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REZIME

Seroloskim testiranjem uzoraka duvana prikupljenih u vise lokaliteta u Vojvodini 2006.
godine detektovani su Potato Virus Y (PVY), Tomato Spotted Wilt Virus, Cucumber Mosaic Virus,
Tobacco Mosaic Virus i Alfalfa Mosaic Virus, pri ¢emu je PVY bio dominantan. Virusi su najzna-
¢ajniji prouzrokovaci oboljenja duvana, a virus crticastog mozaika krompira (PVY) izaziva
ekonomski znacajne Stete Sirom sveta. Populaciju PVY ¢ini vise razlicitih grupa sojeva, pod-
grupa u okviru odredenog soja i sojeva nastalih rekombinacijom. Od opisanih, PVYN (ne-
kroti¢ni soj) i PVYC (obi¢ni soj) prouzrokuju najvece gubitke u prinosu i kvalitetu duvana.
Poznavanje predominantnog soja u populaciji PVY osnova je pravilne selekcije genotipova
duvana otpornih na ovaj znacajan virus.

Pregledom useva duvana u Srbiji tokom 2006. godine, uoceni su tipi¢ni simptomi koje
izaziva PVY. Simptomi su se ispoljavali u vidu promena opsteg izgleda biljaka, kao i nekrotic-
nih promena na lis¢u, peteljkama, stablu i cvetu. Pocetni simptomi nekroze nerava su se Siri-
li i zahvatali celu lisku, usled ¢ega su biljke dobile crvenkastosmedu (bakarnu) boju, a donje
lisce je prevremeno izumiralo. Biljke sa ovakvim simptomima javljale su se u svim pregleda-
nim lokalitetima, a ucestalost pojave bila je veoma visoka.

Kako bi se razumeli razni epidemioloski aspekti oboljenja koje izaziva PVY i sprecila nje-
gova pojava i Sirenje u usevu duvana, neophodna je pravilna i pravovremena identifikacija
virusa. U cilju razjasnjavanja etiologije izvrsena je bioloska, seroloska i molekularna identifi-
kacija virusa i njegovog prevalentnog soja koji je ocigledno u progresivnom sirenju posled-
njih godina na duvanu u nasoj zemlji.

lako je PVYN3iroko rasprostranjen na duvanu u Evropi, destruktivnost, visok intenzitet za-
raze i Siroka rasprostranjenost ustanovljeni su u Srbiji tek poslednje dve godine. Nekroti¢ni
s0j PVY detektovan je uglavnom u pojedinacnim infekcijama, mada je, u manjoj meri, doka-
zan i u mesanim infekcijama sa drugim virusima duvana.

Kljucne reci: Duvan; identifikacija; virus crticastog mozaika krompira; nekroti¢ni soj
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I. Dekic i saradnici

uvoD

Proizvodnju duvana ugrozavaju mnoge biljne bolesti,
anajznacajnije medu njimasu bolesti izazvane virusima.
Pored smanjenja prinosa, virusi izazivaju i promene u
kvalitetu duvana, koje se ogledaju u menjanju hemijskog
sastava duvanskog li$¢a usled promena u metabolizmu
ugljenih hidrata i zna¢ajnom smanjenju intenziteta fo-
tosinteze (Sievert, 1978; Latorre i sar., 1984; Herbers i
sar., 2000; Mayunga i Kapooria, 2003).

Duvan u prirodnim uslovima zarazava veliki broj
virusa, ali mnogi od njih se javljaju sporadi¢no, ne iza-
zivajudi velike gubitke u proizvodnji. Kao ekonom-
ski znacajni i najrasprostranjeniji virusi duvana na-
vode se: virus mozaika duvana (Tobacco Mosaic Virus,
TMYV), virus crti¢astog mozaika krompira (Pozato
Virus Y, PVY), virus bronzavosti paradajza (Tomato
Spotted Wilt Virus, TSWV), virus mozaika krastav-
ca (Cucumber Mosaic Virus, CMV), virus mozaika lu-
cetke (Alfalfa Mosaic Virus, AMV), virus prstenaste
pegavosti duvana (Tobacco Ringspot Virus, TRSV), vi-
rus graviranosti duvana (Tobacco Each Virus, TEV) i
virus $arenila nerava duvana (Zobacco Vein Mottling
Virus, TVMV) (Shew i Lucas, 1991). Ispitivanja pri-
sustva i rasprostranjenosti virusa duvana obavljena
u Srbiji, u periodu 2002-2005. godine, ukazuju na
prisustvo Cetiri ekonomski znadajna virusa: TSW'V,
PVY, TMViCMYV, ¢ija pojavaiintenzitet zaraze vari-
raju od godine do godine, ali i po lokalitetima (Duki¢
isar.,2006).

Virus crti¢astog mozaika krompira (Pozato Virus Y,
PVY) ubraja se u ekonomski znac¢ajne viruse vise vr-
sta biljaka familije Solanaceae, medu kojima je duvan,
pored krompira, paradajza i paprike najvazniji. Smatra
se da je PVY jedan od eckonomski najvaznijih virusa
duvana (Reilly, 1983; Shew i Lucas, 1991; Mayunga i
Kapooria, 2003). Opisano je nekoliko sojeva ovog viru-
sakao i njihovi rekombinanti, koji se medusobno razli-
kuju po rasprostranjenosti i jatini simptoma koje izazi-
vaju, asamim tim i §tetnosti (De Bokx i Huttinga, 1981;
Schubert i sar., 2007).

Nekroti¢ni soj PVY (PVYN) koji na duvanu izazi-
va izrazene simptome u vidu nekroze nerava, a &esto i
cele lisne povrsine, rasprostranjen je u Evropi, Rusiji,
Juznoj Americi, severozapadnim delovima SAD, de-
lovima Afrike i Japana, i ozbiljno ugrozava proizvod-
nju duvana, krompira, paprike i paradajza (De Bokx i
Huttinga, 1981; Ohshima i sar., 2000; Crosslin i sar.,
2002; Ghosh i sar., 2002). U uslovima jakih zaraza za-
belezeno je smanjenje prinosa od 7% do 81%, a nije ret-
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ka pojava da virusna infekcija potpuno unisti proizvod-
nju duvana (Sievert, 1978; De Bokx i Huttinga, 1981).

Ispitujudi prisustvo i rasprostranjenost virusa duva-
na u vise lokaliteta u Srbiji u periodu 2002-2005. go-
dine, utvrdeno je Sirenje PVY, tako da je 2005. godine
ovaj virus bio prevalentan (Duki¢ i sar., 2006). U toku
2006. godine u pregledanim lokalitetima gajenja duva-
na u Vojvodini uodena je u¢estala pojava simptoma ka-
rakteristi¢nih za zaraze izazvane PVY §to je ukazivalo
na njegovo dalje $irenje. Kako je PVY veoma varijabi-
lan, a zbog izuzetnog znacaja poznavanja strukeure po-
pulacije sojeva u biljnoj virusologiji, sprovedene su de-
taljnije analize uzoraka duvana u kojima je dokazano
prisustvo PVY.

Cilj ovog rada bio je da se, osim seroloske identifika-
cije virusa u usevu duvana 2006. godine, molekular-
nom detekcijom potvrdi prisustvo PVY, a biotestom i
primenom specifi¢nih monoklonalnih antitela odredi
prevalentni soj ovog virusa u nasoj zemlji.

MATERIJAL | METODE
Sakupljanje uzoraka duvana

Tokom avgusta 2006. godine, obavljen je pregled
useva duvana u sedam lokaliteta u Vojvodini (Futog,
Kuzmin, Baéinci, Kukujevci, Hrtkovci, Golubinci
i Beska) i sakupljeno je ukupno 107 uzoraka lidéa sa
simptomima koji su ukazivali na mogude prisustvo vi-
rusnih zaraza.

DAS-ELISA metoda primenom
poliklonalnih antitela

Prikupljeni uzorci duvana sa simptomima testirani
su DAS-ELISA metodom (Clark i Adams, 1977) pri-
menom komercijalnih poliklonalnih antiseruma spe-
cifi¢nih za detekciju $est virusa: PVY, TMV, TSWV,
AMYV i CMV (Loewe Biochemica GmbH) i TRSV
(Neogen Europe Ltd, Scotland, UK). Specifi¢na poli-
klonalna antitelai poliklonalna antitela konjugovana sa
enzimom kori$¢ena su u razredenju 1:200 u odgovara-
ju¢em puferu, osim za TRSV kada su antitela korigée-
na u razredenju 1:500, a konjugovana antitela 1:4000.
Uzorci su pripremani homogenizacijom biljnog materi-
jalau razredenju 1:6. Nakon dva sata od dodavanja sup-
strata p-nitrofenilfosfata, intenzitet bojene reakcije oci-
tavan je spektrofotometrijski Plate Reader (Microplate
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reader, DASstl, Italy), merenjem absorpcije na talasnoj
duzini od 405 nm. Pozitivhom reakcijom smatrane su
vrednosti absorpcije dva i vi$e puta veée od vrednosti
absorpcije negativne kontrole.

RT-PCR metoda

Metoda reverzne transkripcije praéena lan¢anom
reakcijom polimeraze (RT-PCR) primenjena je u ci-
lju molekularne detekcije PVY i potvrde rezultata do-
bijenih seroloskim analizama kori$¢enjem poliklonal-
nog antiseruma specifi¢nog za PVY. Za ova ispitiva-
nja odabrana su dva izolata koja su, na osnovu reakci-
je specifi¢nih dijagnosti¢kih test biljaka, detaljnije bi-
oloski okarakterisana. Kao pozitivna kontrola poslu-
zio je izolat nekroti¢nog soja PVY poreklom sa krom-
pira (Zindovi¢, 2006).

Ribonukleinske kiseline su ekstrahovane iz lis¢a bi-
ljaka Nicotiana tabacum cv. Samsun, na kojima su odr-
zavani odabrani izolati PV'Y. Ekstrakcija RNA urade-
naje pomoé¢u Rneasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Spain),
prema uputstvu proizvodaca.

U radu su kori$¢eni prajmeri za detekciju PVY, ko-
ji omoguéavaju umnozZavanje 5’ neprepisujudeg regio-
navirusnog genoma (5" non-translated-region) (Marie—
Jeane Tordo i sar., 1995; Glais i sar., 1996). Sekvenca
uzvodnog (forward) PV Yc prajmera je: 5-AAT TAA
AAC AAC TCA ATA CA-3’, a sekvenca nizvodnog
(downstream) 3’ PVYd prajmeraje: 5“-TGY GAH CCA
CGC ACTATG AA-3.

»One-step” RT-PCR izveden je kori$¢enjem komer-
cijalnog kita cMaster RTpluSPCR System (Eppendorf,
Germany), gde se u jednoj tubi odvijaju i reverzna tran-
skripcija (RT) i PCR reakcija. Reakcija je izvedena kori-
$¢enjem Thermocycler-a (Biometra, UK) pri slede¢im
uslovima: reverzna transkripcija na 42°C u trajanju od 60
minuta (jedan ciklus), po¢etna denaturacija nukleinskih
kiselina na 94°C u trajanju od dva minuta (jedan ciklus),
zatim u 35 ciklusa denaturacija nukleinskih kiselina na
94°C, jedan minut, hibridizacija prajmerana 57°C, jedan
minut i elongacija na72°C, jedan minutina kraju Zavrs-
na elongacija na 72°C, &etiri minuta (jedan ciklus).

Amplifikovani fragmenti su vizuelizovani elektrofo-
retskim razdvajanjem nukleinskih kiselina u 1.2% aga-
roznom gelu bojenjem etidijum-bromidom i posmatra-
njem pod UV svetlom. Pozitivnom reakcijom smatrana
je pojava fragmenata o¢ekivane veli¢ine od 975 bp. Za
odredivanje veli¢ine umnozZenih amplikona koriséen je

marker, DNA Leader 1kb (Sigma-USA).

Biotest

U cilju bioloske karakterizacije odabranih izolata,
obavljenaje, u uslovima staklenika, mehani¢ka inokula-
cija grupe dijagnostic¢kih biljaka: Nicotiana tabacum cv.
Samsun, cv. Banat, cv. Prilep, N. rustica, Chenopodium
quinoa i C. amaranticolor.

Kao pocetni biljni materijal kori$¢eni su uzorci du-
vana u kojima je, DAS-ELISA testom primenom poli-
klonalnih antiseruma i RT-PCR detekcijom, utvrde-
no prisustvo PVY.

Indikator biljke su mehanicki inokulisane u fazi
3-4 stalna lista. Inokulum je pripremljen homogeni-
zacijom u prisustvu 0.01 M fosfatnog pufera pH 7.0.
Pojava simptoma ocitavana je i prac¢ena do tri nedelje
po inokulaciji.

DAS-ELISA primenom monoklonalnih antitela

Dalja identifikacija i karakterizacija PVY do nivoa
sojeva obavljena je tako $to su uzorci, u kojima je rani-
jim seroloskim analizama dokazano prisustvo PVY,
testirani DAS-ELISA metodom primenom mono-
klonalnih antitela specifi¢nih za detekciju nekroti¢-
nog (PVYN), obi¢nog (PVY©) i crtitastog soja (PVYC)
(Scottish Agricultural Science Agency, Scotland).
Koktel monoklonalnih antitela specifi¢an za sve soje-
ve PVY (IgG-PVY) kori$éen je u razredenju 1:1000, a
monoklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fos-
fatazom za PVYNi PVY©+C u razredenju 1:4000, a za
PVYC€ u razredenju 1:2000. U testiranja su ukljuce-
ne i pozitivne kontrole (Scottish Agriculcural Science
Agency, Scotland) u vidu liofiliziranog biljnog materi-
jalaza PVYNiPVYOisvezeg, zarazenogliséa Nicotiana
clevelandii za PVYC. Homogenizacija biljnog materi-
jala vriena je u odgovarajuéem puferu, u razredenju
1:6. Reakcija je o¢itavana spektrofotometrijski, dva sa-
ta nakon inkubacije merenjem absorpcije na 405 nm.
Pozitivnom reakcijom smatrane su vrednosti absorpci-
je dva i viSe puta ve¢e od vrednosti absorpcije negativ-
ne kontrole.

REZULTATI
Simptomi u polju

Pregledom razli¢itih lokaliteta gajenja duvana u
Vojvodini zabeleZena je pojava niza simptoma, kako u
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I. Dekic i saradnici

Slika 1. Nekroza nerava na lis¢u duvana
Figure 1. Tobacco leaf vein necrosis

Slika 2. Smedecrvenkasta (bakarna) obojenost lista duvana
Figure 2. Tobacco leaf reddish-brown (copper) color

vidu promene opsteg izgleda biljaka, tako i u hromat-
skim i morfoloskim promenama li$¢a duvana. Najéesée
uoceni simptom na li§¢u duvana bio je prosvetljavanje
nerava, pra¢en nekrozom koja se $irila i zahvatala celu
povrsinu liski (Slika 1). Sa razvojem bolesti dolazi do
spajanja nekroti¢nih povrsina i ceo list poprima sme-
decrvenkastu boju (Slika 2). Zarazeno, narotito do-
nje li¢e propada pre vremena, tako da se samo na vr-
hu stabla zadrzavaju buketi¢i sitnih listi¢a. Na zara-
zenim biljkama javlja se i nekroza stabla, lisnih drski,
&adi¢nih i kruni¢nih listica (Slika 3). Takode, prime-
ena je i pojava zaostajanja biljaka u porastu i izraze-
ne krzljavosti.

Seroloska detekcija virusa

Ispitivanjem prisustva i rasprostranjenosti virusa du-
vana, u sedam lokaliteta, tokom 2006. godine, utvrde-
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Slika 3. Nekroza cvetnih delova

Figure 3. Necrosis of flower parts

no je prisustvo pet virusa— PVY, TSWV,CMV, TMV
i AMV (Tabela 1). Od detektovanih virusa najzastu-
pljeniji je bio PVY, utvrden kod 57.94% ispitivanih
uzoraka, a na drugom mestu je bio TSWV (21.50%).
CMYV je bio tredi po zastupljenosti i utvrden je kod
15.89% ispitivanih uzoraka. Zatim slede TMViAMV
koji su utvrdeni u 4.67, odnosno 2.80% uzoraka. U
najveéem broju testiranih uzoraka utvrdena je poje-
dinaé¢na zaraza PVY (52.34%), dok je u manjem bro-
ju uzoraka utvrdeno prisustvo me$ane infekcije PVY
sa CMV, TMV ili AMV. PVY je detektovan u svim
pregledanim lokalitetima u visokom procentu, osim u
lokalitetu Beska, gde je prevelantni virus bio TSWV
(82.14%). U ispitivanim uzorcima duvana nije utvrde-
no prisustvo TRSV.

Na osnovu seroloskih analiza uzoraka duvana sa
simptomima koji su ukazivali na virusne zaraze, u $est
od sedam pregledanih lokaliteta utvrdeno je dominan-
tno prisustvo PVY.

Molekularna detekcija PVY

Prisustvo PVY u ispitivanim uzorcima duvana po-
tvrdeno je molekularnom detekcijom primenom uni-
verzalnih prajmera za PVY. Poredenjem amplifikova-
nih fragmenata testiranih uzoraka i pozitivne kontro-
le sa kori$¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo
fragmenta o&ekivane veli¢ine oko 975 bp (Slika 4), &i-
juamplifikaciju omoguéavaju primenjeni prajmeri. Do
pojave traka u gelu, amplifikacije, nije doslo kod uzo-
raka zdravih biljaka duvana, kori$¢enih kao negativ-

na kontrola (H).
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I. Dekic i saradnici

Slika 4. Vizuelizacija amplikona (oéekivane veli¢ine 975 bp)
u 1.2% agaroznom gelu. M: 1 kb DNA marker sa veli¢inama
fragmenata u bp od gornjeg ka donjem: 10000; 8000; 6000;
5000; 4000; 3000; 2500; 2000; 1500; 1000 i 250; 1: zaraZeni
uzorak duvana; 2: zaraZeni uzorak duvana; H: zdrav duva-
nnegativna kontrola; 3: PVYN sa krompira; W: voda — nega-
tivna kontrola

Figure 4. Visualization of the amplicons (expected size 975
bp) in 1.2% agarose gel. M: 1 kb DNA Leader marker, with
fragment size in bp from the top to the bootom: 10000;
8000; 6000; 5000; 4000; 3000; 2500; 2000; 1500; 1000 and
2505 1: tobacco infected sample; 2: tobacco infected sample;
H: healthy tobacco-negative control; 3: PVYN from potato,
W: water negative control

Reakcije indikator biljaka

Mehanic¢kim izolacijama na N. tabacum cv. Samsun
dobijen je veéi broj izolata PV'Y sa uzoraka duvana pri-
kupljenih tokom pregleda 2006. godine. Od dobijenih,
izdvojena su dva izolata iz razli¢itih lokaliteta koji su
bioloski okarakterisani na osnovu reakcija grupe dija-
gnostickih biljaka. Mehanicki inokulisane biljke C. gu-
inoa ispoljile su simptome u vidu lokalnih hloroti¢nih, a
C. amaranticolor u vidu lokalnih nekroti¢nih pega. Na
svim Nicotiana vrstamaisortama, ispitivani izolati iza-
zvali su osim lokalnih nekroti¢nih pega, deformacija,
kovrdzavosti i hloroti¢nog $arenila li¢a, izrazenu ne-
krozu nerava koja se $irila i zahvatala celu lisku.

Identifikacija sojeva PVY DAS-ELISA metodom
primenom monoklonalnih antitela

Seroloskim analizama prisustva i rasprostranjenosti
Sest ckonomski najznadajnijih virusa duvanau 2006. go-
dini, ustanovljeno je dominantno prisustvo PVY. Dalja
istrazivanja obuhvatila su karakterizaciju sojeva PVY,
primenom DAS-ELISA metode uz kori$¢enje mono-
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klonalnih antitela specifi¢nih za nekroti¢ni (PVYN),
obi¢ni (PVY©) i crticasti soj (PVY©). Testirana su uku-
pno 62 uzorka u kojima je prethodno ustanovljeno pri-
sustvo PVY.

U svim ispitivanim uzorcima, DAS-ELISA testom
i specifi¢nim monoklonalnim antitelima, dokazan je
nekroti¢ni soj PV'Y. Prisustvo obi¢nog i crti¢astog soja
PVY u ispitivanim uzorcima nije dokazano.

DISKUSIJA

Pregledom useva duvana zabeleZena je intenzivna po-
java nekroze neravailisne povrsine oko nerava, §to biljci
daje karakteristi¢nu smedecrvenkastu (bakarnu) obo-
jenost. Pored ovih simptoma, bila je ¢esta i nekroza pe-
teljki, stabla i cvetnih delova. Ova izrazena nekroza ko-
ja je rezultirala u karakteristi¢noj bakarnoj obojenosti
celih biljaka upudivala je na mogudle prisustvo nekro-
ti¢nog soja PVY u Srbiji (Dukié i sar., 2006; Bulaji¢ i
sar., 2006). Simptomi opisani u literaturi kao karakteri-
sti¢niza PVYN (Lockhart i Fisher, 1976; Latorre, 1983;
Marte isar., 1987; Mayunga i Kapooria, 2003; Brunt i
sar., 1996; De Bokx i Huttinga, 1981; Biichen-Osmond,
2006) uodeni su tokom pregleda duvana u Vojvodini,
avgusta 2006. godine. Simptomi koje soj PVY© pro-
uzrokuje na razli¢itim sortama duvana u vidu moza-
ika ili izraZenog sistemi¢nog $arenila (Crosslin i sar.,
2005), nisu uoceni na duvanu u pregledanim lokalite-
tima. Takode, izraZeni, destruktivni simptomi koji su
se javljali na velikom broju biljaka, upuéivali su naranu
zarazu useva duvana, koja ima izraZen negativan efekat
na prinos i kvalitet duvana, dok je takav efekat manje
izrazen ukoliko do zaraze dode u drugoj polovini vege-
tacije ili uopste nije znac¢ajan ukoliko su infekcije kasne
(Sievert, 1978; Shew i Lucas, 1991; Ghosh i sar., 2002).
Na biljkama duvana, u kojima je laboratorijskim anali-
zama dokazana meSana infekcija PVY i nekog drugog
virusa (TMV, CMV i AMYV), osim izrazene nekroze
nerava i prevremenog propadanja li$¢a, bila je uo¢ljiva
i izrazena krzljavost biljaka, kao $to je i opisano u lite-
raturi (Marte i sar., 1987; Mayunga i Kapooria, 2003).
Simptomi koji su upudivali na zarazu izazvanu PVY uo-
¢eni su na velikom broju biljaka u $est od sedam ispitiva-
nih lokalitea. U lokalitetu Beska, na velikom broju bi-
ljaka, uocen je drugi, razli¢it tip simptoma u vidu hra-
stolikog mozaika, prstenastih nekroti¢nih pega i $ara,
kao ibeli¢astih nekroza. Ovakvi simptomi su ukazivali
na prisustvo TSWV, $to je i seroloski potvrdeno DAS-
ELISA testom. Na veoma malom broju biljaka, u svim
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pregledanim lokalitetima, uoéeni su simptomi izraze-
nog mozaika karakteristi¢nih za TMV i CMV.

Ispitivanja sprovedena u ovom radu pokazala su
prisustvo pet virusa, PVY, TSWV, CMV, TMV i
AMYV u pregledanom usevu duvana 2006. godine.
Najrasprostranjeniji i najucestaliji virus bio je PV'Y, ko-
jije detektovan uglavnom u pojedina¢nim infekcijama,
mada je i u manjoj meri dokazan u mesanim infekcija-
ma sa drugim virusima duvana.

Rezultati seroloskih analiza potvrdeni su moleku-
larnom detekcijom PVY primenom ,,One-step” RT-
PCR metode kori$¢enjem univerzalnih prajmera za
detekciju PVY, pri ¢emu su dobijeni fragmenti oceki-
vane veli¢ine (oko 975 bp) (Marie-Jeane Tordo i sar.,
1995; Glais i sar., 1996). Na ovaj naéin je potvrdena
identifikacija PV, koji je prethodno dokazan serolos-
kim ispitivanjima.

Smatra se da su sojevi PVYN i PVY© odgovorni za
najveée gubitke u prinosu duvana i krompira (Zaagvan
der, 1987). Iako se PVY navodi kao jedan od ekonomski
najvaznijih virusa duvana (Reilly, 1983; Shew i Lucas,
1991; Mayunga i Kapooria, 2003), do pre nekoliko go-
dina ovaj virus nije predstavljao opasnost za proizvod-
nju duvana u Srbiji. Ispitivanjima sprovedenim 1995.
i 1999. godine (Jasni¢ i sar., 2000), PVY je bio prisu-
tan u usevu duvana kod nas, ali ne u znacajnoj meri.
Praenjem prisustva i rasprostranjenosti virusa duva-
na tokom 2002, 2003. i 2004. godine najé¢e$ée detek-
tovan virus bio je TSW'V, dok je 2005. godine, po prvi
put od kada traju intenzivna prouc¢avanja viroza duva-
na kao prevalentan virus dokazan PVY (Dukié i sar.,
2006). Izrazena pojava i rasirenost PVY poslednjih go-
dina kod nas ukazuju na progresivno $irenje ovog viru-
sa u usevu duvana u Srbiji (Bulaji¢ i sar., 2006; Dukié i
sar., 2006), $to potvrduju i ova ispitivanja.

Izolati PVY su tradicionalno klasifikovani u tri grupe
sojeva: PVY© (obi¢ni soj), PV YN (nekroti¢ni soj) i PVY®
(crticastisoj) (De Bokx i Huttinga, 1981). Medutim, ka-
ko je velika varijabilnost virusa uslovljena genetskom re-
kombinacijom prili¢no uobi¢ajena za viruse Potyvirus
roda (Revers i sar., 1996), i za PVY je utvrdeno po-
stojanje veéeg broja rekombinantnih sojeva: PVYNTN
(Beczner i sar., 1983; Le Romancer i sar., 1994; van den
Heuvel i sar., 1994), PVYZ (Jones, 1990), PVYN W
(Wilga) (Chrzanowska, 1991; Glais i sar., 2005). Broj
okarakterisanih sojeva PVY se stalno poveéava daljim
proucavanjem izolata PVY poreklom, ne samo sa krom-
pira ve¢ i sa drugih domaéina (Rosner i sar., 2000).

S obzirom na veliku varijabilnost PVY i vaznost po-
znavanja strukture populacije sojeva odredenog virusa

u biljnoj virologiji, u okviru ovih istrazivanja sprovede-
naje dalja detaljnija analiza uzoraka duvana, u kojima je
dokazano prisustvo PVY. Zbog moguénosti seroloskog
razlikovanja sojeva PVY kori$¢enjem monoklonalnih
antitela specifi¢nih za tri osnovne grupe sojeva, pristu-
pilo se utvrdivanju prevalentnosti sojeva PVY. Na osno-
vu testiranja prikupljenih uzoraka DAS-ELISA testom
kori$¢enjem monoklonalnih antitela specifi¢nih za tri
osnovne grupe sojeva PVYO, PVYNi PVYC, utvrdeno
je samo prisustvo nekroti¢nog soja PVY.

Odabrani izolati poreklom iz razli¢itih lokaliteta te-
stirani su biotestom koji je primenjen u cilju razliko-
vanja sojeva PV'Y. Ispitivani izolati su se razlikovali od
PVY©iPVYC, kaoiod podgrupa bioloskih varijanti
u okviru PVYN grupe sojeva, na osnovu reakcija me-
hanicki inokulisanih test biljaka koje se opisuju u lite-
raturi (De Bokx i Huttinga, 1981; Le Romancer i sar.,
1994). Rezultati biotesta potvrdili su pripadnost ispi-
tivanih izolata nekroti¢nom soju PV'Y.

Na osnovu reakeija nekih test biljaka i seroloskim te-
stiranjem prikupljenih uzoraka kori$¢enjem soj speci-
fi¢nih monoklonalnih antitela, utvrdeno je, u okviru
populacije PVY na duvanu u Srbiji, prisustvo nekro-
ti¢nog soja PVY.
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|dentification of Potato Virus Y
Strains in Tobacco Crops

SUMMARY

Five viruses: Potato Virus Y (PVY), Tomato Spotted Wilt Virus, Cucumber Mosaic Virus,
Tobacco Mosaic Virus and Alfalfa Mosaic Virus, of which PVY was predominant, were detect-
ed by serological testing of tobacco samples collected from many localities in Vojvodina in
2006. Viruses are the most important pathogens in tobacco and PVY causes considerable
economic damages all over the world. A PVY population comprises several different strain
groups, strain subgroups and recombinant strains. Among these, PVYN (necrotic strain) and
PVYO (ordinary strain) cause the greatest yield and quality losses in tobacco. Identification of
a prevalent strain in a PVY population is the basis of proper tobacco genotype selection for
resistance against this significant virus.

Typical symptoms caused by PVY were observed by monitoring tobacco crops in our
country in 2006. The symptoms occurred as changes in the general plant appearance, as
well as necrotic areas on leaves, petiols, stems and flowers. The initial symptoms of veinal
necrosis were expanded throughout the leaf, causing reddish-brown (copper) plant color
and premature death of lower leaves. Plants with these symptoms occurred in all moni-
tored localities and their frequency was high.

In order to understand various epidemiological aspects of the diseases caused by PVY
and to prevent its occurrence and spreading in tobacco crops, it is necessary to proper-
ly identify this virus in time. Biological, serological and molecular identification of the virus
and its prevalent strain was carried out in order to determine tobacco disease ethiology.
The results obtained suggest that this prevalent strain of PVY has been spreading progres-
sively in our country in recent years.

Although PVYN is widely spread in tobacco crops in Europe, its destructiveness, dis-
ease intensity and wide distribution in Serbia were established only in the last two years.
PVY necrotic strain was detected mainly in single infections, although it was also present in
mixed infections with other tobacco viruses.

Keywords: Tobacco; Identification; Potato Virus Y; Necrotic strain
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