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Substancje réznego pochodzenia i o réznej naturze (zwigzki nisko-
lub wysokoczgsteczkowe) hamujgce infekcyjnosé lub. reprodukcje wiru-
sOwW nazywane sg inhibitorami. Obecno$é inhibitoré6w w sokach roslin
wyzszych po raz pierwszy stwierdzili Duggar i Armstrong w 1925 r. [5].
W nastepnych latach wykazano réwniez obecno$é¢ inhibitoréw u grzyboéw
[10, 11, 12], promieniowcéw [15], porostow [14] i w innych organizmach
Swiata roélin. Inhibitory stwierdzono takze i u zwierzat [1, 9] oraz w
produktach pochodzenia zwierzecego np. w mleku [6].

W pracy niniejszej badano wptyw metabolitow:

— 30 gatunkéw grzyboéw, sokow 5 gatunkoéw roslin nasiennych, ura-
cylu i kwasu borowego na infekcyjno$¢ wirusé6w: Nicotiana virus 1
(TMV) i Solanum virus 1 (PVX),

— 3 gatunkéw grzybow, w zaleznoSci od wieku kultur, z ktérvch
je pozyskano, na infekcyjnos¢ TMV i PVX,

— 6 gatunkéw grzyb6w na namnazanie sie¢ TMV.,

Zamierzone cele osiggnieto w trzech doswiadczeniach.

MATERIAL I METODYKA

Wirusy TMV i PVX utrzymywano i namnazano na Nicotiana taba-
cum L. var. Turecki. Roslinami testowymi, uzytymi do okreslania wply-
wu zastosowanych w pracy substancji, byly: dla TMV — Nicotiana glu-
tinosa L., a dla PVX — Gomphrena globosa L., Wirusy pochodzity z ko-
lekeji Instytutu Ochrony Ro$lin — Zespolu Dydaktycznego Fitopatolo-
gii. Wiekszos¢ gatunkow grzybow otrzymano z Instytutu Ochrony Lasu,
Zespolu Dydaktycznego Fitopatologii Lesnej, Akademii Rolniczej w Poz-
naniu.

Stosowane w do$wiadczeniach (1 i 2) metabolity grzybéw stanowila
ptynna pozywka glukozowo-ziemniaczana, na ktérej rosty poszczegdlne
gatunki grzybow. W sklad tej pozywki wchodzity: 20 g glukozy, 500 ml
wywaru z 200 g ziemniakéw oraz H,O dest. (do 1000 ml). Wiek kultur
grzybow, z ktorych pochodzily metabolity wynosil w pierwszym do-
$wiadczeniu 21 dni, a w drugim 3, 8, 13 i 23 dni. Stosowane soki bada-
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nych gatunkéw roslin uzyskano poprzez ich roztarcie w mozdzierzu i od-
sgczenie przez gaze opatrunkows. Zwigzki chemiczne (uracyl i kwas bo-
rowy) uzyto w stezeniu 1,5 procent. Wymienione trzy grupy substancji
uzywano do rozcienczania sokéw z rolin zakazonych przez wirusy
(przechowywanych w lodowce o temp. 4°C): TMV — 1:500, a PVX —
1:10.

Tak przygotowanymi sokami inokulowano potéwki lisci N. glutinosa
(TMV), badz jeden lis¢ z kazdej pary liSci G. globosa (PVX). Przeciwle-
gle polowki lub cate liScie traktowano jako kontrolne i inokulowano je
sokiem z roslin chorych, rozcienczonym wodg destylowans.

Badanie wplywu inhibitoréw na namnazanie sie¢ TMV przeprowadzo-
no z szeScioma, najbardziej efektywnymi metabolitami grzybow. Ze
$wiezo inokulowanych lisci N. tabacum wirusem TMV wycinano krazki
o0 $rednicy 1,8 cm i ukladano je inokulowang strong do metabolitow
otrzymanych z kultur 21 dniowych. Po uptywie 2, 4, 6, 8 i 10 dni wyj-
mowano po 10 krazkéw, optukiwano je w wodzie wodociggowej, osusza-
no i rozcierano w mozdzierzu. Do otrzymanego soku dodawano 0,25 ml
wody. Uzyskanym w ten spos6b inokulum zakazano polowki lisci N. glu-
tinosa. Przeciwlegle polowki lisci inokulowano sokiem uzyskanym z
, krazkow” utrzymywanych w wodzie.

We wszystkich do§wiadczeniach zakazanie roslin wykonywano poprzez
pocieranie lisci opylonych uprzednio karborundowym proszkiem zwilzo-
nymi w inokulum tamponikami z gazy. Rosliny, zar6wno przed jak i po
inokulacji, trzymano w szklarni, w ktérej temperatura wahala sie od
15,2 do 20,6°C. Ziemia i wazony uzywane w do$wiadczeniach byly de-
zynfekowane przez dwugodzinne parowanie.

Ocene wplywu badanych substancji na infekcyjno$é lub namnazanie
sie wiruséw wykonano na podstawie liczb plam lokalnych na ro$linach
testowych. Obnizenie infekcyjnoSci wiruséw obliczono zgodnie ze wzo-
rem:

(Px—P3) 100
W=

Pk ko
gdzie:
W — obnizenie infekeyjnoSci w procentach,
P, — liczba plam na poloéwkach lub calych lisciach kontrolnych,
P, — liczba plam na poléwkach lub catych lisciach zakazonych ino-

kulum traktowanym badanymi substancjami.

WYNIKI

WPLYW METABOLITOW GRZYBOW, SOKOW ROSLIN, URACYLU I KWASU BOROWEGO
NA INFEKCYJNOSC TMV i PVX

Infekcyjnos¢ TMV calkowicie ograniczyly metabolity dwoch grzy-

béw: Penicillium chrysogenum i Verticillium candelabrum oraz soki

dwoch gatunkéw roslin: Chenopodium amaranticolor i Pelargonium sp.



Rys. 1. Catkowite ograniczenie infekcyjnosci TMV na prawych poléwkach lisci
Nicotiana glutinosa (lewe poldéwki kontrolne)
1 — przez metabolit Penicillium waksmani, 2 — przez sok z Pelargonium Sp.

Rys. 2. Ograniczenie infekcyjnosci PVX na lisSciach Gomphrena globosa
1, 3 — kontrola, 2 — sok Chenopodium amaranticolor, 4 — sok Apium graveolens
odm. rapaceum



Rys. 3. 1 — Calkowite ograniczenie infekcyjnoSci TMV na lewej poléwce liScia
Nicotiana glutinosa i uszkodzenie jej przez metabolit Verticillium candelabrum
(potowka prawa — kontrola) 2 — CzeSciowe ograniczenie infekcyjno$ci TMV na pra-
wej polowce liscia przez sok Armoracia lapathiofolia (poléwka lewa — kontrola)

Rys. 4. LiScie Gomphrena globosa inokulowane PVX.
1 — kontrola, 2 — z zastosowaniem metabolitu Verticillium candelabrum
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(tab. 1). Metabolity wszystkich innych gatunkéw grzybow obnizyly in-
fekcyjnos¢ TMV réwniez w wysokim stopniu, w granicach 92,1 do 99,9%
(rys. 1). Takze soki badanych gatunkéw roslin bardzo skutecznie ograni-
czyly infekcyjnos¢ TMV (rys. 1). Stosunkowo najnizsze ograniczenie in-
fekcyjnosci wywotal sok Armoracia lapathifolia — 83,1 procent. Wyjg-

Tabelal
Wplyw metabolitéw 21-dniowych kultur grzybow i innych substancjina infekcyjno§¢ TMV i PVX

Obnizenie infekcyjno$ci

Metabolity grzybéw 1 inne substancje TMV PVX
Ophiobolus graminis Sacc. 97,6 58,5
Lycoperdon perlatum Pers. 98,3 60,0*
Poria vaporaria Pers. 99,7 71,7
Polisticus versicolor (Fr) Pilat 99,3 39,0
Laccoria laccata (Scop. ex Fr.) Bk. et Br. 96,8 57,0%*
Omphalia hydrogramma Fr. Syst. M. J. 99,9 81,0
Naematoloma capnoides (Fr.) P. Karst. 99,7 66,0*
Naematoloma fasciculare (Huds et Fr.) P. Karst. 99,6 76,5
Phoma betae (Qud) Frank 98,1 32,9
Pestalozzia hartigii Tub. 98,6 10,0
Coniothyrium fuckeli Sacc. 98,3 54,0%
Trichothecium roseum Link. 97,4 41,0
Trichoderma wvaridae Person ex Fries 99,5 91,8%
Trichoderma koningi Qud. 97,4 28,7
Trichoderma lignorum (Tode) Harz. ‘ 99,2 26,2
Penicillium waksmani Zaleski 99,9 23,3%
Penicillium chrysogenum Thom 100,0 24,7
Penicillium decumbens Thom ) 99,6 51,1
Penicillium velutinum van Beyma 99,9 28,6
Penicillium terlikowsk: Zaleski 99,7 59,3
Pecicillium spinulosum Thom 99,6 —
Borrytis cinerea Persoon 98,7 50,0%
Verticillium cellulosae Daszewska 99,9 —_
Verticillium candelabrum Bonorden 100,0 95,2*
Alternaria radicina Meier, Drechster 93,8 9,0
Fusarium bulbigenum Cooke and Massee 99,1 71,7*
Fusarium angustum Sherbakoff 93,4 40,0
Fusarium oxysporum Schlechtendahl 92,1 88,9
Rhizoctonia solani Kithn — izol. 7 94,0 17,0
Rhizoctonia solani Kithn — izol. 21 93,8 +19,0
Chenopodium amaranticolor L. ' 100,0 100,0*
Fragaria sp. 99,7 100,0*
Armoracia lapathifolia Gilib. 83,1 98,8
Apium graveolens L. var. rapaceum 85,3 100,0*
Pelargonium sp. 100,0 99,4
Uracyl +94,9 +10,4
+12,0 52,2

Kwas borowy

+ — zwiekszenie infekcyjnosci wirusa.
* — jstotne obnizenie infekcyjnosci.
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—

tek stanowily uracyl i kwas borowy, ktore zwigkszyly infekeyjnos¢ TMV
odpowiednio o 94,9%0 i 12,0 procent.

Infekcyjnos¢ PVX ograniczyly catkowicie tylko soki: Fragaria sp.,
Apium graveolens (rapaceum), Chenopodium amaranticolor (rys. 2). Naj-
nizsze ograniczenie infekcyjnosci wywotat metabolit grzyba Penicillium
waksmani (23,3%0), a nieznaczne zwiekszenie infekcyjnoSci wywotlaly:
uracyl (10,4%0) i metabolit Rhizoctonia solani — izolat 21 (19,0%0).

Metabolit grzyba Verticillium candelabrum powodowal znaczne usz-
kodzenie inokulowanych lisci roslin testowych (rys. 3 i 4).

WPLYW CZASU HODOWLI GRZYBOW NA ZDOLNOSC OGRANICZANIA PRZEZ ICH
METABOLITY INFEKCYJNOSCI TMV i PVX

Metabolity Fusarium angustum i Penicillium chrysogenum pobrane
z kultur 8 dniowych wykazaly duze dzialanie ograniczajgce infekcyjnos¢
TMV. Wzrost inhibujgcego dzialania metabolitow wystgpil najsilniej
miedzy 3 a 8 dniem hodowli grzybow z wyjatkiem Laccaria laccata
(rys. 9).

100

Procent infekcynosci TMV
3

-

3 73 78 23
Wiek kultur grzybow (w aniach)

Rys. 5. Wplyw wieku metabolitow na infekcyjnos¢ TMV w stosunku do Nicotiana
glutinosa o
1 — Fusarium angustum, 2 — Laccaria laccata, 3 — Penicillium chrysogenum

Stopniowy wzrost wlasciwosci ograniczajacych infekcyjnos¢ PVX
wystapil wraz ze zwiekszaniem sie wieku kultur grzyba u V. candela-
brum. Metabolity tego grzyba z kultur 18 i 23 dniowych catkowicie za-
pobiegaly infekcji (rys. 6). Mniej rownomierne i prawie zawsze slabsze
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Rys. 6. Wplyw wieku metabolitéw na infekcyjno§é PVX w stosunku do Gomphrena
globosa
1 — Botrytis cinerea, 2 — Verticillium candelabrum, 3 — Pestalozzia hartigii

ograniczenie infekcyjno$ci PVX powodowaly metabolity dwoch pozosta-
tych gatunkow grzybow.

WPLYW METABOLITOW GRZYBOW NA NAMNAZANIE SIE TMV

Prawie calkowite zahamowanie namnazania sie wirusa TMV (93,5-
-100%0) w krazkach lisci tytoniu spowodowaly metabolity dwoch gatun-
kéw grzybow V. candelabrum i Omphalia hydrogramama (tab. 2). Meta-
bolity pozostalych 4 gatunkéow grzybéw silnie hamowaty namnazanie sig
TMV (49,8-82,0°0) tylko w krazkach utrzymywanych w nich przez 2
i 4 dni. Nastepnie ich hamujgce dzialanie stopniowo malato az do cal-
kowitego zaniku, a nawet stwierdzono nieznaczne zwigkszenie sie¢ koncen-
tracji TMV w kragzkach utrzymywanych w metabolitach Penicillium ve-
lutinum.

DYSKUSJA I WNIOSKI

Wptyw metabolitéw grzyboéw, sokéow roslin, uracylu i kwasu boro-
wego na infekcyjnos¢ wirusow TMV i PVX byl zr6znicowany. Metaboli-
ty badanych grzybow silniej ograniczaly infekcyjnos¢ TMV niz PVX.
Grela i wspétautorzy [8] donosza réwniez o silniejszym ograniczaniu in-
fekcyjnosci TMV niz PVX przez pochodne alfatréjhalagenoamin. Cro-
wley wykazal, ze ograniczajace dzialanie wyciagu z zarodkow ogorka
zalezalo od rosliny gospodarza uzytej do oznaczania infekcyjnosci [4].
Gendron i Kassanis stwierdzajg, ze zakres dziatania inhibitorow zalezy
od gatunku inokulowanej rosliny a nie od wirusa [7]. Jedynie metaboli-
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ty Trichoderma viridae i V. candelabrum w bardzo wysokim stopniu
ograniczyly infekcyjnosé¢ obydwu wiruséw (91,8-100%0). Gupta i Price
[11] donoszg o ograniczaniu infekcyjno$ci trzech badanych wiruséow
przez filtraty tylko czterech sposréd 49 badanych gatunkéw grzybéw,
a jednego z trzech wiruséw przez filtraty 36 gatunkoéw grzyboéw.

Soki wszystkich badanych gatunkéw roslin ograniczaly infekcyjno$é
wiruso6w w wysokim stopniu (TMV od 83,1 do 100%; PVX od 98,8 do
100%0). Calkowite ograniczenie infekcyjnosci PVX przez soki Pelargo-
nium hortorum, Chenopodium album, Ch. amaranticolor i 2 odmian Cap-
sicum frutescens wykazali Blaszczak i wspoélautorzy [2]. Pelne ogranicze-
nie infekcyjnosci TMV powodowaly tez soki Pelargonium zonale, Cam-
panula boniensis i Dianthus caryophyllus, a w 80% sok Armoracia
lapathifolia [3].

Kwas borowy zastosowany w stezeniu 1,5%0 nie wplyngt w decydu-
jacy sposob na infekcyjnos¢ TMV i PVX. Uracyl stymulowal lagodnie
infekcyjnos¢ wiruséw. Lindner i wspoétautorzy [13] rowniez nie stwier-
dzili hamujgcego dziatania uracylu na infekcyjnos¢ TMV.

Metabolity pochodzgce z trzydniowej hodowli grzybéw cze$ciowo
ograniczaty juz infekcyjno$¢ badanych wiruséw. Dzialanie to zwieksza-
to sie wraz ze zwiekszaniem sie wieku grzybow, od ktérych pochodzity
metabolity. Wyjatek stanowily metabolity Botrytis cinerea i Pestalozzia
hartigii. Ograniczaly one infekcyjnos¢ PVX w podobnym stopniu, nie-
zaleznie od wieku kultur, z ktérych je pobrano. Mozna przypuszcza¢, ze
wytwarzanie substancji inhibujgcych przez poszczegélne gatunki grzy-
béw przebiega z rézng szybkoscig.

Dzialanie metabolitow grzybow na namnazanie sie TMV bylo zroz-
nicowane. Metabolity V. candelabrum i Omphalia hydrogramma ogra-
niczaly bardzo znacznie namnazanie sie TMV przez caly czas trwania
doswiadczenia (2-10 dni). Metabolity pozostalych grzybéw najsilniej ha-
mowaly namnazanie sie TMV w krgzkach lisci N. tabacum (Turecki) u-
trzymywanych przez 2 i 4 dni, a p6zniej dzialanie ich stabto.

Na podstawie uzyskanych wyniké6w mozna wyciggng¢ nastepujgce
wnioski:

1. Metabolity wszystkich badanych gatunkéw grzybow zawieraly
substancje w wysokim stopniu ograniczajgce infekcyjnos¢ TMV na tyto-
niu lepkim. Dzialanie ograniczajace tych metabolitéw na infekcyjnos¢
PVX bylo znacznie slabsze, silnie zréznicowane u badanych gatunkéw
i w wielu przypadkach nieistotne. Oznacza to, ze inhibujgce dziatanie me-
tabolitow grzybéw na infekcyjno$¢ wiruséw zalezy glownie od uktadu
roslina — wirus.

2. W sokach badanych gatunkéw” roslin (komosa, poziomka, chrzan,
seler, pelargonia) stwierdzono wystepowanie substancji w wysokim
stopniu (do 100%) obnizajgce infekcyjnos¢ TMV i PVX. Substancje te
ograniczaja mozliwo$¢ przenoszenia wiruséw z rosliny na rosling (z ga-
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tunku na gatunek) na drodze mechanicznej. Stanowié¢ to moze naturalng
zapore szerzenia si¢ wirusOw w przyrodzie.

3. Najwyzsze wskazniki obnizenia infekcyjnosci TMV i PVX dawaty
metabolity z 8-18 dniowych kultur grzybéw.

4. Utrzymywanie krazkéw lisci N. tabacum Turecki zainokulowanych
TMV w metabolitach 3 tygodniowych kultur grzybéw hamowalo na-
mnazanie si¢ wirusa. Hamowanie to bylo bardzo silne przez caly czas
utrzymywania (2-10 dni) krgzkéw liSci w metabolitach Verticillium can-

delabrum i Omphalia hydrogramma. Dzialanie metabolitow pozostatych
gatunkow grzybow bylo slabsze i stopniowo malato.

Autorzy dziekujq prof. dr K. Marice za przekazane kultury grzybéw.
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BJIUMAHUE METABOJIMUTOB I'PMBOB U JIPYTIUX BEIIECTB
HA VMHPEKIVMOHHOCTH NICOTIANA VIRUS 1 SMITH
M SOLANUM VIRUS 1 (ORTON) SMITH

Pe3wwme

B n1a6GopaTopHO-TENJIMYHBIX MCCIENOBAHUAX YCTAHOBJIEHO, 4YTO MeTaboauTbl 30
BUAOB IpuOOB B BBLICOKOIT CTEINeHM OrpaHuuuBagy MH@peKimonHoctb TMV Ha Nico-
tiana glutinosa u HeCKOJbKO cyabee mHpekumoHHocTs PVX uHa Gomphrena globosa.
Metabonur Verticillium candelabrum KpoMme TOro IokKasaJ CUJbHOE (OUTOTOKCUYEC-
Koe gneicrBue B otHomueHum N. glutinosa u G. globosa. Topmo3silee naeicTBUE Me-
TabOJMTOB 3aBMCEJIO OT BO3pacTa KYJIbTYP, M3 KOTOPbIX OHM oOrbupaauck. Couep-
XKaHue Kpy¥KKoB JuctbeB N. glutinosa, nHokKyaupoBaHHbIXx TMV B merabosurax rpm-
60B orpaHMYMBAJIO Pa3MHOXKEHMEe BMPYCa, IpuUYeM 9TO AEMCTBUE IIOCTENEeHHO yMeHb-
majiochk. TakzKe COKM 5 uccaenyemblx Bupos pacreumit (Chenopodium, Fragaria,
Apium, Pelargonium, Armoracia) B BBICOKOJ CTENeHM OTPaHMYMBAJIM MH@PEKIMOH-
Hoctb TMV n PVX,
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INFLUENCE OF FUNGAL METABOLITES AND OTHER SUBSTANCES ON
THE INFECTIVITY OF NICOTIANA VIRUS 1 SMITH AND SOLANUM VIRUS 1
(ORTON) SMITH

Summary

It was prowed in laboratory and greenhouse experiments that the metabolites
of 30 species of fungi inhibited in high degree the infectivity of TMV on Nicotiana
glutinosa and in smaller degree the infectivity of PVX on Gomphrena globosa.
More over the metabolite of Verticillium candelabrum appeared to be severely phy-
totoxic to N. glutinosa and G. globosa. The inhibitory activity of metabolites de-
pended on the age of fungicultures. The maintenance of leaf-disks of N. glutinosa
inoculated with TMV in the metabolites of fungi limited the virus replication but
the action of metabolites gradually decreased. Also the saps of five tested plant
species (Chenopodium, Fragaria, Apium, Pelargonium, Armoracia) strongly inhibited
the infectivity of TMV and PVX,



