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REZIME

Virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) $iroko je rasprostranjen u usevima
vrezastih kultura, mada se najcesce javlja na Mediteranu i regionima sa umerenom klimom.
U Srbiji, WMV je detektovan u pojedinacnim i mesanim infekcijama sa virusom Zutog mozai-
ka cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) i virusom mozaika krastavca (Cucumber mosa-
ic virus, CMV) u usevima tikava i bundeva gajenim na otvorenom polju. Od virusa tikava, WMV
je Cesto prevalentan virus, kako po broju lokaliteta u kojima je dokazan, tako i po ucestalosti
u samom usevu. Iz ukupno 12 komercijalnih useva na osam lokaliteta, 2009. godine sakuplje-
no je 583 biljaka Cucurbita pepo cvs. Olinka, Beogradska tikvica i Tosca (cukini forma), kao i C.
maxima i C. moschata, sa simptomima virusnih zaraza, koje su analizirane na prisustvo sest naj-
znacajnijih virusa tikava primenom DAS-ELISA metode. WMV je detektovan na manjem bro-
ju lokaliteta i u manjoj ucestalosti u poredenju sa prethodne dve vegetacije. U pojedinacnim
infekcijama, WMV je detektovan u 11% testiranih biljaka u tri useva, a u mesanim sa ZYMV u
99% testiranih biljaka u pet useva i sa CMV u 0,2% testiranih biljaka u jednom usevu. Deo gena
za protein omotaca virusa i deo 3" neprepisujuceg regiona dva odabrana izolata WMV pore-
klom iz razlicitih lokaliteta i biljaka domacina umnoZzen je primenom RT-PCR metode, sekven-
cioniran i uporeden sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. Dobijen je PCR
produkt ocekivane veli¢ine od 1017 bp. Sekvence izolata 137-08 (Acc. No. GQ259958) i 159-08
(GU144020) pokazale su 94-99% nukleotidne identi¢nosti sa izolatima WMV iz drugih delova
sveta. Sekvence ova dva izolata razlikovala su se jedna od druge samo u dva nukleotidna me-
sta $to nije imalo za posledicu aminokiselinske supstitucije. Filogenetske analize 57 izolata, na
osnovu 750 bp sekvence gena za protein omotaca, nisu ukazale na korelaciju sa geografskim
poreklom izolata, a pokazala su grupisanje izolata u tri molekularne grupe sojeva. Izolati WMV
iz Srbije pripadaju grupi |, grupi koja obuhvata najrasprostranjenije izolate ovog virusa u svetu.

Kljucne redi: Tikve; virus mozaika lubenice; molekularna identifikacija; geneticki diverzitet;
filogenetska analiza
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uvoD

Razlitite biljne vrste koje pripadaju familiji Cucur-
bitaceae (vrezaste kulture) i &esto se nazivaju zbirnim
imenom ,tikve®, gaje se u svetu i kod nas kao povrtar-
ske i uljane biljke (Berenji, 1988; Popovi¢, 1991). U Sr-
biji tikve se gaje tradicionalno u zdruzenom usevu, kao
pojedina¢ne biljke na okuénicama, a u poslednje vre-
me, sve ¢e$ée i u distom usevu, naroéito uljana tikva,
posebna forma obic¢ne tikve (Cucurbita pepo) (Berenji
1999, 2007). U svetu i kod nas tikve se dugo koriste u
ishrani i u dekorativne svrhe, a proizvodi od ovih bi-
ljaka odavno su poznati kako u tradicionalnoj, takoiu
alternativnoj medicini gde se upotrebljavaju za reguli-
sanje nivoa holesterola, umanjenje tegoba pri benignoj
hiperplaziji prostate, u prevenciji kancerogenih obo-
ljenja i ja¢anju imuniteta (Wagner, 2000; Fruhwirth
i Hermetter, 2007). Zbog visoke hranljive vrednosti,
znadajne dobiti koja se ostvaruje proizvodnjom uljane
tikve usled sigurnog plasmana ulja izrazitog farmako-
loskog efekta, povrsine pod ovom kulturom posled-
njih godina u Srbiji su u stalnom porastu. Pored toga,
ova grupa biljaka smatra se jednom od okosnica organ-
ske proizvodnje (Bavec i sar., 2007), a nalazi i znacaj-
no mesto u sistemu odrzive poljoprivrede (Momiro-
vié i sar., 1998). Pored brojnih formi i varijeteta obi¢-
ne tikve, u Srbiji se od predstavnika familije Cucurbi-
taceac gaje jo$ i bundeva (C. maxima), muskatna tikva
(C. moschata), smokvolisna tikva (C. ficifolia) i zim-
ska tikva (C. mixta) i vig (Lagenaria siceraria) (Bere-
nji, 2000, 2007, 2010).

Na biljkama familije Cucurbitaceae opisano je pre-
ko 200 bolesti razli¢ite etiologije (Zitter, 1996), ali se
smatra da virusi prouzrokuju ekonomski najznacajni-
je gubitke (Provvidenti i Schroeder, 1970; Blanchard
i sar., 1994; Lecoq i sar., 2003; Sevik i Arli-Sokmen,
2003). Broj virusa koji su opisani kao prouzrokovaci
oboljenja raznih vrsta tikava stalno raste, tako daje do
sada identifikovano vise od 50 vrsta (Kucharek i Pur-
cifull, 1997). Za veéinu opisanih virusa tikava smatra
se da su ekonomski $tetni, mada se najéesée kao preva-
lentni za odredene regione gajenja navode virusi koji
se na neperzistentan nadin prenose vasima, kao $to su
virus zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosa-
ic virus, LZYMV), virus mozaika krastavca (Cucumber
mosaic virus, CMV), virus mozaika lubenice (Water-
melon mosaic virus, WMV) i virus prstenaste pegavo-
sti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV) ili semenom
tikava, kao §to je virus mozaika bundeve (Squash mo-
saic virus, SQMV) (Lovisolo, 1980; Kucharek i Purci-
full, 1997; Dukié i sar., 2001, 2002; Tdbids i Tulipan,
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2002; Lecoq i sar., 2003; Bananej i sar., 2008; Vucu-
rovi¢ i sar., 2009b, 2009c).

Pratedi prisustvo i ucestalost pojave virusa u usevi-
ma vrsta iz familije Cucurbitaceae $irom sveta, uoca-
va se da su stalno prisutni i veoma destruktivni, tako
da $tete ¢esto dostizu i 100% (Ghorbani, 1988; Ull-
man, 1991; Vuéurovié¢ i sar., 2009b). Uspe$na kontro-
la ovih oboljenja veoma je otezana ¢injenicom da se
vedina ekonomski znadajnih virusa prenosi na neper-
zistentan nadin biljnim vagima (Provvidenti, 1996).
Jedan od najudestalijih virusa koji je stalno prisutan,
a lesto i prevalentan u usevima vrezastih kultura je i
WMYV koji ponekad moZe veoma znacajno da ugro-
zi prinos. Stete prouzrokovane ovim virusom mogu
da dostignu ¢ak 50-100% ako su infekcije ostvarene
rano u toku vegetecije (Mansour i Al-Musa, 1982).
U Srbiji WMYV je prvo dokazan kao prouzrokovad
oboljenja na dinji i lubenici (Staki¢ i Nikoli¢, 1966),
a zatim na krastavcu (To3i¢ i sar., 1996). Na obi¢noj
tikvi prvi put je uoéen 2000. godine (Duki¢ i sar.,
2001), kada su i zapoc&eta detaljnija istraZivanja vi-
rusa tikava kod nas, u toku kojih je WMV dokazan
kao patogen uljane tikve, vrga, bundeve, muskatne,
dzinovske i bizonske tikve i ukrasnih tikvica (K-
sti¢ isar., 2002; Dukié isar., 2006; Vudurovié i sar.,
2009a, 2009b).

Virus mozaika lubenice ¢lan je Pozyvirus roda, naj-
vecegroda biljnih virusa, koji obuhvata oko 25% svih
biljnih virusa. U odnosu na ostale predstavnike ovog
roda WMYV se karakeerise $irokim krugom domaéina
(Dijkstra, 1992; Shukla i sar., 1994). Osim toga, ovaj
virus je Siroko rasprostranjen, ali se najée$ée javlja u
zemljama sa umerenom klimom i mediteranskom re-
gionu. Eksperimentalni domadini ovog virusa su ¢ak
170 vrsta iz 27 razli¢itih familija, uklju¢ujuéi mnoge
korovske vrste koje sluze za odrzavanje virusa izmedu
useva (Lovisolo, 1980; Purcifull i sar., 1984; Shukla
i sar., 1994). Iako su razlike u serologkim, a pre sve-
ga u bioloskim osobinama (krug domadina) izmedu
WMV i Soybean mosaic virus (SMV) izrazene, zbog
visokog stepena homologije njihovih genoma WMV
je dugo smatran sojem ovog virusa. Odredivanje pot-
pune genomne sekvence WMV pokazalo je da je ovaj
virus nastao interspecijskom rekombinacijom izme-
du SMV i Bean common mosaic virus (BCMV) (Shu-
klaisar., 1994; Desbiez i Lecoq, 2004). Smatra se da
je do rekombinacije doslo u delu genoma koji kodira
P1 protein i koji pokazuje 85% identi¢nosti sa BCMYV,
dok u ostalom, veé¢em delu svog genoma WMV poka-
zuje visok stepen sli¢nosti sa SMV (Desbiez i Lecoq,
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2004). U okviru populacije WMYV dolazi i do intras-
pecijskih rekombinacija (Moreno i sar., 2004; Desbi-
eziLecoq, 2008). Iakoje cesto prevalentan uusevima
tikava, dugo je zanemarivan i smatran manje znaéaj—
nim patogenom, zbog izazivanja veoma blagih simp-
toma na listovima, odsustvu simptoma na plodovima
tikava i bez o¢iglednog uticaja na prinos i kvalitet plo-
dova (Lecoq, 1992; Desbiez i sar., 2009). Medutim,
pre dvadesetak godina u Evropi uoéeni su izuzetno ja-
ki simptomi na letnjoj tikvici forme cukini, prouzro-
kovani ovim virusom i od tada WMV privlati sve ve-
¢u paznju istrazivaca (Moreno i sar., 2004; Desbiez i
sar., 2007, 2009).

Cinjenica da se WMV javlja redovno u usevima ti-
kava kod nas i da je ¢esto i najzastupljeniji virus tika-
vau Srbiji (Krstié isar., 2002; Vucurovié i sar., 2008,
2009a,2009b), podstakla je ova istrazivanja ¢iji cilj je
bio: (i) utvrdivanje uéestalosti pojave WMV na razli-
¢itim vrstama tikava i na razli¢itim lokalitetima to-
kom 2009. godine, kao nastavak kontinuiranog pra-
¢enja prisustva i rasprostranjenosti virusa tikava u na-
$oj zemlji, (ii) razvijanje protokola za brzu i pouzda-
nu molekularnu detekciju WMV u prirodno zara-
zenim biljkama, (iii) utvrdivanje geneticke strukeu-
re populacije ovog virusa kroz odredivanje stope ge-
neti¢kog diverziteta u odnosu na izolate poreklom iz
razli¢itih delova sveta i (iv) rekonstrukcija filogenet-
skog stabla i odredivanje mesta nasih izolata u popu-

laciji WMV u svetu.

MATERIJAL | METODE

Sakupljanje uzoraka tikava

Tokom 2009. godine radi utvrdivanja prisustva, ra-
sprostranjenosti i u¢estalosti pojave WMV ukupno je
pregledano 12 useva tikava na osam lokaliteta: Ba¢-
ki Petrovac, Budisava, Ccncj, Srbobran, Zmajevo, Ki-
sa¢, Sirig 1 Beska. Pregledani su usevi Cucurbita pepo
cv. Olinka, C. pepo cv. Beogradska tikvica, C. pepo cv.
Tosca (cukini forma), C. maxima i C. moschata pri &e-
mu su sakupljena ukupno 583 uzorka koji su pokaziva-
li simptome viroznih oboljenja.

Direktna imunoenzimska metoda na plodi
(DAS-ELISA)

Uzorci tikava sa simptomima virusnih zaraza, saku-
pljenih tokom 2009. godine, testirani su primenom di-
rektne imunoenzimske metode na plo¢i (DAS-ELISA)

po protokolu koji su opisali Clark i Adams (1977) i
uputstvu proizvodaéa (DSMZ, Germany) komercijal-
nih poliklonalnih antiseruma specifi¢nih za detekei-
ju odgovarajuc’ih virusa. Uzorci su testirani na prisu-
stvo $est najznacajnijih virusa tikava: WMV, CMYV,
ZYMYV, SqQMV, PRSV i Tobacco ringspot virus (TR-
SV), kako bi se utvrdile pojedinaéne infekcije WMV
ili mesane infekcije u koje je ovaj virus uklju¢en. Spe-
cifi¢na poliklonalna antitela i poliklonalna antite-
la konjugovana sa alkalnom fosfatazom kori$éena su
u razredenju 1:1000 za sve testirane viruse, osim za
CMYV i PRSV kada su antitela razredena u odnosu
1:500, u odgovarajuéem puferu. Uzorci su priprema-
ni homogenizacijom biljnog materijala u ekstrakeio-
nom puferu u odnosu 1:6. Nakon 1-2 ¢asa po dodava-
nju supstrata p-nitrofenilfosfata (1 mg/ml), intenzitet
bojene reakcije oitavan je spektrofotometrijski (Mi-
croplate reader, DA Sstl, Italy). Pozitivhom reakcijom
smatrane su vrednosti apsorpcijana405 nm dvaivise
puta veée od vrednosti apsorpcije negativne kontro-
le (komercijalno dostupna negativna kontrola i zdra-
vo lisée tikava).

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

Metoda reverzne transkripcije pra¢ena lan¢anom
reakcijom polimeraze (RT-PCR) primenjena je u ci-
lju molekularne detekeije i identifikacije WMV i po-
tvrde rezultata dobijenih seroloskim analizama. Za
ova ispitivanja odabrana su dva izolata, ¢ija je pret-
hodna identifikacija obavljena DAS-ELISA testom,
a koji su izolovani 2008. godine sa razli¢itih lokali-
teta i iz razli¢itih biljaka domadéina: izolat 137-08
poreklom iz C. pepo cv. Olinka sa lokaliteta Kisa¢
i 159-08 poreklom iz C. maxima sa lokaliteta Ba¢-
ki Petrovac.

Izolacija ukupnih RNA iz li$¢a prirodno zaraZenih
biljaka tikava obavljena je primenom RNeasy Plant
Mini kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uput-
stvu proizvodada. Za izolaciju ukupnih RNA iz lis¢a
tikava kori$¢eno je 100 mg zamrznutog biljnog ma-
terijala prethodno ¢uvanog na -80°C. Ukupna izolo-
vana RNA kori$¢ena je kao matrica za RT-PCR pri-
menom para prajmera WMVCPfwd/CPrev kojim se
amplifikuje fragment cDNA finalne duZine oko 1017
bp i koji obuhvata deo gena za protein omotaca vi-
rusa (CP) i deo 3’ neprepisujuéeg regiona (Duduk i
sar., 2008).

Primenom OneStep RT-PCR kita (Qiagen, Hilden,

Germany) prema uputstvu proizvodala izvriena je
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detekcija virusa mozaika lubenice. Reakciona smesa
za RT-PCR (25 pl) sadrzala je: 5 pl 5x Qiagen One-
Step RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM MgClz),
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 pul svakog prajmera (0,6
pM finalne koncentracije), 14 pl RNase-free vode i
1 plizolovane ukupne RNA. Kao negativna kontro-
la kori$¢ena je DNase free voda, kao i ukupna RNA
ekstrahovana iz zdravogli$¢a tikava. Reakcija je izve-
denakori$¢enjem Thermocycler-a (Biometra, UK) po
slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min
na 50°C; inicijalna denaturacija nukleinskih kiseli-
na 15 min na 95°C; 35 ciklusa koji se sastoje od de-
naturacije 30 s na 94°C, elongacije 30 s na 50°C i ek-
stenzije 60 s na 72°C; finalna ekstenzija 72°C u tra-
janju od 10 min.

Dobijeni produkti cDNA su elektroforetski razdvo-
jeniu 1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru etidijum-
bromida finalne koncentracije 0,5 ug/ml i posmatra-
ni pod UV transiluminatorom. Pozitivhom reakcijom
smatrana je pojava traka produkta oéekivane veli¢ine od
oko 1017 bp. Za odredivanje veli¢ine umnozenih fra-
gmenata genoma WMV kori$éen je marker, MassRu-
ler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences Gm-
bH, Lithuania).

Pre sekvencioniranja, PCR produkti izolata 137-
08 i 159-08 pretisceni su pomoéu QIAquick PCR
Purification kita (Qiagen, Hilden, Germany) prateéi
uputstvo proizvodaca. Usluzno sekvencioniranje ura-
deno je u BMR Genomics (Padova, Italy). UmnoZeni
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cDNA fragmenti odabranih izolata WMV sekvencio-
nirani su u oba smera prajmerima koji su kori$¢eni za
njihovo umnozavanje. Dobijene sekvence su obrade-
ne u programu FinchTV Version 1.4.0., odredene su
konsenzus sekvence i podnete u National Center of
Biotechnology Information (NCBI) banku podata-
ka, posle ¢ega im je dodeljen pristupni broj (GenBank
Accession number).

Poravnanje i medusobno poredenje dobijenih se-
kvenci uradeno je pomoé¢u BLAST (Basic Local Ali-
gnment Search Tool) analize sa dostupnim sckvenca-
ma odgovarajuceg regiona genoma virusa u GenBank
bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) i softverskog paketa MEGA verzija 4.0 (Tamura i
sar.,2007). Proratun geneticke sli¢nosti dobijenih se-
kvenci dela genoma izolata poreklom iz Srbije sa izo-
latima ovog virusa iz drugih delova sveta, kao i filo-
genetska analiza su uradeni kori$é¢enjem istog MEGA
programa. Za medusobno poredenje sekvenci WMV
izolata dobijenih u toku ovograda i sekvenci izolata iz
NCBI baze podataka, odabrano je 19 izolata WMV.
Parno poredenje nukleotidne i aminokiselinske diver-
gentnosti odredeno je na osnovu procenta identi¢nosti
sekvenci u duZini od 658 nukleotida. Filogenetsko sta-
blo rekonstruisano je na osnovu 57 delimi¢nih sekven-
ci CP gena (Tabela 1), koje su trimovane na 750 nukle-
otida, kori$§¢enjem Neighbor-Joining metode i boot-
strap analize sa 1000 ponavljanja. Prose¢ne vrednosti
geneti¢ke udaljenosti unutar i izmedu geneti¢kih gru-
pasojevaizolata u rekonstruisanom filogenetskom sta-
blu proratunate su kori$¢enjem Kimura-2 parametra.
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Tabela 1. Sekvence CP gena izolata Watermelon mosaic virus koris¢ene za filogenetske analize

Izolat Geografsko poreklo  Domadin Pristupni broj Referenca

$G99.2 Spanija Cucumis melo AJ579518 Moreno i sar., 2004.
$G99.1 Spanija Cucumis melo AJ579517 Moreno i sar., 2004.
$G99.3 Spanija Cucumis melo AJ579519 Moreno i sar., 2004.
$G99.4 Spanija Cucumis melo AJS79481 Moreno i sar., 2004.
BADY5.2 Spanija Cucumis melo AJ579503 Moreno i sar., 2004.
Tonga Tonga Vanilla tabitensis 122907 Wang i sar., 1993.
USA USA /* D13913 Quemada i sar., 1990.
/ Novi Zeland / AY995215 Wei i sar., 2009.

Pak Pakistan Trichosanthes cucumerina AB127934 Ali i sar., 2004.
C05-337 Francuska C. pepo (zucchini) EU660589 Desbiez i Lecog, 2008.
BADY5.1 Spanija Cucumis melo AJ579502 Moreno i sar., 2004,
WMV-FR Francuska C. pepo (zucchini) AY437609 Desbiez i Lecog, 2008.
MAD95.1 Spanija Cucumis melo AJ579506 Moreno i sar., 2004.
MAD95.3 Spanija Cucumis melo AJ579507 Moreno i sar., 2004.
MAD9Y5.4 Spanija Cucumis melo AJ579508 Moreno i sar., 2004.
MAD95.5 Spanija Cucumis melo AJ579510 Moreno i sar., 2004.
MAD9Y5.6 Spanija Cucumis melo AJ579509 Moreno i sar., 2004.
MAD95.8 Spanija Cucumis melo AJ579512 Moreno i sar., 2004.
ZAR95.2 Spanija Cucumis melo AJ579483 Moreno i sar., 2004.
ZAR95.3 Spanija Cucumis melo AJ579484 Moreno i sar., 2004.
BAD95.3 Spanija Cucumis melo AJ579504 Moreno i sar., 2004.
ZAR99.4 Spanija Cucumis melo AJ579487 Moreno i sar., 2004.
ZAR99.5 Spanija Cucumis melo AJ579489 Moreno i sar., 2004.
MUR95.2 Spanija Cucumis melo AJ579499 Moreno i sar., 2004.
MUR95.4 Spanija Cucumis melo AJ579501 Moreno i sar., 2004.
MAL99.1 Spanija Cucumis melo AJ579520 Moreno i sar., 2004.
MAL99.3 Spanija Cucumis melo AJ579522 Moreno i sar., 2004.
MAL99.5 Spanija Cucumis melo AJ579524 Moreno i sar., 2004.
MAD?95.7 Spanija Cucumis melo AJ579511 Moreno i sar., 2004.
MAD99.1 Spanija Cucumis melo AJ579513 Moreno i sar., 2004.
MAD99.2 Spanija Cucumis melo AJ579514 Moreno i sar., 2004.
MAD99.3 Spanija Cucumis melo AJS79515 Moreno i sar., 2004.
MAD99.4 Spanija Cucumis melo AJ579516 Moreno i sar., 2004.
BAR99.1 Spanija Cucumis melo AJ579492 Moreno i sar., 2004.
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Izolat Geografsko poreklo  Domadin Pristupni broj Referenca

BARY9.2 Spanija Cucumis melo AJ579493 Moreno i sar., 2004.
BAR99.3 Spanija Cucumis melo AJ579494 Moreno i sar., 2004.
BAR99.4 Spanija Cucumis melo AJ579495 Moreno i sar., 2004.
BAR99.5 Spanija Cucumis melo AJ579496 Moreno i sar., 2004,
VAL95.1 Spanija Cucumis melo AJ579497 Moreno i sar., 2004.
VAL95.2 Spanija Cucumis melo A]J579498 Moreno i sar., 2004.
BAR95.1 Spanija Cucumis melo AJ579491 Moreno i sar., 2004.
BAD95.4 Spanija Cucumis melo AJ579505 Moreno i sar., 2004.
MUR95.1 Spanija Cucumis melo AJ579500 Moreno i sar., 2004.
MAL99.4 Spanija Cucumis melo AJ579523 Moreno i sar., 2004.
MAL99.2 Spanija Cucumis melo AJ579521 Moreno i sar., 2004.
ITA00-G Iralija C. pepo (zucchini) EUG60590 Desbiez i Lecog, 2008.
ZAR99.1 Spanija Cuucumis melo AJ579486 Moreno i sar., 2004,
ZAR99.2 Spanija Cucumis melo AJ579485 Moreno i sar., 2004.
ZAR99.3 Spanija Cucumis melo AJ579488 Moreno i sar., 2004,
BAR95.2 Spanija Cucumis melo AJ579490 Moreno i sar., 2004.
EMF00-LL2  Francuska C. pepo (zucchini) EUG60578 Desbiez i Lecog, 2008.
ZARYS.1 Spanija Cucumis melo AJ579482 Moreno i sar., 2004.
Habenaria Japan Habenaria radiata AB001994 Garaisar, 1997.
WMV-CHN Kina Citrullus lanatus DQ399708 neobjavljeno
WMV-HLJ Kina / AY464948 neobjavljeno

137-08 Srbija Cucurbita pepo GQ259958 Vudurovié i sar., 2009a
159-08 Srbija Cucurbita maxima GU144020 ova istrazivanja

* /-nema podataka

REZULTATI

Simptomi u polju

Simptomi uoceni 2009. godine na biljkama tika-
va u polju bili su raznoliki i ukljutivali su mozaik,
hloroti¢na prosaravanja i klobu¢avost na listovima,
kao i prosaravanje i malformacije plodova. Na poje-
dinim lokalitetima, usled o¢iglednih ranih infekcija,
uocene su biljke koje su zaostajale u porastu u odno-
su na zdrave biljke, listovi zarazenih biljaka bili su ve-
oma redukovane lisne povrsine $to je dovodilo do ni-
tavosti lista. Pored toga, Cesta je bila i pojava izrazite
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deformisanosti i promene boje plodova. Medutim,
biljke za koje je seroloskim analizama dokazano da
su zarazene WMV u pojedina¢nim zarazama, nisu is-
poljavale izrazene simptome virusnih zaraza. Simpto-
mi su se uglavnom manifestovali na li§¢u u vidu bla-
gog zelenog mozaika (Slika 1), zadrzavanja zelene bo-
je oko nerava (Slika 2 i 3), §to nije ometalo da listovi
dostignu punu veli¢inu. Biljke u kojima je WMV do-
kazan u mefanim infekcijama pokazivale su intenziv-
nije simptome na li§¢u u vidu jakog arenila (Slika 4),
izrazenog mozaika i uvijanja ivica liske na gore (Slika
5), kao i promene na plodovima u vidu promene boje
i pojave ispup&enja na povrsini (Slika 6).
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Slika 2. WMYV: biljka sa blagim mozaikom i zadrzavanjem zelene boje oko nerava
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Slika 4. Me$ana infekcija WMV i ZYMV: hloroti¢no $arenilo lis¢a
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Slika 6. Me$ana infekcija WMV i ZYMV: bradavicavost i promena boje ploda

Seroloska detekcija

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2009. godine pri-
sustvo WMV u pojedina¢nim infekcijama dokazano
je u 64 uzorka (11%) u tri useva razli¢itih lokaliteta:
Srbobran, Sirig i Beska (Tabela 2). Samo na lokalite-
tu Stbobran WMYV je detektovan u vise od 50% testi-
ranih uzoraka. Tokom 2009. godine nisu dokazane

me$ane infekcije svim trima virusima prisutnim u Sr-
biji, ai procenat testiranih biljaka zarazenih me$anom
infekcijom dva virusa bio je nizak. Me$ana infekcija
WMV iZYMYV dokazana je na pet lokaliteta u 9,9%,
a WMV iCMYV nalokalitetu Beska u samo 0,2% uku-
pno testiranih uzoraka.

Prisustvo PRSV, SQMV i TRSV nije dokazano niu

jednom testiranom uzorku tikava.
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Tabela 2. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa mozaika lubenice (WMYV) u pojedinaénim i mefanim infekcijama

2009. godine

) ) ‘Poj edi‘l‘laéne Mesane infekcije
Genotip Lokalitet Broj Broj infekeije
useva uzoraka WMV* ZYMV+  WMV+
WMV CMV
C. pepo cv. Olinka Backi Petrovac 1 3 0 0 0
Budisava 1 111 0 13(11,7) 0
Cenej 1 104 0 2(1,9) 0
Srbobran 1 107 58 (54,2)** 37(346) O
Zmajevo 1 105 0 0 0
Kisa¢ 1 110 0 0 0
C. pepo cv. Tosca Backi Petrovac 1 1 0 0 0
C. pepo cv. Beogradska tikvica Sirig 1 5 1(20) 1(20) 0
Betka 1 25 5 (20) 5 (20) 1(4)
C. maxima Backi Petrovac 1 7 0 0 0
Zmajevo 1 3 0 0 0
C. moschata Backi Petrovac 1 2 0 0 0
Ukupno 12 583 64 (11) 58(9.9)  1(02)

* Watermelon mosaic virus (WMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) i Cucumber mosaic virus (CMV)

**broj pozitivnih uzoraka (procenat zaraze)

Molekularna detekcija virusa mozaika lubenice

Rezultati seroloskih analiza prisustva WMV u usevi-
ma tikava u Stbiji potvrdeni su molekularnom RT-PCR
metodom uz kori$éenje specifi¢nih prajmera WMVC-
Pfwd/CPrev. Kod oba testirana uzorka (137-08 i 159-
08) doslo je do uspesne amplifikacije regiona genoma

koji obuhvata deo CP gena i deo 3’ neprepisujuéeg re-
giona bez nespecifi¢nih reakeija. Uspesnost amplifika-
cije potvrdena je prisustvom pojedina¢nog fragmenta
veli¢ine oko 1017 bp (Slika 7) kod oba ispitivana uzor-
ka. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pri-
premljenom od nezarazenog lis¢a uljane tikve, kao ni
u negativnoj kontroli, odnosno PCR smei sa vodom.

M 137-08155-0B B

1017 bp ———3»

WMVCPfwd/GPrev

Slika 7. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih kori$¢enjem WMV specifi¢nog seta prajmera CPfwd/CPrev.
Kolone: M - MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 2 - izolat 137-08 iz C. pepo, 3
— izolat 159-08 iz C. maxima, 4 — negativna kontrola - PCR mix sa vodom, 5 — negativna kontrola sa zdravim li$¢em uljane tikve
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Molekularna identifikacija i karakterizacija
virusa mozaika lubenice

Po obavljenom sekvencioniranju konsenzus sekven-
ce amplifikovanih cDNK produkata odabranih izolata
WMYV sudeponovane u NCBI bazu podataka pod pri-
stupnim brojem GQ259958 za izolat 137-08 iz Cucu-

rbita pepo cv. Olinka (lokalitet Kisa¢) i GU144020 za
izolat 159-08 iz C. maxima (lokalitet Ba¢ki Petrovac).

Molekularna identifikacija i karakterizacija odabra-
nih izolata WMYV iz Srbije je pokazala 99% medusob-
ne identi¢nosti, 2 99 do 94% identi¢nosti sa sekvenca-
ma 19 drugih izolata WMV deponovanih u NCBI ba-
zi podataka (Tabela 3).

Tabela 3. Procenat identi¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale,
istaknuto) ispitivanih izolata poreklom iz Stbije (istaknuto) i sekvenci nekih izolata Watermelon mosaic virus deponovanih u NCBI

bazi podataka

R (=] (=3 (O o
s RS EEEZ2%a5a323%83333%¢
et 5222200 EEEEEEEEEEEE S

C O m < m O U 0O « <« « « « « < < < < < < m
GQ259958* / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
GU144020 99.7 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
EUG660578 99.599.5 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AY437609  99.1 99.1 992 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
EUG660590 99.2 99.2 99.7 989 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
GQ421160 99.1 99.1 99.2 99.1 989 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
GQ421159 99.1 99.1 99.2 99.1 989 100 / 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
GQ421156 99.1 99.1 99.2 99.1 98.9 100 100 / 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579521  99.599.2 99.7 98.9 99.4 98.9 98.9 98.9 / 100 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579490  99.5 99.5 100 99.2 99.7 99.2 99.2 99.2 99.7 / 100 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579523 994 99.4 99.8 99.1 99.5 99.1 99.1 99.1 99.8 99.8 / 100 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579486 994 99.4 99.8 99.1 99.5 99.1 99.1 99.1 99.5 99.8 99.7 / 100 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579485 994 99.4 99.8 99.1 99.5 99.1 99.1 99.1 99.5 99.8 99.7 100 / 100 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579488  99.4 99.4 99.8 99.1 99.5 99.1 99.1 99.1 99.5 99.8 99.7 100 100 / 100 99.5 99.5 100 100 100 97.7
AJ579496  99.2 99.2 99.7 98.9 99.4 98.9 98.9 98.9 99.4 99.7 99.5 99.5 99.5 99.5 / 99.599.5 100 100 100 97.7
AJ579491  99.2 99.2 99.7 99.2 994 98.9 98.9 989 99.4 99.7 99.5 99.5 995 995 994 /  99.1 99.5 99.5 99.5 97.3
AJ579482  99.2 99.2 99.7 98.9 99.4 98.9 98.9 989 99.4 99.7 99.5 99.5 99.5 99.5 994 994 / 99.5 99.5 99.5 97.3
AJ579494  99.1 99.1 99.5 98.8 99.2 98.8 98.8 98.8 99.2 99.5 99.4 99.4 99.4 99.4 99.8 99.2 992 / 100 100 97.7
AJ579524  98.6 98.6 99.1 98.6 98.8 98.6 98.6 98.6 98.8 99.1 98.9 98.9 98.9 989 98.8 98.8 988 98.6 / 100 97.7
AJ579498  98.8 98.8 99.2 98.5 98.9 98.5 98.5 98.5 98.9 99.2 99.1 99.1 99.1 99.1 99.5 98.9 98.9 99.4 983 / 97.7
EU660583  93.6 93.9 93.8 93.3 93.5 93.5 93.5 93.5 93.5 93.8 93.6 93.6 93.6 93.6 93.5 93.5 93.5 93.3 929 93.6 /

* Pristupni brojevi sekvenci izolata Watermelon mosaic virus u NCBI bazi podataka
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Poredenje sekvenci izolata 137-08 i 159-08 poka-
zalo je 99,7% sli¢nosti, sa razlikom u dva nukleotida,
$to nije uticalo na promenu aminokiselinskog sasta-
va, tako da je identi¢nost aminokiselinske sekven-
ce bila 100%. Najvisi stepen identi¢nosti od 99,5%,
sekvenca pod pristupnim brojem GQ259958 za izo-
lat 137-08 pokazala je sa tri sekvence iz NCBI ba-
ze podataka: EU660578 (izolat FMF00-LL2 iz C.
pepo cukini forma, iz Francuske), AJ579521 (izolat
MAL99.2 iz Cucumis melo iz Spanije) i AJ579490
(izolat BAR9S.2 iz Cucumis melo iz Spanije). Se-
kvenca izolata 159-08 pokazala je najvisi stepen
identi¢nosti od 99,5%, sa dve sekvence deponova-
ne u NCBI bazi podataka: EU660578 i AJ579490.
Sli¢nost sekvenci izolata poreklom iz Srbije sa se-
kvencama AJ579524 i AJ579498, poreklom iz Cu-
cumis melo iz Spanije, od 98,6%, odnosno 98,8% ni-
je izazvala promene u aminokiselinskoj sekvenci, ta-
ko da je identi¢nost bila 100%. Najveéu nukleotid-
nu razli¢itost izolati iz Srbije pokazali su sa izolatom
FMFO03-141 pod pristupnim brojem EU660583 po-
reklom iz C. pepo (cukini forma) iz Francuske. Sli¢-
nost izmedu ove sekvence i GQ259958 od 93,6%
i 93,9% sa sckvencom GU144020 rezultirala je u
97,7% aminokiselinske sekvence (supstitucija 5 ami-
nokiselina).

Filogenetska analiza

Filogenetsko stablo rekonstruisano Neighbor-Joi-
ning metodom iz 750 bp fragmenta CP gena 57 oda-
branih sekvenci prikazano je na slici 8, pri ¢emu su
neke grane stabla sa izolatima koji nisu od znadaja za
ova ispitivanja kompresovane zbog bolje preglednosti.
Filogenetsko stablo pokazuje jasno izdvajanje 3 mo-
lekularne grupe, odnosno grupisanje izolata WMV u
tri genetic¢ka soja, $to je podrzano visokom homolo-
gijom izmedu sekvenci iste grupe i visokim bootstrap
vrednostima. Prora¢unom geneticke udaljenosti CP
sekvenci unutar izdvojenih grupa ustanovljena je ve-
¢a varijabilnost unutar grupe III (0,042), nego grupe
1(0,013) i grupe II (0,013). Intergrupna varijabilnost
bila je najveca izmedu grupa II i III (0,059), i nesto
manja izmedu grupa IiIII (0,055) i 11 II (0,052). Ve-
¢ina izolata, 39 iz Spanije, tri iz Francuske i po jedan
iz Italije i Pakistana, izdvojila se u grupu I. Ovoj gru-
pi genetickih sojeva pripala su i dva ispitivana izolata
iz Srbije, 159-08 1 137-08. Drugu grupu ¢ini pet izo-
lata iz Spanije, po jedan iz Tonge, SAD i Novog Ze-
landa. Trecoj grupi sojeva WMV pripali su izolat iz
Japanaidva iz Kine.
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DISKUSUJA

Virus mozaika lubenice smatra se opste rasprostra-
njenim virusom umereno toplih i tropskih regiona. U
Evropi uglavnom je prisutan u zemljama mediteranskog
regiona (Purcifull i sar., 1984; Desbiez i sar., 2007), ma-
daje 2009. godine prvi put njegovo prisustvo otkriveno
iu Poljskoj (Borodynko i sar., 2009). Ispitivanja sprove-
dena u Srbiji, nakon prvog nalaza ovog virusa na obi¢-
noj tikvi (Dukié i sar., 2001), pokazala su da se WMV
redovno javlja u usevima raznih vrsta, varijeteta i for-
mi tikava i da se njegova ulestalost znadajno menja u za-
visnosti od godine i lokaliteta (Krsti¢ i sar., 2002; Du-
ki¢ i sar., 2006; Vuéurovié i sar., 2008, 2009a, 2009b).

Ispitivanja prisustva i rasprostranjenosti virusa u use-
vu uljane tikve, bundeve i vrga u Stbiji sprovedena 2007.
godine pokazala su daje WMYV bio najé¢esée detektovan
virus (94,2%), da se javio u svim pregledanim lokaliteti-
ma, bilo u pojedina¢nim (24,64%) ili u me3anim infek-
cijama CMViZYMV (69,56%). Sledeée, 2008. godine,
bio je drugi po zastupljenosti (58,82%) posle ZYMYV,
javio se na svim lokalitetima, mada ne i u svim pregle-
danim usevima i uvek u meSanim, a najeedée infekei-
jama sva tri virusa (35,29%) (Vucurovié i sar., 2009b).
Tokom obe godine ispitivanja WMYV je u svim usevi-
ma u kojima je dokazan bio zastupljen u izuzetno viso-
kom procentu, ¢ak i do 100%. Na osnovu istrazivanja
sprovedenih u prethodne dve godine (Vuéurovié i sar.,
2008,2009a, 2009b), kao i u ranijem periodu (Krsti¢ i
sar., 2002; Duki¢ i sar., 2004) moze se zakljuéiti da se
WMY javlja svake godine, ali razli¢ite u¢estalosti i pri-
li¢no visokim intenzitetom zaraze useva.

U istrazivanjima nastavljenim tokom 2009. godine,
od pregledanih 12 useva na 8 lokaliteta, virus je detek-
tovan u pojedina¢nim infekcijama samo u tri useva, au
meSanim infekcijama ZYMV u pet useva na razlicitim
lokalitetima i jednom usevu u mesanoj infekciji sa CMV.
WMYV je dokazan i u relativho malom broju testiranih
uzoraka (21,1%). Dobijeni rezultati ukazuju daje WMV
bio prisutan u pojedina¢nim i me$anim infekcijama u
usevu tikava u Srbiji 2009. godine, slabije rasprostranjen
u odnosu na prethodne dve godine i slabijom uéestalo$¢u,
koja je samo u jednom usevu bila neznatno visa od 50%.

Ispitivanja sprovedena u ovom radu potvrduju rani-
ja ispitivanja viroza tikava kod nas, koja nisu ukazala na
prisustvo PRSV, SgMV i TRSV (Krstié i sar., 2002; Du-
ki¢isar., 2004; Vucurovié i sar., 2009b) iz ¢ega se moze
zakljuiti da ova tri ckonomski veoma znadajna virusa
tikava nisu prisutna u Srbiji. Uzimajuéi u obzir njihovu
rasprostranjenost i zna¢aj u svetu, neophodno je nasta-
viti sa naporima da se eventualna introdukcija detektuje.
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Slika 8. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢nih sekvenci CP gena 57 izolata WMYV kori$¢enjem MEGA4
softvera i Neighbour-Joining metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. DuZina grana je proporcionalna broju promena

baznih parova. Izolati iz Srbije oznaceni su crvenom bojom.

Razlike u pojavi, rasprostranjenosti i uéestalosti vi-
rusa koji se prenose vasima na neperzistentan nadin za-
visno od godine i lokaliteta ¢esto se javljaju kod viru-
sa tikava i u drugim delovima sveta (Tébids i Tulipdn,
2002; Lecoq i sar., 2003). Ipak, situacija 2009. godine
bila je iznenadujuca zbog pojave WMV u malom bro-
ju lokaliteta, malom broju useva i malom broju testira-
nih uzoraka. Za viruse tikava navodi se da su ne samo
sloZen ve¢ i izrazito promenljiv patoloski sistem zbog

stalne pojave novih vrsta ili sojeva u okviru vrste (Le-
coq i sar., 2009). Slozenosti ovog promenljivog sistema
doprinosi i promena uéestalosti virusa karakteristi¢nih
za odredeni region, od prevalentnog statusa pojedinih
godina do pojave uneznatnim razmerama. Dobijeni re-
zultati ukazuju na neophodnost daljih epidemioloskih
ispitivanja koja bi ukazala na razlog razli¢itog nivoa za-
stupljenosti WMV u razli¢itim godinama. Ispitivanja
bi trebalo da budu, pre svega, u pravcu utvrdivanja
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efikasnosti pojedinih vrsta vasi i pra¢enju njihove po-
pulacije, kao i praéenja njihove specifi¢ne efikasnosti ve-
zane za pojedine viruse, jer sumnoge vrste biljnih vasi,
koje se ¢ak i ne razmnozavaju na tikvama, sposobne da
prenose viruse. Najznacajnije vektorske vrste se razliku-
ju od regiona do regiona (Castel i sar., 1992; Palukai-
tisisar., 1992). lako WMV ima izrazito Sirok krugdo-
madina (Dijkstra, 1992; Shukla i sar., 1994), utvrdiva-
nje najznadajnijih korovskih biljaka domadina kao pri-
rodnih rezervoara WMYV, pored tikava i leguminoznih
gajenih biljaka, takode je jedan od bitnih epidemiolos-
kih fakora. Mada se uglavnom smatra da se WMV ne
prenosi semenom gajenih tikava (Purcifful i sar., 1984;
Shukla i sar., 1994), podatak o prenosenju WMV se-
menom Cucurbita maxima sa procentom zaraze 0d 0,5-
6% (Fletcher i sar.,2000), upuéuje na potrebu daljeg te-
stiranja radi rasvetljavanja mogucnosti ovog nacina $i-
renja WMV. Poznavanje svih epidemioloskih aspeka-
ta oboljenja koje virusi izazivaju u odredenom regionu
gajenja tikava moze da doprinese razvoju programa in-
tegralne kontrole za useve tikava i strategija koje se mo-
gu primeniti u kontroli uvodenja virusa u usev tikava.
Molekularna epidemiologija omoguéila je poslednjih
godina rasvetljavanje mnogih epidemioloskih pitanja,
kao $to su odredivanje porekla i puteva introdukcije vi-
rusa, detektovanje promena u populaciji virusa i anali-
zu interakcije virusa, patogena i biljke domaéina na ra-
zli¢itim nivoima od pojedina¢ne biljke, useva ili regio-
na gajenja tikava (Lecoq i sar., 2009). Zbog toga je deo
ovih istrazivanja, osim razvijanja protokola za brzu i po-
uzdanu molekularnu detekciju WMV u prirodno za-
razenim biljkama, ukljuc¢io i molekularnu karakteriza-
ciju izolata WMYV poreklom iz Srbije.

WMV je jedan od prvih Potyvirus-a opisan kao pa-
togen biljaka iz familije Cucurbitaceae (Webb i Scott,
1965), jedan od ekonomski najznacajnih ¢lanova Potyvi-
7us roda, vrlo &esto najzastupljeniji virus u usevima razli-
gitih vrezastih kultura (Lecoq, 1992; Grafton-Cardwe-
1l i sar., 1996) i virus kod koga je u poslednjoj deceniji
zabeleZena pojava novih i bitno drugadijih izolata koji
izazivaju neobi¢no izrazene simptome na li$¢u i plodo-
vima i na taj na¢in imaju izraZeniji uticaj na prinos ikva-
litet plodova (Moreno i sar., 2004; Desbiez i sar., 2007,
2009). Zbog toga je uspostavljanje brze i pouzdane mo-
lekularne metode bilo neophodno ne samo za detekci-
ju WMV, ved i za pradenje varijabilnosti u okviru popu-
lacije WMV u Srbiji i detektovanje virulentnijih sojeva
virusa, ako se pojave na prostorima nase zemlje. U tom
smislu primenjena RT-PCR metoda uz upotrebu speci-
fi¢nih prajmera WM VCPfwd/CPrev pokazala se uspes-
nom za detekciju i identifikaciju izolata WMV iz Srbije.
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Prema predlogu Adamsai sar. (2005) da76-77% nu-
kleotidne identi¢nosti CP gena predstavlja optimalan
demarkacioni kriterijum za razdvajanje vrsta roda Pozy-
virus i prema predlogu Aleman-Verdagueraisar. (1997)
i Shuklai Warda (1989) da je identi¢nost aminokiselin-
ske sekvence izmedu izolata istog Poryvirus-a veéa od
90%, a izmedu razli¢itih vrsta manja od 70%, potvrde-
no je da proudavani izolati iz Cucurbita pepo cv. Olinka
i C. maxima iz Srbije pripadaju vrsti Watermelon mo-
saic virus. BLAST analiza je pokazala 99% medusob-
ne identi¢nosti ispitivanih sekvenci, a 99 do 94% nu-
kleotidne identi¢nosti sa dostupnim sekvencama dru-
gih izolata WMV deponovanih u NCBI bazi podataka.

Ispitivani izolati WMV poreklom iz razli¢itih vrsta
tikava i sa razli¢itih lokaliteta pokazali su visok stepen
nukleotidne sli¢nosti, odnosno nizak stepen genetickog
diverziteta koji je rezultirao u 100% identi¢nosti amino-
kiselinske sekvence, $to govori da postojece supstitucije
dva nukleotida nisu od evolutivnog zna¢aja. Identi¢nost
sekvenci od 99,5% izmedu izolata WMV iz Srbije sa tri,
odnosno dve sekvence deponovane u NCBI bazi poda-
taka, odnosno razlika u broju nukleotida od tri, tako-
de nije rezultovala promenom aminokiselinskog sastava
ispitivanog dela sekvence CP gena od 658 nukleotida.
Supstitucija devet, odnosno osam nukleotida uo¢ena
poredenjem sekvenci ispitivanih izolata i dve depono-
vane sekvence u NCBI bazi podataka ¢ija je nukleotid-
na sli¢nost bila niza od 99% (98,6%, odnosno 98,8%),
takode se nije nalazila na mestima koja bi izazvala kva-
litativhu promenu aminokiselina, tako da je aminokise-
linski sastav pokazao 100% identi¢nosti. NajniZi stepen
homologije ispitivanih izolata od 93,6% i 93,9% nukle-
otidne identi¢nosti (97,7% aminokiselinske identi¢no-
sti) ispoljen je sa sekvencom izolata iz letnje tikvice cu-
kini forme (EU660583) iz Francuske.

Rezultati analize sekvenci dva izolata WMY iz ra-
zli¢itih biljnih vrsta i razli¢itih lokaliteta poreklom iz
Srbije potvrduju ¢injenicu da je populacija ovog virusa
visoko homogena, sa niskim geneti¢kim diverzitetom
nukleotidne sekvence CP regiona genoma koji je od-
govoran za sintezu proteina omotaca. Nije utvrdeno ni
prostorno diferenciranje ova dva izolata, ni diferenci-
ranje u odnosu na biljku domadina. Proucavajudi veéi
broj izolata WMYV iz dinje sa razli¢itih lokaliteta, Mo-
renoisar. (2004) su, na osnovu reakcija niza domaéina,
utvrdili postojanje jednog patotipa u okviru populacije
ovogvirusau Spaniji inaosnovu analize sekvenci tri ge-
nomna regiona, visok stepen homologije sekvenci gena
za P1 protein, gena za cilindri¢ne inkluzije (CI) i gena
za protein omotada (CP), §to je ukazalo da populaciju
WMYV ¢ine izolati koji su geneti¢ki veoma uniformni.
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Analizirajuéi sekvence CP gena 18 izolata iz Irana, Sha-
rifi i sar. (2008) su, takode, utvrdili visok stepen homo-
logije izmedu ispitivanih sekvenci, koja se za 17 sekvenci
kretala od 99,9 do 96,1% identi¢nosti, a samo sekvenca
jednog izolata pokazala je niZi stepen nukleotidne iden-
ti¢nosti od 94,9% do 92,7% u odnosu na ostale sekvence.

Iako je WMV $iroko rasprostranjen i ¢esto prevalen-
tan virus u usevu, dugoje smatran manje znaéajnim pa-
togenom svojih biljaka domadina. Iz tog razloga, varija-
bilnost i struktura populacije ovog virusa su slabije pro-
uéavani (Lecoq, 1992). Medutim, pojava virulentnije
populacije WMV uusevu C. pepo cukini forme u Fran-
cuskoj, koja je izazvala drasti¢ne simptome, podstakla
je intenzivnija prou¢avanja WMV u cilju razumevanja
mogudeg porekla jakih sojeva u odnosu na evoluciju i
prostorne i vremenske izmene ove dve razlidite popula-
cije WMYV (Desbiez i sar., 2007).

Rekonstruisano filogenetsko stablo jasno pokazuje
3 razlitite grupe, koje odgovaraju geneti¢kim sojevima
WMYV. Saglasno rezultatima ovih ispitivanja, kao i is-
pitivanjima drugih autora (Moreno i sar., 2004; Shari-
fiisar., 2008) najvedi broj izolata WMV pripada grupi
I, pa se smatra da su izolati ove grupe najrasprostranje-
niji u svetu. Ovoj grupi, pored vedine izolata iz Evrope,
pripadaju i dva ispitivana izolata iz Srbije. Medutim, is-
pitivanja sprovedena u ovom radu pokazala su da mole-
kularnoj grupi II pripadaju izolati WMYV iz udaljenih
delova sveta, ¢ak sa tri kontinenta. Analiza sekvenci ce-
log ili $ireg regiona CP gena, koji uklju¢uje i N-termi-
nalni (NIb) deo CP gena (Desbiez i sar., 2007; Sharifi i
sar., 2008), kao i filogenetske analize zasnovane na genu
za CIliP1 proteine (Moreno isar., 2004; Desbiez i sar.,
2007) pokazale su da se izolati sa dvaili tri razli¢ita kon-
tinenta nalaze u svakoj od tri molekularne grupe, potvr-
dujudi da molekularno grupisanje izolata WMV nije u
korelaciji sa njihovim geografskim poreklom.

Moreno i sar. (2004) utvrdili su da evropski izola-
ti izvan prve grupe sojeva pripadaju grupi sojeva 11, ali
za sada su u ovoj grupi samo izolati poreklom iz Spani-
je. Trecoj grupi sojeva od evropskih izolata WMYV pri-
pada samo izolat FMF00-LLI iz Francuske (Desbiez i
sar., 2007). Pojava evropskog izolata u treéoj grupi so-
jeva WMV usko je vezana sa pojavom veoma destruk-
tivnih i izraZenih simptoma na tikvicama forme cuki-
ni. Smatra se da je verovatnije da je ovaj izolat na evrop-
ski kontinent doao putem nove introdukcije, nego da
je nastao evolucijom lokalnih populacija ovog virusa.

Vrednost geneti¢ke udaljenosti izmedu izolata u
okviruIiII grupe relativno je niska, $to ukazuje na ni-
zak nivo razli¢itosti, dok vise vrednosti genetitke uda-
ljenosti izmedu izdvojenih grupa sojeva ukazuju na

vi$i stepen divergentnosti i potvrduju grupisanje u fi-
logenetskom stablu. Prose¢na vrednost geneti¢ke uda-
ljenosti unutar III grupe sojeva je visa u odnosu na gru-
pe Ii11, i nesto je niza od vrednosti izmedu grupa. Visi
stepen divergentnosti u okviru III grupe moze biti re-
zultat starije populacije izolata WMYV. Po teoriji, oce-
kuje se da starije populacije imaju vedi genetski diverzi-
tet od mladih (Garcia-Arenal i sar., 2001).

Sli¢na situacija, nemoguc’nost uocavanjajasne genetic-
ke strukture populacije, javlja se i kad je u pitanjuZYMYV,
takode Potyvirus i znadajni patogen tikava (Desbiez i sar.,
2002). Izvesno grupisanje izolata na osnovu geografskog
poreklakoje ukazuje na migraciju virusa i uticaj razlicitih
evolutivnih faktora na formiranje dana$nje populacije vi-
rusa, uoeno je za PRSV, tredi Poryvirus koji je infektivan
zabiljke iz familije Cucurbitaceae (Bateson i sar., 2002),
aliza sada takve informacije nisu dostupne za WMV. Svi
ovi podaci ukazuju na neophodna dalja izu¢avanja gene-
ti¢ke strukture populacije WMV i definisanje novih kri-
terijuma, uklju¢ujuéi proucavanje drugih delova genoma
ovog virusa, kako bi se pronasli oni koji najbolje reflektu-
ju ve¢ uocenu razliku u patogenim osobinama razlicitih
izolata. Zbog toga je odredivanje varijabilnosti u okviru
populacije ovog virusa i drugih virusa infektivnih za ti-
kve u Srbiji veoma znacajno za bolje poznavanje epidemi-
ologije ovih patogena, a sve u cilju osmisljavanja i sprovo-
denja $to efikasnijih mera kontrole, kao i prevencije mo-
gu¢ih novih introdukcija u nagu zemlju usled veoma in-
tenzivne razmene biljnog materijala.
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Frequency and Molecular
Characterization of Watermelon
Mosaic Virus from Serbia

SUMMARY

Watermelon mosaic virus (WMV) is widespread in cucurbit crops, most commonly occur-
ing in temperate and Mediterranean regions. In Serbia WMV has been detected in single and
mixed infections with Zucchini yellow mosaic virus and Cucumber mosaic virus in field-grown
pumpkin and squash crops. Among pumpkin-affecting viruses WMV is the most frequent
one, both by the number of localities and its incidence at each location. During the grow-
ing season of 2009, samples from 583 plants of Cucurbita pepo cvs. Olinka, Belgrade zucchi-
ni and Tosca (Zucchini group), as well as from C. maxima and C. moschata showing symp-
toms of virus infection were collected from 12 commercial fields at eight localities and ana-
lyzed by DAS-ELISA using polyclonal antisera specific to six most important cucurbit viruses.
Interestingly, WMV was detected at fewer sites and had lower incidence rate than in two previ-
ous years. In single infections, WMV was found in 11% of tested plants in three fields; in mixed
infections with ZYMV, it was recorded in 9.9% of plants in five fields and with CMV in only 0.2%
in one field. The partial coat protein gene and 3' non-translated region from two represent-
ative isolates of WMV originating from different localities and host plant species were ampli-
fied by RT-PCR, sequenced, and compared with the sequences available in GenBank database.
The PCR-amplified fragment of predicted size of approximately 1017 bp was obtained. The
sequences of isolates 137-08 (Acc. No. GO259958) and 159-08 (GU144020) proved to be 94-99%
identical at the nucleotide level with those from other parts of the world. The sequences of
these two isolates differed from each other only at two nucleotide positions, without any ami-
no acid substitution. Phylogenetic analysis of 57 isolates based on 750 bp sequences of the
coat protein gene showed no correlation between isolates and their geographic origin, and it
also indicated that these isolates fell into three molecular groups of strains. Serbian WMV iso-
lates belong to group |, the most widespread group of isolates of this virus in the world.
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