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WPLYW MOLIBDENU NA WIROZOPODOBNE OBJAWY NA
ROSLINACH I PRZEMIANY RNA W LISCIACH TYTONIU !

Aniela Koztowska

Akademia Rolnicza w Krakowie

Posiadamy bardzo bogatg literature dotyczgcag caloksztaltu roli mo-
libdenu jako pokarmu rosliny [2]. Objawy niedoboru molibdenu sg bardzo
wyrazne i byly opisane dla wielu roslin [11]. Najlepiej sa znane u kala-
fiora pod nazwg choroby ,,whiptail” [13].

Objawy niedoboru molibdenu u tytoniu byly badane w kulturach
wodnych [25]. Zwiniecie i skrecenie blaszek liSciowych i nastepnie po-
wiekszajgca sie nekroza az do calkowitego zeschniecia lisci byly czesto
obserwowane. Przy niedoborze Mo ro$liny byly o 38 cm nizsze w poréw-
naniu z roslinami zawierajgcymi normalng dawke tego pierwiastka. Sred-
nia normalna zawarto$¢ Mo w lisciach tytoniu wynosi 6,4 ppm, przy nie-
doborze 0,3 ppm. W kulturach wodnych przy nadmiarze Mo $wieza masa
lisci tytoniu jest mniejsza, a procent alkaloidow wyzszy [26]. Jednym z
objawéw nadmiaru Mo obserwowanych u wielu roslin jest chloroza [10,
17]. W kulturach wodnych wystepowata ona przy 20 ppm Mo dostarcza-
nym ro$linie [29]. Rosliny wykazywaly jednoczesnie daleko posunietg to-
lerancje w wypadku nadmiaru tego pierwiastka [8].

Zdolno$¢ przenoszenia sie Mo w roslinach jest nieznaczna. Przedmio-
ten niniejszej pracy jest okresSlenie symptoméw wystepujgcych na siew-
kach tytoniu pod wplywem zwiekszonych dawek molibdenu z réwnocze-
sng analizg przy uzyciu mikrospektrofotometru zmian zachodzgcych w
komérkach.

WPROWADZENIE MO PRZEZ KORZENIE W KULTURACH WODNYCH
HODOWLE ROSLINY W ZIEMI OGRODOWEJ

Siewki zaré6wno bardzo male (w stadium 4 lisci), jak i starsze (6 lisci
rozwinietych) byly przenoszone bezposrednio z ziemi do roztworé6w mo-
libdenianu amonu w pozywce wg Hewitta [9], z mikroelementami pozba-
wionymi Mo, i w czystej wodzie.

1 Praca dofinansowana przez Wydzial V Polskiej Akademii Nauk.
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Molibdenian amonu byl dodawany do poszczegdélnych serii naczyn w
ilosci od 0,05 do 0,0000005 g/1 molibdenu. Kontrolng byly pozywka i woda.
Wstepne doswiadczenia wykazaly, ze objawy w postaci chlorotycznych
plamek, zaobserwowane w pézniejszych stadiach rozwoju roslin na roz-
wijajgcych sie liSciach, zjawiajg sie tylko wtedy, gdy molibden byt po-
dawany roslinie w $rodowisku kwasnym o pH od 3,5 do 5,5. Przy odczy-
nie obojetnym (pH = 7) w seriach powtarzalnych doswiadczen nie bylo
zadnych widocznych zmian na rozwijajgcych sie lisciach. Dla wszystkich
doswiadczen przyjeto jedno pH + 4,5.

Siewki zarowno mlode, jak i starsze po przeniesieniu z ziemi do pozy-
wek molibdenowych zaré6wno z pozywka, jak i z H,O nie wykazywaly na
0g6t po trzech dniach zadnych zmian chorobowych. Dopiero przy steze-
niu 0,5 g/1 i 1 g/1 Mo dolne liscie siewek wiedly. Przeprowadzono 12 dos-
wiadczen, dajgc w kazdym po 4 siewki do kazdego stezenia molibdenu.
Od 8 do 16 dni po przesadzeniu siewek z kultur wodnych z molibdenianem
amonu z powrotem do ziemi, obserwowano na nowych, rozwinietych lis-
ciach charakterystyczne chlorotyczne plamki, ktére wystepowaly w po-
szczegdlnych do$wiadczeniach niezaleznie od stezenia molibdenianu amo-
nu w rozmaitym nasileniu. Réznily sie one wielkosScig: dostrzegalne przy
malym powiekszeniu mikroskopu 0,1 mm (rys. 1 A) 0,60 mm utworzone
z kilkunastu komérek chlorotycznych, wyrazne golym okiem widoczne
1 mm do 1,5 mm (okolo 30 komoérek) z wyraznym obrzezeniem (rys. 1 B),
wreszcie wieksze 2 mm i 3 mm. Wraz z wiekszymi wymiarami wystepo-
wala czesto silna nekroza, prowadzgca do calkowitego zaniku tkanki
(rys. 1 C). Obserwujgc plamki od chwili ich pojawienia sie na liSciu, moz-
na bylo stwierdzi¢ ich stopniowe powiekszanie sie. Przy obserwacji brano
pod uwage jedynie plamki, ktére zjawily sie na lisciach rozwinigtych po
przelozeniu siewek do ziemi. Na rysunku 2 pokazano lis¢ siewki,
ktora przez 3 dni byla zanurzona w H,O + 0,05 g/l Mo, a nastepnie 4 ty-
godnie byla hodowana w ziemi. Widoczne s3 chlorotyczne plamki réznej
wielkosci od 0,5 do 2 mm S$rednicy, ponadto na brzegu liscia zaznaczyl
sie charakterystyczny ubytek blaszki liSciowej, przypominajacy nadgry-
zienie. Objaw ten, charakterystyczny dla niektérych chordb wirusowych,
powtarzal sie kilkanascie razy w ciggu prowadzonych badan.

Précz niepowtarzalnej liczby zjawiajacych sie plamek, bardzo wazna
byla obserwacja ro$lin kontrolnych, trzymanych w pozywce wzglednie
w wodzie bez Mo. Na siewkach N. rustica w warunkach szklarniowych,
zwlaszeza w kulturach wodnych, stwierdzono dos¢ czeste uszkodzenia
blaszki lisciowej w formie okraglych nekroz z wypadajacg bardzo SZy.b—
ko tkankg. Zranienia te w stadium poczgtkowym s3 trudne do odroéznie-
nia od chlorotycznych plamek zjawiajgcych sie z reguly ma siewkach
wzrastajacych przez okreslony czas pod wplywem wigkszych niz normal-
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nie dawek Mo. W celu stwierdzenia, CZy zjawiaja,-f:e pod wplywem Mo
chlorotyczne plamki sg zjawiskiem specyficznym, przeprowadzono do-
Swiadczenia stosujgc metode inokulacji.

PRZESZCZEPIANIE MATERIALU DOSWIADCZALNEGO

W ciggu 12 miesiecy przeprowadzono 12 kolejnych dos$wiadczen z
siewkami N. rustica przenoszonymi z ziemi, z warunkéw szklarniowych,
do kultur wodnych w kamerach o temperaturze 26°C i 14 godzinnym
oSwietleniu. Siewki byly przenoszone na okresy kilkudniowe do pozywki
Hewitta bgdz do czystej wody, a nastepnie na 3 dni, jak w do$wiadcze-
niach poprzednich, do rozmaitych stezen NHy-molybdate o pH + 4,5.

Bezposrednio po wyjeciu siewek z kultury wodnej, roztartymi ich
lis¢émi szczepiono wyhodowane w doniczkach w ziemi ogrodowe] siewki
w stadium 3-4 liSci. Po inokulacji trzymano je w dalszym ciggu w ka-
merach, w ustalonych warunkach $wiatla i temperatury. Niekiedy juz po
7 dniach, a najczesciej po 9 (do 18) na liSciach rozwijajacych sie powyzej
lisci szczepionych, pojawialy sie chlorotyczne plamki. Tak jak to mialo
miejsce w pierwszej serii do$wiadczen, nasilenie plamek bylo rézne. W
jednej serii do$wiadczen nie bylo ich wecale, natomiast w jedenastu ana-
logicznych seriach liczba ich wahala sie od kilkuset na 18 roslinach, na
ktorych dokonano przeszczepu, do kilku na tej samej liczbie roslin. Naj-
wieksza liczba plamek wystepowala na 1 i 2 liSciu powyzej szczepionych,
na 3 lisciu plamki byly jeszcze dosé czesto obserwowane, na 4 i 5 lisciu
powyzej szczepionych stwierdzono je tylko w jednym wypadku. W 3 do-
Swiadczeniach przeprowadzono z siewek zainokulowanych, na ktorych
wystapity wyrazne objawy, dalszg reinokulacje na nowe siewki w stadium
3 lisci.

Jak wynika z danych zamieszczonych w tabeli 1 reinokulacja data
wyrazne, cho¢ nieco stabsze objawy niz material wyjsciowy. Rysunek 3
to lis¢ 4, pierwszy powyzej lisci szczepionych 11 dni po dokonanej ino-
kulacji siewkg trzymang 3 dni w pozywce Hewitta z 0,0002 g/l Mo. Ry-
sunek 4 przedstawia siewke pomidora Lycopersicum chilense potartg so-
kiem z roztartego liscia tej samej siewki tytoniu z pierwszego przeszcze-
Pu. Gatunek ten reaguje na wprowadzany korzeniami molibden charak-
terystycznym wygieciem ogonkéw lisciowych, podobnym do wygiecia ja-
kie wystagpilo w opisanym do$wiadczeniu przy dokonanym przeszczepie.

W jednym z do$wiadczen, gdy nasilenie plamek po pierwszym prze-
Szczepie dochodzilo do kilkudziesieciu na jednym lisciu, udato sie prze-
prowadzi¢ 3 kolejne pasaze. Stwierdzono, przy kolejnych przeszczepach
coraz slabsze masilenie objawow, ktére wreszcie zanikaly zupenie.
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HODOWLA ROSLIN W STERYLIZOWANYM PIASKU

W celu wyeliminowania czynnika glebowego przeprowadzono serie
doswiadczen hodujgc siewki od nasienia w sterylizowanym piasku pod-
lewanym pelng pozywka w komorach, w stalej temperaturze 26°C i przy
14-godzinnym oswietleniu.

Gdy siewki mialy rozwiniete 4 liScie przenoszono je do wodnych kul-
tur: z czystg wodg i pozywka Hewitta z mikroelementami bez Mo z mo-
libdenianem amonu o stezeniu 0,005 i 0,0005 g/l. Pierwsza seria po 5
dniach byla z powrotem przenoszona do kultury piaskowej, ré6wnoczesnie
liSémi zakazano siewki w piaskowej kulturze o 4 rozwinietych liSciach.
Drugg serie przetrzymano w wodnej kulturze z molibdenianem amonu
7 dni, po czym wsadzono do piasku i zaszczepiono siewki. W poréwnaniu
z siewkami wyhodowanymi w tych samych warunkach na ziemi ogrodo-
wej liczba plamek byla mniejsza, ale zjawily sie one regularnie po 16
dniach od wlozenia siewek do pozywek molibdenowych, przy czym nasi-
lenie objawoéw w obu seriach nieznacznie sie réznilo. Plamki na szczepio-
nych lisciach pojawily sie p6zno, dopiero po 23 dniach, nie mniej byly
zupelnie wyrazne i charakterystyczne. Kontrole przeprowadzone zarow-
no na pozywece, jak i czystej wodzie byly pozbawione jakichkolwiek obja-
woéw zaré6wno na siewkach przesadzanych, jak i szczepionych li§¢émi z ho-
dowli bezmolibdenowej.

HODOWLE W STERYLIZOWANYM PIASKU I SRODOWISKU WODNYM

- Odmiennie zareagowaly na molibdenian amonu siewki N. rustica ho-
dowane przed i po wyjeciu z pozywki molibdenowej w $rodowisku wod-
nym. N. rustica byla wysiana w sterylnym piasku w kamerach i podle-
wana pozywka. Po 20 dniach, kiedy miala rozwiniete 3 liScie zostala
przeniesiona do kultury wodnej z pelng pozywka do 150 ml naczyn szkla-
nych na okres 2 tygodni. Nastepnie siewki o 5 rozwinietych lisciach prze-
tozono do H,O z dwoma stezeniami Mo: 0,005 i 0,0005 g/l o pH = 4,5,
jednga serie siewek na 5 dni i drugg seri¢ na 7 dni, po czym siewki wsta-
wiono z powrotem do kultury wodnej. Siewki z I serii po 16 dniach mialy
9 lisci, przy czym 4 goérne liscie rozwiniete po wyjeciu siewek z molib-
denianu amonu osadzone na skréconej, w poréwnaniu z kontrols, fody-
dze, byly silnie pomarszczone, z wygietymi zgrubialymi nerwami, i brg-
zowg biegngcg przez srodek smugs.

. U siewek serii II, trzymanej 7 dni na pozywce molibdenowe], W}"
rastajace nowe liscie odznaczaly sie jeszcze silniejszymi znieksztalcenia-
mi i zahamowaniem rozwoju. LiScie ktore pobieraty i magazynowaly mC’>-
libden w duzej ilosci, zachowaly wyglad normalny, natomiast liscie, kto-
re poprzez korzenie molibdenu pobiera¢ nie mogly ulegly krancowemu






Rys. 1. Mikrofotografie plamek chlorotycznych zjawiajacych sie na nowych roz-

winietych lisciach po przesadzeniu siewek N. rustica z pozywek molibdenowych do

ziemi: A — plamka 0,5 mm (pow. 37 x), B — plamka z stadium poézniejszym z zaz-
naczonym obrzezeniem (pow. 30 x ), C — plamka nekrotyczna (pow. 24 X)
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Rys. 2. Li§é siewki N, rustica trzyma- Rys. 3. Lis¢ siewki N. rustica powyzej

nej 3 dni w H,0+0,05 g/l Mo a na- inokulowanych, 11 dni wcze$niej lis¢mi
stepnie 4 tygodnie w ziemi; widoczne siewki trzymanej 3 dni w pozywce
plamki i ubytki liscia 0,0002 g/l Mo

znieksztalceniu, z widocznymi zmianami, ktére zajs¢ musialy w tkance
przewodzacej. Oglagdana pod mikroskopem tkanka sitowo-naczyniowa o-
gonka znieksztalconego 6 liScia miala brunatno zabarwiona tkanke sitowa
wykazujacg zniszczenie. Przekr6j glownej todygi pod 5 liSciem rozwinie-
tym normalnie nie wykazywal zmian w tkance przewodzacej. Hewitt 1
Agarwala [14] wykazali na skrawkach mikroskopowych ogonkow liscio-
wych pomidoréw, kalafioréw i innych ro$lin wzmozone procesy reduk-
cyjne, zachodzace pod wplywem molibdenu w tkance sitowej i tworczej.

W siewkach tytoniu trzymanych stale w kulturach wodnych, tkanka
sitowa ulegla wyraznemu znieksztalceniu w okresie rozwoju lisci, gdy
ro$liny juz nie wzrastaly w pozywce molibdenowej. Wskutek tego rozwoj
liSci gérnych zostal zahamowany, co wskazuje na wstrzymanie do nich
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7%

Rys. 4. Siewka pomidorowa Lycopersicum chilense potarta sokiem tytoniu trzyma-
nego w pozywce z molibdenem

doplywu substancji odzyweczych. Przeprowadzona inokulacja sokiem dol-
nych i gornych znieksztalconych lisci z obu serii, nie dala charaktery-
stycznych chlorotycznych plamek na zdrowych siewkach.

WPLYW AZOTU W FORMIE AZOTANOWEJ I AMONOWEJ
NA INTENSYWNOSC OBJAWOW

W opisanych juz seriach do$§wiadczen z przeszczepami, liczba chloro-
tycznych plamek pojawiajgcych sie na siewkach powyze] li§ci szczepio-
nych wykazywala bardzo duzg rozpietos¢ — od zupeinego braku, do kil-
kudziesieciu plamek na lisciu.
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W celu stwierdzenia czy na reakcje rosliny na molibden nie wywiera
wplywu weczeSniejsze pobieranie jonéw NO; przeprowadzono 6 doswiad-
czen, w ktorych siewki tytoniu po wyjeciu z ziemi byly przez rozmaity
czas hodowane w wodnej kulturze w pozywce wg Hewitta z azotem w
formie azotanowej (KNO; 0,202 g/l i Ca(NOs), 0,854 g/l), a nastepnie
przenoszone do H,O z molibdenem amonu o rozmaitym stezeniu. Siew-
ki trzymane 9 dni w pozywce daty na roslinach szczepionych okolo 3 razy
wiecej plamek w poréwnaniu z siewkami trzymanymi na pozywce tylko
3 dni [1]. W celu wykazania zalezno$ci miedzy pobieraniem przez rosline
azotu w formie azotanowej a reakcjg na molibden w postaci lokalnych
plamek, przeprowadzono serie kultur wodnych trzymajgc siewki wyjete
z ziemi w roztworze 2 X 10—3M (NH,),SO, z rozmaitymi stezeniami NH,-
-molybdate, o pH = 4,5. Jak wykazaly dawniejsze badania [18] slarczan
amonu w tym stezeniu podawany roslinie powoduje stymulacje syntezy
TMV w liSciach tytoniu. Opisane zjawisko wystepowania po okreSlonym
czasie plamek ma li$ciach roslin szczepionych nie zostalo stwierdzone przy
zadnym ze stezen Mo w roztworze (NH,4),SO4 na 80 uzytych do doswiad-
czenia siewek.

Kolejno przeprowadzono 8 serii kultur wodnych dodajgc do siarczanu
amonu zwigzek chelatowy EDTA w stezeniu 6 X107%M, ktéry podobnie

Rys. 5. Gérny li§¢ Datura stramonium,

stadium 10 lisci inokulowany w sta-

dium 5 li§ci siewkami trzymanymi 3
dni na pozywce z molibdenem
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jak siarczan amonu stymuluje synteze wirusowg {19]. Poniewaz dodanie
zwigzku chelatowego do pozywki z Mo obniza jego pobieranie przez ro-
sling, zastosowano w do$§wiadczeniach wysokie stezenie Mo, zaczynajgc
od 1 g do 0,005 g molibdenianu amonu na litr pozywki. Przed zanurze-
niem do pozywek molibdenowych siewki po wyjeciu z ziemi hodowano
w pelnej pozywce z azotem w formie azotanowej przez 3, 9, 11 i 14 dni.
Hodowle byly tak prowadzone, ze siewki kladzione do pozywki molibde-
nowej byly we wszystkich wypadkach w tym samym stadium rozwojo-
wym — 5 rozwinietych liSci. Siewki zakazone roztartymi liS¢émi siewek
wyjetych z pozywek molibdenowych w stadium 3 rozwinietych lisci
byly obserwowane w ciggu 24 dni. Objawy w postaci plamek wystgpily
bardzo wyraznie, gdy material uzyty do zakazenia byl uprzednio hodo-
wany na azotanowej pozywce przez 14 dni, slabiej po 11 dniach, a naj-
slabiej po 9 i 3 dniach. Zaznaczy¢ nalezy, ze dodanie EDTA do roztworu
(NH,4),SO4 z molibdenianem amonu, nawet w wypadku przenoszenia sie-
wek wprost z ziemi powoduje niekiedy pojawienie sie nielicznych plamek.
na szczepionych siewkach.

POBIERANIE MOLIBDENU PRZEZ ROSLINY DOSWIADCZALNE

Molibden w glebie ogrodowej uzywanej do doswiadczen wahal si¢ w
nieznacznych granicach od 0,7775 do 0,8375 ppm. W uzywanej w naszych
doswiadczeniach pozywce wg Hewitta stwierdzono $lady zanieczyszczen
Mo, 0,0002 ppm w solach podstawowych i 0,0445 ppm w mikroelemen-

Tabela 1
Ilo$é¢ Mo w siewkach Nicotiana rustica
3 dni w pozywce 33 dni w ziemi ogrodowej
ilo§¢ Mo ilo$§¢ Mo
stadium (ppm) stadium (ppm)
rozwoju o TOZWOju o 5 goérnych
siewek rvwka 6 lisci siewek ZAEEa lisci
POy (s.m.) ogrodowa (s.m.)
6 lisci kontrola 12 lisci 0,8375 kontrola
13,75 6’4
0,5 33,00 7,60
5 16,50 7,20
50 20,60 5,20
500 43,22 7,20
5000 288,00 6,40
15,44

50000 1166,66 B




Rys. 6. Mikrofotografia wloska N. tabacum var. Samsun w §wietle
UV 260 nny (pow. 1000 x)



Rys. 7. Mikrofotografia (UV 260 nm) wloska N. tabacum var. Sam-
sun pobranego z liScia powyzej skryskanych 2-krotnie Mo+ (C+D)
oraz dodatkowo oksydazg ksantynowg
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tach, bez molibdenianu amonu [23]. Te same ro$liny trzymane w kultu-
rach wodnych miaty zawsze do dyspozycji slady Mo. Ilos§¢ molibdenu w
lisSciach siewek kontrolnych w stadium 4 do 6. lisci, hodowanych bezpo-
srednio w ziemi ogrodowej, badz przekladanych do pozywki bez doda-
wania Mo byla do$¢ wysoka — od 13,75 do 22,20 ppm. W pézniejszym
stadium rozwoju, gdy siewki mialy kilkanascie liSci rozwinietych, ilos¢
molibdenu w liSciach $rednich i gérnych byla nizsza i wynosila okoto
5,2-7,60 ppm, zgodnie z badaniami Steinberga [25], ktory podaje $rednig
dla lisci tytoniu 6,4 ppm.

Pobieranie Mo w ciggu 3 dni przez siewki N. rustica w kulturach
wodnych, oraz w tych samych siewkach rozwijajacych sie¢ nastepnie w
ziemi ogrodowej, zostalo przebadane na materiale z do$§wiadczenia. Jak
wynika z tabeli 1 dodany do kultur wodnych molibdenian amonu do 50
ppm, po 3 dniach nie wptyngl w duzym stopniu na podniesienie poziomu
molibdenu w lisciach tytoniu. Wyrazne gromadzenie si¢ molibdenu w li-
ciach zaczynalo sie dopiero przy 500 ppm, dochodzgc do wysokiego po-
ziomu 1166,66 ppm przy 5000 ppm w pozywce. Jak zaznaczono roSlina
te iloéci molibdenu toleruje nie wykazujgc objawow toksycznych. Ana-
lizy lisci gornych, ktoére rozwinely sie po przeniesieniu roslin do ziemi o-
grodowej wykonane 33 dni pézniej wykazaly poziom molibdenu niewiele
odbiegajacy od kontroli. Molibden nagromadzony w liSciach dolnych w
wielkich ilosciach nie przenosi si¢ wydatnie do liSci gérnych. Jest to god-
ne uwagi, ze na tych lisciach wystgpily objawy w postaci plamek chlo-
rotycznych.

DOSWIADCZENIA Z DATURA STRAMONIUM
1 LYCOPERSICUM CHILENSE

Poniewaz na siewkach N. rustica obserwowano w kontrolnych kultu-
rach wodnych wystepowanie zranien przypominajgcych plamki chloro-
tyczne przeprowadzono dla kontroli do§wiadczenia z dzialaniem molibde-
nu na dwa daleko pod wzgledem systematycznym stojace gatunki, nie
dajgce w hodowli szklarniowej zadnych tego rodzaju objawoéw: D. stra-
monium i L. chilense. Siewki D. stramonium z hodowli szklarniowej o
rozwinietych 4 listkach przelozono na 5 dni do kamery, do pelnej pozywki
azotanowej, nastepuje do H,O z rozmaitymi stezeniami molibdenianu
amonu od 1 do 0,0005 g/l Mo. Po trzech dniach siewki na wysokich
stezeniach molibdenu mialy liscie dolne zwiedniete, na stezeniach od 0,01
do 0,0005 g/1 Mo wykazywaly chloroze. \

Roztartymi listkami siewek ze wszystkich stezen potarto 2 liScie sie-
wek D. stramonium o 5 rozwinietych lisciach. Po 8 dniach, gdy rosliny
mialy 6 liSci rozwinietych, wystapily na jednym nieszczepionym liSciu 24
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typowe plamki. Po 40 dniach, gdy rosliny miaty 10 rozwinietych lisci,
na liSciach srodkowych i gornych widoczne byly plamki (rys. 5). Mozna
bylo wyrézni¢ typowe plamki chlorotyczne okolo 1 mm do ledwie do-
strzegalnych i wieksze nekrotyczne.

L. chilense, gatunek odkryty jako roslina testowa dla ziemniaczanego
wirusa M i S [22], zareagowal na dzialanie molibdenu tukowatym wy-
gieciem ogonkow lisciowych (epiblasti), wcze$niejszym opadaniem lisci,
pomarszczeniem i zagieciem blaszek lisciowych. Siewki L. chilense o roz-
winietych 5 liSciach byly przenoszone z ziemi ogrodowej do naczyn
szklanych z pozywkg azotanowg na okres 4 tygodni, a nastepnie jedna
seria byla umieszczona na trzy dni w wodzie z réoznymi dawkami mo-
libdenianu amonu od 1 do 0,00005 g/l Mo. Druga seria byla trzymana
w pozywce z (NH,),SO4 + EDTA z tymi samymi dawkami NH4-molyb-
date. Po wyjeciu roslin z pozywek, liS$émi i korzeniami pomidoréw po-
cierano mlode (3 liscie rozwiniete) siewki N. rustica i L. chilense o 6
rozwinietych lisciach. Po 30 dniach na siewkach N. rustica, na liSciach
powyzej szczepionych byly widoczne nieliczne, duze 2-3 mm plamy z
nekrozami i male charakterystyczne, chlorotyczne plamki. Przeszczepy z
korzeni daly plamki w kilku wypadkach. Wzrost zaszczepionych siewek
L. chilense byl w znacznym procencie zahamowany, a rosliny mialy po-

wyginane liScie.

WPLYW SWIATEA NA AKTYWNOSC MOLIBDENU

Rosliny trzymane w ciemno$ci przez diuzszy czas wykazujg stabsza
zdolno$é do redukowania azotandéw, niz roSliny rozwijajgce si¢ w nor-
malnym o$wietleniu [20]). W dwéch seriach do§wiadczen w wodnych kul-
turach, z rozmaitymi stezeniami molibdenianu amonu, trzymano siewkl
N. rustica przez 3 dni w ciemno$ci. Po przesadzeniu z pozywek molibde-
nowych do ziemi siewki z cienino$ci (inaczej niz siewki ze Swiatla) nie
mialy na lisciach chlorotycznych plamek przez caly czas dalszego roz-
woju. ‘

Zwigzek miedzy fotosyntezg a stymulujacym dzialaniem Mo na synteze
RNA w lisciach soi wykazal Pozsar [21]. Analogiczne wyniki otrzymano
z siewkami N. rustica w przeprowadzonych przez nas nastepujgcych do-
$Swiadczeniach. Siewki N. rustica o rozwinietych 5 lisciach trzymano prZ?Z‘
3 dni w wodzie z molibdenianem amonu (0,0005 g/l Mo) — jedna parfcle
w ciemnosei, a drugg na $wietle. Kontrolg byty siewki hodowane w Zzi€-
mi przy takim samym o$wietleniu. Po wyjeciu siewek z kultury WOdn(":‘J'
cze$¢ przeniesiono do ziemi w celu dalszej hodowli, a W 5 najWYZj
szych lisciach pozostalych siewek ze swiatla, z ciemnosci i z kontroli
oznaczono calkowitg ilo§¢ RNA, zmodyfikowang metodg Ogur-Rosen [16].
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Nastepnie w kilkudniowych odstepach czasu, gdy rosliny po przesadzeniu
do ziemi mialy 7 a potem 9 rozwinietych lisci, oznaczono tak samo RNA
w piatych liSciach (od dolu). Srednie wyniki przeprowadzonych analiz
przedstawialy sie mastepujgco: na Swietle szczytowy 5 lise, siewek 3 dni
hodowanych na wodzie z 0,0005 g/1 Mo, zawieral ponad dwukrotnie wie-
cej ogolnego RNA, niz pigty lis¢ tych samych siewek trzymanych przez
3 dni w ciemno$ci. W pozniejszych stadiach rozwojowych siewek przesa-
dzonych do ziemi w liSciach pigtych, znajdujacych sig¢ ponizej rozwija-
jacych sie lisci wierzcholkowych, ilos¢ caltkowitego RNA we wszystkich
trzech wypadkach obnizyla si¢ i stopniowo wyréwnata.

REDUKTAZA AZOTANOWA

Molibden jako jeden ze skladnikéw reduktazy azotanowe] w rosli-
nach, jest jednym z elementow biorgcych udzial w procesie redukcji azo-
tanow na azotyny. Jesli molibden podawano roslinom hodowanym w wa-
runkach niedoboru tego pierwiastka, ilos¢ azotanéw obnizala sig, zas za-
warto$é azotynéow, aminokwaséw i bialek wzrastala [24]. Nadmiar mo-
libdenu zwiekszal aktywnoéé reduktazy azotanowej, w wypadku podawa-
nia roslinom azotu w formie azotanowej [4, 7].

Opisane do$wiadczenia, wykazujgce intensywniejsze wystepowanie
plamek chlorotycznych u ro$lin hodowanych przez czas dluzszy przed
rozpoczeciem do$wiadczenia na pozywce azotanowej, nasuneto przypusz-
czenie, ze zaburzenia metabolizmu rosliny wprowadzonym w tych wa-
runkach w $rodowisku wodnym molibdenem wigzg sie ze wzmozong ak-
tywnoscig reduktazy azotanowej.

Aktywnos$¢ reduktazy azotanowej wymaga Mo i flawiny wraz z nie-
kiedy obecnymi grupami Fe-S i cytochromami. Przebieg procesu jest na-
stepujacy:

NaDH ———— Flavin Mo NO;

Mo (IV) w formie zredukowanej wigze sie bezposrednio z substratem,
gdy Mo (IV) redukuje NO; przechodzi w Mo (VI) [27].

Wprowadzony do siewek tytoniu molibdenian amonu zawiera molib-
den w formie utlenionej Mo (VI). Przeprowadzono wiele doSwiadczen
wprowadzajgc do kultur wodnych z molidbenianem amonu czynnik re-
dukujgcy pod postacig Cysteiny i Dieca (sodium diethylodithio-carbama-
te), stosujac stezenie obu odczynnikéow 0,01 M. Wykonano nastepujace
doswiadczenia: siewki tytoniu byly przenoszone na 2 godziny do 0,01 M
Cysteina + 0,01 M Dieca bez molibdenianu amonu, po czym Pprzenoszo-
no je do H,O z 0,005 i 0,0005 g/l Mo (pH = 4,5) na 2 dni. Reakcja roslin
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na molibden byla bardzo slaba. Podobnie Cysteina i Dieca nie wywarly
zadnego wplywu wtedy, gdy byly dostarczane roslinom po ich wyjeciu
z pozywek molibdenowych.

Wyrazny wplyw na pojawienie sie charakterystycznych objawow na
lisciach siewek tytoniu zostal stwierdzony w wypadku, gdy Cysteina i
Dieca byly wprowadzane do ro$lin w wodnych kulturach réwnoczesnie
z molibdenianem amonu. Siewki wyhodowane w piasku sterylizowanym w
stadium 5 lisci przenoszono na 2 godziny do 0,01 M Cysteiny i 0,01 M
Dieca z dwoma stezeniami molibdenianu amonu 0,005 i 0,0005 g/l Mo
(pH = 5,8), nastepnie na 2 dni do takich samych roztworow molibdenia-
nu amonu w H,O przy pH = 4,5 (bez Cysteiny i Dieca). Przy koncu dru-
giego dnia rozwijajacy sie 6 lis¢ byl wyraznie znieksztalcony, o sierpo-
wato wygietym nerwie gléwnym i nadgryzieniach po jednej stronie lis-
cia. Zakazone sokiem znieksztalconego 6 liscia siewki, wykazaly po 6
dniach slabe, a po 14 dniach wyrazne plamki na rozwijajgcych sie lis-
ciach. W kontroli przeprowadzonej bez Cysteiny i Dieca, po 2-dniowym
dzialaniu w tych samych warunkach molibdenianu amonu nie otrzymano
zadnych objawéw na przeszczepionych siewkach. Jest prawdopodobne,
7e dodane do molibdenianu amonu zwiazki o wlasnosciach redukujgcych,
uaktywniajg dzialanie molibdenu, przeprowadzajac Mo (VI) do Mo (V)
i Mo (IV), ktére mogg by¢ szybciej wbudowywane do reduktazy azota-

nowej.

WPROWADZANIE MOLIBDENU DO ROSLINY
ZA POMOCA OPRYSKIWANIA

W maju i czerwcu 1973 r. dzieki zaproszeniu Departamentu Patologii
Roslin w Upsali, mialam mozno$¢ przeprowadzenia do$wiadczen w wa-
runkach 21 do 22-godzinnego diugiego dnia, w szklarni przy stonecznym
oswietleniu. W celu wprowadzenia do roslin molibdenu zastosowano me-
tode opryskiwania. Badania przeprowadzono na N. tabacum var. Xanthi,
Samsun i N. rustica. Spryskiwano rosliny tytoniu w rozmaitym stadium
rozwojowym — od siewek o 4 lisSciach rozwinietych (bez liscieni) do roslin
wyrosnietych o 16 liSciach — molibdenianem amonu o stezeniu 0,0005
g/l Mo + (0,01 M Cysteina + 0,01 M Dieca) pH = 5,8.

Opryskiwano ro$liny 2 badz 3 razy w ciggu 2 wzglednie 3 dni. Spry-
skiwano wszystkie liScie dolne i srodkowe, zostawiajgc w poszczegélwnych
doswiadczeniach, liczac od gory 1, 2 albo 3, wzglednie 6 lisci niespry-
skanych. Niezaleznie od stadium rozwojowego roélin, jesli na wierch}ol-
ku pozostawiono 1 lub 2 liscie niespryskane w 3 lub 5 dniu od pier-
wszego opryskiwania zjawialy si¢ u wiekszosci ro$lin na lisciach nie-
spryskanych i nowo rozwijajacych sie liczne drobne chlorotyczne plamki
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na brzegu dolnej czesci liScia. Szczegoélnie uderzajgce bylo nagromadzenie
plamek na lisciu 2 powyzej opryskanych. Na lisciach opryskanych cha-
rakterystycznych plamek albo nie bylo wecale, bagdz zjawialy sie obok sil-
nych nekroz wywotanych opryskiem.

W ciggu nastepnych kilku dni plamy sie powiekszaly, a ich liczba
rosta. Pojawialy sie stopniowo i bylo ich znacznie mniej na rozwijajgcych
sie¢ 4 lisciach powyzej opryskanych. Po 20 dniach od pierwszego opry-
skiwania plamki nie tylko nie powiekszaly sie, ale liczba komédrek bez-
zieleniowych ma ich obwodzie zaczynala sie zmniejsza¢. Poza plamkami,
w ktorych nastgpila wyrazna nekroza, plamki chlorotyczne po 30 dniach
od pierwszego opryskiwania przypominaty naklucia na malej zzielenialej
wypuklosci. Rownoczesnie rozwijajgce sie gorne liscie az do tworzgcego
sie kwiatostanu miaty wyglagd normalny.

Na roslinach z opryskanymi dolnymi lis$émi ponizej 3 wzglednie 4
lisci gornych zupelnie wyjgtkowo mozna bylo zaobserwowaé tworzenie
si¢ pojedynczych chlorotycznych plamek. Na ogoél objawy te nie wyste-
powatly zupeknie.

Tabela 2 i 3 przedstawiajg pojawianie sie chlorotycznych plamek na
dwoch odmianach tytoniu — N. tabaccum var. Xanthi i Samsun po opry-
skaniu lisci dolnych i $rodkowych. Z kolejnych doswiadczen wynika, ze
stadium ostatniego liScia spryskanego bylo decydujgce o pojawieniu sie
plamek i to w najwiekszym nasileniu na liSciu drugim powyzej spry-
skanych. W do§wiadczeniu II (tab. 3) na odmianie Samsun, na lisciu ktéry
rozwing! sie po dokladnym opryskiwaniu wystgpily objawy nieregular-
nych ubytkéw po jednej stronie liscia, ktore Kkilkakrotnie wystgpily w
doswiadczeniach poprzednich.

Z N. rustica przeprowadzono jedng serie analogicznych doswiadczen
z 10 roslinami majgcymi rozwinietych 7 lisci, 8 1 9 w rozwoju. Spryska-
no 7 lisci. W pigtym dniu ukazaly se na 7 roslinach liczne plamki na 8
lisciu i pojedyncze na 9. Drugg serie dosSwiadczen z N. rustica wykonano
w czerwcu (22-godzinny dzien) z 15 siewkami o 5 rozwinietych lisciach
i 6 w rozwoju. Spryskano 5 lisci dwa razy. Trzeciego dnia po pierwszym
opryskiwaniu wystgpily objawy ma 6 roslinach, pigtego dnia na 8 ros-
linach. Na 4 i 5 lisciach spryskanych i 6 rozwinietych po opryskiwaniu
wystgpily liczne male plamki. Doswiadczenia z wprowadzeniem molibdenu
do roslin za pomocg opryskiwania powtérzono w Krakowie w lipcu przy
sztucznym 20-godzinnym o$wietleniu w kamerze na siewkach. N. rustica
i N. tabacum var. Peyot. Podobnie jak w Upsali na dlugim dniu, objawy
na niespryskanych lisciach wystgpily 4 i 5 dnia, ale tylko na niektérych
roslinach i to w duzo mniejszej ilosai.

Przeprowadzono ponadto do$wiadczenia wprowadzajgc do ro$lin do-
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Tabela 2

Siewki N. tabaccum v. Xanthi uprawiane w Uppsali, dlugo$¢ dnia 21 godzin spryskane molib-
denianem amonu (0,0005 Mo) -+ 0,01 M Cysteina i 0,01 M Dieca

Doswiadczenie 1

: . Liczba
Data Stadm;n Spryskane L1<fz_ba Pojawienie sie plamek roslin z
rozwoju roslin objaurami
17V 8 lisci 2 razy 10 liscie liscie
18V 6 lisci spryskane niespryskane
(6) (2)
20V 9 lisci — 10 10/6 8/76/85/9 4
22V 10 lisci — 10 15/6 18/7 6/8 95/9 8
13/10
6 VI 16 lisci — 10 — liscie skre- 8
cone, plam-
ki znikajg
1/13 2/15
Doswiadczenie 11
22V 3 razy liscie liscie
23V 9 lisci 7 lisci 12 spryskane niespryskane
24V (7) 2)
24V 9 lisci —_ 12 — 100/9 3
25V 10 lisci — 12 — 10/8 202/9 12
150/10
29V 13 lisci — 12 120/7 92/8 302/9 12
247/10 4/11
4 VI 17 lisci — 12 — plamki 12
znikajg
Doswiadczenie II1
28V 3 razy liscie liscie
29V 6 lisci 3 liscie 6 spryskane niespryskane
30V 3) 3)
31V 6 lisci — 6 — 10/7 stabe 1
6 VI 8 lisci — 6 — - -
Doswiadczenie IV
4 VI 3 razy liscie liscie
5 VI 16 lisci 9 lisci 2 spryskane  niespryskane
6 VI 9) (6)
6 VI 16 lisci — 2 —_ st -
9 VI 17 lidci — —_ — — -
14 VI 18 lisci —_ 2 — s -
Licznik — liczba plamek.

Mianownik — kolejny lis¢.
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Tabela 3

Siewki N. tabaccum v. Samsun uprawiane w Uppsali, w szklarni, dlugo$¢ dnia 21 godzin spryskane
molibdenianem amonu (0,0005 Mo) + 0,01 M Cysteina i 0,01 M Dieca

Doswiadczenie

Stadium

Data rozwoju Spryskano Lufz-ba Pojawianie si¢ plamek LICZb? roél?n
siewek roslin z objawami
15V 11 lisci 2 razy 5 liscie liscie
16 V 9 lisci spryskane niespryskane
9 (2)
20V 13 lisci — 5 — liczne/12 5
24V 15 lisci — 5 — 2/11 liczne/12 5
6 VI paczki licie pomar-
kwiatowe — 5 — szczone, 5
plamki
znikaja,
nieliczne
na lisciach
gérnych
Doswiadczenie I1
28V 3 razy liscie liscie
29V 8 lisci 6 lisci 6 spryskane niespryskane
30V (6) (2)
31V 9 lisci — 6 — plerwsze
plamki 6
6 VI 12 lisci — 6 wiele 9/72 118/82
plamek 260/9% 17/104 6
8 VI 13 lidci — 6 wiele 3 gorne liscie
plamek bez obja- 6
wow
@ Lidcie pomarszczone; ¢ Nieregularne ubytki, po jednej stronie lisci.
Doswiadczenie I11
28V 3 razy liscie liscie
29V 6 lisci 3 liscie 6 spryskane niespryskane
0V (3) (3)
31V 6 lisci — 6 — — —
6 VI 8 lisci g 6 plamki 1/5 1

Licznik — liczba plamek.
Mianownik — kolejny lis¢.

13
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swiadczalnych dodatkowo za pomocg opryskiwania enzym zawlerajgcy
molibden — oksydaze ksantynowg. W czerwcu w Uppsali wzieto do do-
swiadczenia N. tabacum var. Samsun o rozwinietych 10 lisciach (8 du-
zych lisci, 2 w pierwszym stadium rozwoju). Wszystkie (10) rosliny spry-
skano 2-krotnie molibdenianem amonu + (C + D), zostawiajgc cztery
gérne liscie niespryskane. Nastepnie 5 roslin spryskano po raz trzeci
roztworem oksydazy ksantynowej o pH =8 (1 mg w 5 ml buforu fo-
sforanowego). Pozostale (5) ro$liny pozostawiono bez trzeciego opryski-
wania jako kontrole. Zgodnie z poprzednio opisanymi do$wiadczeniami
siewki N. tabacum wvar. Samsun w podéznym stadium rozwoju o 4 nie-
spryskanych lisciach nie dawaly zadnych objawow w ciggu nastepnych
2 tygodni na gornych i poOzniej rozwijajgcych sie lisciach. Dodatkowy
oprysk oksydazg ksantynowg spowodowal zjawienie sie plamek nie tyl-
ko nma 4 niespryskanych lisciach, ale i na dalszych po6zniej rozwijajgcych
sie 12, 13, 14 1 15. Rosliny te w poréwnaniu z kontrolg mialy zahamowa-
ny wzrost, a w lisciach wierzchotkowych byt skrecony nerw glowny.
Doswiadczenia przeprowadzone w Krakowie przy sztucznym oswie-
tleniu daty podobne wyniki. Miode siewki N. tabacum var. Peyot spry-
skane dodatkowo (po oprysku molibdenowym) roztworem oksydazy ksan-
tynowej o dzien wczesniej mialy na lisciach wierzchotkowych niespry-
skanych liczniejsze plamki oraz silne znieksztalcenia na brzegach lisci.

PRZESZCZEPY MATERIALU DOSWIADCZALNEGO

Rownoczesnie z opisanymi doswiadczeniami wykonano przeszczepy.
Szczepione byly siewki w stadium rozwoju od 4 do 6 rozwinietych li-
sci. Jako inokulum stosowano zarowno wycisniety sok z ostatnich opry-
skanych lisci, jak i z lisci wyzej polozonych wykazujgcych objawy. Naj-
czesciej 10 dni po dokonanym zakazeniu zjawialy sie plamki na lisciach
powyzej zakazonych, przy czym plamki wystepowaly najliczniej wtedy,
gdy do przeszczepu uzywano gorne liscie spryskane.

Na siewkach N. rustica pierwsze liczne plamki na nieszczepionych li-
Sciach wystapily 6 dni po zakazeniu, gdy szczepione siewki byly w sta-
dium 4 rozwinietych lici. Tak jak to stwierdzono w poprzednich do-
Swiadczeniach, plamki wystepowaly na ogél na pierwszych, niekiedy dru-
gich liSciach powyzej pocieranych. Nastepne rozwijajace sie liscie z re-
guly nie mialy objawéw. W jednym tylko wypadku zaszczepiona wyfrl-
$nietym sokiem z gérnych 5 dni wczesniej spryskanych lisci N. rustica
siewka N. tabacum var. Xanthi o 6 rozwinietych liSciach, wykazala po
10 dniach pierwsze plamki na liSciu powyzej pocieranych, a dV\{a ty-
godnie po potarciu liSci na siewce, na 7, 8 i rozwijajacym sie 9 lis'mu. ,Pf)‘
wyzej pocieranych wystapily liczne plamki, przy czym na jednym lisciu
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wystapit ubytek z charakterystycznym ponadgryzanym brzegiem liScia. 24
dni po szczepieniu plamki sie zmniejszyly, przypominajgc nakiucia na ma-
lych wypuklosciach (tab. 4).

Tabela 4

Siewki N. rustica—6 liéci spryskanych Mo -+ (C+D) uzytych do pocierania siewek
N. tabacum var. Xanthi (Uppsala)

N. rustica N. tabacum Stadium L.
8 lisci var. Xanthi Dars rozwoju Pojawienie si¢ plamek
spryskane pocierane 14V 6 lisci 5 lisci
9V-10 V 5 lisci pocieranych
— — 24V 10 lisci 717 2/8
— — 30 V 15 lisci 12/7 2/8 15/1225/13215/14
8/15
— — 4 VI 16 lisci 12/7 2/8 20/1231/13211/14
7/15
— — 8 VI 16 lisci plamki zanikajg

a Nieregularne ubytki po jednej stronie lisci.

OZNACZANIE ILOSCI MO ROZPROWADZONEGO W ROSLINIE
PRZY DOLISTNYM NANIESIENIU

W celu stwierdzenia jaki procent Mo przy pokrywaniu lisci roztworem
molibdenianu amonu pozostaje na lisciach, a jaki ulega przemieszczeniu
w ro$linie wykonano do$wiadczenia stosujgc molibdenian amonu ze zna-
kowanym Mo: (NH,), Mo?% O, o aktywnosci wlasciwej okoto 2 mCi/cm?,
dodajgc reduktory 0,01 M Cysteina i 0,01 M Dieca. Roztwor radioaktyw-
ny byt rozprowadzany po wierzchniej stronie 4 i 5 liScia siewek tytoniu
w stadium rozwoju 7 lisci. Na jeden lis¢ dawano okoto 0,5 ml roztworu.

W trzech seriach po 72, 96 i 168 godzinach zbierano osobno liscie,
lodygi i korzenie, wazono i przeprowadzano pomiary aktywnosci prepa-
ratbw za pomocg studzienkowego detektora scyntylacyjnego z doktad-
noscig +3%. Wyniki doswiadczenia (w dwoch powtorzeniach) wykazaty,
ze juz po 72 godzinach Mo® byl rozprowadzany po calej roslinie w 49%.
Procent ten zwiekszyl sie po 120, a po 168 godzinach doszed! do 53. Na
pojedynczym lisciu skazonym po 72 godzinach ilos¢ nierozprowadzonego
Mo wynosita 30%, a po 120 i 168 godzinach — 23%b.

Wystgpila powtarzajgca sie regularno§¢ rozmieszczenia iloSciowego
Mo% w poszczegolnych narzadach rosliny, obliczona w stosunku do 1 mg
Swiezej masy. Najwiecej molibdenu gromadzilo sie w partii wierzchot-
kowej, najmniej w korzeniach i dolnych liciach. Wystgpita przy tym roz-
nica miedzy iloscig doprowadzonego molibdenu do liSci rozwijajacych
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sie powyzej skazonych. Li§¢ pierwszy powyzej skazonych zawieral niemal
o polowe mniej Mo% niz li§¢ drugi. Wprowadzony w ten sam sposob
molibdenian amonu bez reduktoréw byl rozprowadzany po roslinie za-
ledwie w okolo 2%. Otrzymane procentowe wyniki zawartosci Mo% w
pojedynczych liSciach, lodydze i korzeniach postuzyly do prawdopodob-
nego obliczenia ilo$ci molibdenu, wprowadzanego do tytoniu wraz z re-
duktorami, za pomocag opryskiwania w opisanych doswiadczeniach wy-
konanych w maju i czerwcu 1973 r. w Uppsali.

Siewki tytoniu spryskiwano roztworem molibdenianu amonu w ste-
zeniu odpowiadajgcym 0,0005 g/1 Mo. Kazdorazowo uzywano 0,5 ml roz-
tworu na jeden lié¢, co odpowiada 0,25 ug Mo. Przykladowo przy dwu-
krotnym oprysku 7 liSci dostarczono roSlinie tg droga 3,5 ug Mo. Jak to
wynika z do$wiadczen ze znakowanym Mo®%, * 25% naniesionego na lis¢
molibdenu nie zostaje rozprowadzone po ro$linie, co réwna si¢ w poda-
nym przykladzie 0,87 ug Mo. Rozprowadzonych po ro$linie zostalo tym
samym 2,63 ug.

Lidcie tytoniu w 1 g suchej masy zawierajg =6,4 ug Mo. Ciezar lisci
tytoniu o rozwinietych 8 lisciach +1,8 g (s.m.), co odpowiada 10,8 ug
Mo. Przez dwukrotne spryskanie 7 liSci w siewkach tytoniu, o rozwinie-
tych 8 lisciach, zwiekszono ilos¢ Mo o +249/y.

Tabela 5 przedstawia kilka przykladow prawdopodobnego procento-
wego powiekszenia iloSci Mo w tytoniach poddanych opryskom w roz-
nych stadiach rozwoju. Tabela 6 przedstawia prawdopodobng ilos¢ mo-
libdenu doprowadzong po 3 i po 7 dniach do kolejnych lisci potozonych
powyze]j lisci spryskanych.

Odrebna seria do$wiadczen dotyczyla zagadnienia, czy wprowadzo-

Tabela 5

Tloé¢ powigkszonego Mo (%) w N. tabacum var. Xanthi wywolana opryskiem (Uppsala)

. Sucha Rozprowa- Zwigkszona
Stadlu.m masa Mo Spryskano Dodany dzony ilo$¢
rozwoju ) (ppm) Mo (W £8) Mo (w ug) Mo (W %)

4 liscie 0,2 2,68 4 liscie 2 1,15 +42
2 razy

6 lisci 0,5 9,9 3 liscie 1,5 1,13 +14
2 razy

8 lidci 1,1 7 7 lisci 3,5 2,63 +37
‘ 2 razy

9 lisci 1,2 7,7 7 lici 5,25 4 +51
3 razy

16 lisci 2,4 15,36 9 lisci 6,75 5,06 +33

3 razy
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Tabela 6
Ilo$¢ powigkszonego Mo w li§ciach N. rabacum var. Xanthi
Liscie powyzej spryskanych (22 V-29 V Uppsala)@
Stadium Mo (ug)
rozwoju 8 lis¢ 9 lis¢ 10 1ié¢ 11 lig¢
powigk- powigk- powiek- powigk-
kontrola szona  kontrola szona  kontrola szona kontrola szona
ilo§é 1los¢ ilos¢ ilos¢
3 dni po spryskaniu
9-10 0,9 40,26 0,57 +0,84 0,22 0,48 —_— —
7 dni po spryskaniu
9-11 1,02 +0,25 0,89 +0,6 0,63 +0,4 0,22 +0,14

a 7 lisci, 3 razy.

ny dolistnie do ro$liny Mo zachowuje zdolno$¢ translokacji, jesli przez
potarcie liScia dostanie sie do komorek rosliny kontrolnej. Zastosowano
metode przeszczepow stosowang przy zakazaniu siewek tytoniu choroba-
mi wirusowymi. W mozdzierzach porcelanowych rozcierano liscie z na-
niesionym 4 dni wczesSniej molibdenianem i osobno powyzej polozone
lisScie gorne. Pocierano 2 i 3 lis¢ siewek w stadium 4 lisci i 3 i 4 lis¢ w
stadium 5 lisci odm. Xanthi.

Tabele 7 i 8 przedstawiajg impulsy na minute poszczegélnych lisci,
wierzchotkow i korzeni 48, 72 i 96 godzin po dokonanym przeszczepie. Na

Tabela 7

Doséwiadczenie I ($rednie z dwdch powtdrzen )@
Siewki odm. Xanthi w stadium 4 liéci, 2 i 3 1i§¢ pocierany sokiem

Przeszczep z lisci

Objekt pocieranych gérnych
impulsy na % impulsy na %
1 minute¢ 1 minute
1 1i§¢ 0 —_ 0 —_
2 1 3 1li§¢ skazony 97 100 400 100
415 1i§¢ 0 —_ 0 —
Yodyga 0 —_ 0 —
Korzenie 0 —_ 0 —
Naniesiono 97 100 400 100
Na lisciach skazonych 97 400
Rozprowadzono po roélinie 0 — 0 ——

a Zbidr po 72 godzinach.
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Tabela 8

Doséwiadczenie 11

Siewki odm. Xanthi w stadium 5 lisci, 3 i 4 li§¢ pocierany sokiem

Przeszczep z lisci

Obiekt pocieranych gérnych
impulsy na o impulsy na o
1 minute ° 1 minute ‘9
Zbiér po 48 godzinach
11218 0 — 0 —
3 1 4 1i§¢ skazony 24 200 99,3 10 400 100,0
Wierzcholek 0 — 0 —_
Korzenie 160 0,7 0 —_
Naniesiono 24 360 100,0 10 400 100,0
Na lisciach skazonych 24 200 10 400
Rozprowadzono po roslinie 0,7 0
Zbiér po 96 godzinach
112lis¢ 0 — 160 1,7
3 1 4 lis¢ skazony 33 900 99,5 9 760 98,7
Wierzcholek 160 — 0 —_
Korzenie 0 — 0 —_—
Naniesiono 34 060 100,0 9920 100,0
Na lisciach skazonych 33900 9 760
Rozprowadzono po roslinie 0,5 1,7

8 doswiadczen zaledwie w 3 przypadkach stwierdzono w pojedynczych,
niepocieranych narzgdach bardzo stabe impulsy, wskazujgce na sladowe
ilosci Mo, mieszczace sie w granicach btedu doswiadczalnego. Stwierdzono
tym samym, ze molibden 4 dni po wprowadzeniu do ro$liny, przeniesio-
ny nastepnie za pomocg skoku do liScia mlodej rosliny nieskazonej, jest
w niej unieruchomiony i nie przenosi si¢ do innych narzgdow.

BADANIA WLOSKOW LISCI TYTONIU
PRZY ZASTOSOWANIU UV MIKROSPEKTROFOTOMETRII

Dzieki pobytowi w Instytucie Patologii Ro$lin w Uppsali i ofiarnej
pomocy prof. H. Zecha moglam w maju i czerwcu 1973 r. przeprowadzi¢
wskutek zastosowania UV mikrospektrofotometru z lustrzang optyka ba-
danie wloskow lisci tytoniu pochodzgcych z wykonanych w Uppsali dos-
wiadczen.

H. Zech byt pierwszy, ktory zastosowal do badan cytologicznych ko-
moérek ro$linnych zarazonych wirusem TMV UV mikrospektrofotometr
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[30, 32] wprowadzony do cytologii przez Caspersona [5]. W klasycznych
badaniach wykazal on mozliwo$¢ okreSlenia in situ w rozmaitych miej-
scach w komorkach, zarazonych wirusem, obecno$¢ kwasu nukleinowego,
powodujacego slabszg lub silniejszg absorpcje przy 260 nm. Na podsta-
wie obliczonego stosunku 260/280 ustalil w komoérce charakter substan-
cji dajgcych w UV-mikroskopie zjawisko absorpcji. Stosunek ten dla kry-
stalicznych agregatow TMV wynosilt 1,1 [31].

Wyniki badan UV-mikroskopie byly przeprowadzone w maju i w
czerwcu 1973 r. na odcietych brzeznych wtoskach lisci tytoniu, w miej-
scach gdzie nagromadzonych bylo najwiecej chlorotycznych plamek. Kon-
trolg byly wloski odciete z odpowiednich lisci roslin niespryskanych. Od-
cinki z wloskami byly utrwalone metodg Carnoy. Ogladano i fotogra-
fowano w 260 nm poszczegdlne komoérki wloskow, ustalajgc w cytopla-
zmie miejsca silniejszej i stabszej ekstynkcji. W wybranych miejscach
cytoplazmy i w jgdrze w wyniku dokonanych pomiaréw ustalono stosu-
nek 260/280.

W komorkach wloskéw lisci kontrolnych N. tabacum var. Samsun
(stadium 10 lisci) stosunek absorpcji 260/280 w cytoplazmie wahatl sie¢ od
0,67 do 0,86 w jadrze od 0,93 do 1,03 (tab. 9, rys. 6). Komorki wloskow
lisci N. tabacum var. Samsun w stadium 8 i 11 lisci, spryskane molibde-
nianem amonu (0,0005 g/l Mo) + (C+D), byly poddane badaniom mikro-
skopowym w $wietle UV w dwoch doswiadczeniach (tab. 9).

Material z do$wiadczenia I byl pobrany 8 dni po pierwszym spryska-
niu. W komérkach wloskow lisci trzecich powyzej liSci spryskanych wy-
kazujgcych najwiecej plamek, w cytoplazmie byly wyraznie widoczne
przy 260 nm gruzelkowate skupienia podobnie ciemne jak komoérkowe
jadro (rys. 7). Pomiary zaré6wno w przejasnionych miejscach, jaki 1 z
ciemnymi miejscami cytoplazmy daty stosunek 260/280, jak w normal-
nym jadrze komérkowym 1,03 i 1,05. W jadrze tych komoérek stosunek
260/280 byl wyzszy niz w kontroli i wynosif 1,15 (tab. 9).

Nastepne pomiary wykonane na tych samych roslinach i liSciach w
11 dni po pierwszym opryskiwaniu wykazaly te same zmiany w jadrze
komérkowym i w ciemnych miejscach w cytoplazmie. Tego samego dnia
Zbadane w UV wloski spryskanych liSci bez objawow wykazaly identycz-
ne zmiany w cytoplazmie i jadrze komoérkowym, jak objawowe liscie
gérne. Czternastego dnia po pierwszym spryskaniu stosunek 260/280 w
jadrze pozostal tak samo wysoki, w cytoplazmie natomiast zblizat sig do
kontroli.

Witoski lisci tytoniu badane 24 dni po wprowadzeniu Mo, z zanikajg-
cymi chlorotycznymi plamkami, w badaniach w Swietle UV nie réznily
sie juz od kontroli.

Najciekawsze wyniki daty badania w UV wloskéw N. tabacum var.



A. KOZLOWSKA

202
Tabela 9
N. tabacum var. Samsun — stadium 10 lisci — kontrola
Cytoplazma Jadro
Liczba B E E E
., tot tot tot tot
omiaréow
p 260 80 260/280 260 80 260/280
3 15,1 22,7 0,67 87,1 84,0 1,03
2 18,0 24,7 0,70 47,0 50,2 0,93
1 17,0 19,5 0,86 61,5 61,5 1,00

N. tabacum var. Samsun opryskany molibdenianem amonu + (C + D)
Doswiadczenie I
8 dni po pierwszym spryskaniu, trzeci li§¢ powyzej spryskanych

8 21,2 20,2 1,05 80,58 69,96 1,15
8 46,2 44,6 1,04 80,58 69,96 1,15

Doswiadczenie 11
11 dni po pierwszym spryskaniu, trzeci lis¢ powyzej spryskanych

7 14,4 17,2 0,83 71,9 60,6 1,18
7 33,5 32,2 1,04 71,9 60,6 1,18
Ostatni 1i§¢ spryskany
29,0 28,0 1,03 58,5 54,5 1,17
12,0 12,0 1,00 56,0 46,0 1,20
N. tabacum var. Xanthi opryskany molibdenianem amonu + (C + D)
7 dni po pierwszym spryskaniu, drugi li$¢ powyzej spryskanych
1 40,0 32,0 1,25 68,0 58,0 1,17
1 19,5 23,0 0,82 55,0 61,5 0,81
Samsun, spryskanych dodatkowo enzymem oksydaza ksantynowg. Trze-
a na drugi

ciego dnia po pierwszym opryskaniu molibdenianem amonu,
po opryskiwaniu enzymem poddano kolejnym badaniom wloski ostatniego
liScia spryskanego, oraz pierwszego 1 trzeciego powyze] spryskanych (tab.
10). Badania wloskéow ostatniego liscia spryskanego wykazaty, ze W 2
wloskach (na 6) byl zmieniony stosunek 9260/280 = 1,09, jadro nie roz-
nilo sie od kontroli, pierwszy li§¢ powyzej spryskanych w obrazie mikro-
skopowym w $wietle 260 nm dal najwieksze zmiany z dotychczas opisa}-
nych. Na rysunku 8 zarysowujg si¢ pasemka cytoplazmatyczne i wok?1
rozmieszczone w calej komorce widoczne nieregularne skupienia silnie
absorbujgce $wiatlo. Dokonane pomiary wykazaly w cytoplazmie stosu-
nek 260/280 od 1,08 do 1,38, w jadrze od 1,30 do 1,40. Wskazuje to na
bardzo znacznie zwiekszony udzial kwasu nukleinowego zaréwno w C¥-
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Tabela 10

N. tabacum var. Samsun 24 godziny po dodatkowym spryskaniu Xanthine oxidase i 3 dni po
pierwszym spryskaniu Mo + (C+D)
Ostatni li$¢ spryskany

Cytoplazma Jadro
Liczba
pomiaréw E tot E tot E tot E tot
260 80 260/280 260 280 260 /280
2 23,5 21,5 1,09 82,0 77,5 1,05
2 23,5 30,0 0,78 57,5 57,5 1,00
2 12,7 25,2 0,54 52,0 52,0 1,00
Pierwszy lis¢ powyzej spryskanych
1 38,0 35,0 1,08 48,0 34,0 1,40
25,0 18,0 1,38 56,0 43,0 1,30
1 32,0 26,0 1,23
Trzeci li$¢ powyzej spryskanych
2 16,5 16,5 1,00 55,5 54,0 1,027
2 17,2 17,7 0,97 55,0 48,0 1,14

toplazmie, jak i w jadrze. Trzeci lis¢ powyzej spryskanych wykazal na
trzeci dzien po opryskiwaniu mniejsze zmiany.

DYSKUSJA

Lokalne chlorozy i nekrozy zjawiajace si¢ na lisciach mlodych roslin
tytoniu poddawanych przez okreslony czas dzialaniu molibdenianu amonu
w wodnych kulturach wykazywaty wiele powtarzajacych sie regularnosci.
Nie stwierdzono w zadnym wypadku zaleznosci miedzy ilosciag wprowa-
dzonego molibdenu, a nasileniem plamek chlorotycznych na rozwijaja-
cych sie lisciach. 50 ppm Mo w pozywce bylo granicznym rozciencze-
niem wywoltujacym opisane objawy, przy stezeniu 5 ppm plamki zjawialy
sie wyjatkowo. Przy bardzo duzych iloSciach 0,5 g Mo na 1 1 pozywki
lub wody czesto zwiedniete liécie siewek uzywane do przeszczepow da-
waly objawy o tym samym nasileniu co przeszczepy ze stezen najniz-
szych. Czas pojawiania sie plamek byl we wszystkich doswiadczeniach
przy jednakowych warunkach podobny.

Zarowno w doswiadeczeniach z kulturami wodnymi, jak i przy opry-
skiwaniu i reinokulacji objawy w postaci chlorotycznych plamek i ,u-
bytkow’ blaszek lisciowych wystepowaly na lisciach rozwijajacych sig po
odcieciu doptywu Mo do roliny, a w wypadku reinokulacji powyzej lisci
pocieranych.
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Przeprowadzone analizy chemiczne zawartosci Mo w siewkach N. ru-
stica z kultur wodnych z duzg zawarto$cig pobranego Mo, wykazaly sla-
be przenoszenie sie molibdenu z liSci dolnych do rozwijajgcych sie po od-
cieciu doptywu molibdenu lisci gornych na ktérych zjawily si¢ sympto-
my. Tym samym opisane plamki chlorotyczne nie mogly by¢ spowodo-
wane bezposrednim toksycznym dzialaniem wprowadzonego molibdenu.

W toku przeprowadzonych doswiadczen ustalono bodzce, ktére zaréw-
no przyspieszajg pojawianie sie opisanych przez nas symptomow jak tez
wplywaja na ich nasilenie. Bodzce te wigzg si¢ z procesami enzymatycz-
nymi zachodzgcymi w komoérce [3]. Sposrod pigciu enzymow zawierajg-
cych molibden dwa sg podstawowymi dla procesow metabolicznych u
roslin i zwierzat: reduktaza azotanowa i oksydaza ksantynowa. Stwierdzo-
na w naszych do$wiadczeniach rola azotanow w reakcji roslin na molib-
den oraz przyspieszenie pojawiania sie opisanych zjawisk przez dodanie
czynnikéw redukujgcych molibdenian amonu, sprzyjajagcych prawdopo-
dobnie przejéciu Mo (VI) do Mo (IV), obecnego w reduktazie azotanowe],
wskazuja na prawdopodobny udzial tego enzymu w opisanych zjawiskach
[12].
Stymulujgce dzialanie $wiatta w czasie dtugiego dnia na reakcje ros-
liny na molibden, przejawiajgce sie¢ wzmozong syntezg RNA jest rowniez
dowodem na wzmozong w pewnych warunkach aktywnos$é calego splotu
enzymatycznych reakcji pod wptywem Mo. Wykazanie, ze dostarczenie
roslinie, obok wymienionych bodzcow, oksydazy ksantynowej w oprysku,
wywoluje objawy tam, gdzie one bez dodania tego czynnika nie zaszly,
jest dowodem mozliwosci stymulowania przez oksydaze ksantynowsq opi-
sanych zjawisk.

Wynikiem (prawdopodobnie) proceséw enzymatycznych jest wykrycie
za pomocg promieni UV zmian jakie zachodzg réwnocze$nie w jadrze
i cytoplazmie komoérek w badanych przez nas lisciach. Odnaleziona W
komoérkach badanych lisci substancja, wykazujgca silng ekstynkcje W
Swietle 260 nm i stwierdzony stosunek 260/280 przewyzszajacy 1 jest do-
wodem obecno$ci w plazmie obok substancji biatkowych, kwasu nukleino-
wego w wiekszej ilosci, Wystepujgce zmiany w jadrze, wskazujgce na
wiekszy niz normalnie udzial w tej organelli kwasow nukleinowych, W.Y-
daje sie wskazywac na dokonujgcg sig¢ w komoérkach synteze nie is'.c?ne-
jgcego uprzednio w cytoplazmie RNA, ktéory ma zdolno$¢ translokacji do
wyzej potozonych lisci. _

Badania przeprowadzone za pomocg znakowanego Mo wykaza_ly, ze
wprowadzony w matych ilosciach za pomocg opryskiwania liSci molabdfan,
rozchodzi sie w krotkim czasie w okoto 50%/0 po calej roslinie, wywolu.Ja,C'
charikterystyczne objawy i opisane zmiany Wewnatrzkomérkoxye. Jezeli
jcdnak po paru dniach z wyciénietego soku z tych roélin, molibden z0-
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stal przez potarcie wprowadzony do lisci siewek tytoni kontrolnych, nie
wykazywal on zdolnosci translokacji. Nie mniej na liSciach nie pociera-
nych, pozbawionych dodatkowego Mo zjawialy sie charakterystyczne ob-
jawy w postaci plamek. Stgd mozna wnosi¢, ze opisane zmiany zaszle w
cytoplazmie reprodukujg sie. W doswiadczeniach naszych zmiany te ule-
galy w okresie okoto 3 tygodni zanikowi. Reinokulacje udalo sie prze-
prowadzi¢ najwyzsze] w kolejnych 3 pasazach.

Wywolanie tak glebokich zaburzen wewngtrzkomoérkowych moze zna-
lez¢ nastepujgce (przypuszczalne) wytlumaczenie. Gromadzgcy sie w ko-
morkach czynnik (mutagenny azotyn), bedgcy posrednim produktem dzia-
lania reduktazy azotanowe]j wywiera dzialanie na puryny kwasow nukle-
inowych [28]. By¢ moze uaktywnione inne enzymy zblizone u roslin do
oksydazy ksantynowej biorg udzial w dalszym procesie prowadzgcym do
opisanych zaburzen w skladzie cytoplazmy.

Autorka sktada podzigkowanie dyrekcji Laboratorium Przemysiu Ty-
toniowego w Czyzynach (Krakéw), a w szczegoélnosci dr Z. Jankowskiemu
i dr Z. Gajosowi za moznos$¢ korzystania ze szklarni i laboratorium oraz
za pomoc w przeprowadzeniu doswiadczen, dr Dominiczowi za przepro-
wadzenie dosSwiadczen ze znakowanym Mo%, a mgr M. Przyltuckiej i mgr
J. Blawiczak za doskonatq pomoc techniczng.
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Aneas Kozaoscxa

BJIVIAHWUE MOJIMBJAEHA HA BUMPO3OIIOJOBHBIE CUMMIITOMBI
HA PACTEHUAX U TPAHCPOPMAIIMM RNA B JVICTBAX TABAKA

Pe3wme

B Tpynxe OImCBIBAIOTCA CUMIITOMBbI ITIOABJAMIIMEcCAd Ha cesgHUaxX Tabaka 1mony BJM-
AHMEM IOBBIIEHHBIX A03 MoJuOAeHa C OAHOBPEeMEeHHBbIM aHaJM30M IIPOUCXOAALMX
B KJIeTKaX M3MeHEHUM (C ITOMOILbI0 MMKDPOCIIEKTPOMETPA).

MecTHbIE XJIOPO3bI ¥ HEKPO3bl INOABJAIOLIMECA HA JMCThAX MOJIOABLIX pPaCTEHUM
Tabaka IIOJBEpPraeMbIX Ha IPOTAXKEHUM ONPENeJEeHHOTO BPEeMEHM IeCTBUI0 MOJMO-
JaTa aMMOHMA B BOAAHBIX KYyJbTypaX, ITOKa3bIBAJM MHOI'O IIOBTOPAIOLIMXCA pery-
aapHocTelr. Hu B OAHOM CJiiydae He YCTAHOBJIEHO COOTHOILEHMS MEeXJAy KOJIN4YeCTBOM
BBEIEHHOI'O MOJMOAeHa ¥ WMHTEHCUBHOCTBIO IIOABJIEHMA XJIOPOTMYECKMX IIATEH Ha
pa3BuBawLMXca auctbAX. Copepzkanue 50 ppm Mo B mnurarelbHOI cpege SABJIA-
JOCh IIpefiesIbHLIM pa30aBJjIeHMeM BbIZhLIBAKIOLLMM OIMCAaHHbIE B TPYyZAEe CUMIITOMBI, a
IIpY KOHIIEHTpalMM 5 ppm IIATHA ITOABJANMCHL JUIUL B MCKJIIOYUTENbHBIX CAOydYadX.

Kax B BOAAHBIX KYJbTypaX TaK M IIOCJe IIPMMEHEHMA OIIPbICKOB M PEMHOKYJA-
I[Mi4, Ha Pa3BUBAKOIMXCA JUCTHAX IOABJIAJIMUCH CUMIITOMBI B BUAEe XJOPOTUYECKUX
IaTeH A ,aorepy’ ILIOLIaAy JIMCTOBBIX IIJTJAaCTMHOK IIOCJe NOpeKpalleHuda IIPUTOKA
Mo K pacTeHMAM.

XymnordecKye aHanu3bl cojepskanua Mo B cesHijax Nicotiana rustica u3 BOAA-
HBIX KyJbTYP C BBICOKMM cOAepzRaHmeM ycBoeHHoro Mo mokaszanm caaboe mnepeMe-
LeHMe MoJMOHeHa M3 HIDKHUX JMCThbEB IIocje TpeKpalleHMs IPUToKa MOoJnbAeHa
K Pa3BMBAIOLMMCA BEPXHMM JIMCTBAM, Ha KOTOPBIX IIOABIANMCH CUMIITOMBL TaKuM
o6pa30oM ommMcaHHble XJOPOTHMYECKMe IIATKA He MOMIM o00pa30BbIBAaTbCA I107 HEIOo-
CPeICTBEHHLIM TOKCHMYECKVM BJIMUAHMEM BBEIEHHOIO MOJMOAEHa.

YeTaHOBIIEHO, YTO (baKTOPbI YCKOPAIOLMe II0ABJIEHME OMMCAHHBIX IIATEH M CTU-
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MyIMpyIoOLye MX MHTEHCUBHOCTb CBA3AHBI C JH3MMATUHYECKMMM IpOIeccamn IIpoMC-
XOAALLMMM B KJIETKe.

IIBa cpegy IIATM COAEPXaliMX MOJAMOAEH IH3MMOB, B YACTHOCTM HUTPATHAA pPe-
myKTaza ¥ KCaHTMHHAs OKCMAa3a, MMEIT OCHOBHOe 3HA4YeHyue A MmeTtabonmusMa y
pacTeHwil ¥ MKMBOTHBIX. YCTAaHOBJIEHHad B TPyAe POJb HUTPATOB B pearmpoBaHUn
pacTeHmii Ha MOJMOZEH ) YCKOpeye IOABJIEHNA BbIIeyKa3aHHBIX CUMIITOMOB nyTem
npubaBKM (PaKTOPOB BOCCTAaHABJMBAIOLIMX MOJMOMAT aMMOHMA, CONEMCT3YIOLMX II0
Bceit BepoaTHocTu nepexony Mo(VI) B Mo(IV) copepzkalMiticd B HUTPATHOM PeAyK-
Ta3e, yKa3bIBAlOT Ha BO3MOXHOCTb y4acTus STOTO SH3MMa B OINMCaHHBIX B TPyAES
3BJIEHMAX.

CTuMyJaMpylolllee AeiCTBMe CBeTa B INepyoj AOJTOTO JQH2 Ha TrearupoBaHue pa-
CTCHMIT Ha MOJMOIEH ABIAETCA TaKKe JOKa3aTelbCTBOM YCMJIEHHO! B ONPeAESIeHHBIX
yenoBUAX AKTMBHOCTYM BCEr0 KOMINIEKCA SH3UMMAaTUIECKMX peakLMit ITOf BAMAHUEM
Mo.

JlocTaBJIeHME DPACTEHMIO KCAaHTMHHOM OKCMZAA3bl BBI3BIBAJIO yKa3aHHBIE CHMOTOMBI
TaM, re oOHM Obl He IOABMJMCH ©e3 3Toro pakropa.

IIpeaIIoN0XUTENbHEO B pe3yJibTaTe SH3MMATUYECKMX IIPOLIECCOB OblIM BBIABJIEHbI
¢ TOMOLULI0 YJIBTPAMOJIETOBOrO MW3JIYYEeHUA W3MEHeHMs IIPOMCXOAALE OAHOBDE-
MEHHO B SApEe ¥ LMTOIIa3Me KIIeTOK JMCCJIEeNyeMbIX JMCTbeB. BhIABIEHHOE B KJIETKAX
UCCIeNYEMbIX JIMCTBEB BELICTBO OTVIMYarOLIeeCsd CUJBHOM 2KCTMHKLME B cBere 260
nm M yCTaHOBJIEHHOE COOTHOLUEHME 260/280 mpesbluarollee I, ABJIAETCA AOKa3aTelb-
CTBOM HAJMUYMA B IIJIa3Me, HaApPAAY C IPOTeMHHBIMM BELeCTB2MM, 3HAYMTEJBHBIX KO-
JMUECTB HYKJIeWHHOV KMUCJOTBL IIpOMCXOAAle B ApfAe M3MEHEHNHA, CBUASTENLCTEY-
I0lMe 0 BbICILIEM YeM HODPMAaJIHO ydacTMM B JaHHOJ OpraHelyie HyKJICHMHHBIX KMCJIOT,
IPUMHYKAAIOT, KaK KaxkerTcs, YHeJATb OoJblile BHMMaHMUA MPOMCXOAAIIEMY B KJIeTKax
CUHTe3y He cojepikalleiicda Ipexje B HUTOIIa3Me RNA, xapakTepu3yllleica cIio-
COGHOCTBIO K ITepeMellleHMIO B PacCIIONIOXKEHHbIe BbILIE JIVICTBA.

YCTAHOBJIEHO, YTO BBOAUMBINA B HEOOJNBIIMX KOJMYECTBAX MOJMOAEH pacIpo-
CTpaHAeTcA B TedeHMe IOPOTKOro BPeMEeHM B OKOJIO 500 o BCEMY PACTEHi1t0, BbI3bI-
Bad XapaKTepHble CUMIITOMbI ¥ YIOMAHYTble BblIUE BHYTPMKJIETOYHBIE M3MEHEHUA.
Ecnyu, onHako, yepe3 HECKOJBbKO MIHEN MOMMOGAEH M3 BbIXKATOIO M3 STUX PacCTeHMi
COKa BBECTM B JieCThbA CEdHIEB, TO OH IIOTePAET CBOIO CITOCOOHOCTh K II€pEeMEelEHMIO.
TeM He MeHee, Ha JIMCTbAX B KoTopble Mo B 3TOM BMJ€ HE BBOIMICAH, T.€. NULIEHHbIX
JOTIONHNTENbHOrO Mo, IMOABIANMCH CUMIOTOMBI B BMIE ITATEH. TakuMm obpa3zoM MOZKHO
33aKII0YaTh, YTO YKa3aHHbIE IIPOMCXOAALLME B IMTOIIA3Me M3MEHOHMS IIOIBEPrarTCH
penpoayKuym. B HamMX OOBITAX 9T M3MEHEHMA MCIE3aJN yepe3 OKOJO 3 HeNeNb.

VIoMAHyTbIe CYLUIeCTBEHHble BHYTDPMKJETOYHbIE HAPYIISHNA MOXKHO, KakK XKa-
XeTcs, OGBACHATL CIEAYIOIMM 00pasoM: HAKOIJISIOLUMITCA B KJIeTKaxX MyTareHHbIN
haKTop — MHTPUT, ABJAIOLMIICA KOCBEHHBIM IPOAYKTOM NIeAICTBUA HUTPATHON PeayK-
Ta3bl, OKa3bLIBAET BJIMSHME Ha IIYPMHBLI HYKIJIEMHHBIX KMCJIOT. Bo3MOXHO, 4YTO IpPY-
TVle aKTMBU30BaHHLIE SH3MMBI, IPUOIMIKEHHbIE B PACTEHMAX K KCaHTMHHOMN OKCHUIA3e,
TIPMEMMAIOT aKTMBHOE ydacTMe B TIpolecce BeJylleéM K OIMCAHHLIM B TpyAe Hapy-
IIeHUAM B COCTABE LIMTOIIJIA3MBbI.
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MOLYBDENUM EFFECT ON VIROSE-LIKE SYMPTOMS
ON PLANTS AND RNA TRANSFORMATIONS IN TOBACCO LEAVES

Summary

In the work symptoms occurring on tobacco seedlings under the effect of in-
creased molybdenum doses with simultaneous analysis of changes occurring in
cells (determined by means of the microspectrometry) are described.

Local chloroses and necroses occurring on young tobacco leaves subject for
a definite time to the ammonium molybdate action in water cultures, showed ma-
ny repeating regularities. In no case any relationship between the amount of mo-
lybdenurmn introduced and the occurrence intensity of chlorotic spots on develo-
ping leaves has been found. The amount of 50 ppm Mo in the nutrient medium
was a boundary dilution causing symptoms described in the work, while at the
concentration of 5 ppm the spots occurred only in sporadic cases.

Both in water cultures and after application of sprayings and reinoculations
symptoms in the form of chlorotic spots and ,losses” of leaf blade area occurred on
developing leaves after discontinuation of the Mo influx to plant.

Chemical analyses of the Mo content in Nicotiana rustica seedlings from wa-
ter cultures with a high content of Mo taken up showed a weak transportation of
molybdenum from lower leaves after the Mo influx discontinuation into develo-
ping top leaves on which the symptoms appeared. Thus the chlorotic spots de-
scribed could not be caused by a direct toxic action of the introduced molybde-
num.

It has been found that the factors accelerating appearance of the above spots
and stimulating their occurrence intensity are connected with enzymatic processes
in cell.

Two from among five enzymes containing molybdenum, viz. nitrate reductase
and xanthine oxidase, are of a fundamental importance for the metabolism in
plants and animals. The role of nitrates mentioned in the work in response of
plants to molybdenum and in acceleration of occurrence of the symptoms mentio-
ned by an addition of factors reducing ammonium molybdate, favouring probably
the transformation of Mo (VI) into Mo (IV), occurring in nitrate reductase, sug-
gest the probability of participation of this enzyme in the symptoms described
in the work.

Stimulating action of light during the long day on the response of plant to
molybdenum is also a proof of intensified activity of the whole complex, of ern-
zymatic reactions in definite conditions under the Mo effect.

The supply of plant with xanthine oxidase caused the occurrence of the sym-
ptoms mentioned where they would not appear without supply of this compound.

The consequence of probably enzymatic processes was detecting by means of
UV rays the changes occurring simultaneously in the nucleus and cytoplasm of
cells in leaves tested. The substance detected in cells of these leaves showing a
strong extinction in the light of 260 nm and the found ratio of 260/280 exceec.hng
1, proves the existence in the plasma, beside proteinic substances, of a con51de.-
rable amount of nucleic acid. The changes occurring in the nucleus indicating hi-
gher than normal percentage of nucleic acids in this organelle, seem to draw at-
tention to the synthesis of RNA previously absent in cytoplasm, which shows the
ability of translocation to upper leaves.
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It has been found that molybdenum introduced in little amounts diffuses
within a short time in about 50% over the whole plant, causing characteristic
symptoms and the mentioned intracellular changes. When, however, from the ju-
ice pressed out of these plants molybdenum will be introduced after several da-
ys into leaves of seedlings, it will lose its translocation ability. Neverthelless, on
the leaves into which Mo in the above form was not introduced, and consequently
deprived of the additional Mo, symptoms in the form of spots appeared. From it
one could conclude that the mentioned changes occurring in cytoplasm can re-
produce themselves. In our experiments these changes disappeared after obout 3
weeks.

The above significant intracellular disturbances can be explained probably as
follows: the mutagenic factor-nitrite, accumulating in cells, being an indirect pro-
duct of the nitrate reductase action, affects purines of nucleic acids. Maybe other
enzymes activated approximating xanthone oxidase in plants, would take part in
further process leading to described disturbances in the cytoplasm composition.



