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PRIMJENA SEROLOSKOG TESTA U ISTRAZIVANJU VIRUSA ISARANOSTI
KARANFILA

uvobD

Izmedu virusa koji su dosad izolirani iz karanfila, za uzgajivaée su po-
sebno vasni oni, koji ne izazivaju vidljive simptome na biljci, ali smanjuju
proizvodnju cvjetova i reznica a nepovoljno utjecu i na ozivljavanje reznica.
Najrasprostranjeniji virus karanfila, virus i%aranosti karanfila, VIK, (Car-
nation mottle virus, CarMV) manifestira se vrlo slabim simptomima, kao
jedva primjetni difuzni mozaik, uglavnom na prvim listovima. Dok se biljke
zarazene virusima koji se ofituju dobro vidljivim simptomima mogu lako
woditi i odstraniti iz uzgoja, one zaraZene virusom isaranosti karanfila zbog
prividno zdravog izgleda, ostaju u uzgoju, od njih se uzimaju reznice i tako
se virus dalje $iri. Osim ovoga, velikoj rasprostranjenosti pridonose i sama
svojstva tog virusa. VIK je vrlo stabilan virus koji se nalazi u visokoj kon-
centraciji u biljei; u soku inokulirane test biljke Chenopodium quinoa kraj-
nja totka razrjedenja iznosi 10-7 do 10-8, tocka termalne inaktivacije 850 do
900C, u sasuSenom lisnom tkivu Suvanom na 40C zadriava infektivnost vide
od tri godine, a u soku pri sobnoj temperaturi oko 50 dana. (3, 5, 6, 8, 13)

Buduéi da VIK smanjuje produktivou sposobnost biljke, od velike je
va¥nosti da matidne biljke od kojih se uzimaju reznice ne budu zaraZeme
#im virusom. Obzirom da simptomi zaraze nisu vidljivi, potrebno je mati¢ne
biljke testirati tj. provjeriti uobi¢ajenim sereolo$kim i biolo$kim testovima
njihovo zdravstveno stanje. (1, 2, 11, 12)

Posljednjih godina u nas se znatno prosirio komercijalni uzgoj karan-
fila u staklenicima. Sadni materijal se uvozi iz zemalja u kojima je VIK
prodiren, pa je postojala opravdana sumnja da smo tim sadnicama i rezni-
cama uvezli i proirili VIK, upravo zbog toga $to se uglavnom ne uvozi bez-
virusni sadni materijal. Kako nema sluzbenih podataka o prisutnosti toga
virusa u nas, odlu¢ili smo istraZiti da 1i je taj virus proSiren u nas i ustano-
viti koja je metoda najpogodnija za njegovu brzu dijagnozu.

MATERIJAL I METODE

Materijal za istrazivanje potje¢e od nasih glavnih proizvodada karanfila:
HEPOK—Mostar, Agrokombinat—Zagreb, VK /itnjak—Zagreb, PK Jadro
—Split, Parkovi i nasadi—Split. Sadni materijal nasi proizvodadi su uvezli
iz Nizozemske (Hilverda, LEK, Van Staaveren), Francuske (Barberet) i Dan-
ske (DCK). U istrazivanje smo ukljucili gotovo sve varijetete karanfila koji
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se u nas uzgajaju kao i domaci Dianthus caryophillus Chabaud koji smo
sakupili po vrtovima u raznim lokalitetima uglavnom oko Zagreba i Splita,
te samoniklu vrstu Dianthus croaticus Borb. koju smo sakupili na prirodnim
staniStima u Zagrebackoj i Samoborskoj gori. Od pojedinih varijeteta izdvo-
jeno je slu¢ajnim izborom po desetak biljaka od kojih su uzeti vréni listovi
za testiranje.

Za dijagnozu virusa primijenjen je serologki test imunodifuzijom u gehu
i bioloski test. r

Kao gel uzet je 0,99 Difco bactoagar otopljen u puferiranoj fiziologkoj
otopini (0,850/ NaCl) kojoj je kao antiseptik dodan Na-azid. Reakcije su
izvodene u petri-posudama i na predmetnim stakalcima. Antigen u koliéini
od 0,1 ml. smjeSten je u periferne rezervoare, dok je antiserum takoder u
koli¢ini od 0,1 ml. bio u sredi¥njem rezervoaru. (SI. 3, 4). Antiserum VIK
bio je titra 1:4096 a uziman je u razrjedenju 1:16. Kao izvor antigena po-
sluzio je sok iz listova karanfila procijeden kroz gazu. Za usporedbu imali
smo tipi¢an soj VIK (CarMV) koji nam je kao i njegov homologni antiserum
poslao dr M. Hollings (Glasshouse crop research institut, Little Hampton,
V. Britanija), zatim na$ soj VIK izoliran iz prirodno zarazeme biljke Cheno-
podium quinoa.

Za biotestove primijenjena je uobifajena tehnika preno$enja virusa so-
kom, a kao test biljke, vrste Chenopodium quinoa i Ch. amaranticolor. Radi
diagnoze virusa prstenaste pjegavosti karanfila (Carnation ringspot virus)
u test smo jo$ ukljucili i vrste Dianthus barbatus i Gomphrena globosa.
(4, 9)

Dvadesetak primjeraka zaraZenih karanfila odrzavano je u toku é&itave
godine u stakleniku i mjese¢no 1—3 puta kontrolirano serolo$kim testovima
da bi se ustanovilo postoji li vrijeme kada je koncentracija virusa u soku
tako niska da ga se ne mozZe serolo$kim testom dokazati.

REZULTATI

U toku protekle dvije godine istraZemo je nekoliko stotina primjeraka
karanfila razli¢itih varijeteta. Gotovo svi primjerci bili su zaraZeni virusom
i8aranosti karanfila, dapace smo ustanovili zarazu i na materijalu koji je bio
deklariran kao bezvirusni (virus free) (Sl. 3). Tako npr. od 4 testirana
uzorka varijeteta William Sim jedan je bio zaraZen, kao i oba uzorka vari-
jeteta G. J. Sim (SL 3).

U tabeli 1 prikazani su paralelno rezultati serolo$kih i biologkih testova
iz kojih je vidljivo da se VIK moze serolo§ki dokazati direktno u soku ka-
ranfila jednako uspjesno kao i bioloSkim testom.

Seroloske reakcije nastupale su prosje¢no za 7—38 sati. Linije precipita-
cije u gelu bile su vrlo ostre i dobro vidljive tako da prilikom oditavanja nije
bilo pote$koca. Linije precipitacije razli¢itih varijeteta su se medusobno
potpuno spajale $to znaci da se uvijek radilo o istom soju virusa. Takoder
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su se stapale i linije precipitacije izolata iz karanfila i tipi¢nog soja VIK,
a to ukazuje da su izolati iz karanfila seroloki vrlo srodni ili ¢ak identi¢ni
s tipiénim sojem (Sl 4).

VIK se sokom iz karanfila vrlo lako prenosi na zeljaste test biljke. Na
biljci Chenopodium quinoa lokalni simptomi pojavili su se nakon 3—4 dana,
a veé Sesti dan doslo je do sistemi¢ne infekcije (SI. 1).

Vrste Dianthus barbatus i Gomphrena globosa reagirali su u nekim slu-
dajevima simptomima karakteristi¢nim za virus prstenaste pjegavosti karan-
fila, VPPK (Cornation ringspot virus Car RV). Tim virusom bilo je zarazeno
nekoliko uzoraka varijeteta Keefer’s cheri, William Sim, Harvest moon. Na
inokuliranim biljkama Dianthus barbatus pojavili su se kloritiéni prstenovi i
linije (Sl 2), a Gomphrena globosa reagirala je sistemicnom infekcijom.

Naprotiv VIK u toj biljci izaziva samo lokalnu infekciju. VIK nismo uspjeli

Slika 1
VIK : lokalni (lijevo) i sistemicni (desno) simptomi na
biljci Chenopodium quinoa
Car MV: local (left) and systemic (right) symptoms
on Chenopodium quinoa
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prenijeti na Dianthus barbatus iz razloga $to su samo neki posebni klonovi
osjetljivi na taj virus, a takve klonove nismo imali.

Takoder smo ustanovili da se serolo$kim testovima tijekom Citave go-
dine moZe dokazati VIK u soku karanfila, jer je koncentracija virusa uvijek
bila prili¢no visoka.

Zarazu nismo ustanovili ni u jednom ispitivanom uzorku domacdeg Cha-
baud karanfila kao ni u samonikloj vrsti Dianthus croaticus. Borb.

Slika 2
Virus prstenaste pjegavosti karanfila: sistemicni simptomi
na biljci Dianthus barbatus
Car RV: systemically infected Dianthus barbatus

DISKUSIJA

Serolotka reakcija imunodifuzijom u gelu pokazala se u nasim istrazi-
vanjima kao vrlo pogodan i siguran dijagnosticki test za VIK. Taj se test
pckazao jednako osjetljiv kao biotest a ima izvjesne prednosti; rezultati se
dobiju mnogo brze, reakcije se odvijaju pod kontroliranim laboratorijskim
uvjetima i nije ptreban stakleni¢ki prostor.
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Seroloske reakcije u gelu:
Serological reactions in gel:

Slika 3
As-antiserum VIK raz. 1/16; As-antiserum to CarMW dil. 1/16
Antigeni raz. 112; William Sim = A, A,, A3, A4, G. J. Sim = By, B,.
Antigens dil. 1/2; William Sim = A, A,, A3, Ay, G. J. Sim = B,, B,.

Pouzdanost serolodkih testova ovisna je o koncentraciji virusa u biljci
a ona tijekom godine varira. Pri niskim koncentracijama ne dolazi do preci-
pitinske reakcije. Prema podacima Kempa (11) u uvjetima uzgoja karanfila
u Ontariu (Kanada) koncentracija virusa je najniza u mjesecu lipnju i tada
se virus ne moze otkriti serolo$kim testom. Medutim, u na$im se prilikama
uzgoja pokazalo da je koncentracija virusa uvijek bila dovoljno visoka, jer
su se tijekom cijele godine dobivale jasne precipitinske reakcije. Prema to-
me se serolo$ki test moZe s velikom sigurmo$éu primijeniti u odabiranju
zdravih mati¢nih biljaka.
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Slika 4

As-antiserum VIK raz. 1/16: As-antiserum dil. 1/16

Antigeni raz. 1/2: New red Sim = C, Scania; = D, Don Diablo = E
Scania, = G, kontrola, tipiéni soj VIK = K

Antigens dil. 1/2: New red Sim, = C, Scania, = D, Dou Diablo = E,
Scania, = G, typical strain of CarMW = K

Ovako velika rasprostranjenost virusa i$aranosti karanfila posljedica je
uvoza veé zaraZenog sadnog materijala. Mi smo u nekoliko navrata ustanovili
zarazu virusom iSaranosti karanfila kao i virusom prstenaste pjegavosti u
materijalu koji je bio tek uvezen, dakle prije nego Sto je uopce bio posaden.
Domacdi Chabaud karanfil kao ni samonikla vrsta D. croaticus nisu bili zara-
Zeni ni s jednim virusom te prema tome ne predstavljaju izvor infekcije.

Zarazu nisu mogli prosiriti ni insekti jer nijedan od dva spomenuta Vi-
rusa ne prenose insekti. OCito je dakle da uvezeni zarazeni sadni materijal
predstavlja izvor zaraze, a buduci da se karanfil razmnaza vegetativno, za-
raza se tako brzo dalje Sirila.
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Tabela 1

Rasprostranjenost virusa iSaranosti }caranfila ( VIK) u raznim varijfthtima
Occurence of Carnation mottle virus in different carnation varieties

e e L

Red. testovi Porijeklo istraZivanog Ima-
br. Varijetet serolodki biologki terijala — Origin of inves-
No. Varieties seroassay bioassay tigated material
1 2 3 4 5
1. ALEC + + PK Jadro — Split
— (0] Agrokombinat
2. ARTHUR SIM + = PK Jadro — Split
+ + VK Zitnjak
3. CARNEVAL + (0] Agrokombinat
777777 6 a8 -
+ + Agrokombinat
4, CLEAR YELLOW — — VK Zitnjak
_ + Agrokombinat
5. CROWLEY'S SIM # + VK Zzitnjak
6. DARK LENA E= (0] VK Zitnjak
7. DARK PINK + + Hepok
R S S V- S S — TSR —
8. DIAMOND + + Hepok
9. DON DIABLE + + Parkovi i nasadi — Split
_________ PK Jadro — Split
+ Agrokombinat
10. ESPERANCE + + Hepok
+ + VK Zitnjak
+ (0] Agrokombinat
1. G.J.SIM + O  Hepok
++ + VK. Zitnjak
- S el L it B oK SRR
12. HARVEST MOON + + Agrokombinat
- + Agrokombinat
13. KEEFER'S CHERI =t 0 Hepok
+ (0} VK. Zitnjak
14. LADDIE — (0] Agrokombinat
T e e e
15. LENA + (6] Hepok
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16. MAUDY Tt Gl Hepok

17. MAJESTIC BLANC < 2§ 0 Parkovi i nasadi — Split
18. NEW RED SIM Tl— W 0 Parkm?i;adi — Sp;i
19. NORA i o FEoniemai= Soiit

20. ORCHID BEAUTY e + Agrokombinat
21. PINK + + PK Jadro — Split
+ PK Jadro — Split
22. RED SIM + + VK Zitnjak
4 Parkovi i nasadi — Split
+ + Hepok
23. SCANIA + + PK Jadro — Split
+ Parkovi i nasadi — Split
+ 0 Agrokombinat
24. SHOCKING PINK + + VK Zitnjak
+ + Agrokombinat
25. TANGERINE — 0 PK Jadro — Split
+ + VK Zitnjak
26. YELLOW DUSTY — — VK Zitnjak
27. WHITE SCANIA + (0] Parkovi i nasadi — Split
gy + Agrokombinat
28. WHITE SIM + et Hepok
+ (0] VK Zitnjak
+ = Agrokombinat
29. WILLIAM SIM + (0} PK Jadro — Split
+ -+ VK Zitnjak
30. DIANTHUS CARYOPHYLUS )
CHABAUD — — Razni lokaliteti SRH
31. DIANTHUS CROATICUS BORB. — —_ Zagreba¢. i Samobor. gora
- zarazen sa ViK (infected with Car.M.V.) — nije zarazen (not infected) © nije ispitan (not' investigated)
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THE USE OF SEROLOGICAL TEST FOR THE DETECTION OF
CARNATION MOTTLE VIRUS IN CRUDE SAP

Summary

The experiments were carried out to prove whether the serological met-

hod by immunodiffusion in gel could be used as a routine test for the de-
tection of CarMV in crude sap. This serological method gave satisfactory
results. It could be used as a reliable test over all the year, because under
our conditions the concentration of virus in crude sap was always high
enough to give visible precipitin patterns.

Carnation mottle virus was detected quite in all commercial varieties.

On the contrary, carnation ring spot virus was detected only in few of them.
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