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IZOLACJA WIRUSA NEKROTYCZNEJ KEDZIERZAWKI
TYTONIU Z MIECZYKA

Maria Kaminska

Zaklad Ochrony Ro$lin, Instytut Sadownictwa, Skierniewice

Wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu (TRV) jest powszechnie zna-
nym patogenem roslin wystepujacym w Europie, Ameryce i Japonii [10].
W licznych publikacjach wykazano, ze wirus ten poraza kilkaset gatun-
k6w roslin dziko rosngcych i uprawnych, w tym wiele gatunkéw roslin
ozdobnych [3, 7, 15, 16, 20].

Jak podaje Cremer i Schnek [7], wirus nekrotycznej kedzierzawki ty-
toniu powoduje na mieczyku chorobe zwang ,,notched leaf”. Choroba ta
wystepuje w Holandii od prawie 40 lat, lecz jej przyczyny diugo nie zna-
no. Pewne wyjasnienia, co do wirusowego pochodzenia choroby, daly
prace Van der Wanta [wg. 7], a nastepnie Sol i Seinhorsta [21], ale do-
piero Cremer i Schenk [7] wykazali, ze choroba jest powodowana przez
TRV, a wektorami tego wirusa sg nicienie z rodzaju Trichodorus.

Poza Holandig wystepowanie TRV na mieczyku zostalo stwierdzone na
terenie Wtoch [9, 12]. W Polsce wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu
wystepuje powszechnie na ziemniaku [1, 17, 23]. Objawy tej choroby na
mieczyku po raz pierwszy zaobserwowano podczas przeglagdu plantacji
w 1972 roku [13]. |

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie wynikéw obserwacji nad
wystepowaniem choroby na mieczyku w Polsce oraz zbadanie jej przy-
czyny. Przebadano i scharakteryzowano wilasciwosci 2 rdéznych typow
TRV wyizolowanych z porazonych ro$lin i z gleby.

MATERIAL I METODY

Obserwacje i badania nad wystepowaniem TRV na mieczyku prowa-
dzono na terenie Skierniewic oraz Zakladow Hodowli Roslin Waganiec

i Popowiczki (k. Wloclawka) i Gospodarz (k. L.odzi) a od 1975 r. ZHR Zie-
lonki (k. Warszawy).
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W probach nad mechanicznym przenoszeniem TRV uzywano lisci, ko-
rzeni 1 kwiatow mieczyka z objawami i bez objawéw choroby. Pociete
kawalki roslin ucierano z buforem fosforanowym o pH 7 w mozdzierzach
schlodzonych w temperaturze —15°C. Uzyskanym inokulum pocierano
liscie roslin testowych Nicotiana tabacum i Chenopodium quinoa uprze-
dnio posypanych karborundum. Ros$liny testowe trzymano w ciemnosci
przez 24 godz. przed inokulacjg. Do gleby na ktérej rosty mieczyki z ob-
jawami TRV wysadzano rosliny N. tabacum 'White Burley’ z ktérych
z latwoscig izolowano wirusa, zarowno z lisci jak i z korzeni.

W wyniku przeprowadzonych izolacji otrzymano 2 typy wirusa. Typy
te okreslano na podstawie reakcji roslin testowych, objawéw chorobo-
wych wywolywanych na tych roslinach, wiasciwosci fizycznych, wynikow
testow serologicznych oraz poréwnan z izolatem G; otrzymanym od
Was [23] 1 wynikami innych badaczy. Badania prowadzono w szklarni
w temperaturze 20-25°C stosujgc metody opisane przez Was [23]. W te-
stach serologicznych zastosowano metode podwdédjnej dyfuzji w 1% zelu
agarowym 1 metode precypitacji. W doswiadczeniu stosowano surowice
uczulong na TRV (szczep PRN) otrzymang z Anglii od dr Harrisona, wi-
rusa czarnej plamistosci pierscieniowej (TBRV) od dr Goolda, wirusa
plamistosci pierscieniowej pomidora (TomRSV) i wirusa plamistosci pier-
scieniowej tytoniu (TRSV) od dr Waterwortha.

WYNIKI

OBJAWY CHOROBOWE NA ROSLINACH MIECZYKA

Pierwsze objawy chorobowe wystepowaly wkrotce po wykietkowaniu
roslin. Byly one rézne, ale najczesSciej obserwowano pozdétkniete nerwy
glowne lisci. Mieczyki z typowymi symptomami wykazywaly silne zaha-
mowanie wzrostu, a ponadto wzdluz nerwéw lub brzegéw jednego lub
dwoch lisci, wystepowaly charakterystyczne zgbki (ryc 1). Na liSciach
czesto obserwowano takze chlorotyczne lub nekrotyczne, brunatne smugi.
Kwitnienie roslin chorych bylo opdéznione, a ich kwiatostany silnie skroé-
cone i znieksztalcone. Niektore mieczyki wykazywaly typowe objawy
chorobowe, podczas gdy inne tylko chlorotyczne i nekrotyczne plamy
i smugi. Na bulwach nie obserwowano zmian chorobowych, chociaz na
skutek zahamowania wzrostu byty one drobniejsze niz bulwy ros$lin zdro-
wych i mialy stabszy system korzeniowy. Porazone mieczyki byly silnie
opanowane przez choroby grzybowe i przedwcze$nie obumieraty. W polu,
rosliny z typowymi objawami wystepowaly grupami. Z porazonych bulw
rosliny wyrastaly pozniej, a cze$é¢ z nich przedwczesnie zasychatla.
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Ryc. 1. LiScie mieczyka porazonego wirusem nekrotycznej kedzierzawki tytoniu —
TRV (fot. D. Nowak)

Po raz pierwszy objawy TRV zaobserwowano w 1972 r. na mieczykach
’Oscar’ rosngcych na polu doswiadczalnym ZRO w Skierniewicach. Cho-
roba wystgpila na okoto 800 (50°0) roslinach tej odmiany powodujgc wy-
sokg ich $miertelnos¢é. W roku mastepnym stwierdzono, ze mieczyki wy-
roste z bulw ros$lin porazonych wykietkowaly tylko w 49%0 z czego za-
ledwie 22%0¢ ro$lin wytwarzalo niskiej jakosci kwiaty. Pozostale rosliny
byly opanowane zaréwno przez TRV, jak i przez choroby grzybowe
i przedwcze$nie zaschly. Bulwy roslin, ktére w poprzednim roku, w cza-
sie selekcji, nie mialy objawow TRV, wysadzone w pole stabo kietkowaly
1 obumieraty.

W latach 1972-1974 chorobe obserwowano tylko na terenie Skiernie-
wic, a w roku 1975 i 1976 objawy TRV na mieczykach stwierdzono nie
tylko w Skierniewicach, ale na kazdej z obserwowanych plantacji. W du-
zym nasileniu choroba wystapita w 1975 r. w ZHR Zielonki, gdzie niekto-
re odmiany porazone byly nawet do 10"/01‘ ('Bloemfontein’, 'Bentrowato’,
‘Shongrila’, "White Friendship’).

Sposrod obserwowanych okolo 300 odmian mieczyka typowe objawy
najczesciej wystepowaly na odmianach Oscar’ i 'Karmazyn’. Inne odmia-
ny mieczyka ’President de Gaulle’, ’President Kennedy’, ’Alfred Nobel’
nie zawsze wykazywaly typowe objawy chorobowe ale mialy nekrozy lis-
ci i masowo zasychaly. Zjawisko zasychania roslin bylo najbardziej wi-
doczne w roku 1974 charakteryzujacym sie duzymi opadami atmosferycz-
nymi.
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p)
IZOLACJA TRV Z PORAZONYCH ROSLIN

Izolacja TRV z lisci i korzeni porazonych ro$lin mieczyka byla mozli-
wa jedynie w warunkach niskiej temperatury. Podczas 60 préb izolacji,
z korzeni wyizolowano wirusa 24 razy a z lisci 16 razy. Znacznie lat-
wiej bylo wyizolowaé wirusa z mlodych lisci z objawami niz z lisci sta-
rych lub bez symptomoéw. Z latwosciag nawet w temperaturze pokojowej,
izolowano wirusa z korzeni roslin tytoniu posadzonego do gleby, w ktoérej
rosty chore mieczyki.

Izolaty TRV z ro$lin mieczyka, bardzo stabo namnazaly sie w lisciach
roslin zielnych, szybko tracily wlasnosci infekcyjne i trudno bylo prze-
nosi¢ je z rosliny na rosline w sposéb mechaniczny. Wirusy te wykazy-
waty wiasciwosci zblizone do wlasciwosci wiruséw badanych przez Cad-
mana 1 Harrisona [6] i zwanych typem NM.

Tylko jeden sposrod wyizolowanych typéw TRV byt trwaly, dobrze
sie¢ namnazal w liSciach roslin zielnych i mozna bylo okresli¢ jego wla-
sciwosci. Izolat ten zostal wyizolowany z tytoniu posadzonego obok cho-
rych mieczykow i zachowywal sie podobnie jak typ M badany przez
Cadmana i Harrisona [6]. Wirusy o podobnych wlasciwos$ciach wyizolo-
wano takze w 1972 r. z lisci Cyclamen persicum a w 1975 r. z lisSci Phlox
paniculata.

ZAKRES ROSLIN ZYWICIELSKICH

Trwalym izolatem TRV zakazono 28 gatunkéw roslin zielnych z czego
7 gatunkow wykazywalo objawy lokalne a 21 objawy lokalne i syste-
miczne. Objawy lokalne stwierdzono na nastepujgcych gatunkach roslin:
Amaranthus caudatus, Chenopodium bonus-henricus, Phaseolus vulgaris
'Michigan’, 'Pinto’, Vigna sinensis 'Blackeye’, Cucumis melo, C. sativus,
Cucurbita pepo.

Wiekszos¢é zakazonych roslin poszczegolnych gatunkéw i odmian wy-
kazywala objawy lokalne i systemiczne. Byly to: Celosia argentea, Cheno-
podium amaranticolor, Ch. quinoa, Ch. foetidum, Ch. ficifolium, Spinacia
oleracea ’Matador’, Beta vulgaris, Tetragonia expansa, Datura metel, Ly-
copersicon esculentum, Petunia hybrida, Nicandra physaloides, Physalis
floridana, Nicotiana glutinosa, N. tabacum 'White Burley’ (ryc. 2), 'Sam-
sun’, N. rustica, Nemesia strumosa, Antirrhinum majus, Zinnia elegans,
Tropaeolum majus. Wymienione ro$liny wykazywaly lokalne i syste-
miczne, nieregularne nekrozy, a zwlaszcza nekrozy nerwow, lodyg i lisci
wierzchotkowych oraz zahamowanie wzrostu, Niekiedy na tytoniu i pe-
tunii obserwowano nekrozy w ksztalcie liscia debu, a takze mozaike
1 znieksztalcenia lisci. Wiekszo$¢ porazonych roslin po krétkim okresie
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Ryc. 2-4. Objawy systemiczne na roSlinach

tytoniu spowodowane: 2 — Trwalym izolatem

TRV, 3 i 4 — nietrwalym izolatem TRV (fot.
D. Nowak)
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wystepowania intensywnych objawéw przechodzila w stan pozornego
wyzdrowienia. Jedynie na ro$linach N. glutinose i N. rustica objawy mo-
zaiki 1 znieksztalcenia lici obserwowano przez wiele tygodni.

Pozostale izolaty TRV namnazaly sie w roélinach zielnych bardzo
stabo i z trudnoscia mogly by¢ przenoszone na inne gatunki roslin, cze-
sto po wielu nieudanych prébach. Niekiedy inokulacja na sucho dawala
lepsze efekty niz, gdy stosowano bufor. Izolaty te stosunkowo najlatwiej
porazaly rosliny N. tabacum ’Samsun’ i "White Burley’ i powodowaty na
nich niekiedy pojedyncze lokalne nekrozy. Objawy systemiczne wyste-
powaly najwczesniej po okoto 4 tygodniach od inokulacji (ryc. 3, 4). Byly
to nekrozy todyg, ogonkow lisciowych i nerwéw lub nekrozy réwnolegte
do nerwoéw, zahamowanie wzrostu i odlamywanie sie najmlodszych lisci.
Pozornego wyzdrowienia tytoniu porazonego tymi izolatami nie obserwo-
wano. Niekiedy wirusa udalo sie przenie$¢ na rosliny Ch. quinoa, Ch.
amaranticolor, Vicia faba, Phaseolus vulgaris ’Saxa’ i C. sativus, na kto-
rych obserwowano pojedyncze lokalne nekrozy.

FIZYCZNE WEASCIWOSCI WIRUSA

Trwaly izolat TRV w temperaturze pokojowej zachowywal wlasnosci
infekcyjne ponad 2 miesigce, a w temperaturze —15°C okolo jednego
roku. Wirus ulegal inaktywacji w temperaturze 80-85°C, a punkt jego
granicznego rozcienczenia wynosil 1074-10—°, Wlasciwosci in vitro nie-
trwalych izolatow wirusa nie zostaly przebadane, gdyz w zadnej roslinie
wirus nie osiggal wymaganej do tego celu koncentracji (infekcyjnosci).

BADANIA SEROLOGICZNE

Badajac soki z roslin tytoniu porazonego odpowiednimi izolatami wi-
rusa stwierdzono reakcje pozytywng tylko miedzy trwalym izolatem
TRV a surowica uczulong na TRV szczep PRN. Reakcja byta staba i za-
chodzila przy rozcienczeniu soku 1:2 a surowicy 1:16. Pozostale izolaty
TRV nie reagowaly z zadng z badanych surowic.

DY3KUSJA

Choroba mieczyka powodowana przez TRV nie byla dotychczas w Pol-
sce znana. Po raz pierwszy zaobserwowano jg w 1972 r. na mieczyku
’Oscar’ w bardzo ostrej formie [13]. Chore ro$liny wykazywaly znieksztal-
cenia 1 nekrozy oraz przedwcze$nie zamieraty.

Cremer i Schnek [7] wykazali, ze przedstawione objawy chorobowe s3
powodowane przez TRV. Proby izolacji TRV z porazonych roslin i z gle-
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by, na ktérej rosty powiodly sie i wyizolowano 2 typy wirusa, ktére
wydajg sie by¢ szczepami TRV i sprawcami opisanej choroby. Wirus,
wyizolowany z tytoniu posadzonego obok chorych mieczykow, mial cechy
podobne do stabilnego szczepu TRV opisanego przez Cadmana i Harriso-
na [6] i nazwanego 'M’ lub innych izolatow badanych przez Blaszczaka
[1, 2] lub Wa$ [23]. Wirus ten mamnazal sie dobrze w lisciach N. tabacum
1 porazal 29 gatunkoéw ro$lin zielnych, z ktérych wiekszo$é wykazywala
objawy charakterystyczne dla wirusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu
[6, 20 22, 23]. Jedynie w niektérych wypadkach otrzymane wyniki sa
niezgodne z danymi z literatury. Na przyklad Blaszczak [1] stwierdza, ze
badany przez niego izolat wirusa nekrotycznej kedzierzawki tytoniu nie
porazal fasoli, podczas gdy opisany w niniejszej pracy izolat wywolywat
na lisciach fasoli objawy lokalne. Réwniez wlasciwosci fizyczne badanego
wirusa sg charakterystyczne dla TRV i zgodne z wynikami badan Cad-
mana 1 Harrisona [6], Blaszczaka [1], Tapio [22] i Wa$ [23]. Wirus ten
reagowal takze z surowicg uczulong na TRV szczep PRN.

Wydaje sie, ze drugi typ wirusa jest niestabilnym szczepem TRV po-
dobnym do izolatéw zwanych NM [6] lub opisywanych przez Kohlera [14],
Eibnera [8], Sdngera [18] i Cadmana [5]. Wiasciwosci tych izolatow, uzy-
skanych z roslin mieczyka, nie zostaly okreslone, gdyz w roslinach ziel-
nych namnazaly sie stabo. Mimo to wydaje sie, ze sg to niestabilne szcze-
py TRV, o czym $wiadczg nie tylko trudnos$ci w mechanicznym ich prze-
noszeniu z rosliny na rosline, podobne jak w badaniach Cadmana i Harri-
sona [6] oraz Wa$ [24], ale takze objawy chorobowe na roslinach zywi-
cielskich na ktore wirusy udalo sie przenies¢. Szczegélnie charaktery-
styczne bylo systemiczne porazenie roslin N. tabacum obserwowane i opi-
sane wcze$niej przez Cadmana [5] lub porazenie lokalne Ch. quinoa opi-
sane przez Was [24].

Wielu badaczy w celu izolacji wiruséw niestabilnych zmuszonych bylo
stosowaé fenol [5, 11, 19]. W naszym doswiadczeniu izolowano ten typ
wiruséw zachowujac jedynie warunki niskiej temperatury podczas ich
przenoszenia. Latwosé, z jaka z chorych mieczykow otrzymywano izolaty
niestabilne TRV pozwala przypuszcza¢, ze z roslin izolowano wirusy sta-
bilne, ktére po przeniesieniu na rosliny testowe zmienily si¢ w niesta-
bilne. Na takg mozliwos¢ wskazuje obecno$¢ stabilnych izolatéw TRV
w glebie, na ktorej rosty chore mieczyki oraz znana z literatury zdolnos¢
trwalych izolatéw TRV do przechodzenia w nietrwale typy TRV. Stwier-
dzono bowiem, ze ziemniaki zakazone trwalymi izolatami TRV wykazy-
waly obecnoséé tylko mietrwalych izolatow TRV [4, 24}

Wyniki przeprowadzonych obserwacji wykazaly, ze wystepujace w
Polsce izolaty TRV powodujg chorobe mieczykow. Objawy tej choroby
byly szczegélnie silne i typowe na odmianie 'Oscar’ Nie wydaje sie jed-
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nak aby TRV byl jedyna przyczyng przedwczesnego zasychania roslin,
poniewaz mieczyki zakazone TRV byly silnie porazone przez choroby
grzybowe. Zjawisko to obserwowali Cremer i Schenk [7], a w odniesieniu
do ziemniaka Blaszczak [2]. Istnieje zatem duze prawdopodobienstwo, ze
rosliny mieczyka porazone przez TRV sg podatniejsze na choroby grzy-
bowe.

Serdecznie dziekuje za przystanie surowic dr B. D. Harrison, dr R. A. Goold,
i dr Waterworth, a dr M. Was$ za izolat wirusa TRV.
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Mapus Kasunsvcxa

N30JaAIVsI BUPYCA KYPYABOM TIOJOCATOCTU TABAKA
U3 TIAOVOIYCA

Pe3wowMme

Ha BbeipaumsaeMbIx B Ilosblie riaamonaycax 0BGHAPYKEHO CUMIITOMbI Kyp4YaBoil
nojocaroct Tabaka (TRV). IlopakeHHble pacTEHMA IPOABJAIN Pa3HbIE dopMbBLI
HEeKpo30B M aecopMalmii, a TaKKe NPEKASBPEMEHHO 3acpixaJy. VI3 OONBHBIX pa-
CTEHMI1 TJIaAyoNyca, Npu COOIIOAEeHMy YCJIOBUA HM3KOit TeMreparypbl, U30JUPOBaHBI
BUPYChI C TIPU3HAKaMM, TUIMYHBIMA IJIA nectoitkux mrammMos TRV. CpoictBa 3THX
M30JIATOB He ObLIM ONpefeleHbl, TaK KaK B TPABAHMCTBIX PACTCHMAX OHU pPa3MHO-
JRammch O4YeHb crabo, ObICTPO TepAaM MHQPEKUVOHHbIe cBoitctBa. VIX TpyAHO ObIIO
TlepenaTh M3 PACTeHMsA Ha pacTeHme. IDTU BUPYCHI Jerde BCEro ropa;aJjy pacTeHud
N. tabacum ¥ BbI3bIBAad HAa HUX CUJIBHYI CUCTEMMYECKYI0 PEeaKIMIO.

Crabuabubnt ™ TRV uzonupopanayu mu3 KOHTPOJBHBIX pactenuin tabaka, moca-
JKEeHHBIX B MOYBY PAAOM C OOJBHBIMM TIJIaAnoJLyCcaMu. Ha TpaBsSHMUCTBIX PaCTEHUAX
UCCIeyeMblii BUPYC BBI3bIBAJ CHUMIITOMBI, XapaKTeDHBbIE nna TRV. Bupyc ObLa
MHaKTUBMPOBAH B TeMIlepaType 80-85°C msm B paszdaBaenuyu 1074-1075, CTOMKOCTB
Bupyca in vitro B TeMreparype 20-25°C cocraBasana csebiule 2 Mecaunes. Hu oxmm m3
HECTOMKMX M30JATOB HE pearuposas C ChIBOPOTKOM cencubunamsupoBanHoil Ha TRV,
CTOMEKMII 7Ke BUPYC MPOABIAJ ITOJOXKUTEIBHYI0 PEAKINIO.
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ISOLATION OF TOBACCO RATTLE VIRUS FROM GLADIOLUS

Summary

Symptoms of TRV on gladiolus plants were observed in Poland. The affected
plants showed severe deformations and necroses, and often died prematurely.

Unstable viruses were isolaed from the infected plants at low temperautre.
It was imposible to determine their properties in vitro or to perform serological
tests, because they multiplied scarcely and lost infectivity very quickly. Their me-
chanical transmission presented difficulties, and only some herbaceous plant spe-
cies showed local lesions. Tobacco plants reacted with severe systemic symptoms.

The stable type of TRV was isolated from control tobacco plants growing in
the vicinity of infected gladiolus plants. The virus resembled other stable strains
of TRV with respect to the host range and physical properties. It became inactiva-
ted at 80-85°C or upon dilution to 10-4-10-5. This virus was stable at 20-25°C for
more than 2 months. The virus reacted with antiserum against the PRN strain of
TRV.
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