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Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) jedan je od najznacajnijih
biljnih virusa zbog svog negativnog utjecaja na poljoprivrednu proizvodnju. Ovaj Siroko
rasprostranjeni patogen ima veliki krug domacina i inficira vise od 1300 biljnih vrsta,
ukljuCujuéi ratarske, povrtlarske, ukrasne i korovske biljke. Prema literaturnim
podacima, eksperimentalno je potvrdeno da se virus mozaika krastavca prenosi
sjemenom sljede¢ih biljnih vrsta: Glycine max, Phaseolus vulgaris, Spinacia oleracea,
Lycopersicon esculentum, Cucurbita maxima, Cucurbita melo, Cucurbita moshata,
Echynocistis lobata, Lupinus angustifolus, Spergula arvensis, Vinga unguiculata,
Stellaria media, Lamium purpureum, Cerastium holostioides, Senecio vulgaris i
Portulaca oleracea. U ovom radu je ispitivana mogu¢nost prenoSenja CMV sjemenom
prirodno zaraZenih biljaka rosopasa (Chelidonium majus L.). Ispitivanja na izvorno
zarazenim biljkama rosopasa su vrSena DAS-ELISA testom i RT-PCR metodom. U
biljkama izraslim iz zarazenog sjemena virus je dokazan bioloskim metodama i DAS-
ELISA testom. Rezultati eksperimentalnih istrazivanja su pokazali da se virus mozaika
krastavca prenosi sjemenom rosopasa. Ovo su prvi podaci 0 prenoSenju CMV
sjemenom Chelidonium majus L.

Kljuéne rijeéi: virus mozaika krastavca, prenosenje, sjeme, Chelidonium majus L.
UvoD

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) je tipi¢ni pripadnik roda
Cucumovirus iz porodice Bromoviridae (Rybicki, 1995; van Regenmortel et al.,
2000). Prvi put je otkriven 1916. godine u Americi kao uzro¢nik oboljenja krastavca i
muskatne tikve, a od tada, CMV se prosirio u mnoge dijelove svijeta (Francki et al.,
1979; Palukaitis et al., 1992). Ubraja se u grupu opSte rasprostranjenih virusa, ali
njegovo dominantno rasprostranjenje vezuje se za umjereno tople regione gdje se javlja
u pojedinac¢nim ili mijeSanim infekcijama sa drugim virusima (Garcia-Arenal &
Palukaitis, 2008; Krsti¢ & Bulaji¢, 2011). Brojna referentna saopsStenja Sirom
svijeta ukazuju da je CMV jedan od najdestruktivnijih virusa gajenih i ukrasnih biljaka
(Palukaitis etal., 1992, Gallitelli, 2000, Krsti¢ & Bulaji¢, 2011).

! Prirodno-matemati¢ki fakultet, Univerzitet u Sarajevu
Correspondence: renatabestagajevic@gmail.com

105



Renata Beéta-Gajevi¢, Anesa Jerkovi¢-Mujki¢, Amina Ahmetovi¢, Belma Zujo, Selma Pili¢

Cestice virusa mozaika Krastavca su izometri¢ne, promjera 28 do 30 nm (Palukaitis et
al., 1992). Genom CMV virusa ¢ine tri linearne, infektivne jednolancane pozitivne (+)
RNK molekule oznacene kao RNA 1, RNA 2 i RNA 3. Osim genomskih, postoje i dvije
subgenomske RNA 4 i RNA 4A. RNA 1 i RNA 2 nalaze se u zasebnim Cesticama, dok
RNA 3, RNA 4 i RNA 4A dolaze zajedno u istoj partikuli (Gallitelli, 2000). Za
infekciju je potrebno prisustvo sva tri tipa Cestica (Palukaitis et al., 1992;
Roossinck, 2001; Garcia-Arenal & Palukaitis, 2008). Sve RNK imajuna 5™ kraju
7-metilguanozinsku kapu dok je 3’ kraj aminoacetiliran tirozinom koji gradi strukturu
sli¢noj transportnoj RNK. Odredeni sojevi virusa posjeduju i satelitnu RNK (satRNK)
koja u potpunosti zavisi od genoma CMV u pogledu svoje replikacije i Sirenja
(Blanchard et al., 1996).

Virus mozaika krastavca je izuzetno varijabilan, zbog Cfega se lako i uspjesno
prilagodava novim domacinima i uslovima spoljasnje sredine (Roossinck, 2002;
Krsti¢ & Bulaji¢, 2011). CMV ima veoma §irok krug domacina, a prema Garsia-
Arenal & Palukaitis (2008) inficira vise od 1300 vrsta iz preko 500 rodova
monokotiledonih i dikotiledonih biljaka u okviru 100 porodica, uklju¢ujuci povrtlarske,
krmne, korovske, drvenaste i ukrasne biljke. CMV se prenosi lisnim va$ima na
neperzistentan nacin, a u manjem postotku sjemenom nekih inficiranih biljaka,
mehanicki i vilinom kosom (Edwardson & Christie, 1991). Do sada je utvrdeno da
se ovaj virus prenosi siemenom 20 biljnih vrsta, kako gajenih tako i samoniklih biljaka
(Besta-Gajevi¢, 2016; Sacristadn, 2004). Najées¢e prenosenje CMV sjemenom
vezuje se za gajene biljke iz porodica Fabaceae, Brassicaceae i Cucurbitaceae
(Gallitelli, 2000).

S obzirom da prijenos virusa sjemenom ima veliku vaznost ne samo za Sirenje Virusa,
ve¢ 1 za njihovo kontinuirano odrZavanje u prirodi, cilj naseg rada bio je istraziti
moguénost prenoSenja virusa mozaika krastavca sjemenom samoniklih zarazenih
biljaka rosopasa (Chelidonium majus).

MATERIJAL | METODE

U jesen 2020. godine na zelenim povrSinama oko Zemaljskog muzeja u Sarajevu
zapazeni su simptomi virusne infekcije na 80% biljaka Chelidonium majus L. Listovi
prikupljeni u jesen sa deset simptomati¢nih biljaka rosopasa testirani su primjenom
direktne imunoenzimske metode na ploci (engl. Double Antibody Sandwich - Enzyme -
Linked Immunosorbent Assay, DAS-ELISA). Testiranja su vrSena po protokolu koji su
opisali Clark i Adams (1977) primjenom komercijalnih poliklonalnih antiseruma
(Bioreba AG, Switzerland) specifi¢nih za detekciju virusa mozaika krastavca. Svi
testirani uzorci bili su pozitivni na CMV. Za molekularnu detekciju virusa mozaika
krastavca odabrana su dva izolata CMV u kojima je prethodno seroloski dokazano
prisustvo virusa. Primjenjena je metoda reverzne transkripcije prac¢ena lan¢anom
reakcijom polimeraze (engl. Reverse transcription-polimerase chain reaction, RT-
PCR), uz upotrebu specificnih prajmera CMV Aulu i Au2d koji omogucavaju
amplifikaciju CP gena virusa (Krsti¢ et al., 2002). Ekstrakcija ukupne RNK iz listova
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izvorno zaraZenih biljaka rosopasa vrSena je primjenom RNeasy Plant Mini Kit-a
(Qiagen, Hilden, Germany), a detekcija CMV izvrsena je primjenom OneStep RT-PCR
kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvima proizvodaca.
Za ispitivanje prenosenja virusa mozaika krastavaca sjemenom rosopasa prikupljeno je
200 sjemenki sa biljaka u kojima je CMV potvrden primjenom DAS-ELISA testa i
molekularne RT-PCR metode. Mehanicki je usitnjeno 62% prikupljenog sjemena u 5
ml slanog fosfatnog pufera, a dobiveni ekstrakt je dalje koristen za DAS-ELISA
testiranja (Clark & Adams, 1977). Od prikupljenog sjemena 38% je naklijavano u
petrijevkama 72 sata, nakon ¢ega je zasijavano u sterilno zemljiste. Biljke iz sjemena su
uzgojene u kontroliranim uvjetima temperature (23°C) i osvjetljenja (18 sati vjestackog
osvjetljenja dnevno) u laboratoriji za biljnu virologiju na Prirodno matemati¢kom
fakultetu u Sarajevu. Izmedu =zasijanih loncarica bila je udaljenost od 20 cm.
Posmatranje simptoma na biljkama vr$eno je tri mjeseca poslije njihovog nicanja. Biljke
koje su se razvile iz zasijanog sjemena sluzile su za dalja bioloska i seroloska testiranja.
Bioloska testiranja obuhvatala su mehanicku inokulaciju test biljaka infektivnim sokom
iz biljaka rosopasa izraslih iz sjemena. Za ova istrazivanja je odabrano deset biljaka
Chelidonium majus L. koje su se razvile iz sjemena i ispoljavale simptome infekcije.
Inokulum je pripremljen sa 0,01 M fosfatnim puferom pH 7,0 i uz upotrebnu karborunda
praha od 400 mesha kao abraziva. Kao diferencijalne biljke koristene su: Cucumis
sativus L. ‘Cornishon’, Nicotina debneyi L., Nicotiana glutinosa L., Lycopersicon
esculentum Mill. 'Saint Piere', Datura stramonium L. U ispitivanjima je koristeno po
pet biljaka jedne vrste eksperimentalnog domacina. Test biljke su inokulisane u fenofazi
od dva do tri lista i odrzavane su u kontroliranim uslovima svjetlosti i temperature.
Pojava i tip simptoma praceni su na inokuliranim biljkama u periodu od mjesec dana.
Za detekciju CMV virusa u biljkama koje su se razvile iz sjemena kao i u test biljkama
Nicotiana glutinosa koristena je direktna imunoenzimska metoda na plo¢i prema
uputstvu proizvodaca prethodno navedenih komercijalnih dijagnostickih ELISA setova
hemikalija. Na ostalim test biljkama infekcija je potvrdena na osnovu karakteristicnih
simptoma infekcije.

REZULTATI

Na urbanim povrsinama u blizini Zemaljskog muzeja u Sarajevu uoceni su primjerci
prirodno zarazenih biljaka rosopasa (Chelidonium majus L.). Na listovima ovih biljaka
kao rani simptom virusne infekcije moglo se uoditi blago hloroti¢no Sarenilo koje se
manifestiralo zeleno obojenim lisnim nervima sa svijetlozutim interkostalnim
podrué¢jima (slika 1). Kako je infekcija napredovala, hloroti¢no Sarenilo bilo je sve
intenzivnije izrazeno, hloroze su prelazile u nekroze koje su zahvatale sve vec¢i dio lista,
te je dolazilo i do susenja pojedinih listova. Takoder, na pojedinim listovima bile su
primjetne deformacije listova u vidu uvijanosti i blage mjehuravosti. U deset izvorno
zarazenih biljaka rosopasa virus mozaika Krastavca je dokazan na osnovu DAS-ELISA
testiranja. U cilju potvrde rezultata dobivenih seroloskim analizama u dva odabrana
uzorka rosopasa virus je dokazan i RT-PCR analizom primjenom specifi¢nih prajmera
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CMV Aulu i Au2d (Krsti¢ et al., 2002) koji su uspjesno amplifikovali oc¢ekivani
fragment veli¢ine od 847 bp.

Na prirodno zarazenim biljkama rosopasa, kao i na biljkama koje su se razvile iz
inficiranog sjemena, uoceni su sli¢ni simptomi (slika 2).

Slika 1. Izvorno zaraZena biljka Slika 2. Simptomi infekcije na biljkama
Chelidonium majus koje su se razvile iz sjemena zarazenih
biljaka Chelidonium majus

Figure 1. Naturally infected

Chelidonium majus Figure 2. Symptoms on Chelidonium
majus grown from the seed of naturally
infected plant

Za inokulaciju test biljaka koristen je inokulum pripremljen od listova biljaka koje su
izrasle iz zaraZenog sjemena. Test biljke su reagirale na infekciju pojavom
karakteristi¢nih simptoma (slika 3).

Na test biljkama krastavca, Cucumis sativus L. ‘Cornishon’, simptomi infekcije
uzrokovani ispitivanim CMV izolatima bili su sistemi¢ni. Manifestirali su se pojavom
hloroza i zuto-zelenog mozaika na listovima.

Nicotiana debneyi L. je ispoljavala sistemi¢ne simptome infekcije. U kratkom
vremenskom periodu od pet do sedam dana nakon inokulacije simptomi su se ispoljavali
u vidu prosvjetljavanja lisnih nerava, mozai¢nog Sarenila i mjehuravosti na listovima.
U kasnijoj fazi infekcije intenzitet simptoma bio je jace izrazen, te su bile prisutne i
deformacije u razvoju listova kao §to su mjehuravost lisne plojke, kovréanje lista i
redukcija lisne povrsine.

Sistemi¢ni simptomi infekcije na biljkama Nicotiana glutinosa L. bili su primjetni u
vidu blagog mozaika na listovima, deformacije listova u vidu suzavanja i uvijanja
rubova lisne plojke prema licu lista.

Kod biljaka paradajza, Lycopersicon esculentum Mill. 'Saint Piere', simptomi infekcije
su se ispoljavali u obliku uvijanja listova i hloroti¢nog Sarenila na listovima.
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Biljke tatule, Datura stramonium L., su nakon inokulacije ispoljavale izrazene
sistemi¢ne simptome virusne infekcije. Simptomi su se manifestirali u formi hloroti¢nih
pjega, prosvjetljavanja lisnih nerava te mozai¢nog Sarenila. Takoder su uocene

deformacije listova poput mjehuravosti lisne plojke, redukcije povrsine lista i asimetrije
lisne plojke.

Slika 3. Reakcija test biljaka na virus izoliran iz Chelidonium majus. A-Cucumis

sativus ‘Cornishon’, B-Nicotiana debneyi, C-Lycopersicon esculentum 'Saint Piere' i
D-Datura stramonium

Figure 3. Reaction of test plants to the virus isolated from Chelidonium majus. A-
Cucumis sativus ‘Cornishon’, B-Nicotina debneyi, C-Lycopersicon esculentum
‘Saint Piere' and D-Datura stramonium
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Rezultati provedenih ELISA testiranja na CMV su potvrdili prisutnost virusa u izvorno
zarazenim biljkama Chelidonium majus, u njihovom sjemenu kao i u biljkama izraslim
iz zaraZzenog sjemena. U test biljkama Nicotiana glutinosa infekcija CMV potvrdena je
imunoenzimskim testiranjima. Time je nedvojbeno dokazano prenoSenje virusa
mozaika krastavca sjemenom rosopasa.

DISKUSIJA

Zbog razvoja strategija mjera kontrole kojima je moguce intervenirati u situacijama
kada se oc¢ekuje smanjenje prinosa, zbog oboljenja izazvanih fitopatogenim virusima,
neophodno je poznavati slozenu ekologiju virusa Koji izaziva bolest, odnosno
epidemiologiju same bolesti. Epidemioloska istrazivanja su veoma kompleksna i
ukljucuju promjenjive faktore kao §to su virusi, biljni domacini i uslovi spoljasnje
sredine. Razumijevanje virusne epidemiologije ukljucuje poznavanje osobine virusa,
izvora zaraze, nacine odrzavanja virusa u prirodi, puteve Sirenja infekcije i brojne druge
faktore (Duffus, 1971; Besta-Gajevi¢, 2016). Nacin prenoSenja virusa u prirodi je
jedan od najznacajnijih elemenata virusne epidemiologije (Hull, 2002). Prijenos putem
sjemena igra vitalnu ulogu u epidemiologiji virusnih oboljenja, narucito kod gajenih
biljaka (Aishwarya et al., 2020). Virusi se prenose sjemenom preko razli¢itih dijelova
sjemenke. Neki se prenose preko sjemene ljuske (teste), a drugi preko sjemenog
zametka (embrija) biljke. Vecina biljnih virusa koji se prenose sjemenom, prenose se
preko embrija, pa je to najvazniji nacin prijenosa virusa sjemenom (Mink, 1993;
Jerkovi¢-Mujki¢ et. al., 2010). Dosadasnja istraZivanja su pokazala da se oko 18%
biljnih virusa prenosi sjemenom jedne ili viSe vrsta zaraZenih biljaka (Johansen et al.,
1994; Jerkovi¢-Mujkié et. al., 2010). lako je navedeni postotak prijenosa virusa
vertikalnim putem tj. sjemenom malen, ovakav nacin Sirenja je od izuzetnog znacaja
narucito u uslovima monokulturnog uzgoja. Za neke viruse poznato je da mogu sacuvati
infektivnost u sjemenu veoma dugo (Jerkovi¢-Mujki¢ et al., 2010). Prema tome,
samonikle biljke u kojima se virusi umnozavaju i odrzavaju mogu predstavljati izvor
zaraze za brojne kultivirane biljke (Cooke, 2006; Hobbs et al., 2000; Besta et al.,
2010). Prema dostupnim literaturnim podacima, poznato je da se CMV virus prenosi
sjemenom sljedecih gajenih i korovskih biljaka: Glycine max (L.) Merr. (30-100%),
Phaseolus vulgaris L. (0,3-54%), Spinacia oleracea L. (15%), Lycopersicon esculentum
L., Cucurbita maxima Duch., Cucurbita melo L. (2,1%), Cucurbita moshata Duch.,
Echynocistis lobata (Michx.) Torr.&Gray (9-55%), Lupinus angustifolus L. (12-34%),
Spergula arvensis L. (1-40%), Vinga unguiculata (L.) (4-28%), Stellaria media (L.)
Vill. (1-40%), Lamium purpureum L. (4%), Cerastium holostioides Fries. (2%), Senecio
vulgaris L. i Portulaca oleracea L. (60-100%) (Palukaitis et al., 1992; Yang et al.,
1997; Gallitelli, 2000; Park & Cha, 2002; Tobias et al., 2008). U ovom radu smo
dokazali da se virus mozaika krastavca prenosi sjemenom rosopasa i na taj nacin je
prosirena lista biljaka Cijim sjemenom se prenosi CMV. Rosospas je samonikla,
viSegodi$nja, Siroko rasprostranjena zeljasta biljka pa je zbog toga omoguceno
prenoSenje CMV virusa sjemenom zarazenih biljaka iz godine u godinu. Prema tome,
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mozemo re¢i da se na taj nacin odrzava ZariSte primarne infekcije. Prijenos virusa
sjemenom ima veliku vaZnost ne samo za Sirenje, ve¢ i za kontinuirano odrzavanje
virusa u prirodi. S obzirom da se CMV prenosi biljnim vaSima na neperzistentan nacin
sa epidemioloskog aspekta posebno su znacajne jednogodisnje i viSegodisnje biljke iz
divlje flore. Upravo ove biljke predstavljaju potencijalne trajnije izvore CMV zaraze u
prirodi iz kojih se virus §iri i na kultivirane biljke (Weinzierl & McCoppin, 2000;
Kim et al., 2014). U cilju preduzimanja blagovremenih i efikasnih mjera suzbijanja
biljnih bolesti, veoma je znacajna pouzdana i brza detekcija i identifikacija uzro¢nika
oboljenja, kao i poznavanje na¢ina prenosenja virusa.

ZAKLJUCAK

Istrazivanja samoniklih biljaka koje su rezervoari virusa mozaika krastavca
predstavljaju osnovu u kontroli virusnih oboljenja usjeva i gajenih biljaka. Na osnovu
bioloskih i seroloskih testiranja na indikatorskim test biljkama i ELISA testiranja
sjemena iz izvorno zarazenih biljaka Chelidonium majus kao i biljaka uzgojenih iz
zarazenog sjemena, mozemo zakljuciti da se virus mozaika krastavca u prirodi prenosi
sjemenom rosopasa. Time je potvrdeno da ova korovska biljka predstavlja potencijalni
primarni izvor virusa, §to moZe rezultirati sekundarnim prijenosom virusa na nove biljne
domacine, naro¢ito s obzirom na Sirenja navedenog virusa putem lisnih usi na
neperzistentan nacin. Smatramo da bi buduca ispitivanja prijenosa CMV virusa
sjemenom i drugih samoniklih biljaka znac¢ajno doprinijela poznavanju epidemiologije
0VvOog Virusa.
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TRANSMISSION OF CUCUMBER MOSAIC VIRUS BY
GREATER CELANDINE (CHELIDONIUM MAJUS L.) SEEDS

Summary

Cucumber mosaic virus (CMV) is one of the most important plant viruses because of
its negative impact on agriculture production. This widespread pathogen has a very wide
range of hosts, and it infects more than 1300 plant species, including crops, vegetables,
ornamentals and weeds. According to the literature, it has been experimentally
confirmed that cucumber mosaic virus is transmitted by the seeds of the following plant
species: Glycine max, Phaseolus vulgaris, Spinacia oleracea, Lycopersicon esculentum,
Cucurbita maxima, Cucurbita melo, Cucurbita moshata, Echynocistis lobata, Lupinus
angustifolus, Spergula arvensis, Vinga unguiculata, Stellaria media, Lamium
purpureum, Cerastium holostioides, Senecio vulgaris and Portulaca oleracea. In this
study, the possibility of CMV transmission by seeds of naturally infected Chelidonium
majus L. (greater celandine) plants was investigated.

Investigation in naturally infected plants greater celandine was performed by DAS-
ELISA test and RT-PCR. The virus was detected in plants grown from infected seeds
by biological methods and DAS-ELISA test. The results of experimental research has
shown that the cucumber mosaic virus is transmitted by the greater celandine seeds.
This is the first data concerning CMV transmission by Chelidonium majus L. seeds.

Keywords: Cucumber mosaic virus, transmission, seeds, Chelidonium majus L.
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