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Prve podatke o virusima karanfila u Jugoslaviji iznijeli su Sarié et
al. (1972). Oni su utvrdili nazo¢nost virusa i$aranosti karanfila (u daljem
tekstu VIK = carnation mottle virus) upotrebljavajuéi za identifikaciju
pokusne biljke i seroloSke reakcije. Prilikom tih istrazivanja utvrdeno je
kako je velik broj kultiviranih sorata karanfila (Dianthus caryophyllus L.)
koje se uzgajaju u staklenicima u primorskim krajevima i u unutra$njosti
bio zarazen VIK-om. Inficirani karanfili pripadali su sortama: Arthur Sim,
Crowley’s Sim, G. J. Sim, Red Sim, New Red Sim, William Sim, White Sim,
Nora, Scania i drugim. Od 30 istrazenih sorata samo su dvije bile bez vi-
rusa :Laddie i Dusty Yellow.

Sarié et al. (1972) takoder su zapazili da udomadene stare sorte od
D. caryophyllus i samonikla vrsta D. giganteus D’Urv. subsp. croaticus (Bo-
rbds) Tutin nisu bile inficirane virusom. Na osnovi toga autori opravdano
smatraju da je VIK unesen u nasu zemlju zaraZenim sadnicama. Nakon
unos$enja virusa infekcija se mogla lako prenositi dodircm prilikom vegeta-
tivnog razmnozavanja te se proSirila u staklenicima i na otvorenom.

Kasnije je zapazeno da je VIK vrlo rasiren i u staklenicima Novog Sa-
da i Beograda gdje izaziva velike Stete (Perisié et. al. 1977).

Nedavno je Kacicé¢ (1980) ponovno istrazivala staklenicke karanfile
i utvrdila da je od 15 istrazenih sorata 14 sorata bilo inficirano VIK-om.
Zbog potrebe testiranja matiénih biljaka pri uzgoju bezvirusnih karanfila
metodom kulture vrinih meristema, u novije vrijeme prireden je u nas
serum protiv VIK-a (Kacic¢ et al. 1982).

Drugi virus karanfila koji je pronaden u Jugoslaviji bio je virus prste-
naste pjegavosti karanfila (VPPK = carantion ringspot virus). Taj virus
identificirali su u nasoj zemlji Saric¢ et al, (1972) na osnovi reakcije po-
kusnih biljaka Chenopodium quinoa Willd., Ch. amaranticolor Coste et Reyn.,
D. barbatus L. i Gomphrena globosa L.

U ovom radu iznosimo podatke iz koji izlazi da su jo$ dva virusa pri-
sutna na karanfilima u Jugoslaviji. To su virus iSaranosti Zila karanfila
(VIZK = carantion vein mottle virus) i virus mozaika krastavca (VMK =
= cucumber mosaic virus).

Nada BEZIC, dipl. inz. biol., Nasiavni¢ki studij Filozofskog fakulteta, Split.
Prof. dr Zlata STEFANAC, Botani¢ki zavod, Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet, Zagreb.
Prof. dr Davor MILICIC, Botani¢ki zaved, Prirodnoslovno-matematicki fakultet, Zagreb.
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MATERIJAL I METODE

1. Materijal

U pokusima je upotrebljeno nekoliko sorata karanfila D. caryophyllus
s punim cvjetovima koji su nabavljeni u cvjecarnici u Splitu. Karanfili D.
caryophyllus i D. carthusianorum L. s jednostavnim cvjetovima potjecali su
iz Botani¢kog vrta Prirodnoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveudili$ta u Za-
grebu, u kojem su se uzgajali na otvorenom. Primjerci D. barbatus sabrani
su u mjestu Obrez kraj Zagreba, gdje su se uzgajali takoder na otvorenom,
u manjim povrtnjacima.

2. Metode
Prijenos virusa lisnim uSima

Za odvajanje VIZK iz smjese s VIK upotrijebili smo primjerke lisne
usi Myzus persicae Sulz., ¢iju smo kulturu odrZavali na zdravoj postrnoj
repi (Brassica rapa L. var. rapifera). PrenoS$enje virusa obavljeno je na ne-
perzistentan nacin, tj. nakon kratkog hranjenja na zaraZzenoj biljci. Poslije
gladovanja od dva sata u$i su se hranile 2—3 minute na bolesnim primjer-
cima D. barbatus, a poslije su prenesene u etiri skupine od 15 usiju na &e-
tiri mlade biljke iste vrste. Poslije dva dana usi su uniStene insekticidom,
a biljke zadrzane na promatranju u stakleniku u kojem nije bilo insekata.
I ostali prijenosi s usi M. persicae obavljeni su na neperzistentan nacin.

SeroloSki pokusi

Seroloske pokuse VIK-om obavljali smo metodom dvostruke difuzije u
agarskom gelu (0,9 % otopina agara u fizioloSkoj otopini) koriste¢i serum
koji je bio prireden ranije u nasem laboratoriju. Virus smo testirali u gru-
bom neprociséenom soku karanfila.

Elektronska mikroskopija

Za elektronsku mikroskopiju upotrebljeni su listovi vrsta D. barbatus
i Ch. quinoa. Mali dijelovi listova fiksirani su u 1 °/e (v/v) glutarnom alde-
hidu u kakodilatnom puferu tokom 30 min. i poslije toga su ponovo fiksi-
rani u 1 70 (w/v) osinijevom tetroksidu kroz 2 sata, Fiksirani komadici bili
su dehidrirani u seriji alkohola i poslije toga uklopljeni u aralditu. Ultra-
tanki rezovi obojeni su uranilnim acetatom i olovnim citratom. Najzad su
rezovi istrazeni u Siemensovu Elmiskopu I (Institut »Ruder Boskovicé«, Za-
greb) ili u elektronskom mikroskopu JEM 100 B (Prirodno-matematicki fa-
kultet, Sarajevo).

REZULTATI

Najvedi dio karanfila s punim cvjetovima (staklenicki uzgoj iz Splita)
koje smo istrazili serumom protiv VIK bio je zarazen tim virusom. To po-
tvrduje ranija istrazivanja da je VIK vrlo raSiren u naScj zemlji (Sarié
et al. 1972, Perisdié etal. 1977, Kacdié 1980).
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1. Nalaz virusa iSaranosti zila karantila

Prvi izolat VIZK potjece od karanfila s punim cvjetovima tamnoljubi-
¢aste boje koji je nabavljen u Splitu. Virus je prenesen najprije meha-
nickom inokulacijom na D. barbatus gdje je izazvao iSaranost u podrucju
lisnih #ila. Na osnovi nastalog simptoma mogli smo naslutiti da se radi o
VIZK. Bududéi da smo u izvornom karanfilu iz Splita seroloski utvrdili VIK,
smatrali smo da se u biljci D. barbatus nalaze oba virusa u smjesi. Stoga
smo VIZK pokusali izdvojiti na zdrave primjerke vrste D. barbatus s po-
modu usi M. persicae, koja ne prenosi VIK. Deset do 20 dana poslije ino-
kulacije u$ima pojavile su se na mladim listovima D, barbatus intenzivne
kloroti¢ne promjene (sl. 1). Kloroze su narodito bile izrazene duz Zzila. Sta-

Sl 1. List vrste Dianthus barbatus sistemicéno zarazen s VIZK.
Fig. 1. D. barbatus leaf systemically infected with CarVMV.

renjem listova kloroza je postupno nestajala tako da su stariji listovi bili
normalno zeleni. Taj simptom na D. barbatus karakteristican je za VIZK
(Kassanis 1955).

Iz vrste D. barbatus koja je bila zaraZena udima izolat je prenesen me-
hani¢ki na Ch. quinoa. Na inokuliranim listovima nastao je velik broj lezija
nepravilnog oblika, do stotinu na pojedinom listu, tako da su se lezije me-
dusobno stapale. Deset dana poslije inokulacije lezije su se pocele pojavlji-
vati i na gornjim neinokuliranim listovima, a bilo ih je nekoliko desetaka
na pojedinom listu. Za razliku od lezija koje je na Ch. quinoa izazivao VMK
i koje su bile smede (vidi potpoglavlje 2), lezije VIZK bile su bjelkaste. Na
vrsti Ch. amaranticolor izolat je prouzrotio samo lokalne lezije na inokuli-
ranim listovima koje su u zrelom stanju imale nekrotican centar i crveni
prsten oko centra, pa su odgovarale lezijama koje je opisao Hollings
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(1956) za VIZK. Posebno je karakieristi¢no reagirala vrsta C. foliosum (Mo-
ench.) Asch. na ¢ijim su se listovima formirale okrugle kloroti¢ne odn, ne-
kroti¢ne lezije (sl. 2). Simptomi na vrsti Silene armeria L. bili su tokom
z'mskih mjeseci osobito izrazeni i takoder karakteristi¢ni. Sastojali su se

Sl. 2. Kloroti¢ne lezije na listu Chenopodium foliosum inokuliranom s VIZK.
Fig. 2. Chlorotic lesions of CarVMV on inoculated leaf of Ch. foliosum.

Sl. 3. Jaki simptomi na vrsti Silene armeria nakon zaraze s VMK (lijevo
i VIZK (desno). Biljke su iste starosti.

Fig. 3. Severe symptoms induced in S. armeria by CMV (left) and CarVMV
(right). Plants are of similar age.
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od kloroticnog mozaika i kloroti¢nih pjegica na mladim vr$nim listovima
te vecih kloroti¢nih pjega obrubljenih smedim nekroti¢nim linijama i opceg
Zucdenja na starijim listovima (sl. 3).

Radi sigurne identifikacije virusa izvrSena je analiza tkiva s pomodu
elektronskog mikroskopa (Bezié¢ et al. 1983). U ultratankim presjecima
kroz zarazene listove vrsta Ch. quinoa i D. barbatus vidjele su se cilindri¢-
ne citoplazmatske inkluzije u obliku smotaka, petlja ,cijevi, struktura »pin-
-wheel«, laminatnih agregata (sl. 4, 5) i snopova. Os'm toga pronadene su
virusne destice paralelno rasporedene u nizu uz rub citoplazme. Konfigura-
cija cilindri¢nih uklopina te nadeni agregati virusnih cestica karakteristi¢ni
su za infekcije VIZK-om (Weintraub i Ragetli 1970, Edward-
son 1974).

Kao §to je poznato, smoci i ostali navedeni oblici predstavljaju razli¢ite
aspekte cilindri¢nih citoplazmatskih uklopina, karakteristi¢nih submikros-
kopskih struktura proteinske prirode koje prate infekcije virusima iz sku-
pine potyvirusa. Radi jasnije predodzbe shematski su prikazana tri modela
takvih cilindri¢nih uklopina (sl. 6).

SI. 4. Cilindricne uklopine na ultratankom presjeku kroz list \D. barbatus
zaraZen s VIZK. Uklopine se vide u poprec¢nom presjeku (»pin-wheel« — PW,
petlja — L) i uzduznom presjeku (cijev — T), te kao laminatni agregati —
LA. (Snimljeno u Institutu (»Ruder BoSkovic«, Zagreb).

Fig4. Cylindrical inclusions in ultrathin sections of D. barbatus leaf infected
with CarVMV. The inclusions are seen in cross (the »pin-wheel« — PW, 100p
— L) and in longitudinal (tube — 'T) sections, and as laminated aggregates
— LA. (Micrographed at »Ruder BoSkovié« Institute, Zagreb).
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SL. 5. Cilindri¢ne uklopine u Ch. quinoa zaraZenom s VIZK.

»Pin-wheel« — PW, smotak — S, laminatni agregat — LA. (Snimljeno na
Prirodno-matematic¢kom fakultetu, Sarajevo).

Fig. 5. Cylindrical inclusions induced by CarVMV in C. quinoa.

sPin-wheel« — PW, scroll — S, laminated aggregate — LA. (Micrographed
at Faculty of Science, Sarajevo).

Sl. 6. Shematski prikaz prostornog izgleda cilindricnih citoplazmatskih uklo-
pina dvaju potyvirusa (prema Edwardsonu i sur. 1968).

Fig. 6. Diagramatic rperesentation oh a portion oh three-dimensional cylin-
drical cytoplasmic inclusions induced by two potyviruses (according to Ed-
wardson et al. 1968).

Drugi izolat VIZK potje¢e od vrste D. barbatus. Virus je izdvojen na
mehani¢ki nacin uz dodatak fosfatnog pufera 0,01 M, pH 7 na sjemenjake
‘ste vrste. Da bismo ustanovili prenosi li se taj izolat u$ima, izvrsili smo
pokus prijenosa pomocu usi M. persicae i utvrdili da se virus prenosi na
zdrave primjerke D. barbatus na neperzistentan nac¢in. Budu¢i da su to
svojstva karakteristi¢na za VIZK, pristupili smo i u ovom slué¢aju elektron-

192




skomikroskopskim istrazivanjima. Snimke su pokazale da se u stanicama
nalaze cilindri¢ne citoplazmatske inkluzije karakteristicne za VIZK (E d-
wardson 1974). Osobito su bile ¢este inkluzije u obliku kruga.

Treéi izolat VIZK potjede od vrste D. carthusianorum. Iz biljke, koja
nije pokazivala zamjetljive vanjske simptome, izolirali smo virus pomocu vr-
ste Ch. quinoa. Simptomi na vrstama Ch. quinoa i Ch. amaranticolor nisu
se razlikovali od simptoma naseg prvog izolata. U elektronskom mikroskopu
snimljeno je 12 virusnih &estica tog izolata. Cestice su bile savitljivi Stapici
(sl, 7) &ija je normalna duZina iznosila 770 nm. Na ultratankim prerezima
kroz inficirane listove Ch. quinoa nadene su cilindri¢ne citoplazmatske in-
kluzije u obliku laminatnih agregata, snopova, cijevi i dr.

Sl. 7. Cestice VIZK u sirovom soku Ch. quinoa. (Smimljeno u Institutu
»Ruder Boskovié«, Zagreb) %

Fig. 7. CarVMV particles in crude sap from gnfected C. quinoa.
(Micrographed at »Ruder BoSkovic« Institute, Zagreb).

' .Cetvrti izolat VIZK potje¢e od primjerka D. caryophyllus koji je bio
inficiran jo§ i VMP-om. Identifikacija toga izolata izvrSena je na sli¢an na-
¢in kao 1 identifikacija triju prethodnih izolata.

2. Nalaz virusa mozaika krastavca

Virus je izoliran iz vrste D. caryophyllus mehani¢kim prijenosom na Ch.
quinoa. Na nalazi$§tu u Botani¢kom vrtu bila su sabrana cetiri primjerka
D. caryophyllus, od kojih su dva sadrzavala VMK. Iz jednog od dva pri-
mjerka, zajedno s VMK, bio je izoliran takoder VIZK. VMK odvojen je od
smjese pasazom kroz krastavac koji ne prihvaca VIZK. :

VMK najprije je bio istraZzen na pokusnim biljkama. Na vrsti Ch. qui-
noa tri dana nakon inokulacije nastale su na obradenim listovima karakte-
risti¢ne lokalne lezije velike oko 2 mm, smede boje i barem djelomi¢no ne-
kroti¢ne. Sistemi¢na infekcija nije se razvila. Vrsta C, murale L. reagirala
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je najprije okruglim lezijama na inokuliranim listovima. Lokalne lezije bile
su nekroti¢ne i sivkastozelene boje, a sistemi¢ni simptomi u obliku prosvje-
tljivanja Zila i nekroza. Sistemiéni simptomi na vrsti Silene armeria, koja
je bila zaraZena tokom zime, bili su opcée Zucenje i naglaseno suZenje lisne
plojke s osobito izrazenom krzljavoscu (sl. 3).

Reakcije pokusnih vrsta upozoravale su na mogucnost da je infekciju
prouzro¢io VMK. Buduéi da smo u laboratoriju imali na raspolaganju anti-
serum od VMK, koji nam je pred viSe godina poslao dr. E. Luisoni
(Torino, Italija), poSlo nam je za rukom seroloskim pokusima u agarskom
gelu utvrditi da na$§ izolat pripada VMK. Prema reakciji pokusnih biljaka
i svojoj stabilnosti virus je vrlo blizak talijanskom izolatu (Bezic¢ et al.
1983).

DISKUSIJA

Nesumnjivo je VIK najopasniji virus na kulturama karanfila u Jugosla-
viji. Tijekom nasih istrazivanja na$li smo ga gotovo u svim primjercima
karanfila koji su bili odredeni za prodaju. Hollings (1968) tvrdi da taj
virus uzrokuje vrlo slabe simptome na listovima koji se lako mogu previ-
djeti. Osim toga isti¢e da je u toku 12 godina istrazio nekoliko tisuc¢a ka-
ranfila iz komercijalnih zaliha i utvrdio da su svi primjerci bili inficirani
VIK-om.

Da bi se smanjio broj zaraZenih karanfila u ovom kraju, priredene su
za potrebe Instituta za jadranske kulture i melioraciju krSa u Splitu vece
koli¢ine antiseruma protiv VIK-a. Pored toga institut u Splitu ve¢ neko
vrijeme nastoji kulturom vr$nih meristema eliminirati VIK iz komercijalnih
sorata i uzgojiti bezvirusne karanfile (Kac¢ié¢ et al. 1982).

Vaznost odstranjivanja VIK-a iz nasada karanfila vrlo je velika. Hol-
lings (1968) isti¢e da su S$tete od VIK-a podmukle i moguce ih je utvrditi
samo ako se bolesne biljke mogu izravno usporediti sa zdravima. Prinos
cvjetova zdravih biljaka je oko 50 "o veci, a rast i jedrina mnogo su izra-
Zeniji nego u biljaka inficiranih VIK-om.

Drugi virus karanfila koji je naden u Jugoslaviji jest VPPK (Saric¢ et
al. 1972). Taj je virus takoder vrlo infekciozan i otporan te se lako prenosi
od biljke na biljku prilikom rada zaraZenim karanfilima i kad se listovi taru
jedan o drugi. No, VPPK lako se moze prepoznati zbog jasno vidljivih sim-
ptoma na listovima, pa se inficirane biljke mogu ukloniti. Zbog toga je VPPK
prakti¢ki odstranjen iz svih nasada karanfila. Mi taj virus dosad nismo us-
pjeli izolirati. Nedavno je Lawson (1981) u opSirnom elaboratu o kon-
troli virusa ukrasnih biljaka naveo $est virusa koji prouzrokuju najvece
teskoce u uzgoju karanfila. VPPK postavljen je na posljednje mjesto.

Mnogo veée znacenje ima VIZK koji je u navedenom popisu Lawso-
na (1981) na drugom mjestu, odmah iza VIK. VIZK rasprostiranjen je u
svim krajevima gdje se uzgaja karanfil, a posebno u sredozemnom podrudju.
Nije, prema tome, ¢udno, $to smo trazeci viruse karanfila naisli odmah na
&etiri izolata koji gotovo sigurno pripadaju VIZK-u.
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Cetvrti virus karanfila, o kojem je ovdje bilo govora, jest VMK (Bezié¢
et al. 1983). Reakcija pokusnih biljaka i seroloski pokusi pokazuju da je na$
izolat VMK vrlo sli¢an izolatu koji su proudavali Lovisolo et al. (1968), Sto
se ti¢e znacenja VMK za kulture karanfila ,ona vjerojatno nije velika. Taj
virus nije naveden medu S$est najvaZznijih virusa karanfila koje spominje
Lawson (1981).

Da bi se zastitila produkcija karanfila u Jugoslaviji, trebalo bi utvrditi
koji su virusi ¢esto prisutni na karanfilima iz stakleni¢kih kultura. Ovaj rad
je prilog toj potrebi.

SAZETAK

Iz stakleni¢kog uzgoja karanfila (Dianthus caryophyllus L.) u Splitu izo-
liran je virus iSaranosti zila karanfila (VIZK = carnation vein mottle virus).
Isti virus izoliran je i iz vrsta D. caryophyllus, D. barbatus L. i D. carthu-
sianorum L. koje su rasle na otvorenom u Zagrebu i okolici. Svi izolati VIZK
identificirani su na osnovi istrazivanja kruga domadina, neperzistentnog pre-
noSenja s pomocu lisne usi Myzus persicae Sluz. te s pomocu elektronsko-
mikroskopskih istrazivanja.

Iz karanfila D. caryophyllus koji je restao na otvorenom u Zagrebu izo-
liran je virus mozaika krastavaca (VMK = cucumber mosaic virus). Virus
je identificiran analizom na pokusnim biljkama i serolo$kim metodama.
VIZK i VMK ranije nisu bili utvrdeni na karanfilima u Jugoslaviji.

U radu se isti¢e vaznost poznavanja virusa na karanfilima u nas te nji-
hove eliminacije iz komercijalnih sorta.

Zahvaljujemo ing. Jakovu Bili¢icu iz Vrtlarskog kombinata »Zitnjak« u
Zagrebu za materijal i korisne podatke. Rad su financirali Samoupravna in-
teresna zajednica za znanstveni rad SR Hrvatske (SIZ IV) i navedeni In-
stitut iz Splita.

DISTRIBUTION OF CARNATION VIRUSES IN YUGOSLAVIA
N. Bezié, Z. Stefanac and D. Mili¢ié

(Teacher’s College, University of Split; Departmen of Botany,
Faculty of Science, University of Zagreb)

Summary

In addition to carnation mottle and carnation ringspot viruses, pre-
viously deteced in Yugoslavia, two other viruses were recently found on
carnation plants in this country: carnation vein mottle virus (Car VMV) and
cucumer mosaic virus (CMV). Car VMV was isolated from glasshouse-grown
Dianthus caryophyllus L., and from D. caryophyllus, D. barbatus L. and D.
carthusianorum L. which were grown in the open. The isolates were identi-
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fied by analyse of the host range, non-persistent way of transmission by
Myzus persicae Sulz., and by electron microscopy of virus particles and
cylmdnoa.l cytoplasmic inclusions. CMV was isolated from D. caryophyllus
grown in the open. "Accentuated is the importance of detecting viruses present
on carnations in Yugoslavia and of their elimination from commercial varie-
ties.
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