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Uvod

Virus nekroti¢ne prstenaste pjegavosti treSnje (VNPP) na ruzi dosad
je u Evropi sa sigurnoS¢u utvrden i opisan samo u nekoliko zemalja, i to
u Italiji (Gualaccini 1958), Njemackoj (Schmelzer 1966) i En-
gleskoj (Posnette 1967). Navedeni istrazivaci ustanovili su nazo¢nost
toga virusa na ruzama koje su na listovima pokazivale simptome najceSc¢e
u obliku intenzivnog zZuckastobijelog linijskog i vrpastog mozaika ili u
obliku hrastova lista.

Ruze s opisanim simptomima zapazili smo kod nas u Jugoslaviji na
nekoliko mjesta. Kako vrlo slicne simptome na ruzama uzrokuju i neki
nepovirusi, i to virus prstenaste pjegavosti rajcice (Halliwell i Mi 1
brath 1962), virus mozaika guSarke (Cammack 1966) i virus prste-
naste pjegavosti duhana (McDaniel, Buck i Ford 1971), to je
teSko samo na osnovi simptoma zakljuliti o kojem se virusu radi. Stoga
smo poduzeli istrazivanja za to€niju identifikaciju virusnog izolata iz ruze.
U radu ¢emo iznijeti podatke o tom virusnom izolatu.

Materijal i metode

Porijeklo istrazivanog materijala

Iz ruze s vrp€astim mozaikom nadene na podrucju Zagreba izolirali
smo virus koji smo oznacili oznakom R1 (si. 1A, B).
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Nacin prenosSenja i rad s pokusnim biljkama

Grancice ruze na kojima su prethodne godine uofeni simptomi pota-
pane su u vodenu kupelj temperature 30 °C kroz 12 sati. Nakon toga drZa-
ne su na sobnoj temperaturi sve dok se nisu poCeli otvarati prvi lisni
pupovi. Lisni pupovi homogenizirani su zatim u tarioniku uz dodatak ne-
koliko kapi stabilizacijske smjese (Opel i Kegler 1969). Tim homo-
genatom inokulirali smo kotiledone krastavca (Cucumis sativus L. »Deli-
kates«). Inficirani kotiledoni posluzili su kao izvor virusa za inokulaciju
pokusnih biljaka i kao izvor antigena za seroloSke pokuse.

Pri prenoSenju virusa sa zeljastih na druge zeljaste biljke upotreblja-
vali smo 0,03 M fosfatni pufer pH 8, koji je sadrzavao 2-merkaptoetanol
u koncentraciji od 0,02 M (Fullon 1968a). Za reinfekcijske pokuse upo-
trijebili smo krastavac.

PrenoSenje virusa na vrstu Prunus serrulata Lind. »Shirofugen« izvr-
Sili smo okulacijom. Prilikom cijepljenja uzimali smo s grancica mozai¢ne
ruze bazalne pupove, jer su tada reakcije indikatora sigurnije (Fleis-
her, Drori i Loebenstein 1971).

SeroloSki pokusi

U svrhu identifikacije izolata R1 nabavili smo ljubaznoSéu R. W.
Fultona imuni serum protiv serotipa A i C VNPP treSnje (Fulton
1968b). Homologni titar navedenih seruma iznosio je 1/1280. Za seroloSke
pokuse koristili smo se sirovim sokom zaraZenih krastavaca neposredno
nakon pojave simptoma, kada je koncentracija virusa bila najvea. Svi
pokusi izvrSeni su metodom difuzije u agar-gelu.

Rezultati

NalazisSta i simptomi

Ruze s vrp€astim mozaikom nasli smo na nekoliko mjesta u Jugosla-
viji, i to u PrimoStenu, Kninu i u viSe vrtova u Zagrebu. PrimoStenska
ruza_pripadala je sorti »Montezumag, dok ostale nisu toCnije determinira-
ne. Cini se, prema tome, da su ruze s vrpcastim mozaikom prilicno Ceste
u nasoj zemlji (si. 1).

Na nekim listovima ili granicama oboljelih ruza zapazali su se sim-
ptomi, dok su drugi dijelovi bili bez simptoma. Simptomi su se redovno
sastojali od Zuckastobijelih jednoliko Sirokih linija i vrpca koje su se
pruzale ili usporedno s rubom lista ili su katkad bile okomite na glavni
nerv i zavrSavale okomito na rub lista. Ponekad su vrpce dobivale oblik
hrastova lista. U nekim slucajevima sastojale su se od nekoliko usporedno
polozenih linija. Izmijenjeni dijelovi Cesto su krajem ljeta postali inten-
zivnije zuto obojeni. Potrebno je naglasiti da se simptomi ne pojavljuju
svake godine, tako da i na izgled zdrave biljke mogu sadrzavati virus.

>

Sl 1. Simptomi na listovima ruze koji na si. B imaju tipi¢an oblik vrpcastog
mozaika.

Abb. 1. Symptome an den Rosenbléattern, die in der Teilabbildung B die Form
eines typischen Bandmosaik annehmen.
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SI. 2. — Abb. 2.



Identifikacija virusa s pomocu pokusnih biljaka

Izolat R1 prenijeli smo na nekoliko zeljastih pokusnih biljaka i drve-
nasti indikator Prunus serrulata »Shirofugen«, koji su nam omogudili
identifikaciju virusa.

Reakcije na zeljastim biljkama

Cucumis sativus L. (Delikates). Na inokuliranim kotiledonima nastaju
okrugle Zutozelene kloroticne lokalne lezije (si. 2A). U velikom broju slu-
Cajeva dolazi do odumiranja vegetacijskog vrska i razvoja postranih pupo-
va, a biljke jako zaostaju u rastu (si. 2B). Neki primjerci ugibaju.

Cucurbita pepo L. (Cocozelle). Vrsta je vrlo osjetljiva na ovaj virus.
Vrsni pup redovito odumire i dolazi do stvaranja postranih izbojaka (si.
2C). Na prvim pravim listovima javlja se mozaik; takvi listovi uskoro
pozute i otpadnu.

C. maxima Duch. (Buttercup). Na inokuliranim kotiledonima manjeg
broja primjeraka pojavio se po jedan prsten zlatnozute boje.

Momordica balsamina L. Na inokuliranim listovima nastaju bijele
nekroti¢ne lokalne lezije (si. 2F). Inficirane mlade biljke zaostaju u rastu
i ubrzo ugibaju.

Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. Nismo primijetili nika-
kve promjene na inokuliranim listovima. Na gornjim listovima nastajale
su sitne nekroti¢ne lezije (si. 2D).

Ch. quinoa Willd. Inokulirani listovi razvijaju jedva primjetljive lo-
kalne lezije. Na gornjim mladim listovima javlja se slabo izrazeni mozaik
(si. 2E).

Virus nismo uspjeli prenijeti na ove vrste: Chenopodium album L.,
Ch. murale L., Nicotiana rustica L., N. tabacum L. (White Burley), Titho-
nia speciosa Hook., Vigna sinensis (Torn.) Endl. i Vinca minor L.

Reakcija na drvenastom indikatoru

Kod indikatora P. serrulata »Shirofugen« doSlo je na mjestu okulira-
nja do snaznog istjecanja smole (si. 2G). Takva hipersenzibilna reakcija
toga indikatora karakteristicna je za viruse iz skupine ILAR. (Fulton
1968 b).

<«

SI. 2. Difuzne kloroti¢ne lokalne lezije na kotiledonima i nekroza vrika (A)
te krzljavljenje (B) kod vrste Cucumis sativus. Anomalno stvaranje
veceg broja boc¢nih izbojaka i krzljavljenje vrste Cucurbita pepo (C).
Malene nekroti¢ne lezije na listu vrste Chenopodium amaranticolor
(D). Blagi mozaik na listu Ch. quinoa (E). Veée prstenaste i toCkaste
nekroti¢ne lezije na listu Momordica balsamina (F). Istjecanje smole
i nekroza na mjestu okulacije kod indikatora Prunus serrulata »Shiro-
fugenc.

Abb. 2. Diffuse chlorotische Lokallasionen auf Kotyledonen und Nekrose des
Vegetationspunkts (A), Blattdeformationen und Wuchshemmung (B) auf
Cucumis sativus. Wuchshemmung und anomale Entwicklung von
Seitentrieben auf Cucurbita pepo (C). Kleine nekrotische Lasionen auf
dem Blatt von Chenopodium amaranticolor (D). Mosaik auf Ch. quinoa
(E.) Punkt- und ringférmige nekrotische Lokallasionen auf dem Blatt
von Momordica balsamina (F). Nekrose und GummifluR um die Oku-
lationsstelle auf Prunus serrulata »Shirofugen« (G).

2 17



Seroloska identifikacija virusa

SeroloSka ispitivanja izolata R1 izveli smo imunim serumima protiv
serotipa A i C VNPP tresnje. Serumima smo se koristili u razrjedenju
1/8. U ovim pokusima izolat Rl pozitivno je reagirao sa serumom protiv
serotipa C. U agaru je doSlo do formiranja lagano izraZzene precipitacijske
linije. Virus nije reagirao sa serumom protiv serotipa A. U kontrolnim
pokusima sokom zdravih krastavaca nije doSlo do reakcije.

Konzerviranje virusa

Izolat smo Cuvali u isuSenim kotiledonima krastavca. Konzerviranje
smo vrSili suSenjem kotiledona prema metodi koju su opisali Water-
worth i Fulton (1964). Ovako konzerviran materijal bio je joS infek-
tivan nakon cetiri mjeseca. Poslije toga infektivnost se naglo smanjila.

Diskusija

Hipersenzibilna reakcija indikatora Prunus serrulata (Shirofugen)
upozorava na to da virusni izolat R1 iz mozai¢ne ruze pripada skupini
ILAR virusa. Istovremeno ta reakcija isklju€uje moguénost da se radi o
jednom od nepovirusa (Kegler, Richter i Schmidt 1966) Kkoji
takoder mogu biti prisutni u mozai¢nim ruzama (McDaniel, Buck i
Ford 1971). Nadalje, karakteristi¢ni simptomi na vrstama Chenopodium
amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis sativus i Momordica balsamina poka-
zuju da izolat R1 pripada VNPP treSnje. Ti se simptomi podudaraju sa
simptomima koje su za VNPP treSnje opisali Fullon (1957), Kegler
(1965) i Nemeth (1965). Pripadnost VNPP treSnje potvrduje i pozitivna
seroloska reakcija sa serumom protiv C soja VNPP treSnje.

Buduc¢i da prilikom ovih pokusa nije doSlo do seroloSke reakcije
serumom protiv serotipa A, €ini se da je izolat R1 blizi serotipu C. Me-
dutim, da se tocCnije odredi bliza seroloSka srodnost izolata R1 s jednim
ili drugim serotipom VNPP trednje, treba se za seroloSke reakcije koristiti
koncentriranije virusne preparate.

VNPP treSnje bio je vec prije utvrden u Jugoslaviji, i to na trednji
(Jordovi¢ 1958, Rankovi¢ 1970), Sljivi (PleSe i Jureti¢ 1969)
i viSnji (prema usmenom saopcenju prof. A. Sarig).

Zakljucak

Utvrdili smo da je ruza s mozaicnim simptomima koja je potjecala
iz Zagreba inficirana virusom nekroti€ne prstenaste pjegavosti treSnje
(cherry necrotic ring spot virus). Do toga zakljucka doSli smo na osnovi
karakteristicnih simptoma na pokusnim biljkama i na osnovi seroloSkih
istraZivanja.

Ovom prilikom prvi put je utvrdena virusna bolest na ruzama u
Jugoslaviji i ustanovljeno da je uzro€nik te bolesti virus nekroti¢ne prste-
naste pjegavosti treSnje.
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ZUSAMMENFASSUNG

NACHWEIS DES NEKROTISCHEN RINGFLECKEN-VIRUS DER KIRSCHE
AN DEN ROSEN IN JUGOSLAWIEN

Bogdan Cvjetkovic, Nada Plese, Zlata Stefanac i Davor Milicic

(Botanisches Institut der Universitat und Institut fiir Pflanzenschutz
der Landwirtschaftlichen Fakultat Zagreb)

In Europa ist das nekrotische Ringflecken-Virus der Kirsche (NRV;
cherry necrotic ring spot virus) an Rosenarten nur in Italien (Guala-
ce ini 1958), Deutschland (Schmelzer 1966) und England (Posnette
1967) mit Sicherheit festgestellt. Die Rosenarten, die mit erwahntem
Virus infiziert sind, zeigen haufig auf den Blattern scharf abgegrenzte
Linien und Bander sowie Eichenblattmuster von hellgriner, gelblicher
oder weillicher Farbung. Derartige Symptome haben wir auf Rosen in
einigen Ziergarten in Zagreb, Primosten und Knin feststellen kdnnen.

Aus einer symptomtragenden Rose in Zagreb (Abb. 1) erhielten wir
das Virusisolat RI, das wir eingehend untersucht haben. Charakteris-
tische Symptome auf krautigen Pflanzen Chenopodium amaranticolor
(Abb. 2D), Ch. quinoa (Abb. 2 E), Cucumis sativus »DelikateR« (Abb. 2
A, B), Momordica balsamina (Abb. 2 F) und die Uberempfindlichkeits-
reaktion auf Prunus serrulata »Shirofugen« (Abb. 2 G) haben uns gezeigt,
daR das Isolat Rl dem NRV angehért. Dieser Befund wurde auch durch
serologische Untersuchungen bestéatigt. Das Isolat R 1 reagierte mit dem
Serum gegen den C-Serotyp von NRV positiv.

Das ist zum ersten Mal, daR in Jugoslawien gelungen ist ein Virus
aus einer Rosenart zu isolieren. Dieses Virus (NRV) wurde fruher in
Jugoslawien nur an Pflaumen- und Kirschenbdaumen aufgefunden.
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