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Uvod

Vrsta Pisum sativum L. poznata je kao prirodni domacin mnogih vi-
rusa (Hagedorn 1974). Medutim u literaturi je dosad bilo razmjerno
malo podataka o izolaciji virusa kukumoskupine iz graSka (cf. PeSi¢
1977, Diaz-Ruiz etal 1979, Richter etal. 1979).

Skupina kukumovirusa obuhvaéa virus mozaika krastavca (VMK,
cucumber mosaic virus), virus besjemenosti rajcice (VBR, tomato aspermy
virus), virus krzljavosti kikirikija (VKK, peanut stunt virus) te kao mo-
moguceg Clana virus prstenaste pjegavosti crnokice (cowpea ringspot
virus) (Matthews 1979). Clanovi te skupine zajedno s njihovim broj-
nim sojevima pokazuju razli€iti stupanj seroloSke srodnosti na osnovi
Cega su razvrstani u viSe seroloSkih skupina (Devergne i Cardin
1973,1975, 1976, Beczner i Devergne 1979). Prilikom istrazivanja
kukumovirusa mogu nastati teSkoce pri identifikaciji VMK i VKK, jer su ti
virusi medusobno blizi, varijabilniji i manje stabilni od VBR. TeSkoce
nastaju zbog veoma varijabilnih bioloSkih svojstava tih virusa (Marrou
etal. 1974, Fischer i Lockhart 1978 Fra neki i Hattal980),
visokog stupnja raspadanja virusnih cestica u toku ekstrakcije i purifika-
cije (Scott 1968, Diaz-Ruiz et al. 1979, Francki i Hatta
1980) te zbog uzZe seroloSke srodnosti sojeva VMK sa sojevima VKK (D e-
vergne i Cardin 1975 1976, Beczner i Devergne 1979,
Diaz-Ruiz etal 1979). Kukumovirusi imaju tripartitni genom i mogu
se prirediti pseudorekombinantni sojevi izmedu razlicitih sojeva VMK i
razli€itih ¢lanova skupine (cf. T o 1i n 1977). Rekombinantni sojevi vjero-
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jatno nastaju i u prirodnim infekcijama, Sto takoder objaSnjava teSkoce
pri identifikaciji tih virusa.

U radu iznosimo orijentacijska istrazivanja izrazito labilnog kukumo-
virusa izdvojenog iz graska.

Materijal i metode

Virusno bolesne biljke graska nepoznate sorte sabrali smo na manjoj
plohi zasijanoj graskom u okolici Maglaja, SR Bosna i Hercegovina. Zara-
Zene biljke pokazivale su na listovima veoma izrazene simptome tamno-
zelenog Sarenila i mozaika.

Iz zamrznutih listova izolirali smo virus mehani¢kim prenoSenjem na
niz uobi€ajenih pokusnih biljaka uz pomo¢ 0,03 M fosfatnog pufera pH 7,2
koji je sadrzavao 0,I°/o tioglikolne Kkiseline (TGK). Vrijeme inkubacije
trajalo je 5—8 dana. Virus smo procistili metodom jedne lezije na vrsti
Chenopodium amaranticolor (u daljem tekstu izolat PY) i zatim odrzavali
na duhanu (Nicotiana tabacum Samsun NN). U pokusima povratnog pre-
noSenja upotrebljavali smo C. quinoa.

Kao izvor virusa za utvrdivanje svojstava virusa u soku upotrijebili
smo sirovi sok ekstrahiran iz duhanskih biljaka. Pri utvrdivanju krajnje
tocke razrjedenja infektivni smo sok razrjedivali vodovodnom vodom.

SeroloSke pokuse izvodili smo metodom dvostruke difuzije u 0,7%
agarozi s 0,05% NaN3 koja je bila priredena u destiliranoj vodi ili u 0,1 M
veronalnom puferu pH 8,6. lIzvor virusnog soka bili su inokulirani listovi
C. quinoa. Upotrijebili smo serume protiv sojeva Car i Q VMK iz skupine
ToRS (Devergne i Cardin 1973). Serum protiv soja Car sadrzavao
je antitijela protiv virusnih (neoSte¢enih) cCestica i protiv raspadnutog
(topljivog) virusnog proteina, tj. proteinskih podjedinica do titra 1/128.
Serum protiv soja Q bio je specifiCan i sadrzavao samo antitijela protiv
virusnih Cestica (homologni titar 1/64). Navedene serume ustupili su nam
dr. E Luisoni (Torino, Italija) i dr. R. I. B. Francki (Glen Os-
mond, Australija).

___________ - - - - - - >

SI. 1 Simptomi izolata PY iz graSka na pokusnim biljkama. A. Lokalne le-
zije na vrsti Chenopodium amaranticolor. B. Sistemitni simptomi na
vrsti C. quinoa. C. Nicotiana glutinosa cv. Corvallis strain zarazena to-
kom zime. D. lzbojak zdravog (lijevo) i sistemi¢no zaraZzenog (desno)
boba (Vicia faba) s izrazenom krzljavoScu, nekroti€nim pjegama na listo-
vima te nekrozom stabljike. E. Sistemi¢no zarazeni grasak (Pisum sati-
vum cv. Telephone) s uginulim starijim izbojkom (desno). F. Mozak i
lagana deformacija sistemic¢no zarazenog lista graha (Phaseolus vulgaris).

Fig. 1 Symptoms in test plants infected by isolate PY from pea. A. Local le-
sions in C. amaranticolor. B. Systemic symptoms (only during winter) in
C. quinoa: note epinasty and top necrosis. C. N. glutinosa cv. Corvallis
strain infected during winter. D. Shoot from healthy (left) and systemi-
cally infected (right) broad bean (V. faba) showing stunting, leaf necrotic
flecks and stem necrosis. E. Systemically infected pea (P. sativum cv.
Telephone showing necrosis of older shoot (right). F. Mosaic and slight
distortion in systemically infected leaf of French bean (P. vulgaris).
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Sl. 1 — Fig. 1
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SI. 2. — Fig. 2
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Rezultati

Krug domacina i simptomi

Reakcija domacina na infekciju izolatom PY veoma je varirala ovisno
o temperaturi. U toku proljeca, ljeta i jeseni, kad je u pokusnom stakle-
niku bilo toplije, neki domacini reagirali su na infekciju samo lokalno ili
sistemi¢no latentno, dok su zimi razvijali sistemifne simptome. Druge
vrste, kao npr. dinja (Cucumis melo), lakSe su se zarazavale kod povisenih
temperatura. Ukupno smo ispitali reakciju 18 zeljastih domacina.

Capsicum annuum L. Infekcija sistemi¢na. Na mladim listovima kloroti¢no
Sarenilo i Zute vrpce duz nerava. Na starijim listovima nastaje blaga deforma-
cija.
! Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. Na inokuliranim listovima klo-
rotiCne lezije s nekroti¢nim srediStem do 2mm promjera (si. 1A). Ne dolazi do
sistemicne infekcije

C. quinoa Willd. Na inokuliranim listovima kloroti¢cne lezije koje se pove-
¢avaju i stapaju. U toku zime biljke reagiraju sistemi¢no kloroticnim lezijama,
uvijanjem listova te ugibanjem vrha (si. 1B).

Cucumis melo L. Dinja se zarazava kod razmjerno viSih temperatura. Na
inokuliranim listovima ponekad nastaje difuzna kloroza. Na vr$nim listovima
razvijaju se izraziti mozaik i kloroti€ne pjege te dolazi do nabranosti povrSine
plojke. Biljke zaostaju u rastu.

C. sativum L. cv. Delicatess. Na inokuliranim listovima kloroticne lezije.
Sistemi¢no zeleni mozaik, Sarenilo, tamnozelene vrpce uz nerve, staklasti i
deformirani listovi.

Cucurbita maxima Dcne. Na manjem broju primjeraka blagi sistemicni
simptomi u obliku mjestimi¢nog prosvjetljivanja nerava i manjih kloroti¢nih
lezija.

C. pcpo L. Na inokuliranim listovima brojne kloroti¢ne lezije. Sistemitno
vrlo izrazeno prosvjetljivanje nerava s uvijanjem listova prema dolje, kasnije
Zutozeleno Sarenilo na staklastim i deformiranim listovima.

Datura stramonium L. Na inokuliranim listovima brojne kloroti¢ne lezije.
Zimi nastaje latentna sistemic¢na infekcija s vrlo malo virusa.

Gomphrena globosa L. Infekcija sistemi¢na. Okrugle ili ovalne nekroticne
lezije okruzene rdastosmedim prstenom.

Lycopersicum esculentum Mili. Na inokuliranim listovima sive nekroti¢ne
lezije obrubljene smedim prstenom. Sistemi¢no blago kloroti¢no Sarenilo. Po-
vremeno su biljke bez simptoma.

Nicotiana glutinosa L. cv. Corvallis strain. Inokulirani listovi bez simptoma.
Sistemicno prosvjetljivanje nerava i zutozeleno Sarenilo. Kod starijih infekcija
tamnozeleni mozaik s mjehurastim ispupcenjima zelenih dijelova plojke, nitavost
listova (si. 1C) te tokom zime izrazito krzljavljenje i ugibanje biljaka.

<

SI. 2. Reakcija imunodifuzije izolata PY s antiserumima_ protiv VMK-Car
(Car) i VMK-Q (Q). Rubni bazeni sadrze izolat PY: A) u ¢istom sirovom
soku, B, C) u sirovom soku kojem je prilikom ekstrakcije dodan stabili-
zirajuc’i pufer, tako da ekstrakt pored topljivog proteina (ravne linije)
sadrzi i neoStetene virusne Cestice (zakrivljene linije). Sok zdravog
C. quinoa (H).

Fig. 2. Immunodiffusion reactions obtained with isolate PY and antisera against
CMV-Car (Car) and CMV-Q (Q). Peripheral wells contain the isolate
PY: A) in raw sap, B, C) in raw sap extracted by stabilizing buffer in
which in addition to soluble protein (straight lines) intact virus particles
are also present (curved lines). Healthy sap of C. quinoa (H).
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Nicotiana tdbacum L. cv. Samsun NN. Sistemi¢no Sarenilo, nekroticne Sare
i linije duz nerava, lagano kovr€anje i lagana usSiljenost listova. Oporavak.

N. tabacum L. cv. Xanthi-nc. Sistemi¢no blago prosvjetljivanje nerava,
kasnije zutozeleno Sarenilo i uSiljenost listova. Povremeno, kod povisene tem-
perature, oporavak.

Phaseolus vulgaris L. Lokalna i sistemic¢na infekcija. Na inokuliranim listo-
vima blaga kloroza i epinastija. Povremeno na vrSnim listovima epinastija,
tamnozelene vrpce duZ nerava, mjehurasta ispupcenja i mozaik (si. 1F). Tokom
zime venuce vrha i ugibanje biljaka.

Pisum sativum L. cv. Telephone. Infekcija sistemi¢na. Povremeno na listo-
vima Zutozeleni mozaik, Sarenilo, kloroti¢ne I nekroticne pjege. Povremeno ve-
nuée i ugibanje listova i stabljike od baze prema vrhu biljke; iz donjeg dijela
uginule stabljike izbija nova stabljika (si. 1E) koja s vremenom takoder moze
uginuti. Opc¢i zastoj u rastu.

Tetragonia expansa Thumb. Na inokuliranim listovima kloroti¢no Sarenilo.
Sistemicno ovece difuzne kloroti¢ne pjege promjera 4—5mm.

Vicia faba L. Na inokuliranim listovima oveée rdastosmede nekroti¢ne le-
zije. Na mladim blago narovaSenim listovima kloroti¢ne pjege i prstenl ili kloro-
ticne linije koje starenjem nekrotiziraju, nekroze na stabljici, opéi zastoj u
rastu (si. 1D). Povremeno oporavak. Opci izgled zarazenih biljaka slican izgledu
zarazenog graska.

Vigna sinensis (Torner) Savi et Hassk. cv. Black eye. Lokalno brojne ne-
kroticne lezije osrednje veli€ine. Sistemi¢no prosvjetljivanje nerava, mozaik,
Sarenilo, vrpce uz nerve.

Postojanost u sirovom soku

Tocka termalne inaktivacije virusa bila je iznad 60° C, krajnja tocka
razrjedenja izmedu 103 i 104 a postojanost in vitro kod sobne tem-
perature (24° C) izmedu 48—60 sati.

SeroloSki pokusi i pokuSaj stabiliziranja virusa

U sirovom soku koji je bio istisnut iz zaraZenih listova bez dodatka
pufera izolat PY reagirao je sa serumom protiv soja Car (si. 2A). Precipi-
tacijska linija bila je ravna, Sto upozorava na to da je reagirao raspadnuti
virusni protein. U paralelnom pokusu sa serumom protiv soja Q, koji je
sadrzavao samo antitijela protiv virusnih Cestica, nije doSlo do reakcije.
Ti pokusi pokazali su da je izolat PY vrlo nestabilan kukumovirus.

Virus smo pokusali stabilizirati s pomoéu citratnog pufera visoke
molarnosti (0,5 M citratni pufer pH 65 s 5nM EDTA i 0,5% TGK), koji
preporucuju Francki i Hatta (1980) u svrhu stabiliziranja VMK pri
izvodenju imunodifuzijskih pokusa sirovim sokom. Pufer smo dodavali
listovima u odnosu 1ml/1g pri istiskivanju soka. Medutim taj pufer nije
zaStitio virus od raspadanja. Kao i u prethodnim pokusima, i u ovom slu-
Caju reagirao je samo topljivi antigen sa serumom protiv soja Car.

Stanovito stabiliziranje virusa PY postigli smo sniZzavanjem molari-
teta citratnog pufera (0,1 M citratni pufer pH 6,5 s 20nM EDTA i 0,1%
TGK), Sto se ve¢ ranije pokazalo pogodnim pri purifikaciji nestabilnog
izolata VMK (Devergne et. al. 1972) i pri purifikaciji nestabilnog
izolata VKK (Diaz-Ruiz etal 1979). U reakcijama sa serumom protiv
soja Car osim jake nespecificne linije topljivog virusnog proteina, jav-
ljala se takoder, iako tanka, specificna virusna linija uz virusni bazen
(si. 2B). U ovom slucaju izolat je reagirao i serumom protiv soja Q (SI.
2C), ali je titar seruma bio nizi od homolognog, SDI = 31 Virus PY je

1 Serological Differentiation Index (van Regenmortel and von Wech-
mar 1970).
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obi¢no bio bolje satuvan u ekstraktima koje smo dobivali ponovnim gnije-
¢enjem ostataka tkiva s odgovaraju¢om koli¢inom pufera (cf. Hollings

et al. 1968).
Sli¢ne rezultate dobivali smo u agarozi koja je bila priredena u desti-
liranoj vodi ili u veronalnom puferu, ali su precipitacijske linije uz upo-

trebu destilirane vode bile oStrije.

Diskusija

Na osnovi reakcije zeljastih domacina te vladanja u seroloSkim poku-
sima virus izoliran iz graska na podrucju SR Bosne i Hercegovine ne-
dvojbeno pripada skupini kukumovirusa (Matthews 1979), i to VMK
ili mozda VKK (Marrou etal 1974, Devergne i Cardin 1975
Fischer i Lockhart 1978).

lIzolat PY iz graSka razlikuje se od VBR izuzetnom labilnoS¢u i po
tome 3Sto ne stvara enacije na vrstama roda Nicotiana i Sto moZe zaraziti
krastavac sistemi¢no (cf. Stefanac i Plazibat 1981). Sistemi¢na
reakcija biljaka iz porodice Fabaceae ukazuje na slicnost s VKK (Tolin
1977), ali i sa sojevima VMK koji su bili izdvojeni iz leguminoza (Bosi
Maat 1974, PeSié¢ 1977, Taraku et al. 1977, Babovi¢ et al.
1978, Beczner i Devergne 1979). Sistemicna infekcija vrste C.
quinoa manje je Cesta kod VMK negoli kod VKK (Beczner i De-
vergne 1979, Stefanac 1980) i takoder ukazuje na stanovita inter-
medijarna svojstva izmedu VMK i VKK. Ako izuzmemo sistemicno reagi-
ranje pripadnika porodice Fabaceae, izolat PY iz grasSka po reakciji poku-
snih vrsta i svojoj labilnosti pokazuje dosta slicnosti s izolatom VMK koji
je nedavno opisan na ¢eSnjaku (Stefanac 1980). Kako su za to¢nu se-
roloSku identifikaciju kukumovirusa potrebni purificirani i stabilizirani
virusni preparati i strogo specifi€ni serumi, kukumovirus izdvojen iz gra-
Ska moci ¢e se tocnije seroloSki odrediti tek nakon Sto se izvrSi njegova
purifikacija.

Zasad nema sigurnih podataka o nalazu VKK u Jugoslaviji, premda
je u posljednje vrijeme taj virus opisan na leguminozama u viSe evrop-
skih zemalja (cf. Beczner i Devergne 1979, Richter et al
1979). Sto se tie VMK, izuzev izolata iz ¢eSnjaka (Stefanac 1980), svi
ostali izolati opisani u Jugoslaviji vrlo vjerojatno pripadaju neSto stabil-
nijim sojevima VMK, jer u publiciranim radovima nema podataka o
nespecificnim reakcijama s topljivim proteinom a na priloZzenim fotogra-
fijama seroloSkih reakcija precipitacijske linije su izgledom tipi¢ne vi-
rusne.

Zakljucak

Iz primjeraka graska (Pisurn sativum L.) sa simptomima virusne bo-
lesti sabranih u okolici Maglaja, SR Bosna i Hercegovina, izolirali smo
izrazito labilan kukumovirus PY. Po bioloSkim svojstvima i vladanju u
sirovom soku virus PY je pokazivao slinost sa sojevima virusa mozaika
krastavca (VMK) koji zaraZzavaju sistemicno pripadnike porodice Faba-
ceae, te stanovitu slicnost s virusom krzljavosti kikirikija (VKK). Virus je
reagirao specifi€no sa serumima protiv sojeva Car i Q VMK (SDI — 3), ako
je pri istiskivanju soka listovima dodan citratni pufer niske molarnosti.
Kad se bude izolat PY iz graska purificirao i stabilizirao, moci ¢e se po-
drobnije utvrditi pripada li VMK ili VKK.
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SUMMARY

A CUCUMOVIRUS ISOLATED FROM PEA (PISUM SATIVUM L))

Zlata Stefanac, Julijana Grbelja i Zivojin Eric

(Department of Botany, Faculty of Science, University of Zagreb, and Faculty of Science.
University of Sarajevo)

From pea (Pisurn sativum L.) plants with prominent virus symptoms
collected in the surroundings of Maglaj, Bosnia, an extremely unstable
cucumovirus was isolated. According to the host range, symptom expres-
sion and stability in sap the virus was similar to the strains of cucumber
mosaic virus (CMV) which infect systemically species from the family
Fdbaceae and showed certain properties typical of peanut stunt virus
(PSV). The virus reacted specifically with serum against Car and Q strains
of CMV (SDI = 3) in crude plant extracts obtained by grinding infected
plant tissue in low molarity citrate buffer. It would be possible to detect
whether the virus (isolate PY) belongs to CMV or to PSV only in more
precise serological tests with purified and stabilized virus preparations.
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