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Studie o antigennich vlastnostech viru kadefavosti chmele.

(Z Biologického ustavu CSAV, oddéleni fytopathologie v Praze-Dejvicich)

Chmel je jiz po staleti v naich krajinach mnoZen vegetativné. P¥i tomto
zpusobu mnozeni dochizi nutné ve velké miie k rozsifeni virovych chorob,
tim spiSe, ze chmel je péstovan stale v téze oblasti a po mnoho let na ptiblizné
stejnych stanovistich. Pfi obnové chmelnic a pri &lechténi je nutné, aby byly
péstovany jen rostliny zcela zdravé. Proto jsme se pokusili o serologickou
diagnostiku i rostlin zdanlivé zdravych, nebot symptomatika virovych chorob
chmele je obtizna. Nage chmelnice jsou prakticky nyni nejvice ohroZeny dvéma
virovymi chorobami a to nakazlivou neplodnosti a kadetfavosti. Kadetavost,
tiebaze dnes je — dik zruSeni tézce kadetavych chmelnic — zdanlivé na tstupu,
svoji latentni a pololatentni formou (ktera také jen obcas se zietelné projevi)
zustava i nadale skrytym a hrozicim nebezpe¢im pro nase chmelnice, neméné
nez nakazliva neplodnost.

Svou praci jsme zaméiili na virus kadefavosti chmele. Ve svétové litera-
tuie je jedind zminka o serologii virovych chorob chmele v Ryzkovové
knize ,,Fytopatogennije virusy*‘. Virové ochuravéni chmele nazyvané autorkou
K. 5. Rachlisovou chlorosa chmele, mozno podle RyzZkova nej-
spise priradit ke kadeiavosti. K. S. Rachlisové se podatilo serologicky
zjistit i latentni formy tohoto ochuravéni. (Jde o rukopisné sdéleni, cit. v knize
V. L. Ryzkova [1946].) Nase kadefavost chmele nemiize byt symtomatologicky
identifikovana s jinym virovym onemocnénim chmele. Je vSak nepochybné
velmi piibuzna, druhové zajisté totozna, kmenové viak pravdépodobné odlisna
s Humulus virus 1 (Sm it h 1937), pusobicim anglickou nemoc chmele nettle-
head. NaSe kadetavost je vSak totozna s kadetavosti chmele péstovaného na
polském a sovétském tzemi (kurdavost).

Prace v roce 1952

V. ¢ervenci 1952 jsme piedbézné zjistovali, zda virus kadefavosti chmele
ma antigenni vlastnosti. K imunisaci jsme pouzili vidy cerstvé $tavy ziskané
z chmelnych rostlin silné postizenych kadeiavosti z Pnétluk. Stava byla odstie-
dénim vydisténa. Pigmenty a chlorofyl odstranény vytiepanim s chloroformem.
Bilkoviny pak byly srizeny siranem amonnym. Po dialyse takto ziskany
antigen vsttikovan kralikim. Imunisace provedena na 4 kralicich béhem
14 dni, jezto se jednalo jen o piredbézny pokus. Prvni den vstiiknuto 1,5 cem
antigenu, treti den 2,5 cem, 7. den 3 cem, 8. a 9. den po 3,5 cem, 13. a 14. den
po 4 ccm antigenu kazdému pokusnému zvifeti. Za 5 dni po skonéeni imunisace
byli kralici vykrvaceni. Ziskana sera zietelné reagovala se Stavou z!chmeli
nemocnych kadetavosti, zatim co se $tavou z rostlin zdravych nereagovala
vubec. Bylo uzito kapkové metody a precipitace pozorovana v mikroskopu za
pouziti temného pole (zvétseni 60krat). Tim jsme dokazali, ze kadetavost
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chmele ma antigenni vlastnosti. Rovnéz bylo potvrzeno, ze kadetavost chmele
je virovym onemocnénim. Na zakladé této predbézné studie mohli jsme teprve
prikro¢it k zevrubnému studiu antigennich vlastnosti kadetavosti chmele
a k moznostem vyuziti téchto vlastnosti v praxi.

Prace v roce 1953

V dalsich pokusech jsme se zabyvali moznosti mechanického ptenosu
kadetavosti chmele. Podle pokust vykonanych v minulych letech ve Vyzkum-
ném tstavu chmelaiském v Zatei nepodatilo se dosud mechanickym zptisobem
(vettenim Stavy z nemocné rostliny do pletiva rostliny zdravé, poranéné pied-
tim jemnym karborundovym praskem) toto ochuravéni prenést (Blattny,
tstni sdéleni). V r. 1953 jsme se pokusili mechanicky infikovat kadetavosti
5 semenacu chmele v Praze-Dejvicich. Nepouzili jsme viak $tavy z nemocné
rostliny pfimo, nybrz infekce jsme provedli vydisténym preparatem. Ziskali
jsme jej purifikaci a krystalisaci virové bilkoviny z chmelt nemocenych kadeta-
vosti metodou podle Gorodské (1950). Nemocné rozmélnéné listy byly
dvakrat extrahovany 0,5 M fosfatovym pufrem (pH 7,2). Extrakt byl sfiltrovan
a do 100 ml filtratu pfidan 1 ml 0,29 roztok akridinového ptipravku Rivanolu.
Po 24 hod. se roztok nad usazeninou dekantoval a sediment se pienesl do
dialysa¢ni blany a dialysoval 14 dni. Poté se roztok z blany odfiltroval od ne-
rozpustnych srazenin a virova bilkovina se z priizratného, ambrové zbarveného
roztoku vysrazela opatrnym piidavanim siranu amonného. Stanim za aseptic-
kych podminek byl ziskan preparat krystalického charakteru, kterym byly
provedeny mechanické infekce. Infekce provedeny metodou Rawlinks-
Tompkinsovou. Do karborundem poranéného pokozkového pletiva habituelné
zdravych semenaci byla vetfena ¢ast virového preparatu a zakapnuta vodou.
Oc¢kovano koncem Fijna 1953 na 1. listé tfetiho patra. Priznaky ochuravéni
chmele kadefavosti se i pii roubovani podle vétsiho poétu literdarnich zprav
projevuji z poéatku jen lehce, pii ¢emz symptomy mohou byt i nezietelné.
Inkubaéni doba od infekce do projeveni priznaki pak kolisd od nékolika
mésica do nékolika let.

Béhem roku 1953, kdy byly infekce provedeny, nevykazovaly infikované
rostliny zadnych piiznaku. Teprve v r. 1954 se pocaly na 3 rostlindch objevovat
typické priznaky kadetavosti, jedna rostlina byla bez piiznakt a u jedné byly
priznaky slabé. Poc¢atkem zati 1954 byla ze vSech infikovanych rostlin vy-
tladena $tava a provedeny s ni serologické precipitacéni zkousky (o piiprave
sera viz dalsi stat). Stava z rostlin, projevujicich charakteristické priznaky.
typicky reagovala se serem proti kadefavosti chmele. Piiznaky, které se na
téchto rostlinach projevovaly, byly pro kadetavost charakteristické a to:
mohutné vétveni a znacéna délka plodonosnych pazochii, zesvétleni pletiva
mezi zilkami druhého fadu (typ t. zv. skelné kadetavosti), az lodi¢kovita
ohrnuti okraju listt dovniti a pozdéji nekrotické odumirani pletiva mezi zil-
kami druhého ¥adu, z poéatku ve skvrnach, pozdéji splyvajici v pruhy; svét-
lejsi barva listt a neuzavirani hlavek byly rovnéz charakteristickym piiznakem
pritomnosti kadetavosti v rostling, tak jako vétsi citlivost rostlin vudi nikotin
obsahujicimu postiiku proti msicim a odolnost proti peronospoie. Stiva
z rostliny, jejiz priznaky byly velmi slabé, viykazovala stiedni precipitaci a §tava
z rostliny neprojevujici ptiznaky nereagovala viibec. Tim byl podan serologicky
dukaz toho, Ze virova kadeiavost chmele za urcitych podminek je mechanicky
pienosnd a ze takto prenesena kadeiavost se da serologicky dokazat.
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Prace v roce 1954

Priprava antigenu.

7 predchazejicich pokusi o mechanicky prenos viru kadefavosti chmele
Ize tedy soudit, ze piimy prenos §tavou je bezpochyby znemoznén nékterou
soucasti rostlinné §tavy, zpusobujici inaktivaci nebo denaturaci listovych bil-
kovin. Jistou obdobu lze nalézt v pracich Balda, Samuela (1934),
Besta, Samuela (1936) o bronzovitosti rajéat (Lycopersicum virus 3).
Tito autofi a pozdéji Best (1939) pii téze virové chorobé, dale Fulton
(1949) pii studiu pruhovitosti tabaku (Nicotiana virus 8), Einsworth,
Ogilvie (1939)a Hougas (1951) zjistili, Ze §tava pripravena bud v bez-
kyslikové atmosféie anebo s pfidavkem raznych redukénich ¢inidel (kysely
sifi¢itan sodny, sirnik sodny, cystein, glutathion, thioglykolat sodny, kyselina
askorbova, atd.) podrzuje téméi celou svou puvodni infektivitu. Inaktivace
nebo denaturace virovych bilkovin in vitro zplsobuji podle Thun ga
a Wanta (1951), Bawdena a Kleczkowského (1945), Hirtha
(1951), Cornueta, Gendrona, Limasseta, Martina (1953)
hlavné taniny nebo i oxydacéni enzymatické systémy. Lze tedy iici, Ze pii
volb¢ metody pripravy antigent je nutné brat v tivahu nejen citlivost dané
virové bilkoviny viiéi jednotlivym operacim pii preparaci, ale i povahu hosti-
telské rostliny, jak co do faze ontogenetického vyvoje, tak co do slozeni jejich
stav. Kvalitativni zkouska s okyselenym roztokem chloridu Zelezitého po-
tvrdila znamou skuteénost, ze §tava chmele obsahuje zna¢né mnozstvi tiislovin.
Proto jsme se v naSem ptipadé pokusili pouzit antidenatura¢ni extrakce po-
psané Cornuetem a spol. (1953), kteii ji pouzili pii isolaci mosaikového
viru jitin (Dahlia virus 1). Rozemilali listy za ptidavku roztoku nikotinsulfatu
(10 9,) s NaHSO, (0.3 %) a KCN (0,3 %,). Podle zminénych autoru se nikotin-
sulfatem denaturuji taniny, kysely siti¢itan udrzuje redukéni prostiedi ve
stave a kyanid (o jehoz déinku se blize nezminuji) pravdépodobné ma blokovat
oxydac¢ni enzymatické systémy a katalyticky ucinek stopovych prvki. Postup
piipravy surové §tavy jsme pozménili v tom, Ze jsme p¥i rozemilani chmelovych
listi pouzili 0,6 M fosfatového ustoje o pH 7.2 obsahujiciho 2 9%, K,S,0,
a 0,3 9, KCN, a to proto, aby bylo mozno dokonaleji extrahovat listové bilko-
viny spolu s tfislovinami. Trisloviny jsme denaturovali teprve v surové stavé
bud pridavkem nikotinsulfatu nebo kofeinu (Hirth, Ry bak, 1949). Takto
piipravena $tava byla po odstfedéni témét éird, barvy syté hnédé. Dalsim
zpracovanim, t. j. srdzenim siranem amonnym a okyselovanim na pH 4,7 jsme
se snazili odstranit co nejvice normalnich bilkovinnych slozek rostlinné stavy.

Pracovni postup:

Béhem celé preparace jsme se snazili udrzet teplotu preparata pod 10 °C.
Nemocné rostliny byly vybrany na chmelnici ¢. 52 v Pnétlukéch, v Zatecké
oblasti. Cerstvé listy z rostlin napadenych kadetavosti (nebo listy, jez byly
uloZzeny v uzavieném papirovém pytli pies noc pii 0°C) jsme rozemleli na
masovém mlynku za neustalého piidavani ochlazeného roztoku 0,5 M fosfato-
vého tistoje o pH 7,2 s 2 9, K,S,0; (na 1 kg listt asi 500 ml roztoku). Drt jsme
pii mleti namackavali do podlozené nadoby, aby se vypudily hrubé vzduchové
bubliny. Po rozemleti jsme vylisovali $tavu v hydraulickém lisu, kola¢ napojili
400 ml vyse uvedeného tstojného roztoku a znovu vylisovali. Vzniklo tak

25



celkem asi 1 100—1 200 ml stavy. K surové §taveé jsme ptidali 10 ml 109,
roztoku nikotinsulfitu nebo 100 ml 19, roztoku hydrochloridu kofeinu a kalna
olivové zelena stava byla zmrazena ples noc na —10 az —15 °C. Po roztani
jsme Stadvu odstiedili (15 min. pfi 3 000. g), odstranili zelenou srazeninu a k od-
delené ciré kapalingé, syté hneédé barvy, jsme ptidali 350 g siranu amonného
na 1]. Vzniklou srazeninu jsme odstiedili (20 min. pfi 3 000 . g) a prevrstvujici
roztok se odlil a odlozil. Srazeninu jsme extrahovali ¢étytikrat destilovanou
vodou tak, ze objem spojenych extrakt ¢inil asi 250 ml. Siranové srazeni
jsme opakovali az jiz pievrstvujici roztok byl jen nahnédly (obyéejné stacilo
troji srazeni). Po poslednim srazeni byla srazenina pienesena s malym mmnoz-
stvim vody do dialysa¢niho sa¢ku a dialysovana 12 hod. proti tekouci vodé.
Obsah dialysaéniho sacku byl pak odstfedén, zbyld srazenina extrahovana
vodou a extrakt pridan k odlité pievrstvujici kapaliné. V tomto roztoku jsme
upravili pH na 4,7 piikapadvanim 1 g kyseliny solné za intensivniho michani
a po 20. min. jsme vzniklou srazeninu odsttedili (10 min. pii 3 000 . g) a od-
stranili. Ve zbyvajicim roztoku jsme pridavkem praskovitého Na,HPO,
upravili pH na 7 a opakovali jsme siranové srazeni a extrakci. PYi druhém
okyseleni na pH 4,7 vzniklo jiz jen malé mnozstvi srazeniny. Po jejim opétném
odstiredéni a odstranéni jsme kapalinu zneutralisovali Na,HPO, a siranovym
presrazenim a dialysou jsme bilkoviny zkonecentrovali z 50 ml na objem 25 ml.
Ambrové hnéda kapalina, obsahujici v praméru 0,6 9, susiny, byla dale dialyso-
vana 12 hod. proti fysiologickému roztoku, prefiltrovana jenskym bakterialnim
filtrem G5 na 3 a vpravena sterilné do ampulek, které byly uskladnény v led-
nici pfi —20°C. Nedoporuc¢ujeme filtrovat kone¢ny produkt pies Seitzity
bakterialni filtr, nebot kapalina snadno péni a dochazi tak k denaturaci.

’

Zpusob imunisace, pfiprava a uchovani sera.

V srpnu 1954 byly takto pifipravenym antigenem imunisovani kralici.
Pokus proveden celkem na 3 zvitatech. Kralici byli velei, dobfe zZiveni. Po
celou dobu imunisace byli v dobrém zdravotnim stavu, ibytky na vize pozoro-
vany nebyly. Imunisace provadéna intraperitonealné tak, ze bylo sice vstiiko-
vano mensi mnozstvi antigenu nez je obvyklé, ale v castéjdich intervalech.
Z pocatku bylo vstikovano 3 ml antigenu kazdému zviteti a davka postupné
zvySovana az na 5 ml. Intervaly mezi ]ednothvynu injekcemi byly 3—5 dni.
Prvniho dne vstifknuto 3 ml antigenu, 5.a 9. dne od podatkn imunisace vstiik-
nuto 3,5 ml, 14. dne 5 ml. 17. dne byla pokusné odebrana krev k piedbéznym
precipitacnim zkouskam. (Z kazdého zviiete asi 5 ml krve. Odebrana krev
nebyla nahrazena fysiologickym roztokem.) Precipitace byly slabé, proto
18. dne pokracovano v imunisaci a vstiiknuto 5 ml antigenu, podobné jako
21. a 24. dne. Tim byla imunisace skoncena a za tyden po skondceni byli kralici
vykrvaceni. Posledni den pted krvacenim nebyli krmeni.

Krev ponechina v thermostatu 2 hod. (pii teploté 37 °C) nadez prenesena
do lednice (teplota -3 °C) a chovana pii teploté do druhého dne. Potom krevni
kolaé oddélen a serum odsttedéno (1 600 . g po dobu 15 min.). Cast odstieds-
ného sera byla konservovana mrazovou sublimaci (pro praci v pristim roce)
a ¢ast byla vpravena do ampulek o maximalnim objemu 3 ml. Ampulky
uloZeny v lednici pii teploté —10 °C, takze sera byla uchovavina ve zmrzlém
stavu. Pied precipitaci byla pozvolna rozehiivana v thermostatu az na teplotu
30 °C. K precipitaci uzito vzdy serum pouze z jedné ampulky. Rozehiaté serum
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bylo uzivano ihned k precipitacim. Nikdy nebylo znovu zmraZovano a zbytek
byl odstranén. Tento zpusob uchovani sera v malém mnozstvi se nam velmi
osvédéil, nebot neni tieba pii ném uzivat riznych konservaénich latek a sera
si zachovala po dlouhou dobu své precipitacni vlastnosti.

Precipitacni zkousky se sery proti kaderavosti chmele v r. 1954

Sera ziskand v r. 1954 byla podrobena precipita¢nim zkouskam se stavami
zdravych i nemocenych chmelt rizné provenience. Uzito §tav z chmele pocha-
zejictho z Pnétluk na Zatecku, nemoeného kadefavosti. Tento material pochazel
z téze chmelnice, ze které byl odebiran chmel k pripravé antigent. Kromeé
toho byly pro kontrolu precipitovany stavy z chmela péstovanych v Praze-
Dejvicich a to jak ze starSich rostlin, tak mladych semenadii. Chmele byly
odebrany ve stejny den a ulozeny do rana v lednici. Druhy den z nich vyliso-
vana $tava a odstfedéna. K takto vydisténé stave pridan fysiologicky roztok
jako elektrolyt v poméru 1 : 1. Precipitace provadéna na podloznim mikro-
skopickém sklicku kapkovou metodou; ke kapce zkousené stavy ptridana kapka
sera, promichano sklenénou tyc¢inkou a po 10—15 min. pozorovano v mikro-
skopu v temném poli pii zvétseni 60krat (okular 6, objektiv 10.) Pro kontrolu
pozorovana pied precipitaci i po precipitaci samotna sera a samotné stavy,
aby byla zarudena spravnost diagnosy.

Stavy ani sera nebylo tfeba vysycovat, nebof antigen uzity k imunisaci
obsahoval pouze virové bilkoviny. Prehled precipitaci je patrny z tabulky.

Serum proti kadetavosti chmele ¢.
Zkousens stava A S— S
362 ‘ 532 509
, |
chmele (¥) onemocnél¢ho kadetravosti [
z Pnétluk 4k \’ [ B Ll L.
zdravého chmele k1. 31 (%), rost- |
lina ¢. 1 z Karlovky (Praha-Dejvice) — i == —
zdravého chmele k1. 31 (§), rost-
lina ¢, 2 z Prahy-Dejvic — — -
semenace () z r. 1953 rostlina ¢. 1 | |
z Prahy-Dejvic — ‘ — —
semenade (3) z r. 1953 rostlina ¢. 2 [ {
z Prahy-Dejvic - ‘ 4 | AL
zdravého chmele kl. 72 () rost- lo
lina ¢. 3 z Prahy-Dejvic S ‘ — —
| 1

Bylo znovu dokazano, Ze kadefavost chmele ma antigenni vlastnosti.
Velmi slabou precipitaci u §tavy ze semenacde z r. 1953 rostl. ¢. 2 z Prahy-
Dejvic lze snad vysvétlit tim, ze rostlina je slabé napadena bud kadetavosti
nebo i nékterym jinym virem, ktery reaguje se serem proti kadetavosti, jak
ukazeme dale.
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Sera proti kadefavosti byla dale precipitovana se $tavami z chmeli na-
padenych jinymi virosami. Za tim udelem byly dovezeny z Vyzkumného
ustavu chmelaiského v Zatei rostliny chmele napadené réznymi virovymi
chorobami. Vedle kadeiavosti nejnebezpec¢néjsi virové onemocnéni je nakazliva
neplodnost chmele. Projevuje se asymetrickymi zprohybanymi listy, jejichz
laloky se piekryvaji. Rapik virovych listti je kratsi, silny, zakiiveny, takze
listy ,kryji révu‘‘. Zilky jsou zakiivené, pazochy zasychaji, kvét se tvoli jen
v hornich ¢astech révy. Hlavky maji nepravidelny tvar, spatné se na koncich
uzaviraji a byvaji na lupulin chudsi.

Dale byla dovezena rostlina onemocnéla virovou mosaikou. Rostliny touto
chorobou onemocnélé davaji podstatné mensi vynos, ¢asto byvaji zakrslé,
hlavky jsou podiadné jakosti a rostliny piedéasné hynou.

K serologickému vysSetfeni urcené chmele nemocné nakazlivou neplod-
nosti byly touto chorobou napadeny v ruzné intensité. Od prvnich objevu-
jicich se ptiznakl (oznadeno jako ,sila 1) az po nejtézsi priznaky (oznadeno
jako ,sila 5°). Pro kontrolu byly vzaty téz chmele zdravé. Precipitace prove-
deny nasledujici den dvéma sery. Stavy ani sera nebyly vysycovany, pouze
byl ke stavé ptidan fysiologicky roztok jako elektrolyt. Precipitovano opét
kapkovou metodou za pouziti temného pole. Kontroly samotnych ser a samot-
nych tav pred precipitaci byly negativni. Vysledek je patrny z tabulky.

Serum proti kaderavosti chmele ¢.

Zkousena $tava e S S
509 532

chmele napadeného nakazlivou neplodnosti ze |
Zatce — sila 1 |

chmele napadeného nakazlivou neplodnosti ze
Zatce — sila 2 \

chmele napadeného nakazlivou neplodnosti ze
Zatce — sila 3

chmele napadeného nakazlivou neplodnosti ze
Zatce — sila 4

‘
|
\
|
|
chmele napadeného nakazlivou neplodnosti ze ‘
Zatce — sila b ]‘ -

chmele onemocnélého kaderavosti prenesené se-
menem -— puvod Zatec

chmele k1. 72 ze Zatce napadeného mosaikou {- -+ - S
chmele k1. 126 ze Zatce, zdravy
.

ze zdravého semenice chmele ze Zatce ~

Témito precipita¢nimi zkouskami bylo dokazano, ze serum proti-kadeia-
vosti chmele nereaguje se §tavou z chmelt, napadenych nakazlivou neplodnosti
v jakémkoli stupni infekce. Podle toho virus deformace listii, ktery je podle
Blattného zakladni siozkou pusobici nakazlivou neplodnost, bude vyzadovat
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vlastniho diagnostického sera a proto lze tento virus povazovati za virus
vzdaleny od viru kadefavosti chmele.

Positivni reakce u $tav z chmelii onemocnélych kadeiavosti ze Zatce
znovu potvrzuji serologicky dikaz kadefavosti. Zaroven byla tim positivné
jako spravna ovéfena prace Ing. Kiize z Vyzkumného ustavu chmelaiského
v Zatei o prenosu kadefavosti chmele semenem.

Serum proti kadeiavosti chmele pii precipitacnich zkouskach reaguje vsak
positivné se §tavou z chmele onemocnélého mosaikou. Podle nasich pokust
nemiizeme dosud Fici, zda virus mosaiky chmele je identicky s virem kade-
tavosti, nebo zda jde o jiny kmen nebo virus tzce piibuzny.

V dalsi praci jsme se zabyvali bezpetnym zjisténim kadetfavosti u rostlin
latentn¢ nemocnych. Tato otazka ma prvorady vyznam zejména pro slechtitele.
Véasnym rozpoznanim kadefavosti vyloudi se ihned nemoeni jedinci, se kterymi
by se jinak pracovalo jesté nékolik let.

K pokustim jsme pouzili semendct ze Zatce. Rostliny vznikly pohlavnim
k¥izenim jednak jedincti nemoenych kaderavosti a nakazlivou neplodnosti na-
vzajem mezi sebou, jednak kiizenim s jedinci zdravymi. Projevovaly bud
rizné priznaky onemocnéni nebo byly i bez piiznakt. Kromé toho jsme po-
uzili rostliny, u nichz nakazliva neplodnost byla pienesena semenem s projevem
typickych piiznakt nakazlivé neplodnosti a rostlin pochazejicich z pokust
Ing. Ktize o pienosu kadetavosti chmele piidou. Rostliny, u nichz byl proveden
prenos kadefavosti chmele pidou — pii ¢emz semenace chmele rostly v padeé
odebrané od kadefavych rostlin prvnim rokem -— nevykazovaly zadné pii-
znaky ani habitualné (istni sdéleni Ing. Kiize). Tim ovSem nechceme ¥ici, Ze
by k projeveni piiznakti ochuravéni nemohlo dojit v pozdéjsich letech, uz téz
proto, ze nové poznatky o adsorbovanych virech ¢ini moznost nakazy rostlin
viry z pudy piistupndjsi nez se diive za to mélo. Stava k precipitacim p¥ipra-
vena jako v predeslych pokusech. Precipitace pozorovany v 60nasobném zvétse-
ni za pouziti temného pole. Vysledky vysvitaji z tabulky.

Serum proti

ZkouSena stava : "
kadeiavosti chmele

Semendade chmele, vznikliého kiiZzenim jedince nemocného kade-
favosti () s jedincem onemocenélym nakazlivou neplodnosti
(3). Semenac¢ projevuje priznaky nakazlivé neplodnosti

Semendade vzniklého kiiZzenim zdravého jedince () s jedincem
onemocnélym kadefavosti (7). Rostliny neprojevuji zadnych
priznak onemocnéni +

Semenacée vzniklého kiiZenim jedince onemocnélého kadeta-
vosti (?) s jedincern onemocnélym nakazlivou neplodnostf (3).
Rostlina neprojevuje zadné priznaky onemocnéni i

Semenate vzniklého kifzenim zdravého jedince (Y) s jedincem
onemocnélym nakazlivou neplodnosti (3). Rostlina neproje-
vuje zadnych priznakii onemocnéni =

Rostliny z pokusu Ing. KiiZe o pienos kadetavosti chmele pudou.
Neprojevuje zadnych piiznaki onemocnéni —

Rostliny s typickymi piiznaky nakazlivé neplodnosti. Choroba
pienesena semenem .
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Kontrola samotnych stav a ser byla pfed precipitaci i po ni negativni.

Témito pokusy byla znovu dokazana nebezpecnost virové kadetavosti.
Virus kadefavosti se naléza i v rostlinach, které neprojevuji dosud ptiznaky
kaderavosti. Povazujeme za mozné, ze to byl praveé virus kadefavosti, latentné
obsazeny v rostlinach nemoenych mosaikou, ktery zpusobil positivni precipitaci
pii serologickém zkoumani stavy mosaikou ochuravélé rostliny chmele. Serolo-
gicky lze podle téchto praci zjistit i latentni ochuravéni kadefavosti. Tim se
potvrzuje prace Rachlisové a nasemu slechténi a mnozZeni chmele se dava dalsi
uéinny prostiedek k zajisténi dobrého zdravotniho stavu elitniho sadbového
materialu.

Pokusy Ing. Kiize, ze v prvém roce styku chmelového semenade s pudou
odebranou od kadefavosti nemocnych rostlin rostliny semenade chmele ne-
ochuravéji, jsou nasi praci potvrzeny.

Diskuse

Chmel (Humulus lupulus) je napadan fadou virovych chorob, které
znaéné ohrozuji uspéné péstovani této hospodatsky vyznamné rostliny. Mezi
nejnebezpednéjsi virové ochuravéni patii kadefavost chmele, projevujici se
slabsim vzrastem a pii silném napadenti i predéasnym uhynutim. Tézce ochura-
vélé rostliny ztraceji schopnost vinuti. Pazochy jsou z podatku dlouhé, fidee
osazeny osypkou. U tézkych pripadi a pti pokrocéilém ochuravéni jsou pazochy
zakrslé, bez kvétu. List byva znetvoren, lodickovité dovnité prohnut, mnohdy
i zlutavé zbarven. Pletivo mezi zilkami druhého Fadu zesvétluje a nekrotisuje.
Zilkatina je bélavd a vystoupla na rubu z plochy &epele. Mnozstvi kvéta je
vzdy mensi nez u zdravych rostlin. Hlavky byvaji mensi, $patné se uzaviraji
a jsou chudsi na lupulin. Celkovy vynos z nemocnych keit je maly a hlavky
jsou podiadné jakosti.

V nasi praci jsme se snazili serologickou metodou prispét k bliz§imu po-
znani této choroby a k odkryti rostlin, které jsou kaderavosti napadeny, aniz
by z poéatku projevovaly priznaky. To se nam podaftilo serologickou precipi-
ta¢ni metodou. Virus kadetavosti chmele ma antigenni vlastnosti. Predbézné
jsme tento fakt zjistili v r. 1952 a znovu v r. 1954. Serum proti kadetavosti
chmele nereaguje se stavami ze zdravych rostlin, at pochazeji odkudkoliv a at
jsou jakkoliv staré. Popsané imunisaéni pokusy z r. 1952, p¥i nichz serum
reagovalo jen se $tavou nemocnych rostlin a positivni pokusy o mechanicky
pirenos kaderavosti vycisténym preparatem v r. 1953 je mozné objasnit takto:
Primarnim faktorem, jenz asi nejvice ztézuje experimentalni praci s virem
kadetavosti chmele, je vysoky obsah tiislovin a i ostatnich latek piitomnych
ve vakuolarni staveé. Kratce po destrukei rostlinnych bunék pti mleti, kdy
vakuolarni §tava piijde ve styk s ostatnimi slozkami bunék, dochazi témei
k iplné denaturaci rozpustnych normalnich rostlinnych bilkovin, jez jsou velmi
citlivé vudi fysikalnim a chemickym vlivam. Pti odstiedéni tyto denaturované
bilkoviny se odstrani z roztoku spolu s chloroplasty a bunéénymi sténami.
Virova bilkovina je ponékud odolné¢jsi viaci ostatnim slozkam surové stavy,
takze po urc¢itou dobu je ve staveé pritomna ve vratné inaktivovaném stavu
(a¢ vlivem pomaleji probihajicich enzymatickych pochoda dojde postupné
i k jeji destrukei) a tedy je schopna pro vstiiknuti vyvolat tvorbu specifickych
protilatek v krvi kralikit a po oddéleni inhibitortt mize po mechanickém ve-
treni do zdravé chmelové rostliny zptisobit jeji onemocnéni. Rozkladnych reakei

30



se — at jiz pfimo nebo nepfimo — mohou dastnit téz oxydativni enzymy,
jak se zminuje o nich Cornuet a spol. (1953). Tento destrukéni Géinek koneéné
vplyva z Oparinovy theorie o dvoji funkei enzymu. Zatim co v neporusenych
bunkach je enzymaticka synthesa a $tépeni vyvazena, v rozmélnéné tkani a z ni
ziskané §taveé dochazi k posunuti této rovnovahy ve sméru enzymatického
Stépeni a tedy i k destrukei bilkovinnych slozek nepreparované stavy. Proto
jsme pristoupili v r. 1954 k takovému preparativnimu postupu, jenz by alespon
zpomalil vyse uvedené destruktivni vlivy. Za uréitych predpoklada lze tedy
i kadefavost chmele prenést mechanicky. Tato mechanicky pienesena kadeta-
vost da se dokazat serologicky.

Serum proti kadefavosti chmele nereaguje se stavami rostlin postizenych
jinou nebezpeénou virosou — nakazlivou neplodnosti. Tim bylo dokazano, ze
virus nakazlivé neplodnosti je odlisnym virem.

Serum proti kadefavosti chmele reagovalo viak se $favou rostliny napa-
dené mosaikou. To by nasvédéovalo tomu, Ze virus mosaiky chmele je pfibuzny
viru kadefavosti, nebo ze vysetiovana rostlina byla latentné ochuravéld téz
kadetavosti.

Serologicky jako spravné byly ovéfeny prace o prenosu kadefavosti se-
menem na potomstvo (Blattny, Osvald, 1954, K11z tstnisdéleni).
Pomoci serologické metody podatilo se odkryt i latentni formy kadeiavosti
u rostlin, které dosud neprojevovaly piiznaky. U semenddit vzniklych kiizenim
jedinet, z nichz alespon jeden byl napaden kadetavosti, se mize kadetavost
v nekterych piipadech prenést i na potomstvo. Bylo by tieba mateéné rostliny
podrobit serologickym testim, aby se zabranilo 8iteni kadefavosti, tim spiSe,
ze chmelnice se zakladaji na dlouhou fadu let. -

Souhrn

1. Virus kadefavosti chmele m4 antigenni vlastnosti.

2. Popisuje se metoda ¢isténi antigenu, zaloZend na odstranéni t¥islovin pomoci nikotin-
sulfatu nebo kofeinu a na opétovném srazeni siranem amonnym a diléi denaturaci p¥i pH 4,7.

3. Serologicky je moZné zjistit kadetavost chmele precipita¢ni kapkovou metodou u vege-
tativné mnozeného chmele, habitualné i latentné nemocného.

4. Serologicky je mozné uréit kadefavost chmele 162 u semena¢a chmele habituélng zdra-
vych, ale ve skute¢nosti nemocnych.

5. Kaderavost chmele lze pienést i mechanicky vetfenim koncentrovaného vycisténého
virového preparatu do pletiva poranéného karborundem.,

6. Serologicky nebyla zjisténa kadefavost chmele u semenacii, které béhem jednoho roku
rostly v pude, ve které piredtim rostly kadefavé chmelné rostliny.

7. Serum proti kadefavosti chmele nereaguje se stavou rostlin nemocnych nakazlivou
neplodnosti.

8. Véasnym zjisténim latentnich forem kadefavosti chmele je mozné diive vylouéit selekto-
vany material, ¢imz se zbavime Slechtitelského balastu.

9. PFi negativnich vybérech je nutno odstrariovat rostliny onemocnélé kaderavosti ihned
po objeveni se prvnich ptiznakii ochuravéni, protoze kadefavost se muze za uréitych podminek
prendset i mechanicky.

10. Z chmelnic napadenych kadefavosti chmele nelze brat materidl pro dalsi mnozent
a Slechtént,
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U TMoszgena, M. Uex, IlT. BoarTtuwsi:

N3yuenne anTurennbIX CBOHCTB BHPYCA KypPYABOCTH XMEJs
3aKIOUYCHNeE

1) Bupyc xypuaBocTn xMejst 061a7aeT aHTATEHHBIME CBOUCTBAMH.

2) Ommcan MeTOji OYMCTKYM aHTHIeHa, OCHOBAHHOU Ha OTCTPaHeHNN /1y Omiib-
HBIX BellecTB IIPU HOMOIIN HUKOTHHCYIbfaTa Mau xodenna W Ha IOBTOPHOM
OCAKJICHAN CePHOKHMCIIBIM aMMOHMEM W ycTaHoBiIeHMeM pacrBopa ma pH 4,7.

3) Ceponlornvecky MOKHO YCTaHOBHUTH KYPYaBOCTh IIPEIUTHTAIMOHHBIM
MeTOJIOM W Yy BereraTMBHO PAa3MHO;KAeMOro Xmejd, raOUryCcHO M JIATEHTHO
O0JIBHBIX.

4) Cepomorudeckn MO;KHO YCTAHOBHTH Kyp4aBOCTH H Y CEAHIEB XMEJs
rabuTycHo 3HOpPOBHEX, HO ParTnveckn OOTLHBIX.
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5) HypuaBocTh MOJKHO DU ONpeJe/IeHHBIX YCJIOBMAX TEPeHecTH 1 Me-
XaHMYECKHN.

6) Ceposorndccrn He OBIZIA yCTaHOBIEHA 3apasa KyPUaBOCTH B IEPBOM
TOJLY BBIPANINBAHKUA CesIHIEB Ha 10YBe, TAK HA3LIBAEMOM, 3aUyMJICHHOI Kypad-
BOCTBIO.

7) Cepym TpOTHB KYpPUYaBOCTH XMeJdf He peardpyer BMecTe ¢ COKOM
pacrennii, 3a00JeBIINX 3aPasHLIM OCCIITOJIEM.

8) CBoeBpeMeHHBIM OOHAPY;KEHUEM JIATEHTHBIX (OPM KYpUyaBOCTH MOKHO
zapanee NCKIIOUNTH CeJICKIMOHHLIT MaTepuas, Oiarojapd 4eMy COKOHOMUTCH
amnHAg paboTa B cleYIONINX TOMax.

9) Ha npaxrnre HeoOXOAMMO TPON3BOIMTH HeTATABHLIL 0TOOp ceituac sxe,
KAk TOABKO MMOABATCA HPUBHAKU, TAK KAK KypY4aBOCTH XMeJA HePeHOCUTCH
PN OTIPeleIeHHBIX YCJIOBUAX N MeXaHUYCCKII.

10) M3 XMenbHHKOB CHJIBHO 3apasKeHHBIX KypuYaBOCTHIO HeJb3s OpaTh
MaTepHas JUI JajbHellmero pasMHOKeHNST U CeJTCKIINIT.

J. Pozdé¢na, M. Cech, C. Blattny:
Studie iiber die antigennen Eigenschaften des Hopfenkriiusel-Virus.
Zusammenfassung

1. Virus der Hopfenkriuselkrankheit besitzt antigenne Eigenschaften.

2. BEs wird die Methode der Reinigung des Antigens beschrieben; sie stiitzt sich auf die
Beseitigung der Tanninstoffe mit Hilfe Nikotinsulfats oder Koffeins, auf die wiederholte Sedi-
mentation mittels Ammoniumsulfat und teilweise Denaturation bei pH 4,7.

3. Die Kriuselkrankheit des Hopfens ist bei den vegetativ vermehrten, habituell und
latent kranken Pflanzen serologisch durch Prézipitation bei Verwendung der Tropfen-Methode
feststellbar.

4. Serologisch lisst sich die Kriauselkrankheit des Hopfens auch bei den habituell gesunden,
in Wirklichkeit jedoch latent kranken Hopfensimlingen feststellen.

5. Die Kriauselkrankheit des Hopfens ldsst sich mechanisch iibertragen auf die Weise,
dass konzentriertes, purifiziertes Viruspriparat in das Blattgewebe junger Samlinge mit Karbo-
rundumpulver eingerieben wird.

6. Der serologische Nachweis des Kriuselkrankheitvirus war negativ bei den Hopfen-
simlingen, welche im Laufe eines Jahres im Boden wuchsen, in welchem vorher kriiselkranke
Hopfenpflanzen vegetierten.

7. Serum gegen Kriuselkrankheit des Hopfens reagierte nicht mit dem Saft der an infekti-
oser Sterilitit kranken Hopfenpflanzen.

8. Durch zeitige Entdeckung der latenten Formen der Kriuselkrankheit liisst sich frither
das selektierte Material von dieser Krankheit bereinigen; dadurch kénnen kranke Pflanzen schon
zeitig ausgeschaltet werden.

9. Es ist notig, bei den negativen Auslesen die kriauselkranken Pflanzen sofort nach dem
Erscheinen erster Symptome zu beseitigen, weil die Krankheit unter bestimmten Bedingungen
auch mechanisch iibertragen werden kann.

10. Den Hopfengiirten, in welchen die Kriuselkrankheit auftritt, darf das Material weder
zur Selektion noch zur Vermehrung entnommen werden.

(Aus der Biologischen Anstalt — phytopathologische Abteilung — der CSAV.)
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