Acta Bot. Croat. 41, 13— 18, 1982. CODEN: ABCRA2
YU ISSN 0365— 0588

UDC 576.858.8:582.739 = 862

VIRUS MOZAIKA KRASTAVCA IZOLIRAN IZ
GRAHA NA KOSOVU

With Summary in English

NYSRET TARAKV

(Biotehnic¢ki institut, Pec)
Primljeno 16. 12. 1981.

1z graha gajenog na Kosovu (okolica Peci) autor je izolirao
virus mozaika krastavca (VMK) koji je oznaCio kraticom Gl.
Na osnovi simptoma na pokusnim biljkama, vladanju in
vitro i seroloskih reakcija, €ini se da istrazivani izolat pri-
pada takozvanim zelenim sojevima VMK-a. Ustanovljeno je
takoder da se taj izolat prenosi lisnom usSi Myzus persicae,
ali ne i zemljom. lzolat Gl je, kao i drugi izolati VMK-a,
dosta labilan. Unato¢ tomu autor je uspio purificirati virus
i snimiti njegove elementarne cCestice.

Uvod

Do sada postoji samo jedno saopéenje (Babovi¢ i sur. 1979 o
nalazu virusa mozaika krastavca (VMK) na grahu Kkoji se gaji u naSoj
zemlji. Medutim, viSe je podataka o nalazu VMK na drugim legumino-
zama kultiviranih na podrucju Jugoslavije. Poznati su podaci o nalazu
VMK na crvenoj djetelini (Grbelja 1974, Malak 1974), bijeloj
djetelini (Taraku 1980a) i na lucerni (Babovi¢ 1965).

U mjesecu lipnju 1976. na povrSinama pod grahom u okolici Pedi
zapazaio sam veci broj biljaka s virusnim simptomima. Iz nekih od tih
biljaka izolirao sam virus obi¢nog mozaika graha (bean common mosaic
virus) (Taraku 1980b), a iz nekih VMK.

U ovom radu inosim neke osobine VMK nadenog na grahu na Ko-
Sovu.

Materijal i metode

Istrazivani izolat Gl potjeCe iz graha (Phaseolus vulgaris L. cv.
Tetovac) gajenog u okolici Peéi (Kosovo).
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Izolat sam procistio metodom lezije. Prijenos virusa lisnom usi Myzus
persicae vrSio sam na slijedeéi naCin: lisna u$ je nakon prethodnog gla-
dovanja u trajanju od 2 sata sisala 40 min. na inficiranoj biljci. Lisne usi
sam zatim prenio Kistom na zdrve biljke i ostavio ih na njima 24 sata. Na
svaku zdravu biljku stavljao sam 20—30 lisnih usi.

Virus sam purificirao metodom koju su razradili Shohara i Osa-
ki (1974). Pri tom sam se koristio inficiranim listovima vrste Nicotiana
tabacum cv. Samsun.

Elektronskomikroskopska istrazivanja purificirane virusne suspenzije
vrSio sam uz kontrastiranje s uranil-acetatom.

U seroloskim pokusima koristio sam se imunim serumom, koji sam
dobio zahvaljujuéi ljubaznosti dr E. Luisonija (Torino). Te sam
pokuse izvodio u agarskom gelu na uobiajen nacin, ali s tom razlikom
Sto sam imuni serum zasi¢ivao sokom zdrave biljke, jer je taj serum
posjedovao i antitijela protiv normalnih bjelancevina.

SimptomatoloSke osobine istrazivao sam pomodu biljaka koje dosta ka-
rakteristi¢no reagiraju na VMK.

Rezultati

Simptomi na pokusnim biljkama

Vec¢ su simptomi na prvim pokusnim biljkama pokazali da bi izolat
Gl mogao pripadati VMK-u. Zbog toga sam u daljnjim istrazivanjima
simptomatoloSkih osobina tog izolata koristio biljke iz kruga domadina
VMK-a, a narocito one koje dosta karakteristino reagiraju na VMK. To
su bili primjerci vrsta Chenopodium amaranticolor, C. quinoa i C. murale,
koje na VMK reagiraju iskljucivo lokalnim simptomima, te vrste Datura
stramonium i Nicotiana glutinosa, koje na VMK reagiraju sistemi¢nim
simptomima. U ta sam istrazivanja ukljucio 12 biljnih vrsta (tab. 1).
Rezultati prikazani u tablici navode na zakljuCak da bi ispitivani izolat
po simptomima mogao pripadati VMK-u. U prilog tome najviSe govore
simptomi na vrstama C. quinoa, N. glutinosa i D. stramonium (Usc h-
draweit 1955, Gibbs and Harrison 1970).

Vladanje izolata in vitro

Ustanovio sam slijede¢a osnonvna fizicka svojstva izolata Gl: tocka ter-
malne inaktivacije (TTI) bila je izmedu 65° i 70° C, krajnja tocka razrje-
denja (KTR) izmedu 103 i 104, dok je postojanost in vitro (PIV) bila oko
4 dana na sobnoj temperaturi. Kao pokusne biljke za odredivanje TTI,
KTR i PIV sluzZile su mi vrste C. quinoa i C. amaranticolor. lzvor infek-
tivhog soka bila je inficirana vrsta N. megalosiphon.

Rezultati su istraZzivanja osnovnih fizickih svojstava u granicama
koje su karakteristiCne za sojeve VMK-a (Doolittle i Zaumeyer
1953, Gibbs i Harrison 1970, Bos i Maat 1974, Babovi¢ i
sur. 1979, Taraku 1980a).

Rezultati istrazivanja prijenosa lisnom usi M. persicae

U istrazivanjima koristio sam se kao pokusim biljkama primjercima
vrste N. megalosiphon, a kao prenosiocima virusa primjercima lisne usSi
M. persicae. Nakon 25 dana na oko 50 %o pokusnih biljaka pojavili su se
virusni simptomi. Prema tome, izolat Gl prenosi se lisnom usi M. persicae.
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Tablica 1 Simptomi koje uzrokuje izolat G1
Table 1 Symptoms caused by isolate Gl

VIRUS MOZAIKA KRASTAVCA 1Z GRAHA NA KOSOVU

Simptomi
Pokusna biljka Symptoms
Test plant Lokalni Sistemicni
Local Systemic

CHENOPODIACEAE

Chenopodium quinoa* K1 (si. A) -

C. amaranticolor K1 -

C. murale K1,N1
CUCURBITACEAE

Cucumis sativas Kp, Np KS (si. B)
FABACEAE

Phaseolus vulgaris

cv. TreSnjevac Kp, Kn, D KS§, Es, K&

Pisum sativum — zZm, Zr
SOLANACEAE

Datura stramonium — Kp

Nicotiana tabacum .

cv. Samsun - S

N. clevelandii KNp BS, Ni, Zr

N . megalosiphon KNp KS, Ni, Zr

N. glutinosa — KS, Ni, Zr

Lycopersicum esculentum — —

* BS blago Sarenilo (mild variegation), D deformacije (deformations), Es
epinasticko savijanje lista (leaf epinasty). Kl kloroticne lezije (chlorotic
|¢SI0nS)Z Kp kloroticne pjege (chlorotic spots), KNp kloroti¢no-nekro-
tlér]e pjege (chlrotic-necrotic spots), K$ kloroti¢no S$arenilo (chlorotic
varlega_tlon), K& mjehuravost lista (blistering), N1 nekroti¢ne lezije
necrotic lesions), Ni nitavost lista (shoestring), Np nekroticne pjege
necrotic spots), S 3sarenilo (variegation), Zr zastoj U rastu (stunting).

Rezultati istrazivanja prijenosa zemljom

Pokusi su pokazali da se izolat G1 ne prenosi zemljom. Dobiveni
rezultati u skladu su s rezultatima Babovic¢a (1965), Malaka
(1974) i Tarakua (1980a), koji su takoder ustanovili da se njihovi
izolati VMK-a ne prenose zemljom.

Serolo3ka istraZivanja

U istrazivanjima, kako sam naveo u poglavlju »Materijal i metodek,
koristio sam antiserum protiv VMK-a, koji sam dobio od dr E. Lu i-
sonij a Titar antiseruma bio je 1/64. Rezultati seroloSkih reakcija bili
su pozitivni, tj. izmedu bazena s antiserumom i bazena s infektivnim
sokom stvorila se tipi¢na virusna precipitinska linija (si 1D). IstraZivani
virus reagirao je do homolognog titra seruma. Prema tome, i seroloSke
su reakcije pokazale da izolat G1 pripada VMK-u.
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Rezultati purifikacije izolata

Iz literature je poznato da je izolate VMK-a teSko purificirati. Razlog
tome je njihova nestabilnost. Do takva zakljucka doSao sam i ja nakon
nekoliko bezuspjeSnih pokuSaja da purificiram izolat Gl. Do zadovolja-
vajuceg rezultata doSao sam tek onda kad sam se posluzio metodom
Shohare i Osakija (1974). UspjeSnost puriiikacije provjeravao sam
elektronskomikroskopskom analizom purificirane virusne suspenzije. U
toku rada jedan dio virusne suspenzije fiksirao sam u 1%-otopini form-
aldehida (jednom volumnom dijelu virusne suspenzije dodao sam isti
volumni dio 2%-formaldehida), a drugi dio ostavio sam nefiksiran. Obje
suspenzije podvrgao sam elektronskomikroskopskoj analizi. U fiksiranoj
suspenziji bile su jasno vidljive izometricne virusne cCestice (si. 1C), koje
su po veliCini odgovarale Cesticama VMK-a. Medutim, u nefiksiranoj
virusnoj suspenziji Cestica skoro da i nije bilo, jer su se gotovo sve bile
raspale. Prema tome, izolat GI moze se purificirati uz primjenu odgovara-
juée metode. Osim toga, virusnu suspenziju prije podvrgavanja elektron-
skomikroskopskoj analizi treba fiksirati.

Diskusija

Izolat Gl izaziva Cesto nitavost listova inficiranih biljaka. Osobito je
ta nitavost izrazena na inficiranim primjercima vrste Nicotiana clevelan-
dii i N. megalosiphon. Nitavost listova inficiranih biljaka jedna je od
karakteristika mnogih izolata VMK-a. Taj tip simptoma uzrokovali
su i izolati VMK-a nadeni na leguminoznim biljkama (Babovic¢ 1965,
Malak 1974, Taraku 1980a). Treba istaéi da se nitavost listovva pod
utjecajem izolata Gl javljala kod umjerenih temperatura (oko 22°C),
a kod visih i nizih temperatura ti su se simptomi rijetko javljali. Slicna
zapazanja navodi i Mogendorff (1930). Simptome koje izolat Gl
izaziva na inficiranim primjercima N. tabacum cv. Samsun dosta su blagi.
Ti su simptomi sli¢ni onima koje na toj biljci izaziva izolat VMK koji su
istrazivali Bos i Ma at (1974), a koji je takoder potjecao iz graha.
Prema Uschdraweitu (1955), za izolate je VMK-a karakteristi¢no
da na inficiranim primjercima vrste C. quinoa izazivaju oker-zute lo-
kalne lezije. Takve je simptome na toj vrsti uzrokovao i moj izolat Gl.

Seroloski pokusi s imunim serumom protiv VMK-a, koji je pripredio
dr E Luisoni, bili su pozitivni. Medutim, u toku tih pokusa pojav-
ljivale su se teSkoée. Naime, osim virusnih precipitinskih linija pojavlji-
vale su se i nevirusne precipitinske linije, koje su vjerovatno potjecale od

— - )

SI. 1. A, B, simptomi koje uzrokuje izolat GI: A lokalne lezije na inokulira-
nom listu vrste Chenopodium quinoa, B sistemicni simptomi na listu
vrste Cucumis sativus; C elektronsko-mikroskopski snimak purifici-
rane virusne suspenzije, strelica pokazuje virusne cestice; D seroloSka
reakcija u agarskom gelu s izolatoru Gl (v infektivni sok, s imuni
serum protiv VMK).

Fig. 1. A, B symptoms caused by the isolate Gl: A local lesions on inoculated
leaf of Chenopodium quinoa, B systemic symptoms on leaf of Cucumis
sativus; C electron mycroscope photo of purified virus suspension, the
arrow shows the virus particles; D serological reaction in agar gel with
isolate Gl (v infective sap, s immune serum to CMV).
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SI. 1.— Fig. 1
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normalnih bjelan€evina. Da bih izbjegao te nespecifiCne reakcije, morao
sam imuni serum prije upotrebe zasicivati sokom zdravih biljaka. Tako
zasiceni serum nije stvarao nespecifiCne precipitinske linije. To zasici-
vanje seruma sugerirao mi je i sam dr E. Luisoni. Treba spomenuti
da Mink i sur. (1975) isticu da izolati VMK-a dolaze obi¢no u smjesi
s virusom krzljavosti kikirikija (peanut stunt virus) i s virusom blagog
Sarenila krizanteme (chrysantemum mild mottle virus), tako da je Cesta
pojava da imuni serum protiv VMK sadrzZi i antitijela protiv tih dvaju
virusa.

Doolittle i Zaumeyer (1953) navode da se izolati VMK-a
koje su oni istrazivali prenose lako na neperzistentan nacin lisnom usi
Aphis gossypii. Do sli¢nih su rezultata dosli i drugi autori (Babovi¢
1965, Malak 1974, Taraku 1980a) koristeci lisnu uS Myzus persicae.
Moj se izolat prenosi tom lisnom usi, ali postotak zaraZenih biljaka bio je
nizi od postotka koje navode drugi autori. Izolat G1 ne prenosi se ze-
mljom. Ti se rezultati podudaraju s rezultatima do kojih su dosli B a-
bovic¢ (1965), Malak (1974) i Taraku (1980a) istrazujuéi takoder
izolate VMK-a iz leguminoznih biljaka.

Rezultati purifiacije virusnog izolata G1 pomocu metode koju su
razradili Shohare i Osaki (1974) zadovoljavajuci je. Medutim, tre-
ba ista¢i da su virusne Cestice bile satuvane samo u suspenziji koja je
odmah poslije purifikacije fiksirana formaldehidom, a virusne su se
Cestice u nefiksiranoj suspenziji redovito raspadale. To potkrepljuje
otprije poznatu cinjenicu da izolati VMK-a imaju veoma nestabilne vi-
rusne Cestice.
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SUMMARY

CUCUMBER MOSAIC VIRUS FOUND IN BEAN IN KOSOVO
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