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REZIME

Poslednjih 20 godina virus Zzutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)
se javlja kao znacajan patogen biljaka iz familije tikava. Kod nas ovaj virus, takode, izaziva
znacajne gubitke, narocito u proizvodniji uljane tikve. lako je bioloska i molekularna varija-
bilnost ZYMV dosta ispitivana, jos uvek nema dovoljno informacija o varijabilnosti evropskih
izolata ovog virusa. Ovaj rad predstavlja prvu analizu fenotipske varijabilnosti izolata ZYMV
poreklom iz Srbije, koji su tokom 2008. godine sakupljeni iz razli¢itih lokaliteta gajenja ulja-
ne tikve sorte Olinka. Mehanickim inokulacijama C. pepo hibrid Ezra F1, dobijeno je 12 izo-
lata, od kojih su Cetiri odabrana za dalju biolosku karakterizaciju. Na osnovu razli¢itog kruga
domacina, tipa i jacine simptoma na test-biljkama, utvrdena je fenotipska varijabilnost ispi-
tivanih izolata. Par prajmera ZYMV CPfwd/Cprev testiran je radi utvrdivanja pogodnosti za
rutinsku detekciju izolata ZYMV poreklom iz Srbije. Na osnovu pojave traka ocekivane velici-
ne u gelu, ZYMV je detektovan i u pojedina¢nim i mesanim infekcijama u biljkama sa razli-
¢itih lokaliteta, $to dokazuje pogodnost ovih prajmera. Kako ovi prajmeri amplifikuju hiper-
varijabilni deo genoma virusa, pogodni su ne samo za rutinsku molekularnu detekciju, vec
i za molekularnu karakterizaciju izolata ZYMV iz Srbije.

Rezultati dobijeni u ovom radu omogucice dalja proucavanja geneticke varijabilno-
sti izolata ZYMV iz Srbije, kao i njihove evolutivne povezanosti sa izolatima iz drugih delo-
va sveta.

Klju¢ne reci: Tikve; virus Zutog mozaika cukinija; bioloska karakterizacija; pogodnost

prajmera
uvoD ji pet vrsta roda Cucurbita: C. pepo (obi¢na tikva, du-
lek, crni dulek), C. maxima (bundeva, beli dulek, pe-
Tikve predstavljaju znacajne i rasprostranjene gaje- enka, ludaja), C. moschata (muskatna tikva, Secerka),
ne vrste u nasoj zemlji, koje se koriste u ishrani ljudi,  C. ficifolia (smokvolisna tikva) i C. mixta (zimska ti-
kao sto¢na hrana i u medicinske svrhe. Kod nas se ga-  kva) (Berenji, 1988). Najvise se gaji C. pepo koja se u na-
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Soj literaturi ozna¢ava kao obi¢na tikva (Popovié, 1991;
Berenji, 1999). Smatra se da obi¢na tikva vodi poreklo
iz Novog sveta, a da je glavni centar njenog daljeg Sire-
nja Turska (McCreight, 1996). Odlikuje se velikom ra-
znovrsno$éu formi, varijeteta i sorti, a najznacajnije for-
me su: tikvica, uljana tikva, patison, cukini, $pageti ti-
kva, sto¢na tikva, kruknek (krivosije), strejnek i koko-
cela (Berenji, 1999).

Tikve se kod nas gaje u zdruzenom ili ¢istom usevu ili
na okuénicama. U ¢istom usevu gaji se Olinka, domaca
sorta uljane tikve-golice, kompletno razradenom tehno-
logijom proizvodnje (Berenji, 1994, 2007). Gajenje ti-
kava, pre svega uljane tikve, postaje sve znadajnije ka-
ko u Evropi tako i u na$oj zemlji, kao jedne od kultura
koja ¢ini okosnicu alternativnih proizvodnji kao $to je
organska, zbog izuzetnih nutritivnih i farmakoloskih
vrednosti i zbog visoke cene nerafinisanog tikvinog ulja
(Karlovi¢ i sar., 2001; Berenji, 2007).

Od biljnih bolesti koje mogu da smanje ili ugroze us-
peénu proizvodnju tikava, najznaéajnije su one izazva-
ne virusima. Na listi virusa koji mogu da zaraze razne
vrste tikava nalaze se 32 vrste (Provvidienti, 1996), me-
dutim, kao prouzrokovati ekonomski vaznih obolje-
nja tikava najée$ée se navodi pet: virus zZutog mozaika
cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, LZYMV), virus
mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), vi-
rus mozaika bundeve (Squash mosaic virus, SQMV), vi-
rus prstenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot virus,
PRSV) i virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic
virus, WMV (Nameth i sar., 1986; Lecoqisar., 2003;
Agrios, 2005; Bananej i sar., 2008).

Na osnovu stalnog praéenja prisustva i ucestalosti po-
jave virusa tikava u razli¢itim delovima sveta, moze se
zakljutiti da su virusi koji se prenose va$ima na neper-
zistentan na¢in najvaznija prepreka u proizvodnji tika-
va, a da je medu njima najznacajniji ZYMV (Tébids i
sar., 1996; Fletcher i sar., 2000; Lelley i Hengmuller,
2000; Riedle-Bauer i sar., 2002). Destruktivni simpto-
mi koje ovaj virus izaziva prvi put su uoceni 1973. godi-
ne u severnoj Italiji na cukiniju (Lisa i sar., 1981), a ne-
koliko godina kasnije i na dinji u Francuskoj (Lecoq i
sar., 1981). Za nekoliko narednih godina pronaden je na
svim kontinentima, u vi$e od 50 zemalja sveta (Desbiez
i Lecoq, 1997). Kako je njegovo prisustvo uvek poveza-
no sa izrazenim simptomima i znacajnim smanjenjem
prinosa, smatra se da je odgovoran za ogromne gubit—
ke u proizvodnji svih vrsta tikava Sirom sveta (Lecoq i
sar., 1981; Lisa i Lecoq, 1984; Desbiez i Lecoq, 1997;
Gal-On, 2007).
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Proucavanja virusa tikava u Srbiji zapoceta su 2000.
godine, kada je na vise lokaliteta gajenja potpuno uni-
§tena proizvodnja obi¢ne tikve. Kao prouzrokovaci
oboljenja obi¢ne tikve identifikovani su CMV, WMV
i novivirus za nasu zemlju - ZYMV (Dukiéisar., 2001,
2002; Krstié i sar., 2002). Tada po¢inju detaljna ispiti-
vanja rasprostranjenosti i u¢estalosti oboljenja koje ovi
virusi izazivaju na obi¢noj tikvi kod nas (Dukid i sar.,
2004, 2006; Vuéurovid i sar., 2008, 2009).

Tako je ZYMYV, prisutan u nasoj zemlji, bioloski oka-
rakeerisan (Krsti¢ i sar., 2002; Duduk, 2008), nisu spro-
vedena proucavanja koja bi se odnosila na varijabilnost
u okviru populacije ovog virusa, pre svega na fenotip-
sku varijabilnost. Poznavanje homogenosti, odnosno
heterogenosti populacije nekog virusa koristan je para-
metar kako za razvijanje specifi¢nih i osetljivih meto-
da molekularne detekcije, tako i za odabir patotipova
na osnovu kojih ée se vriiti selekeija biljaka na otpor-
nost prema virusima.

Cilj ovog rada bio je da se, kroz praéenje pojave i ra-
Sirenosti ZYMYV u vaznijim proizvodnim podrugjima
u nasoj zemlji tokom 2008. godine, sakupe i bioloski
okarakteri$u izolati ZYMYV radi utvrdivanja postoja-
nja fenotipske varijabilnosti izmedu njih, kao i da se is-
pita mogu¢nost koris¢enja specifi¢nih prajmera ZYMV
CPfwd/CPrev za rutinsku molekularnu detekciju izo-
lata ZYMV. Ovako koncipirani ciljevi predstavljaju po-
Cetak razvijanja istrazivanja sastava populacije ZYMV
u Srbiji i utvrdivanja geneticke osnove fenotipske vari-
jabilnosti razli¢itih izolata.

MATERIJAL | METODE
Sakupljanje i odabir uzoraka tikava

Tokom 2008. godine, radi utvrdivanja prisustva,
rasprostranjenosti i ucestalosti pojave ZYMYV, uku-
pno je pregledano 13 useva tikava na Sest lokalite-
ta: Gardinovci, Aleksandrovo, Titel, Kisa¢, Kulpin i
Backi Petrovac. Skupljeni uzorci (51) uljane tikve-go-
lice (C. pepo) sorte Olinka, bundeve (C. maxima) i vr-
ga (Lagenaria siceraria) serolotki su analizirani na pri-
sustvo Sest eckonomski najznadajnijih virusa tikava
(ZYMV,CMV, WMV, PRSV, SQMV i Tobacco ringspor
virus, TRSV) primenom direktne imunoenzimske me-
tode na plo¢i (DAS-ELISA) po protokolu koji su opisali
Clark i Adams (1977) i uputstvu proizvodaca komerci-
jalnih poliklonalnih antiseruma specifi¢nih za detekei-
ju odgovarajuéih virusa (Vuéurovié i sar., 2009).
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Nakon detekcije primenom DAS-ELISA testa, za
istrazivanja, prikazana u ovom radu, odabrani su uzor-
ci tikava zarazeni ZYMYV, poreklom sa razliditih loka-
liteta gajenja tikava kod nas.

Za biolosku karakterizaciju odabrani su uzorci tika-
va u kojima je dokazana pojedina¢na infekcija ZYMV:
pet uzoraka iz dva useva sa lokaliteta Titel, pet uzora-
ka iz Cetiri useva salokaliteta Kisa¢ i dva uzorka iz istog
useva sa lokaliteta Ba¢ki Petrovac.

Za proveru pogodnosti para prajmera ZYMV
CPfwd/CPrev za rutinsku molekularnu detekciju izo-
lataZYMYV poreklom iz Srbije, pored 12 uzoraka u ko-
jima je dokazana pojedina¢na infekcija ZYMYV, odabra-
no je i 12 uzoraka tikava u kojima je dokazana mesana
infekcija sa nekim od testiranih virusa. Uzorci u koji-
ma je dokazana mes$ana infekcija ZYMV i WMV po-
ticali su sa lokaliteta Aleksandrovo (dva uzorka), Kisa¢
(jedan uzorak) i Backi Petrovac (jedan uzorak), uzorci
u kojima je dokazano prisustvo ZYMV i CMYV poticali
su iz dva useva sa lokaliteta Backi Petrovac (tri uzorka),
kao i salokaliteta Kulpin (jedan uzorak), a uzorci u ko-
jima je dokazana trojna zaraza ZYMV, WMV i CMV
poticali su sa lokaliteta Gardinovci (tri uzorka) i Backi
Petrovac (jedan uzorak).

Bioloska karakterizacija izolata ZYMV

Radi dobijanja izolata ZYMYV, biljke C. pepo hibrid
Ezra F1 mehanicki su inokulisane inokulumom pripre-
mljenim od li§¢a prirodno zarazenih biljaka tikava u
kojima je prethodno dokazana pojedina¢na infekcija
ZYMYV. Na ovaj natin je dobijeno 12 izolata koji su se
razlikovali na osnovu tipa ispoljenih simptoma nali$¢u
C. pepo hibrid Ezra F1. Za dalju detaljnu biolosku ka-
rakterizaciju, mehanickim inokulacijama niza test-bi-
ljaka, odabrana su ukupno &etiri izolata, dva koji su iza-
zivali samo mozaik i dva koji su pored mozaika izazvali
i druge tipove simptoma.

U ispitivanje kruga domadina i tipa ispoljenih
simptoma ukljucene su sledeée test-biljke: C. pepo cv.
Beogradska tikvica, hibrid Ezra F1 i tikvica cukini (ne-
poznatasorta), C. moschata cv. Lola, Cucumis sativus cv.
Regal, Delicates, Dugi zeleni i Sunéani potok, C. me-
lo cv. Ananas, Citrulus vulgaris cv. Creamson sweet,
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, C. murale,
C. foetidum, Datura stramonium, Petunia x hybrida,
Physalis floridana, Gomphrena globosa, Nicotiana tab-
acum cv. Banat i Samsun, /. glutinom, N. rustica, N.

clevelandiii N. debneyii.

Inokulum za mehanicke inokulacije pripremljen je
homogenizacijom zarazenog li§¢a u prisustvu 0,01 M
fosfatnog pufera pH 7,0, uz kori$¢enje karborundum
praha finoée 400 mesa kao abraziva.

Svaki izolat ZYMYV inokulisan je na po pet biljaka
jedne vrste eksperimentalnog domacéina. Test-biljke su
inokulisane u fenofazi 2-3 lista i odrzavane u uslovima
staklenika. Pojava i tip simptoma praéeni su na inoku-
lisanom li§¢u i li$¢u formiranom posle inokulacije, u
periodu do mesec dana nakon inokulacija. Moguée la-
tentne infekcije test-biljka bez simptoma proveravane

su DAS-ELISA testom.

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

Metoda reverzne transkripcije pra¢ena lan¢anom
reakcijom polimeraze (RT-PCR) primenjena je u cilju
molekularne detekcije ZYMYV, potvrde rezultata dobi-
jenih seroloskim analizama i u cilju ispitivanja mogu¢-
nosti kori$¢enja specifi¢nih prajmera ZYMV CPfwd/
CPrev (Pfosser i Baumann, 2002) za rutinsku mole-
kularnu detekciju razlicitih izolata ZYMV poreklom
iz nase zemlje.

Da bi se utvrdila pogodnost odabranih prajmera, bi-
lo je potrebno testirati veéi broj uzoraka sa razlic¢itih
lokaliteta u kojima je prethodno seroloskim analiza-
ma utvrdena zaraza ZYMV u pojedina¢nim ili mesa-
nim infekcijama. Za ova ispitivanja odabrana su uku-
pno 24 uzorka tikava.

Izolacija ukupnih RNA iz 100 mgli$¢a prirodno za-
razenih biljaka tikava obavljena je primenom RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), prema
uputstvu proizvodaca. Ukupna izolovana RNA kori-
§¢ena je kao matrica za RT-PCR primenom para praj-
mera ZYMYV CPfwd/CPrev.

DetekeijaZYMYV izvr$enaje primenom OneStep RT-
PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu
proizvodala. Reakciona smegaza RT-PCR (25 pl) sadr-
zala je: 5 ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji
sadrzi 12,5 mM MgCl,), 1 pl ANTP Miks (koji sadrzi
po 10 mM svakog dNTP, finalne koncentracije u smesi
400 uM), 1 ul RT-PCR enzimskog miksa, 1,5 pl svakog
prajmera (0,6 uM finalne koncentracije), 14 1l RNase-
free vode i 1 pl izolovane ukupne RNA. Kao negativ-
nakontrola kori§¢ena je RNase free voda, kao i ukupna
RNA ckstrahovana iz zdravog li§¢a tikava. Reakeija je
izvedena korig¢enjem Thermocycler-a (Biometra, UK)
po slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min
na 50°C; inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina
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15 min na 95°C; denaturacija 25 s na 94°C, elongacija
25 s na 55°C i ekstenzija 70 s na 72°C (35 ciklusa); fi-
nalna ekstenzija 72°C 10 min.

Uzorci su elektroforetski razdvojeni u 1% agaroznom
gelu, obojeni u rastvoru etidijum-bromida finalne kon-
centracije 0,5 pg/ml i posmatrani pod UV transilumi-
natorom. Pozitivhom reakcijom smatrana je pojava
traka produkta oéekivane veli¢ine od oko 1100 bp. Za
odredivanje veli¢ine umnoZzenih amplikona kori¢en
je marker, MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas
Life Sciences GmbH, Lithuania).

REZULTATI

Preliminarna karakterizacija i izdvajanje
izolata ZYMV

Izolati ZYMYV izdvojeni su tako $to su biljke C. pe-
po hibrid Ezra F1 mehanic¢ki inokulisane inokulumom

N\ \
Slika 1. Izolat 128-08: izrazena hloroza, zutilo oko nerava i
naboranost liske

pripremljenim od li$¢a prirodno zarazenih biljaka ti-
kava u kojima je prethodno dokazana pojedina¢na in-
fekcija ZYMV. Na ovaj natin dobijeno je 12 izolata
ZYMV iz razli¢itih useva istog li sa razli¢itih lokalite-
ta. Simptomi na inokulisanim biljkama C. pepo hibrid
Ezra F1 pojavili su se 10 dana po inokulaciji, ali je oda-
bir izolata za dalja ispitivanja izvr$en 15 dana po ino-
kulaciji, kada su se na osnovu simptoma na novostvo-
renom li§¢u izolati mogli razlikovati. Na osnovu tipa
ispoljenih simptoma na li§¢u, za dalju detaljnu biolos-
ku karakterizaciju, odabrani su izolati 128-08 (lokali-
tet Titel) i 140-08 (Backi Petrovac), koji su izazvali sa-
mo pojavu mozaika, izolat 146-08 (Kisa¢) koji je prou-
zrokovao simptome mozaika, hloroze nerava i zadrza-
vanje zelene boje oko nerava, i izolat 147-08 (Kisa¢) ko-
ji je pored mozaika i zadrZavanja zelene boje oko nera-

vaizazivao i hloroti¢no pro$aravanje i izrazeno suzenje
liski inokulisanih biljaka.
Prema ispoljenim simptomima, koje su izazvali na

uljanoj tikvi sorte Olinka (Slike 1-4) u polju, izolati

£

/\.'«

LN Lt
Slika 3. Izolat 146-08: prosaravanje li$¢a i zadrZavanje
zelene boje oko nerava

Slika 2. Izolat 140-08: izrazena hloroza i zadrzavanje zelene
boje oko nerava
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Slika 4. Izolat 147-08: izrazena hloroza, zadrzavanje zelene
boje i naboranost oko nerava
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odabrani za biolosku karakterizaciju nisu se drasti¢no
razlikovali. Sva etiri izolata prouzrokovali su pojavu
hloroti¢nog prosaravanja bez izrazenih deformacija li-
ske ili izrazene krzljavosti biljaka. Ipak, izolati 128-08,
140-08 i 147-08 izazvali su izrazenu hlorozu, koja nije
bila uo¢ljiva na lis¢u biljke iz koje je dobijen izolat 146-
08. Osim toga, izolat 128-08 je izazvao Zutilo, a osta-
li zadrzavanje zelene boje oko nerava, a naboranost li-
ske oko ili izmedu nerava izazvali su samo izolati 128-

08 i 147-08.
Reakcije test-biljaka na ispitivane izolate ZYMV

Detaljna bioloska karakterizacija éetiri odabranaizo-
lata ZYMYV obavljena je na osnovu ispoljavanja i tipa

simptoma na veé¢em broju vrsta biljaka koje pripada-
jukrugu domadina ZYMYV ili biljnih vrsta koje nisu u
literaturi opisane kao domacini ovog virusa. Reakeije
test-biljaka, koje su ukljudivale prirodne domadine (eri
sorte obi¢ne tikve, Cetiri sorte krastavca i po jedna sor-
ta muskatne tikve, lubenice i dinje) i eksperimentalne
domatine iz rodova Chenopodium, Nicotiana, Petunia,
Datura, Gomphrena i Physalis, prikazane su u tabeli 1.

Sva Cetiri izolata ZYMYV prouzrokovala su tipi¢ne
simptome na razli¢itim sortama C. pepo, mada su uoce-
ne razlike u tipu i ja¢ini ispoljenih simptoma, na osnovu
kojih se moze zakljutiti da je agresivnost izolata 147-08
prema obi¢noj tikvi veéa u odnosu na ostala tri izolata.
Muskatna tikva sorte Lola nije mogla da bude zaraze-
na mehani¢kim inokulacijama izolatom 128-08, dok

Tabela 1. Reakcija test biljaka na inokulacije razli¢itim izolatima ZYMV

Izolati
Tesebiljka 128-08 140-08 146-08 147-08
ﬁﬁ’fﬁﬁf er10 M* M M, HN, ZBN M, HP, ZBN, SL
Cucurbita pepo tikvica cukini HN M HN, M M, DL, PS
gf‘g‘gfg:;g:ﬁ: ikvica PN, ZBN, M M, ZBN HN, ZBN ZM, PN
Cucurbita moschata cv. Lola / M M M
Cucumis sativus cv. Regal / / M M
Cucumis sativus cv. Delicates / / BM /
Cucumis sativus cv. Dugi zeleni / PN, M PN, M PN, M
o Suncont porok / M M PN.M
e e / M M, DL BM
Chenopodium amaranticolor / / / /
Chenopodium quinoa LHP LHP LHP LHP
Chenopodium murale LHP / / LHP
Chenopodium foetidum / / / LHP
Gomphrena globosa LHP LHP LHP LHP
Datura stramonium / / / /
Petunia hybrida / / / /
Physalis floridana / / / /
Nicotiana tabacum cv. Banat / / / /
Nicotiana tabacum cv. Samsun / / / /
Nicotiana glutinosa / / / /
Nicotiana rustica / / / /
Nicotiana clevelandii / / / /
Nicotiana debneyii / / / /

“LHP - lokalne hloroti¢ne pege; M - mozaik; PN - prosvetljavanje nerava; BM - blagi mozaik; HN - hloroza nerava; DL —deformisanje
listova; PS - povecavanje sinusa; HP - hloroti¢no prosaravanje; ZBN - zadriavanjc zelene bojc oko nerava; ZM - zuti mozaik; SL - suzavanje

listova; / - bez simptoma
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su ostala tri izolata izazvala isti tip simptoma. Takode,
mehanicke inokulacije izolatom 128-08 sve Cetiri sor-
te krastavca nisu bile uspe$ne, dok su sve sorte ispolji-
le simptome samo posle inokulacija izolatom 140-08.
Izolati 140-08 i 147-08 su na nekim sortama krastavca
izazvali pojavu simptoma, a neke sorte nisu mogle da
budu zaraZene. Sorta dinje Ananas nije mogla da bude
mehanic¢kizarazena nijednim od ispitivanih izolata, ia-
ko je dinja prirodni domadin ovogvirusa. Sto se tite ek-
sprimentalnih domadina, sva Cetiri izolata nisu izazvala
pojavu simptoma ni na jednoj Nicotiana vrsti, a razli-
kovala su se na dve od &etiri vrste roda Chenopodinm.
Izolat 147-08 je bio infektivan i za C. murale i C. foeti-
dum, aizolat 128-08 samo za C. murale.

Molekularna detekcija ZYMV

Prisustvo ZYMYV u 24 testirana uzorka tikava sa ra-
zli¢itih lokaliteta potvrdeno je molekularnom detekei-
jom kori$¢enjem specifi¢nih prajmera ZYMV CPfwd/
CPrev. ZYMYV je uspesno detektovan u svim uzorci-
ma bilo da se radi o pojedina¢nim ili me$anim infek-
cijama. Do nespecifi¢ne amplifikacije nije doslo ni u
jednom slu¢aju mesanih infekcija. Poredenjem ampli-
fikovanih fragmenata testiranih uzoraka sa kori$¢enim
markerom (M), utvrdeno je prisustvo fragmenta oce-
kivane veli¢ine oko 1100 bp (Slika 5), &iju amplifikaci-
ju omogucéavaju primenjeni prajmeri. Do amplifikacije
nije doslo u ekstraktu RNA pripremljenom od nezara-

<M

1100 bp ——>

zenog lis¢a tikava i negativnoj kontroli (PCR smesa sa
molekularnom vodom).

DISKUSIJA

Najveée Stete u usevu tikava Sirom sveta nanose
ZYMV, WMV iCMYV,alije epidemijska pojava mozai-
ka na tikvama najée$ée povezana saZYMV. Samo neko-
liko godina nakon otkri¢a, ZYMYV je pronaden u mno-
gim zemljama Evrope, Azije, Bliskog istoka, Severne i
Juzne Amerike i Okeanije i zbog toga se izdvaja kao pri-
mer ,,emerging* biljnog virusa (Desbies i Lecoq, 1997).
Danas je ZYMV prisutan u skoro svim zemljama gde se
gaje biljke familije Cucurbitaceae i predstavlja jednog
od najdestruktivnijih virusa ove grupe gajenih kultura
(Gal-On, 2007; Banangj i sar., 2008). U Madarskoj su
do 1995. godine, kad je prvi put otkriven ZYMYV, naj-
vazniji virusi tikava bili CMV i WMV (Tébiés i sar.,
1996). Medutim, za kratko vreme, ZYMYV se rasirio u
sve delove zemlje izazivajuéi zastra$ujuée epidemije u
usevu razlicitih vrsta tikava, pa i uljane tikve (Tébids
i Tulipan, 2002). U Austriji, gde se uljana tikva-golica
tradicionalno gaji ve¢ vise od 100 godina, epidemijska
pojava virusnog oboljenja izazvanog ZYMYV prvi put se
javila 1997. godine kada je nanela takve Stete da je prepo-
lovila ukupan prinos uljane tikve (Lelley i Hengmuller,
2000; Riedle-Bauerisar.,2002). Narednih godina, eko-
nomski gubici su bili manji i pored toga $to su biljke

130-08 135-08 148-08 125-08' 153-08 117-08 B

ZYMV CPfwd/CPrev

Slika 5. Detekcija ZYMV u zarazenom li$¢u sakupljenih uzoraka uljane tikve sa razli¢itih lokaliteta pomocu one-step
RT-PCR sa ZYMV CPfwd/CPrev parom prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania); 2-4 pojedina¢ne infekcija ZYMYV izolatima: 130-08 (lokalitet Titel), 135-08 (lokalitet Kisac), 148-08
(lokalitet Backi Petrovac); S mesana infekcija ZYMV i WMV - izolat 125-08 (lokalitet Aleksandrovo); 6 me$ana infekcija
ZYMYV i CMV - izolat 153-08 (lokalitet Backi Petrovac); 7 mesana infekcija ZYMV, WMV i CMV - izolat 117-08 (lokalitet

Gardinovci), 8 negativna kontrola — PCR mix sa molekularnom vodom
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u skoro 100% useva $irom zemlje ispoljavale virozne
simptome (Riedle-Bauer i sar., 2002).

Dosadasnja ispitivanja u na$oj zemlji pokazuju da
su u usevu tikava prisutna tri virusa, ZYMV, WMV
i CMV, i da se njihova uéestalost po godinama i loka-
litetima menja. Tako su 2007. godine, Vu¢urovi¢ i sar.
(2009) utvrdili dominantno prisustvo WMV kako u
pojedina¢noj tako i u mesanim infekcijama ZYMV i
CMYV, dok je ZYMYV detektovan u vise od polovine te-
stiranih uzoraka. Situacija se promenila 2008. godine,
kada se ZYMYV javio u epidemijskim razmerama i bio
prisutan gotovo u svim testiranim uzorcima. Iako se po-
java i u¢estalost virusnih zaraza u usevu tikava u nasoj
zemlji prati veé skoro jednu deceniju (Krsti¢ i sar., 2002;
Dukiéisar., 2004, 2006; Vucuroviéisar., 2008,2009),
ovako visok intenzitet zaraze ZYMYV zabelezen je samo
2000. godine (Duki¢ i sar., 2001). Pojava ZYMV svake
godine u usevu tikava i pojava u epidemijskim razmera-
ma u godinama koje su povoljne za ostvarivanje ranih
infekcija, ukazuju na veliki i konstantan znacaj ovog vi-
rusa tikava u Srbiji.

Iako je fenotipska varijabilnost ZYMYV intenzivno
proucavanau svetu (Lecoq i Pitrat, 1984; Desbiez i sar.,
1996; Banangj i sar., 2008), jos uvek nema dovoljno in-
formacija za region Evrope (Glasaisar., 2007). Bioloska
varijabilnost izmedu izolata ZYMYV zabeleZena je i ra-
nije izmedu izolata razli¢itog geografskog porekla ili iz-
medu izolata koji su dug vremenski period odrzavaniu
uslovima staklenika (Desbiez i sar., 1996). Takode, pro-
ucavajudi varijabilnost izolata poreklom iz Slovacke i
Ceske (Glasaisar., 2007) i Irana (Bananej i sar., 2008)
uolene su razlike izmedu ispitivanih izolata, koje su se
uglavnom odnosile na ja¢inu ispoljenih simptoma testi-
ranih prirodnih ili eksperimentalnih domac¢ina.

Razlike u ispoljavanju simptoma na test-biljkama ino-
kulisanim razli¢itim izolatima ukazuju na fenotipsku
varijabilnost populacije ZYMV (Bananej i sar., 2008),
arazli¢iti odgovori pojedinih vrsta obi¢ne tikve ili dru-
gih biljaka familije Cucurbitaceae na inokulacije odre-
denim izolatima ZYMY, sa druge strane, ukazuju na
postojanje razli¢itog nivoa otpornosti u biljkama oset-
ljivim na ZYMYV (Pfosser i Baumann, 2002; Glasa i
sar., 2007).

Biolosko testiranje sprovedeno u ovom radu je, na
osnovu ispoljavanja i tipa simptoma ispitivanog kruga
domadina, otkrilo razlike izmedu éetiriizolataZYMV
poreklom iz Srbije. Interesantno je da su se izolati ra-
zlikovali ne samo po jacini ispoljenih simptoma ve¢ i
po ispitivanom krugu domadina. Razlike u intenzitetu
simptoma i razlike u krugu domadina, koje su izazvali

ispitivani izolati, ukazuju da varijabilnost u okviru po-
pulacije ZYMV moze da ima velike prakti¢ne posledi-
ce u proizvodniji i ispoljavanju odredenog nivoa otpor-
nost gajenih genotipova tikava.

Obe ove ¢injenice treba uzeti u obzir i dati im kljué-
no mesto u programima selekcije tikava na otpornost.
Utvrdivanje fenotipske raznovrsnosti u okviru popu-
lacije jednog virusa odredenog geografskog podru¢ja,
osnova je za utvrdivanje geneti¢kog diverziteta virusnih
izolata jedne populacije. Na osnovu identifikacije do-
minantnih patotipova virusa stvaraju se preduslovi za
uspesni skrining osnova rezistentosti koje je potrebno
identifikovati u germplazmi tikava, jer je gajenje otpor-
nih genotipova najefikasniji i najuspe$niji na¢in kontro-
le svih bolesti koje izazivaju biljni virusi koji se neperzi-
stentno prenose vasima.

Bioloska varijabilnost, na osnovu simptoma u polju,
utvrdena je izmedu izolata iz jugoisto¢ne Francuske, ko-
ji su ispoljavali izrazenije simptome u odnosu na izola-
te iz jugozapadne Francuske (Lisa i Lecoq, 1984). Ova
istrazivanja su pokazala i razliku izmedu ove dve gru-
pe izolata i tipi¢nog soja ZYMYV prisutnog u Italiji.
Sli¢nu varijabilnost na osnovu simptoma u polju izme-
duizolata ZYMYV iz razli¢itih delova SAD utvrdili su i
Provvidenti i sar. (1984). Na osnovu simptoma u polju,
koje suizolati 128-08, 140-08, 146-08 i 147-08 izazvali
na uljanoj tikvi sorte Olinka, nije uo¢ena drasti¢na ra-
zlika izmedu izolata. Svi izolati su izazvali pojavu hlo-
roti¢nog prosaravanja sa neznatnom varijacijom simp-
toma. S obzirom da ispoljavanje tipa simptoma zavisi od
vremena infekcije, a daje izmedu ispitivanih izolata uo-
¢ena fenotipska varijabilnost, buduéa bioloska karakte-
rizacija izolata ZYMYV u nasoj zemlji treba da ukljudii
mehanicke inokulacije u kontrolisanim uslovima uljane
tikve i to u razli¢itim fazama razvoja biljke.

Intraspecijska varijabilnost, posebno u okviru gena za
proteinski omotad, povladi za sobom problem pouzda-
ne dijagnosticke tehnike, jer se mnoge od tih tehnika
zasnivaju na antigenim karakteristikama proteinskog
omotaca (CP) ili gena koji ga kodira (CP gen) (Desbiez
i sar., 1996, 1997). Prema tome, pravilan odabir praj-
mera za amplifikaciju fragmenata genoma izolata iz ne-
kog geografskog podru¢ja koji se prvi put molekular-
no detektuju jedan je od klju¢nih momenata uspesnog
molekularnog dokazivanja. Zbog toga su Vucurovi¢ i
sar. (2009) odabrali prajmere ZYMV CPfwd/CPrev
(Pfosser i Baumann, 2002), kojim se amplifikuje zna-
¢ajan deo genoma virusa i to ceo gen koji kodira pro-
teinski omota¢ virusa, 3’ kraj NIb (gen za nuklearne

inkluzije) i deo 3’UTR (netranslirajuéi region). Ovi
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prajmeri dizajnirani su tako da imaju 4-8 razli¢itih nu-
kleotida na prajmerskim mestima u odnosu na druge
Potyvirus-e, a da nemaju neslaganja u prajmerskim me-
stima sa ve¢inom poznatih sekvenci ZYMV depono-
vanih u NCBI GenBank bazi podataka (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov).

S obzirom na utvrdenu fenotipsku varijabilnost izo-
lataZYMYV poreklom iz Srbije, koja je pretpostavka nji-
hovog genetitkog diverziteta, bilo je potrebno testira-
njem veleg broja uzoraka, u kojima je seroloskim me-
todama dokazano prisustvo ZYMYV u pojedina¢nim
i me$anim infekcijama, utvrditi pogodnost prajme-
ra ZYMV CPfwd/CPrev za rutinsku detekciju izola-
ta ovog virusa poreklom iz na$e zemlje. Sve izvedene
PCR reakcije rezultirale su jednim jasnim bendom na
poziciji koja je o¢ekivana za prisustvo ZYMYV, bez ob-
zira na to da li se virus u ispitivanom uzorku nalazio u
pojedina¢nim ili me$anim infekcijama. Ovo je narodi-
to znacajno jer je na taj nacin pokazano danema nespe-
cifi¢nih reakcija sa WMV koji kao pripadnik Pozyvirus
roda ispoljava znacajnu srodnost i sli¢nost u sekvenci
gena za proteinski omota¢. Znacaj ovakve pouzdano-
sti odabranih prajmera je utoliko vedi, jer je pojava me-
$ane zaraze ZYMVi WMV u Srbiji Cesta (Krstid i sar.,
2002; Vucurovié i sar., 2009).

U svim PCR reakcijama dobijen je amplikon oéeki-
vane veli¢ine od 1100 bp, odnosno ZYMYV je dokazan
u svim testiranim uzorcima. Na osnovu ovih obavljenih
ispitivanja utvrdeno je da se prajmeri ZYMV CPfwd/
CPrev mogu uspes$no koristiti za rutinsku detekciju
razli¢itih izolata ZYMYV poreklom iz Srbije. Prajmeri
ZYMYV CPfwd/CPrev su, takode, korisni za dobijanje
amplikona izolata ZYMV u cilju odredivanja njihovih
nukleotidnih sekvenci, a zatim za razlikovanje izolata
ZYMV iz Srbije na osnovu njihovih bioloskih osobina i
sekvenci najvarijabilnijeg dela genoma. S obzirom da se
u okviru amplifikovanog fragmenta od 1100 bp nalazi
i hipervarijabilan 5’kraj CP gena (NIb-CP) (Desbiez i
sar., 2002), koji se najéesée koristi za filogenetske anali-
ze (Pfosser i Baumann, 2002; Bananej i sar., 2008), bi-
¢e omoguéeno proucavanije evolutivne povezanosti izo-
lata poreklom iz Srbije sa izolatima ovog virusa iz razli-
¢itih delova sveta.

Poznavanje diverziteta i varijabilnosti u okviru popu-
lacije jednog virusa vitalno je znacajno za stvaranje sor-
ti koje bi bile rezistentne na dominantne varijante viru-
sa u odredenom geografskom regionu. Karakterizacija
populacije patogena odredenog geografskog podrué-
jaili odredenog ekosistema, kroz utvrdivanje njene he-
terogenosti i homogenosti, omogucava bolje razume-
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vanje epidemiologije oboljenja i razvijanje mera kon-
trole koje ¢e imati dugotrajnije dejstvo. Prema tome,
odredivanje varijabilnosti u okviru populacije jednog
virusa i razumevanje mehanizama i faktora koji uti¢u
na varijabilnost ima veliki prakti¢ni agronomski zna-
¢aj, posebno pri razvijanju strategija kontrole zasnova-
nih na otpornosti.
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Biological Variability of Zucchini
yellow mosaic virus in Serbia

SUMMARY

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) has become an important pathogen of cucurbits
over the past 20 years. In our country, this virus also causes significant losses, especially in
oil pumpkin production. Although ZYMV variability has been extensively studied world-
wide by biological and molecular characterization, such information is still limited for the
European region. Herein, we present the first analysis of phenotypic variations of ZYMV iso-
lates sampled from oil pumpkin cv. Olinka from different locations in Serbia during 2008.
Twelve isolates were obtained by mechanical inoculation on the C. pepo hybrid Ezra F1,and
four of them were chosen for further detailed biological study. These investigated isolates
exhibited different phenotypical features and thus represented different variants, concern-
ing their host range, and type and severity of symptoms. A previously developed prim-
er pair, ZYMV CPfwd/CPrev, was tested to determine its suitability for detection of Serbian
ZYMV isolates. Amplification of Serbian ZYMV isolates of different origin, in single and
mixed infection, resulted in one distinctive band. The used primer pair proved to be useful
not only for routine molecular detection, but also for further molecular characterization of
Serbian ZYMV isolates because it amplifies the hypervariable genomic region of ZYMV.

The result obtained in this study is a contribution to investigation of genetic diver-
sity of Serbian ZYMV isolates and their molecular relationship with ZYMV isolates from

other parts of the world.

Keywords: Pumpkin; Zucchini yellow mosaic virus; Biological characterization; Primer

suitability
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