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NOVI PODACI O VIRUSIMA KRUCIFERA U JUGOSLAVIJI

UvoD

U ovom casopisu 1963. godine su autori Mili¢i¢, Stefanac-Udbinac i Ma-
mula objavili izvje$taj o istraZivanjima pod naslovom »Rasprostranjenost
nekih virusa krucifera u Jugoslaviji«. U tom izvjeStaju su -iznijeli svoja za-
paZzanja i pokuse na osnovi kojih su utvrdili da je virus mozaika postrne repe
(turnip mosaic virus) raSiren na podru¢ju nase zemlje i da je vrlo vjerojat-
no kod nas rasprostranjen i virus mozaika cvjetade (cauliflower mosaic vi-
rus). U istom izvjeStaju se nalaze i podaci o svim dotada¥njim istrazivanji-
ma virusa krucifera u Jugoslaviji.

Od dana izlaska navedene publikacije pa do danas izvr$ili smo daljnja
istrazivanja o virozama krucifera. Prilikom toga nastavili smo s proudava-
njem svojstava i rasprostranjenosti virusa mozaika postrne repe (u dalj-
njem tekstu VMPR). Osim toga, dokazali smo da virus mozaika cvjetade (u
daljnjem tekstu VMC) u naSoj zemlji stvarno postoji. U posljednje vrijeme
smo otkrili da je u Jugoslaviji rasiren i virus Zutog mozaika postrne repe
(turnip yellow mosaic virus). Rezultate tih istrazivanja ¢emo saopéiti u
ovom novom izvjestaju.

VIRUS MOZAICKE BOLESTI POSTRNE REPE

Ovaj virus je vjerojatno najraSireniji i gospodarski najvazniji virus kru-
cifera u Jugoslaviji. Mi smo ga u viSe navrata nalazili na kupusu (Brassica
oleracea var. capitata), CeSnjaci (Alliaria officinalis) i ljubic¢ini (Matthiola
incana). Na listovima svih tih vrsta nastali su pod utjecajem virusa vrlo ka-
rakteristi¢ni simptomi (sl. 1 i 2; vidi i Mili¢i¢ i dr. 1963, sl. 1). Iz takvih pri-
mjeraka s jasno izraZenim simptomima bio je virus mehanic¢ki prenesen na
vedi broj test-biljaka, kao $to su Nicotiana tabacum, N. glutinosa, Brassica
rapa var. rapifera, Chenopodium amaranticolor i mnoge druge. Pri tom smo
ustanovili da se na test-biljkama pojavljuju simptomi koji su svojstveni za
VMPR (Mili¢i¢ i dr. 1963, 93; Stefanac-Udbinac i dr. 1963.). Buduéi da neke
test-biljke ponesto drukéije reagiraju na pojedine izolate (usp. tablicu 1),
jeve VMPR-a. Jo$ se i danas ta tri ishodna izolata kultiviraju u stakleniku
naseg laboratorija. Za odrZavanje virusa pokazale su se narolito podesne
vrste Brassica rapa var. rapifera i Petunia hybrida.

Sojevi virusa
Prvi soj, tj. soj iz kupusa, pronasli smo 1961. godine u okolici Splita, i
to u nasadima koji su zapremali razmjerno malene povrsine. Prema usme-

nom saopéenju inZz. Dejana Stakica (Pasterov zavod, Novi Sad) .nasadi k}lpu—
sa kod Futoga u okolici Novog Sada, gdje se ova kultura uzgaja na velikim
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povrSinama, bili su 1964. god. do 30% inficirani sa VMPR. Kod oboljelih bi-
ljaka zapazili su se naj¢e$ée crni prstenovi na starijim, donjim listovima (vidi
Mili¢i¢ i dr. 1963, sl. 1).

Sl 1. Sarenilo na listovima &e$nja&e (Alliaria officinalis) inficirane viru-
som mozaika postrne repe (turnip mosaic virus). .

Abb. 1. Scheckung auf den Bldttern von Alliaria officinalis, die mit
Kohlriibenmosaikvirus infiziert sind.

Drugi soj VMPR-a vrlo je obilno rasiren na &e$nja&i u okolici Zagreba
gdje u nekim godinama 20—30°/» primjeraka ove vrste pokazuje jasne simp-
tome oboljenja. Bolesni su primjerci vrlo upadljivi zbog intenzivnog $areni-
la na listovima (sl. 1). Prema Uschdraweitu i Valentinu (1957) ova je viroza
na Ce$njaci Cesta i na podrucju Berlina, naro¢ito u parkovima gdje se po-
nekad teSko moZe pronaci zdrava biljka. I u drugim podrué¢jima Njemacke
viroza je vrlo rasprostranjena (Bode i Brandes 1958). O dolazenju VMPR na
CeSnjaci u centralnim dijelovima CSSR izvijestili su Brédk i Polak (1963).

Soj iz ljubi¢ine se moze lako prepoznati po simptomima na laticama
cvjetova koje zbog pojave svijetlih pjega i pruga izgube normalno jednoli¢no
ruzicasto ili ljubiasto obojenje (sl. 2). Ova je viroza osobito jako rairena
u nasim primorskim krajevima, u okolici Splita i Dubrovnika, gdje bolesnih
primjeraka ima od 20 do 40°%. Za vrijeme zimskih mjeseci ljubi¢ine se do-
nose u vedim koli¢inama na trziSta u unutra$njosti Jugoslavije. Cesto se
medu zdravim primjercima nalaze i bolesne biljke sa $arenim cvjetovima ko-
je imaju manju trznu vrijednost od zdravih primjeraka. Da VMPR napada
ljubi¢inu postoje podaci iz Njemacke (Uschdraweit i Valentin 1957, Weil
1964), iz Italije (Lovisolo 1960) i iz CSSR (Brc¢dk i Polak 1963). Prema tome,
¢ini se da su ljubicine u Evropi cesto inficirane ovim virusom.
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Navedena tri izolata, odnosno soja VMPR, mogu se razmjerno lako dife-
rencirati pomodu test-biljaka. Stefanteva (1964) je ustanovila da se izolati
iz ¢e$njace i ljubi¢ine razlikuju od izolata iz kupusa prvenstveno po tome $to
ta dva izolata ne prelaze na razne varijetete vrste Brassica oleracea. U po-
gledu razlike izmedu sojeva iz e$njace i ljubicine, utvrdilo se da prvi soj
inficira sistemi¢no vrstu Nicotiana glutinosa dok drugi soj — bar za ljetnih
mjeseci — izaziva obi¢no samo lokalnu infekciju. Odnose ovih sojeva prema
spomenutim test-biljkama vidimo na tabeli br. 1 (Stefanac i Mili¢i¢ 1965).

SL 2. Ljubi¢ina (Matthiola incana) sa $arenim cvjetovima inficirana vi-
rusom mozaika postrne repe.

Abb. 2. Matthiola incana mit bunten Bliiten, die mit Kohlriibenmosaikvi-
rus infiziert ist.

Tabela br. 1 — Reakcija nekih test-biljaka na sojeve VMPR

Test-biljka

Brassica oleracea  Nicotiana Nicotiana
Soj iz vrste
Brassica oleracea var. capitata S L S
Alliaria officinalis — L S
Matthiola incana — L L
S = sistemi¢na infekcija, L = lokalna infekcija, — = ne prelazi

; 847



Okolnost da na$ soj iz Cednjale, te soj iz Cednjae koji su proudavali
Brédk i Poldk, ne prelazi na vrstu Brassica oleracea, ne znad&i da ¢esnjacda
ne moze sadrZavati i takve sojeve VMPR koji napadaju vrstu Brassica ole-
racea. Cak, Stovise, vrlo je vjerojatno da se u ¢e$njaci mogu nalaziti i takvi
virusi. Na to ukazuju i odnosi sa sojevima VMPR u ljubiéini. Tako npr. na$
izolat iz ljubiCine te izolati mnogih drugih istraZivaa ne prelaze na kupus;
nasuprot tome Uschdraweit i Valentin (1957) su iz ljubidine izolirali soj
VMPR koji je bio u stanju inficirati kupus. Prema tome, viroze Ces$njacde i
ljubi¢ine mogu biti opasne ne samo za gorusicu, ozimu repicu, $eboj i druge
gospodarski vaZne krstasice nego i za varijetete vrste Brassica oleracea.

Elementarna virusna &estica

U novije vrijeme Bode i Brandes (1958) su tac¢nije odredili oblik i ve-
li¢inu VMPR. Virus ima oblik fleksibilne niti koja je duga oko 754 nm*, a &i-
roka 12 do 13 nm (sl. 3). VMPR je, dakle, oko 2,5 puta duZi od virusa mo-
zaika duhana ¢ija duZina iznosi 300 nm. S obzirom na duzinu VMPR se po-
dudara s virusom mozai¢ke bolesti lubenice, Y-virusom krumpira, virusom
Zutog mozaika graha, virusom mozaitke bolesti kukuruza i dr. Ovi virusi ima-
ju ne samo priblizno jednaku duZinu, nego su im sli¢na i neka druga svoj-
stva: svi se prenose lisnim ugima, imaju termalnu taku inaktivacije kod
otprilike 60°C, a u domadarima se nalaze u razmjerno maloj koncentraciji.
Serolo$ka istrazivanja su pokazala da izmedu svih tih virusa postoji daleka
srodnost. Zbog mnogih zajedni¢kih osobina ovu grupu produzenih virusa,
C¢ija duzina iznosi oko 750 nm, nazivamo skupina Y-virusa krumpira (Brandes
1964).

Da bi ustanovila da li se sojevi ljubi¢ine i CeSnjace podudaraju po ob-
liku i duZini s tipi¢nim izolatom iz kupusa, istrazila je Stefanceva (1964) ove
sojeve pomocu elektronskog mikroskopa. Preparati za istrazivanje su prire-
deni pomo¢u metode uranjanja (Brandes 1957). Ta se jednostavna metoda
sastoji u tome da se list oboljele biljke najprije prereze poprecno, a zatim
ranjena povrSina lista uroni u kap vode koja se nalazi na predmet-
nici elektronskog mikroskopa. Nakon suSenja na zraku i sjendenja preparat
je spreman za promatranje. Da bi se izbjegle greske, redovno se na isti nadin
prirede i kontrolni preparati od zdravih listova. Moramo napomenuti da
je ova metoda vrlo podesna za istrazivanje virusa, naroé¢ito produZenih, zato
$to u soku zdravih biljaka nema dugih estica koje bi bile nalik na produ-
Zene viruse. U elektronsko-mikroskopskim preparatima, koji su priredeni o-
vom metodom, Stefanceva je nasla (1964) velik broj virusnih &estica ¢ija je
duzina iznosila oko 780 nm. Ta su se mjerenja dosta dobro podudarala s
prije navedenim podacima iz literature o duzini drugih sojeva VMPR.

Seroloska istrazivanja

Za vrijeme boravka u Institutu za virusnu serologiju u Braunschweigu
.mali smo priliku sa serumom protiv virusnog soja iz ¢e$njace ispitati sojeve
VMPR iz Njemacke koje su nam ljubazno stavili na raspolaganje prof. dr R.
Bercks i prof. dr O. Bode. Prilikom tih istrazivanja dobili smo rezultate koje
iznosimo na tabeli br. 2. Kako se vidi na tabeli, serum protiv naSega soja iz

1
* 1 nm (nanometar) = ——W mm
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gegnjate koji je imao homologni titar 1:256, reagirao je prili¢no snazno i s
antigenima iz Brunschweiga i pri tom imao gotovo jednak titar. To znali
da je na$ soj dosta srodan s njemackim sojevima.

SI. 3. Elektronsko-mikroskopska snimka. Vidi se veci broj nitastnih Cestica
virusa mozaika postrne repe. Metoda uranjanja. Povecanje 24.000 Xx.
Abb. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahme. Mehrere fadenartige Parti-

keln des Kohlriibenmosaikvirus sind sichtbar. Tauchmethode. Vergr. 24.000
mal.
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Tabela br. 2 — Seroloske reakcije triju izolata VMPR iz Braunschweiga sa
serumom protiv nasega soja iz ¢esnjace

. Antjgen Antigen Antigen
Antiserum Tu jaki' (Bode) Tu slabi (Bode) TV1 (Bercks)
razrjedenja razrjedenja razrjedenja

1/2 1/5 1/25 172 1/5 1/25 12 1/5 1725

Soj iz vrste

Alliaria offici- 128* 128 256 256 512 512 32 256 128
nalis (Stefanac)

* = reciprotna vrijednost titra seruma

Najzad je Stefanceva (neobjavljeni podaci) nedavno priredila serume s
titrom 1:1024 i 1:2048 protiv svih nagih sojeva, dakle protiv soja iz kupusa,
¢ednjace i ljubi¢ine. Pomocu unakrsnih serolodkih istraZivanja ustanovila je da
nasi sojevi reagiraju pozitivno sa svim priredenim antiserumima, i to do
dosta visokog stupnja razrjedenja. Na osnovu toga mozZemo zakljucditi da su
tri istraZena soja medusobno prili¢no srodna.

VIRUS MOZAICKE BOLESTI CVJETACE

U ve¢ spomenutom radu opisali su Mili¢i¢, Stefanac-Udbinac i Mamula
(1963) nalaz ovog virusa u cvjetatama na podrucju Splita. Medutim, u to
vrijeme virus jo§ nije bio sigurno identificiran. Tek kasnije su Mamula,
Wrischer i Mili¢i¢ (1966) iznijeli podatke o istrazivanjima toga virusa na
osnovu kojih se moglo veé¢ sigurno zakljuciti da se radi o VMC. Ovdje ¢emo
prikazati posebno simptomatologiju ovog oboljenja, rezultate istrazivanja po-
stojanosti virusa, elektronsko-mikroskopska istrazivanja elementarne virusne
Cestice i dr.

Simptomi na domadarima

U ve¢ citiranim radovima, naro¢ito u posljednjem, moZe se naéi najvaz-
nija literatura o VMC. Kako se iz priru¢nika Klinkowskoga (1958) moze sa-
znati, prvi simptom koji VMC izaziva na cvjetadi jest prosvjetljivanje nerava.
Simptom nije jako izraZen, a ocituje se obi¢no najprije nia bazi plojke pa se
odatle 8iri i na ostale njene dijelove. Kasnije nervi postaju Zuti, a granica pre-
ma okolnom tkivu dosta o$tra. Pojavljuju se i veée kloroti¢ne $are na plojci
s malenim nekroti¢nim pjegama. Ako prosvjetljivanje zahvati samo jednu stra-
nu plojke sredi$nje se rebro savije u stranu. Obole li biljke u ranim razvojnim
stadijima Cesto izostane stvaranje »glave« cvjetate pa su zbog toga gubici
Cesto vrlo veliki. I kod zaraZenih biljaka, koje su odredene za produkciju sje-
‘mena, prinosi su znatno manji nego kod zdravih egzemplara.

Na kupusu VMC prouzrokuje nekroti¢ne pjege koje nastaju i na vanj-
skim i na unutarnjim listovima, ali obi¢no ne na svima. Pored toga &esto otpa-
daju vanjski listovi.

850



Ovaj je virus u nasem laboratoriju prou¢avao Mamula (1966) i ustanovio
da prili¢no karakteristi¢no reagiraju vrste. Sinapis alba, S. arvensis (sl. 4),
Brassica rapa var. rapifera i B. perviridis. Prilikom infekcije s ovim vi-
rusom nastaju osobito velike promjene na mladim listovima koji se razvijaju
poslije inokulacije. Oni su mnogo manji od zdravih listova, epinasti¢ki se
saviju, naboraju i djelomi¢no nekrotiziraju. Osim toga, kod vrsta Sinapis znat-
no se skrate i internodiji izmedu vrinih listova tako da se u vrinom dijelu
obrazuje krzljava rozeta koja se sastoji od veceg broja deformiranih listo-

Sl. 4. Sinapis arvensis. Lijevo zdrava biljka, desno biljka inficirana mo-
zaikom cvjetace (cauliflower mosaic virus). Vrini su listovi inficirane biljke
zakrzljali i epinasti¢ki savijeni.

Abb. 4. Sinapis arvensis. Links gesunde Pflanze; rechts Pflanze, die mit
Blumenkohlmosaikvirus infiziert ist. Die oberen Blitter der infizierten
Pflanze sind verkiimmert und epinastisch gebogen.

va (sl. 4). Kod vrsta Brassica rapa i B. perviridis, kod kojih svi listovi u ve-
getativnoj fazi tvore prizemnu rozetu, zapaza se narocito odtro razlika izmedu
donjih listova rozete, koji su se razvili prije infekcije i koji stoga imaju nor-
malnu veli¢inu, i gornjih listova rozete koji su vrlo kratki, nabrani, deformi-
rani i savijeni.

Sto se ti¢e drugih simptoma kod razli¢itih krucifera, moramo spomenuti
da se ponekad stvaraju lezije na inokuliranim listovima. Dosada smo zapazili
takve lezije samo na vrstama Sinapis arvensis, Sisymbrium officinale, Brassi-
ca chinensis, B. oleracea, B. rapa var. rapifera, B. napus var. napobrassica i
Eruca sativa, ali ni kod ovih vrsta ne nastaju redovito. Kao prvi simptom
sistemi¢ne infekcije pokatkad se umjesto prosvjetljivanja nerva ili usporedno
s prosvjetljivanjem pojavljuju klori¢ne pjege veli¢ine 2—4 mm (sl. 4). Ova
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dyz'i sjmptoma se mogu zajedno pojaviti na istim listovima ili mogu pretho-
diti jedan drugome. Treba istaknuti da je prosvjetljivanje nerava mnogo
¢es¢i simptom od kloroti¢nih pjega.

B Tek poslije tih prvih simptoma dolazi do krzljavljenja, deformacija i sa-
v1jaqja vrinih listova. Cesto se kao kasniji simptom sistemi¢ne infekcije ob-
razgﬁ C1 vrpcasti nervi (vein-banding) koji su dosta karakteristi¢ni simptom
za .

Krug domadara

VMC se odlikuje jo$ jednom osobito$éu, tj. karakteristi¢énim krugom svo-
jih domadara. Ovaj virus je vezan samo za porodicu krsta$ica tako da ne pre-
lazi ni na jednu vrstu iz drugih biljnih porodica. Mamula je (1966) ispitao
23.vrste iz raznih drugih porodica, ali nijednu od njih nije uspio inficirati
ovim virusom.

Intracelularne inkluzije

Karakteristi¢no je za VMC da stvara intracelularne inkluzije amorfnog
karaktera, dakle X-tijela. Inkluzije se odlikuju homogenom gradom i dosta
&vrstom Kkonzistencijom. Tim se dosta o$tro razlikuju od intracelularnih inklu-
zija VMPR koje su redovno zrnaste strukture i vi§e tekudeg karaktera. Zbog
tih svojstava inkluzije VMC mnogo jace lome svjetlo nego inkluzije VMPR
tako da prve veoma nalikuju na masna tijela. Osim toga se prve boje Lugolo-
vom otopinom vrlo intenzivno crvenosmede. Uslijed toga se amorfne inklu-
zije ovih dviju viroza mogu poslije izvjesne vjezbe lako jedne od drugih razli-
kovati. Moramo napomenuti da inkluzije VMC imaju uvijek amorfni karakter
dok VMPR stvara pored amorfnih jo§ i kristali¢na tijela.

Elementarna virusna ¢estica

Tek je nedavno VMC izoliran iz svojih domadara i dobiven u posve ¢i-
stom stanju (Pirone, Pound i Shepherd 1960; Day i Venables 1960). Pri tom
se ustanovilo da se virus u domadarima nalazi u vrlo niskoj koncentraciji od
svega 4 mg/l. To je malena vrijednost ako se usporedi s koncentracijom virusa
mozaika duhana koja iznosi u duhanu 2 g/l ili virusa Zutog mozaika postrne
repe (turnip yellow mosaic virus) koja dosiZe izuzetno cak 4 g/l.

Spomenuti autori uspjeli su po prvi put snimiti VMC u elektronskom mi-
kroskopu i utvrditi da su Cestice »sferi¢ne« s promjerom od 50 nm. Povodedi
se za metodom Pironea, Pounda i Shepherda, Mamula, Wrischer i Mili¢i¢ su
vi$e puta izvrsili djelomi¢nu purifikaciju VMC (sl. 5). Prilikom snimanja ele-
mentarnih &estica poslije susenja na zraku konstatirali su da se Cestice jako
spljoste; zbog toga su dobivali opetovano prilikom mjerenja promjera Cesti-
ca vece vrijednosti od 50 nm. Tek kad se virusna suspenzija neposredno po-
slije purifikacije fiksirala otopinom 1 %-nog formaldehida nije dolazilo do
deformacija &estica, pa su mjerenja dala rezultate koji su se podudarali s
podacima navedenih americ¢kih i australijskih istrazivaca.
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Interesaptpo je da se VMC s obzirom na veli¢inu elementarne &estice
znatno uglalJuJe od mnogih drugih biljnih virusa »sferiCnog« oblika. Cestice
gotovo svih ostalih »sferi¢nih« virusa imaju dijametar oko 30 nm. Vrlo je vije-
1:OJ.atno. da Cestica VMC ima — kao i &estice drugih sli¢nih virusa — poliedri-
¢ni oblik i da se sastoji od dva dijela, i to od proteinskog omotaéa i od ribo-
nukleinske kiseline. Proteinska komponenta sadrzi velik broj okruglih pro-

teinskih podjedinica koje okruzuju ribonukleinsku kiselinu smjeStenu u
centru Cestice.

Fizikalna svojstva

VMC je termostabilan virus kojemu termalna tatka inaktivacije lezi kod
75°C. Za razliku od toga postojanost infektivnog biljnog soka in vitro nije tako
velika jer sok veé poslije pet dana gubi infektivnost kod sobne temperature.
Zan.in}ljivo je da je virus mnogo otporniji u isu$enom stanju. Tako npr. osu-
Seni listovi po metodi McKinneya (1947) zadrze svoju infektivnost preko 23
mjeseca ako se drze u hladnjaku kod niske temperature. Isto tako i listovi
suSeni na sobnoj temperaturi zadre infektivnost preko sedam mjeseci.

VIRUS ZUTOG MOZAIKA POSTRNE REPE

Godine 1965. pronasao je N. Jureti¢ kod mjesta Zalec u Sloveniji virusno
bolesne primjerke vrste Brassica rapa var. silvestris. Bolesni egzemplari su
rasli u nasadima hmelja. Iz tih primjeraka je izoliran virus koji je u toku is-
traZivanja identificiran kao virus Zutog mozaika postrne repe (u daljnjem tek-
stu VZMPR). To je prvi put da je ovaj virus pronaden na teritoriju Jugo-
slavije.

Simptomi na domadarima

Na primjercima vrste Brassica rapa var. silvestris su se zapaZale dosta
istaknute Zutozelene 3are. Iz tih ishodnih primjeraka prenijeli smo virus me-
hani¢kom inokulacijom uz pomo¢ karborunda na slijedeée krstasice:

Brassica chinensis L.,

Brassica napus L. var. napobrassica (L.) Rechb.,
Brassica oleracea L. var. capitata L., sorta varazdinsko zelje,
Brassica oleracea L. var. gongylodes L. f. violacea,
Brassica perviridis Bailey,

Brassica rapa L. var. rapifera Metzg.,

Eruca sativa Mill,,

Raphanus sativus L.,

Sinapis alba L.,

Sinapis arvensis L.,

Sisymbrium officinale (L.) Scop.

Na svim ovim vrstama nakon isteka inkubacijskog vremena nastali su
jasni simptomi oboljenja. Vrlo su se ¢esto kao prvi simptom pojavljivale le-
zije kloroti¢nog karaktera na inokuliranim listovima. Lokalne lezije su bile
narodito brojne u vrste Raphanus sativus, ali su nastajale i na vrstama Bras-
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Sl. 5. Elektronskomikroskopska snimka virusa mozaika cvjetace. Vidi
se vrlo velik broj »okruglih« virusnih cestica. Djelomi¢no purificirani pre-
parat. Poveéanje 24.000 puta.

Abb. 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme des Blumenkohlmosaik-
virus. Grosse Anzahl von »sphirischen« Viruspartikeln ist sichtbar. Teilweise
purifiziertes Praparat. Vergr. 24.000mal.
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sica chinensis, B. perviridis i B. rapa var. rapifera. Na mladim listovima kao
orvi znak sistemi¢ne infekcije dolazilo je na mnogim vrstama Brassica do
prosvijetljivanja nerava. Nekoliko dana poslije toga posve razvijeni listovi po-
kazivali su vedinom intenzivne simptome u obliku mozaika (sl. 6b), $arenila
ili vrplastog mozaika (sl. 6a). Karakteristicno je da su pri tom svjetlije obo-
jeni dijelovi plojke poprimali ¢esto Zutu boju, ponekad cak bijelu. Zbog tih
izrazito Zutih podrucja dobila je ova viroza naziv »Zutog« mozaika. Osim nave-
denih simptoma mogli smo jo$§ zapaziti i pojavu vrpcastih nerava (vein-ban-
ding) i to narocito ¢esto na vrsti Raphanus sativus.

Sl. 6. a postrna repa (Brassica rapa var. rapifera), b Brassica perviridis.
Mozaik na listovima. Infekcija s virusom Zutog mozaika postrne repe (turnip
yellow mosaic virus).

Abb. 6. a Brassica rapa var. rapifera, b Brassica perviridis. Mosaik auf
den Blattern. Infiziert mit Wasserriibengelbmosaikvirus.

Kao test-biljke za ovaj virus ¢esto se navode Brassica chinensis i B. rapa
var. rapifera. I mi smo ustanovili da na ovim dvjema vrstama dolazi do naro-
¢ito jake reakcije pri cemu se pojedina podrucja lista intenzivno Zuto oboje
$to je karakteristicno za ovu virozu. Vrsta Brassica perviridis isto je dobro
reagirala pa se i ona takoder moze upotrijebiti kao test-biljka za identifikaciju
VZMPR. Na listovima ove vrste nastaje intenzivni zZuti mozaik ili Zuto Sarenilo
(sl. 6b).
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Intracelularne promjene

Interesantne su i unutra$nje promjene koje nastaju kod raznih domadara
VZMPR. Veé je Rubio (1956) utvrdio da pod utjecajem ovog virusa dolazi do
anomalija u unutradnjosti stanice koje zahvacaju plastide. Prema ovom au-
toru plastidi se medusobno spajaju stvarajuci intracelularne inkluzije. Uspo-
redno sa stapanjem plastidi se razgraduju tako da se na kraju procesa pot-

puno raspadnu $to dovodi do formiranja granularnih i vakuoliziranih in-
kluzija.

Za vrijeme ovih istraZivanja mogli smo uglavnom potvrditi zapazanja
Rubia (1956). Stvarno se pod utjecajem VZMPR mijenjaju plastidi. Prvi znak
alteracije plastita je njihova vakuolizacija koja se narotito dobro vidi kod
kloropiasta, jer se u zelenim plastidima obrazuju bezbojne vakuole. Vakuole
mogu nastati u sredini kloroplasta pa je tada sredi$nji dio plastida bezbojan.
dok zelena plastidska masa okruzuje poput prstena bezbojni centar plastida.
Ako vakuola nastane na rubu, tada &esto preostane sa jedne strane plastida
tanka, jedva vidljiva opna koja dijeli plastid od citoplazme, a sa druge se stra-
ne nalazi glavni dio plastida. Takvi plastidi imaju oblik polumjeseca. Vakuoli-
zirani plastidi se mogu lako pronaéi u mezofilu u raznim stadijima razvitka
bolesti i u raznim domadarima. Vakuolizacija zahvaca ne samo intenzivno
pigmentirane kloroplaste iz mezofila, nego i blijede kloroplaste iz epidermskih
stanica. Mi smo istrazili plastide od deset navedenih krstasica, koje smo infi-
cirali sa VZMPR, i u svim tim vrstama lako smo mogli pronaéi vakuolizirane
plastide. Cini se, prema tome, da je vakuoliziranje plastida vrlo karakteristi-
¢na pojava za VZMPR jer pod utjecajem drugih virusa krstasica, kao $to su
VMPR i VMC, ne dolazi do te pojave.

Vakuolizirani plastidi pokazuju tendenciju da se medusobno stope u vece
mase koje se nakon spajanja vladaju kao jedinstvena tijela. Citoplazmatska
strujanja nose ova tijela po stanici tako da ona mogu dospjeti u razne njene
dijelove. Ipak se tijela najce$ce nalaze uz jezgru, vjerojatno zato $to su pre-
ma jezgri usmjerena strujanja citoplazme i $to se i sami plastidi zdravih
biljaka ¢esto nalaze u tom polozaju. U ovim nakupinama vakuoliziranih plas-
tida Cesto se jo§S moze zapaziti klorofil tako da su nakupine mjestimi¢no ze-
leno obojene. Ponekad je zelena boja ovih agregata djelomi¢no razgradenih
plastida — narocito u mezofilu — dosta dobro sacuvana.

Da bismo $to sigurnije identificirali na$ izolat iz Slovenije, nabavili smo
dva soja VZMPR, i to jedan iz Njemacke dobrotom prof. dr R. Bercksa
(Braunschweig), a drugi iz Skotske dobrotom dr C. H. Cadmana (Invergowrie,
Dundee). Simptomi, koje su ovi virusi prouzrokovali na raznim kruciferama,
dobro su se podudarali sa simptomima naSeg izolata. To narodito vrijedi za
virus iz 8kotske koji je na vrstama Brassica rapa var. rapifera i B. perviridis
izazvao intenzivno Zute $are i mozaik. Te su promjene bile vrlo sli¢ne onima
koje je uzrokovao na$ virus. Osim toga su u svim biljkama, na koje smo pre-
nijeli viruse iz Skotske i Njemacke, nastajale i .karakte.rlstlcne promjene u
plastidima, tj. vakuolizacija i medusobno stapanje plastida.
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Elementarna virusna &estica

Ovaj virus bio je do sada vrlo Cesto predmet istrazivanja. Kako je vrlo
stabilan i jer se lako moZe dobiti u kristaliénom stanju, postao je VZMPR
modelni objekt za biokemijska i serolo$ka istrazivanja virusa. Njegova je ele-
mentarna cestica poliedricna s dijametrom oko 28 nm u vlaznom stanju
(Markham 1959). I ovaj se virus sastoji samo od dvije komponente, i to od
proteina i ribonukleinske kiseline. Proteinska se komponenta nalazi na povr-
$ini virusne Cestice, a sadrzi oko 60 sferi¢nih podjedinica. U unutra$njosti
Cestice je smje$tena ribonukleinska kiselina koja ¢ini 37% od ukupne teZine
Cestice.

Da na$ virus ima stvarno poliedri¢nu &esticu, dokazali smo elektronsko-
mikroskopskim istraZivanjima. Pri tom smo upotrebili Brandesovu (1957)
metodu uranjanja kojom smo istrazili i inficirane i kontrolne zdrave biljke.
Ustanovili smo da se u inficiranim biljkama nalazi velik broj jednoli¢no veli-
kih »sferi¢nih« &estica. U kontrolnom soku iz zdravih biljaka nije bilo takvih
Cestica.

Seroloska istrazivanja

Ljubazno$éu dr C. H. Cadmana dobili smo iz Skotske i serum protiv
VZMPR koji nam je takoder trebao posluZiti u svrhu identifikacije nadeg izo-
lata. Da bismo prilikom izvodenja seroloke reakcije dobili $to pouzdaniji
rezultat, izvr$ili smo djelomi¢nu purifikaciju naseg i Skotskog virusa po me-
todi Markhama (1959). Prema toj metodi infektivni se sok najprije obradi
90%-tnim etanolom koji obara normalne bjelancevine dok virus ostaje u oto-
pini; zatim se virus talozi pomocu otopine amonijeva sulfata. Ovako procis-
¢ene antigene upotrijebili smo za seroloske reakcije koje smo izveli na dva
nadina, i to na predmetnom stakalcu (»kaplji¢ni test«) i imunodifuzijom u
agar-gelu. Reakcije smo izvriili i sa koncentriranim antigenom i s antigenom
razrijedenim destiliranom vodom u omjeru 1:5. Rezultati ovih istraZivanja su
prikazani na tabeli br. 3.

Tabela br. 3 — Rezultati seroloskih istrazivanja izolata VZMPR

Antigen Antigen
Antiserum VZMPR (Skotska) Izolat iz Jugoslavije
Konc 1/5 Konc. 1/5
VZMPR (Skotska) 64* 64 64 64

Kako se vidi na tabeli, na$ je izolat pozitivno reagirao sa serumom pro-
tiv VZMPR, i to s istim titrom kao i izolat VZMPR iz Skotske. Na osnovi toga
moze se sigurno zakljuciti da na$ izolat pripada VZMPR.

* — reciproéna vrijednost titra seruma
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OSVRT

Iz dosadasnjih istraZivanja virusa krucifera u Jugoslaviji proizlazi da su
u nasoj zemlji rasprostranjena tri gospodarski najvaZnija virusa krucifera,
i to: VMPR, VMC i VZMPR. U ovom je radu po prvi put objavljeno da je
VZMPR rasiren u Jugoslaviji. Kako proizlazi iz podataka u priru¢niku Klin-
kowskoga (1958), ovaj virus postoji i u Engleskoj, Danskoj, Njemackoj, Fran-
cuskoj i Portugalu. Prema Markhamu (1959) VZMPR izaziva teska oboljenja
postrne repe, cvjetae i drugih krucifera koje imaju gospodarsko znacenje.

Ova tri virusa mogu se donekle razlikovati veé¢ po simptomima koje izazi-
vaju na krstaSicama, npr. na postrnoj repi. Tako npr. VMPR uzrokuje na po-
strnoj repi mozaik, Sarenilo i ¢esto pojavu vrpcastih nerava; osim toga listovi
su nabrani, a biljke zaostanu u rastu za zdravim egzemplarima. Za razliku od
toga VMC izazove naglo smanjenje listova koji se razviju poslije infekcije ta-
ko da su mladi listovi mnogo manji od starijih. Osim toga, mladi listovi su
nabrani, epinasticki savijeni i djelomi¢no nekrotizirani. Ako je biljka rano in-
ficirana, i ako su se simptomi ispoljili prije prelaska u reproduktivnu fazu,
svi se listovi nalaze u prizemnoj rozeti, i to donji stariji listovi koji su dosta
veliki, i gornji mladi listovi koji su jako zakrzljali i deformirani. Moramo na-
pomenuti da i pod utjecajem VMPR i VMC postrna repa moze uginuti. Tredi
virus krucifera, tj. VZMPR, oStro se razlikuje od prvih dvaju virusa po tome
sto su deformacije listova postrne repe mnogo manje izraZene, a na listovima
nastaju intenzivno Zute pjege i Sare zbog kojih je virus zasluZio pridjevak
»Zuti«., "

Tabela br. 4 — Neke karakteristike triju virusa krucifera

Svojstva VMPR VMC VZMPR

Cruciferae, Capparida-
ceae (Cleome spinosa),
Resedaceae (Reseda odo-
rata)

Cruciferae, Solanaceae,
Chenopodiaceae, Caryo- Cruciferae
phyllaceae itd.

Krug
domadara

Fleksibilna nit duga

Oblik i veli¢ina - Poliedri¢na Cestica s di- Poliedri¢na &estica s dija-
750 myp a Siroka

virusne Cestice jametrom oko 50 nm metrom oko 28 nm
12—13 nm
Inkubacija Oko 10 dana 20 do 30 dana Oko 10 dana
Termalna tatka 56 do 65°C 70 do 80°C 70 do 80°C
inaktivacije
X-tijela zrnaste grade X-tijela homogene gra- e . .
Intracelularne koja slabo lome svjetlo; de koja jako lome svjet- vak_uo{lmér:]e 1;1astf;da li
promjene kod krstaSica i kristali- lo; nema kristali¢nih spajanje vise plastida

&ne iglice iglica jedinstvena tijela

Kako se vidi na tabeli br. 4 ova se tri virusa razlikuju i po krugu svojih
domadara. Dok je VMC vezan iskljuivo za porodicu krucifera, VZMPR pre-
lazi jo$ i na vrste koje pripadaju drugim porodicama i to: na Cleome spinosa
i Reseda odorata. Za razliku od tih virusa VMPR ima velik broj domadara me-
du vrstama iz drugih biljnih porodica. Jasna razlika postoji medu njima i s
obzirom na oblik i veli¢inu elementarne virusne Cestice te s obzirom na pro-
mjene koje izazivaju u stanicama domadara.
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Osim toga, ove se viroze prenose raznim vektorima. Tako se npr. i VMPR
i VMC mogu prenijeti pomodu vrste Myzus persicae dok VZMPR veéinom ni-
je moguce prenijeti pomocu ove lisne u$i. Jedan od najpoznatijih vektora
VZMPR je kornja$§ Phyllotreta. )

U pogledu zastite kultura krucifera od navedenih virusa, moramo istak-
nuti da je potrebno saCuvati od infekcije narocito biljke u klijali$tima jer su
Stete mnogo vece ako obole mlade biljke. Bududéi da se sva tri virusa prenose
insektima, korisno je u klijali§tima suzbijati insekte. I uni$tavanje korova,
narocito korova koji pripadaju porodici krstasica u kojima ovi virusi prezi-

mljuju, predstavlja ¢esto vrlo korisnu mjeru. Buduéi da mogu prezimiti i u
sjemenjacima, moraju se takve biljke uzgajati oko 2 km daleko od podrucja
glavne kulture.

ZAKLJUCAK

Na podruc¢ju Jugoslavije rasprostranjena su tri razli¢ita soja virusa mo
zaika postrne repe (turnip mosaic virus) koji su izolirani iz kupusa (Brassica
oleracea var. capitata), ¢eSnjace (Alliaria officinalis) i ljubi¢ine (Matthiola in-
cana). Ta se tri soja mogu lako razlikovati na osnovi vladanja prema test-bilj-
kama Brassica oleracea, Nicotiana tabacum i N. glutinosa. Jedan od tri spome-
nuta soja, i to soj iz ljubiine, smatrao se dugo vremena posebnom virusnomsy
vrstom. Da ipak sva tri soja pripadaju jednoj te istoj virusnoj vrsti, proizlazi
iz ¢injenice $to imaju slican krug domadara, $to imaju elementarnu Cesticu
jednake duZine (oko 750 nm) i $irine (12 do 13 nm) $to se podudaraju s obzi-
rom na fizikalna svojstva, $to stvaraju vrlo sli¢ne ili jednake amorfne i krista-
lini¢ne intracelularne inkluzije i $to njihovi antiserumi pozitivho reagiraju
prilikom unakrsnih reakcija sa svim sojevima.

U primorskim podruc¢jima Jugoslavije dosta je est virus mozaika cvjeta-
Ce (cauliflower mosaic virus) za koga je karakteristi¢no da je vezan za poro-
dicu krstasica. Ovaj virus, koji kod nas izaziva velike gubitke u kulturama
cvjetaCe, ima poliedri¢nu elementarnu Cesticu s dijametrom oko 50 nm. U sta-
nicama njegovih domadara obrazuju se amorfne inkluzije, tzv. X-tijela, koja
imaju homogenu strukturu i isti¢u se jakim lomom svjetla.

U ovom je radu po prvi put objavljeno da je u Jugoslaviji pronaden i vi-
rus Zutog mozaika postrne repe (turnip yellow mosaic virus) koji takoder
u mnogim zemljama uzrokuje velike gubitke u kulturama krucifera. Virus je
pronaden u mjestu Zalec u Sloveniji. I ovaj virus ima poliedri¢nu ¢esticu, ali
njen dijametar iznosi samo 28 nm. Karakteristi¢no je za nj da izaziva vaku-
oliziranje kloroplasta i medusobno spajanje odnosno sljepljivanje ovih plas-
tida. Vjerojatno su promjene u plastidima uzrok tome Sto neki njegovi do-
madari, kao npr. Brassica rapa var. rapifera, B. chinensis i B. perviridis, ima-
ju intenzivno Zuto obojene dijelove listova po kojima je virus dobio pridje-
vak »zutic.
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NEUE ANGABEN UBER DIE KRUZIFEREN-VIREN IN JUGOSLAWIEN
Zusammenfassung

Von

Dorde Mamula, Nikola Jureti¢, Dr. Mercedes Wrischer, Dr.
Zvonimir Devidé und Dr. Davor Mili¢i¢

Botanisches Institut der Universitit und Institut »Ruder
Boskovié« Zagreb

In Jugoslawien gibt es drei Stimme von Kohlriibenmosaikvirus (turnip
mosaic virus), die stark verbreitet sind und die die Verfasser vom Weisskohl
(Brassica oleracea var. capitata), vom Knoblauchkraut (Alliaria officinalis)
und von der Levkoje (Matthiola incana) isoliert haben. Diese Stamme kon-
nen auf Grund ihrer Verhalten gegeniiber den Testpflanzen Brassica oleracea,
Nicotiana tabacum und N. glutinosa voneinander leicht unterschieden werden.
Der von der Levkoje gewonnene Stamm wurde lange Zeit als eine besondere
Virusart (Buntstreifigkeit-Virus der Levkoje, Matthiola virus 1) gehalten.
Die Zugehorigkeit aller drei Stamme dem Kohlriibenmosaik-Virus beweisen
folgende Tatsachen: sie haben gleich grosse Viruspartikeln (Lange um 750 nm
Breite 12 bis 13 nm); ihre physikalischen Eigenschaften stimmen iiberein; sie
verursachen dhnliche oder gleiche amorphe und kristalline Zelleinschliisse;
und ihre Antiseren geben in ¥berkreuzungsreaktionen mit allen drei Stim-
men die gleichen positiven Ergebnisse.

In den Kiistengebieten Jugoslawiens ist das Blumenkohlmosaik-Virus
(cauliflower mosaic virus) ziemlich stark verbreitet, das nur Angehorige der
Familie Cruciferae befallen kann. Dieses Virus, das in den Kruziferenkulturen
grosse Verluste verursachen kann, hat polyedrische Elementarpartikeln mit
einem Durchmesser von 50 nm. In den Zellen seiner Wirtspflanzen bildet es
amorphe Zelleinschliisse, sog. X-Kérper, die sich durch optische Homogenitat
und einen hohen Lichtbrechungsindex auszeichnen.

Schliesslich wurde in der vorliegenden Mitteilung zum ersten Mal festges-
tellt, da3 in Jugoslawien auch das Wasserriibengelbmosaik-Virus (turnip
yellow mosaic virus) vorkommt. Dieses Virus, das bekanntlich in vielen
Liandern betrdachtliche Verluste in den Kruziferenkulturen hervorruft, wurde
in Slowenien unweit des Ortes Zalec festgestellt. Es besitzt polyedrische Teil-
chen mit einem Durchmesser von 28 nm. Fiir dieses Virus ist es charakteris-
tisch, dass es eine Vakuolisierung von Plastiden und nachher eine Verklebung
von mehreren Plastiden zu einheitlichen Korpern verursacht. Wahrschleinlich
sind diese Plastidenveranderungen die Ursache, dass verschiedene Testpflanzen
dieses Virus, wie z. B. Brassica rapa var. rapifera, B. chinensis und B. per-
viridis, intensiv gelb gefdrbte Blatteile besitzen, nach denen das Virus den
Namen »Gelbmosaikvirus« bekommen hat. Dass es sich im vorliegen-
den Fall wirklich um das Wasserriibengelbmosaik-Virus handelt, wurde nicht
nur auf Grund symptomatologischer, sondern auch auf Grund serologischer
Untersuchungen geschlossen, die mit einem von Dr. C. H. Cadman (Inver-
gowrie, Dundee, Schottland) liebenswiirdigerweise iibersendeten Antiserum
ausgefiihrt wurden (vgl. Tabelle 3).
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