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BADANIA NAD WIRUSAMI GOZDZIKOW W POLSCE

Jozef Kochman, Anna Kowalska
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Badania nad chorobami wirusowymi gozdzikéw zapoczatkowane zostaly w dru-
gim dziesigcioleciu XX wieku. W pierwszych pracach stwierdzano tylko infekcyjny
charakter obserwowanych na gozdzikach choréb, nastgpne dostarczaly juz dowo-
déw, ze objawy te sa wynikiem porazenia ro§lin przez wirusy. W latach pdzniej-
szych prowadzono liczne badania majace na celu ustalenie wlasciwosci wyizolo-
wanych wiruséw: sposobdéw przenoszenia si¢ ich z ro§liny na rosling, wlasciwosci
in vitro, whasciwosci antygenowych itp. Najczgsciej opisywana choroba byta mo-
zaika gozdzika. Przy poréwnywaniu poszczegélnych prac daje si¢ jednak zauwazyC
wiele bardzo istotnych rozbieznosci w wynikach badari podawanych przez réznych
autoréw. Jak sie pozniej okazalo, przyczyna tych niezgodnosci byt fakt, ze pod
nazwa mozaiki rézni badacze opisywali choroby powodowane przez rozne wirusy.
Trudno$é identyfikowania chordb wirusowych gozdzikéw miala pewne uzasadnie-
nie. Rézne wirusy wywoluja na roslinie gozdzika podobne symptomy, ktére sa
z reguly zreszta stabo widoczne, a czgsto nawet wcale nie wystepuja. Poza tym
na plantacjach produkcyjnych gozdzikéw rosliny moga by¢ porazone jednoczesnie
kilkoma wirusami. W tej sytuacji izolacja poszczegdlnych wiruséw i ich identyfi-
kacja nie byla sprawa prosta.

Przelomowe znaczenie w badaniach nad wirusami gozdzikéw miala praca
opublikowana w 1955 r. w Anglii przez Kassanisa. Badacz ten wyizolowat i opisat
cztery rézne, niespokrewnione ze soba serologicznie wirusy. Dwa z nich: wirus
pstroéci (carnation mottle virus) i wirus piercieniowe; plamistosci gozdzika (car-
nation ringsport virus) sa przedmiotem badan niniejszej pracy.

Najpelniejsze opisy wlasciwosci tych dwéch wiruséw zawarte sa W wyZzej wy-
mienionej pracy Kassanisa, a takze w publikacjach, ktore ukazaly si¢ w nastgpnych
latach w Stanach Zjednoczonych [1], Kanadzie [7], Anglii [4, 5] i Francji [1]. Duze
znaczenie praktyczne ma opublikowana w Holandii praca, ktérej autor okreslit
wplyw porazenia przez poszczegblne wirusy na plon i jako$§¢ gozdzikéw [3]. Po
stwierdzeniu ogromnego rozprzestrzenienia wiruséw na plantacjach gozdzikéw pod-
jeto proby majace na celu uwolnienie tych roslin od wirusOw. Pierwsze pozytywne
rezultaty otrzymano w Holandii [9]. Wolne od wiruséw gozdziki uzyskano dzigki
hodowli stozkéw wzrostu wycinanych z porazonych ro§lin trzymanych uprzednio
w temperaturze 40°C. Prace nad otrzymywaniem bezwirusowych ro§lin gozdzika
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prowadzone sa réwniez z powodzeniem w Polsce, w Katedrze Roslin Ozdobnych
WSR w Poznaniu [8]. Nie prowadzono natomiast dotychczas w naszym Kkraju
badan nad identyfikacja i wlasciwosciami wirusow porazajacych gozdziki.

OBJAWY CHOROBOWE

Na porazonych wirusem pstroSci roslinach gozdzika nie stwierdzono zadnych
objawow chorobowych. Nalezy jednak zaznaczyé, ze obserwacja objawéw wywola-
nych przez wirus pstrosci jest trudna do przeprowadzenia ze wzgledu na ogromne
rozprzestrzenienie tego wirusa na plantacjach gozdzikéw, a w zwiazku z tym brak
zdrowych roSlin do poréwnania.

W warunkach produkcji szklarniowej wirus pierécieniowej plamistosci wyste-
puje na roSlinach gozdzika zawsze lacznie z wirusem pstroéci. Na lisciach roslin
porazonych przez oba te wirusy wystepuja drobne, jasnozielone, okragle plamki.
Objawy te s3 widoczne szczegdlnie dobrze przy ogladaniu liscia pod §wiatlo (rys. 1).

Rys. 1. Objawy powodowane przez wirus pstro§ci i wirus pierScieniowej plamisto$ci gozdzika
na liSciach Dianthus caryophyllus;, pierwszy z lewej 1i$¢ zdrowy

Précz tego na lisciach starszych obserwowaé mozna niewielkie, nekrotyczne plamki
oraz zamieranie koncéw liSci. Niektére blaszki liSciowe oraz pedy porazonych
ro§lin sa powyginane i zdeformowane. Przy poréwnaniu ro§lin porazonych wirusem
pierScieniowej plamistosci goZdzika z ro$linami wolnymi od tego wirusa mozZna
zauwazy¢, ze roSliny porazone sa mniejsze, ich pe¢dy kroétsze, a li§cie drobniejsze.
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BADANIE INFEKCYJNOSCI WIRUSOW W STOSUNKU DO WYBRANYCH ROSLIN TESTOWYCH

W doswiadczeniu majacym na celu stwierdzenie, jakie gatunki roslin ulegaja
po inokulacji sokiem porazeniu wirusem pstroici i wirusem pierscieniowej plami-
stosci gozdzika, przebadano 83 gatunki ro§lin. Do inokulacji wirusem pstrosci
uzywano czg8ciowo oczyszczonego soku wyciSnigtego z porazonych lisci komosy
(Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn) (rys. 2). Oczyszczanie to przepro-
wadzono ze wzgledu na konieczno$¢ oddzielenia wirusa od inhibitoréw zawartych
w soku komosy, ktore moglyby utrudni¢ zainfekowanie ro$lin. W przypadku wirusa
pstrosci nie znaleziono innej ro$liny mogacej stuzy¢ jako Zrodto inokulacji, w ktorej
koncentracja wirusa bylaby dostatecznie wysoka, a jednoczes$nie sok jej nie zawie-

Rys. 2. Objawy powodowane przez wirus pstrosci gozdzika na li§ciu Chenopodium amaranti-
color

Rys. 3. Objawy powodowane przez wirus pierScieniowej plamistosci gozdzika na liSciu
Gomphrena globosa

ralby inhibitoréw. Do inokulacji ro§lin testowych wirusem pierScieniowe]j plami-
stoéci uzywano soku wyciénigtego z lokalnie porazonych lisci Vigna sinensis Savi.
lub Gomphrena globosa L. (rys. 3). Gdy na inokulowanych liSciach badanego
gatunku ro§liny objawy chorobowe byly stabo widoczne lub w ogdle nie wyste-
powaly, z lici tych uzyskiwano sok i inokulowano nim komosg (Chenopodium
amaranticolor). Wykonana w ten sposob reinokulacje przeprowadzano w celu prze-
konania sie, czy liscie te nie byly porazone przez wirus bezobjawowo. W przypadku
stwierdzenia infekcji lokalnej, dla zbadania, czy dany gatunek roSliny byl rowniez



174 JOZEF KOCHMAN, ANNA KOWALSKA

porazony systemicznie, przeprowadzano reinokulacje przygotowujac inokulum
z nowo wyro$nigtych liSci.

W doswiadczeniach tych stwierdzono, ze wirus pstrosci porazal 36 gatunkéw
roélin, z czego 19 gatunkéw wykazalo infekcje systemiczna, a przez wirus pierScie-
niowej plamistoSci zainfekowanych zostalo 65 gatunkéw, z ktérych 22 gatunki
roSlin porazone byly systemicznie.

BADANIE NIEKTORYCH WEASCIWOSCI WIRUSOW IN VITRO

Kolejne dos§wiadczenie mialo na celu okreSlenie granicznego punktu rozcien-
czenia, termicznego punktu inaktywacji i trwatos$ci wirusow in vitro. Przy wszystkich
badaniach Zrédlem obu wirus6w byl sok wyciSnigty z lisci komosy (Chenopodium
amaranticolor) porazonych lokalnie odpowiednimi wirusami. Po poddaniu infek-
cyjnego soku dzialaniu réznych czynnikéw inokulowano nim komosg (Chenopodium
amaranticolor). I1o§¢ plamek lokalnych, ktére wystapily na liSciach komosy, pozwo-
lita na wyciagnigcie wnioskow odno$nie dzialania tych czynnikéw na wirusy.

W przeprowadzonych badaniach uzyskano nastgpujace wyniki. Wirus pstrosci
tracil infekcyjno$é w soku rozcieficzonym w stosunku 1:400 000, a wirus pierscie-
niowej plamisto$ci w rozcieficzeniu 1:100 000. Termiczny punkt inaktywacji obu
wiruséw jest identyczny i wynosi 90°C. Przechowywany w temperaturze pokojowej
sok zawierajacy wirus pstrosci stracit infekcyjno$¢ po 30 dniach, a zawierajacy
wirus pier§cieniowej plamistoSci po 13 dniach.

OCZYSZCZANIE WIRUSOW I OTRZYMANIE SUROWIC

Zanim uzyskano preparaty wirusow uzyte pozniej do otrzymania surowic, prze-
prowadzono szereg wstgpnych badafi, ktorych celem bylo stwierdzenie, czy badane
szczepy wirusow nie ulegaja przy oczyszczaniu zbyt szybkiej inaktywacji. Sok wy-
ci$nigty z porazonych roslin poddawano réznym zabiegom uzywanym powszechnie
do oczyszczania wiruséw: zakwaszaniu, dzialaniu chloroformu, butanolu i siar-
czanu amonu. W trakcie tych préb przekonano sig, ze oba badane wirusy wykazuja
duza stabilno§¢ wobec dzialania tych czynnikow.

Dla oczyszczenia wirusa pstro§ci przed otrzymaniem surowicy zastosowano
nastepujaca procedure. Zrodlo wirusa stanowil sok wyciSnigty z porazonych liSci
komosy (Chenopodium amaranticolor). Sok ten sklaryfikowano butanolem, a na-
stepnie wirus osadzony zostal w ultrawiréwce. Osadzony wirus rozcienczono
0.85%/o roztworem chlorku sodu, klaryfikowano przez wirowanie i wstrzyknigto
domie$niowo krolikowi. W 10 dni pdzniej krélika skrwawiono.

W celu oczyszczenia wirusa pier§cieniowej plamistosci gozdzika sok otrzymany
z porazonych lokalnie lisci fasoli (Phaseolus vulgaris L.) klaryfikowano przez do-
prowadzenie go do pH 4,8 przy pomocy kwasu octowego. Po klaryfikacji soku
wirus osadzany byl w ultrawiréwce. Dla otrzymania surowicy zrobiono krélikowi
w odstepach jednotygodniowych trzy zastrzyki domigéniowe. Skrwawiono go w ty-
dzied po ostatnim zastrzyku.
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BADANIE REAKCJI WIRUSOW Z WEASNYMI SUROWICAMI ORAZ Z SUROWICAMI
POCHODZENIA ZAGRANICZNEGO

Otrzymane w wyzej opisany sposdb surowice badano metoda mikroprecypitacji
i metoda dyfuzji w zelu agarowym. Przy zastosowaniu obu metod stwierdzono
wystapienie pozytywnej reakcji migdzy surowicami a homologicznymi wirusami.
Miano surowicy przeciw wirusowi pstrosci gozdzika mierzone metodqa mikroprecy-
pitacji wynosito 1:256, a surowicy uczulonej na wirus pierScieniowej plamisto-
§ci 1:512. Natomiast Zadna reakcja nie wystepowala miedzy surowicami a sokiem
ze zdrowych roflin.

Do badan serologicznych oprécz wlasnych surowic uzyto surowic pochodzenia
zagranicznego, otrzymanych z Holandii i z Anglii, uczulonych na wirus pstrosci
i wirus pierScieniowej plamistosci gozdzika. Stwierdzono, Ze surowice te reaguja
rowniez z homologicznymi wirusami.

Wyniki do$wiadczer i obserwacji przeprowadzonych nad dwoma chorobami
wirusowymi gozdzikéw wystepujacymi w Polsce wskazuja, ze choroby te powo-
dowane s3 przez dwa odmienne wirusy rozniace si¢ objawami, jakie wywoluja na
porazonych ro§linach gozdzikéw i wlasciwo$ciami. Mozna jednocze$nie stwierdziC,
7e wirusy te s3 tymi samymi lub tez blisko spokrewnionymi z wirusami, ktore
zostaly opisane w innych krajach pod nazwa wirus pstroci i wirus pierScieniowej
plamisto$ci gozdzika.

W Katedrze Fitopatologii SGGW prowadzone sa réwniez badania nad otrzy-
maniem wolnych od wiruséw roélin gozdzika metoda hodowli stozkéw wzrostu.
Prace te maja na celu zbadanie wptywu réznych czynnikéw na wzrost stozkéw oraz
na ilo§é otrzymanych ta droga wolnych od wirusa roslin.

STRESZCZENIE

Celem pracy byla identyfikacja dwéch wiruséw wystepujacych na gozdzikach szklarnio-
wych w Polsce.

Na roélinach gozdzikéw porazonych wirusem pstrosci nie obserwowano zadnych objawow
chorobowych. Wirus pierécieniowej plamistosci wywoluje objawy w postaci chlorotycznych
i nekrotycznych plamek, deformaciji lisci i skarlowacenia calej roéliny. Po inokulacji mecha-
nicznej wirus pstroéci porazal 36 gatunkéw roSlin, a wirus pier§cieniowe]j plamistosci 65 gatun-
kéw z 83 badanych. Graniczny punkt rozcieficzenia dla wirusa pstroéci lezy pomigdzy
1:200 000, a 1:400000, natomiast wirusa pierScieniowej plamisto$ci pomiedzy 1:50 000
a 1:100000. Termiczny punkt inaktywacji obu wirusow wynosi 90°C. Trwalo$¢ in vitro
w temperaturze pokojowej wirusa pstro$ci wynosi 30 dni, a wirusa pier§cieniowej plamisto$ci
13 dni. Przez domigéniowe wstrzyknigcie krélikom oczyszczonych preparatéw poszczegéinych
wirus6w otrzymano surowice uczulone na wirus pstrosci i na wirus pierScieniowej plamistosci.
Miano surowicy przeciw wirusowi pstroéci gozdzika mierzone metoda mikroprecypitacji
wynosito 1:256, a surowicy uczulonej na wirus pierécieniowej plamisto$ci 1:512. Otrzymane
z Holandii i z Anglii surowice przeciw wirusowi pstrosci i pierécieniowej plamistosci gozdzika
reagowaly pozytywnie z homologicznymi szczepami Wirusow.
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VICCIENOBAHUSA HAJl BUPYCHBIMU BOJIE3HAMM I'BO3IUK B IIOJIBIIE

PE3IOME

IMenpio paboTe! ABNANIACE MASHTU(DUKALUA IBYX BUPYCOB, noABJAKIMXCA B IToab-
IIIe Ha TeIJIMYHBIX I'BO3AMKAaX.

Ha pacreHuax reo3AMK, 3apazKEHHBIX BUPYCOM KapIT4aTOCTM, He o0HapykKEeHO HMU-
KaKyX NPMU3HAKOB 3abojseBaHusa. BuUpyc KOJBIEBO IIATHUCTOCTY BbLI3LIBAET CUMIITOMBI
B BUJl€ XJIOPO3HBIX ¥ HEKPO3HLIX MNATEH, AedopManumm JUCTLEB M KapJIMKOBOCTU BCETO
pacreHus. Ilocse MeXaHUMYECKOl MHOKYJIALMM BUPYC KPaIm4aTOCTY IOpazkaj 36 BUOB
pacTeHmi!, a BUPYC KOJIBIIEBOI NATHMUCTOCTM 65 BMAOB M3 83 mccienyeMblX. IIpenens-
Haf TO4YKa pas3baBiieHMA M0 BMPYCY KpaldaTOCTM PacCIojioXKeHa Mexzay 1 : 200 000, o
BUPYCY K€ KOJIbYATOM MATHUCTOCTM MexXAy 1:50000 1 1:100 000. TepMuuecKasa TOYKA
MHaKTMBaumu oboux BupycoB cocraBisder 90°C. ZKuByuecTh in vitro Bupyca Kpamda-
TOCTM B KOMHATHOM TemmnepaTrype coctaBisgeT 30 gHel, a BuUpyca KOJBIIEBOII ITATHU-
croct 13 xueit. IIyTeM BHYTPUMBILIEYHOTO BCHPLICKMBAHMA KPOJMKAM OYMIIEHHBIX
IpernapaToB OTAEJNBHBIX BMPYCOB Oblja IMOJIydeHa CBLIBOPOTKA, BOCIPUMMYMBAA K BU-
PyCy Kpam4aTOoCTM ¥ K BUPYCY KOJBIIEBOJ IATHUCTOCTH. TUTP CHLIBOPOTKM MPOTUB
BMUPyCa KPar4daTOCTM I'BO3AVKM, M3MEPAEMbII 110 MUKPOIPEUMIIUTATHOMY METOLY, CO-
craBaAa 1:256, a CHLIBOPOTKM, BOCIPUVMYMBOM K BUPYCY KOJIBHLEBOJ IISTHUCTOCTH,
1:512. CpIBOPOTKM NPOTMB BMUPYCAa KPamdaTOCTU M KOJbI[EBOM IATHUCTOCTM I'BO3AVIKY,
nony4deHHbole 3 TonnaHamym m AHIINM, TIOJOIKUTENBHO pPearmpoBajiy C TI'OMOJIOIM-
YEeCKMMM IIITaMMaMM BUPYCOB.

Jozef Kochman, Anna Kowalska

STUDIES ON CARNATION DISEASES IN POLAND
SUMMARY

The purpose of work was the identification of two viruses occurring in glasshouse
carnations in Poland.

On carnation plants infested by mottle virus no disease symptoms were noted. Virus of
carnation ring spot causes symptoms in the form ‘of chlorotic and necrotic spots, leaf defor-
mation, and dwarf habit of the whole plant. Following to the mechanical inoculation the
mottle virus infested 36 plant species, while ring spot virus infested 65 out of 83 examined
species. Dilution and point for the mottle virus is situated between 1:200 000 and 1:400 000,
while that for ring spot virus — between 1:50 000 and 1:100 000. The thermal inactivation point
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of both viruses amounts to 90°C. Resistance to ageing at room temperature amounts to 30 days
for mottle virus, while to 13 days — for the ring spot virus. Sera sensitized to mottle and ring
spot virus were obtained by an intramuscular injection of purified preparations of individual
viruses in rabbits. The titre of serum against carnation mottle virus as measured by micro-
precipitation technique amounted to 1:256, while that of serum against the ring spot virus —
to 1:512. Sera against carnation mottle and ring spot virus obtained from Netherlands and from

England positively reacted with homological virus strains.

12 Choroby wirusowe roflin



