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REZIME

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) je veoma Siroko rasprostranjen i jedan je
od ekonomski najznacajnijih virusa za poljoprivrednu proizvodnju, sa veoma Sirokim krugom
domacina u koji spada i veliki broj gajenih biljaka, medu kojima i predstavnici familije
Cucurbitaceae. Epidemiologija ovog virusa je veoma sloZena, zbog ¢ega je i njegova kontrola
otezana. Na tikvama u Srbiji CMV je detektovan u pojedina¢nim i mesanim infekcijama sa viru-
som zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) i virusom mozaika lubenice
(Watermelon mosaic virus, WMV). Virusi, pa tako i CMV, su stalno prisutni u usevima tikava, ali se nji-
hova ucetalost menja po godinama i lokalitetima. Pregledi terena i sakupljanje uzoraka tikava
obavljeni su u periodu 2008-2009. godine na 15 lokaliteta gajenja tikava u Vojvodini, a testiranje
sakupljenih uzoraka izvrseno je primenom DAS-ELISA metode i komercijalno dostupnih antise-
ruma za Sest ekonomski najznacajnih virusa tikava u svetu. Tokom 2008. godine u 13 useva ga-
jenih tikava sakupljen je ukupno 51 uzorak uljane tikve sorte Olinka, bundeve ivrga, a CMV je de-
tektovan u ukupno 55% testiranih uzoraka sa simptomima virusnih zaraza. CMV je najcesce bio
detektovan u mesanoj infekciji sa ZYMV i WMV (35,3%), a zatim u mesanoj infekciji sa ZYMV
(17.7%) i sa WMV (2%). Ukupno 599 simptomaticnih uzoraka uljane tikve sorte Olinka, tikvica sor-
ti Beogradska i Toska, bundeve i muskatne tikve sakupljeno je u 15 useva tokom 2009. godine. U
sakupljenim uzorcima CMV je bio prisutan u ukupno 4,4% testiranih uzoraka. U pojedinacnim in-
fekcijama u 1,3%, a u mesanim sa WMV ili ZYMV u 1,3%, odnosno 1,8% testiranih uzoraka.
Mehanickim inokulacijama N. glutinosa dobijeno je pet izolata CMV od kojih je jedan izabran za
dalju biolosku karakterizaciju. Odabrani izolat (115-08) izazvao je na test biljkama koje su opisane
kao domacini CMV pojavu karakteristi¢nih simptoma. Specifi¢nim prajmerima CMV AuTu/Au2d
uz upotrebu RT-PCR metode umnoZen je deo genoma od oko 850 bp koji kodira ceo protein
omotaca virusa i delove 5'i 3" neprepisujucih regiona dva odabrana izolata CMV. Amplifikovani
fragmenti su sekvencionirani i prijavljeni u NCBI, gde suim dodeljeni pristupni brojevi, HM065510
(115-08) i HM065509 (151-08). Sekvence CMV izolata iz Srbije dele najvecu nukleotidnu i aminoki-
selinsku sli¢nost sa izolatima iz podgrupe 1A, od 99,5 do 974%, odnosno 99,1 do 974%, a najma-
nju sa izolatima Il podgrupe od 66,9 do 64,5%, odnosno od 75,8 do 74,1%.

Klju€ne reci: Tikve; Cucumber mosaic virus; serologija; analiza sekvenci; rasprostranjenost;
ucestalost
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Vrste roda Cucurbita, a medu njima i obi¢na tikva (Cu-
curbita pepo L.) vode poreklo iz centralne i juzne Ame-
rike, ali se smatra da je jedna od danas najznacajnijih ga-
jenih formi obi¢ne tikve — uljana tikva golica nastala na
podrudju austrijske pokrajine Stajerske u XV veku (Be-
renji, 2011). Pored Austrije, uljana tikva tradicionalno se
gaji u Sloveniji, Madarskoj, Hrvatskoj, Nemackoj, kao i
Srbiji, narotito u Vojvodini koja se odlikuje posebno do-
brim agroekoloskim uslovima za ovu proizvodnju. Ulja-
na tikva spada u takozvane alternativne kulture, &esto
se smatra okosnicom organske poljoprivrede, a dobijeni
proizvodi obezbeduju i do 10 puta veéi profit u odnosu
nadruge konvencionalne useve (Berenji, 2011). Jedan od
najznacajnijih proizvoda od uljane tikve je tikvino ulje,
koje se odlikuje pre svega povoljnim odnosom zasi¢enih
i nezasi¢enih masnih kiselina, a sadrzi i tokoferol (vita-
min E) i karotenoide zbog ¢ega se preporuduje u ishrani.
Utide na poboljéanje opsteg stanja organizma, prevenci-
ju kancerogenih oboljenja, prevenciju i smanjenje nivoa
holesterola i jatanje imuniteta. Tikvino ulje je jedno od
najstarijih jestivih ulja koja se proizvode na na$im po-
dru¢jima, a dobija se hladnim cedenjem semenki uljane
tikve. Zbog veoma velikih moguénosti upotrebe i speci-
fi¢ne tehnologije proizvodnje tikvino ulje dostize veoma
visoku cenu na trzistu. Povrsine pod ovom kulturom u
nasoj zemlji procenjuju se na oko 2000-3000 ha, sa ten-
dencijom stalnog rasta (Berenji, 2011).

Na tikvama se javlja veliki broj prouzrokovaca bole-
sti i §tetodina, ali se smatra da ekonomski najznacajni-
je gubitke prouzrokuju virusi (Provvidenti i Schroeder,
1970; Blanchard i sar., 1994; Lecoqisar., 2003; Sevik i
Arli-Sokmen, 2003), kojih je do sada na tikvama opisa-
no preko 50 (Kucharek i Purcifull, 1997). Broj opisanih
virusa se, pre svega usled veoma brzog napredovanja di-
jagnostickih tehnika, poveéava iz godine u godinu. Me-
dutim, ekonomski najznalajnije $tete, koje pojedinih
godina mogu da potpuno uniste proizvodnju, u veéini
regiona gajenja ovih kultura prouzrokuju virusi koji se
na neperzistentan nacin prenose velikim brojem vrsta
biljnih vasi, a to su virus zutog mozaika cukinija (Zu-
cchini yellow mosaic virus, ZYMV), virus mozaika kra-
stavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus mozaika
lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) i virus pr-
stenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV)
(Kucharek i Purcifull, 1997; Duki¢ i sar., 2001, 2002;
Tébias i Tulipan, 2002; Lecoq i sar., 2003; Bananej i
sar., 2008; Vucurovid i sar., 2009a, 2009b). Znaéajne
$tete mogu da nanesu i virusi koji se prenose semenom
tikava, kao $to je virus mozaika bundeve (Squash mo-
saic virus, SQMV) (Lecoq i sar., 2009).
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Virus mozaika krastavca je tipi¢an predstavnik roda
Cucumovirus, familije Bromoviridae i jedan je od eko-
nomski najznaéajnijih virusa (van Regenmortel i sar.,
2000). Prvi put je otkriven kao prouzrokovac oboljenja
na tikvama 1916. godine u Americi (Doolittle, 1916.,
loc. cit. Garcia-Arenal i Palukaitis, 2008) i upravo je
njegovim proucavanjem otpoceo pionirski rad na izu-
avanju virusa tikava u svetu 1925. godine (Doolittle
i Walker, 1925, loc. cit. Lecoq i sar., 2009). Mada je
CMV siroko rasprostranjen, najznacajniji je u umereno
toplim regionima gde su povoljni uslovi za razvoj njego-
vih vektora, vasi (Shew i Lucas, 1991; Palukaitis i sar.,
1992). CMV se prenosi na neperzistentan nadin sa vise
od 80 vrsta vasi, a najefikasniji vektori su mu vrste My-
zus persicae i Aphis gossypii (Garcia-Arenal i Palukaitis,
2008). Virus mozaika krastavca ima veoma $irok krug
domac¢ina koji ukljuc¢uje preko 1300 vrsta iz vise od 500
rodova i 100 botanic¢kih familija, medu kojima su ne-
ki znacajni usevi, ukrasne biljke i biljke spontane flore.
Krug domaé¢ina CMYV iz godine u godinu se povecava
(Garcia-Arenal i Palukaitis, 2008). Genom CMV sme-
§ten je u tri vrste Cestica ikozaedricene grade, pre¢nika
oko 29 nm, koje sadrze jednolantane, pozitivne RNA
(RNAI,RNA2 i RNA3) nakojima je rasporedeno pet
gena, a za ostvarivanje infekcije neophodno je prisu-
stvo sve tri estice (Palukaitis i sar., 1992; Garcia-Are-
nal i Palukaitis, 2008).

U Srbiji je virus mozaika krastavca prvi put opisan na
dinji (Staki¢ i Nikoli¢, 1966) i drugim biljkama familije
Cucurbitaceae (Pej¢inovski, 1978), a otkriven je i na pa-
prici, paradajzu, duvanu, lucerki, crvenoj detelini i dru-
gim gajenim biljkama (Sutic', 1995). Ispitivanja viroza
tikava, vriena u Srbiji u poslednjih desetak godina uka-
zuju da je CMV jedan od stalno prisutnih i ekonomski
Stetnih virusa na ovim gajenim biljkama (Duki¢ i sar.,
2001, 2004; Krstiéisar., 2002; Vucurovié i sar., 2008).

Kako se CMV stalno javlja u usevima tikava kod nas
i kako je ¢esto zastupljen u veoma visokom procentu u
usevima tikava u Srbiji (Krstié i sar., 2002; Vucurovié i
sar., 2008), cilj ovih istrazivanja bio je: (i) da se sakupe
i bioloski i seroloski okarakterisu izolati CMV sa tika-
va iz Srbije, (i) implementira protokol za brzu i pouzda-
nu molekularnu detekeiju CMV u prirodno zarazenim
biljkama, (iii) utvrdi varijabilnost u okviru populacije
ovog virusa kroz odredivanje stope geneti¢kog diverzi-
teta u odnosu na izolate poreklom iz razli¢itih delova
sveta. Obavljena istrazivanja pruzaju prve informacije
o serologkoj, bioloskoj i molekularnoj karakterizaciji vi-
rusa mozaika krastavca poreklom iz tikava u Srbiji kao
uvod u neophodna dalja proucavanja strukture popu-
lacije ovog znacajnog virusa.
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MATERIJAL | METODE
Sakupljanje uzoraka tikava

Ispitivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa moza-
ika krastavca u Srbiji obavljeno je tokom 2008. i 2009.
godine. Pregledom je obuhvaéeno 28 useva na 15 loka-
liteta gajenja tikava u Vojvodini (Tabela 1). Tokom pre-
gleda, sakupljeni su uzorci tikava sa razli¢itim tipovima
simptoma koji su ukazivali na virusnu zarazu. Metoda
po kojoj su uzorci sakupljani zavisila je od veli¢ine use-
va, odnosno parcele i intenziteta zaraze, odnosno bro-
ja biljaka sa simptomima virusnih zaraza. Ukoliko su
parcele bile manjih dimenzija ili intenzitet zaraze slab,
sakupljen je manji broj uzoraka sa simptomima, a uko-
liko su parcele bile veée ili je intenzitet zaraze bio jadi,
uzorci su sakupljani kretanjem po ,, X modelu® i odabi-
rom uzoraka sa simptomima.

Tokom 2008. godine sakupljen je 51 uzorak, a tokom
2009. godine 599 uzoraka tikava sa simptomima viru-
snih zaraza. Pregled vrsta i broja useva tikava po loka-
litetima dat je u tabeli 1.

Direktna imunoenzimska metoda
na ploci (DAS-ELISA)

Uzorci tikava sa simptomima virusnih zaraza testi-
rani su primenom direktne imunoenzimske metode na
plo¢i (DAS-ELISA) po protokolu koji su opisali Clark i
Adams (1977). Uzorci sakupljeni tokom 2008. godine te-
stirani su primenom komercijalnih poliklonalnih anti-
seruma (Bioreba AG, Switzerland) specifi¢nih za detek-
ciju $est ckonomski najznacajnijih virusa tikava CMV,
WMV, ZYMYV, PRSV, SqMV i virusa prstenaste pega-
vosti duvana (Zobacco ringspot virus, TRSV). Specifi¢na
poliklonalnaantitela i poliklonalna antitela konjugovana
saalkalnom fosfatazom kori$¢ena su u razredenju 1:1000
u odgovarajué¢em puferu. Seroloska testiranja uzoraka sa-
kupljenih 2009. godine izvr$ena su primenom poliklo-
nalnih antiseruma (DSMZ, Germany) specifi¢nih za de-
tekciju CMV, WMV, ZYMYV, PRSV, TRSV i SqM V.
Specifi¢na poliklonalna antitela i poliklonalna antitela
konjugovana sa alkalnom fosfatazom kori$¢ena su u ra-
zredenju 1:1000 u odgovarajuéem puferu, osim za TR-
SV i CMV kada su antitela razredena u odnosu 1:500.
Uzorci su pripremani homogenizacijom biljnog materi-
jalau ekstrakcionom puferu u odnosu 1:6. Nakon 1-2 ¢a-
sa po dodavanju supstrata p-nitrofenilfosfata (1 mg/ml),
intenzitet bojene reakcije je o¢itavan spektrofotometrij-
ski (Microplate reader, DASstl, Italy). Pozitivnom reak-
cijom smatrane su vrednosti apsorpcije na 405 nm dvai
vise puta vece od vrednosti apsorpcije negativne kontrole.

Bioloska karakterizacija

Radi dobijanja izolata CMYV, biljke Nicotiana gluti-
nosa L. mehanicki su inokulisane inokulumom pripre-
mljenim od li§¢a prirodno zarazenih biljaka tikava u
kojima je prethodno dokazana mesana infekcija CMV
saZYMV, kao i CMV sa ZYMV i WMV. Na ovaj na-
¢in je dobijeno pet izolata, a izolat 115-08 poreklom sa
lokaliteta Gardinovciiz vrste C. pepo ‘Olinka’ slu¢ajnim
izborom odabran je za dalju biolosku karakterizaciju,
mehani¢kim inokulacijama niza test biljaka.

U cilju ispitivanja kruga domaéina odabrani izolat
CMYV inokulisan je na 45 vrsta test biljaka iz pet bo-
tanic¢kih familija. Kao test biljke kori§¢ene su: C. pe-
po 'Olivija, 'Olinka), 'Slovenacka golica, "Beogradska,
hibrid 'Ezra F1' i tikvica cukini (nepoznata sorta), C.
moschata 'Lola' i 'Beja, C. maxima, C. foetidissima, C.
mixta, C. ficifolia, Cucumis sativus 'Regal’, 'Delicates),
'Dugi zeleni', 'Senzacija' i 'Sunéani potok', C. anguria,
C. melo 'Ananas’, Citrulus lanatus' Creamson sweet', Be-
nincasa hyspida, Trichosanthes cucumerina, Cyclanthera
pedata, Lagenaria siceraria, Momordica sp., Chenopodi-
um amaranticolor, C. quinoa, C. murale, C. foetidum,
Datura stramonium, D. metel, Solanum nigrum, Lyco-
persicon esculentum ' San Pjer', Petunia x hybrida, Physa-
lis floridana, Gomphrena globosa, Nicotiana tabacum
'Banat, 'Prilep' i 'Samsun’, N. glutinosa, N. rustica, N.
clevelandii, N. debneyii, Phaseolus vulgaris "Pobolj$ani
gradistanac' i Pisum sativum "Mali provansalac’.

Inokulum za mehani¢ke inokulacije pripremljen je
homogenizacijom zarazenog lis¢au prisustvu 0,01 M
fosfatnog pufera pH 7,0, uz kori$¢enje karborundum
praha fino¢e 400 mesa kao abraziva.

Ispitivani izolat CMV inokulisan je na po pet bilja-
ka jedne vrste eksperimentalnog domadina. Test biljke
su inokulisane u fenofazi 2-3 lista i odrzavane u uslovi-
ma staklenika. Pojava i tip simptoma pra¢eni su na ino-
kulisanom li§¢u i li§¢u formiranom posle inokulacije u
periodu do mesec dana nakon inokulacija. Moguée la-
tentne infekcije test biljaka bez simptoma proveravane

su DAS-ELISA testom.

Reverzna transkripcija i lanc¢ana reakcija
polimeraze (RT-PCR)

U cilju molekularne detekeije i identifikacije CMV i
kao potvrda rezultata dobijenih bioloskim i seroloskim
analizama, primenjena je metoda reverzne transkripcije
praéena lan¢anom reakcijom polimeraze (reverse tran-
scription-polimerase chain reaction, RT-PCR), uz upo-
trebu specifi¢nih prajmera CMV Aulu/Au2d (Dekié¢ i
sar., 2008) za detekciju razlicitih izolata CMV poreklom
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iz tikava iz Srbije. Za ove analize odabrano je pet izo-
lata CMV, u kojima je prethodno seroloski dokazano
prisustvo CMV.

Izolacija ukupnih RNK iz 100 mgli$¢a prirodno za-
razenih biljaka tikava obavljena je primenom RNea-
sy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany), pre-
ma preporuci proizvodaca. Ukupna izolovana RNK
kori$¢ena je kao matrica za RT-PCR primenom para
prajmera CMV Aulu/Au2d koji obuhvataju celi gen
za proteinski omotal i delove 5’ i 3" neprepisujuéih re-
giona koji se nalaze na RNK3 segmentu (ili subgeno-
mnom RNK4).

Detekcija CMV izvr$ena je primenom OneStep RT-
PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu
proizvodaca. Reakciona smesaza RT-PCR (25 pl) sadr-
zala je: 5 pl 5Sx Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji
sadrzi 12,5 mM MgCl,), 1 ul ANTP Miks (koji sadrzi
po 10 mM svakog dN'TP, finalne koncentracije u smesi
400 uM), 1 ul RT-PCR enzimskog miksa, 1,5 pl svakog
prajmera (finalne koncentracije 0,6 uM), 14 ul RNase-
free vode i 1 pl izolovane ukupne RNK. Kao negativ-
nakontrola kori$¢ena je RNase free voda, kao i ukupna
RNK ckstrahovana iz zdravog lis¢a tikava. Reakeija je
izvedena kori$¢enjem Thermocycler-a (Biometra, UK)
po slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min
na 50°C; inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina
15 min na 95°C; denaturacija 30 s na 94°C, elongacija
30 s na 58°C i ekstenzija 30 s na 72°C (35 ciklusa); fi-
nalna ekstenzija 72°C 10 min.

Uzorci su elektroforetski razdvojeni na 1% agaro-
znom gelu, obojeni u rastvoru etidijum-bromida final-
ne koncentracije 0,5 ug/mli posmatrani pod UV transi-
luminatorom. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava
traka ocekivane veli¢ine od oko 850 bp. Za odrediva-
nje veli¢ine umnozZenih amplikona koriséen je marker,
MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Scien-
ces GmbH, Lithuania).

Umnozeni amplikoni ispitivanih izolata su, pre slanja
na usluzno sekvencioniranje u BMR Genomic u Pado-
vu (Italija), pre¢i$é¢eni primenom QIAquick PCR Puri-
fication kit (Qiagen, Hilden, Germany) i po instrukci-
jama proizvodada. Sekvencioniranje je obavljeno u oba
smera, prajmerima koji su kori$¢eni za umnoZavanje.
Po dobijanju sekvence su obradene u FinchTV Versi-
on 1.4.0., a zatim uporedene u MEGAS (Tamura i sar.,
2011) programu gde su dobijene konsenzus sekvence
koje su zatim, sa relevantnim podacima vezanim za ispi-
tivane izolate, deponovane u National Center of Biote-
chnology Information (NCBI) banku podataka, posle
ega im je dodeljen pristupni broj (GenBank Accessi-
on number).
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Analiza dobijenih sekvenci prvo je obavljena upo-
trebom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programa uporedivanjem sa sekvencama odgovaraju-
¢eg regiona genoma virusa dostupnim u GenBank bazi
podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Za-
tim su sekvence CMV izolata iz Srbije i odgovarajude
dostupne sckvence iz GenBank poravnate i medusob-
no uporedene CLUSTAL W programom (Thompson
i sar.,, 1994), delom programa MEGA verzija 5.0. Za
proracun geneticke sli¢nosti na osnovu sekvenci dela
genoma odabranih izolata sa izolatima ovog virusa iz
drugih delova sveta, kao i filogenetske analize upotre-
bljen je MEGA verzija 5.0 softverski paket (Tamura i
sar., 2011). Za medusobno poredenje sekvenci izolata
dobijenih u toku ovog rada i sekvenci izolata podne-
tih u NCBI bazu podataka, BLAST analizom odabra-
ne su sekvence izolata CMV koje su pokazivale 99% i
93% nukleotidne identi¢nosti, a 100% pokrivenosti.
Za detaljniju molekularnu karakterizaciju odabrano je
15 izolata kompletnog CP gena CMYV iz NCBI, koji
su referentni za svaku podgrupu. Zatim je u MEGAS
programu sproveden test pronalaZzenja najbolje prila-
godenog modela nukleotidne supstitucije metodom
maksimalne verodostojnosti i parnim poredenjima
prora¢unata odgovarajuda sli¢nost ispitivanih izolata
i odabranih referentnih izolata iz NCBI na nukleotid-
nom nivou, dok je sli¢nost na aminokiselinskom ni-
vou izrazena preko prose¢ne stope genetickog diverzite-
ta. Kimura 2-parametar kao najbolje prilagoden model
odabran je na osnovu najnize vrednosti BIC (Bayesian
Information Criterion).

REZULTATI
Simptomi u polju

Tokom pregleda razli¢itih useva tikava 2008. godine
uoceni su veoma brojni i raznovrsni simptomi na svim
nadzemnim organima razli¢itih vrsta tikava — od ra-
zli¢itih vidova mozaika, preko hloroze, $arenilalistova,
do veoma destruktivnih promena oblika lista kao §to su
izrazena klobudavost (Slika 1), duboka nazubljenost, a
Cesto i potpuna redukcija lisne povrsine do nitavosti. Na
vrezama zarazenih biljaka zapazeno je mozai¢no prosa-
ravanje, dok su plodovi usled otiglednih ranih infekei-
ja bili veoma deformisani, sa razli¢itim bradavi¢astim
izrastajima na povrsini. Takode, verovatno usled veoma
ranih infekcija, dolazilo je do nekroze tek zametnutih
plodova ili do potpunog izostanka zametanja plodova.
Plodovi zarazeni u kasnijim fazama razvoja ispoljavali
su razli¢ite vidove mozai¢nih prosaravanja.
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Slika 1. Me$ana infekcija CMV, ZYMV i WMV: mozaik, Slika 2. Meana infekcija CMV i WMV: izrazeni mozaik na
klobu¢avost i deformacija na C. pepo ‘Olinka’ C. pepo “Tosca’

Slika 3. Mesana infekcija CMV i WMV: uvijanje liske na Slika 4. Mesana infekcija CMV i WMYV: promena boje
gore na C. pepo “Tosca’ ploda i bradavi¢avost na C. pepo “Tosca’
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Tabela 1. Prisusutvo i procentualna zastupljenost Cucumber mosaic virus (CMV) u pojedinaénim i mesanim infekcijama

2008.12009. godine

Pojedinacne Mesane infekcije
; i infekcije
Godina  Genotip Lokalitet Broj Broj ! CMV+ CMV+ CMV-+
useva uzoraka ZYMV+
CMV* ZYMV WMV WMV
Backi Petrovac 2 10 0 3(30) *** 0 4 (40)
Gardinovci 1 10 0 3(30) 0 7 (70)
C. pepo Lok 1 0 0 0 0
‘Olinka’ Titel 2 0 1(12,5) 0 0
2008**
Kisa¢ 4 13 0 1(7.7) 0 1(77)
Kulpin 1 2 0 1(50) 0 1(50)
C. maxima  Ba&ki Petrovac 1 4 0 0 1(25) 3(75)
L. siceraria  Backi Petrovac 1 2 0 0 0 2 (100)
Ukupno za 2008 13 51 0 9(17.7) 102) 18(35.3)
Backi Petrovac 1 3 1(33.3) 1(33.3) 0 0
Budisava 1 111 0 7(6,3) 0 0
C. pepo Cenej 1 104 0 0 0 0
‘Olinka’
Srbobran 1 107 0 0 0 0
Zmajevo 1 105 0 0 0 0
Kisa¢ 1 110 0 0 0 0
2009
C. pepo Backi Petrovac 1 1 0 0 0 0
“Tosca’ Ruma 3 16 2(12,5) 0 7 (43.8) 0
‘Beogradska’  Beska 1 25 5(20) 2(8) 1(4) 0
Backi Petrovac 1 7 0 1(14,3) 0 0
C. maxima
Zmajevo 1 0 0 0 0
C. moschata  Backi Petrovac 1 0 0 0 0
Ukupno za 2009 15 599 8 (1,3) 11 (1,8) 8 (1,3) 0
Ukupno 28 650 8(12) 20 (3,1) 9 (1.4) 18 (2.8)

*

CMV- Cucumber mosaic virus, WMV -Watermelon mosaic virus, LYMV - Zucchini yellow mosaic virus

** podaci navedeni za 2008. godinu objavljeni su u radu Vucurovi¢ i sar. (2009a)
** broj pozitivnih uzoraka (% zarazenih uzoraka prera¢unat na ukupan broj testiranih uzoraka)

Tako su i tokom 2009. godine u polju uoceni brojni i
raznovrsni simptomi, bili su manje intenzivni u odno-
su na prethodnu godinu. Najée$ée se javljao mozaik,
hloroti¢na prosaravanja i klobucavost listova i malfor-
macije plodova. Medutim, i tokom ove godine na po-
jedinim lokalitetima usled o¢iglednih ranih zaraza ja-
vili su se veoma izrazeni i destruktivni simptomi, koji
su se ogledali u zaostajanju u porastu zarazenih biljaka
u odnosu na zdrave, listovi zarazenih biljaka bili su sa
veoma redukovanom lisnom povr$inom, ¢esto do glav-
nih lisnih nerava, a plodovi su bili izrazito deformisani i
mozai¢ni. Biljke u kojima je CMV dokazan u me$anim
infekcijama pokazivale su intenzivnije simptome na li-
$¢u u vidu jakog mozaika (Slika 2) i uvijanja ivica liske
na gore (Slika 3), kao i promene na plodovima u vidu
promene boje i pojave ispupéenja na povrsini (Slika 4).
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Seroloska detekcija

Tokom dvogodisnjih ispitivanja sprovedenih 2008. i
2009. godine na razli¢itim lokalitetima gajenja i u razli-
¢itim usevima tikava u Vojvodini, dokazano je prisustvo
trivirusa: CMV, ZYMV i WMYV. Sva tri virusa detek-
tovana su u svim ispitivanim vrstama tikava, osim kod
C. pepo “Tosca’, gde nije detektovano prisustvo ZYMV
i C. moschata, u kojoj nije detektovan nijedan od ispi-
tivanih virusa (Tabela 1). Prisustvo PRSV, SQMV, kao
i TRSV, koji se nalazi na karantinskoj A1 $tetnih or-
ganizama Srbije, nije detektovano ni u jednom od te-
stiranih uzoraka tikava tokom obe godine ispitivanja.

U ispitivanjima sprovedenim tokom 2008. godine
CMYV je bio prisutan na svim ispitivanim lokalitetima,
osim na lokalitetu Lok. Najzastupljeniji je bio na loka-
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Tabela 2. Reakcija test biljaka na mehanicke inokulacije
115-08 izolatom Cucumber mosaic virus (CMV)

Test biljke
Cucurbita pepo ‘Olivija’

Tip simptoma
M, UL

Cucurbita pepo ‘Olinka’

Cucurbita pepo ‘Slovenacka golica’
Cucurbita pepo ‘Beogradska tikvica’
Cucurbita pepo Ezrd

Cucurbita pepo “Zucchini’

NZEZEEZXE

=
Z

Cucurbita maxima

=
N
<

Cucurbita mixta

Cucurbita moschata ‘Beja’
Cucurbita moschata Lold
Cucurbita ficifolia

Cucurbita foetidissima
Cucumis sativus ‘Delikates’
Cucumis sativus ‘Dugi zeleni’

Cucumis sativus ‘Sunéani potok’

Ezzz~~z28

Cucumis sativus ‘Senzacija
Hn, M

Cucumis melo ‘Ananas’ M

Cucumis sativus ‘Regal’

Cucumis anguria M
LNPk, NP, M
LHPk, M

Trichosanthes cucumerina /

Citrulus lanatus ‘Creamson sweet’

Lagenaria siceraria

Cyclanthera pedata
Momordica sp.
Benincasa hyspida
Petunia x hybrida
Physalis floridana
Chenopodium quinoa LNP

~ o~~~ ~—

Chenopodium amaranticolor LNP
D, Kr
Chenopodium murale LNP

Chenopodium foetidum

Phaseolus vulgaris ‘Poboljsani gradiStanac’
Pisum sativum ‘Mali provansalac’
Lycopersicon esculentum ‘San Pjer’
Nicotiana tabacum Prilep’

Nicotiana tabacum ‘Samsun’

Nicotiana tabacum ‘Banat’

EERE~~~

Nicotiana debneyii
Nicotiana clevelandii LNP

Nicotiana rustica

M
Nicotiana glutinosa M,N,K
Datura stramonium /
Datura metel /
Solanum nigrum /

Gomphrena globosa LNP

M - mozaik, ZM - Zuti mozaik, BM - blagi mozaik, ZBN —ze-
lena boja oko nerava, HN - hloroza nerava, K- klobu¢avost, D -
deformacije, N - nitavost, LHP - lokalne hloroti¢ne pege, LNP
— lokalne nekroti¢ne pege, PLD - povijanje listova na dole, UL —
uvijanje li¢a, SHP - sistemi¢na hloroti¢na pegavost, Kr — krzljavost,
LHPk - lokalne hloroti¢ne pege na kotiledonima, LNPk — lokalne
nekroti¢ne pege na kotiledonima, / - bez simptoma

litetu Kulpin, gde je u usevu C. pepo ‘Olinka’ dokazan
u svim testiranim uzorcima, kao i u usevu C. maxima
na lokalitetu Backi Petrovac, gde je takode dokazan u
svim testiranim uzorcima. U toku 2008. godine CMV
nije bio detektovan u pojedina¢nim infekcijama, veé is-
klju¢ivo u mesanim sa druga dva prisutna virusa. Od
mesanih infekcija, najzastupljenija je bila trostruka in-
fekcija dokazana u 35,3% testiranih uzoraka, dok su
mesane infekcije sa ZYMV ili WMV dokazane u ne-
$to manjem procentu testiranih uzoraka (17,7%, odno-
sno 2%). Ukupno, u toku 2008. godine CMV je detek-
tovan u 55% testiranih uzoraka tikava.

Tokom ispitivanja sprovedenih 2009. godine CMV
se javio na Cetiri od devet ispitivanih lokaliteta, a naj-
zastupljeniji je bio na lokalitetu Ruma, u usevu C. pepo
“Tosca,, gde je dokazan u 56,3% testiranih uzoraka. Za
razliku od prethodne, tokom 2009. godine CMV je de-
tektovan i u pojedina¢nim zarazama u 1,3% testiranih
uzoraka, dok su od mesanih infekcija bile prisutne sa-
mo dvostruke sa ZYMV (1,8%) i WMV (1,3%). Uku-
pno u 2009. godini CMV je detektovan u 4,4% testi-
ranih uzoraka.

Reakcije test biljaka na ispitivani izolat virusa
mozaika krastavca

Detaljna bioloska karakterizacija odabranog izolata
CMYV, 115-08, obavljena je na osnovu ispoljavanja i ti-
pa simptoma na biljkama koje pripadaju krugu domadi-
na ovog virusa, kao i onih koje nisu opisane kao njegovi
domacini. Reakcije test biljaka iz pet botanic¢kih famili-
ja Cucurbitaceae, Solanaceae, Amaranthaceae, Cheno-
podiaceace i Fabaceae prikazane su u tabeli 2.

Razlitite sorte C. pepo, C. sativus i C. moschata su,
na mehanicke inokulacije odabranim izolatom 115-08
virusa mozaika krastavca, reagovale pojavom tipi¢nih
simptoma, pre svega u vidu mozaika, hloroze nerava i
uvijanja li§¢a. Simptomi su se takode javili i na biljka-
ma C. maxima, C. mixta, C. anguria, C. lanatus ‘Cre-
amson sweet’ i L. siceraria, uglavnom u vidu mozaika,
zadrZavanja zelene boje oko nerava ili pojave lokalnih
hloroti¢nih i nekroti¢nih pega. Od biljaka familije Cu-
curbitaceae, izolat 115-08 nije mogao da zarazi C. ficifo-
lia, C. foetidissima, Trichosanthes cucumerina, Cyclant-
hera pedata, Momordica sp. i Benincasa hyspida.

Posle mehanickih inokulacija Chenopodium spp.,
Gomphrena globosa, kao i Nicotiana spp. ispitivanim izo-
latom, javili su se tipi¢ni simptomi koji upu¢uju na CMV
u vidu lokalnih nekroti¢nih pega, odnosno mozaika.

Biljke Petunia x hybrida, Physalis floridana, Pha-

seolus vulgaris ‘Poboljsani gradiStanac’, Pisum sati-

331



Ana Vucurovi¢ i saradnici

Tabela 3. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost ispitivanih izolata Cucumber mosaic virus (CMV) iz Srbije i

reprenzentativnih izolata za svaku podgrupu

CMv Geografsko Biljka Trolat Pristupni  1M065s10 HMO065509

subgrupa poreklo domadin broj
Srbija Cucurbita pepo “Olinka’ 115-08 HMO065510
Srbija Cucurbita pepo “Olinka’ 151-08 HMO065509  99,1/98,9°

SubgroupIA  Spanija g‘gg;igzl(’;’ﬂ‘;:;fm) MAD99/4 AJ829770  99,2/99,1 99,2/99,2
Spanija Cucumis melo MAD99/1 AJ829776 99,2/99,1 99.2/99,2
SAD Cucumis melo Fny D10538 99,2/99,1 99.5/99.5
Japan /" Leg D16405 97,4/97 4 97,9/98
Japan N. tabacum Y D12499 97,4/97,6 97,6/97,6
Koreja Melandryum firmum Mf AJ276481 97,9/97.9 98,3/98,3

Subgroup IB Tajvan L. esculentum NT9 D28780 93,9/94,4 95/95.4
Indonezija / IA AB042294 92,6/92,7 93,4/93,2
Italija L. esculentum Tfn Y16926 94,3/94,7 95,7/95,4
Filipini L. esculentum Ixora U20219 92,6/92,7 92,8/92,7
Kina N. tabacum SD AB009777 93.3/94,1 94,1/94,5

Subgroup II Madarska Trifolium repens Tek7 L15336 64,5/74,1 66/74,7
Juzna Afrika Cucurbita pepo S AF063610 65,1/74,4 66,6/75
SAD Lactuca sativa LS AF127976 66.2/74,9 67,6/75.5
Australija Capsicum annuum Q M21464 66,9/75,2 68,3/75,8

" - nukleotidna sli¢nost odredena je na osnovu Kimura 2—parametra

"'/ - biljka domacin nije poznata

vum ‘Mali provansalac’, Lycopersicon esculentum ‘San
Pjer’, Datura stramonium, D. metel i Solanum ni-
grum mehanicki nisu mogle biti zaraZene ispitivanim
izolatom.

850 bp

Slika S. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda
dobijenih kori$¢enjem CMYV specifi¢nog seta
prajmera CMV Aulu/Au2d. Kolone:
M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania), 2-izolat 115-08 izC.
Pepo ‘Olinka, 3-izolat 151-08 iz C. pepo Olinka,
4-izolat 162-08 iz C. maxima, S-izolat 242-09 iz C.
maxima, 6-izolat 263-09 iz C. pepo Tosca,
7-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom
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Molekularna detekcija, identifikacija i
karakterizacija

Rezultati seroloskih i bioloskih analiza prisustva vi-
rusa mozaika krastavca potvrdeni su primenom mole-
kularne RT-PCR metode i specifi¢nih prajmera CMV
Aulu i Au2d za detekciju CMV (Slika 5). Kod testi-
ranih uzoraka uljane tikve 115-08 i 151-08 sa lokali-
teta Gardinovci i Kulpin uspe$no su amplifikovani
fragmenti ocekivane veli¢ine od oko 850 bp koji obu-
hvataju ceo gen za protein omotaca virusa i delove 5’
i 3’ neprepisujudih regiona. Do uspesne amplifikacije
fragmenta iste veli¢ine doslo je i kod izolata 746-07 iz
paradajza, prethodno seroloski, bioloski i molekular-
no okarakterisanog kao CMV koji je koris¢en kao po-
zitivna kontrola (Dekié i sar, 2008). Do amplifikacije
nije doslo u ekstraktu RNK pripremljenom od nezara-
zenog lis¢a tikava, a takode ni u PCR smesi sa RNase-
free vodom, odnosno negativnoj kontroli.

Dobijeni amplikoni odabranih izolata, 115-08 i 151-
08iz C. pepo ‘Olinka’ sa lokaliteta Gardinovci i Kulpin
su sckvencionirani, a zatim su dobijene sekvence prijav-

ljene u NCBI banku podataka, gde su im dodeljeni pri-
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stupni brojevi HM065510 i HM065509. U cilju mo-
lekularne identifikacije primenjena je BLAST analiza
ispitivanih sekvenci, koja je pokazala da izolati 115-08
i 151-08 dele najveéu nukleotidnu sli¢nost od 99,1%,
odnosno 99,4% uz 100% pokrivenosti sekvence sa izo-
latom CMV 207 iz L. esculentum poreklom iz Austra-
lije (pristupni broj AJ585517). Izolat 115-08 ima naj-
veéu proseénu stopu genetickog diverziteta od 0,055
(94,5% sli¢nosti) sa izolatom CMV L36251 iz Juzne
Koreje, a izolat 151-08 ima najveéu prosecnu stopu ge-
netitkog diverziteta, od 0,053 (94,7% sli¢nosti) sa izo-
latom virusa mozaika krastavca pod pristupnim bro-
jem D42079 iz Japana.

Medusobno poredenje izolata 115-08 i 151-08 poka-
zalo je da se oni razlikuju u 12 nukleotida (98,5%), na
celoj duzini dobijenih sekvenci, dok se u delu sekven-
ce duzine od 657 nt koji kodira protein omotada virusa
razlikuju u sedam nukleotida (98,9%), $to je rezultira-
lo izmenom dve aminokiseline (99,1%).

Kao najbolje prilagoden model nukleotidne supstituci-
je naosnovu testa maksimalne verodostojnosti pokazao se
model sa Kimura 2-parametrom i gama distribucija. Re-
zultati poredenja nukleotidne sli¢nosti po Kimura 2-pa-
rametar i aminokiselinske sli¢nosti po p-distance modelu
naosnovu sekvenci CP genaizolata 115-081 151-08 sa re-
ferentnim izolatima za IA, IB i1l podgrupu CMV prika-
zanisuu tabeli 3. Ispitivaniizolati CMV iz Stbije najve¢u
nukleotidnu i aminokiselinsku sli¢nost pokazuju sa izo-
latima iz podgrupe IA, od 99,5 do 97,4%, odnosno 99,1
do 97,4%. Sli¢nost srpskih izolata sa izolatima IB podgru-
pe kretala se od 95,7 do 92,6% na nukleotidnom nivou
iod 95,4 do 92,7% na aminokiselinskom nivou. Najma-
nju nukleotidnu i aminokiselinsku sli¢nost izolati 115-08
1151-08 pokazali su sa izolatima IT podgrupe CMV, gde se
nukleotidna sli¢nost kretala od 66,9 do 64,5%, a sli¢nost
u sadrZaju aminokiselina od 75,8 do 74,1%.

DISKUSLJA

Virus mozaika krastavca jedan je od najstetnijih vi-
rusa u biljnoj proizvodnji ¢emu zna¢ajno doprinosi nje-
gov veoma Sirok krug domadina i op§te rasprostranje-
nje. Od kako je kod nas opisan 1966. godine, javlja se
svake godine u velikom broju useva, &esto pri¢injavajuéi
velike ekonomske stete (Stakié i Nikoli¢, 1966; Dukié
i sar., 2001; Krsti¢ i sar., 2002; Duki¢, 2004; Vucuro-
vicisar., 2008). Opscina ispitivanja virusa tikava spro-
vedena u Srbiji poslednjih desetak godina u cilju praée-
nja prisustva i rasprostranjenosti virusa tikava, ukazala
suda se CMV javlja redovno, kao jedan od tri prisutna

virusa, u razli¢itim usevima tikava, kao i da mu uéesta-
lost kako po godinama, tako i po lokalitetima znacaj-
no varira (Dukic’ isar., 2001, 2004; Krstié i sar., 2002;
Vucéurovié i sar., 2008).

Dosada§nja istrazivanja prisustva i rasprostranjeno-
sti CMV na tikvama u Srbiji ukazuju da se zastuplje-
nost ovog virusa po godinama znacajno menjala, tako
daje 2001. godine kada su virusi tikava u Srbiji svojim
prisustvom i veoma znacajnim Stetama skrenuli na se-
be paznju, CMV bio drugi po zastupljenosti, odmah
iza ZYMYV, koji je samo godinu ranije prvi put detekto-
van na tikvama kod nas (Krstié¢ i sar., 2002). Ve¢é nared-
ne godine, kao 1 2003. 1 2004. situacija je bila donekle
drugadija, pa je CMV bio tredi virus po zastupljenosti
(Duki¢ i sar., 2004; Duduk, 2008). U toku 2007. go-
dine, CMYV je ponovo bio drugi po zastupljenosti vi-
rus u usevu tikava (Vuéurovié i sar., 2009a). Iako je bio
drugi, odnosno tredi po zastupljenosti od detektova-
nih virusa na tikvama, CMV je bio zastupljen u veoma
visokom procentu testiranih uzoraka, pa je tako 2001.
godine detektovan u ¢ak 61,3% testiranih uzoraka, dok
je 2002. detektovan u ne$to manjem, ali i dalje znacaj-
nom broju uzoraka 40,4%, a 2007. godine je detekto-
van u ¢ak 55,1% testiranih uzoraka (Duki¢ i sar., 2004;
Vuéuroviéisar.,2009a). U periodu 2001-2004. godine,
CMV se javio i u pojedina¢nim, i u mesanim infekcija-
ma sa drugim prisutnim virusima (od mesanih infek-
cija bile su prisutne infekcije sa dva: CMV sa ZYMV
ili WMV i infekcije sa sva tri prisutna virusa). Takode,
i u ovom pogledu uocena je znacajna varijabilnost, pa
je2001.12002. godine bilo dominantno prisustvo po-
jedina¢nih infekcija, 2 2003. i 2004, kao i 2007. godi-
ne mesanih, a posebno je znacajno $to su se mesane in-
fekcije sa tri prisutna virusa 2004. godine javile u ¢ak
37,2% testiranih uzoraka (Krsti¢ i sar., 2002; Duki¢ i
sar., 2004; Duduk, 2008, Vuc¢urovié i sar., 2009a). Na
osnovu istrazivanja sprovedenih 2007. godine (Vucu-
rovi¢ i sar., 2009a), kao i u ranijem periodu (Krsti¢ i
sar., 2002; Duki¢ i sar., 2004) zaklju¢uje se daje CMV
prisutan svake godine sa razli¢itom uestalosti, ali vrlo
visokim intenzitetom zaraze u usevima tikava u Srbi-
ji. Rezultati ovih istrazivanja ukazali su na potrebu da
se pregled, uzorkovanje i testiranje simptomati¢nih bi-
ljaka tikava nastavi tokom 2008. i 2009. godine, u ci-
lju praéenja prisustva i u¢estalosti CMV u usevima ra-
zli¢itih vrsta tikava u Srbiji.

Tokom 2008. godine CMV se javio na pet od Sest is-
pitivanih lokaliteta, a bio je prisutan u veoma visokom
procentu testiranih uzoraka. Narodito je specifi¢no to
§to se ove godine CMV javio samo u me$anim infekci-

jama. Ukupna zaraza CMV bila je detektovana u 55%
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testiranih uzoraka, a virus je detektovan u svim testi-
ranim vrstama i genotipovima. IstraZivanja sprovede-
na 2009. godine pokazala su znacajne razlike u zastu-
pljenosti CMV koji je bio detektovan samo na ¢etiri od
devet testiranih lokaliteta ukupno tek u 4,4% testira-
nih uzoraka. Sto se ti¢e zastupljenosti po ispitivanim
vrstama i genotipovima tikava, CMV nije detektovan
samo u C. moschata.

Ispitivanja sprovedena u ovom radu potvrduju ranija
ispitivanja viroza tikava kod nas, koja nisu ukazala na
prisustvo PRSV, SQMV i TRSV (Krsti¢ i sar., 2002;
Dukié¢ i sar., 2004; Vucurovi¢ i sar., 2009a) iz ¢ega se
moze zakljuditi da ova tri ckonomski veoma znacajna
virusa tikava za sada nisu prisutna u Srbiji. Uzimajuéi
u obzir njihovu rasprostranjenost i znaéaj u svetu, ne-
ophodno je nastaviti sa naporima da se eventualna in-
trodukcija $to ranije detekeuje.

Razlike u pojavi, rasprostranjenosti i uéestalosti vi-
rusa koji se prenose vadima na neperzistentan nacin u
zavisnosti od godine i lokaliteta &esto se javljaju kod vi-
rusa tikava i u drugim delovima sveta (T6bids i Tuli-
pan, 2002; Lecoq i sar., 2003). Ipak, situacija zabeleze-
na2009. godine bila je iznenadujué¢a zbog pojave CMV
u malom broju testiranih uzoraka, $to je najverovatnije
vezano za smanjeno prisustvo vektorskih vasi koje ovaj
virus prenose na neperzistentan nadin. Za viruse i bilj-
ke iz familije tikava kao njihove domacine, navodi se da
su ne samo slozen ved i izrazito promenljiv patoloski si-
stem zbog stalne pojave novih vrsta ili sojeva u okviru
vrsta (Lecoq i sar., 2009).

Nakon mehani¢kih inokulacija biljaka roda Nicosi-
ana, odabranim izolatom zabeleZena je pojava mozai-
ka, nitavosti, klobuc¢avosti, nekroti¢nih pega, ¢ime je i
ovom metodom potvrdena pripadnost ispitivanog izo-
lata CMV. Detaljnom bioloskom karakterizacijom is-
pitivanog izolata zabeleZena je pojava karakteristi¢nih
simptoma opisanih za izolate CMV kao §to je moza-
ik i prosvetljavanje nerava na razli¢itim vrstama kao i
sortama biljaka familije Cucurbitaceae. Simptomi ko-
ji su se pojavili na inokulisanim test biljkama odgova-
rali su simptomima zabelezenim za CMV i od strane
drugih autora (Provvidenti i Schroeder, 1970; Rahi-
mian i Izadpanah, 1978; Francky i sar., 1979; Tébids
i Tulipan, 2002).

Iako je u nasoj zemlji ve¢ ispitivan krug domadina
ovog virusa, zna¢ajan doprinos istrazivanja sprovedenih
u ovom radu je taj §to je ovde obuhvaden veéi broj vrsta
u okviru familije Cucurbitaceae, pa ¢e ova ispitivanja
znacajno doprineti sticanju potpunijeg uvida u osetlji-
vost/otpornost pre svega komercijalno dostupnih sorti
tikava i krastavaca u nagoj zemlji §to moze biti od veli-
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kog znataja poljoprivrednim proizvodaéima koji se ba-
ve proizvodnjom ovih kultura. Takode, rezultati ovih
ispitivanja mogu biti od velike pomo¢i selekcionarima
u programima selekcije tikava na otpornost, jer je gaje-
nje otpornih genotipova najefikasniji i najuspesniji na-
¢in kontrole svih bolesti koje izazivaju biljni virusi koji
se neperzistentno prenose vasima.

Analiza nukleotidnih sekvenci ispitivanih izolata
115-08 i 151-08 iz razli¢itih lokaliteta, pokazala je da
su se izolati, iako su poticali iz iste biljke domadina, ra-
zlikovali kako na nukleotidnom, tako i na aminokise-
linskom nivou. Takode, poredenjem ispitivanih izola-
ta sa referentnim izolatima CMV iz NCBI utvrdeno je
daizolati CMV poreklom iz tikava iz Srbije pripadaju
podgrupi IA, u koju je svrstana veéina svetskih izolata
ovog virusa (Roossinck i sar., 1999). Veoma izrazenoj
varijabilnost izmedu izolata CMV doprinose mutacije,
rekombinacije i pseudorekombinacije, kao najznacajni-
ji faktori varijabilost (Palukaitis i Garcia-Arenal, 2003),
ali posebnu paznju treba posvetiti i veoma znaéajnoj tr-
govinskoj razmeni koja moZe znacajno da doprinese po-
javi novih sojeva, gde do tada nisu bili prisutni, kao $to
je slu¢aj sa nedavnom introdukcijom sojeva IB podgru-
pe u Italiju (Gallitelli, 2000). Prisustvo izolata ove gru-
pe, koji mogu da pric¢ine veoma velike $tete, do tada je
bilo karakteristi¢no samo za Aziju i Ameriku. Sve ovo
¢injenice ukazuju na potrebu stalnog pra¢enja i analize
strukture populacije virusa mozaika krastavca kod nas.

Detaljna seroloska, bioloska i molekularna karakteri-
zacijaizolata CMV u Vojvodini, obavljena u ovom radu
po prvi put pruza uvid u postojanje varijabilnosti i zna-
¢ajnih razlika izmedu pojedinih izolata CMV i pred-
stavlja uvod u mnogo obimnija istrazivanja strukture
populacije ovog znalajnog patogena tikava i drugih use-
va u Srbiji. Dalja istraZivanja uklju¢i¢e sekvencionira-
nje i analizu veéeg broja izolata razli¢itog porekla i iz
razli¢itih domadina u cilju rasvetljavanja nepoznatih
epidemioloskih aspekata i otkrivanja biljaka koje su od
znacaja za odrzavanje virusa, puteva introdukcije, evo-
lutivnih i taksonomskih meduodnosa izmedu izolata,
kao i odredivanje prevalentnih izolata koji bi se dalje
koristili u selekeiji i stvaranju novih genotipova tika-
va i drugih domaéina koji bi bili sa pobolj$anim nivo-
om otpornosti.
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Characterization of Cucumber
Mosaic Virus Originating from
Cucurbits in Serbia

SUMMARY

Cucumber mosaic virus (CMV) is considered one of the most economically important
plant viruses and has a worldwide distribution and a very wide host range including plants
from family Cucurbitaceae. In Serbia, on cucurbits CMV was detected in single and mixed
infections with Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and Watermelon mosaic virus (WMV). Vi-
ruses, including CMV, are constantly present in cucurbit crops, but their frequency changes
by year and locality. Surveys and sample collections were conducted in cucurbit crops in
the period from 2008 to 2009 at 15 localities in Vojvodina province, and sample testing was
carried out using the DAS-ELISA method and commercially available antisera for six econo-
mically most important cucurbit viruses. In 2008, a total of 51 samples were collected from
13 cucurbit crops of oilseed pumpkin Olinka variety, squash, and bottle gourd and CMV was
detected in a total of 55% of tested samples with symptoms of viral infection. The most co-
mmon infectious type was mixed infection with ZYMV and WMV (35.3%), and then mixed
infection with ZYMV (17.7%) and WMV (2%). A total of 599 symptomatic samples of oilseed
pumpkin Olinka variety, zucchini squash varieties Beogradska and Tosca, squash, and win-
ter squash were collected in 15 cucurbits crops in 2009. CMV was present in 4.4% of total
collected samples, in single infections in 1.3%, and in mixed with WMV or ZYMVin 1.3%, and
1.8%. Five CMV isolates were obtained by mechanical inoculations of N. glutinosa and one
of them was selected for further biological characterization. Test plants which were des-
cribed to be hosts of CMV expressed symptoms characteristic for those caused by CMV af-
ter inoculations by isolate 115-08. CMV specific primers AuTu/Au2d were used to amplify an
850 bp fragment using RT-PCR method. Amplified fragment encodes the entire viral co-
at protein (CP) gene and partial 5 and 3" UTRs of two selected CMV isolates. Amplified fra-
gments were sequenced and deposited in the NCBI, where they were assigned accession
numbers, HM065510 (115-08) and HM065509 (151-08). The sequences of CMV isolates from
Serbia shared the highest nucleotide and amino acid identity with isolates from subgroup
IA, from 99.5 to 97.4% and 99.1 to 97.4%, and the lowest identities were with the subgroup I
isolates from 66.9 to 64, 5%, from 75.8 to 74.1%.

Keywords: Cucurbits; Cucumber mosaic virus; Serology; Sequence analysis; Distribution;
Frequency



