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EFEKTYWNOSC IZOLACJI I PRZENOSZENIA TRZECH WIRUSOW
ROSLIN MOTYLKOWATYCH NA DRODZE MECHANICZNEJ *

Wtadystaw Btaszczak, Czeslawa Kowalska

Instytut Ochrony Ro$lin, AR Poznan

W badaniach nad chorobami wirusowymi roslin motylkowatych pro-
wadzonych przez Instytut Ochrony Ro$lin Akademii Rolniczej i Zaktad
Genetyki Ro$lin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu stwierdzono nie-
jednokrotnie, ze przenoszenie niektérych wiruséw w sposéb mechanicz-
ny z roéliny na ro$line, a zwlaszcza na koniczyne czerwong bywa bar-
dzo trudne [1-6].

Celem podjetej pracy bylo wykazanie, kiedy w okresie wegetacji
mozna najlatwiej izolowa¢ niektére wirusy z koniczyny czerwonej oraz
wypracowanie najefektywniejszej metody zakazania nimi roslin motyl-
kowatych, a zwlaszcza koniczyny czerwonej. Moze'to miec duze znacze-
nie w pracach genetyczno-hodowlanych nad odpornoscig odmian.

MATERIAL I METODYKA

Prace wykonano w latach 1968-1970. Przedmiotem badan byly trzy
wirusy wyizolowane z koniczyny czerwonej: zoite] mozaiki fasoli —
Yellow bean mosaic virus (YBMYV), nekrotycznej mozaiki koniczyny —
Red clover necrotic mosaic virus (RCNMV) i mozaiki koniczyny bia-
tej — White clover mosaic virus (WCMV). Wystepowanie tych wirusow
na koniczynie czerwonej w Polsce stwierdzita Kowalska [6]. W pracy
stosowano nastepujace gatunki ro$lin testowych: koniczyne czerwong
odmiana Skrzeszowicka, koniczyne szwedzka — Zorza, inkarnatke —
Opolskg, lubin bialty — Kali, groch — Lagiewnicki i bobik — Nad-
wislanski. Dla wiruséw zoltej mozaiki fasoli i mozaiki koniczyny biale]
ro$ling testowg byt gléwnie groch, a dla wirusa nekrotycznej mozaiki
koniczyny czerwonej — lubin biaty. Badania prowadzono w szklarni
wolnej od owadéw. Ro$liny inokulowano w sposob powszechnie przy-

* Praca finansowana przez Komitet Ochrony Ro$lin PAN.
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Procent roslin zakazonych

jety [7] w fazie 1-2 par lisci. Przy inokulacji stosowano karborundum
i tamponiki z gazy. Oznaczano liczbg roslin zakazonych lokalnie i syste-
micznie, a na liScieniach lubinu bialego liczono plamy powodowane przez
RCNMV.

WYNIKI

EFEKTYWNOSC IZOLACJI WIRUSOW Z KONICZYNY CZERWONEJ W OKRESIE
WEGETACJI

W celu wykazania w jakich miesigcach najefektywniej izoluje sig
trzy badane wirusy jesienig 1968 r. inokulowano siewki koniczyny czer-
wonej pojedynczymi wirusami. Wybrano po 20 ro$lin z wyraznymi obja-
wami zakazenia wirusowego, z ktérych 10 utrzymywano w szklarni, a 10
w ogrodzie pod izolatorami. Poczagwszy od 15 kwietnia 1969 r. w odste-
pach miesiecznych wykonywano reizolacje z kazdej rosliny na 6-14 ro$lin
testowych. Sok z chorych roslin rozcienczano w stosunku 1 : 2. Nie stwier-
dzono istotnych réznic w efektywmnosci izolacji wirusé6w z roslin koni-
czyny czerwonej utrzymywanych w szklarni i w ogrodzie.

Najwiekszg efektywnos¢ izolacji uzyskano w przypadku roslin zaka-
zonych WCMV. Zakazeniu lokalnemu ulegly prawie wszystkie rosliny
testowe we wszystkich terminach izolacji, chociaz byly to czesto tylko
sporadyczne plamy lokalne. Przyjmujac jako kryterium efektywnosci izo-
lacji liczbe ro$lin testowych uleglych zakazeniu systemicznemu okazuje
sie, ze efektywnos¢ ta obnizala sie Wyrazme w lipcu, wrzes$niu, pazdzier-
niku i listopadzie (rys. 14).
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Rys. 1. Efektywno$é izolacji wiruséw mozaiki koniczyny biatej (WCMV) i zolteJ
mozaiki fasoli (YBMV) z koniczyny czerwonej w okresie wegetacji od kwietnia
do listopada 1969 r. (Poznan, Sotacz)

1 — efektywnos$é izolacji, 2 — Srednie temperatury miesieczne
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Efektywno$¢ izolacji wirusa zo6ttej mozaiki fasoli na ogét byla mala.
Najlepsze wyniki uzyskano wiosng, w kwietniu, maju, czerwcu a takze
we wrzesniu (rys. 1B).

Wirus nekrotycznej mozaiki koniczyny czerwonej izolowano najlepiej
i najefektywniej w okresach wczesno-wiosennym i pb6zno-jesiennym
(rys. 2). Wystgpila tu wyrazna zaleznos¢ pomiedzy efektywnoscig izolacji

¢
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Rys. 2. Efektywno$¢ izolacji wirusa mozaiki nekrotycznej z koniczyny czerwonej
(RCNMV) w okresie wegetacji od kwietnia do listopada 1969 r. (Poznan, Solacz)
wyrazona procentem zakazonych ro$lin (A) i liczbg plam lokalnych na lubinie bia-
1 — efektywno$é izolacji, 21}111 é(xz)dnie temperatury miesieczne
RCNMV a srednimi temperaturami powietrza. W miare wzrostu S$red-
niej temperatury powietrza obnizala sie liczba ognisk infekcji — plam
lokalnych. Efektywno$¢ izolacji RCNMYV z koniczyny czerwonej obnizala
si¢ w pelni lata nawet do zera. Ro$liny koniczyny czerwonej zakazone
wirusami nie wykazywaly wtedy wyraznych objawdéw chorobowych i
dlatego tez na tej podstawie nie mozna bylo stwierdzi¢ czy ro$lina jest
zdrowa czy chora.

WPLYW POCHODZENIA I SPOSOBU PRZYGOTOWANIA INOKULUM NA INFEKCYJNOSC
WIRUSA ZOLTEJ MOZAIKI FASOLI

Wplyw pochodzenia i sposobu przygotowania inokulum na infekcyj-
no$¢ YBMV okreslono na grochu i koniczynie czerwonej. Badano infek-
cyjno$¢ inokulum pelnego i rozcienczonego wodg w stosunku 1:2, 1:5,
1:10, 1:50 i 1:100 pochodzgcego z zakazonych roslin grochu, bobiku
i koniczyny czerwonej oraz soku z lisci odwazonych i roztartych w pod-
wéjnej ilosci wody lub buforu o pH 5,1, 7,4 i 9,1. Ostatnim wariantem
byta inokulacja zwinietymi i nacietymi lis$¢mi. Kazdym inokulum zaka-
zano po 15 roslin koniczyny czerwonej i po 10-12 rodlin grochu.
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Infekcyjnosé inokulum z grochu wobec grochu byla najwyzsza, przy
czym rozcienczenie 1:50 i 1:100 zmniejszalo wyraznie jego wartost
(rys. 3). Infekcyjno$é inokulum z bobiku wskutek rozcienczenia wzrastala
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Rys. 3. Wplyw pochodzenia i sposobu przygotowania inokulum na infekcyjno$é
wirusa zo6ltej mozaiki fasoli (Srednia temp. otoczenia 21 2°C)
a — koniczyna czerwona, b — groch
Kombinacje

1 — inokulum nierozcienczone,

2 — inokulum rozcienczone wodg 1:2,

3 — inokulum rozcienczone wodg 1:5,

4 — inokulum rozcienczone wodg 1 : 10,

5 — inokulum rozcienczone wodg 1:20,

6 — inokulum rozcienczone wodg 1:50,

7 — inokulum rozcienczone woda 1:100,

8 — liScie roztarte w wodzie,

9 — liScie roztarte w buforze pH 5,1,

10 — liscie roztarte w buforze pH 7,4,

11 — liscie roztarte w buforze pH 9,1

12 —liScie naciete.

%

nieregularnie. Wobec koniczyny czerwonej te same inokula okazaly sie
malo efektywne, przy czym najwieksze trudnoSci wystapity przy prze-
noszeniu YBMV z koniczyny na koniczyne. Rozcieranie lisci w wodzie
jak i zastosowanie buforéw dalo dobre wyniki. Najlepszy byt bufor o
pH 9,1. Inokulacja cietymi li$émi okazala sie rowniez dos¢ efektywna.

Wplyw rozcieficzenia na infekcyjnos¢é RCNMV i WCMV badano w
soku koniczyny czerwonej i inkarnatki. Nie stwierdzono wyraznego
wplywu rozcienczen w granicach do 1 : 100 na wartos¢ inokulum.

W innym teScie pobierano z roslin koniczyny czerwone] zakazonych
RCNMYV oddzielnie li§cie starsze i liScie mlodsze, z ktoérych potowe pod-
dano zamrozeniu na 24 godziny. Uzyskany sok z liSci rozcienczano woda
w stosunku 1:2. Stosowano tez inokulacje lisémi starszymi zwinietymi
w rulonik i nacietymi. Zamrazanie lici przewaznie zwigkszalo wartos¢
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Tabela 1

Wplyw pochodzenia inokulum na efektywno$é izolacji RCNMV z koniczyny czerwone;j

Liczba roélin koniczyny Srednia liczba plam lokal-
Liscie czerwonej zakazonych sys- nych na li$cieniu hubinu
temicznie* bialego**

Milodsze 6 11,8
Mlodsze, mrozone 9 20,3
Starsze 10 12,0
Starsze, mrozone 10 15,6
Starsze ,,naciete” 9 28,7

* Na 12 roslin inokulowanych.
** Inokulowano po 8 ro§lin.

inokulum (tab. 1). Wszystkie rosliny tubinu biatego ulegly zakazeniu lo-
kalnemu. Najlepsze wyniki uzyskano przy inokulowaniu ro$lin nacie-
tymi liSémi.

WPLYW SOKOW KONICZYNY CZERWONEJ, INKARNATKI I FASOLI NA INFEKCYJNOSC
WIRUSA NEKROTYCZNEJ MOZAIKI KONICZYNY CZERWONEJ

Inokulum przygotowano z liScieni tubinu bialego zakazonego RCNMV.
WyciSniety sok odwirowano dwukrotnie (10 i 30 minut przy 5000 obro-
tow na minute). Odwirowany sok rozcienczono wodg w stosunku 1:2,
a nastepnie sokami pelnymi ze zdrowych roslin koniczyny czerwonej,
inkarnatki i fasoli oraz rozcienczonymi wodg w stosunku 1:2 i 1:10.

Odwirowanie soku — inokulum nie wptynelo na infekcyjnos¢ RCNMV
(tab. 2). Natomiast dzialanie soku ze zdrowych roslin koniczyny czerwo-
nej okazalo sie zupelnie nieoczekiwane. Sok pelen lub rozcienczony wodg
w stosunku 1:2 stymulowal lagodnie infekcyjnos¢ RCNMV. Sok inkar-

Tabela 2

Dzialanie inhibujgce sokéw koniczyny czerwonej — Skrzeszowicka, inkarnatki — Opolska i fasoli
— Saxa na infekcyjno§¢ RCNMYV wobec hubinu bialego — Kali

Kombinacje Rozcieniczenie  Srednia liczbe.x p.lan.m na Wskaznik
(soki z ro§lin) soku ro$linie (2 li§cienie)
Kontrola — z wirowaniem 24 100
Kontrola — bez wirowania 24 100
Koniczyna czerwona 1:1 30 125
Koniczyna czerwona 1:2 29 121
Koniczyna czerwona 1:10 7 29
Inkarnatka 1:1 13 54
Inkarnatka 12 18 75
Inkarnatka 1:10 30 125
Fasola 1:1 25 104
Fasola 1:2 45 188

Fasola 1:10 41 171
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natki ograniczat infekcyjnos¢ wirusa, a rozcienczony sok fasoli wyraznie
ja zwigkszytl.

WPLYW TEMPERATURY NA INFEKCYJNOSC I NAMNAZANIE WIRUSA NEKROTYCZNEJ
MOZAIKI KONICZYNY CZERWONEJ

Celem ustalenia wplywu temperatury na infekcyjnos¢ RCNMYV ino-
kulowano liScienie tubinu bialego, po 18 roslin w kombinacji i po uptywie
6, 12, 24 i 48 godzin utrzymywania ich w szklarni o temperaturze 17,1°C
umieszczano je w grupach na czas dalszej inkubacji do 14 dni w ogrodzie
(t = 7,0°C) i w termostatach o temperaturach 22,5 i 28,3°C przy osSwie-
tleniu 1500-2000 lukséw, bgdz pozostawiano w szklarni.

Okazalo sie, ze temperatura inkubacji (28,3°C) calkowicie zapobiegla
zakazeniu ros$lin. Wszystkie pozostale warianty czasu i temperatury in-
kubacji nie wplynely w spos6b istotny na liczbe zakazonych roslin. Na
ro$linach inkubowanych przy nizszych temperaturach, w ogrodzie i w
szklarni objawy chorobowe ujawnity sie o kilka dni pdzniej.

Usilowano tez ustali¢c wplyw statej temperatury 28,3°C na infekcyj-
no$¢ i namnazanie sie RCNMV. Inokulowano po 12 ro$lin lubinu biatego
i utrzymywano je najpierw w szklarni przez 24 do 96 godzin a nastepnie
roSliny z 4 kombinacji utrzymywano w termostacie o temperaturze
28,3°C odpowiednio przez 72, 60, 48 i 36 godzin. Po 4 dobach 1gcznej in-
kubacji rosliny wyjeto z termostatu, przeniesiono do szklarni i ustalono
liczbe ro$lin chorych. Jednocze$nie wykonano reizolacje (w sposéb po-
rownywalny) z liScieni 6 ro$lin na tubin bialy. Po okresie inkubacji usta-
lono liczbe plam lokalnym i ogdélng liczbe roslin chorych inkubowanych
uprzednio w termostacie.

Stwierdzono, ze znaczna wiekszo$¢é w ten sposéb inkubowanych roslin
ulegla zakazeniu (tab. 3). Rosliny utrzymywane przez 60 i 72 godziny
w temperaturze 28,3°C nie wykazaly wprawdzie po 4 dobach objawow
choroby (plam lokalnych), jednak w liScieniach stwierdzono obecnosé

Tabela 3

Wplyw kombinowanego sposobu inkubacji rolin tubinu bialego na ich zakazenie przez wirus
nekrotycznej mozaiki koniczyny czerwone;j

Czas inkubacji roélin Liczba Roéliny chore (po 14 dniach)*
(w godz.) ro$lin* Liczba plam Sreddinia liczs
Z objawami na licieniu liczba plam lokalnych
szklarnia termostat wirusowymi ($rednie) 841 solliis
(18,2°C) (28,3°C) (po 4 dobach) (2 likcienie)
24 72 0 2,7 11 2,0
36 60 0 4,1 8 0,5
48 48 8 4,4 11 13,4
60 36 12 18,8 12 29,1
96 — 12 26,5 12 68,3

* Na 12 ro$lin inokulowanych w kombinacji.



PRZENOSZENIE WIRUSOW KONICZYNY 127

RCNMYV. Po 14 dobach objawy chorobowe ujawnily sie réwniez na tych
ros$linach. Liczba plam lokalnych czyli ognisk infekcji wzrastala w miare
zmniejszania czasu ekspozycji roslin na dziatanie t = 28,3°C.

OMOWIENIE WYNIKOW

Okazalo sie, ze najlepszym okresem izolacji wirusow z koniczyny czer-
wonej jest wiosna i wczesna jesien, a najmniej korzystnym peinia lata.
Do podobnego wniosku doszla réwniez Kowalska w badaniach nad zawi-
rusowaniem koniczyny czerwonej w Polsce [6]. Innym argumentem prze-
mawiajgcym za celowoscig izolacji wirusé6w z koniczyny czerwonej wio-
sng i jesienig, jest fakt, Ze w pelni lata chore ro$liny wykazujg stabe
objawy, badz tez calkowity brak objaw6w zakazenia. Nikle wyniki izola-
cji wiruséw z koniczyny czerwonej w peini lata mogg by¢ wynikiem
z jednej strony mniejszej koncentracji wiruséw w roslinie, a z drugiej
niekorzystnego wplywu wyzszych temperatur (panujgcych w tym okre-
sie w szklarni) na liczbe ognisk infekcji [7].

Warto$é inokulum wirusa zéttej mozaiki fasoli réznila sie w zaleznos-
ci od pochodzenia. Najlepszym zrédiem inokulum okazatl sie groch, a naj-
stabszym koniczyna czerwona. Roéwniez przenoszenie YBMV na koni-
czyne czerwong okazalo sie najtrudniejsze, co jest zgodne z wynikami
innych autoréw [3-6].

Efektywno$é¢ przenoszenia YBMV na stosowane rosliny testowe bar-
dzo wyraznie zwiekszyly takie zabiegi jak rozcieranie lisci z chorych
ros$lin w wodzie, buforach, a takze inokulowanie nacigtymi liSémi pobra-
nymi z zawirusowanych roslin. Dlatego tez zalecane od dawna piukanie
lisSci przeznaczonych do przygotowania inokulum przed ich roztarciem
okazuje sie zabiegiem bardzo celowym. Okazalo sie tez, ze warto$¢ ino-
kulum zwieksza réwniez zamrozenie. Prawdopodobnie uzyskuje si¢ przez
to inokula o mniejszej zawarto$ci inhibitoréw [1, 7]. Dzialanie ograni-
czajace infekcyjno$é zoltej mozaiki fasoli, soké6w koniczyny czerwonej
i inkarnatki stwierdzono réwniez i w tym przypadku. Sok fasoli nato-
miast stymulowal infekcyjnos¢ zoéitej mozaiki fasoli, podczas gdy w in-
nych badaniach ograniczal on infekcyjno$¢ tego wirusa a takze wirusa X
ziemniaka [2]. Mozna sadzi¢, ze roine dzialanie soku fasoli zalezy od
kilku czynnikéw a przede wszystkim od gatunku wirusa i gatunku ro-
§liny inokulowanej [2].

Szkodliwy wplyw wyzszych temperatur na zaistnienie i przebieg in-
fekcji a takze na namnazanie sie wiruséw jest zjawiskiem znanym i wy-
korzystywanym nawet do uwalniania roslin chorych od wirusoéw [6].

—_—

WNIOSKI

1. Najlepszym okresem izolacji wiruséw z koniczyny czerwonej jest
wiosna i weczesna jesien. W pelni lata objawy choréb wirusowych na ko-
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niczynie czerwonej stabng i moga calkowicie zanikngé¢ a izolacje wyko-
nywane w tym czasie sg najmniej efektywne.

2. Najlepszg rosling do namnazania wirusa zéltej mozaiki fasoli oka-
zal sie groch, a najmniej przydatng koniczyna czerwona.

3. Efektywno$¢ przenoszenia wirusa zo6ltej mozaiki fasoli na koni-
czyne czerwong w spos6b mechaniczny zalezy w wysokim stopniu od
sposobu przygotowania inokulum. Rozcieranie lisci z zawirusowanych
roslin w wodzie i w buforach wyraznie zwieksza warto$¢ inokulum.

4. Inokulacja nacietymi li§¢émi okazala sie znacznie bardziej efektyw-
na niz nacieranie liSci tamponikiem zamoczonym w inokulum.

5. Soki koniczyny, inkarnatki i fasoli wykazaty wtaSciwo$ci ograni-
czajgce bgdz stymulujgce infekcyjnos¢é wirusa mozaiki nekrotycznej ko-
niczyny czerwonej. |

6. Wyzsze temperatury inkubacji ograniczajg w sposéb wyrazny efek-
tywnos¢ przenoszenia wirusa nekrotycznej mozaiki koniczyny czerwonej
w spos6b mechaniczny i jego namnazanie sie.

7. Warunki zewnetrzne a zwlaszcza temperatura majg wyrazny
wplyw na efektywnos¢ izolacji wiruséw z roslin motylkowatych oraz na
mozliwo$¢ ich przenoszenia w sposéb mechaniczny a takze na ich na-
mnazanie.
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Baaducaas Baawax, Yecaasa Kosaavcka

OPDPEKTUBHOCTD MIOJALNNU ¥ IIEPEHOCA TPEX BUPYCOB BOBOBBIX
KYJIbTYP MEXAHNYECKVM IIYTEM

Pes3swome

B TpexJeTHMX TENNMYHO-IOJEBBLIX MCCIACNOBAHMAX 10 BO3MOKHOCTM M3OJALIUN
BMPYCOB M3 KpPacCHOTO KJIeBe€pa M MX I[epeHEeCeHUs MeXaHMYEeCKMM IIyTEM YCTaHO-
BJIEHO, YTO BMUPYCHI KEeJNTOM MO3auMKy (pacosy, Mo3aMKu O€JIoro KJeBepa M HEKpOTHU-
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YyecKOoil MO3aMKy KpPacCHOro KieBepa HauboJiee 3p(PeKTUMBHO M30JMPOBAHO B BECEHHUM
M OCEHHMM IIepuopax. PacTupaHme JIMUCTbEB IIOPazkEHHBIX BHUPycaMu B BOAe WA
B Oydepax oTyeTIMBO MNOBBICMJIO 3HayeHuMe MHOKYJIOM. Takxke  BBIMOPO-
JXVBaHMUE JMCTHEB 0Ka3aJjloCh IIPMEMOM YBEJIMYMBAIOLMM KayecTBO MHOKYJIOM. 3apa-
JKeHJe pacCTeHMI1 Pe3aHHBLIMM JUCThAMM TaKIKe Jajlo Xopoiuue pesdyiabTaTbl. COK U3
dacosyu 3aMeTHO IOBBICUJ MHMPEKUMOHHOCTL HEKPOTMYECKO) MO3auKM KpPacHOro KJje-
Bepa II0 OTHOLUEeHMIO K Oejomy JronuHy. TakzKe COKM MHKapHAaTHOTO M KpPacHOTO
KJIeBepa BAMAMM Ha MH(EKIMOHHOCTBL 9TOI'0 BMpPYyCA. Y CTAHOBJIEHO 3aMeTHOe orpa-
Huyamwllee AeicTBue Temieparypbl 28,3°C, Kak Ha MH(PEKUMOHHOCTB, TaK M Ha pa3-
MHOZK€EHMEe BUPYyCa MO3aMKM KpPacHOro KJjeBepa B 0eJIoM JIIOIIMHE,

Wiadystaw Btaszczak, Czestawa Kowalska

EFFICIENCY OF ISOLATION AND MECHANICAL TRANSMISSION OF THREE
PAPILIONACEOUS PLANTS VIRUSES

Summary

In three years field and greenhouse experiments on the possibilities of virus
isolation from red clover plants and on their mechanical transmission was esta-
blished, that the viruses of yellow bean mosaic, white clover mosaic and red clover
necrotic mosaic were most efficiently isolated in the period of spring and fall.
Grinding of leaves from virus infected plants in water or in buffers distinctly
increased the value of the inoculum. Also freezing of virus infected plant leaves
appeared to improve the quality of the inoculum got from them. Inoculation done
with cut leaves was effective, too. Bean sap applied as diluent of inoculum increased
distinctly the infectiveness of red clover necrotic mosaic virus on white lupin.
Also the saps of crimson and reéd clovers influenced the infectivity of the virus.
The temperature of 28,3°C appeared to be a factor remarquably limiting the infec-
tivity of red clover necrotic mosaic virus and its replication in white lupin plants.

9 — ZPPNR 156



