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Natural virus-like disease symptoms such as mosaic and deformation of
the leaves and flowers of malformed shape or slight colour-breaking of
the petals were observed on Catharanthus roseus plants in Serdang,
Selangor, Malaysia. Double antibody sandwich-enzyme linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA) detected cucumber mosaic virus
(CMV) in high concentrations in the leaf extract of naturally-infected C.
roseus as well as in the leaf extract of inoculated C. roseus. The
purified virions were isometric particles with mean diameter 28.60 *
0.48 nm and contained a central core. The virus induced systemic leaf
mosaic on N. tabacum cv. White Burley, C. sativus, N. benthamiana
and N. glutinosa. Local lesions and brown necrotic local lesions were
produced on the inoculated leaves of C. amaranticolor and V.
sesquipedalis, respectively. A 1000 bp DNA fragment covering the

entire coat protein (CP) region of the purified virus was amplified using



the primers CMVF1(5-TAGACAT/ACTGTGACGCGA-3’) and CMVR2
(5-GTAAGCTGGATGGACAAC-3’). The sequence obtained (GenBank
accession number EU726631) revealed a 100% nucleotide and amino
acid identities to a CP gene of CMV isolated from C. roseus in India
(GenBank accession number EU310928) which is a member of
subgroup 1B. Cytopathological study showed that CMV infection
disrupted the chloroplast ultrastructure in the C. roseus leaf cells. The
presence of large starch grains in the surrounding necrotic zones
caused disintegration of the stromatic lamellae and grana, changing the
chloroplasts symmetry. Complex membranous structures in the cells
vacuoles and phytoferritin macromolecules in the chloroplast stroma
were also observed in the leaf cells of CMV-infected C. roseus.
Chloroplast was also the most altered organelle following CMV infection
in the leaf cells of N. tabacum cv. White Burley, C. sativus and C.
amaranticolor. A comparative HPLC analysis on the yields of two
anticancer metabolites, vincristine and vinblastine in the C. roseus leaf,
stem and root tissues at different growing stages indicated that CMV
infection modified the metabolism of the metabolites. Following CMV
infection, the peak production period of vincristine and vinblastine in
leaves was delayed from four months old uninfected C. roseus plants to
six months old CMV-infected plants. CMV infection also delayed the
peak production period of vincristine in roots from five months old
uninfected plants to seven months old infected ones. As for vinblastine,

the peak production period was delayed from five months old uninfected



plants to eight months old infected plants. Another remarkable
alteration after CMV infection is that significant increases in the contents
of vincristine in the infected root tissues, particularly at six to nine
months old. The concentration of vinblastine which increased about
two, four and seven-folds in the roots of six, seven and eight months old
CMV-infected plants, respectively, could be another interesting finding
of CMV modification, particularly in these anticancer compounds

biosynthesis pathway in C. roseus plants.



Abstrak tesis yang dikemukakan kepada Senat Universiti Putra
Malaysia sebagai memenuhi keperluan untuk ijazah Doktor Falsafah

PENCIRIAN CUCUMBER MOSAIC VIRUS DALAM Catharanthus
roseus (L.) G. DON DAN KESANNYA TERHADAP PENGHASILAN
METABOLIT ANTIKANSER

Oleh

MAZIDAH BT. MAT

Jun 2012

Pengerusi: Lau Wei Hong, PhD

Fakulti: Pertanian

Simptom seakan penyakit virus secara semulajadi seperti mozek dan
daun berubah bentuk, bunga berubah bentuk atau mempunyai kelopak
yang pecah-warna telah diperhatikan pada tanaman C. roseus di
Serdang, Selangor, Malaysia. DAS-ELISA telah mengesan CMV dalam
kepekatan yang tinggi di dalam ekstrak daun C. roseus yang dijangkiti
secara semulajadi dan ekstrak daun C. roseus terinokulasi. Virus tulen
merupakan partikel-partikel isometrik berdiameter purata 28.62 + 0.48
nm dengan teras tengah. Inokulasi virus secara mekanikal telah
menghasilkan mozek daun sistemik pada N. tabacum cv. White Burley,
C. sativus, N. benthamiana dan N. glutinosa. Lesi-lesi setempat dan
lesi-lesi perang nekrotik masing-masing telah terhasil pada daun-daun
C. amaranticolor dan V. sesquipedalis terinokulasi. Suatu fragmen

DNA Dbersaiz 1000 bp yang meliputi keseluruhan kawasan sarung



protein virus tulen telah diamplifikasi menggunakan primer-primer
CMVF1(5-TAGACAT/ACTGTGACGCGA-3) dan CMVR2(5'-
GTAAGCTGGATGGACAAC-3’). Data jujukan sarung protein CMV C.
roseus ini (GenBank nombor aksesi EU726631) mempunyai 100%
persamaan identiti nukleotida dan asid amino dengan gen sarung
protein isolat CMV daripada C. roseus di India (GenBank nombor
aksesi EU310928) yang merupakan ahli sub kumpulan 1B. Kajian
sitopatologi menunjukkan jangkitan isolat CMV telah memusnahkan
ultrastruktur kloroplas dalam sel-sel daun C. roseus. Kehadiran butiran
kanji yang besar di dalam zon nekrotik telah menyebabkan
nyahintegrasi lamella dan grana stroma dan mengakibatkan gangguan
kepada simetri kloroplas. Struktur bermembran komplek di dalam vakol
sel dan makromolekul fitoferitin di dalam stroma kloroplas telah
diperhatikan dalam sel-sel daun C. roseus yang dijangkiti CMV.
Kloroplas juga merupakan organel yang paling terubah berikutan
jangkitan CMV di dalam sel-sel daun N. tabacum cv. White Burley, C.
sativus dan C. amaranticolor. Suatu perbandingan diantara analisis
HPLC keatas penghasilan dua sebatian antikanser, vinkristin dan
vinblastin di dalam tisu daun, batang dan akar C. roseus pada tahap
pertumbuhan berbeza menunjukkan jangkitan CMV telah mengubah
metabolisma kedua-dua sebatian berkenaan. Berikutan jangkitan CMV,
puncak penghasilan vinkristin dan vinblastin di dalam daun telah
dilewatkan dari umur empat bulan bagi C. roseus yang tidak dijangkiti

ke umur enam bulan bagi pokok yang dijangkiti CMV. Jangkitan CMV
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juga melewatkan puncak penghasilan vinkristin di dalam akar dari umur
lima bulan bagi pokok yang tidak dijangkiti ke tujuh bulan bagi pokok
yang dijangkiti. Untuk vinblastin di dalam akar, puncak penghasilan
juga telah dilewatkan dari umur lima bulan bagi pokok tidak dijangkiti ke
umur lapan bulan bagi pokok yang dijangkiti CMV. Perubahan lain
yang ketara selepas jangkitan CMV ialah pertambahan kandungan
vinkristin yang jelas dalam tisu akar, terutama pada umur enam hingga
sembilan bulan. Kepekatan vinblastin yang telah meningkat secara
dua, empat dan tujuh kali ganda dalam akar pada umur enam, tujuh
dan lapan bulan masing-masing merupakan suatu penemuan yang
menarik berkenaan dengan perubahan akibat jangkitan CMV,
terutamanya dalam tapakjalan biosintesis sebatian antikanser untuk

tanaman C. roseus.
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