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1. WPROWADZENIE - CEL BADAN 

Wirusy roslinne powodujq straty, cz~sto gospodarczo istotne, prawie na 
wszystkich roslinach i w kazdej cz~sci swiata (Bos, 1982). Nauka w coraz 
to wi~kszym stopniu bierze tidzial w rozwic1zywaniu problem6w stwarza­
nych przez wirusy. 

Pierwszym krokiem w badaniach nad wirusami jest ich identyfikacja. 
Uzyskane informacje umozliwiajq poszukiwanie zr6del odpornosci na po­
trzeby hodowli odpornosciowej i w og6le sc1 niezb~dne dla wlasciwego jej 
prowadzenia. Charakterystyka wirus6w jest pomocna w opracowywaniu 
metod ograniczania wyst~po-wania i rozprzestrzeniania si~ wirus6w. Z pro­
blemem tym scisle zwic1zana jest identyfikacja naturalnych gospodarzy 
wirus6w, umozliwiajqcych przechodzenie im z jednego okresu wegetacyj­
nego w drugi oraz opracowywanie metod kontroli zdrowotnosci materialu 
siewnego. 

Badania biochemiczno-genetyczne zeby byly por6wnywalne musZc4 
byc ·prowadzone na scisle okreslonym wirusie. Na koniec nalezy wsp_o­
mniec, ze klasyfikacja wirus6w, ulatwiajc1ca porozumienie pomi~dzy wi­
rusologami, jest oparta na szczeg61owej charakterystyce wirus6w (Hamil­
ton i inni, 1981). Wszystko to podkresla duze znaczenie identyfikacji i cha­
rakterystyki wirus6W w badaniach wirusologicznych, a tym samym moty­
wuje celowosc prowadzenia takich badan. J ednak nie moze to byc cel 
ostateczny badan nad wirusami i powinny one w koncu doprowadzic do 
opracowania metod z.walczania tych coraz bardziej gospodarczo istotnych 
patogen6w roslin uprawnych. 
Wirus karlowatosci orzecha ziemnego (PSV) jest nowym wirusem roslin 
motylkowatych w warunkach Polski. 

USA, wirus ten juz jest najgrozniejszym z wirus6w wyst~pujc1cych 
na roslinach motylkowatych wieloletnich (Mc Laughlin, 1983). 

W pracy przeprowadzono identyfikacj~ i charakterystyk~ dw6ch no-
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wych szczep6w PSV, wyizolowanych z roslin motylkowatych w Polsee. 
W dalszej cz~sci pracy badano wplyw kwasu cytrynowego a takze innych 
kwas6w organicznych, na infekcj~ wirusami karlowa tosci orzecha ziemnego 
i mozaiki lucerny. 

Soki z lisci lub owoc6w licznych roslin wykazujq wlasciwosci ograni­
czajqce infekcyjnosc wirus6w a faktycznie wlasciwosci te przypisuje siE: 
gl6wnie bialkom, glikoproteiny oraz fosforoglikoproteiny (White, 1983). 
W swiecie roslinnym bardzo powszechnie wyst~pujq kwasy organiczne, 
kt6rych wplywu na wirusy dotqd nie okresliono. Z kolei wiadomo, ze inne 
kwasy jak poliakrylowy, salicylowy i acetylosalicylowy indukujq odpor­
nosc roslin na infekcje wirusowe (Kassanis, White, 1975; White, 1979). 
Badaniom tym przyswiecal cel ewentualnego wykorzystania kwas6w ·or­
ganicznych do bezposredniego ograniczania wystE:powania wirus6w. 

2. PRZEGLJ\D LITERATURY 

Chorob~ zwanq karlowatosciq orzecha ziemnego po raz pierwszy zaob­
serwowano w 1964 roku w USA, w Wirginii (Miller, Troutman, 1966) i Ka­
rolinie P6lnocnej (Cooper, 1966) a wirusa po-wodujqcego tE: chorobE: naz­
wano wirusem karlowatosci orzecha ziemnego (Peanut stunt virus = PSV) 
(Troutman, 1966). Jest to pocuitek historii badan nad tym wirusem. Jed­
nak dla scislosci nalezy zaznaczyc, ·ze od 19~1 roku Schmelzer (1962/63) 
prowadzil badania nad wirusem mozaiki grochodrzewu (Robinia mosaic 
virus), kt6ry dlugo byl uznawany jako odrE:bny wirus, ale ostatnie bada­
nia wykazaly, ze jest on szczepem wirusa karlowatosci orzecha ziemnego 
(Richter i inni, 1979; Richter, Proll, Musil, 1979). Wirus plamistosci ko­
niczyny (Clover bloth virus), opisany poczqtkowo jako odrE:bny wirus (Mu­
sil, Leskova, 1973; Musil i inni, 1975), takze obecnie jest uznawany za 
szczep wirusa karlowatosci orzecha ziemnego (Richter, Proll, Musil, 1979). 

1 

Wirus karlowatosci orzecha ziemnego jest najpowszechniej wyst~pujq-
cym wirusem na roslinach motylkowatych wieloletnich w poludniowo­
-wschodnich stanach USA (McLaughlin, 1983). ~zcieg6lnie silnie ulega 
porazeniu koniczyna biala, kt6ra jest rezerwuarem wirusa i gospodarzem, 
na kt6rym przechodzi on z jednego sezonu wegetacyjnego w drugi. 

Poza USA wirus ten jest szeroko rozpowszechniony w Europie gdzie 
reprezentowany jest przez szereg r6znych szczep6w. WystE:powanie wiru­
sa stw1erdzono w Hiszpanii (Diaz-Ruiz i inni, 1979), we Francji (Douine, 
Devergne, 1978), na WE:grzech (Beczner, Devergne, 1979), w Zwiqzku Ra­
dzieckim (Kraev i inni, 1977), w Czechoslowacji (Musil, Leskova, -.973; 
Richter, Proll, Musil, 1979) a takze prawdopodobnie w innych cz~sciach 
Europy, . jako wirus mozaiki grochodrz-ewu. Poza Europq obecnosc PSV 
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stwierdzono w Japonii (Tsuchizaki, 1973) Maroku (Fischer, Lochart, 1978) 
oraz Sudanie (Ahmed, Mills, 1985). 

Zar6wno w Europie jak i Maroku oraz J aponii wyst~powanie PSV 
stwierdzono na roslinach motylkowatych, takich jak Phaseolus vulgaris, 
Trifolium pratense i M edicago sativa. Opr6cz tego wyst~powanie PSV 
stwierdzono w naturalnej infekcji Arachis hypogaea (Troutman, 1966), 
Tephrosia sp. (Waterworth i inni, 1973), Glicyne max (Milbrath, Tolin, 1977), 
Trifolium repens (Barnett, Gibson, 1975) i Coronilla varia L. (Tolin, Miller, 
1975). Stellaria media (Duine Devergnene, 1978) oraz Nicotiana tabacum 
(Gooding, 1968) Sq jedynymi roslinami spoza rodziny motylkowa tych, na 
kt6rych PSV wyst~powal w infekcji naturalnej. 

Stosunkowo. szeroki zakres roslin gospodarzy, szczeg6lnie roslin mo­
ty lkowatych wieloletnich, b~dqcych rez,erwuarem wirusa oraz przenosze­
nie PSV przez mszyce sprzyjajq jego rozprzestrzenianiu si~. 

Wirus w bardzo niskim zakresie przenoszony jest z nasionami orzecha 
ziemnego Troutman ,i inni, 1967); nie stwierdzono przenoszenia wirusa 
z nasionami innych roslin. PSV powoduje widoczne stra ty plon6w roslin, 
zar6wno ilosciowe jak i jakosciowe (Culp, Troutman, 1967; Gooding, 1968; 
Gibson i inni, 1~81; Fischer, Lockha,rt, 1978). 

Odpornosc na PSV zostala zidentyfikowana przez Barnetta i Gibsona 
(1975) w Trifolium ambigum, T. hirtum, T. hybridum, T. thalii, T. uniflo­
rum i 3 klonach T. repens. Istniejq wi~c potencjalne mozliwosci wprowa­
dzenia odpornosci do niekt6rych gatunk6w roslin motylkowatych. Nie 
stwierdzono odporoosci u orzecha ziemnego (Culp, Troutman, 1968) i fa­
soli (Echandii, Herbert, 1971). 

Wirus karlowatosci orzecha ziemnego, obok wirus6w mozaiki og6r~a 
(CMV) i aspermii pomidora (TAV) nalezy do grupy „cucumovirus" (Har­
rison i inni, 1971). Serologiczne pokrewie:nstwo pomi~dzy PSV i CMV zo­
stalo . wykazane przez Tolin i Botman (1972), przy czym stopien pokre­
wienstwa zalezy od szczep6w. Generalnie PSV wykazuje wiE~ksze pokre­
wienstwo w stosunku do CMV niz TA V. Takze pomi~dzy szczepami PSV 
wyst~puje zr6znicowanie serologiczne, kt6re bylo podstawq wyodr~bnie­
nia serotyp6w PSV (Devergne, Cardin, 1976; Beczner, Devergne, 1979). 

Por6wnanie wlasciwosci fizycznych CMV. (Francki i inni, 1966) i PSV 
(Mink i inni, 1969), takich jak stale sedymentacji (okolo 100 S) i morfo­
logia cuistek obserwowanych w mikrosko,pie elektronowym, takze po­
twierdzilo bliskie pokrewienstwo obu wirus6w. Niekt6re wlasciwosci che­
miczne, jak wrazliwosc na pH, sole, SDS i rybonukleaz~ sq u obu wiru­
s6w podobne (Botman, Kaper, 197-6; Botman i inn~ 1973). 

Bardzo duzo interesujqcych informacji o PSV i pozostalych wirusach 
z grüpy „cucurilo" dostarczajq badania nad ich genomem. Genom PSV 
(Kaper i inni, 1978), podobnie jak CMV (Kaper, West, 1972) jest wielo-
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dzielny i sklada si~ z 4-5 skladnik6w, o prawie tej samej wielkosci dla 
obu wirus6w. Trzy najwi~ksze fragmenty RNA s~ niezb~e do replikacji 
wirusa. Czwarty fragment RNA (RNA-4) nie ma znaczenia w infekcyj­
nosci wirusa. Najmniejszy fragment genomu, RNA-5, okreslany jako 
PARNA-5 wyst~puje tylko w bardzo nielicznych ze znanych dotqd szcze­
p6w PSV. Sam PARNA-5 nie posiada wlasciwosci infekcyjnych a repli­
kuje jedynie w towarzystwie trzech najwi~kszych fragment6w RNA 
i wtedy moze modyfikowac objawy chorobowe. PARNA-5 jest nieznacz­
nie wi~kszy od RNA-5 wirusa mozaiki og6rka (CARNA-5) i sekwencje obu 
kwas6w Sq niehomologiczne (Kaper, Tousignant, 1978; Kaper, i inni, 1978). 

Poszczeg6lne fragmenty RNA mogq byc wyodr~bnione metodami bio­
chemicznymi i nast~pnie wymieszane z odpowiednimi fragmentami geno­
m6w innych szczep6w PSV lub CMV. Tak uzyskane progeny Sq infekcyjne 
i zachowujq si~ jak nowe szcz,epy, o wlasciwosciach szczep6w, z kt6rych 
pobrano poszczeg6lne fragmenty RNA. Takie „pseudorekombinanty" mogq 
byc tworzone pomi~dzy PSV, CMV i TAV (Marchoux i inni, 1 ·75). Zdol­
nosc RNA - PSV do rekombinacji z RNA - CMV swiadczy o duzym 
pokrewienstwie wirus6w dla tego, ze wirusy niepokrewne nie tworzq mi~­
dzy sobq pseudorekombinant6w (Jaspars, 1974). Mozna sqdzic, ze w na.turze 
takze zachodzi spontaniczna wymiana informacji genetycznej pomi~dzy 
szczepami wirus6w i jest to jedna z dr6g powstawania nowych szczep6w. 

PSV jest potencjalnie groznym patogenem, szczeg6lnie dla roslin mo­
tylkowych (McLaughlin, 1983). Do ograniczania wyst~powania wirus6w 
z grupy „cucumo" zalecane sq metody powszechnie stosowane w ko:Qtro­
lowaniu wirus6w roslinnych. Z reguly sprowadzajq si~ one do przedsiE:­
wzi~c ograniczajqcych zrödlo wirusa, zar6wno wewnq trz jak i na zewnq trz 
plantacji. Przykladowo, w przypadku PSV zaleca si~ uprawianie roslin 
z dala od motylkowatych wieloletnich, kt6re Sq rezerwuarem wirusa ·(To­
lin i inni, 1970; McLaughlin, 1983). PSV moze przenosic si~ z nasionami 
orzecha ziemnego (Culp, Troutman, 1968), kt6re zainfekowane wirusem 
sq nienormalnie male i cecha ta moze byc wykorzystana w produkcji ma­
terialu siewnego wolnego od wirus6w. 

Dotqd nie opracowano metod bezposredniego zwalczania wirus6w ro­
slinnych. Roslin~ raz zainfekowanq - praktycznie juz nie mozna uwol­
nic od wirusa i stanowi ona zr6dlo wirusa dla 5qsiednich roslin. Istnieje 
wi~c potrze ba stosowania srodk6w chemicznych, kt6re moglyby zabez­
pieczyc rosliny przed infekcjq wirusowq lub uwalniac od obecnosci wi­
rus6w, w spos6b podobny jak dzialajq fungicydy. Z opublikowanej lite­
ratury wynika, ze pomimo intensywnych badan dotqd nie odkryto sub­
stancji chemicznej o dzialaniu antywirusowym, mozliwej do zastosowa­
nia· w rolnictwie (White, 1983). Wynika ·to ze szczeg6lnej natury pato­
gena jakim jest wirus. Niekompletny genom bardzo scisle, na poziomie 
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molekularnym, wiqze wirusa ze swoim gospodarzem i w konsekwencji 
tego .trudno jest znalezc tubstancj~ chemicznq, kt6ra skutecznie niszczyla­
by wirusa nie szkodzqc J'l.oslinie. . 

Prowadzone badania nad szer9ko poj~tq odpornosciq roslin na wirusy 
przebiegajq jak gdyby trzema nurtami: 

a) badania nad naturalnymi mechanizmami odpornosci w roslinach 
zainfekowanych wirus~mi; 

b) badania nad substancjami_ chemicznymi indukujqcymi odpornosc 
lub pozwalajqcymi zrozumiec naturalne mechanizmy odpornosci; 

c) poszukiwanie substancji chemicznych o dzialaniu antywirusowym 
(chemioterapia). 

a) Znane Sq liczne zjawiska wynikajqce ze wzajemnych stosunk6w go­
spodarz-wirus, obejmowane poj~ciami odpornosci indukowanej lub odpor­
nosci nabytej. Klasycznymi przykladami odpornosci nabytej sq: lokali­
zacja wirusa oraz tzw. ,,obszary zielone" (,,green islands"). W niekt6rych 
kombinacjach wirus-gospodarz., wirus ulega zlokalizowaniu w miejscu in­
fekcji i nie dochodzi do jego rozprzestrzeniania. Zjawisko to tlumaczy 
si~ szeregiem hipotez: zamieraniem zainfekowanych kom~rek, wyst~powa­
niem substancji blokujqcych rozprzestrzenianie si~ wirusa oraz lokali­
zacjq, spowodowanq wyst~powaniem substancji hamujqcych namnazanie 
si~ wirusa (Loebenstein, Gera, 1982). 

Objawom mozaiki w infekcji systemicznej towarzyszy nier6wnomier­
ne rozmieszczenie koncentracji wirusa, gdzie obszary ciemnozielone (,,green 
islands") zawierajq bardzo malo lub wcale wirusa (Fulton, 1951; Atkin­
son, Matthews, 1967; Loebenstein i inni, 1977). W obszarach zielonych 
stwierdzono wyst~powanie inhibitor6w (Atkinson, Matthews, 1970; Kluge, 
1976), kt6re hamujq replikacj~ wirusa (Loebenstein, Gera, 1982). Pod po­
j~cie odpornosci nabytej podciqga si~ takze inne zjawiska jak lokalnq od­
pornosc nabytq (Yarwood, 1953), systemicznq odpornosc nabytq (Ross, 
1961; Bozarth, Ross, 1964), tolerancj~ (Jenkins, 1966), ,,cross - protection'' 

. i inne. 
Z roslin zainfekowanych wirusami lokalnie i systemicznie wyodr~b­

niono czynnik antywirusowy, b~dqcy praiWdopodobnie fosforylowanq gli­
koproteinq, kt6ry wymieszany z TMV inhibowal jego inf ekcyjnosc (Sela 
i inni, 1966; Sela, 1981). 

Czynnik antywirusowy izolowano takze z tkanki odpornej (Loeben­
stein, Ross, 1963; Loebenstein i inni, 1966). Z polowy liscia Datura stra­
monium, przylegajqcej do polowy liscia inokulowanej wczesniej wirusem 
mozaild tytoniu powodujc1cego plamy lokalne wyodr~bniono bialko o wla­
.sciwosciach antywirusowych, nazwane indukowanym czynnikiem anty­
wirusowym (Loebenstein, Ross, 1963). 
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Loebenstein, Gera (1981) -stwierdzili, ze z protoplast6w tytoniu zain­
f ekowanych TMV do srodowiska dyfundowala §ubstancja hamujclca re­
plikacjE: wirusa (VR) we wczesniej zainfekowanych protoplastach, wpro­
wadzonych do tego srodo~ka. Substancja ta nie inhibuje TMV w bezpo-
srednim kon takcie. · 

W tytoniu Samsun NN, reagujctcym lokalnymi plamami na infekcj~ 
wirusami: mozaiki tytoniu, nekrozy tytoniu, pierscieniowej plamistosci ty­
toniu i ziemniaka Y stwierdzono obecnosc dodatkowego kompleksu bia­
lek, nazwanymi bialkami „B" (Antoniw i inni, 1980). Podobne .bialka zlo­
kalizowano w roslinach, u kt6rych stwierdzono odpomosc po infekcji grzy­
bami (Gianinazzi i inni, 1980), po traktowaniu kwasem poliakrylowym 
(Stein, Loebenstein, 1972), aspirynct (White, 1979), etafonem (van Loon, 
1977). 

Jezeli jednak zwazymy, ze podobne bialka stwierdzono takze w zdro­
_wych roslinach b~dctcych w fazie kwitnienia (Fraser, 1981), trudno bialka 
,~B" wictzac z odpornoscict roslin. 

b) Znajomosc naturalnych mechanizm6w odpornosci pozwala ustalic, 
ze szereg subst~ncji chemicznych indukuje odpornosc roslin na wirusy. 
Z organicznych substancji chemicznych odpornosc indukujct syntetyczne 
cytokininy, jak na przyklad kinetyna (Balaza-s i inni, 1977; Mukherjee 
i inni, 1967) oraz 6-fenyloaminopuryna (Aldwinckle, 1975). Innymi, sto­
sunkowo prostymi, organicznymi induktorami odpornosci Set: etafon, pre­
kursor etylenu (van Loon, 1977), kwas fitynowy (Maia, Morel, 1965), aspi­
ryna oraz kwas benzoesowy (White, 1979). 

Kwas poliakrylowy (PA) jest efektywnym induktorem interferonu 
u zwierzctt (De Clerq i inni, 1970), ale takze indukuje odpornosc w trak­
towanych lisciach tytoniu Xanthi - nc (Stein, Loebenstein, 1972; Gia­
ninazzi, Kassanis, 1974). 

PA wstrzykni~ty do lisci tytoniu powodowal calkowitct odpornosc na 
TMV (Gianinazzi i Kassanis, 1974), a ~tosowany poprzez opryskiwanie 
i podlewanie roslin takze powodowal odpornosc, przy czym niecalkowitcl 
(Kasmnis, White, 1975). PA indukuje odpornosc tylko w ukladzie, gdy 
roslina reaguje na infekcje wirusem jedyhie lokalnymi plamami nekro­
tycznymi (lokalizacja wirusa) i nie zabezpiecza roslin przed infekcjct sy­
stemicznct. Podobnie aspiryna (White i inni, 1983b) i kwas salicylowy (Van 
Loon, Antoniw, 1982) nie chronily tytoniu Samsun przed infekcj~ syste­
micznct,- a jedynie hamowaly namnazanie si~ wirusa. 

c) Prawdopodobnie najwczesniej rozpocz~to badania nad wyciclgami 
roslinnymi i substancjami chemicznymi . inhibujclcymi infekcje wirusowe. 
Praktycznie kazdy wirusolog w swojej pracy doswiadczalnej _spotkal si~ 
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z wiE:kszym lub mniejszym, hamujqcym wplywem sok6w roslinnych na 
infekcjE: wirusowq. Kilkadziesiqt r6znych roslin wyzszych zawiera inhi­
bitory infekcji wirusowej (Okuyama i inni, 1978a), szczeg6lnie zas ga­
tunki z takich rodzin jak Amaranthaceae, Caryophyllaceae, Chenopodia­
ceae, Leguminosae, Phytolaccaceae (Bawden, 1954; Blaszczak i inni, 1959; 
Barakat, Tevens, 1980; Gupta, 1977; Smookler, 1971; Tomlinson i inni, 
1974). Natura chemiczna wü:~kszosci inhibitor6w r.oslinnych zostala okre­
slona; Sc} to najcz~sciej bialka (Wyatt, Shepard, 1969; Fischer, Nienhaus, 
1973), ale takze polisacharydy (Ebrahim-Nesbat, Biebhaus, 1972), gliko­
proteiny' (Verma i inni, 1979) i inne. Charakterystyczne dla inhibitor6w 
roslinnych jest to, ze Sc\ bardziej efektywne w stosunku do roslin innych 
niz te, z kt6rych je izolowano. Inhibitory, swoje wlasciwosci inhibujqce 
wirusy nabywajq jakby po wyodr~bnieniu z rosliny, czyli sq one arte­
f aktami, powstajqcymi w czasie ich izolacji. Dzialajq one, jezeli Sc:! zasto~ 
sowane na rosliny kr6tko przed, lub po infekcji, albo gdy znajdujq si~ 
w mieszaninie z wirusem. 

Inhibicja infekcyjnosci wirus6w w mieszaninie jest odwracalna, tzn~ 
czqstki wirusowe wprowadzone ze srodowiska inhibitora ponownie Sc:! in­
fekcyjne. Dzialanie inhibitor6w jest ograniczone, ze wzgl~du na ich latwq 
zmywalnosc z roslin. Sq takze nieliczne inhibitory o dzialaniu systemicz­
nym,_ czyli efekt ich dzialania wyst~puje takze w partiach roslin nietrakto­
wanych (Verma, Awasthi, Saxena, 1979; Tavantzis, Smith, 1982) lub 
w t!aktowanych roslinach indukujq one syntez~ systemicznych inhibito­
r6w (Verma, Dwivedi, 1984). Niekt6re wyciqgi z roslin, a szczeg6lnie z na­
sion, ograniczajq namnazanie si~ wirus6w poprzez hamowanie syntezy 
bialka wirusowego (Stevens i inni, 1981; _Stripe i inni, 1983). Do zahamo­
wania rtamnazania si~ wirusa w roslinie juz zainfekowanej poszukuje si~ 
syntetycznych substancji chemicznych. Zwiqzki chemiczne hamujqce na­
mnazanie si~ wirusa b~dq mialy praktyczne znaczenie, jezeli nie b~dc:! 
szkodzic roslinie. Wydaje si~, ze b~dzie to mozna osiqgnqc przez inhibicj~ 
replikacji wirusa - procesu, kt6ry normalnie w zdrowej k,om6rce nie ma 
rmeJsca. 
Poczq tkowo sqdzono, , ze analogi zasad kwasu rybon ukleinowego spelniq 
te warunki. Jednak prace z 2-tiouracylem (Commoner, Mercer, 1951) i 8-
:..azagu,aminq (Matthews, 1953) wykazaly, ze zahamowaniu namnozenia 
wirusa towarzyszyly powazne zakl6cenia metabolizmu rosliny. 

\ Z kolei Schuster (1976) wykazal, ze rybawiryna - analog uracylu, 
naniesiona poprzez opryskiwanie na tyton porazony wirusem ziemniaka X 
obnizal znaczqco st~zeriie wirusa. Rybawiryna wprowadzona do srodowiska 
kultur tkankowych zainfekowanych wirusem hamowala jego replikacj~ 
nie powodujqc zadnych zmian w kom6rkach (Simkins i inni, 1981). Inny 
analog uracylu - dioksohexahydrotriazyna (DHT), obnizal koncentracj~ 

3 Prace Naukowe IOR 
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wirus6w: PVX, PVY i CMV, porazajqcych tyton systemicznie, ale nie za.., 
bezpieczal roslin przed infekcjq systemicznq (Schuster i inni, 1919a). Gdy 
stosowano rybawiryn~ i DHT w mieszaninie otrzymano lepsze efekty, niz 
gdy te substancje stosowano oddzielnie (Schuster, 1982). 

Sposr6d. 90 testowanych zwiqzk6w z grupy niecyklicznych azyn, 42 
substancje wykazaly wi~kszy, lub mniejszy efekt obnizania koncentracji 
PVX w tytoniu „Samsun" (Schuster i inni, 1984). 

Szereg substancji antywirusowych, stosowanych w lecznictwie zwie­
rZqt takze wykazywalo inhibujqcy efekt wzgl~em wirus6w roslinnych 
(Davson, 1984). 

Dotqd jednak nie stwierdzono substancji chemicz~ych, kt6re z powo­
dzeniem mozna bylo zastosowac w praktyce rolniczej. 

Na koniec nie spos6b nie wspomniec o frapujqcej teorii interferonu, 
jako jednym z mozliwych mechanizm6w odpornosci roslin na infekcj~ wi­
rusowq (Chessin, 1983). Za teoriq interferonu przemawia fakt, ze infekcja 
wirusowa indukuje w roslinach syntez~ bialek o wlasciwosciach antywiru­
sowych, kt6re Sq niespecyficzne dla wirus6w a specyficzne dla rosliny, 
z kt6rej pochodzq. Sq tutaj elementy zbiezne z interferonem wyst~pujq­
cym. u zwierzq t, jednak w roslinach jest szereg zjawisk o charakterze od­
pornosciowym, nie podpadajqcych pod teori~ interferonu i raczej nie na­
lezy oczekiwac, ze wlasciwosci interferonu roslinnego, o ile taki jest, b~dq 
identyczne z wlasciwosciami interferonu zwierz~cego. 

3. METODY BADAN 

3.1. Pochodzenie izolait6w PSV 

W roku 1976 na Pojezierzu Mazurskim, w miejscowosci Wierzba, z na­
turalnej infekcji lubinu z6ltego wyizolowano wirusa, kt6rego tutaj ozna­
czono jako PSV-P (Pospieszny, Frencel, 1983). Roslina, z kt6rej wyizolo­
wano wirusa wykazywala objawy chlorotycznych przebarwien oraz zdrob­
nienie lisci. Teren wok6l malej plantacji (2 · ha) lubinu z6ltego byl zale­
siony. 

W roku 1983 w szklarni, w okolicznosciach wskazujqcych na pocho­
dzenie z nasion roslin motylkowatych wyizolowano wirusa, oznaczonego 
tutaj jako PSV-G. Wirus ten zostal stwierdzony podczas badan nad wi­
rusem z6ltej mozaiki fasoli, jako jego zanieczyszczeriie. Przedtem nie zau­
wazono kontaminacji wirusa z6ltej mozaiki fasoli innymi wirusami. 

W roku 1984 wyodr~bniono trzy dalsze wirusy z siewek lubinu z6l­
tego (PSV-I:..z), z bobiku (PSV-Bob) i lubinu wqskolistnego (PSV-I:..w). Na-' 
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siona wymienionych gatunk6w roslin byly wysiane w szklarni wolnej od 
wektor6w i zr6del wirusa, celem oceny ich zdrowotnosci. W kazdym przy­
padku byly to izolacje wirus6w pojedynczych. 

Dla cel6w por6wnawczych, na niekt6rych etapach badan wykorzystano 
inne szczepy wirusa karlowatosci orzecha ziemnego: PSV-W i PSV-V 
otrzymane od dr. Minka (Uniwersytet Stanu Washington) i dr. Tolin (In­
stytut Politechniczny Stanu Virginia) oraz PSV-Ag otrzymany od dr 
Twardowicz-J akusz (Instytu t Ochrony Roslin, -Poznan). 

3.2. Wyodr~bnienie i utrzymywanie wirusöw w szklarni 

PSV-P wyodr~bniono w stanie wolnym od zanieczyszczen innymi wi­
rusami. Jednak w toku badan, PSV-P, a takze pozostale izolaty PSV ule­
galy zanieczyszczeniu wirusem plamistosci bobiku (BBSV), pochodzc1cym 
z nasion bobiku. Izolaty PSV uwolniono . od obecnosci BBSV przez pa­
sazowanie kompleksu obu wirus6w na lubinie bialym. Z infekcji syste­
micznej lubinu bialego wyprowadzono czystego wirusa karlowatosci orze­
cha ziemnego poniewaz BBSV nie poraza systemicznie tej rosliny. Czyste 
kultury PSV utrzymywano w szklarni na koniczynie czerwonej lub bialej 
oraz w stanie zasuszonym w lod6wce. Kompleks wirus6w PSV i BBSV 
rozdzielano takze poprzez dwukrotne wysycanie oczyszczpnych wirus6w 
surowicq przeciwko BBSV i nast~pnie wirowanie w gradiencie g~stosci 
sacharozy. Wirus zdj~ty z gradientu byl PSV wolnym od BBSV. Przyto­
czone tutaj sposoby rozdzielania kompleks6w PSV-P i BBSV byly proste 
i skuteczne. Izolat PSV z siewek lubinu z6ltego (PSV-t.z) wyodr~bniono 
w kompleksie z wiru.sem z6ltej mozaiki fasoli (BYMV). PSV-t.z wolny od 
BYMV uzyskano . przez pasazowanie kompleksu wirus6w na Nicotiana 
glutinosa. 

3.3. Zakres roslin gospodarzy 
Do badan nad zakresem roslin go.spodarzy uzyto wirusy wolne od za­

nieczyszczen innymi wirusami. Doswiadczenia prowadzono w szklarni nie­
klima tyzowanej, wolnej od wektor6w. Ziemi~ i doniczki przed uzyciem 
dezynfekowano. ,lnokulum przygotowywano · z zainfekowanego wirusami 
grochu, przez rozcieranie w mozdzierz.u tkanki roslinnej z wodq w sto­
sunku · 1 : 2 (obj./wag.). Rosliny inokulowano mechanicznie przez pocie­
ranie palcem lisci uprzednio posypanych karborundum. Z roslin nie wy­
kazujclcych objaw6w lub gdy objawy byly wc} tpliw·e wykonywano reizo­
lacje na peluszk~ w przypadku PSV-P i Chenopodium amaranticolor oraz 
Nicotiana paniculata w przypadku PSV-G, PSV-t.z, PSV-Bob i PSV-t.w. 
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3.4. Wlasciwosci wirusow w soku roslinnym 

Termiczny punkt inaktywacji, graniczny punkt rozcienczenia oraz 
trwanie in vitro dla badanych wirus6w okreslano w soku z grochu, porazo­
nego systemicznie. Jako rosliny testowe stosowano groch i komos~ ama­
rantowc1 dla PSV-P oraz komos~ amarantowc1 dla PSV~G, PSV-Lz, PSV­
-Bob i PSV-Lw. 

3.5. Oczyszczanie 

Wirusy do oczyszczania zwykle namnazano na peluszce odm. Kosieczyi{­
ska, w szklarni w warunkach niekontrolowanych, a niekiedy na grochu 
odm. Dark Skin Perfection, w komorze klimatyzowanej, w temperaturze 
·22-24°C i przy 16 godz. sztucznym oswietleniu. 

Peluszk~ z oznakami infekcji systemicznej, w okolo 9-11 dni po ino­
kulacji zbierano i w stanie swiezym lub po kilkudniowym mrozeniu 
w -20°C poddawano oczyszczaniu. 

Material roslinny zainfekowany wirusem homogenizowano z 2 obj~­
tosciami (wag./obj.) buforu 0,1 M Tris-HCI, pH 7,2 i z 2 obj. (wg./obj.) 
chloroformu. Supernatant · uzyskany z wirowania niskoobrotowego 
(10 000 - 10 nun) poddano inkubowaniu z 88/o PEG - 6000 (polietyleno­
glikolu) i 0,2 M NaCl, przez 1 godz. w lod6wce. Strc1ty osadzono przez wi­
rowanie niskoobrotowe (10 000 - 10 min), rozpuszczano w buforze 0,1 · 
Tris-HCl, pH 7,2 i klarowano przez wirowanie niskoobrotowe. Supernatant 
poddano wirowaniu /wysokoobrotowemu (32 000 obr. - 90 min., rotor 
typ 35, Beckman), a otrzymany osad rozpuszczano w malej ilosci buforu 
i klarowano przez wirowanie niskoobrotowe. Supernatant wst~pnie oczy­
szczonego wirusa nanoszono na gradient g~stosci sacharozy (10-400/o lub 
15-350/o) i wirowalllO przez 27 000 obr. (rotor SW-27, Beckman). Gradienty 

. J 
rozdzielono przy pomocy strzykawki lekarskiej lub przyrzc1du do frakcjo-
nowania gradi~ntu (ISCO). · 

Wirusa z gradientu zag~szczano poprzez wirowanie wysokoobrotowe 
lub wytrc1cano PEG-6000. Tc1 samq metod~ zast~sowano dla oczyszczania 
PSV-P z wspi~gi chinskiej oraz PSV-V i PSV-W z grochu i wspi~gi chin­
skiej. Dodatkowo PSV-P qczyszczano przy zastosowaniu buforu 0,1 M' fo­
sforanowego, pH 7,0 i pomini~ciu wytrc1cania PEG-6000. 

Wirusy PSV-G, PSV-Lz, PSV-Bob i PSV-Lw oczyszczano wyz·ej przed­
stawionym sposobem z tym wyjc1tkiem, ze zamiast b'uforu O,l M-Tris-HCI, 
pH 7,2 do homogenizacji stosowano bufor 0,5 M cytrynianowy pH 7,0, 
a w nast~pnych etapach oczyszczano z buforem 0,05 M cytrynianowym 
pH 7,0. . 

Oczyszczanie wirus6w wykonywano w temperaturze pokojowej, a je-
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dynie wirowanie wysoko i niskoobrotowe prowadzono w temperaturze 
okolo 4°C. 

Oczyszczone preparaty wirusowe charakteryzowano w UV na spektro­
fotometrze DU-8 Beckman. 

3.6. Serologia 
Surowice przeciwko PSV-P i PSV-G otrzymywano poprzez immuniza­

cj~ kr6lik6w oczyszczonymi antygenami. Stosowano dwukrotnq iniekcj~ 
dozylnq w 3-dniowym odst~pie czasu i w tydzien p6zniej seri~ 3-4 in­
iekcji domi~sniowych z adjuvantem Freunda -niekompletnym, w tygodnio- . 
wych odst~pach czasu. Kr6liki skrwawiano kilkakrotnie, w 3-dniowych 
odst~pach czasu, rozpoczynajqc w tydzien po ostatniej immunizacji do­
mi~sniowej. W badaniach stosowano takze surowice przeciwko PSV-W 
i PSV-V otrzymane od dr. Minka oraz surowic~ przeciwko J;>SV-Ag otrzy­
manc1 .od dr. Twardowicz-Jakusz. Charakterystyk~ serologicznq PSV-P 
i PSV-G oraz pozostalych izolat6w PSV przeprowadzono w tescie pod­
w6jnej dyfuzji w zelu agarowym. Roztw6r 0,80/o agaru przygotowywano 
w buforze 0,05 M Tris-HCI, pH 7,3 z dodatkiem 0,1°/d NaN3• 

Najcz~sciej stosowano antygeny oczyszczone, o koncentracji eo naj­
mniej 1 mg/cm3

, a surowice rozcienczone czterokrotnie. 
Test absorbcji krzyzowej wykonywano w tych samych warunkach jak 

test podw6jnej dyfuzji w zelu agarowym z tym, ze surowic~ absorbowano 
nanoszc1c jc1 do otworu w zelu, na ok. eo najmniej 12 godzin przed wpro­
wadzeniem do tego samego otworu oczyszczonego antygenu absorbujqce­
go, o koncentracji okolo 2 mg/cm~ 

3. 7. Elektroforeza 
Analiz~ profili RNA wirus6w PSV-P, PSV-V, PSV-W i PSV-G prze­

prowadzono metodq elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (Lot, Ka­
per, 1976). · 

Zdysocjonowane SDS-em wiriony, nanoszono na 2,40/o zel poliakry­
lamidowy, spolimeryzowany w rurkach kwarcowych (okolo 10 cm, sred­
nica - 0,6 cm) i poddawano elektroforezie w temperaturze pokojowej 
·przez 3,25 godz., przy przylozeniu prqdu 4 mA na zel. Po skonczonej elek­
troforezie zele bezposrednio w rurkach kwarcowych badano na analizato-
1·ze zeli (ISCO). 

3.8. Mikroskopia elektronowa 
Wirusy oczyszczone w soku roslinnym nanoszono na siateczki pokry­

te Formwarem, barwiono 20/o octanem uranylu i nast~pnie przeglqdano 
oraz fotografowanb w mikroskopie elektronowym Zeiss EM-9 lub Philips 
EM 2'01. 
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3.9. Przenoszenie wirusöw prze2 mszyce 
W eksperymencie przenoszenia izolat6w PSV-P i PSV-G przez mszy­

ce uzyto Myzus persicae. Mszyce zerujqce na grochu zainfekowanym wi­
rusem przenoszono w liczbie 10-15 sztuk na zdrowe rosliny grochu. Po 
dw6ch dniach mszyce usuwano. W innym eksperymencie umozliwiono 
swobodny nalot mszyc zainfekowanych wirusem na zdrowe rosliny. Po 
okolo 2 tygodniach sprawdzono efekt przenoszenia wirus6w przez mszy­
ce metodami serologicznyini oraz poprzez reizolacje. 

3.10. Przenoszenie z nasionami 
Eksperymenty z przenoszeniem wirus6w PSV-P, PSV-G i PSV-Lz z na­

sionami lubinu z6ltego, bobiku, grochu i fasoli wykonywano w warun­
kach szklarniowych. N asiona wysiewano do dezynfekowanej ziemi, 
w szklarni wolnej od wektor6w i zr6del wirus6w. -

Rosliny inokulowano mechanicznie, najcz~sciej w stadium siewek. Po­
niewaz PSV-G i PSV-Lz powodowaly zamieranie roslin lubinu z6ltego 
i fasoli, dlatego inokulowano je w p6zniejszych stadiach rozwojowych. 

Przed inokulacjq usuwano rosliny podejrzane o infekcj~ wt6rnq, szcze­
g6lnie w przypadku lubinu z6ltego, gdzie infekcja wt6rna wirusem z6ltej 
mozaiki fasoli jest cz~sto spotykana. N asiona z roslin chorych zbierano 
z kazdej z osobna. Obecnosc wirus6w w nasionach kontrolowano po okre­
sie kilku miesi~cy przechowywania wykonujqc reizolacje na rosliny testo-, 
we oraz testy serologiczne. 

3.11. Wplyw kwasu cytrynowego na infekcj~ roslin wirusami 
karlowa,tosci orzecha ziemnego i mozmki lucerny 

Obiektami badan byly: wirus karlowatosci orz.echa ziemnego (PSV), 
szczep G, powodujqcy infekcj~ systemicznq na fasoli w postaci zamie­
rania wierz~holk6w roslin oraz wirus mozaiki lucerny {ALMV), powodu­
jqcy na fasoli infekcj~ lokalnq w postaci nekrotycznych plam. Do inoku­
lacji roslin uzywanio wirusy oczyszczone, w o~reslonym st~zeniu i prze­
chowy·wano w mieszaninie z gliceryn~ w stosunku 1 : 1, w tempera turze 
okolo -10°C. 

Fasol~ odmiany Fana uprawiano w doniczkach plastikowych o sred­
nicy 12 cm, w ziemi kompostowo-torfowej, po 5 roslin w doniczce. Do 
doswiadczen uzywano rosliny w 12-14 dni po wysiewie. 

Jako roslin~ reagujqcq lokalnymi plamami na infekcj~ PSV uzyto Ni­
cotiana paniculata. Tyton uprawiano z nasion, poczqtkowo w jedriej do­
niczce, a po okol-o 3 tygodniach pojedyncze siewki rozsadzano do. doniczek 
o srednicy 8 cm. . _ 

Peluszk~ odmiany Kosieczynska lub groch uzywano jako roslin wska ... 
znikowych, na -ktorych PSV i ALMV powodujq infekcj~ systemicznq. 
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Do doswiadczen dobierano rosliny wzrostem w miar~ wyr6wnane i . in­
okulowano je mechanicznie po uprzednim naniesieniu na nie karborundu. 
W przypadku, gdy przed inokulacjq na rosliny nanoszono substancje che­
miczne, kazdq polow~ lisci fasoli lub caly lisc grochu inokulowano innym 
palcem, kt6re przed kolejnym zanurzeniem w inokulum obmywano i osu­
szano. Czyniono tak, aby w czasie inokulacji nie wprowadzic na palcu do 
int>kulum pozostalosci substancji chemicznych, kt6re moglyby in vitro in­
hibowac infekcyjnosc wirusa. 

Roztwory w;odne kwasu cytrynowego lub innych kwas6w organicz­
nych, zawierajqce cz~sto (jako zwilzacza) 0,01'0/o Tritonu X-100 lub 0,050/o 
Tween 20 stosowano gl6wnie poprzez opryskiwanie drobnokropliste, do 
momentu kiedy krople zacz~ly splywac z lisci. Rosliny kontrolne .opryski­
wano wodq destylowanq (zawierajqcq lub nie zawier~jqCc\ zwilzacz). 
Kazde doswiadczenie powtarzano wielokrotnie, uzywajqc kazdorazowo od 
kilku do kilkunastu roslin lub lisci. 

Z wynik6w doswiadczen przeprowadzonych w por6wnywalnych wa­
runkach obliczano wartosci srednie. 

Wszystkie doswiadczenia prowadzono w pokoju klimatyzowanym, 
w temp. 24°C ( + 0,5°C) i przy 16-godzinnym oswietleniu lampami sodo­
wym1. 

Inhibujqcy-wplyw kwas6w organicznych na infekcyjnosc PSV i ALMV 
in vit,ro okreslano poprzez inokul0wanie lisci odpowiednio N. paniculata 
i fasoli wirusami zawieszonymi w roztworach wodnych tych kwas6w or­
ganicznych oraz w wodzie destylowanej i wyrazano w procentach redukcji 
liczby plam lokalnych. 

Odpornosc roslin traktowanych kwasami organicznymi na infekcj~ 
wirusowq okreslano poprzez redukcj~ liczby plam lokalnych wyrazonq 
w procentach lub ograniczenie liczby roslin porazonych systemicznie, 
w por6wnaniu z kontrolq. 

Elektroforez~ wirus6w prowadzono w 0,8'°/o zelu agarowym, w srodo­
wisku buforu 0,05 M Tris-HCl, pH 8,5. 

4. WYNIKI 

4.1. Identyfikacja i charakterystyka dwoch nowych szczepow PSV 

·4.1.1. Zakres roslin gospodarzy oraz symptomatologia 

Eksperymentalny zakres roslin gospodarzy oraz objawy na tych ro­
slinach spowodowanych przez PSV-P i PSV-G przedstawiono w tabeli 1. 
Zakre~ roslin gospodarzy dla izolatu PSV-G jest tak:ie reprezentatywny 
dla izolat6w PSV-1:..z, PSV-Bob i PSV-1:..w. 
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Tabela 1 

Zakres roslin gospodarzy i objawy dla PSV-P i PSV-G 
u 

The range of plant hosts and symptoms of PSV-P and PSV-G 
----- - --------- --- ---------:--:----- --------

Roslina - gospodarz 

1 

Amaranthaceae 

1) Gomphrena globosa L. 

Chenopodiaceae 

2) Chenopodium amaranti­
color Coste et Reyn 

3) Chenopodium quinoa 
Milld 

4) Spinacia oleracea L. 
,,Matador" 

Compositae 

5) Zinnia elegans Jacq. 

Cucurbitaceae 

6) Cucumis sativus L. 
,,Monastyrski" 

Papilionaceae 

. 7) Arachis hypogaea L. 
8) Lupinus albus L. ,,Kali" 
9) Lupinus luteus L. 

,,Topaz" 
10) Phaseolus vulgaris L. 

,,Fana" 
11) Pisum arvense L. 

,,Kosieczynska" 
12) Pisum sativum 

,,Dark Skin Perfection" 
13) Trifolium pratense L. 
14) Trifolium repens L. 
15) Vicia faba L. subsp. mi­

nor Harz. ,,Nadwislan­
ski" 

Solanaceae 

16) Datura stramonium L. 
17) Lycopersiqum esculentum 

Mill. 
18) Nicotiana glutinosa L. 

PSV-P PSV-G 

L s L S · 1---2 _ _____ 3 ___ ___ 4 __ _ ____ _ 

1 1 5 

Rds 

Chis (Ns) 

Chis 

Chis 

Chis 

Chis, Ns 
(Y) 

Chis 

Chis 
Chis 

Chis 

Mo 

1 

Chis 

Chis, Y, N 
Chis, Stn, Ma 

Chis 

Vc, Mo 

Vc, Mo (Stn) 

Mo 
Mo 

Chis, Mo 

1 
(Mo) 

Mo 

Rds 

Chis 

Chis 

(Chis) 

(Chis) 

(Chis) 
(Y) 

Chis, Vn 

(Chis) 

Chis 

Chis 

Mo, Ma 

1 

Chis (Chi) 

Chis, Y, N 
Stn, Ma, N 

N (Mo) 

Vc, Mo 

Vc, Mo, Stn 

Mo, Ma 
Mo 

Mo, (Ma) 

Mo 

Mo 
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1 

19) Nicotiana paniculata L. 1 

20) Nicotiana rustica L. 
21) Nicotiana tabacum 

,,Samsun" 
22) Nicotiana tabacum 

,,Xanthi" 

2 

Chls (Ns) 
Chls (Ns) 

Chis 

Chis 

3 

1 
I 

I 

4 

Ns 
Chls 
Chls 

Chls 

Objasnienia skr6t6w: (skr6ty utworzone od okreslen w j~zyku angielskim) 
L = infekcje -Iokalne Ma = znieksztalcenie 
S = infekcja systemiczna MOi = mozaika 
- = brak objaw6w N = nekroza 

( ) = objawy nie wyst~pujcl w kazdym Ns = plamki nekrotyczne 
przypadku Rds = plamki czerwone 

Chi = chloroza Stn = skarlowacenie 
Chls = plamki chlorotyczne 

1 = infekcja utajona (latentna) 
V c = przejasnienie nerwöw 
Y = zölkni~cie 

41 

cd. tab. 1 

5 

1, (Mo) 

Analiza wynik6w przedstawionych w tabeli 1 pozwala uzyskac szereg in­
formacji i umozliwia na tym etapie zidentyfikowac oba wirusy jako dwa 
r6zne izola.ty wirusa karlowa tosci orzecha ziemnego (Peanut stunt virus). 
Potwierdza si~ fakt, ze wirus karlowatosci orzecha (PSV) o wiele_ trud­
niej poraza og6rek (Cucumis sativus L.) niz wirus mozaki og6rka (CMV), 
inny przedstawiciel z grupy wirus6w „cucumo". 

PSV-P i PSV-G 5q zdecydowanie wirusami roslin motylkowatych. Oba 
wirusy, w przeciwienstwie do CMV porazajq trudniej rosliny psiankowa­
te, tzn. niekt6re sq porazane tylko lokalnie, a jezeli juz wirusy wyst~pujq 
w infekcji systemicznej to powodujq bardzo lagodne objawy. Izolat PSV­
-G poraza mniej gatunk6w z rodziny psiankowatych, niz PSV-P. 

Orzech ziemny (Arachis hypogaea), w przeciwienstwie do CMV, po­
razony jest przez irolaty PSV i proponowany jest jako roslina rozr6znia­
jqca izolaty PSV i CMV (Beczner, Devergne, 1979). 

W warunkach Polski, w sytuacji gdy PSV-P i PSV-G nie porazajq 
orzecha ziemnego, roslina ta nie spelnia te.go zadania. Dla rozr6zniania 
polskich izolat6w PSV i CMV przydatny wydaje si~ byc tyton - Nico­
tiana paniculata. 
Polskie izolaty PSV, w przeciwienstwie do izolat6w CMV porazajq N. pa­
niculata tylko lokalnie. Izolat CMV, porazajqcy systemicznie fasol~, b~­
d~cy przez to bardzo podobny do PSV, takze poraza N. paniculata syste­
micznie. 

Eksperymentalny zakres roslin gospodarzy dla PSV-P i PSV-G na og6l 
jest podobny, jednak oba izolaty zdecydowanie r6zniq si~ patogenicznosciq. 
PSV-G na roslinach motylkowatych najcz~sciej powoduje silne zahamo-
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wanie wzrostu a niekiedy zamieranie roslin, podczas gdy PSV-P najcz~s­
ciej na porazonych roslinach powoduje bardzo lagodne objawy. Jedynie 
na lubinach w warunkach szklarniowych, wirus powodowal silne objawy 
chorobowe do zamierania roslin wlqcznie. Chenopodium amaranticolor oraz 
Phaseolus vulgaris mozna uznac za rosliny r6znicujqce PSV-P i PSV-G. 
PSV-P w przeciwienstwie do PSV-G nie poraza systemicznie Chenopo­
dium amaranticolor (ryc. 1.). PSV-P na porazonej fasoli ujawnia si~ w po-

Ryc. 1. Objawy infekcji systemicznej 
na komosie czerwonej spowodowane 
przez szczep P wirusa karlowatosci 
orzecha ziemnego (roslina z lewej 
strony - chora, z prawej - zdrowa) 

Fig. 1. Symptoms of systemic infec­
tion on Chenopodium amaranticolor 
caused by the P-strain of the peanut 
stunt virus (plant on the left - di­
seased, that one on the right -
healthy) 

staci lagodnej mozaiki, a PSV-G najcz~sciej powoduje zamieranie szczy­
t6w a nast~pnie calych roslin (ryc. 2). 
Nalezy jednak odnotowac, ze izolat PSV-Lz powoduje na grochu jeszcze 
silniejsze objawy niz pozostale izolaty, do zamierania roslin wlqcznie. 

Przy charakteryzowaniu PSV-G nalezy podkreslic powstawanie na nie­
kt6rych porazonych roslinach fasoli odm. Fana specyficznych narosli, 
nie opisanych dla innych znanych izolat6w PSV (ryc. 3). U porazonych 
roslin fasoli nast~puje najcz~sciej zamieranie i opadanie lisci oraz szczy­
t6w, w miejsce kt6rych pojawiajq si~ narosla. W powstawaniu narosli 
wykluczono udzial bakterii Agrobacterium tumefaciens. 
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Ryc. 2. Objawy nekrozy wierzcholk6w i zamierania roslin fasoli spowodowane przez 
szczep G wirusa karlowatosci orzecha ziemnego (roslina z lewej strony - chora, 
z prawej - zdrowa) 

Fig. 2. Symptoms of apex necrosis and death of bean plants caused by the G-strain 
of the peanut stunt virus (plant on the left - diseased, that one on the right -
healthy) 

W tabeli 2 zestawiono reakcje niekt6rych roslin na infekcje PSV-P 
i PSV-G oraz innych izolat6w szczep6w PSV. Takie por6wnanie jest ra­
czej trudne poniewaz badania byly prowadzone w r6znych warunkach. 
Dlatego tez zwr6cono uwag~ jedynie na typ reakcji, a nie na charaktery­
styk~ objaw6w. 

W tabeli 2A por6wnano PSV-P z innymi izolatami, takze nie poraza­
jc4cymi systemicznie komosy. 

Z kolei w tabeli 2B zestawiono izolaty PSV, po·razajqce systemicznie 
eo najmniej jednq z komos i por6wnano z PSV-G. Z takiego zestawienia 
mozna si~ zorientowac, ze PSV-P i PSV-G sq r6zne od uprzednio zna­
nych izolat6w PSV. 

4.1.2. Wlasciwosci wirusow w soku roslinnym 

Wirusy PSV-P i PSV-G w soku grochu utracily infekcyjno-sc w za­
kresie temperatur 70 i 75°C. 

In vitro, PSV-P utracil infekcyjnosc pomi~dzy 10. a 12. dniem utrzy-
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Ryc. 3. Narosla na fasoli odmiany 
Fana, wywolane przez szczep G wiru­
sa karlowa tosci orzecha ziemnego 

Fig. 3. Tumors on the cv. Fana beans 
caused by the G-strain of the peanut 
stunt virus 

Tabe la 2A 

Reakcje niektorych roslin na infekcj~ PSV-P, PSV-G i innych izolatow PSV 

Response of some plants to the infection with PSV-P, PSV-G and other PSV isolates 

Izolaty PSV 
Roslina 

p w Ag Tp H E I 

Chenopodium amaranti- L L L L L L 
color 

Chenopodium quinoa L L L L L L 
Cucumis satifJus L LS L (S) s LS 
Phaseolus vulgaris L. LS s LS LS (S) (S) (S) 
Pi"sum sativum L. s s s ' LS s s 
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Roslina 
G ,-~-B 

Chenopodium amaranti­
color 

LS 

L 
L 

LS 
(L) S 

1 L 

Chenopodium quinoa 
Cucumis sativus 

1 Phaseolus vulgaris 
1 Pisum sativum 

L = infekcja lokalna 
S = infekcja systemiczna 

- = brak reakcji 
( ) = mfekcja nie wystqpila w kazdym 

przypadku 
puste miejsce = brak dan~h 

LS 
LS 
s 

(S) 

Informacje o typie reakcji poszcze­
gölny.~h izolatoröw PSV uzyskano 
z nast~pujc1cych zrödel: 

P = PSV-P 
G = PSV-G - badania wlasne 

w = PSV-W; Mink i inni, 1969 
Ag = PSV-Ag; Twardowicz-Jakus~ i inni, 

1983 
T = PSV-Tp; Beczner, Devergne, 1979 

L 

LS 
LS 
LS 
LS 

Tabe 1 a 2B 

Izolaty PSV 

R J 

LS L 
1 

i 

LS 
s 
s 

LS 1 

s 1 

s 
1 

M 

LS 

s 
LS 

CB 

LS 

LS 
LS 
s 

H = PSV-H; Douine, Devergne. 1979 
E = PSV-E; Echandi, Herbert, 1971 
I = PSV-I; Milbrath, ToHn, 1977 

RM 

LS 

LS 
L 

LS 
s 

T = PSV-T; Waterworth, Monroe, Kahn, 
1973 

B = PSV-B; Diaz-Ruiz i inni, 1979 . 
R = PSV-R; Hampton i inni, 1978 
J = PSV-J; Tsuchizaki, 1973 
M = PSV-M; Fischer, Lockhart, 1978 

CB = PSV-CB; Musil i inni, 1975; Richter 
i inni, 1979 (clover blotch virus) 

RM = PSV-RM; Schmelzer, 1967; Richter, 
Prall, Musil, 1979 (robinia mosaic 
virus) 

mywania wirusa w temperaturze pokojowej. Z kolei PSV-G ,w tych sa­
mych warunkach utracil infekcyjnosc pomiE~dzy 12. a 14. dniem. 

Graniczny punkt rozcienczenia dla PSV-P wynosil 1 : 25 000, a dla 
PSV-G 1 : 500 000. 

4.1.3. Wl~sciwosci wirusow oczyszczonych 

Identyfikacj~ PSV-P przeprowadzono znacznie wczesniej niz PSV-G 
i nastr~czala ona szereg trudnosci, jako ze byl to wirus nowy w warun­
kach Polski oraz wykazywal niekiedy sz.ereg nietypowych wlasciwosci. 
Dlatego niekt6re wlasciwosci PSV-P por6wnywano z wlasciwosciami 2 
szczep6w amerykanskich:· PSV-V i PSV-W. Tak opisany PSV-P, stano­
wil p6zniej najistotniejsze odniesienie przy identyfikacji PSV-G. Pod­
czas oczyszczania badanych wirus6w z grochu swiezego lub mrozone­
go obserwowano duz~ labilnosc oraz stosunkowo niskij koncentracj~ 
w oczyszczonym preparacie PSV-P, w· por6wnaniu do pozostalych izola­
t6w. Podczas wirowania w gradiencie g~stosci sacharozy wirusy PSV-P, 
PSV-G, PSV-Bob i PSV-l..w formowaly pojedyncze strefy wirusowe. Oczy­
szczone wirusy podczas wirowania analitycznego takze sedymentowaly 

' jako pojedyncze komponenty (ryc. 4). Bardzo wyraznie uwidocznila si~ 
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Ryc. 4. Profil sedymentacyjny szczepu G wirusa karlowatosci orzecha ziemnego, JilZY­

skany z wirowania oczyszczonego wirusa w wir6wce analitycznej 
Fig. 4. A sedimentation profile of the G-strain of the peanut stunt virus obtained 
from centrifugation of a purified virus in an analytical centrifuge 

r6znica w wydajnosci czystego wirusa, uzyskanej z tej samej ilosci mate­
rialu roslinnego. Ze 100 g grochu otrzymano srednio okolo 20 mg czyste­
go wirusa PSV-P, a do 65 mg PSV-G, PSV-Bob i PSV-Lw. PomiE~dzy wi­
rusami PSV-G; PSV-Bob, PSV-Lw a PSV-Lz, wyglqdajqcymi jak jeden 
i ten sam i~olat, ujawnila si~ istotna r6znica w wydajnosci czystych wi­
rus6w. Dwukrotnie, w okresach bardziej lub mniej sprzyjajqcych namna­
zaniu si~ wirus6w, przeprowadzono por6wnanie PSV-G i PSV-Lz; w obu 
przypadkach az ponad . 30% wi~cej otrzymano oczyszczonego PSV-Lz niz 
PSV-G (tab. 3). 

/ 

Tabela 3 

Porownanie wydajnosci czystych preparatow 
wirusowych PSV -G i PSV-1:..z w czasie ich 

oczyszczania 

A comparison of the efficiency of · pure virus 
preparations of PSV-G and PSV-1:..z during their 

purification 

Okres Wydajnosc oczyszczonego 

namnazania wirusa w mg/100 g 

wirus6w PSV-G PSV-Lz 

23.08-:--3.09.84 r. 65 92 
10.12-:-20.12.84 r. 35 50 

, 
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• 
Krzywa absorpcji w UV dla badanych wiruso-w byla typowa dla nukleo­
proteid6w, z maksimum przy 260 nm, minimum przy 242 nm. Stosu-

nek A26Q_dla PSV-P wynosil od 1,63 do 1,76 a dla PSV-G od 1,72 do 1,82. 
A 2ea , 

Gdy PSV-P oczyszczano z grochu w okresie zimowym, kiedy to wiru-
sa namnazano przy oswietleniu niemalze jedynie sztucznym, w gradien­
cie g~stosci sacharozy sedymentowal on w postaci 2-3 stref. Szczeg6lnie 
bylo to widoczne, gdy przez dluzszy czas utrzymywano i namnazano PSV­
-P na grochu, w warunkach komory klimatyzowanej, przy 16 godzinnym 
dniu oraz temperaturze 22-24 °C. Wtedy to przy kazdym oczyszczaniu 
wirus w gradiencie tworzyl eo najmniej 3 silne strefy wirusowe, wyraz­
nie oddzielone od siebie (ryc. 5, 7). Przeprowadzono szereg doswiadczen 

Ryc. 5. Trzy, widoczne w swietle przechodzqcym 
strefy PSV-P, wyst~pujqce w 15-300/o gradiencie 
g~stosci sacharozy podczas wirowania wirusa 
oczyszczonego z grochu (przez 3 godziny przy 
24 000 obrot6w, rotor SW-25, Beckman) 

Fig. 5. Three visible in passing light PSV-P _zo­
nes occur ring in a 15-30°/o sucrose density gra­
dient during centrifugation of virus purified 
from pea (for 3 h at 24 000 rev. in a Beckman 
SW-25 rotor) 

celem wyjasnienia, czy jest to jakies szczeg6lne zachowanie s1~ PSV-P 
lub czy jest to wynik interakcji kompleksu wirus6w. Wpierw pr6bowano 
ustalic, czy spos6b oczyszczania wirusa nie wywoluje obserwowanych stref. 

Do metody oczyszczania wprowadzono nast~pujqcq modyfikacj~ : 
1) pominiE~to wytrqcanie wirusa PSV-P polietylenoglikolem 6000 (P EG 

- 6000), jako, ze niekiedy moze on powodowac stosunkowo trwa­
le agregowanie czqstek wirusowych; 

2) w 1niejsce bufüru 0,1 M Tris-HCI zastosowano bufory 0,5 M fosfora­
nowy i 0,5 M cytrynianowy o wlasciwosciach stabilizujqcych; 

3) zastosowano buf.ory wymienione w punkcie 2, ale pomini~to wytrq­
canie wirusa PEG - 6000. 
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• 
Okazalo si~, ze bez wzgl~du na modyfikacje oczyszczania zawsze PSV­

-P w gradiencie g~stosci sacharozy tworzyl 3 strefy, opalizujqce w swietle 
przechodzqcym. 

Z kolei przeprowadzono szereg doswiadczen na stwierdzenie czy ro­
slina gospodarz ma wplyw na tworzenie przez PSV-P trzech stref w gra­
diencie g~stosci sacharazy. PSV-P oczyszczony z wspi~.gi chinskiej i faso­
li w gradiencie sacharozy sedymentowal w postaci tylko jednej strefy, 
podobnie jak wirusy PSV-W i PSV-V (ryc. 6). Wirusy PSV-V i PSV-W 
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Ryc. 6. Profile sedymentacyjne szcze­
p6w P , V i W wirusa karlowatosc i 
orzecha ziemnego, oczyszczonych z 
w spi~gi ch inskiej . Wirusy wirowano 
na 15-300/o gradiencie g~stosc i sa­
charozy przez 3 godziny przy 24 000 
obrot6w (rotor SW-27, Beckman) 

F ig. 6. Sedimentation profiles of the 
P , V and W strains of the peanut 
s tunt v irus, purified from Vigna si­
n en sis. The viruses were centrifuged 
on a 15-300/o sucrose density gra­
dient for 3 h at 24 000 rev. (in a Bec­
kman SW-27 rotor) 

namnozone i oczyszczone z grochu w ten sam spos6b eo PSV-P, w gradien­
cie g~stosci sacharozy sedymentowaly w postaci jednej, zdecydowanej stre­
fy i tylko nieznacznie jest widoczna strefa druga, a wcale nie obserwo­
wano strefy trzeciej (ryc. 7). Przeprowadzono dwa dalsze doswiadczenia 
na stwierdzenie, czy sok grochu w spos6b mechaniczny wplywa agregu­
jqco na PSV-P. W pierwszym doswiadczeniu g6rnq stref~ z gradientu za­
g~szczano przez wirowanie wysokoobrotowe, a nast~pnie wirusa zawie­
szono w soku ze zdrowego grochu i poddano go ponownemu oczyszczaniu. 
Podczas wirowania w gradiencie sacharozy uzyskano tylkio jednq stref~ wi­
rusowq na tym samym poziomie eo g6rna strefa PSV-P nie traktowana 
sokiem grochu (kontrola). W drugim eksperymencie, osad uzyskany z wi­
rowania wysokoobrotowego wirusa PSV-P oczyszczonego z fasoli, zawie­
szono w soku z zainfekowanego grochu, z ktorego uprzednio usuni~to wi-
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Ryc. 7. Profile sedymentacyjne szcze­
p6w P, V i W wirusa karlowatosci 
orzecha ziemnego, oczyszczonych z 
grochu. Wirusy wirowano na 15-300/o 
gradiencie g~stosci sacharozy .przez 
3 godziny, przy 24 000 obr. (rotor 
SW-25, Beckman) 

Fig. 7. Sedimentation profiles of the 
P , V and W strains of the peanut 
stunt virus, purified from pea. The 
viruses were centrifuged on a 15-
-300/o sucrose density gradient for 
3 h at 24 000 rev. (in a Beckman 
SW-25 rotor) 
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rusa PSV-P. Tak potraktowanego wirusa poddano procesowi oczyszczania, 
w trakcie kt6rego wirus PSV-P w gradiencie g~stosci sacharozy sedy­
mentowal w postaci jednej strefy, na tym samym poziomie eo wirus nie 
traktowany sokiem z grochu. Znaczy to, ze sok z grochu zdrowego jak 
i zainfekowanego wirusem, bezposrednio nie wplywa na zmian~ wlasci­
wosci wirusa PSV-P w czasie oczyszczania. Przeprowadzono seri~ wiro­
wan na gradiencie 15-30°/o g~stosci sacharozy celem rozdzielenia po­
szczeg6lnych stref. W toku tego doswiadczenia ustalono, ze strefy te sci 
bardzo trwalym produktem, zachowujqcym trwalosc w procesie wielu 
wirowan wysokoobrotowych. Profile sedymen tacyjne wskazujq na to , ze 
kazdy rozdzielony skladnik gradientu sedymentowal na tym samym po­
ziomie jak w ukladzie nierozdzielonym (ryc. 8) . Strefy druga i trzecia za­
wierajq niewielkie domieszki stref sqsiednich. W oparciu o stalci sedy­
mentacji dla strefy g6rnej , kt6ra wynosi 99 S, wyliczono, ze stala sedy­
mentacji dla strefy drugiej wynosi okol-o 125-130 S, a dla strefy trze­
ciej okolo 145-150 S. 

Wszystkie trzy strefy poddano badaniom na infekcyjnosc, wlasciwos-

4 Prace N aukowe IOR 
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Ryc. 8. Profile sedymentacyjne stref 
szczepu P wirusa karlowatosci orze­
cha ziemnego, rozdzielone poprzez 
wirowanie w gradiencie g~stosci sa­
charozy. 
A - profil sedymentacyjny PSV-P 

po pierwszym wirowaniu w 
gradiencie g~stosci sacharozy; 

B, C, D - profile sedymentacyjne 
poszczeg6lnych stref wirowa­
nych oddzielnie na 15-300/o 
gradiencie g~stosci sacharozy 

Fig. 8. Sedimentation profiles of the 
P-strain zones of the peanut stunt 
virus, separated by centrifugation in 
sucrose density gradient. 
A - a sedimentation profile of PSV­

-P after the first centrifuga­
tion in sucrose density gra­
dient; 

B, C, D - sedimentation profiles of 
individual zones centrifuged 
separately on a 15-300/o suc­
rose density gradient 

ci serologiczne, w mikroskopie elektronowym oraz wykonano analiz~ pro­
fili RNA. 

Nie stwierdzono r6znic w typie infekcji jak i objawach powodowanych 
na roslinach testowych przez wirusy z poszczeg6lnych stref. 

4.1.4. Mikroskopi~ elektronowa 

Preparaty wirus6w PSV-P, PSV-G i PSV-Lz zar6wno w stanie oczy­
szczonym jak i w soku roslinnym skladaly si~ z czqstek o srednicy okolo 
28-30 nm (ryc. 9). 

Szczeg6lowo przebadano w mikroskopie· elektronowym czqstki wiru­
sowe z 3 stref wirusowych tworzonych przez PSV-P w gradiencie g~sto­
sci sacharozy, w przypadku opisanym w cz~sci 4.1.2. 

Strefa g6rna skladala si~ z czq5tek wirusowych pojedynczych, o sred­
nicy okolo 28-30 nm. W strefie drugiej okolo 2/3 czqstek stanowiq czqstki 
podw6jne a w strefie trzeciej 400/o to czqstki potr6jne (tab. 4). 

I 

W kropli gutacyjnej uzyskanej po sci~ciu rosliny grochu, obserwowa-
no obecnosc czqstek wirusowych pojedynczych, podw6jnych i potr6jnych. 
Z obserwowanych 1117 cZqstek, 680/o stanowily czqstki pojedyncze, 22, 7P/o 
czqstki podw6jne i 9,3 czqstki potr6jne. 
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Ryc. 9. Czqstki oczyszczonego szczepu P wirusa karlowatosci orzecha ziemnego 

Fig. 9. Particles of a purified P-strain of the peanut stunt virus 

Tabela 4 

Procentowy udzial cz~stek wirusowych pojedynczych, pod­
wöjnych i potröjnych w trzech strefach gradientu produko­

wanych przez PSV-P 

The percentage portion of single, double and triple virus 
particles in three zones produced by PSV-P 

Typy cz~stek: 
Strefa 

• pojedyncze podw6jne potr6jne 

Pierwsza (1788)* 89,2 9,9 0,9 

Druga (1866)* 34,0 63,0 3,0 
Trzecia (1428)* 26,0 34,5 39,5 

•> Liczba czc1stek, kt6re byly podstawc1 obliczania procentowego 
udzialu czqstek wirusowych w poszczeg6lnych strefach. 

51 
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4.1.5-. Serologia 

Szczepy PSV-P i PSV-G reagowaly ze specyficznie przygotowanq su­
rowicq przeciwko wirusowi karlowatosci orzecha ziemnego (ryc. 10), za­
wierajqcq antygeny charakterystyczne dla tego wirusa (surowic~ otrzy­
mano od dr. Devergne). Oba wirusy reagowaly z surowicami niehomolo­
gicznymi i w tescie podw6jnej dyfuzji w zelu agarowym tworzyly ostrogi 

I 

C ~ 

., 

G 

PSV 
\~ 

$ 
~ 
~ 

p '/ ~eJ 
", 

~ 

j'w, 
~ 

p 

~~ 
~~ ~ 

Ryc. 10. Reakcje szczep6w P i G wi­
rusa karlowa_tosci orzecha ziemnego 
oraz wirusa mozaiki og6rka z suro­
wicq przeciwko wirusowi karlowato­
sci orzecha ziemnego 
Objasnienia skr6t6w: 

G = PSV-G 
P = PSV-P 
C=CMV 

PSVs = surowica przeciwko PSV 
(od dr. Devergne) 

Fig. 10. Reactions of the P and G 
strains of the peanut stunt virus and 
cucumb2r mosaic virus with serum 
against the peanut stunt virus 
Explanation of abbreviations: 

G = PSV-G 
P = PSV-P 
C=CMV 

PSVs = serum against PSV 
(from dr. Devergne) 

(ryc. 1 lA), podkreslajqce ich nieidentycznosc. Test podw6jnej dyfuzji 
w zelu z surowicq PSV-G abS10rbowanq wirusem PSV-P wykazuje, ze 
wirusy PSV-P i PSV-G opr6cz wsp6lnych majq takze determinanty an­
tygenowe swoiste dla siebie, nadajqce im cechy odr~bnosci (ryc. 11B). 

Wirusy PSV-G, PSV-Lz, PSV-Bob i PSV-Lw, zar6wno z surowicct: 
PSV-P jak i PSV-G zachowujq si~ jak wirusy serologicznie identyczne. 
Jak wspomniano, PSV-P byl identyfikowany wczesniej niz PSV-G i prze­
prowadzono wtedy por6wnanie wlasciwosci serologicznych PSV-P z PSV­
-V i PSV-W. 

W tescie podw6jnej dyfuzji w zelu, z kazdq surowicc1 wszystkie trzy 
szczepy wirusowe: PSV-P, PSV-V i PSV-W dajq obrazy serologiczne 
z ostrogami, swiadczc1:ce, ze sc1 to wirusy pokrewne ale nieidentyczne (ryc. 
12). 

Wirusy PSV-P i PSV-V reagowaly z surowicami przeciwko serotypom 
ToRS i DTL wirusa mozaiki og6rka; z kolei PSV-W reagowal tylko z su-
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Ryc. 11. -serologiczne pokrewienstwo pomi~dzy szczepami P i G wirusa karlowatosci 
orzecha ziemnego 

A - test podw6jnej dyfuzji w i:elu, 
P - PSV-P 
G - PSV-G 

Ps - surowica przeciwko PSV-P 
Gs - surowica przeciwko PSV -G 

B - test dyfuzji krzyi:owej (cross-absorption) 
P - PSV-P 
G - PSV-G 

P /Gs - surowica przeciwko PSV-G absorbowana PSV-P 
I 

Fig. 11. Serological affinity between the P and G strains of the peanut stunt virus 
A - gel double-diffusion test; 
P - PSV-P ; 
G - PSV-G; 

Ps - serum against PSV-P; 
Gs - serum against PSV-G; 
B - cross-a bsorption test ; 
P - PSV-P 
G .- PSV-G 

P /Gs - serum aga.inst PSV-G a bsorbed by PSV-P 
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Ryc. 12. Serologiczne pokrewienstwo szcze­
p6w P, V i W wirusa karlowatosci orzecha 
ziemnego w tescie podw6jnej dyfuzji w ze­
lu agarowym 
Surowice: Ps = przeciwko PSV-P 
· Vs= przeciwko PSV-V 

Ws= przeciwko PSV-W; 
Antygeny: P = PSV-P 

V= PSV-V 
W = PSV-W 
K = kontrolia 

Fig. 12. Serological affinity of the P, V and 
W strains of the peanut stunt virus in 
agar gel double-diffusion test 
Sera: Ps = against PSV-P 

Vs= against PSV-V 
Ws= against PSV-W; 

Antigens : P = PSV-P 
V= PSV-V 
W :_ PSV-W 
K = control 
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Ryc. 13. Reakcja szczep6w P, V i W wirusa karlowatosci orzecha ziemnego z surowi­
cami przeciwko podgrupom serologicznym ToRS i DTL 

Antygeny: P = PSV-P 
V = PSV-V 
W = PSV-W 

Surowice: D = przeciwko podgrupie serologicznej CMV-DTL 
To = Przeciw ko podgrupie serologicznej CMV-ToRS 

Fig. 13. Reaction of the P, V and W strains of the peanut stunt virus with sera 
against ToRS and DTL serological subgroups 
Antigens: P = PSV-P 

V= PSV-V 
W = PSV-W· ' ~ 

Sera : D = against CMV-DTL serological subgroup 
To = against CMV-ToRs serological subgroup. 

rowicq serotypu CMV-DTL (ryc. 13). Oba wirusy PSV-P i PSV-V z su­
rowicami CMV-ToRS i CMV-DTL w tescie podw6jnej dyfuzji w zelu pro­
dukujq ostrogi. Z surowicq CMV-ToRS, wirusy PSV-P i PSV-W wykazu­
jq reakcj~ serologicznq krzyzowc1 (podw6jne ostrogi) eo znaczy, ze PSV-P 
jest bardziej spokrewniony z PSV-V niz z PSV-W. 

4.1.6. Analiza RNA 

Badania RNA wykazaly, ze izolat PSV-P posiada genom w postaci 5 
fragment6w RNA i jako jeden z nielicznych szczep6w PSV zawiera takze 
RNA-5, zwany inaczej PARNA-5 (ryc. 14A). 

Izolat PSV-G (ryc. 14B), podobnie jak PSV-W i PSV-V (ryc. 15), po-
siada genom czterocz~sciowy. 
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Ryc. 14. Profile RNA szczep6w P {A) i G (B) wirusa karlowatosci orzecha ziemnego, 
uzyskane podczas elektroforezy na i:elach poliakrylamidowych wirus6w degradowa­
nych SDS. Oba szczepy PSV oczyszczano z grochu 
1, 2, 3, 4, 5 to numery kolejnych fragment6w RNA 
Fig. 14. RNA profiles of the P (A) and G (B) strains of the peanut stunt virus 
obtained during polyacrylamide gel electrophoresis of SDS degraded viruses. The 
both PSV strains are purified from pea 
1, 2, 3, 4, 5 are numbers of the succeeding RNA fragments 
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Ryc. 15. Profile RNA szczep6w V (A) i W (B) wirusa karlowatosci orzecha ziemnego, 
uzyskane podczas elektroforezy na i:elach poliakrylamidowych wirus6w zdegradowa­
nych SDS. Oba szczepy PSV oczyszczano z grochu 
1, 2, 3, 4 to numery kolejnych fragment6w RNA 
Fig. 15. RNA profiles of the V (A) and W (B) strains of the peanut stunt viru 
obtained during polyacrylamide gel electrophoresis of SDS degraded viruses. The 
both PSV strains were purified from pea 
1, 2, 3, 4 are numbers of the succeeding RNA fragments 
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Por6wnanie profili preparat6w PSV-P, wyizolowanych z dw6ch r6z­
nych roslin gospodarzy - fasoli i grochu, wskazuje na to, ze ilosciowe 
proporcje poszczeg6lnych fragment6w RNA nie sq wartosciami stalymi 

' dla PSV-P i zalezq od rosliny na kt6rej wirus wyst~puje (ryc. 16). 

Ryc. 16. Profil RNA szczepu P wiru­
sa karlowatosci orzecha ziemnego. 
W irusa oczyszczano z fasoli 

Fig.16. RNA profile of the P-strain 
of the peanut stunt virus. The virus 
was purified from bean 
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Profile RNA czqstek pojedynczych i podw6jnych w przypadku, gdy 
PSV-P sedymentowal w gradiencie w postaci 3 stref, takze wykazaly obec­
nosc 5 fragment6w RNA, przy czym wystqpily r6znice w proporcjach ilo­
sciowych poszczeg6lnych fragment6w RNA (ryc. 17). Mozna sqdzic, ze pro­
fil RNA czqstek podw6jnych jest wypadkowq profili RNA skladnik6w 
czqstek podw6jnych. 
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Ryc. 17. Profile RNA czqstek pojedynczych (A) i podw6jnych (B) szczepu P wirusa 
karlowatosci orzecha ziemn-ego. Wirusa namnazano na grochu w komorze klimatyzo­
wanej 
Fig. 17. RNA profiles of single (A) and double (B) particles of the P-strain of the 
peanut stunt virus. The virus was multiplied on pea in the air-conditioned chamber 
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4.1. 7. Przenoszenie wirusow przez mszyce i z nasionami 

Przy przenoszeniu jak i swobodnym nalocie mszyc z roslin chorych 
na rosliny zdrowe stwierdzono efektywnosc infekowania roslin przez mszy­
ce, wynoszqCq odpowiednio 70 - 1000/o i 50 - 80'0/o, przy czym wyzsz.e 
wartosci odnoszq si~ dla izolatu PSV-G a nizsze dla PSV-P. 

W warunkach szklarniowych przeprowadzono testowanie przenosze­
nia izolat6w PSV-P i PSV-G z nasionami fasoli, grochu, bobiku i lubinu 
z6ltego. W zadnym przypadku nie stwierdzono nasion zainfekowanych 
wirusami. lnfekowane nosliny byly silnie porai.one, cz~sto zamieraly i otrzy-
mywano z nich niewielkq ilosc nasion. Z drugiej strony, w szklarni w trak­
cie doswiadczen panowala wysoka temperatura (ponad 30°C), kt6ra obniza­
la koncentracj~ wirus6w roslinnych, zakl6cajqc przez to wyniki doswiad­
czen. Izolowanie PSV w okolicznosciach wskazujqcych na jego pochodze­
nie z nasion (Pospieszny, 1985), nie wyklucza przenoszenia wirusa z na­
sionami i nalezaloby to potwierdzic w warunkach polowych. 

4.1.8. Porownanie izolatow PSV-P i PSV-G z PSV-Ag 

Twardowicz-Jakusz wyodr~bnila z selera izolat PSV, kt6ry oznaczyla 
jako PSV-Ag (Twardowicz-Jakusz i inni, 1983). Z por6wnania PSV-P 
i PSV-Ag, wynika, ze sq to dwa r6zne szczepy wirusa karlowatosci orze­
cha ziemnego (Twardowicz-Jakusz, Pospieszny, 1983). PSV-G w prze­
ciwienstwie do PSV-Ag poraza systemicznie komos~ czerwonq i powoduje 
nekroz~ szczyt6w fasoli oraz oba izolaty Sq serologiczne nieidentyczne. 
Sq to wystarczajqce r6znice aby oba izolaty wirusowe uznac za odr~bne 
szczepy PSV. 

W ten spos6b wirus karlowatosci orzecha ziemnego w Polsee jak dotqd 
jest reprezentowany przez 3 r6zne szczepy i jedynie jeszcze w USA wy­
st~puje tak bogato zr6znicowany material genetyczny w obr~bie tego wi­
rusa. 

4.2. Wplyw kwasu cytrynowego oraz innych kwasöw organicznych 
na inf ekcj~ roslin wirusami PSV i ALMV 

4.2.1. Wplyw kwasu cytrynowego na infekcj~ wirusow~ 

Kiedy preparatem zawierajqcym okolo 5 µg wirusa mozaiki lucerny 
(ALMV) inokulowano liscie fasoli, uprzednio opryskane 1'0/o roztworem 
kwasu cytrynowego (CA), liczba lokalnych plam ulegla redukcji o pra­
wie 1000/o (tab. 5). Roztwory CA o koncentracji wyzszej niz 1'0/o dziala­
jq fitotoksycznie, z kolei roztwory o st~zeniu nizszym Sei wyraznie mniej 
efektywne w ograniczaniu liczby lokalnych plam. 10/o CA obniza liczb~ 
plam lokalnych w r6wnie wysokim stopniu, bez wzgl~du czy jest stosowa-
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ny na 3 godz. czy na 3 dni przed inokulacjq lisci wirusem (tab. 5). Intere­
sujqce jest to, ze w przypadku traktowania lisci fasoli 10/o CA w 1, 2 i 4 
godziny po infekcji ALMV wystqpilo ograniczenie liczby plam lokalnych 
odpowiednio o 81,5, 65,80/o i 440/o (tab. 5). 

Takze w ukladzie, gdzie wirus wyst~puje na roslinie w infekcji syste­
micznej CA ograniczal liczb~ roslin porazonych. 

Gdy groch przed i'nokulacjq wirusem PSV (koncentracja 2 µg/cm 3
) opry­

skano 1°/o CA, wtedy az 72,30/o roslin nie uleglo zainfekowaniu, a kie­
dy 10/o CA naniesiono na groch w 1 godz. po infekcji PSV to 47,30/o ro­
slin bylo zdrowych. 
Jeszcze efektywniejszy byl CA w przypadku infekcji wirusem mozaiki 
lucerny; 100°/o roslin bylo zdrowych gdy CA naniesiono na rosliny przed 
inokulacjq i 52,60/o po inokulacji (tab. 6). 
Rosliny fasoli opryskane 10/o CA przed inokulacjq PSV (koncentracja oko­
lo 25 µg/cm 3

) w okolo 70-900/o nie ulegly porazeniu wirusem (ryc. 18). 
Cz~sc z roslin porazonych wykazywala objawy lagodniejsze niz w kon­
troli. 

4.2.2. Wplyw kwasu cytrynowego na infekcyjnosc wirusow 

Przeprowadzono dalsze doswiadczenia celem wyjasnienia czy odpor­
nosc roslin na infekcj~ wirusem byla wynikiem indukowania odpornosci 
w roslinie przez CA, czy tez byla spowodowana inhibicjq infekcyjnosci wi­
rusa. 

Przed infekcjq wirusem splukiwano z roslin wczesniej naniesiony CA 
i nie stwierdzono efekt6w inhibicji infekcji wirusowej , zar6wno gdy CA 
nanoszono na roslin~ 1 godzin~ czy tez 1 dzien przed inokulacjq. 

Podobnie, wyniki uzyskane z podlewaniem roslin fasoli i grochu 10/o 
CA nie swiadczq o wyst~powaniu odpornosci indukowanej przez CA. Je­
dynie w przypadku, gdy rosliny podlewano CA w dawce (z 2 g/doniczk~) 
negatywnie wplywajqcej na rozw6j roslin (zahamowanie wzrostu, zdrob­
nienie lisci, ciemnozielony kolor) obserwowano obnizk~ liczby plam lokal­
nych o 500/o 
ALMV o koncentracji ok. 5 µg/cm3 w s~odowisku 10/o lub 0,10/o CA ulegal 
calkowitej inhibicji i to w spos6b nieodwracalny, jalro, ze usuni~cie CA 
ze srodowska przez dializ~ nie przywracalo wirusowi infekcyjnosci (tab. 
7). 
PSV o koncentracji okolo 2 µg/cm3 byl inhibowany przez 10/o CA, jednak 
w przeciwienstwie do ALMV, roztw6r 0,10/o CA niekiedy prawie zupelnie 
go nie inhibowal (tab. 7). 
Oba wirusy w koncentracji powyzej 60 µg/cm 3 byly calkowicie inhibowane 
przez 10/o CA. 
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Tabela 5 

Wplyw przed- ( +) i poinokulacy jnego (-) traktowania lisci 
fasoli roztworem 10/o kwasu cytrynowego (18/o CA) na wy­

st~powanie lokalnych plam powodowanych przez ALMV 

The effect of pre- ( +) and post-inoculation (-) treatment of 
bean leaves with a 18/o citric acid solution (1°/., CA) on the 

occurrence of Iocal spots caused by ALMV' 

Okres pomi~dzy 
Srednia Iiczba plam Ograniczenie 

Iokalnych na lisc Iiczby plam 
opryskiwaniem 

a inokulacjcl 
Iokalnych 

1% CA H 20 w % 

+ 3 dni 0,0 60,9 100,0 
+ 2 dni 3,5 104,1 96,6 
+ 1 dzien 3,8 86,9 96,7 
+ 3 godz. 1,1 137,2 99,9 
- 1 godz. 22,0 118,3 81,5 
- 2 godz. 54,1 158,0 65,8 
-4 godz. 9,3 16,6 44,0 

Tabela 6 

Wplyw przed- (+) i poinokulacyjnego (-) traktowania gro­
chu 141/c, roztworem kwasu cytrynowego (10/o CA) na Iiczb~ 
roslin systemicznie pora:ionych przez PSV (koncentracja 

2 µg/cms) i ALMV (koncentracja okolo 3 p,g/cm3) 

The effect of pre- ( +) and post-inoculation ( - ) treatment of 
pea with a 1°;., citric acid solution (10/o CA) on the number 
of plants systemically infected with PSV (conc. 2 itg/cm3) and 

ALMV (conc. about 3 µg/cm3) 

Kombinacje 

1% CA, PSV 
H 2O, PSV 
1% CA, PSV 
H 2O, PSV 

1% CA, ALMV 
H 2O, ALMV 
1% CA, ALMV 
H 2O, ALMV 

Okres pomi~dzy j 1:iczba roslin j % 
opr!skiwani~m 1· zamfekowan_ych I roslin 

a mokulaCJ<l j inokulowanych I zdrowych 

+ 3 godziny 
+ 3 godziny 
- 1 godzin~ 
- 1 godzin~ 

+ 3 godziny 
+ 3 godziny 
-1 godzin~ 
-1 godzin~ 

5/18 
20/20 
10/19 
19/19 

0/20 
20/20 
10/19 
19/19 , 

72,3 

47,3 

100,0 

52,6 
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Ryc. 18. Wplyw opryskiwania roslin fasoli 10/o roztworem kwasu cytrynowego na wy­
st~powanie infekcji systemicznej powodowanej przez szczep G wirusa karlowatosci 
orzecha ziemnego 
A - rosliny nie traktowane 
B - rosliny traktowane 

Fig. 18. The influence of the bean plant spraying with a 10/o citric acid solution on 
the occurrence of systemic infection caused by the G-strain of the peanut stunt virus 
A - untreated plants 
B - treated plants 

4.2.3. Wplyw pH na infekcyjnosc wirus6w 

Roztw6r 0,10/o soli sodowej kwasu cytrynowego (cytrynian sodu) in­
hibowal infekcyjnosc ALMV in vitro maksymalnie w 42 ,6°/o, a cz~sto mniej 
w por6wnaniu z 1000/o inhibicjq przez kwas cytrynowy (tab. 8). Jednak 
gdy odczyn roztworu cytrynianu sodu doprowadzono kwasem solnym do 
pH 2.8, wtedy inhibowal on infekcyjnosc ALMV w tym samym stopniu eo 
kwas cytrynowy (tab. 8) . Zaobserwowano, ze 0,035'0/o kwas solny o pH 2.8, 
w 1000/o inhibowal ALMV in vi tro, tak samo jak kwas cytrynowy, takze 
w spos6b nieodwracalny (tab. 8). 

Kwas cytrynowy neutrali~owany TRIS lub imidazolem zupelnie nie in­
hibowal infekcyjnosci ALMV (tab. 9) . Z tej samej tabeli wynika , ze im 
odczyn roztworu byl bardziej zasadowy, to ten sam preparat wirusowy 
byl bardziej infekcyjny. 

Powyzsze wyniki swiadczq o tym, ze inhibicja wirusa in vitro ma zwiq-
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Tabela 7 

Wplyw kwasu cytrynowego (CA) na infekcyjnosc PSV i ALMV 

The effect of citric aC'id (CA) on the infectivity of the peanut stunt virus (PSV) and 
alf alfa mosaic virus (ALMV) 

Rodzaj doswiadczenia 

H 20 lub 1 % CA + 2 µg PSV 
( do inokulacji uzyto mieszanin~ bezpo-
srednio) 

H20 lub 1% CA + 2 µg PSV 
(do inokulacji ui;yto mieszanin~ po dia-
lizie) 

H 2O lub 0,1 % CA + 2 µg PSV 
( do inokulacji uzyto mieszanin~ bezpo-
srednio) 

H 20 lub 0,1 % CA + 2 µg PSV 
(do inokulacji uzyto mieszanin~ po dia-
lizie) 

H 20 lub 1 % CA + 5 µg ALMV 
1 ( do inoku!acji uzyto mieszanin~ bezpo-
1 

srednio) 

H 20 lub 1% CA + 5 µg ALMV 
(do inokulacji uzyto mieszanin~ po dia-
lizie) 

H 20 lub 0,1 % CA + 5 µg ALMV 
(do inokulacji uzy.to mieszanin~ bezpo-
srednio) 

H 20 lub 0,1 % CA + 5 µg ALMV 
(do inokulacji uzyto mieszanin~ po dia-
lizie) 

Srednia liczba lokalnych plam 
na lisc 

CA + wirus 

0,0 32,0 

0,0 59,6 

1-

32,0 32,0 

60,3 
1 

59,6 

_______ I_ 

0,0 167,0 

---

0,0 40,3 

0,0 167,0 

- ---

0,0 40,3 

!_ 
1 

% 
inhibicji 

inf ekcyjnosci 

100 

100 

0,0 

- 1,1 

100 

100 

100 

100 

zek raczej z odczynem roztworu a nie z charakterem zwüizku chemicz­
nego. Podobne wyniki otrzymano dla PSV. 

Celem okreslenia mechanizmu inhibicji wirusa in vitro przeprowadzo­
no badania nad wplywem kwasu cytrynowego na czqstki wirusowe. 

PSV inkubowany w roztworze 1'0/o kwasu cytrynowego analizowano 
spektrofotometrycznie, w mikroskopie elektronowym, podczas wirowania 
w gradiencie g~stosci sacharozy i elektroforetycznie. 

Krzywa absorpcji w ultrafiolecie PSV traktowanego 10/o CA w por6w­
naniu z krzywq absorpcji wirusa nie traktowanego nie ulegla zmianom a je-
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Tabela 8 

Wplyw cytrynianu sodu na infekcy jnosc ALMV (koncentracja 
okolo 4,_tg/cma) 

The effect of sodium citrate on the infectivity of ALMV 
(conc. about 4 µg/cma) 

Srednia liczba % 
Wirusa traktowano plam lokalnych inhibicji 

na lisc infekcyjnosci 

H 2O 397,8 
1 pH 6,5 . 

0,035 % HCI 
pH 2,8 0,0 100 

0,1 % kwas cytrynowy 
0,0 100 

pH 2,8 
---
0,1 % cytrynian sodu 

228,4 42,6 
pH 8,0 

0,1 % cytrynian sodu ( + HCI) 
0,0 100 

pH 2,8 

Tabela 9 

Wplyw 0,10/o zneutralizowanego roztworu kwasu cytrynowego 
(CA) na infekcyjnosc ALMV (koncentracja okolo 4 itg/cm3) 

in vitro 

The effect of neutralized 0,10/o citric acid solution (CA) on 
the infectivity of ALMV (conc. about 4 itg/cm3) in vitro 

Wirusa traktowano 

H 20 
pH 6,5 

0,035 % HCI 
pH 2,7 

0,1 % CA 
pH 2,7 

0,1 % CA 
( + TRIS) 

0,1 % CA 
( + imidazol) 
pH 6,5 

0,1 % TRIS 
pH 9,0 

0,1 % imidazol 
pH 8,2 

Srednia liczba 
plarn na lisc 

243,6 

0,0 

0,0 

342,0 

430,6 

998,4 

864,9 

O I 
/ 0 

inhibicji 
, plarn lokalnych 
1 

100 

100 

- 40,4 1 
1 

1 • 

- 76,8 

- 309,9 

- 255,0 
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dynie wzrosla g~stosc optyczna (ryc. 19). Szczeg6lnie wyraznie ulegla ob-

nizeniu absorpcja przy 260 nm oraz 

znaczy to, ze wlasciwosci preparatu 
modyfikacji. 

E 
C 

- ~ 
Lr) 
N 

ulegl wzrostowi stosunek A m~x ; 
min 

PSV traktowanego 10/o CA ulegly 

Ryc. 19. Krzywa absorpcji w UV 
szczepu G wirusa karlowatosci orze­
cha ziemnego nie traktowanego (A) 
i traktowanego (B) 10/o roztworem 
kwasu cytrynowego 

~ .- ........ - ......... _.......;. _____ __, 
Fig. 19. An absorption curve in UV 
of the G-strain of the peanut stunt 
virus - untreated (A) and treated 
(B) with a 10/o citric acid solution D-1:.. FALi tnm) 

W preparacie wirusowym traktowanym 10/o CA, obserwowanym w mi­
kroskopie elektronowym, w por6wnaniu z kontrolq nie stwierdzono obec­
nosci czqstek wirusowych. 

Preparat PSV o koncentracji okolo 1 mg/cm3
, inkubowany w 1°/o roz­

tworze CA i nast~pnie wirowany w gradiencie sacI:arozy sedymentowal 
w spos6b odmienny niz wirus nie traktowany, tzn. strefa opalizujqca wy­
stqpila powyzej poziomu, w kt6rym sedymentowal wirus nie traktowany 
(ryc. 20). 
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Ryc. 20. Wplyw 10/o roztworu kwasu 
cytrynowego na wlasciwosci sedy­
mentacyjne szczepu G wirusa karlo­
watosci orzecha ziemnego podczas 
wirowania w 10-400/o gradiencie g~­
stosci sacharozy 
A - gradient z wirusem nietrakto­

wanym 
B - gradient z wirusem traktowa-

nym 

Fig. 20. The eff ect of a 10/o citric 
acid solution on sedimentation pro­
perties of the G-strain of the peanut 
stunt virus during centrifugation in 
a 10-40% sucrose density gradient 
A - gradient with untreated virus 
B - gradient with treated virus 
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W czasie elektroforezy w zelu agrowym preparat PSV traktowany 10/o 
CA, w przeciwienstwie do wirusa nie traktowanego w og6le nie migro­
wal (ryc. 21). 

Z uzyskanych wynik6w mozna wnioskowac, ze czqstki PSV pod wply­
wem kwasu cytrynowego, a przede wszystkim odczynu kwasnego, ulega­
jci rozpadowi, eo prowadzi do zaniku ich infekcyjnosci. 
Prawdopodobnie takze ladunek bialka wirusowego ulega zmianie, gdyz 
wirus nie migrowal podczas elektroforezy. Identyczne wyniki uzyskano 
dla ALMV. Dalsze doswiadczenia prowadzono celem wyjasnienia czy pH 
kwasne, inhibujqce infekcyjnosc wirus6w in vitro jest wystarczajqcym 
czynnikiem do inhibicji infekcji wirusowej . J ezeli tak, uo jak z tabeli 10 
wynika, kwas mlekowy naniesiony na rosliny powinien je chronic przed 
infekcjq wirusowq w stopniu nie gorszym a nawet lepszym niz kwas cy­
trynowy. J ednak wyniki zawarte w tabeli 11 nie potwierdzajq korelac ji 
pomi~dzy stopniem inhibicji wirus6w in vitro a inhibicji infekcji wirusowej. 
Kwasy: mlekowy i octowy - silne inhibitory infekcyjnosci in vitro, infek­
cj~ wirusowq inhibowaly odpowiednio oko!o 50 i 00/o. 

5 Prace Naukowe IOR 
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Ryc . 21. Wplyw 10/o roztw oru kwasu cy­
trynowego na ruchliw osc elektroforetycznq 
szczepu G wirusa karlowatosc i orzecha 
ziemnego 
A - wirus nie traktowany 
B - wirus traktow any 

Fig. 21. The effect of a 10/o citric acid solu­
tion on the electrophoretic mobility of the 
G-strain of the peanut stunt virus 
A - untreated virus 
B - treated virus 

Tabe 1 a 10 

Poröwnanie inhibuj~cego wplywu 0,10/o roztworöw kwasöw: 
cytrynowego, mlekowego, bursztynowego i octowego na in­
fekcyjnosc ALMV in vitro, przy röznych koncentracjach wi-

rusa 

A comparison of inhibiting effect of 0,10/o solutions of the 
acids: citric, lactic, succinic and acetic - on the infectivity 
of ALMV in vitro at different concentrations of the virus 

Kwasy 

0, 1 % cytrynowy 
pH 2,9 

0,1 % mlekowy 
pH 2,6 

0,1 % bursztynowy 
pH 3,0 

0,1 % octowy 
pH 3,0 

Srednia liczba plam lokalnych na lisc, 
przy r6znych koncentracjach wirusa 

4 µg 8 µg 16 µg 

1 

i 
0,3 7,8 21,8 

0,0 0,0 0,0 

6,3 43,5 105,6 

0,7 20,0 51,4 

Z drugiej strony czqsteczki kwasu cytrynowego w srodowisku zneu­
tralizowanym nie inhibujq infekcji wirusowej. Z kolei cytrynian sodu 
w srodowisku kwasnym inhibuje infekcj~ wirusowq na poziomie zblizo­
nym jak kwas cytrynowy (tab. 12). 
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Tabela I1 

Wplyw kwasow: cytrynowego, mlekowego, octowego i bur­
sztynowego na infekcj~ lokalnc} i systemicznc} na fasoli po­
wodowane przez ALMV (koncentracja okolo 4 µg/cm3) i PSV 

(koncentracja okolo 20 µg/cma.) 

The effect of the acids: citric, lactic, acetic and succinic on 
local and systemic infection of bean caused by ALMV (conc. 

about 4 µg/cmS) and PSV (conc. about 20 µg/cmS) 

Kwasy 

Ograniczenie liczby 
plam lokalnych % roslin odpornych 

d h na infekcje powo owanyc 
przez ALMV w % systemiczne PSV 

1% cytrynowy 98,0 88,2 

1% mlekowy 57,3 0,0 
- -----

1% octowy 7,0 0,0 

1% bursztynowy 97,2 41,5 

H 20 kontrola 0,0 0,0 

Tabe 1 a 12 

Wp!yw kwasu cytrynowego i cytrynianu sodu na infekcj~ 
lokalncl ALMV (koncentracja okolo 4 µg/cmS) 

The effect of citric acid and sodium citrate on local infection 
with the alfalfa mosaic virus (conc. about 4 ~Lg/cms) 

Rosliny fasoli 
traktowano 

H 20 
pH 6,5 

0,035 % HCI 
pH 2,7 

1 % kwas cytrynowy 
pH 2,7 

1% CA(+ TRIS) 
pH 6,5 

1 % cytrynian sodu 
'pH 8,0 

1 % cytrynian sodu 
(+ HCI) 
pH 2,7 

Srednia liczba plam 
lokalnych na lisc 

34,5 

60,2 

1,8 

45,6 

29,3 

7,8 

% redukcji liczby 
plam lokalnych 

-74,5 

94,8 

-32,1 

15,1 

77,4 
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Z przeprowadzonych eksperyment6w mozna wnioskowac, ze inhibicja 
infekcji wirusowej przez kwas cytrynowy w r6wnym stopniu zalezy od 
struktury czqsteczki kwasu i odczynu kwasnego, warunkujqcego jej ak­
tywnosc chemicznq. 

4.2.4. Wplyw innych kwasow organicznych na infekcyjnosc wirusow i in­
f ekcje wirusowe 

Z tabeli 13 wynika, ze prawie wszystkie badane kwasy organiczne po­
za aminooc towym i L-jablkowym inhibowaly infekcyjnosc ALMV in vi­
tro prawie w 1000/o. Na liczniejszych przykladach zostal potwierdzony 
brak korelacji pomi~dzy inhibicjq infekcyjnosci wirus6w in vitro a inhi­
bicjq infekcji wirusowych powodowanych przez kwasy organ1czne. In 

Tabe 1 a 13 

Wplyw niektörych kwasöw organicznych na infekcje wirusowe oraz infekcyjnosc 
wirusöw 

The effect of some organic acids on virus inf ection and on virus infectivity 

Inhibicja % inhibicji infekcyjnosci 
liczby plam 

% roslin ALMV in vitro 

K wasy lokalnych nieporazonych 
powodowanych przez PSV roztw6r roztw6r 
przez ALMV 

1% 0,1 % 
w ¾ 

cytrynowy 97,7 88,2 100 100 
bursztynowy 96,0 41,4 100 96,6 
octowy 7,0 0,0 100 98,0 
mlekowy 50,1 0,0 100 99,9 

1 D , L-jablkowy 99,3 48,4 100 99,9 

L-jablkowy 30,8 0,0 92,3 28,0 
p1rogronowy 98,0 12,5 100 99,9 
akonitowy 99,7 73,3 100 99,6 
szczawiowy 99,9 68,3 100 99,9 
aminooctowy - 27,6 0,0 3,6 -76,4 

askorb inowy 69,9 0,0 100,0 99,3 

fekcje wir usowe byly inhibowane przez nast~pujqce kwasy: cytrynowy, 
bursztynowy, D,L-jablkowy, pirogronowy, akonitowy, szczawiowy. Prak­
tyczne znaczenie majq tylko te kwasy, kt6re powodujq eo najmniej 950/o 
inhibicj~ liczby plam lokalnych, powodowanych przez ALMV o koncen­
tracji ok. 3--4 µg/cm 3

• 

Wtedy kwasy te w podtobnych warunkach zabe~pieczajq wi~kszosc trak­
towanych roslin, np. groch przed infekcjq systemicznq. Wyjqtek od tej 
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zasady stanowi kwas pirogronowy, przy czym obecnie jeszcze nie wiado­
mo, dlaczego b~dqc bardzo efektywnym inhibitorem infekcji lokalnej nie 
zabezpiecza roslin w spos6b zadowalajqcy przed infekcjq systemicznq. 
Kwas L-jablkowy, naturalnie wyst~pujqcy jako skladnik roslin, w prze­
ciwienstwie do kwasu D,L-jablkowego (racematu) nie wyst~pujqcego 
w przyrodzie, nie inhibuje infekcji wirusowej. Prawdopodobnie takie za­
chowanie si~ kwas6w moze miec zwiqzek z ich budowq chemicznq. Zacho­
wanie si~ poszczeg6lnych kwas6w organicznych jako inhibitor6w infek­
cji wirusowych wymaga szczeg6lowych badan z uwzgl~dnieniem ich in­
dywidualnych wlasciwosci fizyko-chemicznych oraz dzialania biologiczne­
go. 

Niekt6re kwasy organiczne, szczeg6lnie szczawiowy i akonitowy, sto­
sowane jako 10/o roztwory Sq w mniejszym lub wi~kszym stopniu, w za­
leznosci od gatunku rosliny, fitotoksyczne. 

5. DYSKUSJA 

Autor od roku 1973 prowadzi obserwacje nad wyst~powaniem wirus6w 
na roslinach motylkowatych w Polsee, poczqtkowo gl6wnie na lubinie 
z6ltym. Zostaly ziden tyfikowane nowe szczepy wirus6w i nowe wirusy 
roslin motylkowatych w Polsee (Pospieszny, 1983; Pospieszny, 1984). 
Stwierdzono, ze lubin z6lty dla szeregu wirus6w jest nowym, naturalnym 
gospodarzem (Frencel, Pospieszny, 1979a i 1979b; P1ospieszny, 1984; Pos­
pieszny, Frencel, w druku; Pospieszny, Frencel, 1983). 

W toku post~pujqcych badan, z naturalnej infekcji lubinu z6ltego oraz 
z nasion wyizolowano wirusy sferyczne, kt6re nast~pnie zidentyfikowa­
no jako izolaty wirusa karlowatosci orzecha ziemnego (PSV) i oznaczono 
symbolicznie jako PSV-P i PSV-G. W literaturze swiatowej nie spotkano 
informacji aby lubin z6lty byl naturalnym gospodarzem tego wirusa. Wy­
odr~bnienie PSV z lubinu z6ltego w Polsee poszerza terytorialny zasi~g 
jak i krqg naturalnych gospodarzy tego wirusa. 

Stwierdzono szereg wlasciwosci charakterystycznych dla PSV-P i PSV­
-G, kt6re byly podstawq do uznania ich za nowe, dotqd nieopisane szcze­
py wirusa karlowatosci orzecha ziemnego. 

Zakres roslin gospodarzy dla obu szczep6w jest typowy dla PSV i po­
dobny, chociaz nieidentyczny (Beczner, Devergne, 1979). Oba wirusy po­
razajq gl6wnie rosliny motylkowate, a w spos6b ograniczony psiankowate 
i wcale nie porazajq og6rka. Sq to charakterystyki r6znicujqce szczepy PSV 
od wirusa mozaiki og6rka (CMV). Dla z_r6znicowania szczep6w PSV i CMV 
Beczner i Devergne (1 979) proponujq stosowanie orzecha ziemnego (Ara­
chis hypogaea). Jednak w naszych warunkach PSV-P i PSV-G nie pora-
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zaJct orzecha ziemnego, dlatego tez ta roslina nie moze odgrywac propo­
nowanej jej roli. Dla rozr6zniania polskich izolat6w PSV i CMV przydat­
ny wydaje si~ byc tyton Nicotiana paniculata, kt6ry przez CMV jest po­
razany systemicznie, a przez PSV tylko lokalnie. 

Z por6wnania typ6w objaw6w na niekt6rych roslinach testowych wy­
nika, ze PSV-P i PSV-G nie Sq identyczne z zadnym z opisanych w lite­
raturze izolat6w PSV. 

Szczepy PSV-P i PSV-G charakteryzujq si~ wysokct infekcyjnosciq 
w stosunku do roslin motylkowatych, ale r6zniq si~ patogenicznosciq. 
PSV-P na porazanych roslinach motylkowatych zwykle powoduje lagod­
ne objawy, za wyjqtkiem lubinu z6ltego, na kt6rym wirus powoduje sil­
ne objawy. Wirus zwykle nieznacznie hamuje wzrost roslin, ale wyraznie 
zakl6ca zakwitanie i zawiqzywanie nasion. Z kolei PSV-G poraza rosliny 
bardzo silnie, powoduje zahamowanie wzrostu i znieksztalcenie roslin. Ob­
nizka masy zielonej srednio si~ga od 50 do 750/o, a cz~sto rosliny zamiera­
jq, szczeg6lnie lubin z6lty i fasola. Porazone rosliny sporadycznie tylko 
zawictzujq nasiona. Roslinami r6znicujqcymi PSV-P i PSV-G Sq komosa 
czerwona i fasola. PSV-G, w przeciwienstwie do PSV-P, powoduje na ko­
mosie czerwonej infekcj~ systemicznq a na fasoli zamieranie wierzcholk6w 
roslin. 

Oba szczepy PSV porazajq koniczyny, kt6re mogq stanowic istotny re­
zerwuar wirusa (Tolin i inni, 1970; McLaughlin, 1983). 

PSV-G i PSV-P osiqgajq znacznct koncentracj~ w porazonych rosli­
nach, przy czym PSV-G az kilkakrotnie wi~kszq niz PSV-P. Porazone ro­
sliny stanowict inokulum o duzym potencjale przez eo przenoszenie wiru­
s6w na drodze mechanicznej jak i przez mszyce jest wysoce efektywne. 

Dotqd przenoszenie PSV z nasionami stwierdzono jedynie w przypad­
ku orzecha ziemnego (Troutman i inni, 1967). Pomimo, ze PSV-G byl· izo­
lowany w okolicznosciach wskazujqcych na jego pochodzenie z nasion, nie 
udalo si~ potwierdzic przenoszenia PSV z nasionami lubinu z6ltego a tak­
ze bobiku, fasoli i grochu. Jednak definitywnie nie mozna wykluczyc prze­
noszenia PSV-P i PSV-G z nasionami roslin motylkowatych w stanie na­
turalnym, gdyz eksperymen ty prowadzone w warunkach szklarniowych 
znacznie odbiegajq od warunk6w polowych. 

Wi~kszosc wlasciwosci oczyszczonych szczep6w PSV-P 1 PSV-G poza 
dwoma elementami, Sq podobne. 

Po pierwsze w trakcie oczyszczania, wydajnosc PSV-G zwykle byla 
kilkakrotnie wi~ksza niz PSV-P. Po drugie PSV-G, w przeciwienstwie do 
PSV-P, jest wirusem bardzo stabilnym i w stanie oczyszczonym w lo­
d6wce moze trwac w postaci niezagregowanej ponad 1 rok. Oba wirusy 
namnazane w warunkach szklarniowych w gradiencie g~stosci sacharo­
zy zwykle sedymentowaly w postaci pojedynczej strefy. J ednak PSV-P 
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namnazany na grochu w warunkach komory klimatyzowanej sedymento-
wal w postaci trzech, wyraznych stref. r 

Podobne, ale mniej wyrazne zachowanie si~ wirusa obserwowano gdy 
PSV-P namnazano na grochu w warunkach szklarniowych, w okresie zi­
mowym kiedy stosowano 16-godzinne doswietlanie. Takiego zachowania 
PSV dotqd nie notowano. J edynie szczep D wirusa mozaiki og6rka wyka­
zywal podobne wlasciwosci (Lot i inni, 1972). Tlumaczono to agregowa­
niem wirusa podczas wirowania. W przypadku PSV-P ustalono, ze w stre­
fach g6rnej, srodkowej i dolnej wyst~pujq odpowiednio pojedyncze, po­
dw6jne i potr6jne czqstki. Testami na infekcyjnosc i wlasciwosci serolo­
giczne wykluczono obecnosc innego wirusa. Stwierdzono, ze na wyst~po­
wanie czqstek podw6jnych i potr6jnych nie wplywajq ani metody oczysz­
czania ani bezposrednio gospodarz, gdyz znajdujq si~ one juz w soku za­
infekowanego grochu. PSV-P namnazany na fasoli i na wspi~dze chinskiej 
w warunkach komory klimatyzowanej sedymentowal w postaci tylko jed­
nej strefy. Mozna wi~c wnioskowac, ze to szczeg6lne zachowanie si~ PSV­
-P jest wynikiem specyficznego wplywu na niego gospodarza i warunk6w 
panujqcych w komorze klimatyzowanej, a przede wszystkim prawdopo­
dobnie sztucznego oswietlenia. Nalezy dodac, ze CMV-D takze byl namna­
zany w komorze klimatyzowanej. 

Oba szczepy PSV-P i PSV-G reagowaly ze specyficznie przygotowanq 
sunowicq przeciwko PSV, zawierajqcq antygeny charakterystyczne dla te­
go wirusa. Surowica ta nie reagowala z wirusem mozaiki og6rka. Test pod-. 
w6jnej dyfuzji w zelu, szczeg6lnie test dyfuzji krzyzowej wykazaly, ze 
PSV-P i PSV-G Sq serologicznie r6znymi szczepami posiadajqcymi obok 
determinant6w antygenowych wsp6lnych takze swoiste dla siebie. Z po­
r6wnan serologicznych wynika, ze PSV-P, PSV-V i PSV-W sq takze sero­
logicznie r6znymi szczepami PSV. 

Przy opisywaniu chorobotw6rczosci PSV-P i PSV-G zostala podkre­
slon:a stosunkowo lagodna chorobotw6rczosc PSV-P w por6wnaniu z PSV­
-G. Jest oczywiste, ze natura wirusa jest zapisana w jego genomie, i tak 
r6znej chorobotw6rczosci obu szczep6w nalezy upatrywac w r6znych ich 
genomach. Szczep PSV-P jako jeden z nielicznych szczep6w PSV posiada 
genom pi~ciodzielny a PSV-G czterodzielny. PSV-P dodatkowo posiada 
RNA-5, nazywany inaczej PARNA-5. W przypadku wirusa mozaiki og6r­
ka stwierdzono, ze rosliny infekowane szczepami zawierajqcymi CARNA­
-5, (RNA-5 podobne do PARNA-5), reagowaly o vviele lagodniejszymi ob­
jawami niz rosliny infekowane szczepami CMV bez CARNA-5 (Kaper, Wa­
terworth, 1981). Konkurencyjnosc CARNA-5 w stosunku do pozostalych 
fragment6w RNA, powoduje, ze tych ostatnich jest stosunkowo mniej niz 
w przypadku, gdy CARNA nie wyst~puje. Mozna sqdzic, ze w przypadku 
PSV-P, ma miejsce podobna sytuacja. 
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Dwa inne szczepy PSV-V i PSV-W tez posiadajq podobnie jak PSV-G, 
genom skladajqcy si~ tylko z czterech fragment6w RNA. 

Szczeg6lowe badania nad RNA szczepu PSV-P wykazaly, ze ilosciowe 
proporcje pomi~dzy poszczeg6lnymi fra-gmentami RNA nie sq wartosciami 
stalymi dla wirusa i zalezq mi~dzy innymi od rosliny gospodarza, eo trze­
ba brac pod uwag~ przy por6wnywaniu szczep6w. 

Twardowicz-Jakusz i inni (1983) z selera wyodr~bnili izolat PSV i z 
por6wnania z PSV-P (Twardowicz-Jakusz, Pospieszny, 1983) oraz PSV-G 
wynika, ze jest to kolejny, nowy szczep tego wirusa w Polsee. W ten spo­
s6b wirus karlowatosci orzecha ziemnego w Polsee, wedlug dotychczaso­
wych doniesien, reprezentowany jest przez trzy r6zne szczepy i jedynie 
jeszcze w USA wyst~puje tak bogate zr6znicowanie w obr~bie tego wirusa. 
N alezy dodac, ze polskie szczepy PS V porazajq wszystkie ga tunki roslin 
motylkowatych powodujqc w warunkach eksperymentalnych wyrazne 
straty. Przenoszq si~ one latwo na drodze mechanicznej jak i przez mszy­
ce a niewykluczone, ze takze z nasionami. Rosliny motylkowate wielolet­
nie mogq byc rezerwuarem wirusa i umozliwiac jemu przechodzenie z jed­
nego okresu wegetacyjnego w drugi. Praktycznie istniejq potencjalne wa­
runki, aby PSV w Polsee, podobn1e jak w USA (McLaughlin, 1983), stal 
si~ najgrozniejszym wirusem roslin motylkowatych. 

Wyst~powanie i rozprzestrzenianie si~ PSV moze byc obecnie ogra­
niczone jedynie przez przedsi~wzi~cia zapobiegawcze, sprowadzajqce si~ 
do uprawy roslin z dala od motylkowatych wieloletnich - zr6dla wiru­
sa. Jak dotqd, nie opracowano metod bezposredniego zwalczania wirus6w 
przy pomocy substancji chemicznych, kt6re moglyby byc zastosowane 
w praktyce (White, 1983). 

Jak juz wspomniano wczesniej, zwiqzki chemiczne pr6buje si~ wyko­
rzystac bqdz to do indukowania naturalnych mechanizm6w odpornosci ro­
slin, bqdz do zwalczania wirus6w juz wyst~pujqcych w roslinach, lub za­
pobiegania infekcjom wirusowym. W badaniach nad tymi problemami 
stosowano mi~dzy innymi kwasy jak: fitynowy (Maia, Morel, 1965), ben­
zoesowy, acetylosalicylowy (White, 1979) i poliakrylowy (Stein, Loeben­
stein, 1972; Gianinazzi, Kassanis, 1974). 

Kwas poliakrylowy (PA) wstrzykni~ty do liscia tytoniu Nicotiana ta­
bacum „X?nthi", po 2-3 dniach powodowal zupelnq ich odpornosc na in­
fekcj~ wirusem mozaiki tytoniu oraz wirusem nekrozy tytoniu. PA takze 
indukuje odpornosc, gdy jest stosowany poprzez opryskiwanie lub podle­
wanie. Przy tych metodach stosowania PA, znaczqcq odpornosc uzyska­
no dopiero po 3-5 dniach od momentu trakto,wania roslin (Kassanis, 
White, 1975); wyniki te odnoszq si~ do ukladu, gdy roslina reaguje na 
infekcj~ wirusowq tylko lokalnymi plamami (nadwrazliwosc). Nie uzyska­
no zadowalajqcych wynik6w z roslinami, u kt6:r:ych wyst~powala infekcja 
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wirusowa systemiczna (Kassanis, White, 1975). Podobne wyniki uzyskano 
dla innych kwas6w: salicylowego, acetylosalicylowego i benzoesowego 
(White, 1979). 

Kwas cytrynowy (CA) zastosowany przez opryskiwanie, w przeciwien­
stwie do PA, ograniczal powstawanie plam lokalnych prawie natychmiast 
po jego zastosowaniu i efekt ten utrzymywal si~ przez kilka dni prawie 
na tym samym poziomie. Efektywnosc 10/o ro.ztworu CA, naniesionego na 
liscie fasoli w ograniczeniu plam lokalnych powodowanych przez wirusa 
lucerny (ALMV), najcz~sciej wynosi 100'0/o. Uklad gospodarz-wirus, w kt6-
rym wyst~puje reakcja nadwrazliwosci nie ma znaczenia praktycznego, ale 
stanowi dobry model do badan nad chemicznym zwalczaniem wirus6w. 
Praktycznie znaczenie ma ten zwiqzek chemiczny, kt6ry zabezpiecza ro­
slin~ przed infekcjq systemicznq. I tutaj na szczeg6lne podkreslenie za­
sluguje fakt, ze 10/o CA naniesiony na fasol~ , niekiedy az 80°/o roslin 
zabezpiecza przed infekcjq systemicznq wirusem karlowatosci orzecha 
ziemnego. Z roslin grochu, traktowanych l'O/o CA ponad 700/o nie uleglo 
infekcji systemicznej PSV, a prawie 1000/o nie uleglo infekcji ALMV. In­
hibicja infekcji lokalnej i systemicznej wystqpila takze, gdy 10/o CA za­
stosowano w 1, 2 i 4 godziny po inokulacji wirusami. 

Kolejna r6znica pomi~dzy dzialaniem PA i CA jest ta, ze CA stosowany 
przez opryskiwanie i podlewanie nie indukuje odpornosci w traktowanych 
roslinach. 

W trakcie badan nad mechanizmem ograniczania infekcji wirusowej 
przez kwas cytrynowy, stwierdzilem, ze silnie inhibuje on infekcyjnosc 
PSV i ALMV in vitro. J est to inhibicja nieodwracalna, tzn. po usuni~ciu 
kwasu cytrynowego ze srodowiska wirus nie odzyskuje infekcyjnosci. Inhi­
bitory wirus6w, szczeg6lnie te, wyst~pujqce w sokach roslinnych, inhibujq 
infekcyjnosc wirus6w do momentu gdy .sq w odpowiednim st~zeniu i po 
ich rozcienczeniu wirusy ponownie sq infekcyjne. Juz z tego wynika, ze 
inhibowanie infekcyjnosci wirus6w przez kwas cytrynowy przebiega w od­
mienny spos6b anizeli u inhibitor6w wyst~pujqcych w sokach roslinnych. 

Fakt, ze cytrynian sodu a takze zneutralizowany kwas cytrynowy nie 
inhibujq infekcyjnosci wirusa lub tylko w nieznacznym stopniu, a z kolei 
wirus tracil infekcyjnosc w 0,035-0/o roztworu kwasu solnego, prowadzq 
do wniosku, ze inhibicja infekcyjnosci wirus6w in vitro jest zwiqzana 
raczej z silnie kwasnym odczynem srodowiska, a nie bezposrednio z cha­
rakterem zwiqzku chemicznego. Czqstki wirusa karlowatosci orzecha ziem­
nego w 10/o roztworze kwasu cytrynowego tr.acq swoj,e normalne wlasci­
wosci: wzrasta ich g~stosc optyczna w UV, tracq ruchliwosc elektrofore­
tycz11q, Sq niewidoczne w mikroskopie elektronowym i podczas wirowania 
w gradiencie sacharozy sedymentujq znacznie wyzej niz czqstki wirusowe 
nie traktowane oraz sq nieidentyczne. Inaczej mozna powiedziec, ze pod 
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wplywem srodowiska, jakim jest 10/o roztw6r kwasu cytrynowego (takze 
przy nizszych koncentracjach kwasu) czc4:stki wirusa karlowatosci orzecha 
ziemnego in vitro ulegajq dezintegracji, w nast~pstwie kt6rej ulegajq in­
aktywacji. 

J ednak sam silnie kwasny odczyn okazuje si~ byc niewystarczajc4:cym 
czynnikiem do inhibowania infekcji wirusowej. Kwas mlekowy - silniej­
szy inhibitor infekcyjnosci wirus6w in vitro niz kwas cytrynowy, tylko 
w 500/o ograniczal infekcj~ lokalnq, a wcale infekcj~ systemicznq. Podob­
nie kwas octowy, b~dqc silnym inhibitorem infekcyjnosci wirus6w in vitro, 
wcale nie ograniczal ani infekcji wirusowej lokalnej, ani systemicznej. 
Z drugiej strony trzeba dodac, ze zneutralizowany 10/o roztw6r kwasu 
cytrynowego takze nie inhibowal infekcji wirusowej. 

Z uzyskanych wynik6w hipotetycznie mozna zalozyc mechanizm ogra­
niczajc4:cego wplywu kwasu cytrynowego na infekcje wirusowe. Ot6z kwas 
cytrynowy uprzednio naniesiony na liscie roslin, w czasie inokulacji zo­
staje wraz z wirusem wprowadzony do zranionych kom6rek liscia, gdzie 
dla czc4:stek wirusowych tworzy barier~, uniemozliwiajqcq ich kontakt 
z blonami kom6rkowymi, a tym samym utrudnia inicjacj~ infekcji. Z tym 
procesem prawdopodobnie wic4:ze si~ takze zmiana ladunku otoczki bial­
kowej wirusa i to w taki spos6b, ze czc4:stki wirusowe nie wic4:zc4: si~ z blonq 
kom6rkowq. Kr6tko m6wiqc, jest to blokowanie wnikania wirusa do ko­
m6rki gospodarza. Z badan in vitro wynika, ze cz~sc czc4:stek wirusowych 
moze ulec inaktywacji w bezposrednim kontakcie z kwasem cytrynowym. 
Inhibicja infekcji wirusowej przez kwas cytrynowy wykazuje, ze zjawisko 
to w r6wnym stopniu zalezy od wlasciwosci substancji chemicznej jak 
i odczynu silnie kwasnego. Tak postawiona hipoteza tlumaczy takze ogra­
niczajc4:ce infekcj~ wirusowq dzialanie kwasu cytrynowegq na rosliny 
w 1, 2 i 4 godziny po inokulacji wirusem. Stwierdzono, ze czas potrzebny 
na uwolnienie materialu genetycznego z otoczki bialkowej w okreslonym 
ukladzie wirus-gospodarz wynosi do okolo 2 godzin (Siegel, 1966). Stc4:d 
kwas cytrynowy naniesiony na rosliny juz po inokulacji wcic4:z moze in­
gerowac w inf ekcj~ wirusowq, poprzez wnikanie do ranek poinokulacyj­
nych i bezposrednio oddzialywac na czqstki wirusowe. 

Podobne wlasciwosci jak kwas cytrynowy wykazujq inne kwasy orga­
niczne. Prawie wszystkie badane kwasy organiczne inhibowaly infekcyj­
nosc wirus6w in vi tro jednak nie wszystkie ograniczaly infekcj~ wiruso­
Wq. Z kwas6w, kt6re w spos6b podobny jak kwas cytrynowy wplywaly 
na infekcj~ wirusowq sc4:: bursztynowy, D,L- jablkowy, pirogronowy, ako­
nitowy i szczawiowy. Niekt6re z nich zachowywaly si~ w spos6b teraz 
jeszcze nie do konca wyjasniony. Przykladow,o, kwas pirogronowy na fa­
soli inhibowal infekcjq lokalnq, powodowanq przez ALMV, ale nie ogra­
niczal infekcji systemicznej na fasoli, powodowanej przez PSV. Wic4:ze siE: 
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to mü~dzy innymi z r6znq wrazliwosciq wirus6w na kwas, eo zostalo wy­
kazane w testach in vitro, ale nie tylko. 

Kwas L-jablkowy, kt6ry wyst~puje w przyrodzie, nie inhibuje infekcji 
wirusowej, ale jego racemat nie wyst~pujq;cy w przyrodzie, bardzo efek­
tywnie ogranicza infekcj~ systemicznq na fasoli, powodowanq przez PSV. 
Nad kazdym kwasem organicznym trzeba b~dzie prowadzic dokladne ba­
dania z uwzgl~dnieniem jego specyficznych wlasciwosci. Juz na tym eta­
pie badan kwas cytrynowy rokuje nadzieje na wykorzystanie go w ochro­
nie roslin przed wirusami, ze wzgl~du na szereg korzystnych wlasciwosci. 

Po pierwsze, kwas cytrynowy jest inhibitorem infekcji wirusowej, czyli 
nie dopuszcza do jej wystqpienia, eo dla roslin jednorocznych jest istotniej­
sze niz oddzialywanie substancji chemicznej na wirusa namnazajqcego 
si~ w roslinie. Zainfekowanq roslin~ jednorocznq praktycznie nie mozna 
uwolnic od wirusa i stanowi ona zr6dlo wirusa dla pozostalych roslin. 
Uwalnianie roslin od wirus6w ma sens w przypadku roslin wieloletnich, 
w ratowaniu wartosciowego materialu hodowlanego oraz w produkcji ma­
terialu propagacyjnego, wolnego od wirus6w. 

Po drugie, kwas cytrynowy w ochranianiu roslin przed infekcjq wiru­
sowq jest skuteczny, jak zaden inny zwiqzek chemiczny w tym aspekcie 
testowany i przy tym nie jest fitotoksyczny. 

Pomimo prowokacyjnych warunk6w badan, tj. dokladnej inokulacji 
mechanicznej z uzyciem karborundu, na bardzo podatnych stadiach rozwo­
jowych roslin, stosunkowo wysokiej koncentracji wirusa w inokulum oraz 
korzystnych warunk6w do namnazania si~ wirus6w, efektywnosc ogra­
niczenia infekcji wirusowej przez kwas cytrynowy wynosila od 70 do 
1000/o. Kwas cytrynowy pozostawiony na lisciach w formie krystalicznej 
po odparowaniu wody zabezpiecza rosliny przed infekcjq wirusowq przez 
szereg dni. Efektywnosc kwasu cytrynowego jako inhibitora infekcji wi­
rusowej, zalezy gl6wnie od koncentracji kwasu w roztworze, rosliny go­
spodarza i wirusa. 

Optymalnq koncentracjq dla kwasu cytrynowego jest 10/o roztw6r, 
powyzej tej koncentracji roztw6r kwasu jest fito toksyczny a ponizej malo 
efektywny. 

Wplyw gospodarza jest eo najmniej dwojaki, z jednej strony r6zne 
gatunki roslin ulegajq infekcji systemicznej przy r6znych koncentracjach 
wirus6w i tak groch przy nizszej koncentracji PSV, a fasola przy wyz­
szej; z drugiej strony, na opryskiwanych lisciach jednych gatunk6w kwas 
rozmieszcza si~ bardziej r6wnomiernie, na innych mniej. 

Z kolei, jezeli chodzi o wirusy, to w testach in vitro wykazano, ze wi­
rus PSV jest mniej wrazliwy na kwas cytrynowy niz ALMV. 

K was cytrynowy moze byc wykorzystany w ochronie roslin, narazonych 
szczeg6lnie na zakazenie wirusami na drodze mechanicznej. 
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Dotqd w literaturze nie opisano zjawiska ograniczania infekcji wiru­
sowej przez kwas cytrynowy i inne kwasy organiczne. Sq to wi~c pierw­
sze, oryginalne badania nad tym problemem i wymagajq dalszego rozw1-
ni~cia na innych ukladach wirus - roslina. 
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r e H p J.1: K I1 0 C Il e lll H bl 

Bl1PYC KAPJil1KOBOCTl1 3EMJIHHOro OPEXA (PEANUT STUNT 
VIRUS) - HOBblvI l13Y"9:EHHblvI IlATOrEH BOBOBhIX PACTEHl1f1 

B ITOJiblIIE 

PE3IOME 

}13 ecTeCTBeHHOJ1 MHcpeKQMM :>KeJIToro JUOilMHa a TaK:>Ke M3 ceMSIH M3O­

J1MpOBaHO ccpepM"lleCKMe BMpyChI, KOTOphie M,ZJ;eHTM(pMQMpOBaHO KaK p;Ba 

HOBhie IIITaMMa _BMpyca KapJIHKOBOCTM 3eMJISIHOrO opexa (PSV) M CMMBOJIM­

G:eCKM o6o3Ha1.ieHo KaK PSV-P M PSV-G. l130JIMpoBaHMe PSV M3 :>KeJIToro 

JIIOilJ1Ha B IlOJihllIJ.1 pacIIIJ1pSieT TeppMTOpMaJihHhIJ1 Kpyr KaK J1 Kpyr ecTeCT­

BeHHbIX XO3HeB 3TOro BHpyca. IlpoBep;eHO no Mepe B03MO:>KHOCTei1 IlOJIHYIO 

xapaKTepMCTMKY IIITaMMOB ,ZJ;JISI IlOKa3aHMSI MX pa3JIM1.iMJ1 a TaK:>Ke MCilOJib-

30BaHMSI HeKOT0pbIX CBOl1CTB K0CBeHHhIX J1 Henocpe,n;CTBeHHhIX cnoco6oB 

orpaHJ.11.iaHHSI MX Il0SIBJieHMSI. O6a IIITaMMa PSV nopa:>KaIOT B OCH0BH0M 6o-

60Bhie pacTeHJ.1Sl M noKa3bIBaIOT BbICOKyIO HHcpeKQMOHHOCTh, HO 0TJIM"lia­

IOTCSI 6oJie3HeHHOCThlO B OTHOIIIeHJ1M K nopa:>KeHHhIM pacTeHMSIM. B 3KCne­

pMMeHTaJihHhIX ycJIOBMHX PSV-P BhI3hIBaeT o6hI1.iHO npM3HaKM M03aHKM 

M He3Ha1.iHTeJibHYIO 3a,n;ep:>KKY pocTa pacTeHMl1, HO 1.ieTKHe HapyIIIeHMSI 

QBeTeHHH a TaK:>Ke 3a.BH3bIBaHMe ceMHH. PS V -G Ol.ieHh CMJihHO nopa:>KaeT 

pacTeHHSI, BhI3hIBaSI 3Ha1.iJ1TeJihHYIO 3a,n;ep:>KKY pocTa M pe,n;yKQJ110 3eJieHOJ1 

MaCChI ,ZJ;0CTMraIOIQyIO OT 50 ,n;o 750/o, a nopa:>KeHHbie pacTeHMSI "l!aCTO 3aMM­

paIOT. PSV-G B OTJIH"l!Me 0T PSV-P nopa:>KaeT KpacHyro Mapb cMcTeMHo 

J1 BhI3hIBaeT OTMHpaHMe BepIIIl1H pacTemri1: cpaCOJIM, 3TO pacTeHJ.1Sl ,n;Mcpcpe­

peHQHpyIOIQMe o6a IIITaMMa. 

PSV-P M PSV-G ,n;ocTMraroT B pacTeHMSIX BhIC0KMX KOHQeHTpaQMi1, npM 
t.JeM PSV-G HeCKOJihKo Bhnne 1.ieM PSV-P, 1.iTO MO:>KeT 6hITb npH1.iJ1H011 

Toro, "l!T0 o6a BMpyca 01.ieHb 3cpcpeKTMBHO nepeHOCSITCSI MeXaHJ.11.ieCKHM 

nyTeM KaK M T JISIMJ.1. B 3KCnepHMeHTaJibHbIX ycJIOBJ1SIX He IlO,ZJ;TBep:>Kp;eHO 

nepeH0IIIeHHSI IIITaMM0B PSV ceMeHaMM 6o6oBbIX pacTeHJ111. 

CBOJ1CTBa o6y IIITaMMOB B 01.iHIQeHHOM C0CT0SIHJ.1J.1 IlOXO:>Ke, C TOM pa3-
HMQOl1, tjTo npOM3BO,ZJ;MTeJihHOCTb PSV-G BO BpeMSI O1.iJ.11QeHJ1SI HeCKOJibKO 

BhIIIIe M 6oJiee cTa6HJihHaH 1.ieM PSV-P. B pa6oTe o6'hSICHeHo oco6eaaoe 

IlOBep;eHJ1e PSV-P pa3MHO:>KeHHOrO Ha ropoxe B ycJIOBMSIX KOH,ZJ;MQMOID1pO­

BaHHOJ1 KaMepbI, KOr,n;a TO BO BpeMSI BpaIQeHJ1SI Ha rpa,n;HeHTe ryCT0TbI ca­

x apO3hI BMpyc ce,ZJ;MMeHTOBaJI B BM,n;e T})ex 3OH, BMeCTO OAJIOl1, xapaKTep­

HOJ1 ,ZJ;JIH 3TOrO BMpyca. IloKa3aHO, 1.iTO 3TH 3OHhI co,n;ep:>KaIQMe CBOJ1CTBeHHO 

0,ZJ;J.1HO"tfllbie, ,ZJ;BOJ1Hhle M Tp011Hbie BJ.iPYCHbie "llaCT~I He SIBJIHIOTCSI aprre-
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cpaKTaMM, B03HJ1KIIIJ1MJ1 BO BpeMR O"tfJ1~aHJ1R, a CJiyqaÜHOM crreizy1q:>J1qec­

Koro BJIJ1.RHJ1.R Ha BMpyca X03.RJ1Ha J1 ycJIOBJ1M B KOH,ll;J1QJ10Hl1pOBaHHOM 

KaMepe, HaJ160Jiee Bep0RTH0 J1CKyCCTBeHH0f0 0CBe~eHMR. 

CepoJiorJ1qecKJ1e J1CCJie,n;oBaHJ1R rroKa3aJIM, "tfT0 o6a IIITaMMa PSV co­

,n;ep>KaT KpOMe o6~J1X aHTMreHHhIX ,n;eTepMMHaHT0B T0>Ke CBOMCTBeHHble 

_r\JIR ce6.R, ,n;aIOI.Izyle MM oco6bie CBOMCTBa. 

f eH0M IIITaMMa PS V -P cocTOMT J13 I1RTJ1 cpparMeHTOB PHA J1 KaK o,n;MH 

J13 HeMH0rMx IIITaMM0B PSV co,n;ep>KMT PHA-5 . PSV-G co,n;ep>KMT reH0M 

TOJibKO "tfeTbipex,n;eJihHblM. 

J13 cpaBHeHJ1R PSV-P J1 PSV-G c J130JIRT0M PSV-Ag J130JI11poBaHHhIM 

J13 ceJib~epeR TBap,n;OBJ1T.:J-HKyIII BJ1,ll;HO, "tfTO BMpyc KapJIMKOBOCTJ1 3eMJIR­

H0ro opexa KaK ,n;o CMX rrop B IlOJibllle rrpe,n;cTaBJIHeTCR 3 pa3HblMJ1 IIITaM­

MaMJ1 J1 e,n;MHCTBeHH0 B CIIIA TaK 6oraToe ,n;McpcpepeHu;J1pOBaHJ1e B o6JiaCTJ1 

3TOrO BMpyca. 

XapaKTepMCTMKa CBOMCTB noJihCKMX IIITaMM0B PS V rroKa3hIBaeT MX rro­

TeHu;MaJihH0 60JibIIIYIO Bpe,n;0H0CH0CTb ,ll;JIR 6o60BbIX pacTeHMM J1 Bce cxo­

ÄJ1TCR K T0MY, "tfT06bI 3T0T BMpyc B JloJihIIIe, rroxo>Ke KaK B CIIIA, cTaJicR 

HaJ160Jiee yrpo>KaIOI.Izy!M rraToreH0M 3TJ1X pacTeHJ1i1:. 

BMpMOHbl BMpyca KapJIMKOBOCTJ1 3eMJIRHOro opexa J1 TO>Ke BMpyca M0-

3aJ1KJ1 Jirou;epHbI (ALMV) oKa3aJIMCh "tfYBCTBMTeJibHhI MH BMTpo Ha ,n;e­

CTPYKIJ;M0HH0e BJIJ1.RHJ1e paCTB0p0B opraHJ1T.:JeCKJ1X KJ1CJI0T. 

11Hq:>eKIJ;J10HHOCTb BMpycHbIX "tfaCTMIJ; rro,n;BepraeTCR HeOTBpaTMMOM J1H­

XJ16J1QMJ1 B 0CHOBH0M rro,n; BJIJ1.RHJ1eM CJ1JlbH0 KJ1CJIOM cpe,n;hI, Bbl3BaHHOM 

opraHJ1T.:JeCKJ1MJ1 KJ1CJI0TaMJ1. O,n;HaKO He BCe opraHJ1T.:JeCKJ1e KJ1CJI0TbI, CJ1Jlb­

H0 J.1HXJ16J1py10~11e MHq:>eKQJ10HHOCTb BMpycoB J1H BMTpo, orpaHJ1"tfaJIJ1 BJ1-

pycHhle J1Hq:>eKQJ1J1. JlJ1MOHHaR KJ1CJI0Ta (10/o) HaHeceHHa.R Hä pacTeHMR 

cpacoJIM orpaHJ11:iJ1BaJia MecTHYIO MHq:>eKQMIO, BhI3BaHHyIO ALMV, rr0T.:JTJ1 Ha 

100\0/o. PacTeHMR o6pa6aTbIBaeMhie 10/o paCTB0p0M JIMMOHHOM KJ1CJI0TbI 6bI­

JIJ1 T0>Ke o6ecneT.:JeHhl CJ1CTeMH0M J1Hq:>eKu;J1eM 0T 70 ,n;o 1000/o, B 3aBJ1CJ1-

MOCTJ1 0T pacTeHMR a TaK>Ke BMpyca. IIoxo>Ke CBOMCTBa KaK JIMM0HHa.R 

KHCJIOTa I10Ka3aJIJ1 TO>Ke ,n;pyrMe opraHJ1l:ieCKJ1e KJ1CJIOTbI, TaKMe KaK: .HH­

•rapHa.R, aK0HJ1T0Ba.R, ,D;-JI .R6JIO"tfHaR, ~aBeJieBaR M I1Mporp0H0Ba.R. 

Ha OCHOBe ITOJiyT.:JeHHbIX pe3yJibTaTOB MO>KHO c,n;eJiaTb BbIBO,ll;hI, T.:JTO 

orpaHJ1T.:JeHJ1e BMpyCHOM J1Hq:>eKQJ1J1 JIJ1MOHHOM KJ1CJIOTOM a Ta.IOKe ,n;pyrMMM 

opraHM"lieCKJ1MJ1 KJ1CJIOTaMJ1, He RBJI.ReTCR 3cpcpeKTOM MH,n;yu;MpOBaHMJI 

ycTOMT.:JJ1BOCTJ1 B pacTeHJ1.RX a CKOpee Bcero 3cpcpeKTOM C03,n;aHJ1.R HJ1MM 

6apbepa He ,n;aro~ero B03M0>KH0CTJ1 K0HTaKTa BMpyca C KJieTO"liHOM o60JIO"li­

K0M. HBJieH11e 3T0 3aBJ1CJ1T OT XJ1MJ1"l.1ecKJ1X CBOMCTB cy6cTaHu;11ü J1 peaKu;11i1 

KJ1CJIOTHOM cpe,n;hI. 

J13 ,ll;OCTynHOM JIMTepaTypbI BJ1,ll;HO, T.:JTO 3TO rrepaoe, opMrlliiaJihHOe, OI1J1-

caHH0e RBJieHJ1e orpaHJ1T.:JJ1BaHJ1.R BMpyCHbIX MHcpeKIJ;MM JIJ1MOHHOM KMCJI0-

TOH a TaK>Ke ,n;pyrMMM opraHMT.:JeCKJ1MJ1 KJ1CJI0TaMJ1. 

6• 
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Henryk Pospieszny 

PEANUT STUNT VIRUS - A NEWLY IDENTlFIED PATHOGEN 
OF PAPILIONACEOUS PLANTS IN POLAND 

SUMMARY 

Spherical viruses separated from natural infection of yellow lupin 
and from the seeds have been identiffied as two new strains of the peanut 
stunt virus and designated with the symbols as PSV-P and PSV-G. The 
isolation of PSV fro·m yellow lupin in Poland extends the territorial 
spread and the range of natural hosts of that virus. Characteristics of 
these strains were described as fully as possible to show their diversity 
and to use their properties for direct and indirect limitation of their 
occurrence. The both PSV strains infect first of all papilionaceous plants 
and display a high infectivity, but they differ in pathogenicity in relation 
to the infected plants. Und-er experimental conditions PSV-P causes 
usual symptoms of mosaics and insignificant inhibition of plant growth, 
on the other hand, it causes marked disturbances of flowering and seed 
setting. The strain PSV-G infects plants very strongly, causing significant 
growth inhibition and reduction of green matter up to 50-75°/o,; plants 
infected by it frequently die. 

Contrary to PSV-P, the strain PSV-G systemically infects red goose­
foot and causes the death of apices in bean plants; these are plants diffe­
rentiating the both strains. PSV-P and PSV-G reach high concentrations 
in plants, the concentrations of PSV-G being several times higher than 
those of PSV-P, which may also be the reason, that the both viruses are 
very effectively transmitted both mechanically and by aphids. Under 
experimental conditions transmission of the PSV strains with the seeds 
cf papilionaceous plants has not been confirmed. 

The properties of the both strains in a purified state are similar, with 
the only diffrence, that PSV-G during purification is several tim,es more 
efficient and is more stable than the strain PSV-P. The paper explain 
a special behaviour of PSV-P multiplied on peia under conditions of 
a conditioning chamber, when during centrifugation on sacccharose den­
sity gradient the virus sedimentated in the form of three zones instead 
of on_e, characteristic of that virus. lt was shown that these zones contain­
ing single, double and triple virus particles, respectively are not artefacts 
arisen during purfification, but a:re a resultant of specific influence on 
the virus of the host and conditions in · the conditioning chamber, most 
probably artificial lightening. 
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Serological studies showed that the both PSV strains, besides common 
antygenic, determinants, posses also thtose, which are specific to them and 
make their traits distinct. 

The genome of the strain PSV -P consists of five RNA fragments and 
as one of few strains of PSV has RNA-5. The strain PSV-G has only 
a four-dividing genome. 

From a comparison of PSV-P and PSV-G to the isolate PSV-Ag se­
parated by Twardowicz-Jakusz from celery it foHows that the peanut stunt 
virus in Poland is represented by 3 different strains and that only in the 
USA there is a rich differentiation within this virus. 

The characteristics of the properties of the Polish PSV strains display 
their potentially large harmfulness to papilionaceous plants and there are 
all the data for that virus in Poland to become the most dangerous pa­
thogen .of these plants, like it is in the USA. 

Virions of the peanut stunt virus .and of the alfalfa mosaic virus (ALMV) 
appeared to be susceptible in vitro to a destructive effect· of organic acid 
solutions. 

Infectivity of virus particles is inhibited in an irreversible way under 
the influence of the first of all strongly acid environment created by 
organic acids. However, not all organic acids, strongly inhibiting infecti­
vi ty of viruses in vi tro, limi ted virus inf ections. 

Citric acid (1%) applied to bean plants limited local infection caused 
by ALMV nearly by 1000/o. Plants treated with o 1-0/o solution of citric 
acid were also protected against systemic infection by 70-100°/o, de­
pending on the plant and virus. Similar properties were displayed also by 
other organic acids, such as: succinic, aconitic, D-L malic, oxalic and py­
roracemic acids. 

On the basis of the obtained results it may be inferred that limitation 
of virus infections by citric acids as well as by other organic acids is not 
an effect of induced resistance in plants, but it rather consists in creation 
by them of a barrier making impossibl€ the contact of virus with cell 
membrane. This phenomenon depends on the properties of chemical sub­
stances and acidic reaction of the environmen t. 

From the available literature it follows that this is the first described 
original phenomenon of virus infection limitation by citric acid and by 
other organic acids. 




