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REZIME

IstraZivanja prisustva i rasprostranjenosti sedam ekonomski znacajnijih virusa duvana:
virusa mozaika duvana (Tobacco Mosaic Virus, TMV), virusa bronzavosti paradajza (Tomato
Spotted Wilt Virus, TSWV), virusa mozaika krastavca (Cucumber Mosaic Virus, CMV), virusa cr-
ticastog mozaika krompira (Potato Virus Y, PVY), virusa mozaika lucerke (Alfalfa Mosaic Virus,
AMV), virusa prstenaste pegavosti duvana (Tobacco Ringspot Virus, TRSV) i virusa mozaika
krompira (Potato Virus X, PVX) su obavljena na teritoriji Crne Gore tokom 2005. godine. Uzor-
ci su sakupljeni u Cetiri razlicita lokaliteta gajenja duvana i testirani na prisustvo virusa pri-
mjenom DAS-ELISA testa.

Seroloskim analizama utvrdeno je prisustvo Cetiri ispitivana virusa: TMV, CMV, PVY i AMV,
dok prisustvo TSWV, TRSV i PVX nije konstatovano u usjevima duvana u Crnoj Gori. Najve-
¢u zastupljenost imali su TMV (44.6%) i CMV (41.5%). Treci po rasirenosti bio je PVY (15.4%), a
Cetvrti AMV (3.1%). Takode, primjenom DAS-ELISA testa i monoklonalnih antiseruma speci-
ficnih za razlicite sojeve PVY, utvrdena je apsolutna dominantnost nekroti¢nog soja (PVYN)
u populaciji PVY.

Rezultati ispitivanja su ukazali na znac¢aj TMV i CMV u proizvodnji duvana u Crnoj Gori,
ali i na neophodnost njihove detaljne karakterizacije na bioloskom i molekularnom nivou i
sprovodenje odgovarajucih mjera kontrole.

Kljué€ne reci: Duvan; virusi; pojava; rasirenost; DAS-ELISA test

rus, TMV), virus bronzavosti paradajza (Tomato Spot-
ted Wilt Virus, TSWV), virus mozaika krastavca (Cu-

Veliki broj bolesti ugrozava proizvodnju duvana. Me-
du prouzrokovac¢ima bolesti duvana virusi zauzimaju
znacajno mjesto, imajuéi u vidu njihovu $iroku raspro-
stranjenost u svijetu, nacin $irenja i uticaj na prinos i
kvalitet (Mayunga i Kapooria, 2003).

Duvan je prirodni domadin oko 20 razli¢itih vrsta
virusa, od kojih se samo neki ubrajaju u ekonomski
znadajne: virus mozaika duvana (Tobacco Mosaic Vi-

cumber Mosaic Virus, CMV), virus crtic¢astog mozaika
krompira (Potato Virus Y, PVY), virus mozaika lucerke
(Alfalfa Mosaic Virus, AMV), virus prstenaste pjegavo-
sti duvana (Zobacco Ringspot Virus, TRSV), virus gravi-
ranosti duvana (Tobacco Each Virus, TEV ) i virus $areni-
la nerava duvana (Tobacco Vein Mottling Virus, TVMV)
(Shew i Lucas, 1991). Ekonomski znadaj virusa duvana
ogleda se, ne samo u smanjenju prinosa duvana, ve¢iu
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pogorsanju njegovih tehnoloskih svojstava (Blagojevi¢,
1970; Mayunga i Kapooria, 2003). Naime, prisustvo vi-
rusa u biljkama duvana uti¢e na smanjenje sadrzaja ras-
tvorljivih ugljenih hidrata, skroba i polifenola i na pove-
¢anje nikotina, ukupnoginitratnogazota i bjelan¢evina
(Sievert, 1978; Latore i sar., 1984). Takode, smanjuje se
vrijednost Smukovog broja, koji je osnovni pokazatelj
kvaliteta duvana, a predstavlja odnos rastvorljivih uglje-
nih hidrata i bjelan¢evina (Mickovski, 1969).

Tako virusi zauzimaju zna¢ajno mjesto medu bolesti-
ma duvana, ne postoje podaci o njihovoj prisutnosti i ra-
Sirenosti u usjevima duvana u Crnoj Gori. Takode, vrlo
je malo podataka o njihovoj radirenosti u Srbiji. Prva is-
trazivanja koja su se odnosila na rasprostranjenost viru-
sa duvana na parcelama ogledne stanice Duvanskogin-
stituta na Avali, sproveo je Tosi¢ (1960). Rezultati su po-
kazali da su u ukupnim zarazama, koje su iznosile 10-
15%, dominantne bile zaraze CMV (89%), dok je ma-
li broj biljaka bio zarazen PVX, bilo u pojedina¢noj ili
mijesanoj infekeiji sa TMV. Mickovski (1969) je u ju-
znoj Srbiji utvrdio prisustvo TSWV. Noviji podaci od-
nose se na istrazivanja koja su sproveli Duki¢ i saradnici
(2006) u periodu 2002-2005. godine i koja ukazuju na
prisustvo TSWV,PVY, TMV i CMV. Takode, utvrdi-
lisudaje TSWYV imao dominantno prisustvo od 2002.
d02004. godine,aPVY u2005. godini. Jasni¢ i saradni-
ci (2000) su u usjevima duvana u Vojvodini dokazali pri-
sustvo virusa TSWV, AMV,CMV,PVYiTMV.

Zbog svega navedenog, cilj ovog rada je bio utvrdiva-
nje prisustva i rasprostranjenosti sedam virusa duvana
na teritoriji Crne Gore.

MATERIJAL | METODE
Sakupljanje uzoraka duvana

Pregledom usjeva duvana tokom 2005. godine, na ve-
likom broju biljaka uo¢eni su simptomi koji su upuéiva-
li na virusne zaraze. Na cetiri razli¢ita lokaliteta u Cr-
noj Gori: Staniseli¢i, Sukuru¢, Tuzi i Vranj, sakuplje-
no je 65 uzoraka sa simptomima virusne zaraze. Uzor-
ci su pripadali sortama Burley (63 uzorka) i Merilend
(dva uzorka).

Seroloske analize
Seroloske analize sakupljenih uzoraka obavljene su

primjenom direktne imunoenzimske metode na plo¢i
(DAS-ELISA testa) po protokolu koji su opisali Clark
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i Adams (1977), uz kori$¢enje poliklonalnih antitijela
specifi¢nih za detekeiju TSWV, TMV, CMV, AMV
(Loewe Biochemica, Njemacka), TRSV (Adgen, Skot-
ska), PVY i PVX (Bioreba, Svajcarska). Ekstrakcija bilj-
nogsoka iz zarazenogli$¢a je uradena u prisustvu pufe-
raza ckstrakciju u odnosu 1:10. Poliklonalna antitijela i
poliklonalnaantitijela konjugovana sa alkalnom fosfata-
zom su kori$¢ena u razredenjima preporuéenim od stra-
ne proizvodaéa; zaTSWV, TMV,CMViAMYV uraz-
redenju 1:200;za PVY i PVX 1:1000; za TRSV IgG u
razredenju 1:500, a konjugovani IgG 1:4000.

Drugi dio seroloskih analiza je obuhvatio karakteri-
zaciju PVY izolata. Uzorci koji su bili zarazeni PVY
su dalje testirani i to primjenom DAS-ELISA testa i
monoklonalnih antitijela za nekroti¢ni - PVYN, obi¢-
ni- PVYOicrtidasti - PVYCsoj (Sasa, Skotska). Mono-
klonalna antitijela su kori¢ena u razredenju 1:1000, a
odgovarajudi konjugat u razredenju 1:4000 za PVYN |
PVY©+Ci1:2000 za PVYC.

Reakcija je o¢itavana na spektrofotometru (Micropla-
te Reader 680, Biorad), dva sata nakon inkubacije mjere-
njem absorpcije na 405 nm. Pozitivnim su ocjenjivani
oni uzorci ¢ijaje vrijednost absorpcije bila dvaili vise pu-
ta ve¢a od vrijednosti absorpcije negativne kontrole.

REZULTATI
Simptomi u polju

Na biljkama duvana konstatovane su razli¢ite promje-
ne: prosvijetljenost nerava, mrezavost, hloroti¢no $areni-

lo, blagi do jaki mozaik, naboranost, klobu¢avost i uvije-

nost listova (Slike 1,2, 3,4, 5, 617). Takode, zabiljeze-

Slika 1. Nekroza nerava na listu duvana
Figure 1. Vein necrosis of tobacco leaves
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Slika 2. Patuljavost duvana Slika 5. Nekroti¢ne pjege na listu duvana
Figure 2. Tobacco dwarfing Figure 5. Necrotic spots on tobacco leaves

Slika 3. Izrazeni mozaik i zadrzavanje zelene boje oko nerava Slika 6. Uvijanje ivica listova duvana prema nali¢ju
Figure 3. Distinct mosaic with veinbanding Figure 6. Tobacco leaf edge curling

o

Slika 4. Hloroti¢no $arenilo Slika 7. Klobucavost lista duvana
Figure 4. Chlorotic mottling of tobacco leaves Figure 7. Tobacco leaf blistering
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naje pojava hloroti¢nih, nekroti¢nih i prstenastih pjega
razli¢itih veli¢ina. Simptomi nekroza uoéeni su u vidu
nekroze nerava lista, zatim nekroti¢nih pjega na stablu,
cvjetnoj driciivr$nim pupoljcima. Uoleno je izumira-
nje i suSenje lisnih dijelova, kao i promjene u opStem iz-
gledu biljke u vidu patuljavosti i zbunavosti (Slika 2).

Seroloske analize

Ispitivanjem 65 uzoraka li§¢a duvana sa Cetiri lokali-
teta u Crnoj Gori, prisustvo virusa je utvrdeno kod 59
uzoraka (90.77%), a kod Sest uzoraka (9.23%) nije utvr-
deno prisustvo ispitivanih virusa.

U zarazenim uzorcima dominantan je bio virus moza-
ika duvana (TMV), ¢ijje prisustvo je dokazano kod 28
uzoraka (43.08%) i virus mozaika krastavca (CMV),
&ije prisustvo je dokazano kod 27 uzoraka (41.54%)
(Tabela 1). Takode, konstatovano je prisustvo PVY,
kod 10 uzoraka (15.38%) i AMV kod dva uzorka duva-
na (3.08%). Nije dokazano prisustvo TSWV, TRSV i
PVX niujednom testiranom uzorku.

U 59 zarazenih uzoraka utvrdeno je prisustvo poje-
dina¢ne ili mijesane virusne infekcije. Kod 52 zarazene
biljke, odnosno kod 80% biljaka, konstatovane su poje-
dina¢ne infekcije. MjeSovite infekcije (Slika 8) su doka-
zanc kod sedam biljaka, odnosno 10.77% zarazenih bilja-
ka i to u vidu kompleksnih zaraza sadva (CMV i PVY;
TMViPVY)ili tri virusa (CMV, AMViPVY; TMV,
CMYV i PVY). Najvecu zastupljenost od mjesovitih za-
raza imale su zaraze CMV i PVY (&etiri uzorka), dok
su ostali tipovi mjeSovitih zaraza: TMV i PVY, CMV,
AMViPVY, TMV,CMViPVY dokazaniu pojedina¢-
nim uzorcima. Tako je mije$ana zaraza sadvavirusa utvr-
denakod pet uzoraka (7.69%), sa tri virusa kod dva uzor-
ka (3.08%), dok kod $est uzoraka (9.23%) nije dokazano
prisustvo nijednog ispitivanog virusa (Slika 8).

Uzorci - bez virusa / Virus-free samples

]

W Uzorci zaraZeni - jedan virus / Samples infected with 1 virus
[ Uzorci zarazeni - dva virusa / Samples infected with 2 viruses
[] Uzorci zarazeni - tri virusa / Samples infected with 3 viruses

Slika 8. Zastupljenost pojedina¢nih i mijeanih virusnih in-
fekcija u uzorcima duvana iz Crne Gore

Figure 8. Ratio of single and multiple virus infections in tobac-
co samples in Montenegro

Rezultati analiza su pokazali da je ulokalitetu Stani-
seli¢i konstatovano prisustvo tri virusa (CMV, PVY i
AMYV), adaje najzastupljeniji bio CMV (81.48%). Pri-
sustvo tri virusa duvana (TMV, CMV i PVY) dokaza-
no je i ulokalitetu Sukurug, s tim da je najrasireniji vi-
rus bio TMV (90.32%). U lokalitetu Tuzi zaraza CMV
bilaje 100% i nije utvrdeno prisustvo drugih virusa du-
vana, dok je analizom uzoraka sakupljenih na lokalite-
tu Vranj dokazano prisustvo dvavirusa (AMViPVY),
i dominantna zastupljenost PVY (66.67%).

Dalja seroloska testiranja odnosila su se na utvrdiva-
nje sojeva PVY kod uzoraka koji su bili zarazeni ovim
virusom. U svih 10 uzoraka zarazenih PVY utvrdeno
je prisustvo nekrotiénog soja virusa.

DISKUSUA

Sprovedenim istrazivanjima prisustva i rasirenosti vi-
rusa duvana u Crnoj Gori na éetiri lokaliteta, Staniseli-
¢, Sukurué, Tuzi i Vranj, dokazano je prisustvo Cetiri
virusa: TMV, CMV, PVY i AMYV, sa najve¢om zastu-

Tabela 1. Prisutnost i rasprostranjenost virusa u razli¢itim lokalitetima gajenja duvana u Crnoj Gori tokom 2005. godine
Table 1. Presence and distribution of viruses in different tobacco growing localities in Montenegro in 2005

Lokaliteti Virusi duvana — Tobacco viruses

Localities TSWV ™V CMV TRSV AMV PVY PVX
Stanisclici  0/27(0%)*  0/27(0%)  22/27(81.48%) 0/27(0%)  1/27(3.70%) 6/27(22.22%)  0/27(0%)
Sukuru¢  0/31(0%) 28/31(90.32%) 1/31(3.23%)  0/31(0%)  0/31(0%)  2/31(6.45%)  0/31(0%)
Tuzi 0/3(0%) 0/3(0%) 3/3(100%)  0/3(0%) 0/3(0%) 0/3(0%) 0/3(0%)
Vranj 0/3(0%) 0/3(0%) 1/3(0%) 0/3(0%)  1/3(33.33%)  2/3(66.67%)  0/3(0%)
(chl;‘;f“" 0/65(0%)  28/65(43.08%) 27/65(41.54%) 0/65(0%)  2/65(3.08%) 10/65(15.38%)  0/65(0%)

* Broj zarazenih biljaka/Broj testiranih biljaka (%)
“Number of infected plants/Number of tested plants (%)
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plienos¢u TMV (44.6%) i CMV (41.5%). Tredi po ra-
Sirenosti bio je PVY (15.4%), a ¢etvrti AMV (3.1%). U
lokalitetima Staniseli¢i i Tuzi najveéi broj biljaka bio je
zarazen CMV (81.48% i 100%), u lokalitetu Sukurué
TMV (90.32%), a u lokalitetu Vranj PVY (66.67%).
Analize uzoraka duvana u Crnoj Gori su pokazale da
nijedan uzorak nije bio zarazen TSWV, TRSViPVX.
Prisustvo i rasprostranjenost viroza duvana u nekom re-
gionu ili lokalitetu zavisi od mnogih faktora i mijenja se
od godine do godine, $to potvrduju rezultati Jasni¢a i sa-
radnika (2000) i Duki¢ i saradnika (2006).

U poredenju sa rezultatima Jasni¢a isaradnika (2000)
i Duki¢isaradnika (2006), prisutnost i zastupljenost vi-
rusa duvana u Crnoj Gori i Vojvodini znadajno se razli-
kuju. Naime, najrasprostranjeniji virus u 1995. 1 1999.
godiniu Vojvodini bio je TSWV, dok njegovo prisustvo
nije dokazano 2005. godine u duvanistima u Crnoj Go-
ri. Sli¢ne rezultate o rasprostranjenosti TSWV u juznoj
Srbiji navodi i Mickovski (1969). Zaraze TMV su ostva-
rene u veoma malom procentu u Vojvodini; 1995. godi-
ne kod 11% ispitanih uzoraka, a 1999. godine kod sa-
mo 0,91% ispitanih uzoraka, $to je ukazalo na opada-
nje znacaja ovog virusa u Vojvodini (Jasni¢ i sar., 2000).
Nasuprot tome, rezultati analiza u Crnoj Gori ukazali
su na znadaj ovog virusa i na njegovu dominantnu rasi-
renost u usjevima duvana, zajedno sa CMV. Jasni¢ i sa-
radnici (2000) su utvrdili rasprostranjenost CMV, koja
je 1995. godine iznosila 33.9%, a 1999. godine 14.3%.
Prisustvo PVY i AMYV je u zna¢ajnom procentu konsta-
tovano kako u Crnoj Gori, tako i u Vojvodini (Jasni¢ i
sar., 2000), dok su novija ispitivanja virusa duvana u Sr-
biji pokazala dominantno prisustvo PV'Y, dok nije po-
tvrdeno prisustvo AMV (Dukié i sar., 2006). PVX ni-
je konstatovan u usjevima duvana u Crnoj Gori, dok je
njegovo prisustvo bilo zna¢ajno (u 1995. godini) u Voj-
vodini (Jasnié¢ i sar., 1996).

Primjenom DAS-ELISA testa i monoklonalnih anti-
tijela specifi¢nih za razlidite sojeve PVY, konstatovana
je apsolutna dominantnost nekroti¢nog soja u populaci-
jiPVY u Crnoj Gori. Obi¢ni i crticasti soj nisu dokaza-
ni ni u jednom uzorku duvana zarazenog PVY. Ranija
ispitivanja prisustva i rasprostranjenosti sojeva PVY u
usjevima krompira u Crnoj Gori (Zindovi¢, 2006), po-
kazala su, takode, najve¢u zastupljenost nekroti¢nog so-
ja PVY u veéini lokaliteta gajenja krompira.

Udio pojedina¢nih u ukupnim zarazama bio je do-
minantan i iznosio je 88.13%. Od mijeSanih infekcija
(11.87%) konstatovane su zaraze sa dva (CMV+PVY
i TMV4PVY) ili tri (CMV+AMV+4PVY i TMV+
CMV4PVY) virusa.

Radi uspjesne kontrole virusnih oboljenja duvana
neophodno je stalno praéenje i dobro poznavanje zastu-
pljenosti virusa u pojedinim lokalitetima gajenja. Ovo
je posebno vazno za viruse koji se prenose biljnim vasi-
ma, kao $to su PVYiCMYV, alii TMV, koji se, bez obzi-
ra §to nema vektore, veoma lako prenosi mehani¢kim
putem. Utvrdeno prisustvo i rasirenost virusa duvana
u Crnoj Gori, nameée potrebu primjene integralne za-
$tite duvana, koja podrazumijeva istovremenu primje-
nu odredenih fizi¢kih, agrotehnickih i hemijskih mje-
ra, koje su u saglasnosti sa ustanovljenom inventarizaci-
jom prisutnih virusa.
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Presence and Distribution of
Tobacco Viruses in Montenegro

SUMMARY

Seven important tobacco viruses were investigated in Montenegro in 2005: Tobacco
Mosaic Virus (TMV), Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV), Cucumber Mosaic Virus (CMV), Potato
Virus Y (PVY), Alfalfa Mosaic Virus (AMV), Tobacco Ring Spot Virus (TRSV) and Potato Virus X
(PVX). This investigation included sample collection from four tobacco growing regions in
Montenegro and their serological testing by DAS-ELISA test. Presence of different strains of
PVY was investigated as well using DAS ELISA test with specific monoclonal antibodies.

Serological results proved the presence of four tobacco viruses (TMV, CMV, PVY and
AMV), while TSWV, TRSV and PVX were not found in the tested samples of tobacco crops
in Montenegro. The results also showed that TMV and CMV were the most frequent (44.6%
and 41.5% of tested samples, respectively) followed by PVY (15.4%) and the least frequent
AMV (3.1%). Most samples were infected with one of the examined viruses. In the PVY pop-
ulation found in Montenegro, its necrotic strain (PVYN) was absolutely predominant.

The results indicated the significance of TMV and CMV concerning tobacco viral infec-
tions in Montenegro, as well as a necessity of their detailed characterization at biological
and molecular level.

Keywords: Tobacco; Viruses; Presence; Distribution; DAS-ELISA



