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{ -~ Viroze voéaka

Viroze vocéaka, izuzev nekolicine viroza roda Prunus (uglavnom viroza
bresaka), slabo su proutene. Razlitne hloroze, slabo cvetanje, sterilnost,
opadanje plodova, razne pegavosti {mozaik), krZljanje i slidne pojave obiéno
se pripisuju raznim spoljas$njim uzrocima (osobinama zemljista, klimatskim
prilikama, sortnim odlikama i dr). Medutim, dublja ispitivanja u mnogim
od ovih sludajeva pokazuju da su u pitanju virusna oboljenja. Nasuprot
ovome, viroze drugog kulturnog bilja (krompira, duvana, paradajza i dr)
vrlo su dobro proufene i jo¥ se dalje detalinije I svestrano proudavaju.
Virozama, pak, vocaka, tek se u poslednje vreme posvetuje malo veés
paZnja. Poslednjih desetak i nefto vide godina pojavilo se nekoliko radova
o virozama voéaka kod nas, a jo§ ranije u susednoj Bugarskoj, kao i u
inostranstvu. Radovi bugarskih strudnjaka treba da nas naroéito interesuju,
pos$to je Bugarska na$ najbliZzi sused, a klimatske i poljoprivredne prilike
Jugoslavije i Bugarske veoma su slitne, Ipak broj radova i podaci o virozama
voéaka mnogo zaostaju iza podataka o drugim virozama bilja. Ovo dolazi
usled foga &to je eksperimentalno proulavanje virusnih oboljenja voéaka
dugoirajno, jer su votke dugogodisnje biljke i $to se virus u njima sporije
siri 1 festo dacnije ispoliava nego kod =zeljastth biljaka. Voéke se tedko
gaje u staklarama i, uopite uzev, celokupni rad oko njih skuplii je i kompli-
kovaniji. _

U voctarstvu se Stetnost viroza povecava time &to su voéke mnogo-
godifnje i skupe biljke, koje su podioine zaraZavanju virusom u tolu svog
dugog Zivota, kod kojih virus duZe vremena moZe da se razvija i da se
potencira a da ne bude primetan. Osim toga, nadin gajenja voéaka (kalem-
ljenjem i izdancima) takode naro¢ito potsti®e 3irenje viroza. U zaraZenim
vockama virus se Cesto sporo $iri (osobine viroza su da se virus uopdte
sporo 8iri u starijim tkivima), obuhvatajuél celu wvoéku tek u toku 2—3 i
vise godina. Ovo povetava Stetnost viroza kod voéaka, jer bolesti mogu duZe
vremena da ostanu neprimecéene i da sluZe kao izvor zaraze za druge vocéke.



II — Sarka sljive

Jedna' viroza Sljive koja ima veliki ekonomski znadaj, sticajem
okolnosti (masovno gajenje Bljive [ postojanje veoma osetljive sorte
pozegade) prodirila se na znaini deo Balkanskog Poluostrva. JoS ne moao-
%emo taéno sagledati sve posledice njene masovne pojave u nadim kraje-
vima. Da se te posledice dobro uoée, treba da prode vife vremena. Al
i one Ato se u toku poslednjih 1015 godina zapaZa, daje povoada velikoj
zabrinutosti. Problem je veoma krupan. Njegovom redenju treba da
pristupe ne samo strudnjaci-fitopatolozi nego i struénjaci vodéarstva, kao
i merodavni faktori koji, u krajnjoj liniji, rukovode voéarstyom i odre-
duju pravac njegovog buduéeg razvitka.

Sarka se pod raznim nazivima u stranoj literaturi spominje odavno
(18, 29, 4). Al, kae rasprostranjena i ekonomski vaina bolest, ona se
pojavila u velikoj meri samo u Bugarskoj i Jugoslaviji (verovaino pre
Prvog svetskog rata, iako je obratila na sebe vedu painju struénjaka
tek nekoliko godina pre Drugog svetskog rata). U Jugoslaviji, kao 1 u
Bugarskoj, bolest uzima takve razmere da nije iskljueno da ¢e se kroz

desetak gcdina i samo postojanje Sljivarstva, kao vaZne i rentabilne
poljoprivredne grane, dovesti u pitanje.

Uzrotnik bolesti je Prunus virus 7 A. Chr. (Plum pox virus —
Annulus pruni. Syn.: Marmor persicae Holmes),

Atanasov, koji je prvi dokazao (1932 g.) virusnost Sarke, smatrao
je {4, 7, 18) da «d Sarke obolevaju: $ljiva, kajsija, breskva, tre$nja, vi¥nja,
dfanarika i jo§ druge vrste roda Prunus. Polazet¢i od ovog naveo sam
(1939 g., 30) mozaitne bolesti na breskvi i tre¥nji, kao viroze koje su
prouzrokovane istim virusom kao i Jarka $ljive. Medutim, posle detalj-
nijih istrazivanja rejona, gde se Sarka &ljive pojavila u velikoj meri,
veé je 1940 g. iskrslo pitanje: zasto virus 3arke ne prelazi tako lako na
druge kcsti¢ave vocke? Po ovome bi se moglo zakljuditi da je kod drugih
vofaka u pitanju neki drugi virus. Na osnovu ovog 1940 g. izneo sam
miSljenje da »keod nas Sarka raznog drugog kodtuni®avog voéa, osim
3ljive, zasada nema nikakvog prakti®nog znalaja, jer je u celoj zemlji
nadenoc samo 25-—30 oholelih voéaka« (31, str. 27).

U odredivanje virusa 3arke uneo je vife jasnofe Hristov (20, 21).
On je odvojio virus Sarke Sljive (Prunus virus 7), kao i samu bolest, od
grupe drugih viroza — mozaika hreskve i drugih vrsta Prunus (Prunus
virus 5) i od treée grupe viroza — mozaika koji, osim mozai¥nosti poka-
zuju i deformaciju 1i%¢a (Prunus virus €). Kod Sarke §ljive Hristov
razlikuje Sirokoprugastu Sarku (Sirina pruga od 2—15 mm), koja bi se
mogla nazvati prava Sarka, &iji je uzrodnik Prunus virus 7, { uskoprugastu
garku (Sirina pruga 0,5—2 mm, retko 3 mm), ¢iji je uzrotnik Prunus virus
7a (verovatno varijetet Pr. virus 7). Bolest, koja nanosi velike &tete i o
kojoj se sada najvife raspravlja, jeste prava Zarka (Pr. virus 7). Vero-
vatno omaSkom neki gutori virus Sarke 3ljive po klasifikadiji Holmes'a
nazivaju Marmor cerasi. U svojoj klasifikaciji (1944 odnosno 1948, 104
virus Xarke Holmes (o tirajuéi Hristova) nazvao je Marmor persicae,
t}. identifikovao ga je sa virusom koji uzrokuje mozaik breskve (Peach-
mosaic virus), $to svakako nije ispravno i ne odgovara rezultamma istra-
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-Zivanja Hristova Mislim da je zasada najbolje smatrati- da ovaj
virus nije usao u klasifikaciju Holm e s-a.

Osim domace Sljive {(Prunus domestica) Sarka (Prunus wvirus 7) na-
pada trnosljivu (Pr. inmsititia), kajsiju (Pr. armeniaca), dzanariku (Pr.
cerasifera = Pr. mirabolana) i jednu ukrasnu 3ljivu (Pr. triloba). Druge
vrste kosticavih vocaka 1 bresaka (Pr. persicae), tre$nju (Pr, avinm),
visnju {Pr. cerasi) i badem (Pr. amygdalus), po ispitivanjima Hristova,
$arka ne napada.

Pojava bolesti u Jugoslaviji. Prvi put bila je obraéena paznja na
Sarku Sljive 1935 g. Docnije su objavljeni bliZi podaci o mestima pojave,
intenzitetu i §tetnosti bolesti. Bilo je utvrdeno da je pojava Zarke kod
nas mnogo starijeg datuma nego Sto se ranije mislilo. Ispitivanja pre i
posle Drugog svetskog rata ustanovila su da je bolest, u manjoj ili veéoj
meri, zahvatila gotovo celu teritoriju uze Srbije, utvrdena je u nekoliko
mesta severnije od Beograda, rasprosiranila se u vise rejona na teritoriji
Makedonije, u nekoliko mesta u istoénim krajevima Crne Gore, u vide
rejona Bosne i Hercegovine (Sarajevo, Visoko i dr) i u jednom mestu
Hrvaiske (Nova Gradiska). Ukupno uzev, broj obolelih ili ugroZenih
stabala iznosi nekeliko miliona. Bolest ve¢ nanosi naSem S$ljivarstvu
velike Stete. Ubuduée ée se sa rasprostranjenjem bolesti i povetavanjem
njenog intenziteta, Stetnost Sarke sve. viSe povecavati. Po svemu sudedi,
Sarka %ljive sada pretstavlja najvaZniji problem naSeg voéarstva.

Kratak opis bolesti

Znaaci na liséu, Na lidéu obolelih stabala pojavijuju se manje ili vise
uotljive Sare otvorenozelene boje. Najsigurniji je znak 3arke pojava
kruZnih, prstenastih pega (okruglih pega otvorenozelene hoje sa tamnijim
centrom). Li%ée se normalno razvija i ujesen normaino opada. Habitus
obolelih voc¢aka nije izmenjen.

Znaci na plodovima. Stetnost $arke ispoljava se u oboljenju plodova.
Znaci su veoma karakteristiéni. ObliZno promene nastupaju kada plodovi
dostignu normalnu velid¢inu i obi¢no oko 15—20 dana pred sazrevanje.
Jo¥ u zelenim plodovima pojavljuju se gromuljice smole, a docnije ne-
“krotirana ili rdasta mesta (crvenkastoplave boje). Mnogi plodovi pre
vremena »sagrevaju«. Na povrdini plodova pojavljuju se karakteristitna
ulegnudéa, koja Zesto primaju kruzni izgled. Veoma je uoéljiv znak bolesti
— masovno opadanje plodova pre sazrevanja. Osim ovog, pledovi su
neukusni (bljutavi), bez dovolino Secera, kiseliji, Zilavi, éesto su sitniji
i neprijatnog mirisa. Oni' nisu dobri za jelo, sudenje, pekmez, kompot.
-ili petenje rakije. :

PrenosSenje bolesti vr¥i se pomoc¢u lisne va$i (Anuraphis padi),
kalemljenjem i izdancima zaraZenih stabala. Bolest se ne prenosi seme-
‘nom (kostice bolesnih voéaka daju zdrave sadnice), niti zemlji¥tem.

IIl — Fitopatogeni virusi i njthove osobine

Od vremena otkriéa virusnih oboljenja biljaka bilo je izneseno oko
-desetak raznih pretpostavki (hipoteza) o sustini i prirodi fitopatogenih virusa,
Radovi niza strudnjaka {(Mulvania 1926 g., McKinney 1927 g, Vinson i Petre
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1928 g., Barton-Wright i McBain 1933 g, 8) uputili su ispitivanja- virusa
u hemijskom smeru. Na osnovu njihovih radova sve viSe se dalo nazreti
da su fitopatogeni virusi hemijske supstance. Preckret u poznavanju biljnih.
virusa napravio je rad Stanley-a (1835 g. 39), kome je posSlo za rukom da.
jzdvoli virus mozaika duvana u ¢isto hemijskom stanju. Bilo je ustanov-
lieno da je ovaj virus nukleoproteld kristalnog oblika,  Docnije je bilo-
utvrdeno i za dxruge fitopatogene viruse da su nukieoproteidi 7 da. pPn zvemu
sudeéi, nisu Zivi organizmi (uzimajuéi u obzir definiciju Zivota po Engelsu).
Elekironski snimci omoguéili su proutavanie oblika virusa. Dosada je izdvo-
jeno u distom stanju i manje vise proudeno vige od desetka fitopatogemih.
virusa, Verovatno ¢e se i za druge fitopatogene viruse utvrditi. slitne oso-
bine, Polazeéi od rezultata ovih nainovijih istrafivanja, definicija fitopato..
genih virusa mogla bi da bude sledeca: fitopatogeni wvirusi su jednorodna.
(homogena) monomolekularna hemijska jedinjenja belanéevinaste prirode-
sposobna da se samoreprodukuiu u Zivim éelicama biljaka, 1i. da mpomody
autokatalize stvaraju iz belantevina éelica hiljaka sebi istovetna jedinjenija..

Vazna je odlika fitopatogenih virusa mala speeﬁzénost kola ih jasno-
odvaia od drugih uzrotnika bolesti. Jo& i sada se ponekad iznosi misljenje,.

a ima i praktitnih pokuSaja da se ono dokaZe, da su razni virusi u su$tini.
jedna zarazna materija koja menja svoje osobine u zavisnosti od biljaka,
sorti, elrolofkih i drugih uslova. Ipak je nadvladalo miXljenje, koje se slaZe

sa praktitnom stvarnoiéu, da postoje raznovrsni i autonomni virusi sa naro-
¢itim osobinamsa.

U biljnoj virologiji, kao i u svakoj nauci, posle izvesnog perioda pri--
kupl;an]d materijala o po]avama i pojedinim faktima, pristupilo se resa-
vanju problema klasifikacije virusa, odnosno virusnih bolest.x Slaba speci~-
fitnost virusa i raznovrsno 1bp01]avan3e obholienja, narodito podvlaée vaZnost.
i tefkote reSenja ovog problema. Rad na ovome neophodan je ne samo sa
teoriske nego i sa prakti®ne tatke glediita. Borba protiv wviroza zahteva po-
znavanje osobina virusa, protiv koga se bore. Cesto razni virusi sa razliditim
osobinama prouzrokuju sliéna oboljenja. Pored toga, nije retka- pojava
kombinovanih viroza — kada dva, a nekad i viSe virusa komplikuju obo--
ljenje, a prema iome i borbu protiv obolienja. Postoji’ pojava takozvanog

antagonizma virusa: biljka obolela od jednog virusa moZe da oboli ili da
ne oboli od drugog wvirusa.

U sustini gotove sve mere borbe kojima sada raspolatemo svode se
na profilaktiku ili pronala¥enje ili odgajivanje otpornih vrsta ili sorti. Od-
presudnog je znalaja za prolilaktiku znanje osobina i vrste virusa. Poznato
je da je kod mikoza i bakterioza, kao i kod bolesti ili oftetenja koje pro-
uzrokuju razne Stetodine Zivetinjskog porekla, vrlo &esta pojava stroge spe-
cifitnosti imuniteta. Otpornost prema jednom parazitu ne Zuva biliku od
napada bliske vrste ili &ak rase istog parazita. Stoga proufavanje irmuniteta
i -selekeiia imunih sorti zahteva dobro poznavanje uzrodnika. U pogledu

viroza »svako iretiranje pitanja imuniteta protiv virusnih bolésti mora da
se otpolne klasifikacijom virusas — kaie V. Rifkov (34).

Postoji nekoliko nadina raspoznavanja virusa, ne samo - kod jedne
odredene vrste hilike, nego 1 kod drugih bhiljnih wvrsta ili sertl. U mnogim
slutajevima se to raspoznavanje moZe izvrditi po izgledu i toku bolesti.
Lako je odreditl virus koji napada jednu, ili sasvim ograniten broj bliskih.
vrsta. Isto tako nije ie$ko da se odredi virus koji napada vide vrsta biljaka,
ali koji izaziva karakteristi¢ne znake oboljenja. Medutim, samo morfologki,.
anatomski { fiziologki znaci bolesti nisu dovoljni za diferencijalnu diagno~
stiku 'virusa, jer simptomi bolestl jako variraju ne samo u zavisnosti od’
vrste-ili sorte biljaka i okolnih uslova nego ponakad &ak 1 od individualnin.
osobina pojedinih billaka. Rasprostranjena je i obratha pojava: razni virusi
mogu da izazovu obol:enja gasvim shéna po_spoljadnosti.

PredloZeno je hilo vife nalina za razlikovanje virusa medu sobom, a.
po ovome i za njihovu klasifikaciju:  karakter filtrabilnosti virusa, na(:m
prenofenja oboljenja sa jedne bﬁjke na .drugu, sposcbnost zarafavanja -
raznih domacdina i tok bolesti na njima, odnos wirusa prema fizifkim, hemij--
skim i elekiritnim fakforima (temperaturi, alkoholu, sufenju, rastvaranju:
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u kiselinama i dr.). Medutim, u pogledu ovih faktora mnogi virusi poka--
zuju sliéne, ili &ak i istovetne. osobine.

U poslednje vreme predioZen je i uvodi se naéin razlikovanja, od-
nosno klasifikacije virusa po simptomima (V. Ridkov, Holmes). Prema
ovom nadinu u jednu grupu udli bi virusi koji izazivaju mozaike, u drugu
oni keji izazivaju #utice itd. Poznata je takva klasifikacija Holmes-3,
koja se u poslednje vreme &iri (10). Ve¢ i na prvi pogled vidi se neprirodnost
ave podele. Osim toga, predlaZe se svega nekoliko opsirnih grupa sa vife

Sl. 1 — Sarka 3ljlve (Prunus virus 7) kod sorte poZegaca. Desna slika
snimljeng je sa crvenim filtrom. (Foto 1. Pobhegajlo)

(8esto sa desetinama) bolesti, koje osim jednog ili dva. znaka nemaju nikak-
vih zajedniékih osobina, 3to svakako otezava raspoznavanje i klasifikaciju
virusa. Izgleda da je medu [itopatolozima najveéi broj prisialica nasla kla-
sifikacija ili, bolje reéi, nomenklatura virusa K. Smitha, po kojoj se virus
naziva latinskim imenaom roda biljke kod koje je prvi put opisan, uz do-
datak redi virus i broja koji pokazuje koja je po redu viroza kod dotic¢nog
roda opisana (na primer Prunus virus 7). Mi se pridrZzavamo ove klasifikaclje
4 naSem radu.

Proutavanje virusa mnogo je otezano utvrdenjem dinjenice da mnogi
virusi postoje u obliku jedne ili viSe odlika ili rasa (sojeva, Stamova virusa,’
strains), Ove rase se razlikuju po znacima oboljenja koje one uzrokuju kod.
Jjednog istog domadina, po sposobnosti zaraZavanja drugih biljaka, po preno-
satima-insektima i drugim osobinama. Cesto su:rase jednog istog virusa
antagonisti medu sobom. Tako jedna rasa virusa moZe .braniti biljke od.
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-zarafavanja drugom, moZda opasnijom rasom istog virusa. Bawden (8) kaie
da je ova pojava moida opite pravilo.

Dva otkrica u virologjii znatno su unapredila i olak3ala proufavanje
virusa. Prvo, utvrdivanie znadaja lokalnih o$teéenja (local lesions) pri ve-
sStackim zarafavanjima, na osnovu fega se moZe kvantitativno odrediti kon-
centracija virusa. (Holmes, 1928 g.), i, druge, utvrdivanie antigenosti virusa

ili primena serolofke metode ispilivanja virusa (Dyotak 1927 g i Purdy-
Beale 1928—1931).

Seroloska ispitivanja u proudavanju virusa sve se viSe usavriavaju i
nalaze sve vedu primenu. Ova proudavanja ved su dala niz vainih podataka
bilino} virelogiji. »Dugotrajan je i nesiguran nadin identifikovati wiruse po
simptomima bolesti I pomodu zaraZavanja kontrolnih biljaka (test-biljaka),
kao i pomoéu proutavania virusa in vitro. Medutim, serolofki nadin daje
sagsvim ta¢éne podatke 1 svega u toku nekoliko minuta.« (F. Bawden 1950 g., 8).
Pomodéu sevolotkog natina ispitivanja mogu se mnogo brie i lakée nego
pomodu nekih drugih natina reSavati raznovrsna pitanja, kao Sto su: 1) pi-
tanje nesumnjivog i brzog utvrdivanja zdravstvenog stanja biljaka s obzirom
ny oboljenje nekom virozom, 2) pitanje diagnoze skrivenih virusnih oboljenja,
3) pitanje utvrdivanja srodnosti pojedinih virusa ili njihovih rasa (3tamova,
strena), 4) pitanje utvrdivanja Sirenja virusa u biljkama i njegove koncen-
iracije, 5) pitanje gubitka infektivnosti virusa pod uticajem vremena ili nekih
drugih faktora (fizi¢kih ili hemijskih), 6) utvrdivanje imuniteta pojedinih
sorti hiljaka il pejedinih delova biljaka prema oboljenju, sto ima wveliki
praktidni znadaj za selekeiju otpornih sorti itd.

Serologka ispitivanja se sada praktiitno primenjuju u prilidno velikom
opsegu u kulturama krompira i duvana, a i nekih drugih poljoprivrednih
biljaka. Blagodareéi njima, refen je niz praktitnih problema, koji su od vele
vaZnosti za ove kulture kod kojih su viroze -— faktor koji ogranitava njihovo
uspesno gajenje, O ovom sada postoji bogata literatura (Stapp, Kéhler, Bercks
i drugt).

Serologki nadin ispitivanja sada se ne ograniava samo na rad sa
virozama. On se sada uvodi i u agronomiju radi refenja nekih spornih pitanja
koja se inafe teiko refavaju, naprimer, odredivanje istovetnosti ili razliditosti

bliskih vrsta ili sorti kulturnih biljaka, odredivanje srodnosti nekih vrsta
hitjaka i drugo.

1V — Seroloska ispitivanja virusa

b OﬁEti poimovi iz serologije 1 ferminclogija

Serolodka proudavanja virusa nedavnog su datuma i u fitopatologiji se
tek u poslednje vreme uvode. Mnogi pojmovi, terminologija i hipoteze uzeti
su iz medicine i veterine, te nisu dobre poznati ne samo agronomima, nego
ni fitopatolozima. Stavise, rnnogim praktiédnim radnicima nisu dovoljno jasni
osnovi serologije. Stoga je potrebno da se, makar i u sasvim kratkim crtama,
opiSe sudtina serolofkih ispitivanja i razni nazivi (fermini) kojl su uobidajeni
u serologiji. .

Ako se nekoj Zivotinji, naprimer, kuniéu (pitomom zecu), midu i dr,,
avakog drugog ili freéeg dana ubrizgavaju u venu (intravenozno), pod koZu
(subkutano} ili u migite (intramuskularno} manje kolifine belandevine ili neke
belandevinaste materije, belandevinasti otrovi, kulture bakterija ili gljivica,
— u krvi ili u drugim teénostima tela obrazuju se narotite hemijske materije,
koje su u stanju da suzbijaju dejstvo ubrizganih, stranih materija (koje &esto
mogu da budu 3tetne za organizam)., Njihov je zadatak da te za Zivotinje
tude materije rastvore ili da se s njima spoje, neutrali¥uéi, ili obeSteéujuéi
‘njthov uticaj na organizam. Ponekad iste materije mogu da se obrazuju i
pri uvodenju u organizam nekih ofrova preko crevnog kanala (sa hranom).
Ukoliko se duZe vremena i vete kolitine pomenutih materija ubrizgavaju,
utoliko ¢fe se viZe takvih protivmaterija proizvesti u organizmu kuniéa i
ostalih Zivotinja. Materije, koje se pojavljuju u krvi nazivaju se antitela.
dOne su koloidalne prirode rastvorene u surutkt (serumu) krvl, u kojoj ostaju



58

i posle izdvajanja iz krvi crvenih i belihh krvnih telesca. U serumu antifela.
narofifo pri éuvanju na hladnom mestu 1 dodavanju nekih otrova (fenola,
hloroforma { dr.) mogu da se zadrze duZe vremena (u toku nekoliko godina).

Materije koje se ubrizgavaju kuniéu i koje su sposobne da izazovu
obrazovanje antitela nazivaju se antigeni, Prema tome antigeni su materije
kaoje imaju sposobnost da u krvi Zivolinja izazivaju obrazovanje antiiela.
Za takve materije kajfe se da imaju antigenska svojstva. Ranije se mislilo
da samo proteini imaju antigenska svojstva. Sada se zna da ima izvesnih
izuzetaka: neki slozeni uglieni hidrati hakterijalnog porekla i sloZena jedi-
njenja lipoida 1 uglienih hidraia mogu imati antigenska svojstva {ali samo
u prisustvu proteina).

Naroéito je vazna osobina antitela specifiénost, tj. oma stupaju sa
antigenima, hlagodaredt kojima su postala, u razne karakteristitne -veakeije,
sjedinjujuéi se i praveéi razne taloge, neutralisu¢i njihovo dejstvo, smanju-
iuéi ili ponistavajuéi njibovu virulentnost itd. — Dve su vaZne osobine anti-
gena koje treba podvuéi: svaki antigen mora da ima sposobnost izazivanja
obrazovan)a antitela i da posle sa njim reaguje specifitno, tj. samo sa onim
antitelom koji je on proizveo. Ovo se specijaino naglasava, podto postoje
materije koje sa antitelima reaguju specifiéno, ali nemaju sposobnost obra-
zovanja antitela. Takvi nepoipuni antigeni nazivaju se delimiéni antigeni ili
hapteni, Antigeni su koloidni rasivori, sto znaéi da se oni sastoje iz velikih
molekula ili agregata molekula. — Preipostavlja se da antigeni imaju na
svojoj povrsini takozvane »determinantne grupe«, koje, verovaino, imaju
razlidnu strukturu i koje omogucéavaju specifiénost seroloskih reakeija.

Postoje razlidite vrste antitela. U nasSim ispitivanjima proutavani su
precipitini i precipitinske reakeije koje su, uostalom, najosnovnije u istrazi-
vanjima filopatogenih virusa. Stoga o njima treba progovoriti nesto opsirnije.

Precipitini su antifela u serumu, koja pri meSanju sa providnim rastvo-
rima odgovaraju¢ih antigena (rastvorenim proteinima) daju zamudéivanja, a
zatim beli pahuljasti dobro widljivi talog. Precipitini, prema tome. imaju
sposobnost da u antigenu ili u tefnosti koja go sadrii zgruSavaju rastvorene
materije, hlagodareéi kojima su oni ranije nastali u krvi kuniéa. Muiljag ili
lalog koji se pojavijuje prl ovom meSanju zove se precipitat, Xod precipitina
naro¢ito je izraZena vazna osobina — speeifitnost, jer oni pod naroéitim
uslovima daju reakeiju (preeipitaciju) samo sa onim antigenima koji su po
pareklu istovetlni, identi¢ni ili po {izitkohemijskim osobinama bliski antige-
nima koji su posiuzili za spravijanje (injekcijama) dotitnog seruma. MeSanje
precipitina sa nekim drugim antigenima ne daje taloga ili daje samo jedva
primetno zamucéivanje rastvora, i {o ¢esto samo za izvesno vreme,

Prema tome, injekcije nekog rasivorenog proteina u krvi Zivotinja
stvaraju antitela -~ precipitine koji precipitiraju (zamuéuju, taloZe) iste
proteine u njihovim rastvorima (in vitro). Naprimer, ako se rastvor belancetia
jaja nekoliko puta- u razmaku od nekoliko dana ubrizga u kuniéa, izazvace
surutka lavi ovog kuniéa, ako se kapne u lsti rastvor belanceta, obrazovanje
precipitata. Umesto belanceta jaja, moZe da se upotrebi koloidna suspenzija
belanc¢evina bakterija, raznog zZivotinjskog i biljnog tkiva i dr. Precipitacija
se od aglutinacije razlikuje time 3Sto se kod prve wu reakciji nalazi rastvoreni
protein, a kod druge bakterije u suspenziji. Inade su ove pojave veoma bliske
i srodne po svojoi sustini. Reakcija precipitacije je tako precizna da se
pomodéu nje moZe taéno odrediti raziika izmedu belandevina pojedinih vrsta
‘Zivotinja ili biljaka, ito nikakva hemijska ni mikroskopska analiza ne moZe
da udini.

Blagodareéi specifitnosti, moZe se odrediti istovetnost ili srodnost nekih
mikrobha, belangevina i uopite raznovrsnih materija, koje su u stanju da
.obrazuju antitela, tj. koje imaju antigenska svojstva. Sto je interesantno i
vaZno, i razni biljni sokovi, sokovi biljaka raznih wvrsta, micelija 1 spore
gljivica itd. desto imaju specifitna antigenska svojstva. Tako, naprimer,
ubrizgavanjem kuniéu soka neke vrste ili varijeteta, ponekad &ak i sorte
.neke hilike, mogu da se dobiju serumi, koji ée davati reakciju (precipitaciju)
samo sa belantevinom dotiéne vrste, varijeteta ili sorte. Na ovaj nadin moZe
da se odredi istovetnost ili srodnost raznih vrsia biljaka, varijeteta itd, U
toku poslednjih pet godina objavljeno je vi3e radova o takvim sercloskim ispi-
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tivanjima (Tilletia, Puccinia, Triticum i dr.). Izgleda da takvi radovi, koji su.

sada tek u zadetku, mogu da dadu mnogo interesantnih rezultata i da rasvetle:
mnoga pitanja od prakiitne vaZnosti.

Imunizacija (u op$tem smislu) zove se ubrizgavanje (njgkcija) u krv,
pod koZu ili u miSi¢e Zivotinja nekih materija, ¢ije se antigenske osobine-
ispituju. Ohino se imunizacija sastoil iz nekoliko (6—10) injekcija sa preki-
dima od l-4 dana medu pojedinim injekcijama. Veé poslée prve injekcije-
podinju da se stvaraju antitela; ali u wveéini sludajeva serum sadrZi najvie-
antitela 1015 dana posle poslednje injekeije, kada se iz Zivotinja 1 uzima

krv. Serum koji je dobijen posle imunizacije, ponekad se zove specifiéni
serum ili antiserum ili imuni serum.

Postoje razni natini merenja jaéine precipitingke reakecije jednog se--
ruma, koja se oznatuje brojkama i zove se titar. U fitopatologiji obiéno se
upotrebljava sledefi natin razblafivanja: serum se razblaZuje fiziolotkim
rastvorom (0,85% NaCly 1:200, 1:300, 1 :2000 itd, i posmaira se koje najvece-
razblaZivanje seruma jo% daje reakciju precipitacije sa odgovarajufim anti-
genom, To razblazivanje zove se titar 1:200, 1:300, 1:2000 itd. U cilju do~-
bijanja seruma sa wvisokim titrom {2000, 3000 i veéim) primjeniuje se tako-
zvana superimunizacija, tj. jo§ jedna' imunizacija ponavlja se posle prekida
od desetak dana posle prve imunizacije. Saperimunizacija ne daje uvek
veéi tifar.

U serolos$kim igpitivanjima fitopatogenih virusa festo se umesto izraza

szdrava biljka« ili »zdravi biljni sok« upotrebljavaju izrazi snormalna biljkag,
»normalni biljni soks. '

Qd serolo¥kih reakeija u ispitivanjima fitopatogenih virusa najteiée se:
primenjuju precipitinske reakcije, inaktivacija virusa neutralizacijom pomoéu
antiseruma, fiksacija komplementa i pojava reakcija anafilaksije.

2) Istorijat seroloskih ispitivanja fitopatogenih virusa

Mulvanija (Mulvania) bio je prvi kojl je utvrdio (1926 g.) smanjenje-
virulentnosti virusa mozaika duvana pod uticajem normalnog seruma kuniéa
(27). Prvi podatak ¢ antigenosti fitopatogenog virusa dao je M. Dvofak 1927
2. (8), Perdi-Bil {Purdy-Beal, 12) 1828 1 1929 g. potvrdila je rezultate istra-
zivanja Mulvanije, a osim toga utvrdila je da je serum kuniéa imunizovanog
ekstraktom liféa duvana obolelog duvanskim mozaikom mnogo efektivniii u
smanjenju virulentnosti, nego normaini serum. Na ovaj natin ona je pokazala
antigenost virusa duvana. T. Matsumoto (»Antigenic properties of tobacco-
maozaice, Journal of Tropic Agrnicuiture. Vol, 1 Formosa, 1829), T, Matsumoto
i K. Somazava (T. Matsumoto a. K. Somazawa, 1830 — »Immunological studies
of mozaic diseases«, ibid. I, II. 1930) potvrdill su i detalinije prouili antigen~
ske osobine virusa duvana. Sledeée godine Perdi-Bil objavila je rad o speci-
fitnosti precipitingkih reakcija kod duvanskih mozaika (»Specifity of the
precipitin reaction in tobacco mozaic disease«. Contribution from Boce Thom-
son Instit, Vol, III, Nr. 4. 1931). Uskoro zafim ona je prouéavala serolofke
reakecije, kao sredstvo za odredivanje koncentracije virusa (»Serological
reaction as a means of defermining the concentration of tobaceco mozaic viruse.

Phytopath. Vol. 23, 1932). Gratia (1933 g.) pokazao je da wvirusi imaju speci-
fitna antigenska svojstva,

Dalja ispitivanja dokazala su da normalni serum dejstvuje kao razne
nespecifiéne belanéevinaste supstance i da samo antiserumi imaju specifiéno
dejstvo neutratizacije virusa (12). Doceniji radovi Cestera (K. Chester, 13, 14)
nesumnjivo su potvrdili apsolutnu specifitnost antiseruma mozaika duvana,
prstenaste pegavosti duvana (ring-spot) i mozaika krastavaca. Svaki od ovih.
virusa potpuno se neutralife niemu odgovarajuéim-homeolognim, a me heterc~
lognim serumom. Pored {oga reakcija nije samo kvalitativna, nego i kvanti-
tativna, tj. odredena kolidina antiseruma neutralife odgovarajuéu -kolidinu .
virusa. Docnija istraZivanja Chester-a (15) dokazala su antigenske sposobnosti

biljnih virusa i praktifnu vrednost serolodkih dspitivanja u prouZavanju po--
jedinih vrsta tih virusa. ' ST .
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Blagodareéi radovima ovih istraZivaéa, kao i nekolicine drugih (Silber-
-schmidt, Birkeland, Kassanis i dr.), bilo je utvrdeno da se antigenska svojstva
~virusa ne menjaju u zavisnosti od biljaka nosilaca virusa ili, drukdije, anti-
_serum reaguje sa njemu odgovarajuéim virusom bez obzira na poreklo virusa,

tj. bez obzira na biljku u kojoj se on nalazi,

Prilikom gore navedenih istrazivanja bila je zapaZena otpornost ili
postojanost nekih yvirusa. Naprimer, virus duvanskog mozaika, koji je bio
podvrgnut &iséenju u cilju prosvetijavanja i udaljavanja iz biljnog soka raznih
-elemenata (¢elica, hlorofilnih zrnaca i . sl.) 1 dejstvu raznih sredstava (olov-
nog acetata, acetona, tripsina, aluminium-hidroksida, Dbarium-=hidroksida,
srebrenog nitrata, naizmeni¢nog smrzavanja i ofopljavanja i dr.) u svim slu-
- dajevima zadriavao je osobinu da specifidno reaguje sa antiserumom sprem-
lienim od neotiscenog ili o¢iSéenog soka bhiljke, Staviie, njegova precipitinska
mo¢ i posle &i3¢enja ostajala je konstantna, Isti virus pri inaktivaciji
{ubijanju virulentnosti} azotnom kiselinom zadriava mo¢ flokulacije anti-
seruma (Stanley W. 1936, 37). Prema tome obradeni i inakiivirani virus moze
takode da posluZi za imunizaciju.

U toku poslednjih nekoliko godina serolofka proutavanja su usavréena.
U ovim proudavanjima poteo je da se primenjuje i elektronski mikroskop. -
Ispitivanja pokazuju da virusi nisu jednostavni antigeni. Svaki virus ima
svoje determinantne grupe. Na ovaj naéin 1 antiserumi imaju nekoliko anti-
gena od kojih svaki reaguje specificno sa njemu odgovarajudom determi-
nantnom grupom. Kombinacijom serclo$kih reakeija sa raznim antiserumima
mogu da se odreduju Stamovi wvirusa, kao i1 njihove determinanine grupe,
Pomodu uporednih serolegkih ispitivanja mogu se odredivati fak i relativna
velitina i oblici virusa.

Sernjoska ispitivanja su dosada (kraj 1952 g.) primenjena kod oko 13
raznih fitopatogenih virusa. Kod nekih virusa jo3 nije dosada poslo za rukom
da se utvrdi njihova antigenost ili, tadnije, nije poslo za rukom da se proizvede
antiserum. Nije iskljuteno da je uzrok ovome suviSe slaba koncentracija
dotidnih virusa u biljkama. Uocéeno je da jaku antigenost imaju virusi koji
su infektivni i pri najveéim razblaZivanjima, a slabu antigenost i slabi titac
-daju slabo infektivni virusi. Stoga ¢ée se vestatkom koncentracijom virusa,
verovatno, moéi ustanoviti antigenost i kod onih virusa, kod kojih ona do-
sada nije mogla biti utvrdena, — Najbolje uspevaju seroloSke reakcije kod
virusa koji se prenose inokulacijom soka,

3) Tehnlka dobijanja antiseruma fitopategenih virusa

U kratkim crtama praksa imunizacije i dobijanja antiseruma u fito-
patologiji bila bi sledeca:

Kuniéu (pitomom zecu) ubrizgavaju se injekcije materijala, &ija se
antigenska svojstva ispituju, svakog drugog ili treteg dana, Ubrizgavanje se
‘vrii pomo¢u Spriceva parenteralno, tj. u tkiva tela neposredno ili u margi-
nalnu venu na uvy, koja je veoma pogodna za to. Da bi se kod kuni¢a izbegle
-anafilaktiéne pojave, prva jedna, ili dve doze su manje (0,5—1 ml)}, ali ge
one postupno poveéavaju (do 58 wml). U {fitopatolokim istraZivanjima
-anafilaktitke pojave su retke (usled malog sadrZaja belandevinastih materija
u biljnom soku). Posle 8—10 injekcija kuni¢ se ostavlja na miru. U to wvreme
u njegovo}j krvi (serumu) vrsi se nagomilavanje antitela. Otprilike 7—10 dana
posle poslednje Injekeije iz kuniéa se vadi krv na aseptidki nadin. Krv se
prikuplja u kolbicu iz karotidne vene. Kuni¢ se zatim zakolle, posto je
-odigrao svoju ulogu. Ako treba malo krvi, a jof treba da se ispita i super-
dmunizacija, lounié se me kolje, nego se krv vadi pomoéu Jprica iz usne vene
‘(nekoliko kubika — nekoliko ml). Nakon izvesnog vremena (desetak dana),
a ponekad i sutradan, moZe da poéne superimunizacija.

Prema intenzivnosti reakcije izmedu antitela i antigena odreduje se
;specifitnost antitela. Intenzivnost reakcije obi®no se beleZl ili odmah ili posle
dzvesnog vremena (najtelée posle 3 minuta), Intenzivnost se odreduje znacima:
-+ (plus) i — (minus) prema sledecoj skali:



(—) otsustvo zamuéivanja odnosno taloga; nema nikakve reakcije;

{(—+) sumnjivi, jedva primetni tragovi reakcije, odnosno f{ragovi
taloga;

(+) jasno vidljiva reakecija i dobro uodljivi talog;
{++) jaka reakcija i obrazovanje vefeg taloga;
(-+-++) jako izraZena reakcija sa mnogo taloga;
(+++--) obilni pahuljasti {alog.

Baktericidna moé normainoz seruma, koji sadrzi nespecifidne ili malo
apecifitne materiie (aleksine, opsonine, kowmplemente i dr.), navela je na
nomisaoc da se ispilta njegovo deistvo na viruse. Docnije se logitno posiavilo
»itanje: da li je moguée dohiti imunizacijom kuniéa sokom sa bilinim viru--
sitna antiserum koji hi davao pozitivhu reakceiju sa sokom bilike koja sadrzi
5t virus? Kakoe je veé {zloZeno, ovi su pokudaji uspeli. Ali postoji niz teskoéa
Kojih nema u meadicinskej ili veterinskoj serologiji. O ovim teSkoéama treba
da se ukratko progovori, :

Virusi svojim mnogim osobinama lite na koloidne rastvore, koji pro-
laze Kroz bakterijalne filtre i ultra-filtre, i imaju osobine providnih teénosti.
Prema tome precipitinske osobine u antiserumima (zamudivanje, stvaranje
tuloga 1 tsl) mogle bi se lako proutavati i promatrati, Ali je lefko oéistiti
silini solk od svih primesa, da posiuZi za stvaranje antiscruma sa specifidni-
jim i jatim antitelima, koji bi mogao istovremeno i da se prakti¢ki pri-
menjuje 1t dijagnozi bolesti. U mnogim poletnim ispitivanjima reakcija pre~
cipitacije nije bila uvek nesumnijivo jasna, Ovo je nastupalo iz slede¢ih uzroka.
U soku biljke oholele od neke viroze, koji se upotrebljava za imunizaciju,
nalazi se ne samo virus, nego i mnogn drugih materija koje takode imaju
antigenska svojstva. To su ¢éelice ikiva, hlorofilna zrnca, razne helandevinaste
materije § tsl. Pri imunizaciji ove materije, koje takode imaju antigenska
svojstva, stvaraju nezavisno od virusa u krvi svoja antitela (antitela normaine
hiljke). Stoga &e dobijeni antiserum reagirati ne sameo sa solkom virusne, nego
i sa sokom zdrave biljke, usled reakcije antitela i antigena zdrave biljke.
Ja taj natin reakeija precipitacije kod zdrave i bolesne biljke &esto nije
iasna, il nesumnilva, jer kod zdrave bilike reaguju normalni antigeni i
nntitela. ;

Da bi povetao jasnost Citanja precipitinske reakcije Chester
prethodno (pre precipitacijey distio ved dobijr*m antiserum, dodajuéi mu na
{ deo 2—5 delova soka zdrave bilike, ¢ija se viroza proudavala, Posle sta-
janja 2 sata u termostatu kod 37°C., ostavijanja u toku 12 sati u hladnjadi
i centrifugiranja, antiserum se potpuno oslobadao od antitela normalne biljke
/13). Drugi je natin manje savrden; {0 je prethodno &ii¢enje (pre imuniza-
cije) wirusa od antigena zdrave biljke pomodéu centrifugiranja biljnog soka
i odvajanje veéih kolitina sporednih antigena u talogu. U rastvoru, ostajao-
jo virus, kao lak$i, donekle &istiji i neSto koncentrisaniji.,

U ciliju ciséenja virusa primenjivani su { mnogi adsorbenti: kaolin,
aluminium-hidroksid, gell silicijumove kiseline, neutralni olovni acetat, bha-
rium-hidroksid itd. Pokazalo se da mnogi adsorbenti slabo, ili nikako ne
utitiy na virwentnost nekih virusa. Naprimer, aluminium-hidroksid ne utide
na X-virus krompira, aceton ne utite, ili malo utl¥e na infektivnost virusa
prstenastog mozaika duvana (ring-spot) itd, Pomodu tako otiséenih virusa
dobijaju se dovoljno specifitni antiserumi koji ne dajn reakcije sa sokom
zdravih biljaka, ili takvu reakciju daju samo tada, kada su nerazblaZeni.
Pri razblazivanju antiseruma (naprimer, 10 puta) precxpxt'\mia nastupa samo-
sa bihmm sokom koji sadrii virus. U cilju ¢i8éenja primenjuje se jo¥ i smrza-

vanje materijala, posle kojeg se pomoéu prese lako odvaja ¢éisti i bistri sok
sa rastvorenim virusom u njemu.

je

Ciséenje virusa ma spomenute nadine nije lako, a nue ni potpuno, jex
u zavisnosti od biljke, odnosno osobine njenih sokova, zavisi i uspeh &igéenja.
Osim toga, adsorhent treba da dejstvuje na materije koje se nalaze u soku,.
a istovremeno da ne dejstvuje, ill §to manje dejstvuje, na sam virus, Kako
je poznato, virusi se u ovom pogledu veoma razlikuju jedan od drugog, a
pored toga se pri ¢isCenju uvek udalji i izvestan, ponekad veliki, deo samog.
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virusa, Stoga je pri seroloskom alltwamu nekog virusa najpre potrebne
traziti odgovarajuéi adsorbent. Ovo’ se radi empiricki. Zatim se proudhva
uticaj tog adsorbenta na virus'i {ek posle loga pristupa se serocloskim ispi-
tivanjima. Teskoée se jos poveéavaju pri ispitivanju virusa koji se ne
prenosi ubodom, trljanjem i isl, nego insektima ili kalemljenjem (naprimer
virus Sarke €ljive). jer je u avom slucaju tedko kontrolisati uticaj adsorbenta
na virulentnost virusa.

M. Dunin 1 N. Popova predlozili su (1936 g.) i razradili dovoljno
oftrouman nacin (.1.;;}.6!’1]'.1 virusa antiserumom zdrave hiljke, igkoriséavajuéi
antigenske osobine soka normalne (zdrave) biljke (19). Postupak je slededi.
Kuni¢é se imunizira sokam ne bolesne, nego zdrave biljke, dakle antigenima
koje ta biljka ima u svom soku (antigenima normalne  biljikej. Dobijeni
aniiserum daje dobru precipitaciju sa sokom zdrave bilike., On mofe da
posluzi i za taloZenje (precipitaciju) soka virusne bhiljke, U7 ovom sluéaiu
precipitini normalne hiljke stupaju u reakeiju sa njima odgovarajudim anti-
genima hiljke, a virusni antigeni, ij. virus ostaje anedirnur u rastvoru, Po-
moéu centrifugiranja, ili na neki drugi nadin, odvaja se precipitai (taleg),
a otiséeni sok sa virusom iskoriffuje se za imunizaciju drugih kuniéa, U
avom siudajn u serumu kunicéa stvaraju se samo antivirusna antitela. Takav
serum davace precipitaciju samo sa sokom virusnih biljaka, a sa sokom
zdravih nete davati reakeiju.

Dunin i Popova proverili su L isprobali svoju metodu serodia-
gnostike na mnodobrojnim uzorecima krompira, pavadajza, duvana, datulje
(Datura stramenium) i dr. biljaka zaraZenih raznim virasima., 3premljeni
gerum imao je nevisol titar: 1300, 1:500. Pri supevimunizaciii titar se po-
vecan do 1:800, Spremlieni serum konzervidge se sa 0,5% fenola I mozZe da
se sadtuva u loku 2% meseca bez primeineg smanjenja titra. Pomenuti
istrazivadét docenije su radili na spremanju polivalentnih antiseruma, ti, anti-
seruma koji bi reagovali sa nekoliko virusa (imunizacija se vrsi smesom
virusa).

Da udine seroloska istraZivanja 3to pristupadnijima i Sirim krugovi-
ma polinprivrednika, Dunin 1 Popova uproslili su precipitinsku reak-
ciju. Ond su predloili takozvanu »kaplji¢asiv metodu analize virusa«, prema
kojoj se specijalni antiserumi u malim ampulama Salju zainieresovanima.
Diagnoza se vrii na taj nadin $lo se na predmetno staklo metne kapljica
antiseruma i pomesa sokom biljke &ije se zdravsiveno stanje ispituje. UJ
slutaju pozitivhog nalaza nastupa precipitacija (zgrusavanje soka).

isti autori isti¢u mnogostruke mogucnosti primene seroloskih ispiti-
vanja 1 navode niz pitanja koja bi mogla da se rese primenom ove metode:
1) diferencijalna diagnostika viroza (biljaka u vegetaciji, semena, krtola itd.}
i pseudovirusnih oboljenja, 2} odredivanja koncentracije virusa, 3) bizina
rasprostranjenja i raspodela virusa u biljkama, 4) klagifikacija virusa i odre-
divanje tipova raznih virusa u zavisnosti od biljaka i geografskih uslova,
3) proudavanje inaktivacije virusa i, u vezi s titm, raznih mera le€enja viroza,
6) imunitet sorata, 7) nalaZenje antogonistiénih virusa, B) pronalazenje biljaka
{korova i dr.) rezervatora virusa i primarnih izvora zaraze, 9) pronalaZenje
insekata prouzroénika virusa i uloga miltroba i gljivica u rasprostranjenju
virusa, 10) dugovefnost wirusa pod razliditim uslovima, 11) uticaj raznih
uglova i faza razviéa biljaka na viruse, kao i maskiranje virusa, 12) istraZi-
vanje ontogenetitkog razvitka bilja, 13) odredivanje sadrZaja, viste i talo-
7enje vitamina, hormona i alkaloida u biljkama — posto po misljenju
autora, oni verovatno imaju antigenska svojstva, 14) dijagnostika hakterioza,
15) filogenetitki odnos raznih vrsta, varijeteta, sorti, sojeva itd. (u botanici,
fitopatologiji i entomologiji) itd., itd.

Iz mapred navedenog moglo bi se zakljuéiii da autori istiéu ovu metodu
kao neku uaniverzsinu, mada sami kaZu da bi sbila ipak nedopuitena gre§ka
smatrati ovaj natin ispitivanja nekom panacejome,



V — SeroloSka ispitivanja Sarke Sljive
1) Materijal i na&in ispitivanja

Kako je veé podvudeno, virusno oboljenje — 5arka $ljive je najosno-

vniji problem naSeg vofarstva. Imajuéi u vidu vaZnost svestranog po-
znavanja virusa, pristupili smo serolo¥kim ispitivanjima ove bolesti.
Nama je poznat samo jedam rad koji saopitava rezultate serolodkih
_istrazivanja virusa drvenastog bilja (Kunkel, 1936 g, 25). Ali nam
nisu poznati nikakvi detalji o tehnidl rada, u dobijanju antiseruma, koju
je primenic pomenuti autor, jer smo podatke 0 ovome radu nadli samo
u Review of Applied Mycology (R. AL M).

Dobiti antiserum jednog takvog virusa znafi pokazati i njegovu
antigenost i moguénost izvodenja raznih seroloSkih reakcija za reSenje
praktickih pitanja: 3irenja virusa u vockama, prisustvo virusa u otpornim
-sortama, postojanje virusa u pojedinim granama, latentnost virusa kod
pojedinith vrsta roda Prunus itd. Selekeija otpornih sorti moZe da se
otpo¢ne od grana vodaka, koje se ne »zaraZavaju« Sarkom (iako je cela
votka zarazZena), §to bi se takode moglo kontrolisati serolokim ispiti-
vahjima.

Najpre je trebalo savladati tehniku seroloéklh ispitivanja fitopato~
genih virusa uopSte, a narodito tehniku takvih ispitivanja kod drvenastag
bilja (vocaka;. Ispitivanja su bila otpodeta i sprovedena 1938 g. u Zavodu
za poljoprivredna istraZivanja u Topéideru (Beograd). U ovim dstraZiva-
njima, koja traze mnogo vremena i napora, ukazali su mi pomo¢ drugovi
fitopatolozi inZ Srboljub Todorovié i inZz Milivoje Perifie,

. Doenije (posle Oslobodenja) serolofka ispitivanja bila su mnastavljena,
ovog puta sa savrienijom tehnikom i pod povoljnijim uslovima (u samoj
blizini jako zaraZenih $ljivika). Rezultati ovih istraZivanja iznose se dalje.

Li%¢e i plodovi zara%eni Sarkom dostavijani su u laboratorijum radi
ispifivanja svakog drugog ili treteg dana neposredno iz zarazenih $ljivika
Bila je osigurana potpuna svezina marterijala. Kaoc materijal za spremanje
soka uzimani su jale i tipiéno obolelo lifée i plodovi poZegade, trnosljive

1 jale zaraZeno li&¢e beloSlijive koja ponekad pokazuje tlpléne znake
bolesti i izvesno opadanje plodova.

Serolodkim proudavanjima Sarke bili su postavljeni sledeéi zadar:l

1) utvrditi da i virus 3arke (virus jedne viroze drvenastog bll]a)
ima antigenska svojstva;

2) proizvesti antiserum Sarke: aj pomoéu injekeija neoéﬁéenog centri-
fugiranog soka holesnog li%¢a 4§ plodova; b) pomotu injekcija hemijski
odiféenog virusa (soka bolesnog li%éa i plodova); kao adsorbent za &di¥te-
nje uzet je aluminium-hidroksid; ¢) pomoéu njekcija virusa oclécenog
. antiserumom normalne biljke (li%éa i plodova);

'3) pe dobijanju antiseruma proizvesti specifi¢ne precipitinske reak-
cije: a) sa odgovarajué¢im materijalom — lif¢em i plodovima sorti koje su -
posluZile za imunizaciju, b) sa materijalom iz raznih mesta, ¢} sa li¥¢em
‘i plodovima drugih sortj i vrsta koS8titavih voéaka bolesnih od 3arke,
d) serolo8ki ispltati vezu izmedu obifne Zarke i uskoprugaste farke $ljive,

‘i e) izmedu Zarke i mozaika JZljive (rukovodeti se opisom Hristo-
‘va, 18).
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Za ispitivanje po navedenim tatkama vriena je imunizacija 4 kunica
sokom iz 1i§¢a i sokom iz plodova poZegate i trnosljive. Za dobijanje
antiseruma normaine biljke vriena je imunizacija 2 kuni¢a sokom zdravih
stabala $ljive, i to-iz liféa i plodova. Osim ovog, 3 kuniéa su imunizovana
otiféenim virusom — sokom (&ifcenje antiserumom norm. biljke i alumi-
nium-hidroksidom).. Radi uporedenja i kontrole precipitinskih reakcija
bio je spremljen normalni serum od nelmunizovanog zeca. Svega je,
prema tome, radeno sa 10 kumnica., Pregled imunizacije pretstavijen je
na Tablici I — Imunizacija kuniéa.

Sl 2 — Sarka §ljive (Prunus virus 7) kod poZegade, (Foto I. Pobegajlo)

Injekcije su vriene rekord-$pricevima od 2 i 5 ml, i to u marginalnu
venu uva. Za bubrenje vene i dezinfekciju upotrebljavan je T0%-ni
rastvor alkohola, jer se pokazalo da hloroform nije pogodan za to (jako
nadra¥uje i nikrotizira koZu). Da bi se izbegla jata reakcija kunica ili
pojava anafilaksije, prve injekcije bile su mate — od 0,75 ml do 1 ml
Postupno su se doze povetavale do 2,5—3,6 ml. Za vreme ispitivanja
svega jedan kunié je uginuo od paralize zadnjeg dela tela (bio je zame-
njen drugim). Kod Chester-a priintravenoznim injekcijama ginulo je
25% zeteva (radio je sa sokom duvana i krompira).

Kako vidimo, kod nas maksimalne doze nisu bile velike, ali je zato
ubrizgavanje radeno feSce: svakog drugog dana ili svakog dana. Ubrzana
imunizacija vriena je zbog toga Sto su plodovi brzo zreli i 3to je bilo
potrebno viSe vremena za prethodno spravljanje antiseruma normalnih
biljaka radi docnijeg #i%¢enja virusa ovim serumom. Osim toga bilo je
potrebno vreme i za superimunizaciju. K. Chester je intraperitonalno
imunizovao vet¢im dozama (5—8 ml) u 8 injekcija sa prekidima od 3—4

5 —- Radovi Poljoprivredno-Sumarskog fakulteia
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dana medu injekecijama (13). Kod njega infravenozne doze bile su 2—3 ml
u 8—186 injekcija 8a intervalima od 3—4 dana. Neki istraZivati prelazili
'~ su na intraperitonalne injekcije zbog veteg ugibanja kunifa od intra-
venoznih injekcija, o kojima je maloéas spomenuto. Prema'Chester-u
intraperitonalne injekcije mogu da posluze za otporne viruse (virus
mozaika krastavaca, prstenastu pegavost duvana i dr.). Za manje stabilne
viruse zadovoljavajuce rezultate daju samo intravenozne injekcije. Intra-
venozne injekeije daju veéi titar.
Svaki je kuni¢ dobio od 9—10 injekeija. Kod nekih je broj injekoija
bio 11--13.

1. Pripremanje soka za imunizaciju

Biljni sok sprema se na sledeéi natin. Uzima se bolesno liS¢e sa
jakim nesurnnjivim i tipi¢énim znacima bolesti. Sve ofteéeno 1i8ée, lidce
sa znacima hloroze ili nekih gljiviénih bolesti izbacuje se, kao i sve liée
sa tragovima &adavice (od prisustva lisnih vaSiju). Oko 50—60 grama
takvog lis¢a dobro se opere m: &istoj vodi. Zatim se jo¥ jedanput opere
u sterilnoj (dobro prokuvanoj) vodi. Posle toga lii¢e se-sudi do nestanka

“kapljica vode 1 vlage na povrfini. LiSée isitnjeno noZfem tufe se u avanu
dok se ne dobije vlaZna kaZasta masa. Za drobljenje li%¢éa moZe dobro
posluZiti maSina za sefenje mesa. Uvijena u til pogadica od zdrobljenog
1i&¢a presuje se pod jakim pritiskom pomeéu male laboratorijske prese
za voéne sokove. Dobije se otprilike 8—10 ml neprovidne te¢nosti —
soka liséa, Od svih operacija pri imunizaciji kuniéa najvie roduzima
vremena i napora ba§ ovo spremanje soka. Nekad je pogadicu potrebno
formirati nekoliko puta da se iscedi potrebna koli¢ina tednosti. Verovatno
ovo se moZe objasniti suvim vremenom u toku ogleda i dobom uzimanja
liséa (pri kraju leta). Prosetno je reakcija soka pH 5.0.

Mnogo je lak3e dobiti sok od plodova. Qdvojeno od kodtica meso

- ljiva tude se u avanu i isceduje na presi. Kod jade zaraZenih plodova
sok je tamniji, crvenkastije boje. Kod slabije zaraZenih je Zuékast. ——
Reakcija soka plodova nedto je kiselija od reakeije lif¢a — pH oko 4.0.

Dobijeni sok centrifugira se u epruvetama na elektritnoj centrifugi

. (3000 okretaja na minut) u toku 10 minuta. Na dnu epruveta odvaja se
prili¢na kolidina taloga.

Sok od liéa daje neprovidnu tetnost tamnozelene boje, a sok od
plodova je poluprovidan. Posle centrifugiranja sok se odmah ubrizgava
kuniéima. . _

Na isti naéin, ali samo od zdravih biljaka, sprema se sok za imuni-
zaciju kunica za dobijanje antiseruma zdravih biljaka.

U jedan dec centrifugiranog soka od zarafenog lif¢a i plodova do-
daje se kao adsorbent 1,5% aluminium-hidroksida. Smesa se drZi u
termostatu na t. 37°C u toku 2 sata uz povremeno muckanje. Posle
centrifugiranja (u toku 10 minuta, 3000 okretaja na minut) odvaja se
gusti zeleni talog. Tako dobijeni hemiski odi%éeni rastvor virusa Sarke
ubrizgava se kuni¢ima. Kako je poznato, virus Zarke ne prenosi se
ubodom. ili ubnizgavanjem, stoga nije moguée kontrolisati uticaj adsor-
benta na virulentnost virusa. Isto tako usled toga nije mogute ispitati
neutralizaciju virusa u soku zdrave biljke (dodavanjem antiseruma
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%arke). Ovo su nezgodne strane serolodkog ispitivanja virusa koji se
prenase samo kalemljenjem 1ili insektima. Ovih nezgoda mnije bilo kod
dosadasnjih seroloskih ispitivanja lako prenosljivih virusa (X — vi-
rusa krompira, virusa raznih moezaika duvana, prstenaste pegavosti du-
vana, mozaika krastavaca i dr.). Pri ispitivanju lako prenosljivih virusa
ispitiva¢ stalno kontroliSe svoj rad, zaraZavajuéi ogledne biljke. U po-
slednjem sludaju ogledne biljke su indikatori promena koje pretrpi
virus pod uticajem adsorbenta ili antiseruma. U nafem sluéaju, tj. u
sludaju kada se ne moZe kontrolisati virulentnost pomoéu oglednih bi-
ljaka, jedino bi se po antitelima obradenog virusa (precipitinskom reak-
cijom antiseruma sa sokom zaraZene biljke) moglo videti da 1i se virus
menja ili gubi svoju virulentnost pod uticajem adsorbenata ili antise~
ruma. Ali ni ovo nije sasvim sigurno, jer, kako su pokazala neka ispi-
tivanja u toku poslednjih nekoliko godina, neki inaktivirani virusi mogu
da saluvaju svoja antigenska svojstva. Ipak u naSim ispitivanjima, sve
dok se ovo pitanje ne proudi bolje i na viSe virusa, antigenske osobine
virusa posle obrade adsorbentom smatraéemo funkcijom, odnosno zna-
kom neo$tecenosti virulentnosti virusa.

Pri ¢iS¢enju virusa (soka zaraZenih biljaka) antiserumom normalne
biljke (tadka 2, c) bio je sledeéi postupak: Od soka liS¢a i plodova centri-
fugiranog i spremljenog za ispitivanje po taéki 1 i 2, a odvaja se 3-—4 ml.
Ovom soku dodaje se isto takva koliéina odgovarajuc¢eg antiseruma
zdrave biljke (li%¢a ili plodova). Posle dobrog muékanja smesa se ta-
loZi 2 sata u termostatu na t. 37° C. U epruvetama se pojavijuje pri-
li¢gno velik pahuljasti talog, koji se lako odvaja centrifugom. Centri-
fugirani sok poluprovidne zelenkaste boje sluZi za injekcije. Pri doda-
vanju antiseruma zdravih biljaka soka &ljiive nastupa reakcija izmedu
antitela zdravih hiljaka u antiserumu i antigena istih biljaka u soku.
Kao rezultat ispada talog koji se odvaja centrifugom.

Superimunizacija je vriena kod 3 kuniéa kod kojih je prethodno
bilo uzeto po 15 ml krvi desetog dana posie prve serije injekeija (radi
odredivanja fitra d precipitinskih reakeija). Sutradan po uzimanju
krvi bila je otpofeta druga serija od 9 odnosno 10 injekcija, koja je
vriena na isti naéin, kao i prva. Ali pri superimunizaciji doze ubrizga-
vanja bile su jafe — od 2,5 ml do 3,5 ml. Supenimunizovanim kuniéima
uzimana je krv otprilike desetog dana posle poslednje injekecije.

Obrada séruma odnosno antiseruma i1 odredivanje titra

Krv je uzimana na sterilan na&in i u sterilne kolbe iz karotide dese-
tog ili jedanaestog dana posle poslednje mJekcue Pre uzimanja krvi kuni-
-¢ima nije davata hrana u toku 24 sata.

Uzeta krv radi zgrudavanja stavljena je na dva sata u termostat na
t. 37°C. Kolbice su stavljene u kosom pravcu radi docnijeg lak3eg odvajanja
antiseruma od grusa, ZgrulSana krv ostavljana je preko noéi u hladnjadi na
t. 0,5 — 1°C, posle ¢ega se antiserum dekantirao ili odvajao usisavanjem
pomotu sterilnih pipeta, Dekantirani anfiserum centrifugirao se 2 puta (po
3000 okretaja na minut) u toku 10 minuta pomoéu elektridne centrifuge. Do-
bijeni antiserum imao je Zuékastu ili rede ruZidasto-Zuckastu. boju 1 bio je
providan. On se fuvao u hladnjad® u epruvetama ili razliven u ampule od
1,2, 5 ml. U neke antiserume radi duZeg fuvanja dodavano je 0,5% fenola.
Tzvesian sasvim mali broj ampula kroz 1—2 meseca pokazivao je zamqéivanje

5.
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{verovatno od sludajne infekcije za wreme spremanja). Proseéno od jednog:

kunica dobijalo se oko 80 ml krvi, koja je davala 15—20 ml. antiseruma.-
Veli kuniéi davali su oko 30 ml.

Postoje dva nadina odredivanja precipilinskog titra antiseruma. Prvi
se vrii progresivhnim razblaZivanjem antiseruma u fizioloSkom rasivoru i pro-
hom (reakcijom precipitacije) sa konstantnim ekstrakiom wvirusa (u dobro
centrifugiranom ili oid¢éenom bilinom soku), Drugi je natin — progresivno-
razblaZivanje rastvora virusa (u soku hiljke) i proba tog rastvora sa kon-
stantnim rastvorom antiseruma. Smaira se da je drugi nadin zgoduniji iz
sledet¢ih razloga: 1) razblaZivanjem bhilinog soka sa virusom razhlaZuju se i.
nespeciﬁém proteini, kojih u biljnom soku uopste ima malo; antiserum
pak ima velike kolidine protema reakeija izmedu nejednakih koli¢ina ovih.
materija bice minimalna, te necde otezati ¢ilanje precipitinske reakeije, 2}
u slucaju razblaZivanja antiseruma, koiji sadrii veée kolitine proteinskih.
materiia, u reakciju bi stupala dva rastvora sa veéim sadrzajem tih ma-
terija, 8to bi zamaglilo jasnost precipitinske reakcije. Osim ovog, drugi nadin
je zgodniji i zbog toga Sio se reakecija obavlja u providnom rastvoru anti-
seruma. Medutim, hiljni sok rvetko kada moZe da bude dovolino providan..
Postoje i drugi razlozi koji govore za drugi nadin ispitivanja titra.

Na& konstanini rasivor antiseruma bio je 1:5 (1 deo antiseruma
na 5 delova fizioloSkag rastvora). Progresivnho razbladivanje biljnog
soka sa virusom vrSeno je slededéim redom: 1:10, 1:50, 1:100, 1:300

itd. Precipitinska reakeija vriena je flokulacijom, a ne prstenastom.
reakcijom (ring test).

' 2) Imunizacija i superimunizacija virusom Sarke

. Zbog preglednosti celokupan tok imunizacije pretstavljen je w
Tablici I ~~ Imunizacija kuni¢a, i u Tablici II - Superimunizacija.
kuniéa,

Posmatranje precipitinskih reakaija vr§ilo se u malim epruvetama.
(50,5 X 3 mm unutradnjeg preénika). Antiserumu u koliéini 04 rml
dodaje se ista kolitina (0,4 ml) rastvora virusa (soka biljke), dobro se-
me8a i drii se u termostatu na t. 37°C u toku 2 sata, posle fega se
posmatra i bheleZzi reakeija prema veé ranije pomenutoj skali. Posle
toga epruvete sa smesom wvirusa i antiseruma stave se u bladnjale na
t. oko 3°C da se iduéeg jutra (otprilike kroz 15—16 sati) vr$i ponovno
posmatranje reakcije i belezi definitivni zakljudak ,o intenzitein pre-
oipitacije. U slufaju postojanja reakcije, na dnu epruvete prikuplja
se talog zelenkaste bhoje. Ukoliko je precipitinska reakcija jafa, uto--
liko je talog veéi. Obi¢no smo vriili i paralelna posmatranja u neko-
liko {4—5) epruvetfa. Istovremeno radi uporedenja i kontrole pravljena
je nekoliko puta reakcija istog virusnog materdjala (sokaz biljke) sa
normalnim serumom, a takode i reakcija antiseruma Sarke sa sokom.
od nesumnjivoe zdravog materijala.

Sok plodova 3ljive prilidno je histar za posmatranje reakcije, ali
sok liséa desto nije dovoljno providan, 3to oteZava &itanje reakeije.
Da bi se ovo otklonilo, na nekim pnimercima isproban je natin »absor--
bovanja seruma« prema sledeéem pastupku K. Chestera. Pre ispi-
iivanja precipitacije 1 delu antiseruma dodaje se 2 dela soka zdrave:
biljke pripremljenog kao ranije za imunizaciju. Zatim se smesa stavi:
na 3 sata u termostat na t. 37°C, a zatim preko noéi u hladnjatu.
Posle centrifugiranja smese dobije se prili¥no providna tetnost. Na ovaj.
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matin je Chester potpuno otstranjivao reakciju izmedu antiseruma
i proteina normalno prisutnih u soku obolelih biljaka. Tako absorbo-
vani serum kod nas je u mnogim sluajevima davao jasnije reakciie.
Takwi sludajevi narodito su padali u ofi kod antiseruma od kunica
br. 1 i 2. Kod antiseruma od kuniéa br. 3 i 4 reakcija mije bila tako
uotljiva. Ovo bi moglo znaliti da ¢iSéenje wvirusa aluminium-hidroksi-
dom nije bilo potpuno. StaviSe, kod nekoliko ispitanih pnimeraka anti-
.seruma virusa oc¢i¥¢enog antiserumom normalne biljke absorbovani
antiserum davao je jasniju reakeiju.

51 3 — Sarka sljive (Prunus virus 7) kod belosSljive, (Foto 1. Pobegajlo)

Rezultati ispitivanja raznih antiseruma pretstavljeni su u Tabl III
-— Precipitinske reakeije raznih antiseruma sa biljnim sokovima. U
tablicu su unesene i precipitinske reakeije raznih seruma sa sokom
lid¢a 8ljive, koje bi se (li%¢e) prema karakteru raznih pega i Sara moglo
uvrstiti u li%¢e obolelo od mozaika Sljive, o kojem je ranije bilo go-
vora. Napominjemo da je nekrotiéni mozaik na talijanki dstovetan po
opisu i izgledu oboljenju od Sarke koje je D, Atanasov opisac na
«dolanskoj 5ljivi (2, str. 129). Precipitinska reakdija ispitana je i na
soku Sljive nesumnjivo i tipi¢no obolele od obitne hloroze (fiziolodke
Zutice).
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Objainjenje k tablicama

Tabl. I — Kao antigen za imunizaciju uzet je sok li8¢a i plodova
sorte pozegada (vrsta Prunus domestica), li¥¢a i plodova sorte trno-
3ljiva (turgunja, vrsta Prunus insititia) i li%éa sorte belodljiva (vari-
jetet Pr. domestica).

Tabl. I1 — Za superimumizaciju uzeti su kuniéi koji su u Tabl. [
oznadeni brojevima 2, 7T i 8.

Tabl. IIT — Latinski nazivi sorti prema Tabl, I. Osim toga radi
ispitivanja precipitinskih reakcija uzete su: kajsija (Prunus armeniaca),

Tahl. [ — IMUNIZACIJA

—

Broj

ku-  Cimo jo imunizovan Datum nbrizgavania i

ni¢a

N Centrifug. sok .hole- 9/VIII 11/VIII 13/VIII 14/VIII 16/VIII 1‘7/VIII 19/VIII
snog lista poiegade 1.0 1.2 1.5 2.0 2.5 2.5 2.5

9 Centrifug. sok Tbele~- 9/VIII 11/VIIT 12/VIII 14/VIII 18/VIIT 17/VIII IQ/VIII
snih plodova poZegade 0.75 1.0 1.5 2.0 2.0 2.5 3.0
O&iséeni virus bo'esn.

2 lidéa troofljive (sok 10/VIII 12/VIII 13/VIII 15/VIII 17/VIII 19/VIII 20/ViIE

“ liséa <4 alum. hidro- 0.75 1.0 1.5 2.0 2.0 2.5 3.0
ksid)

Odéi&deni virus bolesn.

4 plodova trnodljive 9/VIII 11/VIIT 13/VIII 15/VIIL 17/VIII 18/VIIT 20/VIIl
(sok plodova -+ alum. 0.95 1.0 1.5 2.0 2.5 2.5 3.0
hidroks.)

‘5 Cfg::;i"‘gh.ki"k( 32 gy g/vIIT 9/VIIT 11/VIII 14/VIIL 16/VIII 17/VII)
goy | TRe fpoeEaT g 1.2 1.6 2.0 2.5 3.0 3.4
Centrifug. sok plodo-

6 va norm, biljke (po- 7/VIII 9/VIII 11/VIII 13/VIII 14/VIII 16/VIII 17/\7111:
p i.0 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.2
iegate)

Od&iséeni wvirus (sok

7 bolesn. ligéa poZega- 6/IX 8/1xX 9/IX  11/IX  12/IX  14/IX  16/IX
¢e 4 antiser, norm. 075 1.0 1.2 1.5 2.0 2.0 2.5
1i8éa)

O&idéeni wvirus  (sok :

8 bolesn. plodova poZe- 8/IX  7/IX  9/IX 10/IX 12/IX 13/IX 15/IX
gale 4 antiser. norm. 1.0 1.5 1.9 2.0 2.5 2.5 2.8
plodova)

Hem. oéi&éen virus ho- :

9 lesn. li%¢a belosljive 7/VIII 9/VIII 11/VIII 12/VIII 14/VIII 16/VIIL 1g/vIiil

' (sock 4 alum. hidro- 1.0 1.2 1.2 1.8 2.0 2.2 2.5
ksid)

Redni broj injékeije |4 I 1Y v v Vi VI

-
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dZanarika (Prunus mirabolana ili Pr. cerasifera), breskva (Prunus per-
sica), trednja (Prumus avium) i sorfa talijanka (Prunus demestica var.
prunea). Marmorasti mozaik nije retka pojava kod poZegade: zelen~
kasto-bele Sare pokrivaju svu lisku, ostavljajuci nedto tamnije zelene
pege u obliku mazotina; prili¢ne &esto biva i deformacija listova.
Prema tome mogao bi u ovom sludaju doéi u obzir, kao skupni uzrog-
nik Prunus virus 6. Nekrotitni mozaik karakterife se pojavom malih
poligonalnih nekrotiénih pega razbacanih neravnomerno na lisci. U
serolo¥ka ispitivanja, viSe radi kontrole, uzeia je i nezarazna (fizio-
logka) hloroza (opis i foto ovih bolesti mogu se naéi un Iif. 30, str.

80—81).
KUNICA
Prosefne Datum " s
. Titar
x . pH soka spremanja .
kolié¢ina soka u ml za injek- antise- a;x&ri’siz
ciju ruma
21/\;1011 23/1;1;1 '>5/ng(1]1 27/VIII . 6/IX 1:500
21/VIIT 23/VIIT 24/VIII ' : )
50 30 25 4.06 41X 1:700
92/VIIL 24/VIII 26/VIII _ .
3.0 25 . 3.0 | | 5.27 6/1X 1:1000
22/1;.1011 24/\;."[511 26/\;;1.{1)1 412 6/1X 1:900
20/VIII 22/VIII 24/VIII 26/VIII .
3.2 3.5 35 35 5.26 5/1X 1:500
18/VIIT 22/VIII 24/VIII 26/VIII ' :
35 35 85 . 35 406 5/1% 1:600
171X 19/IX  20/1X  22/IX  24/IX  28/IX . .
30 - 32 35 35 33 35 6.03 6/X. 1:900
171X 19/IX  20/IX  22/IX  24/IX  26/IX .
32 35 32 35 35 35 3.76 6/X 133200
20/ VIIL 22/VIII .80 21X 1:300

3.0 3.0

VIII X X X1 XII XIII
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Tabl. I — SUPERIMUNIZACIJA

Broj
ku- Cime je imunizovan Datum ubrizgavanja i
nicéa '

, ~Centrifug, sok bole- g,y gre  jgrw 191X 13/IXK 151X

2 snih plodova poZegade 50 95 2.4 2.0 35 39
Oéidéeni wvirus (sok

7 bolesn. lif¢a poZega- T/X 9/X. /X 12/X 13/X 15/X

te 4- antiser. norm. 2.0 2.5 2.5 3.0 3.2 3.5

liséa)

O¢iséeni virus (sok
8 bolesn. plodova poZe- 7/X 9/X 10/X 12/X 13/X 15/X

gate <4+ antiser. norm. 2.0 2.5 3.0 3.2 3.5 34
plodova)
Redni broj injekeije I IT 11T v v VI

VI — Rezultati serolofkih ispitivanja Sarke Sljive

Na osnovu rezultata imunizacije kuniéa sokom li&¢a i plodova
$ljiva obolelih od Sarke (predstavljenih u Tabl. I i II} i precipitinskih
reakeija (predstavijenih u Tabl. III) mogu se izvesti sledeéi zakljudci:

1. Virus Sarke §ljive nesumnjivo ima antigenska svojstva. Antise-
rum bolesnih plodova daje jacu precipitinsku reakciju, nego antiserum
bolesnog liséa, $to verovatno zavisi od visine titra (vidi tatku 5). Ko-
liko mi je poznato, ovo je svega drugi sluéaj dspitivanja antigenskih
syojstava jednog virusa drvenastog bilja.

2. Kuniéi sasvim dobro podnose imunizaciju sokom liZ¢éa i plodova
Sljive. Najvefe doze koje su bile upotrebljene (3,0 — 3,6 ml) imale su
2a posledicu samo privremenu klonulost, malaksalost i otsustvo ape-
tita u toku 2—3 sata posle injekcija. Kuniéi su jade reagirali na ubri-
zgavanje soka oiS¢enog aluminium-hidroksidom (br. 3 i 4 Tabl I).~
Ponekad je reakcija (klonulost, sanljivost, otsustvo apetita) primeéivana
i slede¢i dan. Al veé nakon 3—4 injekcije reakcija se smanijivala. Za
sve vreme ogleda nijedan kunié nije uginuo od injekcija. Od poletka
injekeoija do uzimanja krvi kuniéi su dobili u tezini od 600—900 g
(od 1100—1200 g do 1800--2000 g), 3to je verovatno posledica belje
nege. _ _

3. Titar dobijenih antiseruma nije wvelik: obi¢no od 1:500 do
1:900, rede 1:1200 ili 1:300. Superimunizacija ne poveéava mmnogo
titar seruma; najvidi dobijeni titar od superimunizacije bio je 1:1500.

4. Antigenske osobine virusa u soku lif¢a u mncgim su slufaje-.
vima neodredeno izraZene (— -+). Alj ipak i one postoje, ako se upo-
rede precipitinske reakcije bolesnog li%éa sa normalnim liS¢em, nor-
malnim plodovima 1 zaraZenim plodovima (Tabl. III, red. br. 1, 3, 7, 9).
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KUNICA

Proseéno - Datum :

: . Titar

pH soka spremanja :
koli¢ina soka un ml za injek- antise- ar‘xtlse-

ciju ruma ruma

lg/éx 183&}{ 22/51 % 4,04 1/X 1:1200
173/1{ 1%/? 23{’2}*; 3;/5X 5,8 31/X 1:1000
X agx X K e 31/X 1:1500
Vi VIII IX - X

Primedba; Broj kunita i prethodna imunizacija prema Tabl. L

5. Jasno (+), viSe puta i jako (4 -) izraZene antigenske osobine
postoje kod virusa u soku plodova. Bolesni plodovi daju veti titar anti-
-seruma, negoe bolesno lisce. -

6. Specifitnost antigena odnosno precipitinske reakcije nesumnjiva
je, Nju sam sa svojim saradnicima proveravao viSe puta na slededi
demonstrativni nadin. U obit¢nu epruvetu istiskivao sam sok ili bacao
"komadié mesa od ploda &ljive, prethodno zabeleZivii da li je sok od
zdravih ili bolesnih plodova. Sok, odnosno komadi¢ ploda $ljive, mué-
kan je u vodi (1:30-—40) da bi se voda pomeSala sa sokom ploda. Bez
znanja ispitivata (da 1li sok, odnosno komadié pleda potite od zdrave
ili bolesne $ljive) odredivalo se zdraystveno stanje uzetog soka odnosno
plodova. U svim sludajevima dijagnoza je bila potpuno taéna i nesum-
njiva: pri dodavanju kapljice razblaZenog antiseruma (1:10} u sok od
-zarazenih plodova odmah se u teénosti pojavljivao belitasti trag taloga
od reakeije kapljice sa sokom bolesne $ljive. Talog se postupno spu-
‘§tac na dno. :

7. Pri uporedenju jasnosti i intenziteta precipitinske reakecije pada
u odi da nema gotovo nikakve razlike w precipitinskoj reakciji anti-
seruma od neoliféenog virusa - (iz soka lifca) i ofidtenog aluminium-
hidroksidom. Ovo bi se moglo objasniti malim koli¢inama proteinskih
materija u soku li¢a, koje imaju antigenske osobine. Ovaj bi zakljuéak
‘bio opravdan da ne postoji jasno widljiva reakeija (+) kod antiseruma
normalnih biljaka (Tabl. III, red. br. §, 6). -

Veéa je razlika u intenzitetu i jasnosti izmedu neodi¥enog i ofi-
-Stenog antiserwma virusa od plodova. (TablL III, red br. 2, 8). -
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Tabl. Il — PRECIPITINSKE REAKCIJE RAZNIH

Redni broj

Sarka S§ljive

‘Antiserumi

lis¢e poZegale -
lisée trnosljive
lifée belosljive

plodovi trno$lj.

plodovi belo&l].

38

10

11

12

- hidroks.)

bolesnog liiéa pozegade

3
'.i"
+- _L plodovi poZegate

bolesnih plodova poZegade

+

odigé, virusa liséa trnosljive
{(sck <4 alum. hidroks.)

+
+

otiféenog virusa plodova
trnogljive (sok 4 alum. +

lisée norm. biljke L
(poZegale)

plodova norm. hiljka -
(pozegade)

odigé. virusa li¥¢a poZegade
(sok - antiserum norm.
lidéa)

o¢i%¢, virusa plodova poZe-
~gata (sok -+ antiserum
norm, plodova)

—+ 44—+ 4

oAt b -

odis¢. virusa lis¢a belo-
§ljive (sok - alum. hidrolks.)

bolesn. plodova poZegate
(superimun. br. 2 Tabl.
1110

otigé. virusa lis¢éa poZegade
(superimun. br., 7 Tabl
1ilIl)

0&igé. virusa plodova poZe-
gade (superimun. br. 8
Tabl. T { II)

-4+ ++ -+ + —+

~+ 44+ 4+ 4+ e+

—+ ++ -+ ++ -+

—+

f

L

Rt R b+ 4

8. Mada superimunizacija poveéava fitar seruma, ipak nema ve-

like razlike u intenzitetu precipitinskih reakdija izmedu antiseruma
dobijenog bez superimunizacije i sa supenimunizacijom.

9. Prema precipitinskoj reakeiji virus uskoprugaste $arke (Prunus.

virus 7a po Hristovu) bio bi na osnovu ispitivanja istovetan virusu.
obitne Sarke (Sirokoprugaste Sarke, l_’munus'vﬁmus 7). U svakom slu-



75-

k4

ANTISERUMA SA BILINIM SOKOVIMA

Uskoprug, Mozaik Normal. poZegada -
Sarka o
= S
1} . fer] L
=4 o N = =)
R [ = % g, §, %
a ‘;;.) @ % )a . )8 g .&) g
] = 3 . @ v Hg o= N
£S 5 2 a8 &8 2¥ 88 go =
s o " e o B8 Ex &2 o 8
O Q e O < @ '5 o B e QO o
2 o B % 2 g 5 98 g4 = 8
— — - = — — —+ — e —~—
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_— _ — — —_ - — — _) _
-4 -+ -+ = — - - — - —
J
- - - - - - - -4+ -
- - - e
— — . _ - — —+ - - —
m—— e 4 — — — ~+ — — —
. — + — — — - . _-
—4+ ~4 — -t == —_ — + o — -
—  — -+ — - - - - -
-+ -+ + == — — + - -~ -

¢aju on bi mogao da bude samo jedan soj (strain) virusa S3arke.
Ovu konstataciju iznosimo sa rezervom, podto je po opisu i slikama
koje daje A. Hristov tedko doneti tadan zakljufak da li se u nafem.
slutaju radilo sa pravom uskoprugastom Sarkom ili ne. Nismo mogli
da nademo plodove bolesne od uskoprugaste Sarke, koji su, prema
opisu i slici A. Hristova, veoma karakteristini za ovu bolest.
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10, Li%fe dZanarike i kajsije sa znacima Sarke daje predipitinske
reakcije sa antiserumom %arke koji ima jadi titar. Pada m o¢i da su pre-
. cipitinske reakcije vie puta bile negativne ili sumnjive kod belosljive,
-dZanarike i kajsije (Tabl. I1I, 1, 3, 7 i 95. Ova pojava mogla bi se obja-
sniti slabom Kkoncentracijomy wvirusa u ovim biljkama. Verovatno se
ovim moZe objasnili 1 manja Stetnost Sarke kod ovih voéaka.

11, Li$ée hreskve, tre$nje i vi¥nje sa mozaiénim pegama ne daje
reakciju na virus Sarvke.

12. Lisée sa raznim znacima mozaika §ljive (marmorasti mozaik,
prema opisu u objadnjenju k tablicama) ne daje precipitinske reak-
cije na wirus Sarke. Isto tako mne daje reakciju ni {iipiéna hloroza
$ljive (nezarazna Zzutica). Nekrotidni mozaik kod talijanke daje preci-
pitinsku reakciju sa antiserumom bolesne pozegate.

13. Ispitali smo primenu kapljitastog metoda analize virusa (shodno
ranije opisanom, prema Duninu i Popovoij 19). Na predmetno -
- staklo istiskivale su se kapljice razblaZenog 1:10 antiseruma (takav
razblaZeni antiserum daje bolju precipitinsku reakeciju). Bilo je pri-
meceno vede zamuéivanje i krupniji talog kod soka bolesnih plodova
§ljive. Sa sokom bolesnog lif¢éa reakcija je bila jedva primetna, ali
ipak se mogla uoditi razlika izmedu reakcije antiseruma sa sokom bo-
lesnog lid¢a i sokom zdravog lidta. Ali, uopdte uzev, i u prvom i u
drugom sluaju razlika nije bila toliko jasna da bi ovaj nadin zasada
mogao imati neki praktiéni znataj za diagnostiku viroze na terenu. U
svakom slutaju kaplji¢asti metod potrebno je jo¥ detaljnije ispitati.

14. Da se odredi vreme u toku kojeg antiserumi tuvaju sposobnost
precipitinskih reakcija, s vremena na vreme fispitivali smo precipitinsko
dejstvo antiseruma na soku holesnih plodova koje smo duvali u sveZem
stanju u toku 3 meseca u hladnjadi na temperaturi od -0,5° do
—1,0° C; docnije su bolesne $ljive duvane kao suve. Preocipitinska moé
potela je da primetno opada posle § meseci ¢uvanja. Kod veéine se-
ruma ona je trajala 8 meseci. Samo kod tri uzorka seruma (konservi-
ranih sa 0,5% fenola) trajanje je bilo nesto duZe, do 10 meseci. Ovaj
zaklju®ak traZi proveravanje, poSto je Cuvanje antiseruma bile veoma
nepovaljno i pod rdavim laboratorijskim prilikama. 1z prednje tatke bi
se mogao izvesti zakljutak da se u plodovima virus fuva svakako
najmanje tri meseca. Ovaj zakljuéak ne mora da bude tafan, poto,
shodno ranije redenom, i derivati odnosno raspadnuti virusi mogu da
duvaju antigenske osobine, a prema tome i moé precipitinskih reakecija. |

VII — Zakljuéak

Viroze voéaka malo su poznate, jer je njithovo eksperimentalno
proutavanje dugotrajno. Celckupni rad na virozama voéaka je kompli-
"kovan i skup. Medutim, znadaj viroza voéaka pri uporedenju sa zna-
“¢ajem viroza drugih kulturnih biljaka poveéava se time 8to su voéke
skupe videgodi$nje hiljke, du¥e vremena podlezu opasnosti zaraZavanja
i virus u njima mo¥e du%e vremena da ostane prikriven, pridajuéi bo-
“lestirna karakter podmuklosti.
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Virusno oboljenje — Sarka Zljive ima velik ekonomski znaéaj za
vocarstvo Jugoslavije. Najvaznija eksportna sorta 3Sljive — pozegada
narotito strada od te bolesti. Usled toga ona moZe da postane potpuno
nerentabilna, Uzroénik bolesti je Prunus virus 7 A. Chr. U ¢lanku se
daje kratak opis Sarke Sljive.

Otkad je prvi put ustanovijeno (pre 15—20 god.) da su neki virusi
hemijske supstance (nukleoproteidi), vi¥e od desetka virusa je izdvo-
jeno u hemijski &istom stanju. Verovatno ¢e se i za druge fitopatogene
viruse isto ustanoviti. VaZna je odlika ovih virusa mala specifitnost,
koja ih odvaja od drugih uzro¢nika bolesti bilja. Ovo oteZava njihovu
klasifikaciju. Poznavanje osobina virusa je vaZno ne samo sa naudne,
nego i sa praktitne tatke glediSta.

Sl. 4 ~ Sarka Sljive (Prunus virus 7) ked sorte dinjka. (Foto I. Pobegajlo)

Serolo¥ki naéin ispitivanja wvirusa pruZa velike moguénosti. On
nalazi sve veéu primenu, jer se pomocu njega mogu brzo i lako resa-
vati mnoga pitanja biljne virologije.

S obzirom na pomenuti znalaj serolo¥kih ispitivanja ne samo u
fitopatologiji, nego i u agronomiji uopite, u zasebnom poglaviju (IV. Se--
rolo¥ka ispitivanja virusa) daju se opitfi pojmowi iz serologije, termi-
nologije i kratak istorijat serclokih ispitivanja fitopatogenih wvirusa.
SadrZaj ovog poglavlja vaZan je ne samo za buduc¢e radnike u poljo-
privrednoj serologiji, nego i za razumevanje daljth izlaganja i rezul-
tata serolo¥kih ispitivanja Zarke ¥ljive.

Pre izlaganja sopstvenih ispitivanja, u ¢lanku je opisana metodika
i tehnika serodijagnostike fitopatogenih virusa. Za dobijanje antise--
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ruma uzeti su kuniéi. Detalino se opisuje praksa imunizacije, uzimanje
krvi, obrada antiseruma, ocena precipitinskih reakcija, c1scen]e vi-
rusnog soka i superimunizacija..

Dosada u literaturi nema (koliko je autoru poznato, osim jednog
sludaja) nikakvih podataka o antigenim svojstvima virusa drvenastog
bilja (vocaka).

Serolofka ispitivanja 3arke imala su sledede zadatke: 1) utvrditi
antigenost virusa %arke (Prunus virus 7), 2) proizvesti anfiserum Sarke
pomoéu otidtenog soka bolesnog lis¢a i pledova (aluminium-hidroksi-
dom i antiserumom normalne biljke) i 3) ustanoviti itar antiseruma
darke. Po dobhijanju antiseruma u zadatku je bilo izvrsiti precipitinske
reakcije sa raznovrsnim bolesnim i normalnim hiljkama. :

U ovim tspitivanjima vrena je imunizacija 8 kuniéa 1 to: sokom
bolesnog lif¢a i plodova poZegale (Prunus domestica), ofif¢enim viru-
som (sokom) bolesnog lis¢éa i plodova trnosljive (Prunus insititia), so-
kom normalnog liséa i plodova pozegade, ofiféenim virusom (pornoéu
antiseruma norm. biljke) li§¢a i plodova poZegale i virusom belosljive
(Pr. domestica) oéif¢éenim pomoéu - aluminium-hidroksida., Imunizacija
pretstavijena je na Tabl. I, u koju je unesen 4 titar antiseruma. Radi
dobijanja viSeg titra vriena je superimunizacija 3 kuniéa, koja je pret-
stavljena na Tabl. II. Precipitinske reakcije dobijenih antiseruma sa
biljnim sokovima poZegade, trnoiljive, belofljive, dzanarike, kaisije,
breskve i treS§nje pretstavijene su na Tabl. III. Na istoj tablici date su
i precipitinske reakcije sa mozaitnim oboljenjima poZegace i talijanke.
. pomcnutim tablicama data su kratka cbjainjenja na str. 70.

Precipitinske reakcije raznih antfiseruma Zarke 3ljive sa antigenima
raznih osetliivih biljaka dale su sledete rezultate:

1. Virus Sarke (Prunus virus 7, A. Chr)) ima antigenska svojstva.
Prema preoipitinskim reakcijama izgleda da je wirus uskoprugaste
garke (Pr. virus 7a, A, Chr) istovetan virusu Pr. virusu 7 ili je samo
njegov soj.

. 2. Titar doblgenlh antiseruma nije velik: od 1 500 do 1:900 i
‘retko 1:1000, 1:1200, Superimunizacija ne povecava mnogo titar {do

1 : 1500). Antiserum bolesnih plodova ima veéi titar, nego antiserum
bolesnog 1i&€a.

3. Antigenske osobine virusa u soku li¥¢éa u mnogim su slufaje-
vima hile neodredene (— ), ali, uopste uzev, precipitinske reakeije
postoje i kod soka lid¢a. Jate precipitinske reakecije daju: antiserum
“bholesnih plodova i sok bolesnih plodova sa homolognim il heterolognim
antigenom odnosno antiserumom.,

4. Ciséenje antigena soka bolesnog li%¢a aluminium-hidroksidom
pre imunizacije ne povefava mnogo precipitinske reakeije, nasuprot
‘Giséenju antigena bolesn. plodova, koje ima za posledicu povetanje
‘intenziteta | jasnosti precipitinskih reakcija kod odgovarajuéih antise-
| ruma,

5. Lifce dZanarike i kajsije sa znacima Sarke daje precipitinske
reakeije sa antiserumom’ Yarke, koji ima ja®i titar. Ipak kod manjih
titrova precipitacije sa sokom ovih biljaka bile su vife puta negativne.
Isti je sludaj bio i sa beloBljivom. Ovo .bi se moglo objasniti slabom



R

koncentracijom virusa u ovim biljkama.  Verovatno je usled ovdg i
Stetnost bolesti kod njih manja.

6. Sok li%¢a sa mozaiénim pegama breskve, tre§n]e i wviSnje ne
reaguje sa antiserumom 3Sarke. Isto tako ne daje precipitinske reakcije
ni li¥ée poZegafe sa znacima marmorastog mozaika. Ali li%ée talijanke
sa nekroti¢nim mozatkom daje precipitinske reakcije.

7. Kaplji¢asti metod ispitivanja virusa (prema Duninu i Po-
povoj) ne daje dobro uolljivu precipitaciju.

8. Izgleda da antiserum virusa 3arke S8ljive ne tuva dugo spo-
sobnosti precipitinskih reakeija (svega je duva oko 8-10 meseci). Ova
konstatacija ne mora da bude tadna, zhog toga 8to su uslovi ispitivanja
bili nepovoljni.

SUMMARY

THE SEROLOGICAL INVESTIGATIONS OF PLIM POX — »SHARKA«
DISEASE

In Yugoslavia before the Second World War there appeared {1953) a
dangerous virus disease on plum-irees (Prunus domestica, Prunus insititia),
apricot-trees (Pr. armeniaca) and greengage (Pr, mirabolana — Pr. cerasi-
fera). Some millions of plum-trees are diseased or threatened to hecorne so
which is of very great economic importance for the national economy of Yu-
goslavia. The disease is caused by Prunus virus 7 A, .Chr, — The Yugoslav
popular name for the disease is »sharkaz, the Englich plum~pox '

Serological study of phytopathogemc viruses and virus diseases has
developed in recent years, Serological methods have bheen successfully
applied Tor a large number of plant viruses {about 15). All these viruses are
from herbacious plants. It is of great interest to investigate the serological
properties ef the sharka wivus — the virus of woody plants the antigenic
properties of which had to be detected.

To obtain the antiserum of Prunus virus 7 rabbits were used. The
infections were intravenal (into marginal wvein). The quantity of antigen,
used for each injection, was from 1 ¢ c. o 3 ¢. ¢. From 10 10 13 injections
were made at one to two day intervals. Ten days after the lasi injection
all rabbits we have used were bled and thé sera were collected. A number
of injections were made with the antigen (infective sap of plum-leaves and
plum-~fruits) purified by normal antisera or by alluminium-hydroxide. The
supen.mmuaization also was made to cnsure a batier ditre of antisera.

The serological investigation of sharka gave the following results:

1. The virus of sharka-Prunus virus 7 A. Chr, (the broad striped varia-
tion) has antigenic properties, The virus. of the narrow striped variation —
Pr. virus 7a A. Chr. (18) gives precipitin reactions with sharka-antisera.
Therefore probably it is the same wyirus or one of the strains of Pr. virus 7.

2. In many cases the antigenity of the diseased leaves was doubtful
{~— +), but comparing the reactions of antisera 4 normal sap with those
of antisera 4 diseased sap, the antigenity is undoubted. The preeipitin
reactions to the sap of diseased fruits are always stronger than those effected
by the sap of diseased leaves.’

3. The titres of antisera are: by immunizations 1:500, 1:900 and seldom
1:1200, 1:1300; by superimmunizations -— 1:1.500.

4, The purified sap of diseased leaves (the purification before the
immunization) does not produce any better rprecnpuinn reaction, but the
purified sap of diseased fruits does improve fit. .
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5. Leaves of diseased greengage (Prunus mirabolana -~— Pr. cerasifera)
and, apricots, (Prunus armeniaca) give precipitin reactions with antisera to-
sharka virus (Pr.-virus 7). But these reactions are doubtful or nof present.
with antisera which have smal] titres. It is possible that this absence of
precipitin reactions is due to insufficient concentration of virus in these-
plants.

6. Leaves of peach, cherry and sour cherry with mosaic signs do not.
give precipitin reactions with sgharka-~antisera. The same is the case with
the necrotic mosaic on Italian plum,

7. The aniisera remain active during 8—10 months, This statement.
may prove untrue, since the test conditions in experiments were bad.

The results of serological tests are preseanted in 3 Tables: Table I. —-
Immunization of rabbits with saps of diseased plum-irees (Prunus virus
7 A, Chr); Table 1. — Supperimmunization of rabblts with Pr. virus 7;
and Table III, -— Precipitin reaction of Prunus virus 7 antisera with saps
from different plants (diseaséd and non diseased).
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