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WSTEP

Wirusa czarnej piers$cieniowej plamistosci pomidora (tomato black ring
virus) wyizolowano z polowej uprawy pomidoréw na terenie Poznania
w 1967 r. Bylo to pierwsze stwierdzenie tego wirusa na pomidorze
w Polsce. Wyniki przeprowadzonych badan zakresu roslin gospodarzy,
wlasciwosci fizycznych wirusa, wplywu niektérych zwigzkéw chemicz-
nych oraz buforéw o réznym pH na infekcyjno$¢ soku wirusowego,
zostaly juz weczesniej opublikowane [8], wzglednie znajduja sie w dru-
ku [9]. W niniejszej pracy przedstawione zostana wyniki przeprowadzo-
nych testow serologicznych oraz badan elektromikroskopowych.

Dzieki zastosowaniu badan serologicznych i testow wzajemne] im-
munizacji, Harrison [3] oraz Bercks [1] udowodnili, Zze szereg choroéb,
ktére byly przypisywane innym wirusom, wywolywane sa wlasnie przez
szczepy wirusa czarnej pierScieniowej plamisto$ci pomidora (WCzPPP).
I tak, wykazali oni, ze szczepami WCzPPP sg wirusy bukietowatosci
ziemniaka, pseudo-aukuby ziemniaka, pierscieniowej plamistosci fasoli
1 pierscieniowej plamistosci buraka.

Sposéréd badanych serologicznie izolatéw (szczepéw) WCzPPP Bercks
[1] wyodrebnil 2 grupy, co nastepnie w swoich badaniach potwierdzil
i uzupelnit Schmelzer [7], nazywajac grupy serotypami. Szczepy w ob-
rebie poszczegdlnych serotypéw charakteryzujg sie blizszym pokrewien-
stwem serologicznym. Do serotypu bukietowatosci ziemniaka zaliczono
oprécz bukietowatosci, nastepujace szczepy (izolaty): pierscieniowg pla-
misto§é salaty, czarng pierScieniowa plamistos¢ pomidora. zéttaczke ner-
woOw selera, mozaike robinii oraz kilka innych.

Do serotypu pier$cieniowej plamistosci buraka zaliczono oprécz szcze-
Py, od ktérego pochodzi nazwa grupy, réwniez pseudo-aukube ziemniaka
oraz szereg izolatéow WCzPPP porazajacych drzewa i krzewy [7].

Badania elektronomikroskopowe nad wirusem czarnej pierscieniowej
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plamistosci pomidora przeprowadzone przez Harrisona i Nixona [4] wy-
kazaly, ze czastki wirusowe sg izometryczne (dwudziesto$ciany) o wy-
miarach ok. 30 mp. Podobne wymiary oraz ksztalty stwierdzil Hollings

[5] badajac jeden ze szczepow WCzPPP, a mianowicie zéltaczke nerwoéow
selera.

MATERIAL I METODY

Do badan serologicznych uzywano sok z porazonych roslin Nicotiana
tabacum L. odm. White Burley oraz Chenopodium quinoa L. w rozcien-
czeniu 1:2. Liscie zrywano w okresie 14-20 dni po inokulacji. Jako kon-
trole uzywano sok z lisci rownowiecznych roslin nieporazonych.

Surowice przeciwko wirusowi czarnej pierscieniowe]j plamistosci po-
midora otrzymano z Instytutu Serologii Roélinnej w Brunszwiku oraz
z Instytutu Fitopatologii w Aschersleben.

Badania przy pomocy surowicy z Instytutu Serologii wykonano me-
toda, mikroreakeji serologicznej pod olejem parafinowym wg van Slog-
terena [6].

Z Aschersleben otrzymano surowice przeciwko 2 izolatom WCzPPP:
1) przeciwko wirusowi mozaiki robinii (RoU) nalezacego do serotypu bu-
kietowatosci ziemniaka oraz przeciwko, 2) wirusowi utajonej infekcji
Caryopteris clandonensis (CaN), zaliczanego do serotypu pierscieniowej
plamisto$ci buraka [7]. Zastosowano test podwdéjnej dyfuzji w zelu aga-
rowym wg Van Der Vekena i in. [6, 7].

Do badan elektronomikroskopowych uzywano sok z roslin Nicotiana
tabacum odm. White Burley, po ok. 10 dniach od inokulacji. Do kontroli
pobierano sok z lisci réwnowiecznych ro$lin zdrowych.

Stosowano metode czesciowego oczyszczania opisang przez Harrisona
i Nixona [4]. Uzyskane preparaty utrwalano 2% roztworem formaliny
i przygotowywano do ogladania w mikroskopie elektronowym, stosujac
2 metody: 1) barwienie negatywowe przy uzyciu 1% kwasu fosforowol-
framowego (PTA), oraz 2) napylanie platyna, pod katem ok. 10°.

Ogladano w mikroskopie elektronowym JEM T7A Jap. przy powiek-
szeniach do 40 000 razy.

WYNIKI I DYSKUSJA
TESTY SEROLOGICZNE

Badany wirus zareagowal pozytywnie z surowicami przeciw wiruso-
wi czarnej pierécieniowej plamisto$ci pomidora, otrzymanymi zar6wno
z Instytutu Serologii w Brunszwiku, jak i z Instytutu Fitopatologii w As-
chersleben. Surowica z Brunszwiku reagowala z badanym wirusem jesz-
cze przy rozcienczeniu 1:64.
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Rys. 1. Schemat reakcji serologicznych w
zelu agarowym pomiedzy badanym wiru-
sem a szczepami RoU i CaN wirusa czar-
nej piersScieniowej plamisto$ci pomidora
K — sok z ros$lin zdrowych w rozciencze-
niu 1:2, V — sok z roSlin porazonych w
rozcienczeniu 1:2
Surowice przeciw szczepom RoU i CaN w
rozcienczeniach od 1:1 do 1:32

Tabela 1

Reakcja serologiczna pomiedzy badanym wirusem a szczepami RoU i CaN wirusa
czarnej pierScieniowej plamisto$ci pomidora

Sok z zawirusowanych roslin

L, ) Nicotiana tabacum Chenopodium quinoa
Rozcienczenie
surowicy surowice przeciw szczepom
RoU CalN RoU CaN
1:1 +=f== S e ot s
1:2 o a1 + + +
1:4 + — =+ +
1:8 — — -t +
1:16 — — + —
1:32 — — — —

Wyrazisto§é precypitacji: ++-+ bardzo dobrze widoezna, ++ dobrze widoczna, + stabo wi-
doczna, * bardzo siabo widoczna.

Rys. 2. Czastki wirusa czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora barwione
negatywowo. Fot. W. Wieczorek
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Rys. 3 i 4. Czastki wirusa czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora w prepara-
tach napylanych. Fot. W. Wieczorek

Nizsze natomiast miana wykazaly wobec badanego wirusa surowice
na izolaty WCzPPP otrzymane z Aschersleben. Przy uzyciu do badan
soku z ros$lin Chenopodium quinoa, w przypadku surowicy uczulonej na
CaNN, precypitacje obserwowano przy rozcienczeniu do 1:8, natomiast
przy badaniu surowicy przeciw RoU, biale luki precypitacji stwierdzano
jeszcze przy rozcienczeniu 1:16 (tab. 1, rys. 1). W przypadku gdy do ba-
dan uzyto soku z roslin tytoniu, obie surowice wykazaly jeszcze nizsze
miano (tab. 1), a ponadto obserwowano tu reakcje niespecyficzne (suro-
wica reagowala zar6wno na bialko wirusowe jak i na normalne). Reakcji
niespecyficznych nie stwierdzano przy uzyciu do badan soku z roslin
Chenopodium quinoa.

Uzyskane wiec wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze badany wirus
jest serologicznie spokrewniony z wirusem czarnej pierscieniowej pla-
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mistoSci pomidora. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna po-
nadto przypuszczaé, ze nalezy on do serotypu bukietowatosci. Dokladne
ustalenie tego wymagaloby jednak wiecej badan poréwnawczych.

BADANIA ELEKTROMIKROSKOPOWE

Zaréwno w preparatach barwionych negatywowo (rys. 2) jak i w pre-
paratach napylanych (rys. 3, 4), stwierdzono duze zageszczenie czgstek
wirusowych. Ogladane czastki byly kuliste, a wiekszo$¢ z nich miala
wymiary rzedu ok. 30 mp. Obserwowane niejednokrotnie w preparatach
napylanych czastki posiadajagce wymiary znacznie wieksze od przeciet-
nych, byly przypuszczalnie skupieniami kilku czgstek, wzglednie pola-
czeniami czgstek wirusowych i zanieczyszczen niskoczgsteczkowych.

Obraz mikroskopowy badanego wirusa byl zblizony do tego jaki
stwierdzili Harrison i Nixon [4] oraz Hollings [5], badajac szczepy
WCzPPP. Przecietna wielko$¢é czasteczek wirusa badanego przez Harri-
sona i Nixona wynosila, w preparatach napylanych 29,6 mu oraz 31,6 muy,
w preparatach barwionych negatywowo 18,9 mu. Czastki wirusowe w ba-
daniach Hollingsa, przy zastosowaniu negatywowego barwienia, mialy
wielkos¢ 28-29 mu. Czastki wirusowe obu szczepow posiadaly ksztalty
izometryczne.

Przeprowadzone badania serologiczne i elektronomikroskopowe po-
twierdzajg wiec -— oparte na dotychczasowych doswiadczeniach — przy-
puszczenie, ze badana choroba pomidoréw jest wywolywana przez wirus
czarnej pierscieniowej plamistosci pomidora.
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NTAJBHEVIIVME IMATHOCTUYECKUE MCCJEIOBAHUS HAJ YEPHOM
KOJIBIIEBOM ITATHUCTOCTBIO TOMATA

PezwmMme

IIpoBefeHO CepoJorM4YecKmue U 9JIeKTPOHHOMMKPOCKOMMYECKME MCCaeJOBaHNUAd,
KaK IONOJHEHMe BbLINOJHAEMbIX JIMaArHOCTMYECKMUX MCCIEeNO0BaHMII II0 BUPYCY Wu30-
JIMPOBAHHOMY M3 TOMAaTOB. :

B cepoJorMyeckymx MCCIEJOBAHMAX IIPOBEAEHHBIX IPM MCIIOJb30BaHMUM ChIBO-
DOTOK CTabMAM3MPOBAHHLIX HA BUPYC YEePHON KOJBLEBOM NATHMUCTOCTM TOMarTa, —
[OJIy4YeHHBIX 13 VIHCTUTYTOB ceposiormy B BpyHCBBUMKY m Puronarosorny B Allep-
caebeH, — IOJYYEHO IIOJIOKUTEJIbHYIO DPeaKIMIo.

OcMmaTpuBaeMble IHOJ 9JE€KTPOHHBIM MMKPOCKOIIOM BMPYCHBbIE YacCTMYKM JMMeEJN
HIapOBUAHYIO (DOPMY, a MX pa3Mepbl B cpeAaHeM Oblmm nopsaka oK. 30 MuaaMMu-
KPOHOB.

Kag ycTaHOBJIEHHbIe Dpa3Mepbl M (popMa BUPYCHBIX YacTU4I€K, TaK M IIOJOXKMA-
TeJbHbIE CEpPOJIOrMYecKye Ppeakluy, IOATBEPXKAAT — OCHOBaHHbIE Ha IIPOBEAEH-
HBIX [0 CEero BPEMeHM JMCCIefOBaHMUAX — IIPEAIONOXKEeHMe, YTO MAEHTUMMIMPOBAH-
Hagd Ha ToMaTaxX 0OoJie3Hb, Obljla BbI3BAHA BMPYCOM YEPHOV KOJbLEBOM IATHMUCTOCTHA
Tomarta (tomato black ring virus).

Anna Twardowicz-Jakusz, Alicja Gtowinkowska

FURTHER DIAGNOSTIC STUDIES ON THE TOMATO BLACK RING VIRUS

Summary

Serological and electron microscope investigations were performed to supple-
ment the diagnostic studies carried out to date on the virus isolated from tomatoes.

In the serological tests with the use of tomato black ring virus antisera, re-
ceived from the Institutes of Serology in Brunswick and of Phytopathology in
Aschersleben, positive reactions were obtained.

Under the electron microscope the virus particles were of spherical shape,
their dimensions were on the average of the order of 30 mpu.

Both the dimensions and the shape of the virus particles and the positive
serological reaction confirm the supposition, based on earlier investigations, that
the disease found on tomatoes is caused by the tomato black ring virus.



