlenku dwumetylu

w koncentracji 20%o jest bardzo podobny do krzywej uzyskanej z krgz-
kéw kontroli, ale znacznie obnizona jest ich warto$¢ liczbowa, co wydaje
sie $wiadczy¢ o matej zawarto$ci wirusa w soku tych krgzkow.

Z dotychczasowych obserwacji wydaje sie wynika¢, ze DMSO jest
zwigzkiem o wiele mniej toksycznym w poréwnaniu z wieloma innymi
substancjami chemicznymi. Dawki DMSO wywolujgce wyrazne objawy
trujgcego dzialania sg wielokrotnie wyzsze niz dalo sie to stwierdzi¢ dla
wielu innych zwigzkéw chemicznych réznego typu. Dawki trujgce DMSO
dla komoérek zwierzecych sg wielokrotnie nizsze i zaczynajg sie juz od
koncentracji 1%, za$§ dawki dzialajgce trujgco na tkanki roslinne sg
wielokrotnie wyzsze i wynoszg np. dla Datura sp. 5% [17], a dla traw 6%.
Dla trzyletnich siewek brzoskwin 7,8 roztwér DMSO wywolywal juz
wyrazne objawy toksyczne, za§ 3,9% roztwér dzialal toksycznie tylko
przez pewien czas [12]. Te réznice w dzialaniu réznych koncentracji
DMSO wydajg sie byé spowodowane wieloma czynnikami, jak: roznymi
metodami podawania roslinom DMSO (spryskiwanie, dodawanie do po-
zywek, podlewanie roztworami wodnymi ziemi itp.), a takze r6ézng wra-
zliwoscig samych roslin w obrebie jednego gatunku.

Uzyskane w toku naszych doswiadczen wyniki sugeruja, ze DMSO
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obniza namnazanie sie wirusa TMV w krazkach wycietych z lisci tytoniu
odmiany Samsun. Cochran i wspétpracownicy [4] podaja, ze koncentracje
DMSO ponizej 20%0 nie wptywajg na zakazno$¢ TMV, a dopiero koncen-
tracje pomiedzy 2090—60%0 wyraznie zmieniajg zakaZnos¢ tego wirusa,
przy czym roznice sg zalezne od koncentracji DMSO. Pine [13] stwier-
dzil, ze DMSO powoduje obnizenie powstawania liczby plamek nekro-
tycznych ma ro$linach testowych, ktére byly nim spryskiwane lub pod-
lewane. Takie obnizenie otrzymano w koncentracjach od 0,005—1%bo, przy
czym koncentracje te nie wywolywaly objawéw toksycznych. Nalezy pod-
kresli¢, ze stopien zahamowania jest inny na Nicotiana glutinosa, a inny
na Chenopodium amaranticolor.

Réowniez i u fasoli efekt dzialania DMSO na tworzenie sie plamek
nekrotycznych po inokulacji wirusem mozaiki tytoniu jest rézny i w du-
zym stopniu zalezy od odmiany. Jednoczes$nie autorzy ci wykazali, Ze
DMSO wplywa na pobieranie manganu z pozywki i ze istnieje zalezno$¢
pomiedzy powstawaniem plamek, a pobieraniem manganu [6]. Jak wy-
kazano, DMSO ma wplyw wyraznie hamujacy na kietkowanie ziarn
pyiku i jak przypuszczajg autorzy, wplywa na wydluzanie sig¢ lggiewki
pytkowej [7].

Z literatury wiadomo, ze DMSO zwieksza zakaznos¢ RNA wiruso-
wego niektorych wiruséw zwierzecych [19, 20]. Te wielostronne dzialania
sulfotlenku dwumetylu wydajg sie mie¢ wplyw na niektére etapy syntezy
wirusowej w obrebie komoérek roslinnych i jako takie stanowig ciekawy
przedmiot badan.
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Jwyuna Baiioa, Boxscena Yybep

BJIMAHHE CVYJIb®OOKHCH OVMMETHUIIA HA CUHTE3 BUPYCA MO3AMKU
TABAKA B KPYJ)XKAX, BBIPE3AHHBIX U3 JIMCTHEB

Pe3wome

B xone pabGoThl mokasaHO 3ajeprKUBaHME PA3MHOMKEHMsI BHPYCa MO3aUKM Ta0aKa B KPY»K-
KaX JIMCTBEB Pa3HOro BO3pacTa, NOJ BIIUSHUEM AeMCTBUs CyabhOOKUCH AuMeTHUIa. Bosee BbICO-
KHe O03bl MMEJIM OJHOBPEMEHHO TOKCHYECKOoe aeiicTBHe. DPdeKT 3agep)KUBaHUS 3aAMETHO 3a-
BHCHT OT KOHLEHTPAaLUHU CYJIb(MOOKUCH OMMETHJNIA. TaKike Ka)KeTCS, UTO HCCIIEAYyEMOE COeqUHe-
HUE CHIDKAaeT MH(EKIHOHHOCTh BHpPYCa Ja)ke B Oosiee CNaObIX KOHICHTPALUAX.

Lucyna Wajda, Bozena Czuber

THE INFLUENCE OF DMSO ON THE SYNTHESIS OF TOBACCO MOSAIC
VIRUS IN DISCS CUT OUT FROM LEAVES OF NICOTIANA TABACUM VAR.
SAMSUN

Summary

The paper presents the results of experiments involving study of the influence
of DMSO on the multiplication of TMV in discs cut out from leaves of tobacco
var. Samsun.

It results from the experiments that DMSO inhibits the multiplication of TMYV.
Concentrations higher than 5% were toxic for examined tissues.



